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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antifungica de
la microflora asociada a rizésfera de pimenton (Capsicum annuum L.) en 5
unidades de muestreo de una poblacion de Puerto de la Madera, Cumana,
estado Sucre. Para ello, se recolectaron muestras de C. annuum L., durante los
meses de mayo y junio de 2011. El aislamiento de los microorganismos
rizosféricos, asi como también, la posterior identificacion de las cepas
bacterianas y fungicas, fueron realizadas utilizando los métodos
convencionales. Las especies de hongos identificadas fueron: Aspergillus
glaucus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus,
Cunnighamella sp., Mycelia sterlia, Mucor sp., Rhizomucor pusillus y Rhizopus
oryzae. Se encontraron 18 diferentes aislados de bacterias asociadas de
rizésfera de C. annuum L., de los cuales 3 aislados poseen potencial
antagbnico contra hongos y pertenecen a las especie Pseudomonas
fluorescens. Se evalud la actividad antifungica in vitro de las cepas de P.
fluorescens aisladas, contra hongos fitopatégenos, para ello se empled el
método directo de enfrentamientos duales y el extracto crudo, con acetato de
etilo, de la cepa A 3.1. Las pruebas se elaboraron por duplicado, se midio el
diametro de los halos de inhibicion formados y se aplico analisis de varianza de
una via con un nivel de confianza del 95,00%. Las 3 cepas aisladas (A 3.1,
A 3.2 y B 3.1) mostraron una actividad antifungica similar sobre todos los
hongos aislados de rizésfera de C. annuum L., asi como sobre los hongos
fitopatogenos Fusarium moniliforme, Fusarium solani, Trichoderma viride y
Penicillium expansum, utilizando el método directo de enfrentamientos duales,
sin embargo, no se obtuvo inhibicion del crecimiento de T. viride con el extracto
crudo, con acetato de etilo, de la cepa A 3.1. El efecto antifungico de las cepas
bacterianas aisladas sugiere la presencia de posibles metabolitos, ademas,
corrobora el potencial de la misma para el control biolégico de los hongos
fitopatdgenos.



INTRODUCCION

Las enfermedades ocasionadas por hongos fitopatégenos, causan
pérdidas millonarias en la agricultura; ademas, algunos de ellos producen
metabolitos secundarios que son toxicos al consumidor (micotoxinas). Cada
afo, estos microorganismos patdégenos de las plantas son responsables de la
pérdida de 10,00 a 20,00% de la produccion agricola a nivel mundial, a pesar
de los millones de dolares invertidos en productos quimicos (fungicidas) para su
control (McSpadden, 2001).

El uso de estos compuestos quimicos o fungicidas ha sido restringido en
muchos paises debido a efectos carcindgenos, teratogénicos, de contaminacién
ambiental y otras consecuencias negativas sobre alimentos y humanos. Por
otro lado, la aplicacion intensa de estos productos sintéticos ha generado
resistencia en los microorganismos fitopatégenos (Tripathi y Dubey, 2004). Los
problemas ambientales causados por la utilizacion de biopesticidas representan
una preocupacion a nivel mundial, y las investigaciones relacionadas con
alternativas basicas que guien politicas de manejo de estas sustancias han sido

infructuosas (Fraire et al., 2003; Hernandez et al., 2007).

Desde los comienzos de la microbiologia, se ha reconocido que el suelo
esta habitado por microorganismos, los cuales influyen de diversas maneras en
la produccién agricola. En la mayoria de los casos, esta influencia es positiva,
ya que participan en la descomposicion de la materia organica, transformandola
en sustancias asimilables para las plantas, oxidan los constituyentes minerales
del suelo como el amonio y azufre, hasta nitratos y sulfatos, respectivamente.
De igual forma, intervienen en la fijacidon del nitrdgeno libre, en la produccion de
sustancias de crecimiento para las plantas y, ademas, tienen influencia en la

formacion de una estructura estable del suelo (Sulca, 2005). Entre los



microorganismos habitantes del suelo, los mas abundantes son las bacterias,
pues se les encuentra presentes en un rango aproximado de 10° a 10® células
por gramo de suelo, lo que equivale a 10 000 kg/ha, aproximadamente, lo que
representa el 5,00% del total de materia organica seca presente en el suelo.
Con respecto a los hongos, dada su menor abundancia, pero mayor tamafno,
constituyen la biomasa mas significativa (Alexander, 1994), representando un
10,00 a 20,00% de la microbiota total, ésto es, aproximadamente, 10° a 10°

células por gramo de suelo (Tate, 1995).

La cantidad de microorganismos a encontrar va a depender de muchos
factores, como son: tipo de suelo, vegetacion, contenido de humedad, tipo de
labranza y fertilizacion (Killian et al., 2001). Al hacer referencia al habitat
especifico de hongos y bacterias, éstos se pueden encontrar adheridos a la
superficie de las particulas de suelo como agregados o interactuando,
especificamente, con las raices de las plantas. La concentracidon de
microorganismos por gramo de suelo que se encuentra alrededor de las raices
de las plantas, en la llamada rizésfera, es mucho mayor que en el resto del
suelo; debido a los altos niveles de nutrientes que se encuentran en la zona que
rodea a las raices y que permiten el desarrollo de poblaciones microbianas
(Lynch, 1990; Glick, 1995; Ranjeet et al., 2002).

En 1904, Hiltner definid rizosfera como el volumen de suelo influenciado
por la presencia de raices de una planta viva, cuya extension varia de acuerdo
al tipo de suelo, la especie de planta, su edad, entre otros factores (Foster,
1988). En la rizésfera, la interaccién entre los microorganismos vy las raices de
las plantas es beneficiosa, considerandose ésta como una zona de
amortiguacion microbiolégica, donde la microbiota sirve de proteccion a la
planta frente a patégenos (Krupa y Dommergues, 1981). Se ha comprobado
que algunos exudados rizosféricos pueden llegar a contener entre 10,00 y

44,00% del carbono asimilado, lo que contribuye a un incremento de las



poblaciones microbianas (Primavesi, 1984). La rizésfera es considerada como
la mayor fuente de mantenimiento de endéfitos (Hallmann et al., 1997; Sturtz et
al., 2000; Compant et al., 2005; Gray y Smith, 2005). Hoy en dia, se conoce que
las raices de las plantas superiores no solo mantienen un contacto fisicoquimico
con el suelo, sino que también, en este ultimo, se encuentran microorganismos
con los que la planta sostiene una relacion interdependiente, mutua y vital
(Miller et al., 1989).

