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EFECTO BIOCONTROLADOR DE PSEUDOMONAS FLUORESCENS SOBRE DOS
ESPECIES DE HONGOS FITOPATOGENOS DEL GENERO FUSARIUM SP

Laura Ulloa Acufia*

RESUMEN

La aplicacion de microorganismos para el control de enfermedades en los cultivos es una
alternativa viable tanto para aquellos paises subdesarrollados como en aquellos en donde existe
un excesivo uso de plaguicidas que contaminan el ambiente, deterioran el suelo y dafian la salud
humana. El objetivo de la investigacion consistid en comprobar el efecto antagonista que
presenta la bacteria P. fluorescens sobre dos especies de hongos fitopatdgenos correspondientes
a F. oxysporum y F. moniliforme para determinar si la bacteria ejerce un antagonismo sobre estas
dos especies de hongos con el fin de ser utilizada como un agente de control bioldgico, dentro de
un manejo integrado y asi disminuir el uso de fungicidas en los cultivos. Se colectaron muestras
de suelo y raiz dentro de tres plantaciones de papa y se realizaron aislamientos bacterianos y
pruebas confirmatorias (Api 20E y Vitek) para evidenciar si se estaba bajo la presencia de
P. fluorescens. Se logro aislar tres cepas con las cuales se realizaron pruebas de antagonismo
dando como resultado, luego de ocho dias de incubacion, que las cepas aisladas presentaban un
efecto supresor sobre el crecimiento de los hongos en cuestion. Sin embargo en comparacion
con estudios anteriores estos porcentajes resultaron bajos. También se evalu6 la compatibilidad
de las cepas bacterianas frente a tres fungicidas utilizados para el control de Fusarium sp,

ninguna de las tres fue inhibida por los agroquimicos.

Palabras claves: antagonista, P. fluorescens, F. oxysporum, F. moniliforme, control bioldgico,

manejo integrado, cepas.
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BIOCONTROL EFFECT OF PSEUDOMONAS FLUORESCENS ON TWO SPECIES OF
PHYTOPATHOGENIC FUNGI FUSARIUM SP.

Laura Ulloa Acuia*

ABSTRACT

The application of microorganisms to control diseases in crops is a viable alternative both for
those developing countries as those where there is excessive use of pesticides that pollute the
environment, damage the soil and human health. The objective of this research was to test the
antagonistic effect making the bacteria P. fluorescens on two species of phytopathogenic fungi
for F. oxysporum and F. moniliforme to determine if the bacteria exert antagonism on these two
fungal species to be used as a biological control agent within an integrated and thus reduce the
use of fungicides on crops. Soil samples were collected within three root and potato plantations
and bacterial isolates were made and confirmatory tests (API 20E and Vitek) to show whether it
was in the presence of P. fluorescens. Was isolated three strains which were tested for
antagonism resulting, after eight days of incubation, showed a suppressive effect on the growth
of fungi in question. However, in comparison with previous studies these percentages were low.
We also assessed the compatibility of the bacterial strains against three fungicides to control

Fusarium sp, none of the three was inhibited by the chemicals.

Keywords: antagonist, P. fluorescens, F. oxysporum, F. moniliforme, biological control,

integrated management strains.

* Final Graduation Report, School of Biology, Biotechnology Engineering, Technological
Institute of Costa Rica, Cartago. 2011.
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Capitulo I. INTRODUCCION

El control de enfermedades fungicas que afectan a los cultivos agricolas ha sido una
preocupacion para los agricultores, pero la mayor inquietud radica en buscar alternativas viables,

que disminuyan los costos de produccion y los perjuicios ambientales.

A nivel nacional, dentro de las enfermedades fungicas mas importantes estan aquellas producidas
por Fusarium sp. Este es un hongo que presenta rapido crecimiento y causa el marchitamiento
en varias especies de plantas. Tiene un efecto bastante fuerte, principalmente en raices,
tubérculos y bulbos; y segun un reporte del Ministerio de Agricultura, se contabilizan 21 cultivos
atacados por este género entre los de uso local y de exportacion. Algunos de los mas comunes
son Zea mays, Ananas comosus, Saccharum officinarum, Sechium edule, Solanum tuberosum,

Phaseolus vulgaris y Carica papaya (MAG, 1991).

En busca de una solucién rapida, el agricultor ha basado su combate en la utilizacion de
plaguicidas para controlar este y otro tipo de patdgenos, y esto se ha hecho evidente gracias al
aumento en el uso de estos productos en América Central. Las importaciones de plaguicidas
crecieron de casi 54 millones de kilogramos por afio en el periodo de 1980-1989 a méas de 60
millones por afio durante 1999. En Costa Rica se pasé de importar 2.648 toneladas métricas de
ingrediente activo en 1977 a 11.636 toneladas en el 2006 representando un aumento del 340% en
un periodo de 30 afios (Ramirez et al, 2009). En América Central los plaguicidas mas
importantes han sido los “insecticidas” sin embargo en Costa Rica el principal grupo importado
son los fungicidas debido a su uso en los cultivos de banano, para combatir Mycosphaerella
fijiensis (Sanz et al, 1997) y en pifia ya que el uso de insumos quimicos utilizados en este cultivo
supera por mucho a los usados en banano (Castro et al, 2009). El mayor problema con respecto
al aumento en el uso de agroguimicos es la alta toxicidad de estos productos tanto en la salud
humana como en el medio ambiente, ademas del inconveniente de la resistencia generada en los

organismos blanco, con lo que se induce al agricultor a utilizar cada vez mayores

concentraciones de quimicos para eliminar las plagas (Wesseling et al, 2003).

12



A raiz de esta necesidad es que el control biolégico ha tomado gran relevancia a nivel mundial,
siendo un &rea importante de investigacion para la busqueda de nuevos microorganismos que
cumplan con los requisitos necesarios para ser utilizados como una nueva alternativa en la
agricultura.  Dentro de los microorganismos mas utilizados se encuentran las bacterias
antagonicas como Bacillus subtilis, Pseudomonas sp, Serratia sp; las cuales tienen diferentes
mecanismos de accion, ya sea por competencia de espacio 0 nutrientes, antibiosis, interaccion

directa con el organismo patégeno, o por predacion y resistencia inducida (Bernail et al, s.f).

Las bacterias del género Pseudomonas sp han sido consideradas como importantes agentes de
biocontrol por su capacidad de inhibir organismos patégenos como bacterias, hongos, neméatodos
y virus, a través de sus mecanismos de accion particulares como son la produccion de
sideroforos, acido cianhidrico y antibidticos; ademas de su comprobada capacidad para inducir
resistencia sistematica en ciertas especies de plantas. Dentro de este género bacteriano una de las
méas importantes es P. fluorescens, la cual ha sido investigada para verificar su eficiencia y

posible uso como biocontrolador (Chévez, 2007).

Gracias a los antecedentes encontrados sobre el efecto antagdnico de esta bacteria frente a
diferentes géneros de hongos, el Instituto Nacional de Aprendizaje Especializado en Agricultura
Organica considerd importante realizar una investigacion cuyo objetivo fue comprobar el efecto
biocontrolador de cepas nativas de P. fluorescens frente a dos especies de hongos del género
Fusarium. Esta alternativa permitiria disminuir en gran manera el uso excesivo de fungicidas
que son aplicados para controlar el desarrollo de estos hongos, y de este modo se mejoraria la
calidad del producto, la seguridad fisica de los trabajadores y también se reduciria la

contaminacion quimica al medio ambiente.
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Para lograr este objetivo se realizaron muestreos tanto de suelo como de raiz dentro de
plantaciones de papa en la zona Norte de Cartago y fueron transportadas al Laboratorio de
Fitoproteccion del Instituto Nacional de Aprendizaje Especializado en Agricultura Orgéanica.
Aqui se realizaron aislamientos para la obtencién de P. fluorescens y se efectuaron pruebas de
antagonismo de la bacteria con dos especies de hongos del género Fusarium que corresponden a

las especies F. oxysporum y F. moniliforme.

