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RESUMEN

Las rizobacterias forman parte de la gran cantidad de microorganismos que actian como agentes de biocontrol, produciendo me-
tabolitos que inducen resistencia sistémica en las plantas que inhiben el crecimiento de patégenos. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar la capacidad de diez rizobacterias de los géneros Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Ochrobactrum y Pseudo-
monas para producir acido cianhidrico (HCN), sider6foros y dcido indol-acético (AlA), disolver fosfato, fijar nitrégeno e inhibir el
crecimiento de fitopatégenos. Se realizaron todas las pruebas fisiol6gicas y bioquimicas correspondientes, asi como la prueba de
antagonismo in vitro contra los fitopatégenos Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides y Rhizoctonia solani. Cinco ce-
pas produjeron una mayor cantidad de AIA en relacion a las otras en presencia de tript6fano, la cepa ES1 (Ochrobactrum sp.) pro-
dujo HCN, el 50 % de las cepas evaluadas liberaron sideréforos, el 60 % disolvié fésforo, y todas resultaron positivas para la fija-
cion de nitrégeno. Nueve cepas inhibieron el crecimiento de F. oxysporum entre 40 % y 65 %, la cepa Alf (Pseudomonas fluores-
cens) inhibié ademds el crecimiento de C. gloeosporioides en un 22 %, y ninguna inhibié el crecimiento de R. solani. Los rizobios
evaluados y la cepa de Pseudomonas fluorescens podrian ejercer efectos beneficiosos sobre las plantas a través de mecanismos
directos e indirectos, o una combinacion de ambos, lo que las convierte en una opcidn sostenible para la produccion de cultivos.

Palabras clave: rizobios, Pseudomonas fluorescens, mecanismos promotores de crecimiento vegetal, Fusarium oxysporum, Colletotri-
chum gloeosporioides.

ABSTRACT

Rhizobacteria are part of the large number of microorganisms that act as biocontrol agents, producing metabolites that induce
systemic resistance in plants and inhibit the growth of pathogens. The objective of this research was to evaluate the capacity of
ten rhizobacteria of the genera Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium, Ochrobactrum and Pseudomonas to produce hydro-
gen cyanide (HCN), siderophores and indole acetic acid (IAA), dissolve phosphate, fix nitrogen and inhibit the growth of phyto-
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pathogens. All the corresponding physiological and biochemical tests were carried out, in addition to an in vitro antagonism test
against the phytopathogens Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides and Rhizoctonia solani. Five strains produced a
greater amount of IAA with respect to the others in the presence of tryptophan, the strain ES1 (Ochrobactrum sp.) produced
HCN, 50% of the evaluated strains released siderophores, 60% solubilized phosphorus and all were positive for nitrogen fixa-
tion. Nine strains inhibited the growth of F. oxysporum by 40% to 65%. The Alf strain (Pseudomonas fluorescens) inhibited the
growth of C. gloeosporioides by 22% while none inhibited the growth of R. solani. The rhizobia tested and the Pseudomonas
fluorescens strain may have favorable effects on plants through direct and indirect mechanisms, or a combination of both, mak-
ing them a sustainable option for crop production.

Key words: rhizobia, Pseudomonas fluorescens, plant growth promoter mechanisms, Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloe-

osporioides.
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INTRODUCCION

Los microorganismos antagonistas (bacterias y hongos)
tienen la capacidad de ejercer un efecto de control bio-
l6gico sobre diferentes fitopatégenos de interés y se han
empleado para controlar diversas enfermedades en culti-
vos horticolas. En cultivos comerciales las medidas de
control se basan en el uso de agroquimicos, practica
que esta variando a la implementacién de controles bio-
[6gicos con el propdsito de proteger y mitigar el impac-
to sobre el medio ambiente (Agrios, 2005; Boukaya et
al., 2018; Alcedo y Reyes, 2018; Marquez et al., 2020).
Para implementar estas alternativas es necesario cono-
cer la biologia de los organismos que interactdan en los
cultivos (Agrios, 2005).