Numerosos trabajos han sido realizados con el fin de identificar los
microorganismos (hongos y bacterias) que habitan en las raices de la plantas,
destacandose, los estudios de Curl y Truelove (1986) quienes encontraron
diferentes cepas de Pseudomonas presentes en la rizésfera de tomate en
Alemania y México. Ogata y Zufiga (2005) aislaron 4 cepas de rizobios, 2
pertenecientes al género de Rhizobium y 2 al género de Bradyrhizobium.
Ademas se obtuvieron 3 cepas de Azotobacter sp, 8 de actinomicetos y 13 de
Pseudomonas sp, provenientes de la rizésfera de tara (Caesalpinia spinosa),
en suelos de Huanuco, Peru. En Colombia, Garcia et al. (2009), identificaron los
géneros Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Penicillium,
Rhizopus, Cunninghamella y Mucor, todos formando parte de la rizosfera. Se
estima que entre el 90,00 y el 95,00% de las plantas terrestres presentan
micorrizas de forma habitual, las cuales son una relacién simbidtica entre un

hongo vy las raices de las plantas (Wang y Qiu, 2006).

Dada su abundancia, el componente microbiano del suelo es importante
para la salud de los ecosistemas. Los procesos agricolas, asi como el manejo
de los recursos vegetales, inciden sobre este componente, lo cual afecta tanto a
su biodiversidad como a la densidad de las poblaciones microbianas
implicadas, trayendo como resultado, a mediano y largo plazo, la pérdida de
fertilidad de los suelos y una progresiva debilidad de las plantas (Olalde y
Aguilera, 1998).



A nivel mundial, los fitopatdégenos originan pérdidas muy elevadas por
afo en la agricultura, sin embargo, el dafno que ocasionan no solo se refiere a
las pérdidas de produccién econdmica, sino también a las pérdidas en la
produccion bioldgica, es decir, a la alteracién que existe en el crecimiento y
desarrollo de las plantas hospedantes atacadas por estos microorganismos
(Lauzardo et al., 2007). Entre los diversos microorganismos que atacan a las
plantas, se encuentran virus, hongos, bacterias, nematodos, fitoplasmas vy
viroides; siendo los hongos, el grupo que mas enfermedades ocasionan, por lo
tanto, sobre el que mas investigacion se ha realizado. Se conocen,
aproximadamente, 8 000 especies de hongos que pueden causar
enfermedades en las plantas. Una especie de hongo puede atacar a mas de
una especie de plantas superiores, y todas las plantas pueden ser infectadas y
dafiadas por mas de una especie de hongo fitopatégeno (Rodriguez, 1996;
Martinez et al., 2009)

Los hongos fitopatdgenos se encuentran ocasionando dafio en todos los
suelos de los ecosistemas y agroecosistemas del mundo. Algunos géneros y
especies presentan una gran capacidad de adaptacion y se encuentran
ampliamente distribuidos, mientras que otros presentan caracteristicas de
adaptacion mas limitadas o bien son sumamente especializados, lo cual
restringe su distribucion. Esta capacidad adaptativa de los hongos fitopatégenos
va a depender en gran medida del grado de relacion que han desarrollado con
sus plantas hospedantes, es decir, si son parasitos obligados, parasitos
facultativos, o saprofitos facultativos. La cantidad de estudios e investigaciones
en algunos grupos depende en gran parte de la importancia econémica de los

cultivos (Guigon et al., 1995).

La importancia de los hongos fitopatdégenos, no se limita sélo al dafio que
ocasionan en las plantas hospedantes, sino también debe considerarse el papel

que juegan dentro de las cadenas tréficas y en las diversas relaciones que



establecen con otros microorganismos del suelo (Agrios, 1988; Lumsden,
1981). Pocos son los trabajos que se han realizado bajo un enfoque ecoldgico,
sobre la relacién fitopatdbgenos-plantas-hospedantes tanto en los sistemas
naturales como en los agroecosistemas (Alexander, 1990; Augspurger, 1990;
Harper, 1990), a nivel de poblaciones o de comunidades, y que analicen los
cambios en su dinamica temporal y espacial debido a las diferentes actividades

de perturbacion y manejo de los sistemas (Dinoor y Eshed, 1990).

Dentro de los hongos fitopatdgenos mas incidentes, se encuentran
especies de Fusarium y Penicillum, entre otros, las cuales son de gran
relevancia por su capacidad de atacar diversos cultivos, por las representativas
lesiones y el dano generado en la planta y su facilidad de propagacion (Arias y
Jerez, 2008).

El género Trichoderma esta constituido por un grupo de hongos
presentes en forma natural en casi todos los suelos y habitats del planeta. Son
Deuteromicetes pertenecientes al grupo de los Hifomicetes, y se caracterizan
por desarrollarse rapidamente y emitir una gran cantidad de esporas. Se
encuentran con frecuencia sobre la madera y tejidos vegetales en
descomposicién (Soriano, 2007). Ademas, por su capacidad de micoparasitar a
otros hongos, este género ha sido uno de los mas estudiados (Howell y
Stipanovc, 1995). T. viride y T. harzianum pertenecen al grupo de cepas de
Trichoderma que ejercen parasitismo necrotropico. Se caracterizan por tener un
comportamiento muy agresivo frente a un amplio rango de hongos
fitopatogenos y debido a la capacidad de sobrevivir como saprofitos, pueden
mantener colonizados, indefinidamente, una gran variedad de sustratos
(Gachomo y Kotchoni, 2008).

Los hongos pertenecientes al género Fusarium estan ampliamente
distribuidos, tanto en suelos como en sustratos organicos. Este género presenta

especies fitopatdgenas, que causan grandes enfermedades, principalmente, en



los cereales, aunque también se ha encontrado afectando a otros vegetales y
frutas (Izzeddin y Medina, 2011). Su importancia no se debe tan soélo a la
pérdida de las cosechas, sino también a la elaboracion de micotoxinas, las
cuales pueden estar presentes en los cereales y sus productos, ocasionando
sindromes de intoxicacién en animales y humanos. Se considera a F.
moniliforme como la especie productora de toxina de mayor prevalencia en las
regiones templadas del hemisferio norte y se encuentra, habitualmente, en
cereales cultivados en regiones templadas de América, Europa y Asia. Las
toxinas mas comunes elaboradas por especies del género Fusarium son la
fumonisina y la zearalenona, pero se han encontrado otras especies
produciendo moniliformina y tricotecenos (toxina T, vomitoxina) (Garcés et al.,
2001).

Algunas especies de Fusarium también causan podredumbre de la raiz,
corona y tallo de las plantas y enfermedades de marchitamiento vascular
sistémico, caracterizadas en primer lugar, por amarillamiento de las hojas
basales que, posteriormente, se marchitan pero permanecen adheridas a la
planta. Esta sintomatologia va progresando produciendo necrosis vascular en
las raices principales y la base del tallo. Cuando se corta el tallo se observa el

sistema vascular de color marron (Manning et al., 1973).