14



Capitulo 11. REVISION DE LITERATURA

1. Control biolégico

El control biol6gico surgio a partir de la década de 1970 como una disciplina académica. Hoy en
dia se considera toda una ciencia madura con gran apoyo tanto del sector pablico como privado.
En los dltimos cuarenta afios se ha generado un gran aprendizaje gracias al desarrollo de la
investigacion en este ambito y actualmente se buscan nuevas respuestas con el fin de desarrollar

tecnologias y aplicaciones mas innovadoras (Pal et al, 2006).

Se han desarrollado una serie de definiciones entorno a lo que se considera control bioldgico. Si
se enfoca a nivel de fitopatologia, este se podria definir como el fendmeno natural que consiste
en la regulacién del nimero de plantas y de insectos, animales superiores y microorganismos por
medio de enemigos naturales (pardsitos, predadores y patogenos) y por otro lado a la
manipulacion de esos agentes naturales por el hombre para reducir las pérdidas en agricultura,
forestacion o productos comerciales (Zerba 1994, citado por Humeres 2004). Como bien lo
menciona esta definicion, el control bioldgico se considera un fendmeno natural, ya que en los
ecosistemas existe una continua interaccion entre los patdgenos potenciales y sus antagonistas de
forma tal que estos mecanismos ultimos contribuyen a que, en la mayoria de los casos, la
enfermedad no se desarrolle. Estos organismos antagonistas no tienen un Unico modo de accion
y la multiplicidad de estos es una caracteristica muy importante para su seleccién como agentes
biocontroladores, ya que disminuye el riesgo de desarrollar resistencia en el patdgeno e incluso

otra opcién para evitarlo es la combinacion de varios antagonistas con diferentes modos de

accion (Fernandez et al, 2001).
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El control bioldgico viene a hacer una herramienta biotecnoldgica aplicada dentro de un manejo
integrado de plagas que permite a los agricultores disminuir en gran medida el uso de
agroquimicos y utilizar diferentes estrategias en conjunto, que son tanto beneficiosas para la
salud de ellos mismos y sus trabajadores, como para el mismo ambiente y la biodiversidad
microbiolodgica de los suelos cultivados. Un ejemplo claro de esto corresponde al actual uso de
hongos entomopatogenos los cuéles se combinan con otras medidas de control como practicas

culturales o productos botanicos (Monzén, 2001).

2. Fusarium sp.

Fusarium sp es un Hyphomycete que pertenece al Orden Moniliales y se caracteriza por
presentar un rapido crecimiento. Las colonias son generalmente palidas o poseen una coloracién
muy caracteristica: rosada, parpura o amarilla. EI micelio es extensivo y similar al algodon, y
los conididforos son variables, delgados o simples. Muchas de las especies dentro de este género
son fitopatdgenas y causan sintomas como la epinastia, obstruccion y empardecimiento de los
vasos Xilematicos, necrosis, marchitamiento y finalmente la muerte de la planta. Este hongo
genera efectos muy serios principalmente en cultivos como las hortalizas, raices, tubérculos y
bulbos (Domsch, 1993; Barnett et al.; 1998; citado por Porras, 2000).

Una de las preocupaciones mas relevantes con respecto a la seguridad alimentaria radica en que
este fitopatdgeno es capaz de producir micotoxinas que llegan a almacenarse en alimentos que
son de gran interés, como en el caso del maiz. Este hongo es el causante de la enfermedad que
origina la pudricién de las espigas de maiz y se pueden sefialar tres especies que son

predominantemente responsables: F. moniliforme, F. graminearum y F. subglutinans, siendo F.

moniliforme una de las de mayor relevancia (Demain, 1995; citado por Porras, 2000).
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F. moniliforme

Es un hongo facultativo de distribucion cosmopolita en todos los tipos de clima y posee un
amplio ambito de hospedantes. Se destaca como el agente causal de las enfermedades de mayor
importancia econdémica que producen pudricion de la mazorca y la germinacion prematura del
maiz. Es capaz de producir sustancias toxicas como la zearalenona, tricotecenos, fusarina,
moniliformina y fumaginas que al ser ingeridos tienen efectos cancerigenos, teratdgenos,

mutagénicos, eméticos y estrogénicos (Bravo et al, 2000).

Figura 2.1 Fusariosis en espiga de maiz causada por F. moniliforme (INTA, 2002)
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F. oxysporum

Es el causante de la enfermedad de Panama en el cultivo de banano y su modo de accién es
colonizando los conductos xilematicos de la planta blogueando los vasos, lo que genera el
marchitamiento de las hojas, amarillamiento, necrosis y muerte de la planta. Se encuentra como
saprofito en el suelo o como patdgeno especializado y parasita mas de 100 especies de plantas
entre Gimnospermas y Angiospermas. Produce colonias de rapido crecimiento con morfologias
variables y genera tres tipos de esporas: microconidias, macrononidias y clamidosporas (Garces

de Granada et al, 2001).

Figura 2.2 F. oxysporum sp. lycopersicum en tomate (Rodrigo, 2005).
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El control biologico con diferentes organismos se ha llegado a aplicar para este género de hongo
que causa grandes pérdidas agricolas. Larkin et al 1999 (citado por Porras, 2000) reportan el
control sobre F. oxysporum por algunos organismos antagonistas como Fusarium spp no
patogénicos y cepas del género Pseudomonas, las cuales pueden suprimir el crecimiento de
Fusarium sp si se aplican sobre las raices y semillas de varios cultivos. Inclusive se ha evaluado
la combinacion de P. fluorescens con Fusarium spp no patogénicos dando como resultado una
supresion eficiente de la marchitez causada por hongos fitopatdgenos de este género (Leeman et
al, 1996).

3. Microorganismos antagonistas

Los microorganismos antagonistas (hongos, levaduras y bacterias) tienen la capacidad de ejercer
un efecto de control biolégico sobre diferentes patdgenos de interés y se han empleado para
controlar diversas enfermedades en frutas y vegetales. Para seleccionar a los microorganismos
antagonistas se deben considerar caracteristicas como la capacidad para colonizar rapidamente la
superficie de los frutos y persistir en ellos de manera efectiva, mayor habilidad para adquirir
nutrientes y capacidad de sobrevivir bajo diferentes condiciones ambientales (Hernandez et al,
2007).

Clasificacion taxondmica de P. fluorescens

Reino: Bacteria.

Filo: Proteobacteria.

Clase: Gammaproteobacteria.
Orden: Pseudomonadales.
Familia: Pseudomonadaceae.
Género: Pseudomonas.