Las rizobacterias forman parte de la gran cantidad de mi-
croorganismos biol6gicos asociados a la rizésfera que
actian como agentes de control de enfermedades fungi-
cas y bacterianas, tanto en la parte aérea como en la raiz
de las plantas hospedadoras, ademas son promotoras del
crecimiento y desarrollo de los vegetales (Mondino y Ve-
ro, 2006; Alcedo y Reyes, 2018). Las bacterias promoto-
ras del crecimiento vegetal (BPCV) pueden actuar sobre
la planta de dos maneras: directa, facilitando a la planta
compuestos sintetizados por ellas mismas o por medio de
procesos bioquimicos (fitohormonas, fijacién biolégica de
nitrégeno, quelacién de hierro y disolucion de fésforo),
produciendo asi un beneficio a la planta; indirecta, a tra-
vés del mecanismo Biocontrol-BPCV.

Varios estudios han demostrado que determinadas ce-
pas bacterianas bajo condiciones controladas, suprimen

el crecimiento de hongos fitopatégenos (Xue et al,
2015). Entre estas, las rizobacterias logran la proteccién
de las plantas contra microorganismos fitopatégenos por
medio de la competencia por espacio o nutrientes, pro-
duccion de metabolitos y antibiéticos, secrecion de di-
versas enzimas hidroliticas que degradan la pared celu-
lar de los patégenos, produccion de sideréforos e incre-
mento de la capacidad de respuesta sistémica de la
planta frente a los microorganismos agresores
(Bhattacharyya y Jha, 2012; Méarquez et al., 2020). Den-
tro de este grupo se puede mencionar a las Pseudomo-
nas (aeruginosa, fluorescens, putida), Bacillus y Burkhol-
deria, que son las mas usadas para el control de enfer-
medades en plantas (Ezziyyani et al., 2004a).

Uno de los elementos esenciales para el crecimiento y
desarrollo de la mayoria de los microorganismos que ha-
bitan en el suelo es el hierro, debido a su funcién en reac-
ciones enzimaticas de 6xido-reduccion (Hernandez et al.,
2004). Algunas rizobacterias aplican cierta estrategia para
asimilar este elemento cuando se encuentra en el suelo
en pequenas cantidades, produciendo una sustancia de
bajo peso molecular afin al ion Fe+, denominado sidero-
foro, que se encarga de atraparlo impidiendo que esté
disponible para otros microorganismos, ejerciendo asi el
control biolégico de enfermedades importantes, tales
como Fusarium sp., Pythium sp., Rhizoctonia sp. y Phytop-
htora sp. (Bagg y Neilands, 1987; Kundan et al., 2015).

Otro de los compuestos producidos por estos microor-
ganismos es el acido cianhidrico (HCN), que tiene fun-
ciones como elicitor de la respuesta sistémica inducida,
asi como promotor del crecimiento y de antagonista
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contra hongos fitopatégenos (Meldau et al, 2013). Sin
embargo, estas sustancias, producidas en grandes cantida-
des, pueden alterar considerablemente la actividad fisiol6-
gica de la planta (Compant et al, 2005). También se ha
observado que el HCN actdia como un agente eficaz para
el biocontrol de las malas hierbas, y que inhibe la accién
de la citocromo oxidasa (Kundan et al., 2015).

Algunos de los hongos fitopatégenos mas comunes del
suelo que afectan los cultivos horticolas, son Fusarium
oxysporum (Schltdl.), y Rhizoctonia solani (J. G. Kiihn).
Existen otros patégenos comunes que inciden sobre el
follaje como Colletotrichum gloeosporioides (Penz.)
Penz. y Sacc. El control de estos fitopatégenos se hace
con la aplicacién de fungicidas de amplio espectro; sin
embargo, estas estrategias de control quimico han gene-
rado la emergencia de cepas resistentes, ademas de
efectos negativos en la salud pudblica y el medio ambien-
te (Fravel et al,, 2003). Sus efectos negativos constituyen
una limitante para la produccién, ocasionando pérdidas
econémicas en las zonas agricolas del estado Mérida,
Venezuela. Esta problematica permite plantear el uso de
estrategias de control biolégico, importantes para la re-
cuperacion del equilibrio de los agroecosistemas y para
el aprovechamiento del potencial antagonista natural de
ciertos microorganismos autéctonos como hongos y
rizobacterias contra patégenos vulnerables (Avendaio
et al., 2006; Marquez et al., 2020).