Las especies de Penicillum son considerados como contaminantes
habituales de diferentes sustratos y presentan la capacidad de producir diversas
micotoxinas, dentro de este género, P. expansum es considerada la especie
productora, mas importante de patulina, micotoxina que se ha encontrado en
una amplia variedad de alimentos como distintos tipos de frutas (manzanas,
albaricoques, melocotones, peras, uvas, entre otras) y derivados (jugos de
frutas) y también en cereales y ensilados. Igualmente, presenta la capacidad de
elaborar citrinina, la cual se ha detectado en algunos alimentos como el arroz,

maiz, trigo y cebada (Soriano, 2007).



Algunas de las estrategias que se han implementado para el control de
microorganismos productores de enfermedades en las plantas son, la rotaciéon
de cultivos, el retiro de soca y el uso de semillas libres de patégenos y/o
tratadas con fungicidas; sin embargo, los resultados han sido poco
satisfactorios. El desarrollo de plantas con resistencia genética, ofrece la mejor
estrategia practica y econdémica para el manejo de enfermedades; no obstante,
la presencia de nuevas razas limita esta ultima estrategia. Otra alternativa para
el control de enfermedades de plantas, es el control biologico utilizando

microorganismos como hongos y bacterias (Hervas et al., 1998).

El biocontrol con microorganismos antagonistas comenzé a ser
investigado de forma constante a partir de los afnos 80, donde fue definido como
‘la accion de enemigos naturales o depredadores que mantienen las
poblaciones de otros organismos a un nivel mas bajo de lo que pudiera ocurrir
en su ausencia”. Este se diferencia de otros tipos de control de plagas ya que
actua de forma densodependiente, ésto es, los enemigos naturales se
incrementan y destruyen gran parte de la poblacion cuando la densidad de esta

poblacion aumenta (DeBach y Rosen, 1991).

Pérez et al. (2002), hacen una definicibn mas reciente de control
biolégico en la cual expresan que “el control biolégico es el uso de parasitoides,
depredadores, patdégenos, antagonistas y poblaciones competidoras para
suprimir una poblacion de plagas haciendo ésta menos abundante vy, por tanto,
menos dafina que en ausencia de éstos”, esta definicién es bastante amplia e
incluye todos los grupos de organismos con capacidad para mantener y regular
poblaciones de organismos fitopatdbgenos, por lo tanto, todos pueden
considerarse agentes de control biolégico y estar incluidos en la categoria de
enemigos naturales por ser considerados parasitos, depredadores o patdégenos,

entre otros.

Entre las ventajas del control biolégico estan, su bajo costo y que no



presenta problemas de residuos ni contaminacion, la resistencia de las plagas
al biocontrol es muy rara y reduce de manera sustancial el tratamiento con
insecticidas (FAO, 1990; Guédez, 2009). Sin embargo, la mayoria de los
resultados disponibles han sido obtenidos in vitro y bajo condiciones
controladas. El éxito del control bioldgico es dificil de medir, desde el punto de
vista ecoldgico, aunque puede considerarse un éxito cuando la especie
introducida logra establecerse por si misma sin dafar el ecosistema. Mientras
tanto, desde el punto de vista de control de plagas, la unica forma de medir el
éxito es la economia (Bautista, 2006). En términos econdmicos, cuando hay
beneficios, éstos son tan buenos como los ecolégicos. Se ha calculado que
existe un retorno aproximado por cada dolar invertido en biocontrol de
fitopatdogenos en relacién 30:1, mientras que para el control quimico la relacion
es de 5:1. Esta relacion beneficio/costo para un control biolégico exitoso
demuestra ser muy alta, mostrando que los programas de control biolégico son

beneficiosos (Guédez et al., 2008).

Alrededor del mundo, se han reportado ejemplos de control bioldgico,
como es el caso del trabajo realizado por Sivamani y Gnanamanickam, en
1988, quienes emplearon Pseudomonas fluorescens para el control de la
enfermedad del “mal de Panam@” en platanos (Musa sp.), causada por
Fusarium oxysporum en el sur de la India. Igualmente, Anuratha vy
Gnanamanickam (1990), realizaron una investigacion utilizando cepas de
Bacillus sp. y P. fluorescens como biocontrol de pudriciones provocadas por
Rhodococcus solanacearum en platano (Musa sp.), en la India y parte del

pacifico sur.

Diversos autores han encontrado resultados favorables al aplicar
rizobacterias como agentes de control biolégico en otros sistemas planta-
patdgeno. Por ejemplo, Hernandez et al. (2008) al aplicar las cepas de P.

fluorescens al cultivo del frijol, lograron disminuir la cantidad de lesiones



provocadas por Colletotrichum lindemuthianum. Pujol et al. (2005), aplicaron la
cepa de P. fluorescens para controlar los altos indices de afectacion
provocados por Erwinia amylovora en plantas de pera, obteniendo resultados

satisfactorios.

Igualmente, Paredes et al. (2008) aislaron e identificaron cuatro cepas de
la rizosfera de garbanzo (Trichoderma lignorum, Trichoderma harzianum,
Bacillus subtilis y Pseudomonas fluorescens) las cuales, posteriormente,
presentaron actividad antagdnica frente Fusarium sp. mostrando porcentajes de
inhibicion entre 27,30 y 76,80%.

En biotecnologia, la aplicacion de microorganismos rizosféricos es una
alternativa a los quimiotoxicos que, ademas de ser altamente contaminantes y
peligrosos a la salud, resultan ser costosos, principalmente, para paises en vias
de desarrollo (Anuratha y Gnanamanickam, 1990). Hasta ahora, se han
empleado sustancias antimicrobianas de origen sintético para controlar
patogenos postcosecha. No obstante, se ha demostrado que estos compuestos
han causado resistencia en microorganismos, destacando los hongos que
representan un potencial riesgo para la seguridad del medio ambiente y la salud
humana (Guédez et al., 2010).

Los microorganismos antagonistas son capaces de ejercer un efecto de
control bioldgico sobre distintos patégenos de interés y son utilizados para
prevenir o atacar diversas enfermedades en frutos y vegetales (Lauzardo et al.,
2007). Estos antagonistas se preservan ya que colonizan de forma benéfica
generando cambios fisicoquimicos, proporcionando beneficios al hospedero y
previniendo el crecimiento de microorganismos causantes de pudriciones.
Algunas especies de Pseudomonas se encuentran entre las mas estudiadas,
debido a que son capaces de producir reguladores del crecimiento vegetal asi
como también metabolitos con efecto antagonico y represivo del crecimiento de

patdgenos en la rizésfera (Validov et al., 2005). Barea et al. (1998), reportaron



que cepas de Pseudomonas productoras del antibiético 2-4 diacetilfloroglucinol,
incrementan la germinacion y biomasa de las semillas de tomate. También este
género constituye un excelente ejemplo de la combinacion de multiples

mecanismos para ejercer un efectivo control bioldgico (Hass y Keel, 2003).