Especie: P. fluorescens.
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P. fluorescens es un bacilo Gram negativo, se moviliza a través de flagelos polares, es saprofita,
habita principalmente en suelo y agua. Es una bacteria incapaz de formar esporas y crece
aerObicamente. Su temperatura Optima se encuentra entre los 25-30° C y se desarrollan
Optimamente a un pH neutro. Esta especie se encuentra dentro del grupo de las fluorescentes ya
que contiene el pigmento fluoresceina que la hace reaccionar momentaneamente frente a luz
ultravioleta (Santoyo, 2009). Es denominada a nivel mundial como Rizobacteria Promotora del
Crecimiento (PGPR) por lo que es capaz de colonizar la rizosfera de las plantas y presentar
actividad antagonica hacia diversos patdgenos (Perotti et al, 2005). Esto gracias a la produccion
de antibidticos (como el 2,4-diacetilfluoroglucinol) y sider6foros lo que le permite a la bacteria
tener capacidad fungistatica y bacteriostatica cuando el hierro en el medio donde se encuentra es
bajo y es una inductora de resistencia sistémica lo que disminuye la susceptibilidad de la planta
hacia el patdgeno (Loper 1988, Haas y Défago 2005, citados por Chavez 2007).

Estudios y resultados anteriores

Esta especie bacteriana y otras del género Bacillus sp se han considerado las mas eficientes para
controlar enfermedades foliares y radicales, inclusive en los Estados Unidos ya hay registros del
uso comercial de varias especies de microorganismos para el control biol6gico de patdgenos del
suelo, entre estos microorganismos se encuentra P. fluorescens como una de las alternativas mas

eficientes (Fernandez et al, 2001).

Por otro lado estudios realizados con Arabidopsis han permitido hacer evidente el efecto de la
especie P. fluorescens favoreciendo la resistencia sistémica inducida en esta planta y por

consiguiente la supresion de enfermedades (Oyoque, 2008).
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Otros estudios realizados en arroz y maiz demostraron que esta bacteria es capaz de ejercer un
efecto inhibitorio sobre los hongos Fusarium sp, Curvularia sp, F. oxysporum y A. alternaria,
aludiendo su eficacia a la produccion de metabolitos por parte de la bacteria (Trujillo et al,
2007). También, dentro de otras investigaciones se ha visto que esta bacteria inhibe el
crecimiento de Gaeumannomyces graminis var.trici, Colletotrichum lindemuthianum,
Colletotrichum gloesporioides, Phytophthora cinnamomi, suprime la pudricion de raiz por
Thielaviopsis basicola (Leeman et al, 1995), protege los cultivos de cafia de azlcar de la
enfermedad del damping-off causada por Pythium ultimun (Oyoque, 2008), entre otros.
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Capitulo I11. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Determinar la capacidad de varios aislamientos de P. fluorescens para su uso como controlador

bioldgico de dos hongos del género Fusarium sp.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.
2.
3.

Realizar un muestreo de rizosfera y rizoplano, en plantaciones de papa.

Aislar a partir de muestras de suelo P. fluorescens.

Verificar a través de pruebas de confirmacion la identificacion positiva de
P. fluorescens.

Desarrollar pruebas de antagonismo entre las cepas bacterianas aisladas y las especies
F. oxysporum y F. moniliforme.

Verificar la sobrevivencia de P. fluorescens ante la presencia de fungicidas utilizados

para el control de Fusarium sp.
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Capitulo IV. MATERIALES Y METODOS
El proyecto se realizoO en el Laboratorio de Fitoproteccion del Centro Especializado en

Agricultura Orgéanica del Instituto Nacional de Aprendizaje (INA), ubicado en el canton de
Oreamuno, Cartago, en los meses de febrero a mayo del 2011.

I. Trabajo en campo

a. Zonas de muestreo

Se seleccionaron tres plantaciones ubicadas en la zona Norte de Cartago:

Tabla 4. 1. Datos basicos de las fincas evaluadas.

*Nombre de Zona Coordenadas Altitud Temperatura Variedad de
referencia geogréficas (m.s.n.m) ambiental la papa
“C)
Plantacion 1 TierraBlanca N 054° 98.70° 1924 16 Floresta y
W 021°01.72° Granola
Plantacion 2  TierraBlanca N 054°90.53" 2091 14 Granola
W 021° 06.07"
Plantacion 3 San Juan de N 055° 16.93" 2841 14 Granola
Chicua. W 021° 46.85

*El nombre de referencia se utilizé para posteriormente rotular los aislamientos.
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Figura 4.1 Plantacién 2 de Solanum tuberosum, Tierra Blanca.

b. Toma de muestras

Para el aislamiento de P. fluorescens se tomaron muestras de suelo y raiz dentro de las

plantaciones de papa:

e Se tomaron 3 submuestras por plantacion de la rizosfera (suelo a 2mm de distancia de la
raiz) y 3 submuestras del rizoplano (raices de papa), de 3 plantas diferentes. Estas fueron
seleccionadas al azar de tal forma que las tres plantas formaran una V.

e De cada submuestra de suelo se colectaron aproximadamente 30g en bolsas plasticas, y
de la submuestra de raiz se tomaron segmentos de diferentes tamafios hasta completar
aproximadamente 40cm y se envolvieron en papel periédico seco. Todas las muestras
fueron cuidadosamente rotuladas y almacenadas en una hielera.

e En cada plantacion se tomaron las coordenadas geograficas y altitud utilizando un GPS

etrexVista GARMIN; y se midi6 temperatura ambiental (tabla 4.1).
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Todas las muestras fueron colectadas en las horas de la mafiana el mismo dia y luego
transportadas al laboratorio donde se dejaron dentro de la hielera incubadas en frio a

1,1 ° C hasta su procesamiento.

Figura 4.3 Muestreo de raiz, plantacién 1 de Solanum tuberosum Tierra Blanca. -
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Trabajo en laboratorio

a. Medicion de pH

Se tomaron 5¢g de cada una de las 3 submuestras, por plantacion, para obtener una sola muestra

compuesta por sitio. De cada muestra compuesta se pesaron 10g y se colocaron en un

erlenmeyer con 25ml de agua desionizada. Las tres mezclas se agitaron por 10 minutos y

trascurrido el tiempo establecido se midio6 el pH de cada suelo utilizando un pH-metro.

b.

Aislamiento primario

Se preparé medio de cultivo Agar Pseudomonas F Difco ™ para el crecimiento de las bacterias

tanto de las muestras de suelo como de las de tejido radical.

Muestras de suelo

De cada submuestra colectada por plantacion se tomaron 5g con el fin de obtener una
muestra compuesta de 15g, por lo tanto al final se tenian 3 muestras compuestas
correspondientes a las tres plantaciones estudiadas. La cantidad de suelo restante se
mantuvo almacenada en frio a 1,1 °C por si era necesaria su utilizacién posteriormente.

De cada muestra compuesta se pesaron 10g y se colocaron en 100ml de agua estéril, esta
se agitod por aproximadamente 5 minutos dentro de la cdmara de flujo laminar y se tomo
1ml de la solucion la cual se traspaso a un tubo de ensayo con 9ml de agua estéril, esta
corresponderifa a la dilucién 107, se siguié el mismo procedimiento hasta la dilucién 10°°.
De las diluciones 10” y 10® se tomaron 0,5ml y se colocaron en el medio Agar

T

Pseudomonas F Difco ™ previamente preparado. Se dispersé la muestra con una

espatula Drigalsky.
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e De cada muestra compuesta se realizaron tres repeticiones por dilucion.

e Las placas se incubaron a 28° C por 48 horas.