Con base en lo anterior, el objetivo de esta investigacion
fue evaluar in vitro la actividad microbiana de las rizo-
bacterias como potenciales antagonistas de los hongos
F. oxysporum, C. gloeosporioides y R. solani y algunos
mecanismos directos e indirectos que pueden estimular
el crecimiento vegetal para promover su utilizacion en la
agricultura sostenible.

MATERIALES Y METODOS

Material bioldgico

Se utilizaron diez cepas rizobacterianas aisladas de dife-
rentes zonas del estado Mérida, Venezuela y preserva-
das en el Laboratorio de Fitobiotecnologia-ULA, que
mostraron potencial biofertilizante sobre pimentén vy
lechuga (Blanco et al, 2018). Las cepas usadas fueron
MEO1 (Rhizobium tropici), Nod2rojo (Bradyrhizobium

japonicum) 'y RmBorbollén  (Sinorhizobium  spp.)
(Marquina et al, 2011), Leu2A (Bradyrhizobium japo-
nicum), CP, YE1 y Med (Bradyrhizobium spp.), EST y EV1
(Ochrobactrum spp.) y Alf (Pseudomonas fluorescens)
(Blanco et al., 2018). Los fitopatégenos utilizados fueron
tres cepas almacenadas en el Laboratorio de Fitopatolo-
gia IIAP-ULA e identificados como Fusarium oxysporum,

Colletotrichum gloeosporioides y Rhizoctonia solani.

Pruebas fisiologicas

Se probo la tolerancia a la salinidad de las rizobacterias
en medio agarizado extracto de levadura-manitol YMA
modificado con 0.5 gL' K,;HPO,, 0.2 g.L'" MgSO,.7H,0,
0.1 g.L'" NaCl, 0.5 g.L"" extracto de levadura, 2.5 gL' ma-
nitol, 7.5 g.L'! sacarosa, 2.5 mg.mL" rojo congo pH 6.7 -
6.8 (Vincent, 1975) a 29 °C, desde 0.01 % hasta 2.5 % de
NaCl. En el mismo medio se probé el crecimiento en tem-
peraturas desde 5 °C hasta 40 °C. Adicionalmente se veri-
ficé la produccion de acido o élcali en medio ELMABAT
durante tres dias a 29 °C (Ferrera et al., 1993).

Pruebas bioquimicas

Se determind la produccion de acido cianhidrico (HCN)
por el método cualitativo modificado por Wei et al.
(1991), mediante siembra por agotamiento de las rizo-
bacterias en placas con medio TSA suplementado con
4.4 gL' de glicina, en las que se colocaron en la tapa de
la placa de Petri tiras de papel filtro sumergidas en una
solucion de carbonato de sodio 12,5 % y acido picrico
2,5 %, indicando produccién de HCN mediante un cam-
bio de coloracion de las tiras de amarillo a anaranjado-
marrén (moderado) y amarillo a rojo (fuerte) durante 2-4
dias (Bakker y Schippers, 1987; Wei et al., 1991).

La produccion de siderdforos se detectd por la prueba
del Cromo Azurol-S (CAS) (Schwyn y Neilands, 1987),
en sustrato base medio B de King (Glickmann y Des-
saux, 1995). La produccion positiva de sideréforos se
observé mediante la formacion de un halo anaranjado-
amarillo alrededor de la colonia de cada rizobacteria.