Smilanick y Denis (1992) y Janisciewicz y Korsten (2002) demostraron
que una cepa de Pseudomonas cepacia era capaz de sintetizar la pirrolnitrina e
inhibir el crecimiento de P. expansum y Botrytis cinerea, causantes de la
pudricion agria en limones, manzanas y peras. Igualmente, P. syringae produce
el compuesto nombrado siringomicina que inhibe la germinacién de P. digitatum
y controla las pudriciones ocasionadas por este hongo en varios citricos (Bull et
al., 1998). Otros autores demostraron que una cepa de Pseudomonas tuvo una
produccion tres veces mayor de la enzima exo-, 1-3 glucanasa en presencia

de una suspension de esporas de Botrytis cinerea (Jijakli y Lepoivre, 1998).

No se conoce en su totalidad el modo de accion antimicrobiano que
poseen diversos antagonistas. Janisciewicz y Roitman (2000), describieron
varios mecanismos involucrados en el biocontrol por antagonistas, la antibiosis,
produccion de enzimas liticas, parasitismo, induccion de resistencia vy
competencia por nutrientes y espacio. Sin embargo, estos autores mencionan
que, por lo general, mas de un mecanismo puede estar implicado en el

biocontrol.

El pimentdn, Capsicum annum L., es una solanacea perenne, cultivada
todo el afio en Venezuela, ocupa el cuarto lugar en relacion a otras hortalizas.
La produccion nacional se incrementd de 43 290 a 82 994 toneladas durante el
periodo 1994-2000. Su tasa de crecimiento tuvo un promedio de 12,80%, con
una participacion del 4,40% de la produccién de hortalizas, raices y tubérculos
en el ano 2000, siendo su produccién para el aino 2005 de 88 000 toneladas
métricas (CCI, 2010).



En el estado Sucre, la agricultura intensiva incluye la horticultura con
rubros como tomate, pimenton, berenjena, aji, entre otros, y requieren de uso
intensivo de riego, maquinarias, fertilizantes y plaguicidas o fungicidas (CClI,
2010). La produccion y la superficie sembrada ha disminuido en los ultimos
anos; sin embargo, el rendimiento se ha incrementado, principalmente, por la
utilizacion de materiales hibridos y por mejoras en el riego y fertilizacién
(Anzola, 2007; FAO, 2010).

A pesar de ésto, el problema que se diagnostica con mayor frecuencia en
los cultivos de pimentén es la marchitez de la planta, enfermedad que puede
presentarse en cultivos de cualquier edad y causar pérdidas de hasta un 100%
en la cosecha. Los hongos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y Phytophora capsici
han sido asociados con la marchitez del pimenton en muchos paises (Pérez et
al., 2002; Escalona et al.,, 2006). Igualmente, las bacterias Ralstonia
solanacearum y Erwinia caratovora han sido aisladas de diversas especies de
Capsicum (Fiori y Shaffino, 2004).

Frente a la necesidad de buscar nuevas alternativas a los quimiotéxicos,
en cuanto a productos que puedan ser utilizados en los cultivos agricolas, que
puedan ejercer una buena accidén antimicrobiana, garanticen un minimo efecto
sobre la salud y el ambiente, y ademas, sean de facil alcance para los
agricultores, donde los problemas generados por agentes biologicos son
muchos y los recursos pocos; en Latinoamérica, se han venido realizando
diferentes investigaciones sobre este tema, principalmente, en aquellas
naciones donde la agricultura es un factor importante de su economia. En
Venezuela, se han realizado diferentes trabajos en los cuales se han utilizado
microorganismos rizosféricos para el control de hongos (Paez y Sanabria,
2007; Parra et al., 2009).

De esta manera, el propdésito del presente trabajo de investigacion fue



evaluar la microflora fungica y bacteriana existente en la rizésfera de plantas de
pimentén (Capsicum annuum L.) cultivadas en “Puerto de la Madera”, Cumana,
estado Sucre, en la busqueda de microorganismos con actividad antagonica in
vitro contra hongos fitopatdgenos, que puedan ser utilizados para tratar

enfermedades agricolas postcosecha.



METODOLOGIA

Recoleccidon de la muestra

Para la realizacidén de este trabajo se recolectaron muestras de rizosfera
de pimentén (Capsicum annuum L.) en una plantacion ubicada en el sector
Puerto de la Madera, en Cumana, parroquia Santa Inés, municipio Sucre,

estado Sucre, Venezuela, durante los meses de mayo y junio de 2011.

La recoleccidén de las muestras se realizé siguiendo la técnica descrita
por Lépez y Lépez (1990) en una parcela de aproximadamente 210 m?. La
parcela fue dividida en cinco unidades de muestreo de 42 m2, cada una, las
cuales consistieron en un conjunto de plantas, visualmente parecidas, con el
mismo vigor, tiempo de desarrollo, ubicadas en el mismo tipo de suelo y a las
que se les practicaron las mismas practicas culturales. Se recolectaron dos
plantas representativas de cada unidad de muestreo en cuanto a color, textura,
tratamiento y cultivos (apéndice 1). Las muestras fueron tomadas utilizando la

técnica en zig-zag.

Se tomaron muestras de rizésfera en plantas de pimentén visualmente
sanas y en el mismo estadio de su desarrollo. Para ello, se removié la tierra
cerca de la raiz de las plantas, cavando un area de 3 cm alrededor del tallo y
hasta 10 cm de profundidad. Las raices de las plantas se sacudieron
suavemente para eliminar el suelo en exceso, quedando presente el suelo
rizosférico y el del rizoplano (en contacto con la raiz) (Lopez y Lépez, 1990).
Luego, cada muestra se colocé en bolsas estériles, por separado, y fueron
transportadas al Laboratorio de Micologia del Departamento de Bioanalisis,

Universidad de Oriente-Sucre (UDO-Sucre) para su posterior procesamiento.



Aislamiento de microorganismos rizosféricos de Capsicum annuum L.

Para el aislamiento de las cepas microbianas, se siguié el método
descrito por Di Cello et al. (1997). Se agregaron 10 g de cada muestra de
rizésfera en un erlenmeyer que contenia 90 ml de solucion isotdnica de cloruro
de sodio (NaCl) al 0,85%; luego, fueron mezcladas en un mezclador (Precision
Scientific) a 240 rpm durante 10 minutos. Seguidamente, se prepararon tubos
con 9 ml de solucion de NaCl al 0,85% y se realizaron diluciones seriadas hasta

10 (anexo 1).

