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RESUMEN

Las rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal intervienen en el crecimiento de plantas
a través de la colonizacion del sistema radicular, suprimiendo la propagacion de
microorganismos de la rizosfera. Rhizoctonia solani es un hongo anamorfo de
Thanatephorus cucumeris causante de enfermedades como pudricion y cancro de tallo en
plantas cultivables como la papa Solanum tuberosum importante en la dieta mundial y
econdémicamente en poblaciones que la cultivan como familias campesinas de la Sierra del
Ecuador. En esté estudio mediante tres pruebas in vitro analizamos rhizobacterias como
posibles controladoras del hongo fitopatogeno R. solani. Los analisis estadisticos se
calcularon en el programa SPSS (porcentajes y ANOVA). De 46 cepas de rhizobacteria, 17
resultaron antagonistas frente al fitopatégeno, Streptomyces sp. (E4-13) es la mas
representativa con 43,7% de inhibiciébn de crecimiento; 19 producen AIA en la prueba
cualitativa, sometiéndolas a la cuantitativa, siendo Serratia sp. (E4-6) 600 ug/ml* AIA en
TSB, Paenibacillus taichungensis (E3-17) 550 ug/ml* en TGE y Streptomyces sp. (E4-13)
600 ug/ml* AIA en caldo nutritivo; 17 cepas solubilizaron fosfato mostrando mayor

solubilizacion Klebsiella sp. (E3-3) y Serratia sp. (E4-6) con un halo de 6,3 cm.

Palabras clave: PGPR, Rhizoctonia solani, Solanum tuberosum, AlA.



ABSTRACT

The plant growth promoting rhizobacteria involved in the growth of plants through the
colonization of the root system, suppressing the propagation of microorganisms in the
rhizosphere. Rhizoctonia solani is a fungus anamorph Thanatephorus cucumeris causing
diseases such as rot and stem canker in crop plants such as potato Solanum tuberosum
important in the global diet and economically grown as populations in rural families of the
Sierra the Ecuador. In this study using three in vitro tests analyze rhizobacteria as possible
pathogen controlling the fungus R. solani. Statistical analyzes were calculated in SPSS
(percentages and ANOVA). Of 46 strains of rhizobacteria, 17 were antagonistic against plant
pathogen Streptomyces sp. (E4-13) is the most representative with 43.7 % growth inhibition,
19 produce IAA in the qualitative test, subjecting them to quantitative, with Serratia sp. (E4-6)
600 ug/ml* IAA in TSB, Paenibacillus taichungensis (E3-17) 550 ug/ml* TGE and
Streptomyces sp. (E4-13) IAA 600 ug/ml™* in nutrient broth; 17 strains showing greater
solubilized phosphate solubilizing Klebsiella sp. (E3-3) and Serratia sp. (E4-6) with a ring of
6.3 cm.

Keywords: PGPR, Rhizoctonia solani, Solanum tuberosum and IAA.



INTRODUCCION

Existen microorganismos con efecto benéfico sobre las plantas, los cuales tienen un
potencial considerable como biofertilizantes y como agentes de biocontrol. Pueden
distinguirse tres grandes grupos: 1) fijadores de nitrégeno; 2) hongos micorrizicos y 3)
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, (PGPR: Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) (Kloepper et al., 1989). Estas ultimas son bacterias de vida libre del suelo
gue se localizan muy cerca de las raices de las plantas y que tienen un efecto benéfico
sobre el crecimiento de las mismas. Su accion sobre el crecimiento y desarrollo lo ejercen
por diferentes mecanismos entre los que podemos citar: la fijacion biolégica de nitrégeno, la
solubilizacion de fosfato, la produccion de quelantes de hierro (sideréforos), de
fitohormonas, de antibidticos, etc. (Romero et al., 2003). Las hormonas promotoras del
crecimiento vegetal, como lo es la auxina: acido Indol Acético, induce la deformacion y el
aumento de pelos radiculares, logrando con esto una mayor captacién de nutrientes y
promoviendo en consecuencia el crecimiento y rendimiento de los cultivos (Dobbelaere, et
al., 2003).

Se ha establecido que las PGPR son rizobacterias promotoras del desarrollo, juegan un
papel primordial en los cultivos permitiendo disminuir la utilizacion de fertilizantes quimicos,
aumentar el rendimiento, acortar ciclos de los cultivos y por consiguiente, reducir la
contaminacion ambiental (Dobbelaere, et al., 2003).

El estudio de las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGRP) es considerado
como, una alternativa de mitigacion a los problemas de contaminacion del suelo; ya que nos
permite determinar el efecto benéfico de las bacterias sobre el cultivo de Solanum
tuberosum, que es uno de los cultivos involucrados, la papa es el tercer cultivo de
importancia a nivel mundial después del arroz y el trigo; es un tubérculo basico en la dieta
de la poblacion y fuente de ingresos econdmicos para las familias campesinas de la Sierra
(Pumisacho & Sherwood, 2002).

En los dltimos afios se ha hecho frecuente el uso de fertilizantes quimicos, plaguicidas y
fitohormonas sintéticas, como técnicas para mejorar la produccion y rendimiento de los
cultivos, cuyas técnicas representan un mayor gasto econémico para el agricultor ademas
de producir problemas ambientales y de salud por el uso indiscriminado de plaguicidas; por
ello se plantea como alternativa la utilizacién de un método biolégico que incremente la
produccion y rendimiento de los cultivos a través de la utilizacién de bacterias PGPR.
Desafortunadamente, el cultivo de Solanum tuberosum (papa) se encuentra expuesto a una
serie de limitaciones, como la baja calidad o el empobrecimiento del suelo, el uso
indiscriminado de agroquimicos, asi como la presencia de plagas y fitopatégenos los cuales

tienen como consecuencia la merma en la productividad y rentabilidad del cultivo. Es por ello
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gque es importante la investigacion minuciosa de todas las alternativas que puedan aumentar
la produccion y favorecer el cultivo de Solanum tuberosum en favor de la economia de
nuestro pais. Esto ha estimulado el estudio de la posibilidad de disminuir el uso de
agroquimicos, complementandolo con fertilizacion organica y el uso de inoculantes

microbianos.

El desarrollo de este proyecto de investigacion se basé en el objetivo de determinar las
bacterias que cumplen de PGRP evaluandolas en pruebas de antagonismo frente al

fitopatogeno Rhizoctonia solani, produccion de acido indol acético y solubilizacién de fosfato.



CAPITULO |



1 ASPECTOS GENERALES

1.1 Rizo6sfera

Existe una delgada capa de suelo que rodea la raiz de las plantas, esta es un area muy
importante y activa para la actividad de la raiz y el metabolismo que se conoce como la
rizosfera (Saharan & Nehra, 2011). En 1904 Hiltner definid la rizésfera como la parte del
suelo donde el sistema radical induce la proliferacion microbiana. Esta regién, comprende
entre 1-2 mm de suelo a partir de la superficie de la raiz; en esta region del suelo ocupada
por las raices de las plantas crecen una comunidad microbiol6gica diversa y dindmica, cuya
actividad se vincula con distintos procesos relacionados con el agua, nutricibn mineral,
intercambio de cationes y produccion de exudados, entre muchos otros, que la hacen
diferente del resto del suelo en sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas (Reyes,
2011).

En la rizosfera, las bacterias son los microorganismos mas abundantes (Antoun &
Prevost, 2005). Las comunidades bacterianas de la rizésfera tienen un eficiente sistema de
absorcion y catabolismo de compuestos organicos que se encuentran en las raices. A su
vez existen bacterias que tienen la habilidad de adherirse a la superficie de las raices
obteniendo asi el maximo beneficio de los exudados radicales (rizoplano) y otras que
penetran el tejido radical (enddfitas) y tienen acceso directo a los compuestos organicos ahi
presentes, evitando de esta forma todo tipo de competencia existente en la rizésfera o en el
suelo (Tilak et al., 2005).

1.2 Rizobacterias
Las rizobacterias son bacterias de la rizosfera, capaces de multiplicarse y colonizar todos los
nichos ecoldgicos que se encuentran en las raices en todas las etapas de crecimiento de la

planta, en la presencia de una microflora competidora (Antoun & Kloepper, 2001).

Los microorganismos que colonizan la rizosfera se pueden clasificar en funcién de
sus efectos sobre las plantas y la forma en que interactan con las raices (Saharan & Nehra,
2011), teniendo un efecto neutro, perjudicial o beneficioso sobre el crecimiento de la planta;
la presencia de rizobacterias neutrales en la rizosfera probablemente no tiene ningun efecto
sobre el crecimiento de la planta, sin embargo, las rizobacterias perjudiciales afectara
negativamente al crecimiento y desarrollo de las plantas a través de la produccién de
metabolitos como fitotoxinas, a través de la competencia por los nutrientes o la inhibicion de
los efectos beneficiosos de las micorrizas (Sturz & Christie, 2003); en cambio, las

rizobacterias que habitan en las raices de las plantas y ejercen un efecto positivo que va



desde los mecanismos de influencia directa a un efecto indirecto y beneficiosas para las

plantas se denomina PGPR (Kloepper et al.,1980).