La fijacion de N se determiné mediante el crecimiento
en medio manitol (Holt y Krieg, 1994). La actividad di-
solvente de fosfatos se determiné incubando 10 pL de
cada inéculo rizobacteriano 1 x 10% cel.mL"de medio
salino 0.80 % NaCl, en medio minimo (MM) sélido su-
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plementado con fosfato tricélcico, y observando el halo
de disolucion (Reyes et al,, 1999). La temperatura de
incubacion para todas las pruebas fue 29 °C.

Medicién cuantitativa de AIA

La produccion de acido indol-acético (AlA) se determiné
con base a los protocolos de Bric et al. (1991) y Glick-
mann y Desaux (1995). Las concentraciones de AIA em-
pleadas para la curva patrén fueron 0, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50 pg.mL". Se evalué la produccién de
AIA en ausencia y presencia de 0.5 mgmL' de L-
triptéfano (Glickmann y Dessaux, 1995). Para esto se in-
cubaron 500 pL de indculo 1x108 cel.mL! de las rizobac-
terias en 3 mL de MM (Reyes et al., 1999) suplementado
o no con 0,5 mg.mL" de triptéfano (Trp) durante 120 h
en oscuridad y agitacion de 120 rpm a 30 °C. Posterior-
mente para cada tratamiento se tomaron 2,5 mL del culti-
vo en un tubo eppendorf y se centrifugaron por 10 minu-
tos a 4 000 rpm. El reactivo de Salkowski se preparé con
la relacion 2:1 de FeCl; 10 mM y HCIO, 3.5 M respecti-
vamente (Bric et al.,, 1991), y para la reaccion se prepar6
una proporcién 1:2 con el AIA (sobrenadante) y el reacti-
vo de Salkowski, respectivamente. Las muestras reaccio-
naron durante 30 minutos en oscuridad y se determiné la
concentracion de AIA a 530 nm en un espectrofotémetro
de luz visible (Spectronic 20). Se utilizaron tres réplicas
por tratamiento, y se usé como blanco el MM estéril su-
plementado con Trp. También se incluyé Azospirillum
brasilense  (Sp7) como control microbiano positivo
(Dobbelaere et al., 1999), y un control de MM estéril en
solucidn salina a 0.89 % NaCl.

Ensayo de actividad antagénica

Se evalu6 el potencial biocontrolador in vitro de las rizo-
bacterias sobre F. oxysporum, C. gloeosporioides y R.
solani mediante enfrentamientos en placas de Petri
(Ezziyyani et al., 2004b) conteniendo medio PDA
(Cafedo y Ames, 2004). Se colocé por triplicado 10 uL
del in6culo 1 x 10% cel.mL" cada rizobacteria a 3 cm de
distancia entre si, y a las 24 h de incubacién a 29 °C, se
colocaron discos de agar de 8 mm de didmetro de cada
fitopatégeno en estado de micelio (5-8 dias de creci-
miento) y se incubé a temperatura ambiente (22 °C
aproximadamente) durante 8 dias. Finalmente se midié
el porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR)

del fitopatégeno, mediante la férmula PICR= (R1 - R2)/
R1 x 100 (Ezziyyani et al., 2004b).

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante un ANOVA con el
programa estadistico Statgraphics® en su versién 5.1.
Ademas, se realizé la comparaciéon de medias entre los
tratamientos por el test de la minima diferencia significati-
va (LSD) a P < 0.05. Las pruebas que no cumplieron con
los supuestos de normalidad y homogeneidad de las va-
rianzas (Montgomery, 1991) se sometieron a la prueba
Kruskall Wallis con el programa estadistico Infostat®.