Las siembras se realizaron por agotamiento en superficie. Se tomaron
100 ul, de cada dilucion y se dispensaron en placas de Petri con agar nutritivo
(AN) y agar MacConkey (MCK) para el aislamiento y conteo total de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, respectivamente. De igual manera y con la
misma finalidad, fue utilizado agar Sabouraud dextrosa (ASD) para el
aislamiento de hongos. Todas las placas se incubaron a una temperatura de
30°C durante 24 horas para el cultivo de las bacterias y hasta 96 horas, para los
hongos filamentosos. Pasado el tiempo de incubacion, se procedié a realizar el
recuento de colonias para establecer las unidades formadoras de colonias por
gramo de peso seco (UFC/g).

Identificacién morfoldgicay bioquimica de las bacterias

Las colonias bacterianas aisladas fueron caracterizadas
morfolégicamente segun el color, consistencia, tamafo, margen y presencia de
pigmento difusible. Se realizd coloraciéon de Gram a cada colonia. Luego, se

purificaron transfiriéndolas a placas con AN.

A todas las colonias aisladas se les realizé la prueba de la oxidasa

(diclorhidrato de tetrametil -p- fenilendiamina 1,00%), y se siguieron los



esquemas y métodos para la identificacion de bacterias Gram negativas y Gram

positivas, descritas por Koneman et al. (1999) y McMenamin et al. (2000).

Identificacidn de las cepas fungicas

Cada colonia fue sometida a un estudio de la morfologia macro vy
microscopica para su identificacion, mediante el método de preparados por
disgregacion, usando azul de lactofenol (Koneman et al., 1999). También, se
utilizd la técnica de microcultivo de Ridell, para observar las estructuras finas
de la esporulaciéon, con el propdsito de que la manipulacion no destruyera las
estructuras y pudieran ser identificadas con mayor facilidad (Bonifaz, 2002).

Posteriormente, se purificaron en tubos con ASD.

Determinacion de la actividad antagénica de los microorganismos

rizosféricos

Preparacion del inéculo bacteriano

A partir de cepas reconstituidas en agar de tripticasa de soya (TSA) e
incubadas por 48 horas a temperatura ambiente, se realizaron suspensiones en
solucion de NaCl al 0,85% por cada cepa aislada; esta suspension se llevé a

una absorbancia de 0,2 a 540 nm, equivalente a 108 células/ml.

Método de enfrentamientos duales

Se realizé la técnica de enfrentamiento dual (Guédez et al., 2010) en
placas de Petri con medio agar papa dextrosa (PDA), sembrando el inéculo de
las bacterias antagonistas, preparado de la manera descrita anteriormente. Se
realizé una siembra masiva de 100 pl de la suspensién celular, la cual ocup6 2

cm del borde de la placa al centro. Posteriormente, se sembré un disco agar,



con cada uno de los hongos aislados de rizésfera de pimentén, a 3 cm del
borde de la placa al centro, frente a la cepa antagonista. Como testigo, se
sembré cada hongo por separado, en una sola placa, sin antagonista, como

control (anexo 2).

Para proceder a realizar prueba de antibiosis en placa y la técnica de
extraccion de metabolitos activos, se escogieron las cepas bacterianas (A3.1,
A3.2 y B3.1) que mostraron mayores porcentajes de inhibicion micelial de

hongos, las mismas fueron identificadas como Pseudomonas fluorescens.

Actividad antifungica in vitro de Pseudomonas fluorescens contra hongos

ambientales

Cepas fungicas ambientales

Se utilizaron las cepas de Fusarium solani, Fusarium moniliforme,
Penicillum expansum y Trichoderma viride, pertenecientes al cepario del
Laboratorio de Investigaciones Microbiologicas del Departamento de
Bioanalisis, UDO-Sucre, las cuales fueron aisladas de muestras de diferentes
ambientes. Estas cepas fueron conservadas en tubos con medio PDA hasta su

posterior utilizacion.

Evaluacion de la actividad antifungica in vitro de las cepas de P. fluorescens

La prueba de antibiosis en placas, reportada por Orbera et al. (2009), fue
la utilizada para determinar efecto antagénico de P. fluorescens sobre los
hongos ambientales. Esta consistié en preparar placas de Petri con PDA, las
cuales se dividieron en cuatro cuadrantes por medio de un trazado de dos
lineas perpendiculares a lo largo del didametro que se interceptan en el centro de

la placa. En la interseccidon de las lineas se sembro el hongo. Las bacterias se



inocularon a razon de 1 ml, a una concentracién equivalente a 0,5 en la escala
de McFarland, sobre las lineas, en cuatro puntos periféricos equidistantes, a
20 mm del centro de la placa. Ademas, se prepard un control consistente en la
siembra del hongo en ausencia de bacterias. La incubacion se realizé a
temperatura ambiente y la observacion y medicién del crecimiento radial de las
colonias se realiz6 cada 24 h durante 7 dias (anexo 2). Las pruebas fueron

realizadas por duplicado.

Calculo del porcentaje de inhibicién

El porcentaje de inhibicion del antagonista se calcul6 utilizando el método
reportado por Ezziyyani et al. (2004), mediante el calculo del porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial de los hongos (PICR), segun la siguiente

formula:

1 —r2
PICR =— x 100

r1
donde:
r1= distancia de crecimiento del microorganismo patégeno.
r2= distancia de crecimiento del microorganismo patégeno frente

al antagonico.

Produccidén y extraccion de metabolitos de Pseudomonas flourescens

La separacion de metabolitos secundarios es un método que se
establecio para la identificacion de nuevas moléculas biolégicamente activas. La
preparacion se bas® en una separacion biologica simple de extractos en
fermentaciones microbianas. Para ello, se requirid, primeramente, de

condiciones de crecimiento, lo cual promueve la sintesis de metabolitos



secundarios, y posteriormente, se utilizaron procedimientos de extraccion
quimica (Higgs et al., 2001), ya que las cepas de P. fluorescens estudiadas
presentaron un efecto inhibitorio similar, fue escogida, al azar, la cepa A 3.1, la
cual fue sembrada en 6 placas con AN. Una vez crecida la bacteria, se procedio
a cortar el medio en cuadros de 1 x 1 cm, aproximadamente, los cuales se
agregaron en un erlenmeyer con 200 ml de caldo Luria-Bertani (LB) y fueron
mezclados en mezclador por 72 horas. Transcurrido el tiempo, se filtr6 el caldo,
luego fue centrifugado a 5 000 rpm por 20 min. El sobrenadante obtenido se
acidificdé con acido sulfurico (H,SO4) 4 mol/l hasta un pH 2 y luego, se mezclé
con acetato de etilo al 80,00% en una proporcion de 1:1,5. Se extrajo la fase
organica, la cual fue esterilizada y mezclada con etanol en una proporcién de
1:1,5. Luego, fue sometida a rotaevaporacién donde se obtuvo un concentrado

0 extracto puro.