1.3 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR)

En respuesta a la necesidad de generar cultivos limpios, con trazas minimas o nulas de
agroquimicos que afecten la salud humana a largo plazo, se ha venido implementado el uso
de los microorganismos benéficos del suelo, que pueden promover el crecimiento de las
plantas y también evitar la infeccidn del tejido vegetal por patdgenaos; estos microorganismos
pueden encontrarse en asociaciones simbibticas o de vida libre que estan asociados a las
particulas del suelo generando interacciones con las raices de las plantas, en la zona de la

rizésfera (Pefa & Reyes, 2007).

Las reguladoras de crecimiento vegetal (PGPR) pueden promover el crecimiento
vegetal de dos tipos, directos e indirectos (Tilak et al., 2005).

Los mecanismos directos son aquellos en donde los microorganismos actlian sobre
la planta, dentro de estos encontramos la produccion de promotores de crecimiento vegetal
(también llamados fitohormonas), como auxina, giberelinas y citoquininas (Rivieros, 2008).
La produccién de estos metabolitos, también generan una mejor regulacion de estomas, lo
que evita su deterioro el cual esta asociado a depresién del crecimiento y sintomas de
marchitamiento en la planta; ocasionan también un desarrollo radical mas ramificado
jugando un papel fundamental en la absorcién del agua y en el mejoramiento de la nutricién
al aumentar su acceso a los nutrientes en el suelo (Rivieros, 2008). Adicionalmente, las
PGPR pueden promover el crecimiento vegetal mejorando la disponibilidad de nutrientes en
el suelo mediante solubilizacion de fosforo, fijacion de nitrégenos y produccién de
sideréforos (Tilak et al., 2005; Bobadilla & Rincén, 2008). Igualmente se ha demostrado que
las rizobacterias ayudan a disminuir la resistencia a la conductividad hidraulica, lo cual le da

a las plantas una mayor tolerancia a periodos de sequia (Rivieros, 2008).

Los mecanismos indirectos son aquellos en donde el microorganismo es capaz de
inhibir diferentes patdgenos que interfieren con el desarrollo de la planta (Tilak et al., 2005.)
Fitopatdgenos como hongos y bacterias son neutralizados de diversas maneras, como
competencia por el espacio o los nutrientes, o también por la produccion de metabolitos
antibioticos o secrecion de diversas enzimas hidroliticas que degradan la pared celular de
los patogenos (Reyes et al. 2008). También se ha evidenciado la produccion de sideréforos
que proporcionan alta afinidad para captar y concentrar iones férricos. Estas moléculas son
producidas tipicamente por bacterias, hongos y plantas monocotiledéneas en respuesta al
estrés por concentraciones limitantes de hierro en el ambiente (Perez et al., 2007). Debido a
que la biodisponibilidad de hierro es limitada en el suelo, la produccién de sideréforos juega
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un papel importante en la competencia por este recurso, ya que, en general, los sideréforos
producidos por bacterias tienen una mayor afinidad a este elemento que los producidos por
hongos, limitando asi a posibles patdégenos (Compant et al., 2005). Otro mecanismo
indirecto es el incremento de la capacidad de respuesta sistémica de la planta frente a los
patogenos (Vessey, 2003).

En general; las PGPR pueden ser: Bioprotectores (supresién de enfermedades de
plantas), Biofertilizantes (aumentar la capacidad de adquisicibn de nutrientes) vy
bioestimulantes (produccién de fitohormonas) (Kloepper et al., 1989).

Aunque los estudios con microorganismos como Pseudomonas fluorescens se habian
basado Unicamente en la utilizaciéon de su potencial como biocontrolador de fitopatégenos
habitantes del suelo, los esfuerzos ahora comienzan a concentrarse en la capacidad de los
PGPR de promover el desarrollo vegetal, utilizdndolos en la obtenciéon de plantas mas
saludables y con mejores rendimientos de cultivo (Dey et al., 2006). También se incluyen en
estos estudios un numero de especies bacterianas pertenecientes a géneros como
Azotobacter, Azospirillum, Acetobacter, Burkholderia, Bacillus (Dey et a., 2004; Tilak et al.,
2005), actinomicetos (El-Tarabily & Sivasithamparam, 2006), Alcaligenes, Arthrobacter,
Acinetobacter, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Rhizobium y Serratia (Tilak et al.,
2005).

1.3.1 Azotobacter.
La morfologia celular de Azotobacter es constantemente variable ya que cambia segun las
condiciones ambientales existentes, es decir, es una bacteria pleomérfica. A su vez, se ha
determinado que una de las formas de sobrevivencia de esta bacteria en condiciones
desfavorables, es a través de la formacién de quistes, que le confieren resistencia (Beijerink,
1901). Las células bacterianas de Azotobacter pueden tener una forma bacilar con bordes
romos hasta elipsoidales o cocoides, son aerobias Gram negativas (Toro et al., 1997).

Fijan nitr6geno hasta en condiciones microaerobias (2% oxigeno); la fijacion depende
de la presencia de enzimas nitrogenasas que contengan Fe; algunas de estas especies son
moviles, otras pueden producir también pigmentos solubles o insolubles en agua (Toro et al.,
1997).

La mayoria de aislamientos de Azotobacter provienen del suelo, pero existen
también algunas de ambientes acuaticos, las colonias son viscosas, convexas, lisas o
arrugadas y poseen pequefias inclusiones granulares, y el color depende del medio de
cultivo, pueden llegar a medir de 2—6 mm de diametro en 5 dias a una temperatura de 28 a
30° C (Toro et al., 1997).

La familia Azotobacteriaceae se compone de dos géneros, Azomonas (no forman
quiste) con tres especies (A. agilis, A. insignis y A. macrocytogenes) y Azotobacter
8



(formando un quiste) que comprende 6 especies, A. chroococcum, A. vinelandii, A.
beijerinckii, A. nigricans y A. armeniacus paspali (Tilak et al., 2005).

Azotobacter han tenido muy buenos resultados al ser utilizadas para mejorar los
cultivos pues no necesariamente son beneficiosas por su capacidad de fijar de nitrégeno
sino que ademas posee propiedades anexas, ya que bajo ciertas condiciones ambientales
son capaces de solubilizar fosfatos y sintetizar sustancias estimuladoras del crecimiento en
las plantas, entre ellas, vitaminas y hormonas vegetales, como el acido indol acético (AlA)
que intervienen directamente sobre el desarrollo de las planta, lo que hace considerar a este
género bacteriano como PGPR (Toro et al., 1997 y Tilak et al., 2005).

1.3.2 Azospirillum.
Rizobacterias de vida libre y considerados como colonizadores de la raiz en general; los
miembros del género Azospirillum fijan el nitrégeno en condiciones microaerofilicas, se les
atribuye principalmente a un mejor desarrollo de las raices debido a la produccion de
sustancias estimuladoras del crecimiento y en consecuencia un aumento de las tasas de

absorcion de agua y minerales (Dewan et al., 1979).

1.3.3 Acetobacter.

Acetobacter ha ganado importancia como un inoculante para la cafia de azucar, ya que esta
bacteria la coloniza con éxito (Yamada et al., 1997). La familia Acetobacteriaceae incluye
géneros Acetobacter, Gluconobacter, Gluconoacetobacter y Acidomonas

(Muthukumarasamy et al., 2000).

1.3.4 Bacillus sp.

Estos microorganismos se caracterizan por ser bacterias Gram positivas con forma bacilar,
aerobias estrictos 0 anaerobias facultativas que en condiciones estresantes forman una
endoespora central, que deforma la estructura de la célula (Kokalis-Burelle et al., 2006); esta
forma esporulada es resistente a las altas temperaturas y a los desinfectantes quimicos
corrientes (Kokalis-Burelle et al., 2006). Esta bacteria es capaz de generar un efecto
benéfico en el crecimiento de las plantas por diversos mecanismos, en donde se encuentran
la produccion de sustancias antibidticas, produccién de lipopéptidos que actian como
biosurfactantes, solubilizacion de fosfatos y reduccién de enfermedades en las plantas
(Kokalis-Burelle et al., 2006).

1.3.5 Pseudomonas fluorescens.

Esta bacteria es un cocobacilo Gram negativo, ampliamente conocido por ser una PGPR
(zhang et al., 2002). Abundan en la superficie de las raices, ya que son versatiles en su

metabolismo y pueden utilizar varios sustratos producidos por las mismas, pero no
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establecen una relacién simbiotica con la planta (Zhang et al., 2002). Entre sus mecanismos
de accion se encuentran el aumento de la toma de agua y nutrientes por la planta, la
solubilizacién de fosfatos, la produccion de reguladores del crecimiento vegetal y el control
biolégico de patdégenos, dado fundamentalmente por la produccion de sideréforos, la
antibiosis y la induccion de resistencia a la planta, mediante la produccion de acido salicilico,
el cual actia como una molécula de sefializacion que activa la resistencia sistémica inducida

(RSI) que es muy similar a la resistencia sistémica adquiridal (RSA) (Zhang et al., 2002).