RESULTADOS

Tolerancia a la salinidad, temperatura y produccién de
acido-alcali

Las rizobacterias mostraron diferentes gamas de tolerancia
a la concentracion de NaCl. Las cepas MEO1, RmBorbollén
y Med mostraron ser tolerantes a todas las concentraciones
probadas, mientras que Nod2rojo y ES1 resultaron poco
tolerantes a la salinidad. El resto de los aislados creci6 entre
0.01 y 1 % de NaCl. En cuanto a la temperatura, todas las
cepas crecieron entre 11°C y 35°C. Particularmente las ce-
pas MEO1 y RmBorboll6n crecieron a 40 °C, mientras que
la Alf crecié abundante a 5 °C. Siete cepas produjeron aci-
do y tres cepas produjeron dlcali (Tabla 1). En general, las
cepas con amplia tolerancia a la salinidad también mostra-
ron amplia tolerancia a la temperatura.

Produccién de HCN, sideroforos y disolucion de fosfatos
De las diez cepas solo la EST produjo HCN, representan-
do el 10 % de la muestra. El 50 % de las cepas ensayadas
mostraron liberacion de sideréforos, destancando entre
ellas la cepa Alf (Tabla 2 y las figuras suplementarias Figu-
ra 1a y Figura 1b). Por otra parte, el 100 % de las cepas
crecié en medio manitol indicando que todas son fijado-
ras de nitr6geno mientras que seis cepas (60 %) mostra-
ron capacidad disolvente de fosfatos en el medio MM
con fosfato tricalcico como fuente de P (Tabla 2).

Produccién de AIA

Cinco cepas utilizadas produjeron AIA de forma significa-
tiva (P < 0.05) con respecto al control (sin bacteria) en
presencia de Trp, y con valores cercanos al control positi-
vo Sp7. Los valores de AIA obtenidos por las cepas rizo-
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Tabla 1. Caracterizacién fisiolégica de las rizobacterias de acuerdo a la tolerancia a la salinidad, temperatura, y produccién

de 4cido o élcali.

Cepas NaCl (%) Temperatura °C Produccién de
dcido o alcali
0.01 01 1 15 2 2.5 5 1 27 30 35 40
MEO1 + + + + + + +- + + + + + acido
Leu2A + + & - - = +- +- + + + - alcali
Nod2rojo & & - - - - - +- + + + - alcali
RmBorbollén + + + 4 + + +- + + + + + acido
CcP + + + +- - - +- + + + + +- acido
Med 3 + + + + + i + + + + - acido
YE1 + + + 2 & & +- + + + +- +- alcali
ES1 + % 2 2 i % S + + + + - acido
EV1 + + + - N - - + + + + - acido
Alf + + +- - - + + + + + - acido
Media de tres réplicas: + Abundante crecimiento +- Escaso crecimiento - Ausencia de crecimiento.
b.
c. : d.

Figura 1. Pruebas de HCN, sideré6foros y antagonismo. a. Viraje de color de la tira de papel

filtro por la produccién de HCN por ES1 a las 48 h de crecimiento b. Produccién de sideréforos

por las cepas Alf y YE1. c. MEO1 Vs. F. oxysporum a los 8 dias de crecimiento. d. ES1 Vs. F.

oxysporum a los 8 dias de crecimiento.
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Tabla 2. Caracterizacién bioquimica de las rizobacterias segin la produccién de HCN, sideréforos, fijacién de nitrégeno y

disolucién de fosfatos.

Disolucién de fosfatos a los 6 dias
o 7 Crecimiento en medio e siem.b = 7
Cares Produccién de P.roducaon de Mol ol 6o Formacién de Didmetro del
HCN Siderdéforos x halo de halo de
de sembra disolucién disolucién
(cm)
MEO1 - - + + 1.00
Leu2A - + + - 0
NodZ2rojo - - + + 1.13
RmBorbollén - - + + 1.06
CP 2 + * * 1.07
Med - + + - 0
YE1 = + + = 0
ES1 * g . i 1.07
EV1 » 5 % 1.00
Alf - ++ + - 0
Media de tres réplicas. +: indica crecimiento o produccién segin el caso ++: indica alta produccién -: indica ausencia de creci-

miento o produccién segun el caso.