Actividad antifungica in vitro del extracto metabdlico de Pseudomonas

fluorescens contra hongos ambientales

Los sobrenadantes obtenidos de P. flourescens con los posibles
metabolitos activos fueron enfrentados con los hongos filamentosos
(ambientales), siguiendo la técnica de cilindro placa-cultivo (Mitidieri, 1998),

modificada en el laboratorio.

Preparacion de las suspensiones de conidios

Los cultivos de los hongos ambientales estudiados fueron subcultivados
en tubos de ensayo con medio PDA e incubados a temperatura ambiente
durante 5 dias. Posteriormente, se preparé una suspension de conidios,
agregando 10 ml de solucion NaCl 0,85% y se procedié a agitar vigorosamente
para facilitar el desprendimiento de los conidios. La suspension obtenida se

filtr6 a través de una doble gasa estéril, eliminando de esta forma otras



estructuras fungicas y obtener soélo conidios en la suspension. Se determiné el
numero de conidios por ml de suspension con el uso de una camara de

Neubauer y se ajusto la concentracion a 10° conidios/ml (Rasooli et al., 2008).

Determinacion de la actividad antifangica in vitro del extracto metabdlico

de P. flourescens

Para la preparacion del medio PDA con la suspension de hongos
ambientales, por cada 100 ml de medio PDA fundido y mantenido a 45°C en
bafio de Maria, se agregd 1,0 ml de la suspension del inéculo previamente
preparada, agitando suavemente el matraz, hasta homogeneizar la suspension.
Se dispusieron placas de Petri estériles para las suspensiones de cada hongo
(ambiental) a probar. Se agregaron en forma aséptica, en cada placa, 25 ml del
medio PDA inoculado y se dejo solidificar.  Seguidamente, utilizando
sacabocados de vidrio, de 6 mm de diametro, se abrieron pozos en el agar, a
cada uno de los cuales se agregd el extracto crudo del microorganismo con
actividad antagonica. Para ello, se procedié a colocar, con ayuda de una
micropipeta, 100 pl del extracto de P. fluorescens en los pocitos respectivos. Se
realizé un tratamiento control agregando a un pocito la mezcla etandlica y a otro
H,SO,4. Se dejé difundir la sustancia activa durante 20 a 30 min, luego, se
incubaron las placas durante 72 horas a temperatura ambiente, haciendo
observaciones cada 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se
midieron los diametros de los halos de inhibicion del crecimiento del hongo
ambiental, usando una regla graduada; los resultados fueron expresados en
milimetros (Mitidieri, 1998).

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana de Pseudomonas fluorescens

Se determind la susceptibilidad frente a antimicrobianos en las cepas de

P. fluorescens con actividad antifungica, aisladas de la rizésfera de pimenton,



utilizando el método de difusion en disco (Bauer et al., 1966), siguiendo las
especificaciones del Instituto para estandares de Laboratorios Clinicos (CLSI,
2012). Para ello, se inocularon 4 ml de solucion estéril de NaCl al 0,85% estéril,
con 5 colonias de la cepa bacteriana y se incubaron a 35°C, hasta observar una
turbidez ajustada al patrén 0,5 en la escala de McFarland (correspondiente a
1,5 x 108 UFC/ml); luego, se humedecié un hisopo estéril en la suspension
bacteriana, haciéndolo girar contra las paredes del tubo, se disemind
uniformemente en tres direcciones sobre la superficie de la placa con agar
Mueller Hinton (MH), girando la placa, aproximadamente 60°. Se dejé secar
durante 5 minutos, luego, se colocaron discos de antibidticos de la casa
comercial OXOID: cefalixina (CL) 10 ul, amikacina (AN) 30 pl, aztreonam
(ATM) 30 ul, oxaciclina (OX) 1 pl, 30 pl, ceftazidima (CAZ) 30 pl, imipenem
(IPM) 10 pl, meropenem (MEM) 10 ul, piperacilina/tazobactam (TZP) 100/10 pl,
ciprofloxacina (CIP) 5 ul, ceftriaxona (CRO) 30 pl, cefepima (FEP) 30 ul,
cefoxitina (FOX) 30 ul, gentamicina (GM) 10 ul, trimetropin sulfametoxazol
(SXT) 25 ul y ampicilina sulbactam (SAM) 20 ul, a una distancia de 15 a 20 mm
entre los discos. Las placas se incubaron en aerobiosis, durante 24 horas a
37°C. Luego, se realiz6 la lectura de los diametros de los halos de inhibicién,

alrededor de los discos de antibioticos, con una regla milimetrada.

Las medidas obtenidas se correlacionaron con las tablas de referencia
del CLSI (2012), las cuales permitieron interpretar el comportamiento de las
cepas frente a los antibioticos probados, segun los halos de inhibicién, como

sensible (S) y resistente (R).

Control de calidad

Para el control de calidad de las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, se utilizaron las cepas certificadas pertenecientes al Centro

Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM), Caracas, Venezuela:



Escherichia coli CVCM 765, Pseudomonas aeruginosa CVCM 938.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados y representados en tablas y
figuras. Las pruebas se realizaron por duplicado, con el fin de controlar las
diferencias en los efectos antifungicos, se midié el diametro de los halos de
inhibicion formados y se aplicé analisis de varianza (ANOVA) de una via con un
nivel de confianza del 95% (Jiménez, 2000). Para ello, se utilizé el paquete
estadistico SPSS versién 15.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago IL, USA).



RESULTADOS

La figura 1 refleja la distribucion porcentual de las especies bacterianas
aisladas de la rizésfera de plantas de pimentén (Capsicum annum L.), la cual
muestra que la mayor frecuencia de aislamiento fue para Enterobacter cloacae
(18,70%).

Figura 1: Frecuencia de aislamientos de bacterias en rizosfera de de
pimentén (Capsicum annum L.) en Puerto de la Madera, Cumana, estado
Sucre. Mayo-junio de 2010.

De las especies de hongos encontradas, Cunninghamella sp. (21,00%),
Aspergillus glaucus (15.00%) y Mucor sp.(15,00%) fueron las que se aislaron
con mayor frecuencia (figura 2). En general, la mayoria de las especies aisladas

de la rizésfera pertenecen al género Aspergillus (43,00%).
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Figura 2. Frecuencia de aislamientos de hongos filamentosos en rizésfera de
pimenton (Capsicum annum L.) en Puerto de la Madera, Cumana, estado
Sucre. Mayo-junio de 2010.