1.3.6 Actinomycetos.

Los actinomicetos representan un grupo de microorganismos ampliamente distribuido en
ecosistemas naturales y tienen gran importancia en la participacién de la degradacion de la
materia organica, ademas de ciertas propiedades fisiologicas que los hacen particulares
(Ghanem et al., 2000).

Estos microorganismo son abundantes en el suelo, sin embargo, son encontrados
también en ambientes acudticos, dulces y marinos (Leiva et al., 2004). Dentro de sus
caracteristicas particulares se encuentra la de producir un olor tipico a suelo hiimedo debido
a la produccion de un metabolito denominado geosmina, ademas presenta una actividad
metabdlica alta, producen terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares con las que son
capaces de degradar la materia organica de origen vegetal y animal (Ezziyyani et al., 2004).

Los actinomicetos constituyen un grupo heterogéneo de microorganismos, son
bacterias Gram positivas que se caracterizan por su capacidad de formar filamentos
ramificados. El orden de los Actinomycetales comprende 63 género, constituyendo
aproximadamente del 20-60% de la poblacién microbiana del suelo (Ezziyyani et al., 2004).

Actualmente, los actinomicetos se encuentran incluidos en el Dominio Bacteria
debido a las siguientes razones: su pared celular estd compuesta por peptidoglicano, el
diametro de sus hifas es inferior al de los hongos (0,5 a 2,0 ym), son sensibles a los
antimicrobianos, pero presentan resistencia a los antifiingicos y la disposicion de su material
genético es tipicamente procaribtico (Sylvia, 2005). Estas bacterias son aerobias y algunas
anaerobias facultativas, pudiéndose encontrar en el suelo, animales y el hombre.
Frecuentemente alcanzan grandes densidades poblacionales en suelos con alto contenido
de materia organica y amplias reservas de carbono asimilable y humus (Fernandez, 1988).

La mayoria de los actinomicetos son mesdfilos y su crecimiento se registra entre 25 a
30° C, solo algunas son especies termdfilas de Streptomyces sp., Thermomonospora sp. Y
Thermoactinomyces sp., son capaces de crecer aunque el efecto de la alta temperatura
posiblemente sea letal para el microorganismo si estd acompafiado de humedad (Stanley,
1994; El-Tarabil & Sivasithampara, 2006).
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La adicion de materia organica a los suelos estimula la multiplicacion y actividad de
los actinomicetos (Titus & Pereira, 2007). Los suelos alcalinos y neutros resultan ser mas
favorables para el desarrollo de estas bacterias; los actinomicetos al ser principalmente
aerobios se desarrollan favorablemente en suelos bien aireados, suelos con humedades
entre 80 y 90% son perjudiciales para su desarrollo (Titus & Pereira, 2007).

El género Streptomyces ha sido descrito como colonizador de la rizésfera, capaz de
ejercer biocontrol sobre hongos fitopatégenos, producir sideréforos, sustancias promotoras
del crecimiento vegetal in vitro, promover la nodulacion y ayudar a los bacteroides como
Rhizobium a la asimilaciéon del hierro en la fijacion de nitrégeno en leguminosas, lo cual
contribuye indirectamente a las PGPR (Tokala et al., 2002).

Numerosos estudios demuestran la importancia de los actinomicetos sobre todo de
Streptomyces sp., como controlador de hongos fitopatégenos del suelo y promocion de
crecimiento en plantas; por este motivo, los métodos comUnmente utilizados para el
aislamiento y recuento de cepas de actinomycetes provenientes de suelo o rizosfera
utilizados para biocontrol o promocioén de crecimiento en plantas, tratan exclusivamente con

aquellos adecuados para las especies de Streptomyces (El-Tarabil y Sivasithampara 2006).
1.4 Capacidades promotoras del crecimiento vegetal

1.4.1 Actividad antifungica.

Las PGPR mejoran el crecimiento de las plantas mediante la prevencion de la proliferacion
de fitopatdégenos, algunas PGPR sintetizan antibiéticos antifingicos, por ejemplo: P.
fluorescens produce floroglucinol 2,4 -diacetil que inhibe el crecimiento de hongos
fitopatogenos (Nowak-Thompsonet et al., 1994), ciertos PGPR degradan el &cido fusérico
producida por Fusarium sp. agente causal de la marchitez (Toyoda & Utsumi, 1991). En los
ultimos afos, Pseudomonas fluorescentes se ha sugerido como potencial agente de control
bioldgico debido a su capacidad para colonizar la rizosfera y proteger a las plantas contra
una amplia gama de importantes enfermedades flingicas agronémicas como negro de raiz la
podredumbre de tabaco (Voisard et al., 1989), la raiz de la pudricion de guisante (Papavizas
& Ayers, 1974), la raiz de la pudricién de trigo, la podredumbre de la remolacha (Kumar et
al., 2002).

1.4.2 Produccion de acido indol acético (AlA).
La formacion de érganos en la planta y su consecuente desarrollo, estdn mediados por
factores internos de vital importancia (Garcia Breijo, 2006). Los reguladores del crecimiento
en las plantas son conocidos como hormonas vegetales; pequefias moléculas que afectan el
desarrollo y crecimiento vegetal a muy bajas concentraciones (Garcia Breijo, 2006). Se sabe

que los niveles endégenos hormonales generan cambios en los procesos fisiol6gicos, que
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repercuten en la floracion, fructificacion y rebrote de hojas principalmente. Las hormonas
vegetales perteneces a cinco grupos conocidos de compuestos que ocurren en forma
natural, cada uno de los cuales exhibe propiedades fuertes de regulacion en el crecimiento
de las plantas. En este grupo se incluyen auxinas, etileno, giberalinas (GA), citoquininas y
acido abscisico, todas son moléculas que se encuentran en un rango de peso molecular
entre 28 Da (etileno) y 346 Da (GA) (Kamara, 2001).

Las auxinas son responsables de la division, la extension y diferenciacion de las
células y los tejidos de las plantas; las fitohormonas de este grupo estimulan la germinacion
de las semillas y de los tubérculos; aumentan la tasa de xilema y la formacion de raices;
estan presentes en procesos de control de crecimiento vegetativo, el tropismo, florecimiento,
y fructificacion de las plantas, y también afecta a la fotosintesis, la formacién de pigmento, la

biosintesis de varios metabolitos y la resistencia a factores de estrés (Dorffling, 1982).

La auxina tipica es el acido indol acético (AlA), la promocion del desarrollo del
sistema radical es caracteristico de este tipo de reguladores de crecimiento vegetal y es uno
de los pardmetros utilizados para determinar la efectividad de las bacterias rizosféricas
(Patten & Glick, 2002). ElI AIA es similar en estructura al aminoacido triptéfano vy
probablemente es éste el precursor del AIA formado en la planta viva, sin embargo, en las
bacterias, la produccion de AIA ocurre también a partir del tript6fano pero por medio de la
indol-acetamida (Patten & Glick, 2002).

La habilidad para sintetizar 4cido indol acético (AlA) ha sido detectada en diversos
géneros bacterianos rizosféricos y epifitos tales como: Azospirillum, Agrobacterium,
Azotobacter, Alcaligenes, Enterobacter, Erwinia, Acetobacter, Pseudomonas, Bacillus y
Xanthomonas (Tsavkelova et al., 2006), asi como algunas especies del género

Streptomyces (Manulis et al., 1994).

1.4.3 Solubilizacién de fosfatos.

Segun Wakelin et al., 2004, Gerretsen demostré inicialmente que la actividad microbiolégica
en la rizosfera podia disolver Pi (fosfato inorganico) poco soluble e incrementar el
crecimiento de las plantas; posteriormente se demostré que muchas especies bacterianas y
fungicas tienen actividad solubilizadora de P. En forma consistente, se ha sefalado
incrementos en la biodisponibilidad de P cuando existen aumentos paralelos en la actividad

microbiana del suelo (Wakelin et al., 2004).

Varios estudios han puesto en evidencia la capacidad solubilizadora de fosfatos por
diferentes especies microbianas (Khan et al., 2007; Khan et al., 2010, Zaidi et al., 2009).

Entre las bacterias solubilizadoras destacan los géneros: Pseudomonas, Bacillus,
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Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter,
Flavobacterium, Enterobacter, Pantotea, Klebsiella, Rhodobacter, Arthrobacter, Serratia y
Erwinia (Khan et al., 2007); mientras en los hongos se mencionan principalmente,
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fusarium y levaduras (Khan et al., 2010). Ademas, en
comparacion con las bacterias, se ha registrado que los hongos poseen, en general, mayor
capacidad de solubilizacién de P, sin embargo, la concurrencia de diferentes actividades
metabdlicas bacterianas que redundan en beneficio de las plantas, ha incrementado el
interés en su estudio (Khan et al., 2010). Entre los mecanismos ampliamente aceptados
como responsables de la solubilizacion del P mineral se tienen la produccion de acidos
organicos y la produccion fisiologica de protones, y la produccién y excrecion de fosfatasas
acidas para la mineralizacion del Po (fosfato organico). Xanthomonas campestris fue
registrada hace poco y por primera vez como solubilizador de fosfatos por Sharan et al.,
2008.