Tabla 3. Evaluacién del crecimiento (cm) del fitopatégeno frente al biocontrolador y porcentaje de inhibicién de crecimien-
to radial (PICR) de los hongos ensayados frente a los distintas cepas de rizobacterias, a los siete dias de enfrentamiento.

Crecimiento radial (cm) del fitopatégeno y porcentaje de inhibicién de su crecimiento frente al biocontrolador
Cepas rizobacterianas  F. oxysporum Inhibicién C. gloeosporioides Inhibicién R. solani Inhibicién
(cm) (%) (cm) (%) (cm) (%)
MEO1 1.06 +0.11a 65 1.93+0.11ab 11 2.83 +0.28 abc 0
RmBorbollén 1.16 +0.15ab 61 2.63+0.28f 0 3.16 +0.28 de 0
Nod2rojo 1.30 +0.20 abc 57 2.20 + 0.17 bed 0 343+ 011 ef 0
Alf 1.33 +0.20 abc 56 1.70+00 a 22 30 £0.0 bcd 0
Leu2A 1.36 +0.32 abc 55 2.46 + 0.15 cdef 0 353+015fF 0
EV1 1.46 +0.25 bcd 51 2.26 + 0.25 bede 0 2.96 + 0.05 bed 0
YE1 1.50 +0.20 bed 50 2.46 + 0.25 cdef 0 30 £0.0 bdd 0
Med 1.66 +0.28 cd 45 2.60 + 0.36 of 0 2.73+0.05ab 0
ES1 1.80 +0.43d 40 2.23 +0.25 bed 0 260+017 a 5
cP 3.00 +0.10e 0 2.53 + 0.05 def 0 3.06 +0.40 cd 0
Control 3.00 +0.0 e 0 2.17 +0.15be 0 2.73+0.05ab 0

Media de tres réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas para ANOVA con un (P < 0.05). Control= Fitopatégeno sin

microorganismo biocontrolador. N=3.

bacterianas estuvieron entre 18,07 pyg.mL' para la cepa
Leu2A y 52,28 pg.mL' para la cepa YET, esta dltima mos-
tr6 una produccién altamente significativa (Figura 2). Nin-
guna cepa fue capaz de producir AIA en ausencia de Trp.

Antagonismo de rizobacterias contra fitopatogenos:
Las cepas ensayadas inhibieron significativamente el
crecimiento de F. oxysporum y C. gloeosporioides (P <
0.05). Nueve de las diez cepas resultaron antagonistas
de F. oxysporum inhibiendo por encima del 40 % el cre-
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Figura 2. Produccién de AIA por las rizobacterias en presencia y ausencia de triptéfano. * Indica diferen-
cias significativas (P < 0.05) con respecto al tratamiento control con la prueba de Kruskal Wallis. N=3. Sp7=
cepa control productora de AIA Azospirillum brasilensi; Control= Solucién NaCl 0.89 %; Tratamientos= Solucién

NaCl 0.89 % + cepa; Trp= triptéfano.

cimiento del hongo. La cepa MEO1 mostré el mayor
potencial como biocontrolador tras inhibir el crecimien-
to del fitopatégeno F. oxysporum en 65 % (Tabla 3 vy las
figuras suplementarias Figura 1c y Figura 1d), y tender a
inhibir a C. gloeosporioides en 11 %. Por su parte, la
cepa Alf fue la dnica que inhibié significativamente (P <
0.05) el crecimiento de C. gloeosporioides en 22 %. Nin-
guna cepa inhibi6 el crecimiento de R. solani (Tabla 3).

DISCUSION

En este estudio se demuestra el gran potencial que tie-
nen las rizobacterias, especialmente los rizobios como
posibles biofertilizantes y biocontroladores, ademas de
su uso bien conocido en simbiosis con plantas legumi-
nosas para la fijacién biolégica del N, pues las pruebas
aqui utilizadas representan la mayoria de los mecanis-
mos promotores del crecimiento vegetal que presentan
los microorganismos del suelo (Vessey, 2003; Antoun,
2012). La caracterizacion fisiolégica de las rizobacterias
permite discernir entre las que crecen en amplio rango

de condiciones ambientales y las que no, para seleccio-
narlas como posibles inoculantes y ser probadas en
campo de acuerdo a las caracteristicas que presenten.