En la tabla 1 se reflejan los niveles poblacionales de los géneros
bacterianos presentes en la rizésfera de pimentén (Capsicum annum L.) y el
porcentaje de colonizacién bacteriana en las 5 unidades de muestreo
estudiadas. De las especies bacterianas encontradas destacaron, con el mayor
porcentaje de UFC/g, Pseudomonas fluorescens (35,20%), seguido por

Enterobacter cloacae (15,60%) y Acinetobacter sp. (13,70%).

A su vez, los niveles poblacionales de los géneros fungicos aislados y la
flora fungica total son presentados en la tabla 2, donde se muestra el
predominio de Cunninghamella sp. (22,30%), seguido de Mucor sp. (14,80%) y
de Aspergillus glaucus (14,80%) en las 5 unidades de muestreo.



Tabla 1. Recuento de unidades formadoras de colonias bacterianas por gramo de peso seco (UFC/g) aisladas de
rizosfera de pimenton (Capsicum annum L.) en 5 unidades de muestreo. Puerto de la Madera, Cumana, estado
Sucre. Mayo-junio de 2010.

Recuentos de UFC/g TOTAL
Bacterias
1 2 3 4 5 UFC/g %
Acinetobacter sp. 3x10° 4x10° - - - 7x10° 13,7
Bacillus sp. - - 2x10° 2x10° - 4x10° 7,8
Citrobacter koseri 1x10° - - 2x10° - 3x10° 5,9
Enterobacter cloacae 2x10° 3x10° - - 3x10° 8x10° 15,7
Klebsiella sp. - 3x10° - - 1x10° 4x10° 7.8
Pantoea agglomerans - 2x10° - - 2x10° 4x10° 7.8
Pseudomonas fluorescens - - 18x10° - - 18x10° 35,4
Sphingomonas sp. - 1x10° - - 2x10° 3x10° 5,9
Total flora 6x10° 13x10° 20x10° 4x10° 8x10° 51x10° 100

UFC/g: unidades formadoras de colonias por gramo de peso; %: porcentaje; 1, 2, 3, 4 y 5: zonas de muestreo. ANOVA p>0,05.



Tabla 2. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC/g) y porcentaje de colonizacién fungica por gramo de
peso seco, de rizosfera de pimentdn (Capsicum annum L.) en Puerto de la Madera, Cumana, estado Sucre. Mayo-

junio de 2010.

Hongos Recuentos de UFC/g TOTAL
1 2 3 4 5 UFCl/g %
Aspergillus glaucus 3x10° - - 1x10° - 4x10° 14,8
Aspergillus niger - 1x10° - - - 1x10° 3,7
Aspergillus ochraceus - - 2x10° - - 2x10° 7.4
Aspergillus oryzae - - - - 2x10° 2x10° 7.4
Aspergillus terreus - - - 2x10° - 2x10° 7.4
Cunninghamella sp. 2x10° 2x10° - - 2x10° 6x10° 22,2
Micelia sterilia - - - - 3x10° 3x10° 11,1
Mucor sp. 2x10° - 2x10° - - 4x10° 14,8
Rhizomucor pusillus - 2x10° - - - 2x10° 7.4
Rhizopus oryzae - - 1x10° - - 1x10° 3,7
Total flora 7x10° 5x10° 5x10° 3x10° 7x10° 27x10° 100

UFC/g: unidades formadoras de colonias por gramo de peso; %: porcentaje. ANOVA p>0,05.
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Las caracteristicas bioquimicas y la identificacion de las 18 cepas bacterianas
aisladas, son presentadas en la tabla 3. A cada bacteria le fue asignado un
coédigo al azar para facilitar su estudio. El analisis de los resultados de las
pruebas bioquimicas utilizadas demostroé que los aislamientos A 3.1, A3.2y B
3.1, los cuales presentaron el mayor efecto antagonico, pertenecen a la especie

Pseudomonas flourescens.

Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas de las cepas bacterianas aisladas de
rizosfera de pimentéon (Capsicum annum L.) en Puerto de la Madera, Cumana,
estado Sucre. Mayo-junio de 2010.

Cepa K C MMot | O A L RMOX Identificacion

A11 +- + + + - + + - - - Citrobacterkoseri

A21 +-+ - + + - - - - - Pantoeaagglomerans

A31 -4 - - + - - + - - + Pseudomonas fluorescens ACT (-)
A32 -/- - - + - - + - - + Pseudomonas fluorescens ACT (-)
A51 +-+ - + + - - - - . Pantoeaagglomerans

B11 -~ - - - - - - - - - Acinetobacter sp.

B12 +- + + + - + + - - - Enterobactercloacae

B24 ++ - - - - - - - - - Klebsiella sp.

B22 /- - - - - - - - - - Acinetobacter sp.

B23 +- + + + - + + - - - Enterobactercloacae

B31 -+ - - + - - + - - + Pseudomonas fluorscens ACT (-)
B32 + - - + - - - - - + Sphingomonas sp. (Esculina +)
B41 +- + + + - + + - - - Citrobacter koseri

B42 +- - - + - - - - - + Sphingomonas sp. (Esculina +)
B51 +- + + + - + + - - Enterobacter cloacae

B52++ - - - - - - - - - Klebsiella sp.

C21T N + NN NN NN N N Bacillus sp.*

C51 N + NN NNNN N N Bacillussp.*

K: kligler; C: citrato; M: manitol; Mot: motilidad; I: indol; O: ornitina; A: alanina; L: lisina; RM: rojo
metilo; OX: oxidasa; ACT: acetamida.*: Bacterias Gram positivas que presentaron hemolisis en
agar Sangre.

La tabla 4 muestra las caracteristicas principales y microfotografias de las
catorce cepas fungicas aisladas de la rizésfera de pimentén (Capsicum annum
L.). Para facilitar el manejo de cada cepa fungica, a cada hongo se le asign6 un

cbdigo al azar.
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Tabla 4. Caracteristicas fotomicrograficas de las cepas fungicas aisladas de
rizosfera de pimentén (Capsicum annum L.) en Puerto de la Madera, Cumana,
estado Sucre. Mayo-junio. 2010.

Especie Caracteristicas principales

Aspergillus glaucus Conidioforos hialinos;
vesiculas globosas; conidios
redondas, rugosos y
agrupados en cadena.

Aspergillus niger Conidioforos lisos y rugosos;
vesicula globosa, conidios
amarillos y marrén oscuro.

Aspergillus ochraceus Conidioforos vesiculares;
conidios abundantes y
relativamente grandes.