1.4.4 Producciéon de sidero6foros.

Los sideroforos (del griego sideros phoros “portadores o acarreadores de hierro”), los
sideréforos microbianos son moléculas secretadas por microorganismos en condiciones de
deficiencia de hierro para secuestrar el hierro de su entorno; son moléculas de bajo peso
molecular de 0.5 a 1.0 kDa, solubles en soluciones acuosas a pH neutro (Dybas et al., 1995)
que son sintetizados por bacterias, principalmente Gram negativas, hongos, levaduras y
algunas plantas (fitosideréforos), particularmente gramineas (Drechsel & Jung, 1998) y que
actian como agentes quelantes especificos de Fe3+. La caracteristica principal de este tipo
de moléculas es que poseen una elevada constante de disociacion de hierro, que oscila
entre 1022 y 1055 (Neilands, 1995). La sintesis de estas moléculas incrementa cuando los
microorganismos se encuentran en condiciones limitativas de hierro (Ratledge & Dover,
2000; Clark, 2004).

Es a través de la sintesis de sider6foros que algunas bacterias presentes en el suelo
influyen de manera positiva en el crecimiento de las plantas, por ello existen numerosas
referencias que describen el uso de bacterias asociadas con plantas para estimular su
crecimiento y como agentes mejoradores del suelo y de la sanidad vegetal (Welbaum et al.,
2004).

Algunas bacterias ambientales capaces de producir sider6foros son: Pseudomonas,
Azospirillum, Azotobacter, Serratia, Klebsiella, Streptomices y Nocardia (Torres et al., 2000;
Knosp et al., 1984; Page & Shivprasad, 1995; Muller & Raymond, 1984).
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1.4.5 Producciéon de metabolitos volatiles.

Los microorganismos constituyen un enorme reservorio natural ain no totalmente explotado
para el control de enfermedades de las plantas, por esto es que diferentes hongos
filamentosos, levaduras y bacterias han sido citados y utilizados como antagonistas
(Saharan & Nehra, 2011). Los mecanismos de antagonismo primeramente detectados en la
rizosfera son antibiosis, hiperparasitismo y competencia. Numerosos microorganismos
asociados a las plantas, que han resultado ser eficientes antagonistas para el control de
patégenos, han demostrado estimular el crecimiento de una gran variedad de hospedantes
(Saharan & Nehra, 2011). Tal es el caso de cepas de los géneros Trichoderma (hongos
promotores del crecimiento vegetal PGPF); entre las bacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR) los géneros Pseudomonas, Azospirillum, Azotobacter, Klebsiella,
Enterobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Burkholderia, Bacillus y Serratia (Saharan & Nehra,
2011).

1.4.6 Produccién no simbidtica de nitrégeno.

La fijacién de nitrégeno atmosférico (N) es un proceso indispensable para el desarrollo de la
planta; dicho elemento es primordial en la formacidon de estructuras como los &acidos
nucleicos, aminoazlcares, aminoacidos, entre otros; a nivel microbiano, el complejo
nitrogenasa ha sido ampliamente estudiado en la fijacion del elemento, pues se presentan
en varias bacterias de tipo rizosférico (Zahir, 2004). La fijacién biolégica de nitrdgeno con
microorganimos del suelo es considerada uno de elos principales mecanismos por la cual
las plantas encuentran beneficio de la asociacion, uno de los beneficios més estudiados es
la relacién mantenida con mecanismos diazotroficos, que proveen a la planta de nitrégeno y

esta en retorno, proporciona fuente de carbono disponible por los exudados (Zahir, 2004).

1.4.7 Produccion de quitinasas.

La quitina es un polisacarido compuesto de unidades de N-acetilglucosamina que estan
unidas entre si por enlaces B-1,4, y como la celulosa, tiene una funcion estructural y se
encuentra en la pared celular de los hongos y en el exoesqueleto de muchos invertebrados
Bhattacharya et al., 2007). Las quitinasas o enzimas quitinoliticas son enzimas capaces de
hidrolizar la quitina a monomeros de N-acetil glucosamina (GIcNAc) y los organismos
quitinoliticos son capaces de degradar la quitina por hidrélisis de enlaces glucosidicos, esta
enzima es producida o liberada por plantas y microorganismos (Bhattacharya et al., 2007;
Makoi & Ndakidemi, 2008).

Las enzimas liticas disuelven o dafian polimeros estructurales como quitina y p-1-3-

glucanos, y se espera que tengan un efecto adverso sobre el desarrollo de los hongos

14



fitopatdgenos, ya que poseen este tipo de polimeros en la pared celular (Michel-Aceves et
al., 2005). La atencién en la produccion de quitinasas microbianas tiene un incremento
reciente debido a su gran potencial de aplicacién (Bhattacharya et al., 2007). Las quitinasas
estan involucradas también en el control biolégico de insectos por mecanismos
presumiblemente similares a los que se esperan para el control de los hongos fitopatégenos,
debido a que son capaces de degradar estructuras vitales como la membrana de insectos o
por la liberacibn de compuestos que desencadenan respuestas de defensa en la planta
(Gohel et al., 2006; Bhattacharya et al., 2007).

Registros de microorganismos capaces de producir enzimas liticas y ejercer biocontrol
por este mecanismo incluyen hongos o bacterias como Trichoderma sp., Aeromonas,
Enterobacter, Serratia, Paenibacillus sp., Streptomyces sp. Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Trichoderma atroviride, Stenotrophomonassp., Serratia marcescens, Streptomyces
viridodiasticus, Streptomyces halstedii, Micromonospora carbonacea (Compant et al., 2005;
Huang et al., 2005; Joo, 2005; Liu et al., 2011; O'Kennedy et al., 2011).

1.5 Rhizoctonia solani

1.5.1 Taxonomia de Rhizoctonia solani.

Su taxonomia es confusa y controversial, debido a que su morfologia es muy sencilla y sus
rasgos fisiologicos y patoldgicos varian mucho lo que dificulta la delimitacion taxondémica del
grupo (Parmeter & Whitney, 1970); la forma del género Rhizoctonia se considera como un
conjunto heterogéneo de taxones de hongos filamentosos que no producen esporas
asexuales y comparten un numero de caracteristicas en comun en sus estados anamorficos
(Gonzalez, 2002). El grupo incluye algunos importantes patégenos como Thanatephorus
cucumeris (teleomorfo) (Frank) Donk (anamorfo=Rhizoctonia solani Kiihn) (Gonzélez et al.,
2006).

Su calsificacion taxondémica actual es: Ceratobasidiaceae, Cantharellales, Incertae sedis,
Agaricomycetes, Agaricomycotina, Basidiomycota, Fungi; segun el

(http://www.indexfungorum.org visto el 7- Marzo -2014).

1.5.2 Rhizoctonia solani como agente fitopatégeno.

Rhizoctonia sp. es un hongo fitopatogeno del suelo con un amplio intervalo de
hospedadores; sobrevive de distintas formas: como saprofito sobre restos organicos, como
parésito en las raices y otros drganos de plantas y en forma pasiva, como esclerocios (Cline
et al.,, 2005), como patdégeno ataca principalmente en tejido estresado y debilitado del
hospedante, causando pudricién en raices, tallos, tubérculos, etc (Agrios, 1998). La fase

sexual se forma cuando hay suficiente humedad, teniendo aspecto de mildiu fino que se
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desarrolla sobre el suelo, hojas y tallos infectados (Agrios, 1998). Los basidios tienen forma
de barril con cuatro esterigmas, cada una de las cuales produce una basidiospora ovoide; el
micelio estéril de R. solani es incoloro en estado juvenil y de amarillo a color café claro en
estado maduro formando esclerocios que son estructuras de resistencia del patogeno (Cline
et al., 2005) (Figura 1), consta de células largas y produce ramificaciones que crecen
formando un angulo recto con respecto a la hifa principal, estrechandose ligeramente a nivel

de la bifurcacién con un septo cerca de ésta (Agrios, 1998).

Figura 1: Cultivo de R. solani, en estado maduroformando esclerocios (coloracién café) en medio
PDA

Fuente: Autora

R. solani es una especie “colectiva” que consta de por lo menos cuatro grupos no
emparentados, los cuales se distinguen entre si debido a que la fusion de hifas que entran
en contacto, sélo se produce entre los aislados de un mismo grupo de anastomosis. El
resultado de esta fusién es una hifa heterocariotica bajo ciertas condiciones. La mayoria de
las células resultantes de la anastomosis quedan incluidas en la vacuola y mueren tomando
la apariencia de una zona clara en el punto de union de las dos colonias. Este proceso es la
expresion de una incompatibilidad somatica o vegetativa, la cual limita la exogamia a unos

pocos apareamientos compatibles (Cline et al., 2005).