La capacidad disolvente de fosfatos reside en la produc-
cién de dcidos organicos que hacen disponible el P para
las plantas (Paredes-Mendoza y Espinosa-Victoria, 2010).
Principalmente estos acidos organicos han sido descritos
como acido glucénico y acido citrico para el caso de
bacterias y hongos, mientras que para las bacterias, tam-
bién se ha mencionado el mecanismo de extrusion de
protones (Reyes et al., 1999). Estos mecanismos explican
la disolucion de fosfatos de calcio mostrada por seis
cepas en nuestro ensayo.

El proceso de oxidacion de la glucosa a acido glucénico
podria considerarse como una estrategia competitiva
para transformar las fuentes de carbono disponibles en
productos que pueden utilizar con menos facilidad otros
microorganismos (Goldstein, 1995). La fijacion biol6gica
de nitrégeno es fundamental dentro del grupo de rizo-
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bios, y convierte a estos simbiontes facultativos en un
grupo exitoso del suelo, gracias a que pueden tener un
metabolismo versatil (heterotrofia variable, respiracion
aerébica, microaerdbica y anaerébica), que permite usar
estos microorganismos como promotores del crecimien-
to vegetal no solo en legumbres sino en cereales y otros
cultivos (lyer y Rajkumar, 2018).

La prueba fisiolégica de produccién de HCN, difirié de
la obtenida en otras investigaciones en donde entre el
22 % vy el 33 % de la poblacién microbiana analizada,
perteneciente a géneros bacterianos no rizobiales, fue
capaz de producir este compuesto volatil (Dinesh et al.,
2015; Aliyat et al., 2020). La produccién de metabolitos
de bajo peso molecular como el HCN inhibe el transpor-
te de electrones y, por lo tanto, la interrupcién del sumi-
nistro de energia a las células (Gopalakrishnan et al.,
2015). De esta manera, la cepa ES1 no solo podria ejer-
cer un efecto biocontrolador sobre fitopatégenos, sino
también sobre pastos que se consideren malezas, tal
como el metabolito producido por Pseudomonas sp.
como lo indicaron Pacheco-Hernandez et al. (2015).

Asimismo, la cepa ES1 del orden rizobial fue capaz de
cometabolizar fungicidas carbamatos en presencia de
una fuente de carbono (Blanco et al, 2013), pudiendo
utilizarse esta cepa como biofertilizante, biorremediador
y biocontrolador potencial, por su capacidad de disolu-
cién de fosfatos naturalmente bajo condiciones de es-
trés, como lo reportaron Anzuay et al. (2017), quienes
demostraron que algunas cepas rizobacterianas de Serra-
tia sp., Pantoea sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp., Entero-
coccus sp., y P. fluorescens son capaces de disolver fos-
fatos en presencia de pesticidas, y su tolerancia a altas
temperaturas y altas concentraciones de NaCl, como fue
evaluado en la presente investigacion.

Los valores de AIA mayores a 18 pug.mL', fueron simila-
res a los producidos en aislados provenientes de nodu-
los de leguminosas y suelo rizosférico por Mota et al.
(2014) y en cepas no rizobiales por Boukaya et al.
(2018) y Maérquez et al. (2020). Estos valores indican
que las cepas rizobiales Leu2A, MEO1, CP, ES1 y YEI
tienen potencial para ser usadas como bioestimulantes
del crecimiento vegetal en campos cultivados, y que a
nivel de umbraculo también pueden ser efectivas como
lo demostraron Blanco et al. (2018) con plantulas de

pimentén y lechuga usando estas cepas de rizobios de
forma individual, y Castro y Blanco (2018) y Blanco et al.
(2021) aplicando consorcios de estas cepas en plantas
de pimenton y en plantulas de cebolla, respectivamente.
El 4cido indol acético es la fitohormona que acelera el
crecimiento vegetal y mejora el desarrollo de la raiz,
brotes y el vigor de las plantulas; esta involucrado en la
division celular, la diferenciacion de los haces vasculares
nédulo

y es esencial en la formacién del

(Gopalakrishnan et al., 2015).