Muestras de raiz

e Se tomaron dos raices por cada muestra colectada por plantacion, se lavaron con agua
destilada para eliminar la tierra, se cortaron en segmentos muy pequefios
(aproximadamente 5mm) y se colocaron en un colador previamente esterilizado.

e En la camara de flujo laminar se sumergio el colador dentro de una solucion de cloro al
1% por 1 minuto. Transcurrido el tiempo se pasé a una solucion de alcohol de 96%
durante 30 segundos y finalmente se coloco en agua destilada.

e Los segmentos se transfirieron a una toalla estéril para remover el exceso de humedad.

e En placas con medio Agar Pseudomonas F Difco ™ se sembraron 5 segmentos; uno en el
centro y los otros cuatro en los extremos, formando una "+".

e Se realizaron tres repeticiones por plantacion.

e Las placas se incubaron a 28° C por 48 horas.

c. Emision de fluorescencia

Para verificar la emisién de fluorescencia las placas con los aislamientos primarios fueron
observadas bajo una lampara de luz ultravioleta. Aquellas colonias que presentaban el pigmento
fueron sefialadas con marcador. Las observaciones se realizaron a las 24 horas y 48 horas.

d. Aislamiento secundario (purificacion de bacterias)

Tanto de las muestras de suelo como de raiz; se tomaron las bacterias que mostraban un buen

crecimiento y emisién de fluorescencia y se subcultivaron en Agar nutritivo Difco ™ realizando

rayados con un asa bacterioldgica. Se incubaron a 28° C por 48 horas.
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e. Tincion de Gram

A las placas seleccionadas y subcultivadas se les realizo tincion de Gram. Se efectuaron
observaciones bajo un microscopio éptico OLYMPUS BX41 para clasificarlas segin su
morfologia y tincion, y se obtuvieron fotografias de cada una de las bacterias.

f. Pruebas para verificar la presencia de P. fluorescens

Api 20E

Se realizaron pruebas de Api 20E para las placas que presentaron una clara emision de
fluorescencia y que mostraron una morfologia de bacilos Gram negativas. Las placas
seleccionadas fueron nuevamente subcultivadas ya que para realizar las pruebas era necesario
que las bacterias tuvieran entre 18 a 24 horas de crecimiento. El procedimiento realizado se basé

en el manual de referencia de la casa comercial bioMériueux®S.A. (Anexo 1).

La prueba de oxidasa fue efectuada con tiras de papel que contienen este reactivo y que al entrar
en contacto con la colonia, si la tira cambiaba a color azul-morado se establecia que la bacteria
era oxidasa positiva, por el contrario si no variaba de coloracion la bacteria se consideraba

oxidasa negativa.
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Figura 4.4 Prueba Api 20E para la identificacion de P. fluorescens.

VITEK

Aquellas bacterias cuyo perfil numérico resultd positivo para P. fluorescens fueron llevadas al
laboratorio de Bacteriologia Médica de la Universidad de Costa Rica, donde se realizd la
identificacion de los aislamientos utilizando el sistema VITEK®.

g. Pruebas de antagonismo
Se evaluaron dos pruebas de antagonismo para verificar el efecto biocontrolador de las tres cepas

aisladas, correspondientes a P. fluorescens, sobre F. oxysporum y F. moniliforme. A cada cepa

se le asignd una codificacion para ser diferenciada y todas se aislaron de las muestras de suelo:

e Cepa aislada de la plantacién 1, de la dilucién 10°: PsF1.
e Cepaaislada de la plantacién 2, de la dilucién 10*: PsF2.

e Cepaaislada de la plantacién 3, de la dilucién 10: PsF3.
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Para iniciar ambos ensayos, se realizo la purificacion de las dos cepas de hongos proporcionadas
por el INA. Para esto se subcultivaron dos veces en medio Agar Papa Dextrosa Sharlau
Microbiology acidificado (1ml de &cido citrico al 1% por cada 100ml de medio) y se incubaron
por 6 dias a 28° C a una humedad relativa del 80% y a un fotoperiodo de 12 horas luz, 12 horas

oscuridad.

Primera prueba de antagonismo

Se realizo6 siguiendo la metodologia empleada por Trujillo y colaboradores (2007), la cual se

describe a continuacion:

En placas con medio PDA se realizé un rayado de la bacteria. En otra placa de PDA con el
hongo previamente crecido se efectuaron perforaciones en la parte central de la colonia
utilizando un sacabocados de 5mm. Se tomé un disco de la cepa fingica y se coloco en el centro
de la placa de PDA inoculada con la bacteria. Se hicieron cinco repeticiones por hongo. Las
placas se incubaron a 28° C por 8 dias. También se prepard un testigo que Unicamente contenia

el disco del hongo sin la bacteria.

El efecto antagbnico de la bacteria se determiné a través de las mediciones del didmetro de
crecimiento del hongo (cm) en comparacion con el testigo. Este procedimiento se efectu6é con

las tres cepas bacterianas aisladas.
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Figura 4.5 Primera prueba de antagonismo. A. cepa bacteria, B. disco del hongo.

Segunda prueba de antagonismo

Se colocaron las tres cepas bacterianas en el borde de la caja Petri de tal forma que cada asada
tuviera una longitud de 3cm de largo. En el centro, del otro lado de la placa, se colocé un disco
del hongo. Este procedimiento se realizé con F. oxysporum y F. moniliforme, 10 repeticiones
por cada hongo, y se prepar0 testigo de las cepas de los hongos y de las cepas bacterianas. Se
incubaron a 28° C a una humedad relativa del 80% por 8 dias a un fotoperiodo de 12 horas luz,
12 horas oscuridad. El efecto antagdnico de la bacteria se determiné a través de las mediciones

del diametro de crecimiento del hongo (cm) en comparacion con el testigo.
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Figura 4.6 Segunda prueba de antagonismo. A. cepas bacterianas, B. disco del hongo. Los nameros indican
la cepa bacteriana: el 1 corresponde a la PsF1, el 2 alaPsF2y el 3 ala PsF3.

Analisis de los datos

Porcentaje de inhibicion

Para determinar el porcentaje de inhibicion de la bacteria sobre el hongo se utiliz6 la siguiente
férmula en ambas pruebas (Venner et al, 2009).

% Inhibicion= crecimiento libre - crecimiento influenciado x 100

crecimiento influenciado
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Anélisis estadistico
Para la prueba 1 se realizd un analisis de varianza con el programa estadistico Statistix para
determinar si existian diferencias significativas entre las medias de los tratamientos aplicados

sobre cada hongo.

h. Pruebas de compatibilidad a fungicidas.
Dilucion del fungicida en el medio de cultivo (Sharvelle 1961 citado por Quintero, 1997).

e Se evaluaron tres fungicidas: Previcur®, Crizeb® y Amistar® 50WG.
e Para realizar la prueba se calcul6 la cantidad de gramos o ml necesarios de cada

fungicida para preparar 400ml de solucion segun la dosis comercial de cada producto:

Tabla 4. 2. Informacion general de los fungicidas evaluados

Nombre comercial Ingrediente activo Modo de accién Dosis comercial Dosis requerida
por litro de para preparar
agua 400 ml
Previcur® N 722 Propamocarb-HCI  Sistémico, ataca
SL hongos que causan
dafio en raices, cuello, 5ml 2ml

base del tallo y hojas.
Controla Fusarium sp.
Crizeb™50 SC Carbendazim Sistémico de amplio

espectro, controla 5ml 2ml
Fusarium oxysporum

Amistar®50 WG Azoxistrobin Sistémico, controla

50.00%; gran variedad de 0,3g 0,1g

hongos, entre ellos
Fusarium sp
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Se prepararon 1200ml de Agar nutritivo Difco ™

con el doble de los ingredientes
requeridos y se dispensaron 400ml en tres erlenmeyer. Se autoclavaron por 15 minutos a
121° C y 15 libras de presion.