1.5.3 Ciclo de infeccion de Rhizoctonia solani.
El hongo se mantiene de un afio a otro, como esclerocios y como micelio en residuos de
cosecha que se encuentran en el suelo (SINAVISMO, 2012). En la siembra de papa del
siguiente afio y en presencia de condiciones favorables de humedad, los esclerocios
germinan y el micelio desarrolla infectando los brotes y tallos que se encuentran en estado
de pre y/o post emergencia (Gutiérrez & Torres 1990). Las raices y los estolones son
también afectados durante el desarrollo de las plantas y la formacion de esclerocios sobre la

superficie de los nuevos tubérculos ocurre en condiciones de suficiente humedad y
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temperatura 6ptima de 18°C, sin embargo, el maximo desarrollo de esclerocios se produce
cuando los tubérculos que se encuentran listos para ser cosechados se mantienen en el

campo por un tiempo prolongado (Gutiérrez & Torres 1990).
1.5.4 Control de Rhizoctonia solani.

1.5.4.1 Control biolégico.

Entre los enemigos naturales de R. solani, los mas eficientes son Trichoderma harzianum,
Rhizoctonia binucleada (Gutierrez & Torres 1990) y Verticillium bigutatum, aunque en la
practica el control biolégico debe ser considerado solo como un componente del control

integrado

1.5.4.2 Control quimico.

El uso de fungicidas (aplicados al suelo o como desinfectantes de tubérculos), no
incrementa los rendimientos, pero, incrementa la calidad sanitaria de los tubérculos
(Gutierrez & Torres 1990).

1.5.5 Cultivos afectados por Rhizoctonia solani.
R. solani ataca a cultivos de alfalfa, kiwi, frutilla, mani, pimiento, soja, sorgo, tabaco, tomate,
fréjol y principalmente al cultivo de papa donde causa la enfermdedad de Rizoctoniasis o
costra negra (SINAVISMO, 2012).

1.55.1 Lapapa.
La papa (Solanum tuberosum L.) cultivada y silvestre se encuentra en las tierras altas de los
Andes de América del Sur. El centro de domesticacion del cultivo se encuentra en los
alrededores del Lago Titicaca, cerca de la frontera actual entre Per( y Bolivia. Existe
evidencia arqueoldgica que prueba que varias culturas antiguas, como la Inca, la

Tiahuanaco, la Nazca y la Mochica, cultivaron la papa (Pumisacho & Sherwood, 2002).

La papa es una planta dicotiledénea, herbacea anual y potencialmente perenne
(debido a la capacidad de reproduccién del tubérculo), presenta un sistema aéreo y un
sistema subterraneo; esta conformada por el tallo, hojas, flores y frutos, el segundo por

raices, estolones y tubérculos (Arce, 2002).

1.5.5.2 Lapapaen el Ecuador.
La papa es una importante fuente de ingresos para las comunidades rurales y su
componente fundamental de la economia nacional (Pumisacho & Sherwood, 2002). Los
agricultores han reconocido el valor de las raices y tubérculos en términos de produccion de

energia cosechada por hectarea por dia, de los cuales la papa es el mas eficiente entre los
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cultivos comestibles comunes. La calidad y cantidad de las sustancias nutritivas del
tubérculo varian por variedad de papa y condiciones de campo (Pumisacho & Sherwood,
2002).

La papa es la principal fuente de alimento para los habitantes de las zonas altas del
pais, con un consumo anual per capita que fluctia segun las ciudades: 122 kg en Quito, 80
kg en Cuenca y 50 kg en Guayaquil. El 90% de la papa a nivel nacional se consume en
estado fresco (Pumisacho & Sherwood, 2002).

En el Ecuador el cultivo de papa alcanza una superficie de 47494ha (INEC, 2002),
con un rendimiento promedio de 6 y 7 t/ha (Andrade, 2002). Unicamente en la provincia del
Carchi, se obtienen mayores rendimientos, con un promedio de 21,7 t/ha (Andrade, 2002).

La produccion de papa en Ecuador se distribuye en tres zonas geograficas: norte,
centro, y sur. Las diferencias agroecoldgicas estan determinadas no por la latitud, sino por
las relaciones entre clima, fisiografia y altura (Pumisacho & Sherwood, 2002).

El cultivo de papa en el pais se desarrolla en terrenos irregulares, en laderas hasta
con mas de 45% de pendiente y en un rango de altitud de 2400 a 3800msnm en los pisos

interandinos y subandinos (Andrade, 2002, citado por Pumisacho & Sherwood, 2002).

1.5.5.3 Principales Enfermedades del cultivo de papa.
Hay enfermedades que se observan en las hojas, en el tallo y otras en las papas o
tubérculos, cada una de éstas puede tener un manejo o control diferente, no todas las
enfermedades se controlan con el mismo producto, ademas, hay algunas enfermedades que
no tienen productos quimicos para aliviar la planta, tal es el caso de los virus (Castro &
Contreras, 2011).

1.5.5.3.1 Costranegray cancro del tallo.

Causado por Rhizoctonia solani Kihn; este es un hongo que afecta de diferentes maneras al
cultivo de la papa, se observa presencia de necrosis en partes tiernas de plantas jovenes,
tallos y estolones, esta patologia es conocida como “Cancro” (Castro & Contreras, 2011).
Los brotes que emergen, igualmente se infectan, desarrollandose un cancro en la base del
tallo, el que puede presentar depresiones profundas, produciendo un estrangulamiento de
este, suscitandose una gran diversidad de sintomas secundarios, incluyendo, retardo en el
desarrollo de la planta, arrosetamiento del apice, necrosis cortical del tejido lefioso,
pigmentacion purpura de las hojas y formacion de tubérculos aéreos (Castro & Contreras,
2011).

Hay otras enfermdedas del cultivo de papa causada por hongos esta la Rofia afectado por el
patégeno Spongospora subterranea (Wallr.) exclusivo de la planta de papa, se caracteriza

porque forma “quistosoros” o “masas de esporas”, los cuales contienen las esporas de

18



resistencia; la enfermedad se presenta en raices, estolones y tubérculos, pero no afecta al
follaje (Castro & Contreras, 2011); el Tizon tardio, causado por Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary presenta pequeiias manchas irregulares de color verde palido a verde
oscuro; estas pequefias manchas irregulares que se desarrollan generalmente en los bordes
y en el apice de los foliolos crecen rapidamente, dando lugar a lesiones necréticas grandes
de color marrén a negro, rodeadas de un halo amarillento (Castro & Contreras, 2011). Tizon
Temprano o mancha negra de la hoja afectado por Alternaria solani se presenta en plantas
desarrolladas cuando los tubérculos empiezan a formarse, siendo raro ver cultivos jovenes
atacados por el hongo. Este patdgeno ataca principalmente las hojas y rara vez los
tubérculos, necesitando temperaturas que alternen con periodos humedos o lluviosos. El
sintoma caracteristico es la aparicion de manchas irregulares obscuras rodeadas de un halo
amarillento, que se desarrolla como anillo. Las manchas aumentan de tamafio y en atagues

fuertes se juntan hasta ennegrecer completamente las hojas (Castro & Contreras, 2011).
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Lugar de muestreo y estudio

Las muestras bacterianas utilizadas en este estudio fueron aisladas de la rizosfera del
cultivo de la papa en etapa de floracion, procedentes de las provincias de Cafar, localidad
de Nueva Esperanz; Azuay, localidad de La Paz y Loja, localidades de Gualedel y

Carboncillo, ubicadas al sur del Ecuador. (Tabla 1).

Tabla 1: Namero, cddigo, provincia y localidad procedentes de las muestras

Muestra  Provincia Localidad Numero de Muestras
El Loja Gualedel
E2 Loja Carboncillo
E3 Azuay La Paz 20
Nueva
E4 Cafar Esperanza 16
Total 46

Las muestras de suelo fueron cultivadas en un medio especifico, en donde se pudieron
aislar 46 bacterias; el ensayo se realizé en los laboratorios de la Universidad Técnica

Particular de Loja, dentro del proyecto VALORAM.

2.2 Material bioldgico

Se empled la cepa del hongo fitopatogeno Rhizoctonia solani procedentes del Centro
Internacional de la Papa (CIP) Regidén Quito- Ecuador, conservada en caja de cultivo con
medio Potato Dextrose Agar (PDA). Las cepas bacterianas fueron identificadas a nivel de
género a traves del analisis de secuencia del gen 16S rRNA, luego se determino la
similaridad de secuencia usando el BLAST del GenBank, obteniendo: Staphylococcus
pasteuri, Bacterium sp., Bacillus licheniformes, Bacillus sp., Paenibacillus macquariensis,
Paenibacillus chondroitinus, Paenibacillus taichungensis, Paenibacillus sp., Sporosarcina
sp., Klebsiella sp., Microbacterium oxydans, Deinococcus sp., Enterobacteriaceae,
Planococcus sp., Dermacoccaceae sp., Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus sp.,
Serratia sp. y Stenotrophomonas sp. las mismas que permanecieron -80°C para su

conservacion.
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2.3 Preparacion de medios de cultivo y reactivos

Los diferentes medios utilizados fueron agares y caldos (Anexo 1) que se preparan de
acuerdo a las instrucciones del fabricante ajustando el ph requerido y finalmente

autoclavando a 121°C por 15 minutos para dispensar en placas mono-Petri.