La capacidad antagénica de algunos géneros microbia-
nos radica principalmente en la produccién de molécu-
las toxicas, la competencia por nutrientes y espacio, y la
alteracion de la fisiologia de la planta hospedadora en
beneficio de su poblacion, lo que permite mantener el
equilibrio poblacional (Palaniyandi et al., 2011). Los side-
réforos producidos por las BPCV pueden ejercer un
efecto biocontrolador ademas de biofertilizante, debido
a que privan del hierro a fitopatégenos y limitan el creci-
miento de estos, constituyendo asi un mecanismo de
competencia por el i6n férrico. En la presente investiga-
cion varios géneros de rizobios resultaron positivos para
la produccion de sideréforos, y en la cepa Alf
(Pseudomonas fluorescens) se observé la mayor produc-
cién de estos quelantes, asi como en el estudio de Aliyat
et al. (2020), en donde cepas del género Pseudomonas
mostraron muy alta produccién de sideréforos.

Los rizobios son también conocidos como agentes im-
portantes de biocontrol de patégenos en ecosistemas
naturales y agricolas (Mourad et al.,, 2009; Volpiano et
al., 2019). En el presente estudio, se encontré que las
cepas rizobiales MEO1 (Rhizobium tropici), RmBorbollon
spp.), Leu2A 'y Nod2rojo
(Bradyrhizobium japonicum) inhibieron el crecimiento de

(Sinorhizobium

F. oxysporum por encima de un 50 %, al igual que los
resultados obtenidos por Antoun et al. (1998) donde 49
cepas de Sinorhizobium meliloti inhibieron el crecimien-
to de F. oxysporum hasta en un 50 %. A su vez la cepa
Alf (Pseudomonas fluorescens) inhibié el crecimiento
tanto de F. oxysporum como de C. gloeosporioides, mos-
trando asi un rango de biocontrol mas amplio.

La eficiencia antagonica de estos y otros géneros rizobac-
terianos contra hongos fitopatégenos es generalmente
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mediada por uno o mds mecanismos, como la produc-
cién de sustancias antimicrobianas, competicién por nu-
trientes debido a la produccion de sideréforos, bloqueo
de sitios de entrada o activacion de mecanismos de de-
fensa del hospedador, y produccién de enzimas quitinoli-
ticas, sustancias volatiles, y endoglucanasas (Aysan y De-
mir, 2009; Marquez et al., 2020; Galeano et al., 2020),
por lo que este efecto puede deberse a un pool de meca-
nismos implicados en el biocontrol de fitopatogenos.

CONCLUSIONES

La mayoria de las rizobacterias evaluadas mostraron un
efecto antagoénico contra dos de los fitopatégenos evalua-
dos de importancia agricola por encima del 50 % de inhi-
bicién. La naturaleza biocontroladora de estas bacterias
ademas se comprobé mediante otros mecanismos eva-
luados como la produccion de sideréforos y HCN. Las
rizobacterias también mostraron potencial como promo-
toras del crecimiento vegetal a través de los mecanismos
de fijacion de nitrégeno, disolucion de fosfato, y produc-
cion de AIA. De esta forma se destacé el potencial que
tienen las cepas rizobiales ES1, MEO1, Leu2A, y YE1, y la
cepa Alf de Pseudomonas flurorescens para incrementar la
fertilidad del suelo, promover el crecimiento de las plan-
tas, y suprimir enfermedades con fines de produccion de
bioinsumos en la agricultura sostenible. Se recomienda
evaluar consorcios de estas cepas para potenciar sus efec-
tos benéficos en cultivos de interés agricola.
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