Para el caso de los fungicidas liquidos, estos se esterilizaron utilizando filtros miliporo
de 0,22 um y se agregaron al medio de cultivo. EI fungicida sélido se agrego
directamente, sin ninguna esterilizacion previa.

Se realiz6 un rayado de cada cepa bacteriana en los medios de cultivo preparados,
obteniéndose 4 repeticiones por fungicida.

Se realiz6 un rayado de cada cepa bacteriana en Agar nutritivo Difco ™ sin la adicién de
ninguno de los fungicidas que sirvié como testigo.

Las bacterias se incubaron a 28° C por 24 horas y se realizaron observaciones del

crecimiento en los tres tratamientos.
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Capitulo V. RESULTADOS

I. Trabajo en laboratorio

a. Medicion de pH

Los siguientes datos corresponden a los resultados obtenidos al realizar las mediciones de pH

de las muestras de suelo colectadas en cada plantacion

Tabla 5.1 Mediciones de pH del suelo de cada plantacion muestreada

Zona de muestreo PH
Plantacion 1 5,60
Plantacion 2 5,30
Plantacion 3 5,72

Segun el Soil Survey Division Staff, 1993 (citado por Zapata, 2002) los suelos se clasifican de

varias maneras segun su valor de pH (Anexo 2).

De acuerdo a su acidez el suelo de las plantaciones 1y 3 se puede clasificar dentro del rango de
un suelo moderadamente &cido. En la plantacion 2 se estaria en presencia de un suelo

fuertemente acido.

P. fluorescens crece mayormente en condiciones de pH neutras y se inhibe a condiciones de

acidez menores a 4,5 en suelos que son ultra y extremadamente &cidos (Zapata, 2002).
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b. Aislamiento primario

Muestras de suelo

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de fluorescencia

realizadas a las bacterias aisladas en suelo, se efectuaron tres repeticiones por dilucion.

Tabla 5. 2 Emision de fluorescencia de las bacterias aisladas en las muestras de suelo.

Zona de Plantacion 1 Plantacion 2 Plantacion 3
muestreo
Dilucion 10 10° 10 10° 10°
Observaciones En las tres En las tres En las tres En las tres Muy poca
placas se placas se placas se placas se fluorescencia
observo observo observé observo mayormente
fluorescencia fluorescencia  fluorescencia  fluorescencia fluorescencia la“1”.
mayormente mayormente
en la “1” enla“2”y
‘63”

En la siguiente figura se observan dos bacterias aisladas de las plantaciones 1 y 2 que emitieron

fluorescencia al ser sometidas a luz UV.

Figura 5.1 Emisién de fluorescencia bacterias aisladas de suelo. A. muestra de suelo plantacién 1; B.

muestra de suelo plantacion 2.

36



Muestras de raiz

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos en las pruebas de fluorescencia
realizadas a las bacterias aisladas en raiz, se efectuaron tres repeticiones por plantacion.

Tabla 5.3 Emisién de fluorescencia de las bacterias aisladas en las muestras de raiz en Solanum tuberosum

Zona de muestreo Plantacion 1 Plantacion 2 Plantacion 3
Observaciones Unicamente las placas En las tres placas se Muy poca fluorescencia.
“2”y “3” emitieron observo fluorescencia.  Mayormente la placa “3”.

fluorescencia.

Se observaron morfologias diferentes en las bacterias que se desarrollaron dentro de las placas de

Petri alrededor del tejido radical de Solanum tuberosum.

Figura 5.2. Emisidn de fluorescencia bacterias aisladas de raiz de Solanum tuberosum A. muestra de raiz
plantacion 1; B. muestra de raiz plantacion 2.
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c. Aislamiento secundario

Las placas seleccionadas y subcultivadas en agar nutritivo, principalmente las correspondientes a
las muestras de tejido radical, presentaron morfologias de la colonia muy diferentes entre si. Fue
posible evidenciar 4 tipos de morfologia en las colonias bacterianas dentro de las plantaciones 1
y 2 de las muestras radicales. De la plantacion 3 se obtuvo muy poco desarrollo bacteriano

alrededor del tejido, lo que dificulto la obtencion de colonias. Por esta razon no fueron tomadas

en cuenta.

Figura 5. 3 Diferentes morfologias de colonias encontradas en las muestras de raiz A. plantacién 1;B. C. y
D. plantacion 2.
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d. Tincion de Gram

Se obtuvieron 14 placas, tanto de las muestras de raiz como de las muestras de suelo, que
presentaron tincion Gram negativa y morfologia de bacilos. Estas bacterias se almacenaron para

ser analizadas posteriormente.

Figura 5.4 Tincion bacteriana, bacilos Gram negativos. 100x
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e. Pruebas para verificar la presencia de P. fluorescens
Api 20E

Se analizaron las 14 placas seleccionadas por su emisién de fluorescencia y crecimiento. De
estas Unicamente 3 resultaron con un perfil numérico el cual indicaba que la bacteria podia
corresponder al género Pseudomonas. Estas bacterias fueron aisladas dentro de la plantacion 1
bajo una dilucién de 107, plantacion 2 bajo una dilucién de 10™ y plantacién 3 bajo una dilucién
de 10” (Anexo 3). Las otras 11 placas analizadas restantes resultaron en otros géneros
bacterianos.

VITEK

Las tres cepas bacterianas cuyos perfiles numéricos indicaban que se podia estar bajo la
presencia de Pseudomonas fueron analizadas con el sistema VITEK® dando como resultado que

las tres cepas correspondian a la especie P. fluorescens (Anexo 4)

Ademas, durante el analisis se evidencié el crecimiento de cepas de B. cereus en los

aislamientos.

f. Pruebas de antagonismo

Primera prueba de antagonismo
Después de 8 dias de incubacion se observaron diferencias de crecimiento entre cada uno de los

tratamientos realizados (Anexo 5). En la tabla 5.4 y la figura 5.5 se muestran los porcentajes de

inhibicion por parte de las tres cepas de P. fluorescens aisladas sobre los dos hongos evaluados.
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Tabla 5.4 Efecto inhibitorio de P. fluorescens, primera prueba de antagonismo.

Cepa bacteriana Hongo % Inhibicién
PsF1 F. oxysporum 39.67
F. moniliforme 10.94
PsF2 F. oxysporum 28.71
F. moniliforme 17.47
PsF3 F. oxysporum 5.29
F. moniliforme 10.79
B T3967
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Tratamientos

Figura 5.5 Inhibicién de P. fluorescens sobre dos especies de Fusarium sp

Se puede observar que el mayor porcentaje de inhibicion de la cepa PsF1 resultd sobre F.
oxysporum. Para la cepa PsF2 de igual manera la mayor inhibicién se generd sobre F.

oxysporum y en el caso de la cepa PsF3 hubo una mayor inhibicion sobre F. moniliforme sin

embargo la diferencia con F. oxysporum fue muy pequefa.
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Analizando las tres cepas en conjunto se puede establecer que la que tiene mayor efecto
inhibitorio sobre F. oxysporum corresponde a la PsF1, y la que inhibe mayormente a F.
moniliforme es la PsF2.