2.4 Multiplicacion in Vitro del hongo fitopatégeno

Para la replicacion se toma 1cm de diametro del hongo Rhizoctonia solani y se lo coloca en

una nueva placa con medio PDA, se incuba a 28°C y se dejan crecer durante cinco dias

previos al ensayo (Figura 2).

Figura 2: Cultivo de R. solani con crecimiento total en caja (5 dias de crecimiento) adecuada para la
formulacion de la prueba de antagonismo, en medio PDA

Fuente: Autora

2.5 Multiplicacién in vitro de cultivos microbianos

Las bacterias fueron descongeladas y reactivadas al ser sembradas en medio TSA a una

temperatura de 28°C por un tiempo entre 24 y 48 horas (Figura 3).

Figura 3: Siembra en estriado de Streptomyces sp. en medio TSA, crecimiento apto para las pruebas de
antagonismo, acido indol acético y solubilizacién de fosfato

Fuente: Autora
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2.6 Pruebas para capacidades promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) in vitro

2.6.1 Prueba de antagonismo en placa (Rhizoctonia solani).

Para la siguiente prueba se colocé en cada tubo de ensayo 2 ml del caldo nutritivo, con un
asa se tomo varias colonias (pasadas 48 horas de la siembra) y se suspendio en el caldo
hasta tener una concentracion aproximada de células de 10° unidades formadoras de
colonias (ufc); se siembré tres gotas de 5 pl de suspension (10® ufc/ml) equidistantemente
en los margenes de la placa de medio PDA.

Las placas con los hongos previamente crecidos se perforaron utilizando un obturador de
lcm de diametro. Los discos se colocaron en el centro de las placas sembradas con la
bacteria, a razon de un disco para cada placa y dos réplicas (placas) por cepa,
paralelamente se realizan placas control de hongo sin bacterias, luego se incubaron a 28°C
durante siete dias.

La evaluacion consistié en mediciones del diametro de las colonias de los hongos crecidos
en presencia de la bacteria. Para calcular el porcentaje de inhibicion de crecimiento se

miden siguiendo la férmula propuesta por Royse & Ries (1978).

(R-r) x 100
% Inhibicién= R

Donde, r es el radio de la colonia de hongos creciente hacia la colonia bacteriana y R es el

radio maximo de la colonia de hongos podria cubrir (el radio de la placa Petri).

2.6.2 Pruebade produccién de Acido Indol Acético (AIA)

Se tomé una colonia de la cepa a evaluar y se siembra en medio de cultivos especificos
para cada cepa: TGE (Bacillus), caldo de nutrientes (Actinomicetos), TSB (Pseudomona y
Azotobacter) ademéas cada medio suplementado con L- triptéfano, los tubos deben
permanecer a 150 rpm y a una temperatura de 28° C por 7 dias. El tiempo de incubacion va
de acuerdo al tipo de microorganismo, por ejemplo; pseudomonas y bacillus 3 dias,
actinomicetos 5 dias y azotobacter 4 dias. Se realizaron medidas cualitativas y cuantitativas,

de la siguiente manera:
Prueba cualitativa

Después del tiempo de incubacién se colocé por duplicado en cada pocillo de una
microplaca de ELISA, 100 uL de cultivo de bacteria y 300 yL de reactivo de Salkowsky, asi

como también un control con caldo sin bacteria y reactivo. Luego la microplaca es colocada
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en la oscuridad por 15 min a fin de que el reactivo reaccione. Después de este tiempo se
observa el viraje de color de cada pocillo donde el color varia entre suave rosa y rojo, lo que
indica la presencia de &cido indol acético (IAA). Los resultados se expresan en una escala
de intensidades de colores diferentes. En base a este resultado se seleccionaran las cepas
gue seran sometidas a la prueba cuantitativa (Gordon & Weber, 1950).

Prueba cuantitativa

Para tener un calculo mas exacto de la cantidad de IAA producido por cada cepa, se debe
realizar una curva de calibracion control con los caldos utilizados para el crecimiento de
cada microorganismo. Para realizar dicha curva se prepararon diluciones con los caldos
(TGE, TSB y caldo nutritivo) y la solucién de acido indol acético stock (Tabla 3); para revelar
se debe afadir 2pl de reactivo Salkowsky a cada una de las concentraciones, luego de 15
min. en la obscuridad, medir la absorbancia de cada concentraciéon a una longitud de onda

de 490 nm en el espectrofotémetro.

Para probar las cepas de bacterias, el procedimiento de incubacién es el mismo que para la
prueba cuantitativa. Después de la incubacion cada tubo con bacterias tiene que ser
centrifugado (8000 rpm por 15 min); y mezclar 100 yl de sobrenadante con 200 pl de
reactivo de Salkowsky y 15 minutos en la oscuridad. Cada tubo tiene que ser medido a 490
nm con el espectrofotometro. Finalmente, con la ecuacion de la curva estandar de la

concentracion de IAA se calcula cada lectura.

2.6.3 Prueba solubilizacién de fosfato

Con el extremo del palillo de tomé una colonia de la cepa de bacteria del medio TSA luego
de 24h de incubacion y se la introduce en el medio NBRIP. Se realizd por triplicado para

cada cepa.

La lectura del halo se realiz6 cada 48h durante 30 dias, desde la formacién de un halo

transparente alrededor de las colonias, lo que indica la solubilizacién del fosfato del medio.

2.7 Andlisis de resultados

En el caso de antagonismo en placa se evalu6 el porcentaje de inhibicién entre las cepas
bacterianas, descartando las cepas resultantes en 0% de inhibicion. En la prueba de &cido
indol acético (AlA) se compar6 la absorbancia resultante con la curva exponencial estandar
(medio de cultivo TSB, TGE y caldo nutritivo) de concentraciones de AlA puro leidas en el
espectrofotébmetro (Figuras 9, 10 y 11). En la solubilizacion de fosfato se realizé un andlisis
de varianza (ANOVA) y la prueba Scheffe, con un nivel de significancia de 0,05 %. El

analisis se realiz6 con el programa estadistico SPSS 17.0 para las 3 pruebas.
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3 RESULTADOS

3.1 Pruebade antagonismo en placa (Rhizoctonia solani)

De las 46 cepas evaluadas, 17 resultaron, inhibidoras del crecimiento de Rhizoctonia solani
(Figura 4), el porcentaje maximo de inhibicién fue de 43,7%, registrada en la cepa E4-13
perteneciente a Streptomyces sp. seguida de la cepa E3-2 Sporosarcina sp. con 29,6%. En
la Tabla 2, se puede observar los porcentajes de inhibicion obtenidos; E1-3 (25,9%) Bacillus
sp., E3-16 (25,9%) Secondary endosymbiont, E4-8 (19,25%) Bacillus sp., E2-4 (18,5%)
Bacterium sp., E4-4 (18,5%) Rhodococcus erythropolis, E3-3 (17,7%) Klebsiella sp., E4-14
(16,66%) Leifsonia sp., E3-9 (12,9%) Paenibacillus chondroitinus, E3-10 (11,11%) Bacillus
licheniformis, E4-6 (11,11%) Serratia sp., E4-15 (11,11%) Paenibacillus taichungensis, E3-
13 (9,25%) Paenibacillus taichungensis, E3-8 (9,25%) Bacterium sp., E4-16 (7,37%)
Bacterium sp. y E4-2 (5,55%) Dermacoccaceae sp. En la Figura 4, se muestra el resultado
de las cepas destacadas E4-13 (Streptomyces sp.) y E3-2 (Sporosarcina sp.) resultantes del
andlisis con Kruskal-Wallis, prueba no paramétrica con un nivel de significancia de P= 0,017

entre los tratamientos, por tener mejor distribuciéon entre sus medias.
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Figura 4: Bacterias inhibitorias de Rhizoctonia solani, E4-13 y E3-2 cepas representativas de la
prueba Kruskal-Wallis

Fuente: Autora

3.2 Pruebade produccion de acido indol acético (IAA)

La capacidad para producir esta auxina fue evaluada mediante una prueba de caracter
cualitativo y cuantitativo para todas las cepas. De las 46 cepas evaluadas el 41,3% (19

cepas) fueron positivas en la prueba cualitativa con el reactivo de Salkowski empleado ya
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gue es un método colorimétrico que permite la oxidacion del compuestos indélicos por sales
férricas, cuando la respuesta es positiva se obtiene una coloracion rosada que va desde el
rosa claro a intenso dependiendo la concentracion del acido indol acético presente (Bernal
et al., 2000) (Figura 12); siendo 8 en (TSB), 7 en (TGE) y 4 en caldo nutritivo. Por lo tanto
para la prueba cuantitativa se tomaron en cuenta aquellas que resultaron positivas en la
cualitativa. Siendo las cepas E4-6 > 600 ug/ml* (Serratia sp.) y E4-5 < 600 ug/ml*
(Rhodococcus erythropolis) las méas representativas en el tratamiento de TSB (Figura 5 A),
E3-17 550 ug/ml* (Paenibacillus taichungensis) y E1-3 500 pg/ml* (Bacillus sp.) en el
tratamiento de TGE (Figura 5 B); la cepa E4-13 (Streptomyces sp.) y E3-14 (Paenibacillus
taichungensis) en el tratamiento de caldo nutritivo a una concentracién > 600 pg/mi™* AIA
(Figura 5 C).
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Figura 5: Representacién en barra de la concentracién de AlA. A) Cepas en caldo TSB; B) Cepas en
caldo TGE y C) Cepas en caldo nutritivo