Se obtuvieron fotografias de los resultados obtenidos donde fue posible observar las diferencias

de crecimiento entre cada una de las repeticiones en comparacion con el testigo (figura 5.6 y
figura 5.7)

Figura 5.6 Inhibicion de P. fluorescens sobre F. oxysporum, primera prueba de antagonismo 1. Tratamiento
PsF1, A. Testigo, B. F. oxysporum; 2. Tratamiento PsF2, C. Testigo, D. F. oxysporum; 3. Tratamiento PsF3, E.
Testigo, F. F.oxysporum.

Figura 5.7 Inhibicion de P. fluorescens sobre F. moniliforme, primera prueba de antagonismo 1.
Tratamiento PsF2, A. Testigo, B. F. moniliforme; 2. Tratamiento PsF3, C y D, Testigo, E. F. moniliforme.
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Analisis estadistico ANOVA

En ninguno de los tratamientos se encontraron diferencias significativas ya que tanto en la
prueba frente a F. oxysporum (p=0,2290) como en la de F. moniliforme (p=0,6178) el grado de
significancia resultd mayor a 0,05 lo que indica que las medias obtenidas en los diferentes
tratamientos fueron muy similares (Anexo 6). Esto biolégicamente se traduce en que las tres
cepas bacterianas, a pesar de que fueron aisladas en diferentes plantaciones de papa, tienen un

efecto inhibitorio muy similar sobre el crecimiento de F. oxysporum y F. moniliforme.

Segunda prueba de antagonismo
Después de 8 dias de incubacion se obtuvieron diferencias de crecimiento entre ambos hongos

(Anexo 5). Los siguientes resultados muestran el porcentaje de inhibicién por parte de las tres

cepas bacterianas sobre F. oxysporum y F. moniliforme (tabla 5.5 y figura 5.8).

Tabla 5.5 Efecto inhibitorio de P. fluorescens, segunda prueba de antagonismo

Cepa bacteriana Hongo % Inhibicién
PsF1, PsF2, PsF3 F. oxysporum 21.33
F. moniliforme 24.35
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% Inhibicién
BB EE

F. oxysporum F. moniliforme

PsF1, PsF2 PsF3
Cepas bacterianas vrs hongos

Figura 5.8 Inhibicién de P. fluorescens sobre dos especies de Fusarium sp.

El mayor porcentaje de inhibicion por parte de las tres cepas se obtuvo sobre F. moniliforme con

una diferencia minima al obtenido sobre F. oxysporum.

A partir del dia 4 fue posible observar que el crecimiento del hongo ya no era simétrico sino que

tendia a crecer més hacia los lados (figura 5.9).
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Figura 5. 9 Inhibicion de P. fluorescens, segunda prueba de antagonismo. A. Testigo F. oxysporum, B. F.
oxysporum vrs PsF1, PsF2 y PsF3, C. Testigo F. moniliforme, D. F. moniliforme vrs PsF1, PsF2 y PsF3.

g. Prueba de compatibilidad a fungicidas.
En los tres tratamientos se observd un crecimiento confluente y muy similar de las cepas

bacterianas en todo el medio de cultivo. No se observo en ninguno de los casos inhibicion del

crecimiento bacteriano por los fungicidas utilizados en la prueba.



Capitulo VI. DISCUSION
I. Trabajo en laboratorio
a. Aislamiento primario

Se obtuvieron buenos resultados Unicamente a partir de las muestras de suelo ya que de las
muestras de raiz no se logro el aislamiento de ninguna cepa correspondiente a P. fluorescens a
pesar de que esta es rizosférica. Una de las razones de porqué se obtuvieron estos resultados
puede estar vinculado con que las semillas utilizadas en estas plantaciones pudieron ser
sometidas a un proceso de curado o que el suelo de siembra se tratd con agroquimicos

(fungicidas, bactericidas o nematicidas).

Las cepas obtenidas de las muestras de suelo presentaron mayor emisién de fluorescencia, lo que
es caracteristico de varias especies dentro del género Pseudomonas. Estas fueron cultivadas en
Agar Pseudomonas F (King B) ya que su composicion permite la produccion de un pigmento
verde-amarillo (fluoresceina), lo que permite a las colonias crecidas ser observadas bajo luz UV.
En este medio pueden producir fluoresceina tres especies: P. aeuruginosa, P. fluorescens y P.

putida.

b. Aislamiento secundario
Los resultados obtenidos en las muestras de raiz evidenciaron bacterias con morfologias muy

diferentes entre si, al ser observadas se iba teniendo sospecha de que estas bacterias no

pertenecian al género Pseudomonas ya que estas Ultimas presentan una morfologia circular, con

borde entero y elevacion convexa.
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c. Pruebas para verificar la presencia de P. fluorescens

Para determinar las especies existentes, se aplico la prueba Api 20E obteniéndose una alta
probabilidad de que la bacteria correspondiera a P. fluorescens. Como prueba confirmatoria se
utilizé el sistema automatizado VITEK con la cual se obtuvo que las tres cepas correspondian a
P. fluorescens.

Api 20E

Este un sistema estandarizado que permite la identificacion de Enterobacteriaceae y otros bacilos
Gram negativos. Incluye 21 tests bioquimicos miniaturizados; cada microtubo contiene un
substrato deshidratado y este se inocula con la suspension bacteriana. Las reacciones producidas
se traducen en cambios de colores espontaneos o revelados por la adicion de reactivos
(bioMérieux® S.A, 2006).

VITEK

El sistema VITEK es utilizado en el ambito de microbiologia clinica y controles industriales. Al
ser un sistema automatizado aporta mayor seguridad, suprimiendo las manipulaciones repetidas,
y permite obtener resultados fiables mas rapidamente que con las técnicas manuales.
Esta constituido por un inoculador/sellador, un incubador/lector, un ordenador y una impresora.
El inoculador/sellador permite la inoculacion de las tarjetas en pocos minutos. El
incubador/lector asegura simultaneamente la incubacién y la lectura de las tarjetas para una
capacidad que varia de 32 a 480 tarjetas segun el modelo. EI ordenador equipado con los
programas de VITEK efectla un control permanente de las operaciones en curso, memoriza los

valores, trata e interpreta los resultados (bioMérieux® S.A, 2006).
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d. Pruebas de antagonismo

Los resultados obtenidos en ambas pruebas demostraron que las cepas bacterianas de P.
fluorescens aisladas de las diferentes plantaciones de papa suprimen el crecimiento de los hongos
F. oxysporum y F. moniliforme, observandose diferentes porcentajes de inhibicion en cada uno

de los tratamientos evaluados.

La cepa PsF1 ejercié un mayor efecto inhibitorio sobre F. oxysporum (39,67%). En el caso de la
PsF2, resultd en la mayor inhibicién de F. moniliforme (17,47%). La cepa PsF3 presentd los

porcentajes de inhibicion mas bajos para ambos hongos.

A pesar de las variaciones en los porcentajes de inhibicién no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos, por lo que se establece que las tres cepas bacterianas ejercen

un efecto muy similar sobre el crecimiento de estas dos especies de hongos.

Estudios anteriores realizados con diferentes cepas bacterianas de esta especie sobre F.
oxysporum dieron resultados similares a los obtenidos, ya que se identificaron otras cepas que
inhibian entre un 20-40%, sin embargo también se logré aislar cepas que inhibian hasta casi un
100% el crecimiento de este hongo. Estos resultados pudieron variar con respecto a los
obtenidos en este ensayo, ya que las cepas fueron incubadas con 48 horas de anterioridad lo que
iba a permitir que estas produjeran metabolitos antes de la inoculacion de los patdgenos y en el
momento de inocular estos Ultimos, ya existiria una barrera de inhibicion que impediria el
crecimiento del mismo (Trujillo et al, 2009). Por el contrario, en esta investigacion las bacterias

fueron incubadas de forma inmediata luego de montar la prueba.
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La capacidad inhibitoria de estas cepas podria estar relacionada con la produccion de
antibidticos. Trujillo et al (2009) sefialan que bacterias Pseudomonas son capaces de suprimir
organismos patdgenos presentes en la rizésfera a través de la produccion de 2,4
dimetilfluroglucinol, &cido cianhidrico, pirrolnitrina, fenazina, antibidticos difusivos y
sideroforos. La produccion de este ultimo metabolito es influenciado por la baja cantidad de
hierro y estudios posteriores en Cuba han demostrado que en medios King B (Agar Pseudomonas
F) bacterias autdctonas de esta especie comienzan la produccion de este metabolito a las 10 horas
de ser cultivadas (Trujillo et al, 2009). Existe una fuerte sospecha de que la sintesis de este
metabolito es el responsable de la accion antifungica ya que estudios realizados con cepas
mutantes incapaces de producir sideréforos han resultado incompetentes para suprimir el
crecimiento de ciertos patogenos. Ademas de su capacidad para producir metabolitos que
inhiben a organismos patdgenos se han realizado pruebas a través de las cuales se cree que esta

bacteria tiene la capacidad de inducir resistencia en las plantas (Santoyo et al, 2009).

Los bajos porcentajes de inhibicion obtenidos en este ensayo también pudieron ser el resultado
de utilizar medio PDA para realizar las pruebas de antagonismo ya que este medio, gracias a su
complejidad, puede contener trazas de hierro que impiden la produccién de sideréforos y por lo
tanto, de ser este el mecanismo utilizado por la cepa, no se logré suprimir efectivamente al

patdégeno (Venner et al, 2009).

En cultivos de papa se han aislado cepas con una alta capacidad de sintesis de sideroforos del
tipo pseudobactina. Cuando este metabolito es excretado al medio de cultivo se une al hierro y
lo suministra a la célula bacteriana. En microambientes como la rizésfera la sintesis de
sideroforos le confiere una ventaja competitiva por espacio y nutrientes a la bacteria lo que se

traduce en una restriccion de organismos dafiinos (Santoyo et al, 2009).

En cultivos de maiz y arroz también se han realizado aislamientos de bacterias antagonicas como

P. fluorescens, P. putida y P. cepacia que han resultado en un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento de F. moniliforme (Hebbar et al, 1992).
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Pruebas de antagonismo realizadas en medio PDA con cepas de P. fluorescens aisladas en
plantaciones de arroz resultaron en altos porcentajes de inhibicién (60-70%) contrario a los
resultados obtenidos en este ensayo que resultaron en porcentajes menores (10-17%). La accion
supresora de la bacteria se atribuy6 a la produccion de antibi6ticos, principalmente de fenazina, y
su difusion por el medio de cultivo (Kazempour et al, 2009).

Los resultados obtenidos en la prueba 2 de antagonismo evidenciaron una mayor inhibicion de
las tres cepas bacterianas (en conjunto) sobre F. moniliforme, sin embargo la diferencia con
relacion al porcentaje de inhibicion sobre F. oxysporum fue muy pequefa (alrededor de un 3%).

e. Prueba de compatibilidad a fungicidas

Se obtuvieron resultados muy similares en los tres tratamientos evaluados. EI crecimiento de la
bacteria fue confluente en todo el medio de cultivo y gracias a su textura lechosa no fue posible
realizar un conteo de las colonias, pero quedd ampliamente evidenciada la compatibilidad de las

bacterias aisladas con cada uno de los compuestos evaluados.

Se puede establecer que los fungicidas: Previcur® N 722 SL, Crizeb™ 50 SC, Amistar®50 WG
podrian ser utilizados en conjunto con esta cepa bacteriana ya que no lograron inhibir el
crecimiento de las mismas, sin embargo son necesarias mas pruebas para poder confirmar la

resistencia de estas cepas.

Estudios realizados sobre el control de Phythium ultimun donde se evaluaron tres tratamientos:
Previcur® N, cepas de P. fluorescens y una combinacion de ambos; dieron resultados

satisfactorios al aplicar el manejo integrado superando el efecto por parte de la dosis comercial

del fungicida (Vicente, 2003).
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Capitulo VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

A pesar de que P. fluorescens es una bacteria rizosférica no se obtuvieron resultados
satisfactorios en el aislamiento de esta en las muestras de raiz, posiblemente porque en las
plantaciones muestreadas, las semillas de papa utilizadas o el suelo han sido tratados con

fungicidas, bactericidas o nematicidas.

Las tres cepas aisladas de P. fluorecens evidenciaron un efecto inhibitorio sobre las dos especies
de hongos al observar diferencias de crecimiento en el didmetro de cada repeticion en
comparacion con el testigo en la prueba 2 de antagonismo. De las tres cepas PsF1 inhibid

mayormente a F. oxysporum (39, 67%) y PsF2 a F. moniliforme (17, 47%).

No se obtuvieron diferencias significativas entre las medias de los diferentes tratamientos al
realizar la prueba 1 de antagonismo entre las tres cepas aisladas contra F. oxysporum y F.
moniliforme, por lo que se concluye que tienen el mismo efecto inhibitorio sobre los hongos

evaluados.

En comparacion con otros estudios realizados donde se lograron porcentajes de inhibicidn hasta
casi del 100%, los porcentajes obtenidos resultaron bajos. Esto podria atribuirse al medio de
cultivo utilizado para realizar las pruebas (PDA), ya que este debido a su composicion puede

generar cambios en los mecanismos utilizados por P. fluorecens contra estos patdgenos.

Ninguno de los fungicidas valorados inhibieron el crecimiento de las tres cepas aisladas por lo

tanto es posible utilizarlos como un manejo integrado contra Fusarium sp, sin embargo se deben

realizar mas pruebas confirmatorias.
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RECOMENDACIONES

Para obtener mejores resultados sobre aislamientos de esta cepa, con el objetivo de probar su
eficiencia antagonista, es preferible realizar muestreos en lugares donde se tenga conocimiento

previo de qué tipo de aplicaciones quimicas le han proporcionado al cultivo.

Las pruebas de antagonismo deben realizarse cuidadosamente, en especial durante la siembra del
hongo al medio de cultivo ya que se deben evitar el esparcimiento de esporas para que no se
invalide la prueba.

Es recomendable utilizar medios que tengan bajo contenido de hierro al realizar pruebas de
antagonismo que involucren cepas de P. fluorecens ya que estudios realizados han determinado

que es mas eficiente cuando no hay presencia de este metal en el medio donde se encuentra.

Es necesario realizar mas pruebas con relacion a la compatibilidad que presenta esta bacteria
frente a diferentes fungicidas utilizados para el control de Fusarium sp evaluando diferentes

concentraciones del quimico.

Se podrian realizar mas pruebas para determinar cual de estos tres fungicidas presentan mayor
compatibilidad con las cepas aisladas.
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Capitulo 1X. ANEXOS

Anexo 1. Api 20E: Modo de empleo

Preparacion del indculo.

e Se preparo solucion salina al 0,85% (15 tubos de ensayo con 5 ml cada uno).

e Con un asa bacteriologica se tomd una colonia de cultivo bacteriano a la cual se le
realizaria la prueba Api 20E. Cada cultivo presentaba 24 horas de crecimiento.

e Se realizd una suspension bacteriana homogenizando las bacterias en el medio. Esta

suspension debe ser utilizada inmediatamente después de su preparacion.