Fuente: Autora
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3.3 Prueba solubilizaciéon de fosfato

El 36,9% (17 cepas), de las 46 evaluadas (Tabla 2) mostraron la presencia de halos de
solubilizacién variando entre 3 y 6,3 cm, siendo las cepas E2-3 (Sporosarcina sp.) con 6,3
cm, E3-3 (Klebsiella sp.) 6,3 cm, E3-18 (Paenibacillus taichungensis) 6,3 cmy E4-6 (Serratia
sp.) con 6,3 cm (Figura 6). En cuanto al comportamiento de las cepas con respecto al
crecimiento del halo de solubilizacién, se observa en la Figura 7, desde que comenzé y
continud incrementandose hasta el dia 22, manteniéndose estable hasta el dia 30, Gltimo dia

de evaluacion.
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Figura 6: Solubilizacion de fosfato a los 30 dias. Prueba de Scheffe, agrupamiento de medias, letras
a, b, bc,c,d e ffgyg. Tabla6

Fuente: Autora
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Figura 7: Bacterias solubilizadoras de fosfato durante los 30 dias de evaluacion (15 dias cada 48

horas)

Fuente: Autora
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4 DISCUSION

4.1 Prueba de antagonismo en placa (Rhizoctonia solani)

El trabajo desarrollado por Bendt et al, 2001 menciona que los actinomicetos enddfitos
suprimen hongos patégenos de trigo, incluyendo R. solani, Pythium sp. y Gaeumannomyces
graminis var. tritici, tanto in vitro como en las plantas, indicando su uso potencial como
agentes de control bioldgico, concordando con los resultados obtenidos donde Streptomyces
sp., Rhodococcus erythropolis, Leifsonia sp., Dermacoccaceae sp. todos los actinomicetos
presentaron inhibicién contra R. solani. Recalcando que el porcentaje mayor de inhibicién
fue Streptomyces sp. el cual se aproxima al presentado por Davila, M. et al., (2013), donde
las bacterias del género Streptomyces sp., dieron como resultados 53,08% de inhibicién
frente a Rhizoctonia, datos no muy lejanos a los obtenidos en el presente trabajo; la
actividad quitinolitica estd implicada en la actividad de biocontrol de varias bacterias,
incluyendo. Streptomyces sp. (Quecine, et al., 2008). El estudio de Ibafez, F. et al., (2011)
demostré que las Enterobacterias produce aminoacidos, etileno, AlA, y también inhibe el
crecimiento de hongos patégenos, corroborando con las cepas evaluadas Secondary
endosymbiont, Klebsiella sp., Serratia sp. (enterobacterias) como antogonistas. Sin
embargo, pese a estos resultados, segun los trabajos de Ulacio et al., (2002) y Garcia et al.,
(2002), el microorganismo antagonista por excelencia contra Rhizocotonia solani es

Trichoderma harzianum, del cual se fabrican productos comerciales.

4.2 Pruebade produccion de acido indol acético (IAA)

Tsavkelova, et al., (2006) cita las bacterias con habilidad de sintetizar AIA: Azospirillum spp.,
Agrobacterium spp., Azotobacter spp., Alcaligenes spp., Enterobacter spp., Erwinia spp.,
Acetobacter spp., Rhizobium spp., Bradyrhizobium spp., Herbaspirillum spp., Pseudomonas,
Bacillus, Xanthomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Arthrobacter, Klebsiella,
Rhodococcus, Mycobacterium, Sphingomonas, Stenotrophomonas, Microbacterium,
Flavobacterium, Acinetobacter, Corynebacterium, Micrococcus, Streptomyces y algunos
actinomicetos, entre otras; las cepas evaluadas estdn dentro de estas por lo tanto
productoras de AlA.

Dobbelaere et al., (2003) menciona que la capacidad de sintetizar AIA ha sido atribuida a
bacterias de suelo asociadas a plantas y se ha estimado que alrededor del 80% de las
bacterias aisladas de la rizésfera pueden producir AIA. La mayor produccién de AlA es de
600 pg/ml™, comparando con el estudio de Sarwar & Kremer, (1995), donde midieron la
produccion de AIA en bacterias procedentes de la rizésfera, resultando 0,36 a 0,6 mg/mL’

1 de AIA, ratificando los datos obtenidos en este trabajo.
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Cabe recalcar, que Hernandez et al. (2004) midieron entre 5,30 y 21,53 mg/mL™ de AIA en
un conjunto de cepas de Burkholderiay Pseudomonas fluorescens y que estimularon el

crecimiento de plantas de maiz.

4.3 Prueba solubilizacion de fosfato

Rodriguez & Fraga, (1999). Existen 13 géneros de bacterias con la capacidad de solubilizar
fosfato: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium,
Micrococcus, Aerobacter, Flavobacterium, Mesorhizobium, Azotobacter, Azospirillum vy
Erwinia. El rango de solbilizacion estuvo entre 3- 6,3 cm, estos resultados concuerdan con
los reportados por Clavijo, et al., (2012) donde los halos de solubilizacion varian entre 0,31y
5,84 cm en los géneros: Burkholderia, Erwinia, Raoultellay Klebsiella, enterobacterias;
similar a las cepas de investigacion Klebsiella y Serratia sp. (enterobacterias). Estos
resultados también concuerdan con los reportados por Rico, (2009) donde los halos de
solubilizacién varian de 0,11 cm a 5,43 cm producidos por las cepas de Azotobacter. En
términos de capacidad solubilizadora de fosfatos, Pseudomonas es uno de los géneros

bacterianos mas eficientes, aporta Naik et al., (2008).

Tabla 2: Resultados de las 46 cepas evaluadas; (-) 0% de inhibicion frente a R. solani, (+) 50-250
pg/ml™, (++) 300-450 pug/ml™y (+++) 500-600 pug/mi™ de AIA.

% inhibicion R. Solubilizacién PO4

Cepas Especie identificada solani Productoras AIA halo (cm)
El-1 Staphylococcus pasteuri - -
E1-2 Bacterium sp. - -
E1-3 Bacillus sp. 25.9 ++
Eo1 Paenibatj‘illus.

macquariensis - ++
E2-2 Sporosarcina sp. - +
E2-3 Sporosarcina sp. - - 6.3
E2-4 Bacterium sp. 18.5 - 0
E2-5 Bacterium sp. - - 0
E2-6 Paenibacillus sp. - - 0
E2-7 Bacillus sp. - - 0
E3-1 Sporosarcina sp. - ++ 3
E3-2 Sporosarcina sp. 29.6 - 0
E3-3 Klebsiella sp. 17.7 + 6.3
E3-4 Microbacterium oxydans - + 0
E3-5 Deinococcus sp. - ++ 3.2
E3-6 Paenibacillus sp. - -
E3-7 Bacterium sp. - -
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E3-8

E3-9

E3-10

E3-11

E3-12

E3-13

E3-14

E3-15

E3-16

E3-17

E3-18

E3-19
E3-20
E4-1
E4-2
E4-3

E4-4

E4-5

E4-6
E4-7
E4-8
E4-9
E4-10
E4-11
E4-12
E4-13
E4-14

E4-15

E4-16

Bacterium sp.
Paenibacillus
chondroitinus
Bacillus licheniformis
Paenibacillus
taichungensis
Paenibacillus sp.
Paenibacillus
taichungensis
Paenibacillus
taichungensis
Paenibacillus

taichungensis

Secondary endosymbiont

Paenibacillus
taichungensis
Paenibacillus
taichungensis
Bacterium sp.
Bacterium sp.
Planococcus sp.
Dermacoccaceae sp.
Rhodococcus sp.
Rhodococcus
erythropolis
Rhodococcus
erythropolis

Serratia sp.

Stenotrophomonas sp.

Bacillus sp.
Paenibacillus sp.
Rhodococcus sp.
Bacterium sp.
Serratia sp.
Streptomyces sp.
Leifsonia sp.
Paenibacillus
taichungensis

Bacterium sp.

9.25

12.9
11.11

9.25

25.9

5.55

18.5

11.11

19.25

43.7
16.66

11.11
7.37

++

+4++

+++

++

++

+++

+++

4.8

4.2

6.3

6.2

4.8

6.3
4.5
5.1
3.3
3.9
4.8
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CONCLUSIONES

De las 46 cepas bacterianas evaluadas, 17 resultaron antagonistas frente al
fitopatdgeno; 19 se manifestaron como productoras de &cido indol acético y 17 se

revelaron como solubilizadoras de fosfatos.