Inoculacion de la galeria.

e Se introdujo la suspension bacteriana en los tubos de la galeria con la ayuda de una
micropipeta de 1000ul (para evitar la formacion de burbujas en el fondo de los tubos, se
coloco las punta de la micropipeta sobre la pared de la cpula inclinando ligeramente la

camara de incubacion hacia adelante):

-Para las pruebas [CIT I, 1 VP I, y ] GEL |, se llené el tubo y la cupula.

-Para las otras pruebas, se llen6 Unicamente los tubos (no las cupulas).

-Para las pruebas: ADH, LDC, ODC, H,S, URE se cre6 una atmosfera anaerobia

llenando la ctpula con aceite de parafina.

e Se cerrd la cAmara de incubacion, y se incub6 a 36° C por 24 horas.
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LECTURA E INTERPRETACION
Lectura de la galeria

e Después de la incubacion se utilizo la Tabla de lectura para interpretar los resultados.
e En el caso de que 3 0 més ensayos resultaban positivos, se anotaban todas las reacciones

espontaneas y después se revelaban los ensayos que necesitaban la adicion de reactivos:

-Prueba TDA: se agregd una gota del reactivo TDA. Un color marron rojizo indicaba una

reaccion positiva.

-Prueba IND: se agregd una gota del reactivo JAMES. Un color rosado que se

difuminaba en toda la cupula indicaba una reaccion positiva.

-Prueba VP: se agreg6 una gota del reactivo VP 1y VP 2 y se esperd por 10 minutos para
ver su coloracion. Un color rosa o rojo indicaba una reaccion positiva (si aparecia una

coloracion rosa después de los 10 minutos se consideraba negativa).

IMPORTANTE: La prueba de investigacion sobre la produccion de Indol se realizé en
altimo lugar, pues esta libera gases que podian alterar la interpretacion de las otras
pruebas de la galeria y no se colocaba la tapa de la cAmara de incubacion de nuevo.

e Si el nimero de las pruebas positivas antes de afadir los reactivos era inferior a 3:
-La galeria se reincub6 por 24 horas mas.

-Se revelaban los ensayos que necesitaban reactivos.
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Interpretacion

La identificacion se obtuvo a partir del perfil numérico:

En la hoja de resultados, los test estan separados en grupos de tres y se indica para cada
uno un valor de 1, 2 0 4. Como la galeria se compone de 20 ensayos sumando al interior
de cada grupo los valores que corresponde a reacciones positivas, se obtuvo un perfil
numeérico de 7 cifras. Las reaccion oxidasa (se realizo aparte) se le asigné un valor de 4 si
resultaba positiva.

Identificacion: esta se realizé con la ayuda del catalogo analitico donde se localiz6 cada

perfil numérico obtenido.
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Anexo 2. Suelo seguin su grado de acidez

Tabla 9.1 Clasificacion del suelo seglin su grado de acidez.

Valor Clasificacion
<35 Ultra 4cido
3.5-44 Extremadamente &cido
4.5-5.0 Muy fuertemente acido
5.1-55 Fuertemente acido
5.6-6.0 Moderadamente &cido
6.1-6.5 Ligeramente acido
6.6-7.3 Neutro
7.4-7.8 Ligeramente alcalino
7.9-8.4 Moderadamente alcalino
8.5-9.0 Fuertemente alcalino
>9.0 Muy fuertemente alcalino
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Anexo 3. Pruebas Api 20E que resultaron positivas para posibles Pseudomonas fluorescens

Plantacion 1. Muestra de suelo.
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Plantacion 3. Muestra de suelo.
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Anexo 4. Informe del analisis realizado con el sistema VITEK®

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

CENTRO DE INVESTIGACION EN ENFERMEDADES TROPICALES BACTERIOLOGIA
2060 Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, San José Tel. (506) 2511 4275. Fax (506) 2253 0066
REPORTE DE ANALISIS

SOLICITANTE: Laura Ulloa
ANALISIS: Identificacién bacteriana
TIPO DE MUESTRA: Aislamientos en placas
FECHA DE RECIBIDO: 26-04-2011
FECHA DE ANALISIS: 26-04-2011
FECHA DE REPORTE: 09-05-2011
RESULTADOS
Muestra Morfologia Identificaciéon mas probable’
Plant 1 Bacilo Gram-negativo Pseudomonas fluorescens
Plant 2 Bacilo Gram-negativo Pseudomonas fluorescens
Plant 3 Bacilo Gram-negativo Pseudomonas fluorescens

"Sistema automatizado Vitek (BioMeérieux)

Laboratorio de Bacteriologia
CIET, Facultad de Microbiologia
norman.rojas@ucr.ac.cr
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Anexo 5. Resumen de los datos obtenidos en las pruebas de antagonismo

Tabla 9.2 Promedio de los datos obtenidos por repeticidn en la prueba 1 de antagonismo desde el dia 0.

Cepa Bacteriana

Repeticiones (cm)

Hongo
PsF1 F. oxysporum
F. moniliforme
PsF2 F. oxysporum
F. moniliforme
PsF3 F. oxysporum

F. moniliforme

Testigo (06)

2.79
2.03
2.11
2.25
2.08
2.13

ol
1.97
1.89
2.00
1.83
1.98
2.09

02
2.00
2.23
2.05
NR
1.95
1.97

03
2.25
1.95
NR
1.80
NR
1.94

04
2.02
NR
NR
1.81
1.94
1.87

05
1.83
2.01
2.11
1.89
NR
1.80

NR: datos no representativos, por contaminacion o mal crecimiento del hongo.

Tabla 9.3 Promedio de los datos obtenidos por repeticion en la prueba 2 de antagonismo desde el dia 0.

OBSERVACIONES

Repeticion (cm)

Hongo Testigo (11) ol 02
F. oxysporum 3.79
F.moniliforme 3.87

03
299 313 331
3.23 297 3.09

o4

3.03
3.07

05
NR

06
3.02
3.02 3.10

o7

08 09
295 312 3.21
289 298 NR

1o
291
3.03

NR: datos no representativos, por contaminacion o mal crecimiento del hongo.
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Anexo 6. Andlisis estadistico correspondiente a las pruebas de antagonismo

Tabla 9.4 ANOVA. P. fluorecens vrs F. oxysporum.

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los F P
variacion libertad cuadrados cuadrados
Tratamientos 2 2.51548 1.25774 1.63 0.2290
Error 15 11.5806 0.77204
Total 17 14.0960
Tratamiento Medias Tamafo de la muestra Grupo
Desviacién estandar
1 2.1433 6 0.3445
2 1.3783 6 1.0684
3 1.3250 6 1.0275
Total 1.6156 18 0.8787

Tabla 9. 5 ANOVA. P. fluorecens vrs F. moniliforme

Fuente de Grados de Suma de Promedio de los F P
variacion libertad cuadrados cuadrados
Tratamientos 2 0.44808 0.22404 0.50 0.6178
Error 15 6.75642 0.45043
Total 17 7.20449
Tratamiento Medias Tamarnio de la muestra Grupo
Desviacion estandar
1 1.6850 6 0.8334
2 1.5967 6 0.8004
3 1.9667 6 0.1263
Total 1.7494 18 0.6711
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