Streptomyces sp. mostré mayor capacidad antagoénica frente a Rhizoctonia solani.
De acuerdo a los resultados obtenidos en la prueba de producciéon de éacido indol
acético, las cepas Serratia sp. y Rhodococcus erythropolis en medio de cultivo TSB,
Bacillus sp. y Paenibacillus taichungensis en medio de cultivo TGE y Streptomyces
sp. en caldo nutritivo presentaron mayor capacidad de producir AlA.

Klebsiella y Serratia sp. fueron las cepas con mayor capacidad para solubilizar

fosfatos.

Serratia sp. registrada con el cédigo E4-6, se exhibe como antagonista contra

Rhizoctonia solani, productora de &cido indol acético y solubilizadora de fosfato.
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RECOMENDACIONES

v Las pruebas de antagonismo in vitro requieren ser corroboradas en condiciones de
invernadero y campo, porque no siempre las bacterias que actian como
antagonistas bajo condiciones controladas tienen la capacidad potencial de usarse
en el control biolégico.

v' Estimular la investigacion sobre el uso de microorganismos en el control de
enfermedades vegetales y asi reducir la aplicacion de diferentes compuestos
quimicos que aumentan el costo de las producciones, a contaminacion de los

alimentos y el deterioro del medio ambiente.

v' La utilizacién de PGPR contribuira en el crecimiento positivo de la produccion de
papa y la capacidad de adaptarse a las condiciones de clima de diferentes regiones
del planeta dando como resultado las mejoras tecnoldgicas en los sistemas de

produccién y comercializacion.
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ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de agares y caldos.

Trypticase Soy Agar: Pesar 40 g y disolver en 1000 mL de agua destilada, agitar hasta
disolver totalmente, ajustar pH 7.3+0.2. Autoclave a 121°C durante 15 minutos, dispensar en

placas mono-petri

Potato Dextrose Agar: Pesar 39 g del polvo y disolver en 1000 mL de agua destilada. Ajustar

pH 5.6+0.2, autoclave a 121°C por 15 minutos y dispensar en placas mono-petri.

National Botanical Research Institute’s Phosphate Growth Medium: Pesar 10 g de glucosa,
5 g de Caz(POy),, 0,1 g de (NH4).S0,4 0,25 g de MgSO,4 7H,O, 0,2 g KCI, 5,0 g de
MgCl,-6H,0 y 5,0 g de agar; mezclar todo en 1000 mL de agua destilada agitando para su
completa disolucién, ajustar pH 7,0. Autoclave a una temperatura de 121°C por 15 minutos.
Dispensar.

Tryptic Soy Broth: Pesar 30 g y disolver en 1000 mL de agua destilada. Ajustar pH 7.3 £ 0.2.

Autoclave a 121°C por 15 minutos.

Triptone Glucose Beef Extract: Pesar 18 g y disolver en 1000 mL de agua destilada, ajustar
pH 7+0.2. Autoclave a 121°C por 15 minutos.

Caldo Nutritivo: Pesar 8 g y disolver en 1000 mL de agua destilada, ajustar pH 6.8 + 0.2.

Autoclave a 121°C por 15 minutos.

Reactivo de Salkowsky: Se prepara el reactivo de Salkowsky al 0,01 M de FeCI3 en 36% de
H2S04 (disolver 0,162 g de FeCl; en 36 ml de H,SO, aforado a 100 ml de H,0).

Solucion Acido Indol Acético (AIA) Stock: pesar 10 mg de Acido indol acético puro y disolver

en 10 ml de agua destilada.
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Tabla 3: Diluciones de &cido indol acético puro mas medios de cultivo (AlA).

5ul + 995yl medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
50ul  + 950yl medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
100ul + 900pl medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
150ul  + 850ul medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
200l + 800ul medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
250ul  + 750ul medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
300yl + 700ul medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo

350ul  + 650pul medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
400pl  + 600pI medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
450yl  + 550ul medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
500yl + 500ul medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
550ul  + 450ul medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)

600yl  + 400ul medio (normal TSB, TGE y caldo nutritivo)
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Tabla 4: Informacién de las cepas utilizadas para la evaluacién PGPR.

Informacion de las cepas

Caddigo Division Familia Género Especie

El-1 Bacteria Staphylococcaceae Staphylococcus pasteuri

E1-2 Bacteria No conocido Bacterium sp.

E1-3 Proteobacteria Bacillaceae Bacillus sp.

E2-1 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus macquariensis

E2-2 Bacteria Planococcaceae Sporosarcina sp.

E2-3 Bacteria Planococcaceae Sporosarcina sp.

E2-4 Bacteria No conocido Bacterium sp.

E2-5 Bacteria No conocido Bacterium sp.

E2-6 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus sp.

E2-7 Proteobacteria Bacillaceae Bacillus sp.

E3-1 Bacteria Planococcaceae Sporosarcina sp.

E3-2 Bacteria Planococcaceae Sporosarcina sp.

E3-3 Proteobacteria| Enterobacteriaceae Klebsiella sp.

E3-4 Actinobacteria | Microbacteriaceae Microbacterium oxydans

E3-5 Bacteria Deinococcaceae Deinococcus sp.

E3-6 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus sp.

E3-7 Bacteria No conocido Bacterium sp.

E3-8 Bacteria No conocido Bacterium sp.

E3-9 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus chondroitinus

E3-10 |Proteobacteria Bacillaceae Bacillus licheniformis

E3-11 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus taichungensis

E3-12 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus sp.

E3-13 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus taichungensis

E3-14 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus taichungensis

E3-15 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus taichungensis
Secondary

E3-16 |Proteobacteria| Enterobacteriaceae endosymbiont curculio sikkimensis

E3-17 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus taichungensis

E3-18 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus taichungensis

E3-19 Bacteria No conocido Bacterium sp.

E3-20 Bacteria No conocido Bacterium sp.

46




E4-1 Bacteria No conocido Planococcus sp.
E4-2 Bacteria Dermacoccaceae Dermacoccaceae Sp.
E4-3 Bacteria Nocardiaceae Rhodococcus sp.
E4-4 Bacteria Nocardiaceae Rhodococcus erythropolis
E4-5 Bacteria Nocardiaceae Rhodococcus erythropolis
E4-6 Bacteria Enterobacteriaceae Serratia sp.
E4-7 Bacteria Xanthomonadaceae Stenotrophomonas sp.
E4-8 Proteobacteria Bacillaceae Bacillus sp.
E4-9 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus sp.
E4-10 Bacteria Nocardiaceae Rhodococcus sp.
E4-11 Bacteria No conocido Bacterium sp.
E4-12 Bacteria Enterobacteriaceae Serratia sp.
E4-13 Bacteria Streptomycetaceae Streptomyces sp.
E4-14 Bacteria Microbacteriaceae Leifsonia sp.
E4-15 Bacteria Paenibacillaceae Paenibacillus taichungensis
E4-16 Bacteria No conocido Bacterium sp.

Fuente: Autora

Figura 8: Cultivos bacterianos de la prueba de antagonismo: A. Cepa con 43,7% de inhibicién, B.

Presenta 0% de inhibicién cajacubierta del patégeno R. solani y C. Es un control de la prueba.

Fuente: Autora
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Curvas exponencial estandar de las concentraciones de Acido indol acético puro en
los diferentes medios de cultivo.
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Figura 9: Concentraciones de AIA puro en medio de cultivo TSB. Absorbancia en el
espectrofotometro.

Fuente: Autora.
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Figura 10: Concentraciones de AIA puro en medio de cultivo TGE. Absorbancia en el
espectrofotometro.

Fuente: Autora.
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Figura 11: Concentraciones de AlA puro en caldo nutritivo. Absorbancia en el espectrofotometro.

Fuente: Autora.

Figura 12: Prueba cualitativa produccién de Acido Indol Acético, A. caldo TSB, B. caldo TGE y C.
caldo nutritivo.
Fuente: Autora.
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Tabla 5: Andlisis de varianza, prueba de solubilizacion de fosfato.

ANOVA
Diametro del Halo 30 Dias
Suma de Media de
cuadrados df cuadrados F Sig.
Entre grupos 91.705 16 5.732 1034.725 .000]
Dentro de los grupos .283 51 .006
Total 91.988 67

Fuente: Autora.

Tabla 6: Prueba de Scheffe, solubilizacién de fosfato.

Scheffe®

Diametro del Halo 30 Dias

Cepas
Bacteria

nas

Nivel de Significancia= 0.05

E3-1
E4-2
E3-5
E4-9
E4-10
E3-17
E4-7
E3-15
E4-4
E4-11
E3-16
E4-8
E3-20
E4-6
E3-18
E2-3

E3-3

Sig.

L N A N R R . . . . . L I L A R

3.000
3.050
3.250

175

3.050
3.250
3.300
3.975
4.150

4.450

175 .789 1.000

4.

4.

4.

4.

800
875
875
975

.789

4.975

5.225

175

6.125
6.250]
6.275

6.300
6.300

.789

Se muestran Medias para grupos en subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza Medias armonica Tamafio de la muestra = 4,000.

Fuente: Autora.
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Figura 13: Cultivo de cepas solubilizadoras de fosfato a las 48 horas de la siembra en medio NBRIP.

Fuente: Autora.