Aspergillus oryzae Conidioforo de pared rugosa;
vesiculas globosas; conidios
redondos y elipticos de
paredes lisas.

Aspergillus terreus Vesiculas pequefias en forma
de capsula, fialides biseriadas;
conidios lisos, elipticos, en
cadenas largas.
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Tabla 4. Continuacion.

Especie Caracteristicas principales
Mycelia sterilia Hifas septadas, hialinas,
paredes lisas.

Mucor sp. Esporangioforas largas sin
ramificar, tallos cortos
ramificados (simpodial);
esporangios color marrén;
esporangioporas elipsoidales de
paredes lisas.

Rhizomucor pusillus  Esporangios oscuros, redondos;
rizoides cortos y finos,
esporangiéforo de color marrén,
ramificado; esporangiosporas
pequenas, incoloras, lisas y
redondas.

Rhizopus oryzae Micelio cenocitico;
esporangiéforo no ramificado en
cuya base se situan los rizoides;
esporangios esféricos; columela
subesférica.

Cunninghamella sp. Esporangioforo de tallo largo;
vesicula grande, redondeada
que terminan en vesiculas mas
pequenas con tallos cortos;
esporangiosporas ovaladas,
lisas.

Los resultados de los enfrentamientos entre bacterias y hongos aislados
de la rizésfera de Capsicum annum L., utilizando el método de enfrentamientos

duales en medio PDA, se presentan en la tabla 5. La inhibicion del crecimiento



Tabla 5. Enfrentamiento in vitro de bacterias y hongos aislados de (Capsicum annum L.) en Puerto de la Madera,
Cumana, estado Sucre. Mayo-junio de 2010.

Hongos

Bacterias
F11 F12 F1.3 F21 F31 F41 F42 F51 F52 F61 F62 F71 F72 F7.3

B 1.1 - - - - - - - - - - - - - -
B1.2 - - - - - - - - - - - - - -
B 2.1 - - - - - - - - - - - - - -
B22 - - - - - - - - - - - - - -
B 23 - - - - - - - - - - - - - -
B 3.1 + + + + + + + + + + + + + +
B 3.2 - - - - - - - - - - - - - -
B 4.1 - - - - - - - - - - - - - -
B 4.2 - - - - - - - - - - - - - -
B 5.1 - - - - - - - - - - - - - -
B 5.2 - - - - - - - - - - - - - -
A1A1 - - - - - - - - - - - - - -
A21 - - - - - - - - - - - - - -
A 3.1

A 3.2 +

A 5.1 - - - - - - - - - - - - - -
c21 - - - - - - - - - - - - - -
C5.1 - - - - - - - - - - - - - -

+: hubo inhibicién; -: no hubo inhibicién



mas importante, fue demostrado por las cepas bacterianas A 3.1, A3.2y B 3.1
(figura 3), identificadas como Pseudomonas flourescens, las cuales inhibieron el
crecimiento micelial de todos los hongos rizosféricos aislados de Capsicum

annum L.

Figura 3. Enfrentamientos duales de Pseudomonas fluorescens frente a
diferentes hongos rizosféricos aislados de pimenton (Capsicum annum L.) en
Puerto de la Madera, Cumana, estado Sucre. Mayo-junio de 2010.

Las cepas de Pseudomonas fluorescens presentaron efecto antagénico
frente a los tres hongos ambientales que enfrentaron, mostrando halos de
inhibicién bien definidos, los cuales fueron medidos y reflejados en la tabla 6.
Pseudomonas fluorescens presenté entre un 46,00 y 85,00% de porcentaje de
inhibicion sobre los hongos fitopatégenos, ejerciendo mayor antibiosis sobre

Fusarium moniliforme.



Tabla 6. Porcentaje de inhibicion del desarrollo micelial de Fusarium solani,
Trichoderma viride y Penicillium expansum por diferentes cepas de
Pseudomonas fluorescens (A 3.1, A 3.2 y B 3.1) aislados de rizésfera
(Capsicum annum L.) en Puerto de la Madera, Cumana, estado Sucre. Mayo-
junio de 2010.

Porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (%)

Cepas A3.1 A3.2 B 3.1
F. solani 46 46 53
F. moniliforme 85 78 85
T. viride 62 62 60
P. expansum 56 60 60

ANOVA p>0,05; %: porcentaje.

i 1

Figura 4. Comparacion entre los enfrentamientos duales de Psudomonas
fluorescens ante Fusarium moniliforme (1), Fusarium solani (2), Penicillum
expansum (3) y Trichoderma viride (4) frente a los controles de cada hongo
fitopatégeno (A, B, C y D) respectivamente.

El efecto antagonico del extracto de P. fluorescens se muestra en la tabla
7, destacando que so6lo con el extracto puro y la primera dilucion se logré inhibir
el crecimiento micelial de Fusarium solani, Fusarium moniliforme y Penicillium
expansum; sin embargo, contra Trichoderma viride, no se obtuvo inhibicién del

crecimiento fungico con el extracto.



Tabla 7. Actividad inhibitoria del extracto de Pseudomonas fluorescens (A 3.1) y
controles sobre Fusarium solani, Trichoderma viride y Penicillium expansum.

Diametro promedio del halo de inhibicion (mm)

Cepas EP dil1/2 dil1/4  AcEt Et  H:504
F. solani 35 15 - - - -
F. moniliforme 50 21 - - - -
T. viride - - - - - -
P. expansum 25 11 - - - -

EP: extracto puro; dil: diluciones; Ac Et: acetato de etilo; Et: etanol; H,SO,: acido
sulfarico ANOVA p>0,05

Figura 5. Enfrentamientos dualeé de extracto metabélico' de Pseudomonas
fluorescens ante Fusarium moniliforme (A), Fusarium solani (B), Penicillum
expansum (C) y Trichoderma viride (D).

En la tabla 8, se observan los resultados de la prueba de susceptibilidad
antimicrobiana, in vitro en P. fluorescens, éstos demuestran que presenta
resistencia frente a ceftriaxona, cefalixina, cefoxitina, ampicilina-sulbactam,

oxacilina, y trimetropin-sulfametoxazol.



Tabla 8. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de Pseudomonas
fluorescens (A 3.1).

Halos de inhibicion promedio (mm)

Antibioticos
Sensible Resistente

Amikacina 20 -
Ampicilina-
sulbactam ) °
Aztreonam 30 -
Cefalexina - 12
Cefepima 25 -
Cefoxitin - 6
Ceftriaxona - 6
Ceftazidima 25 -
Ciprofloxacina 35 -
Gentamicina 12 -
Imipenem 20 -
Meropenem 22 -
Oxacilina - 12
Piperaciclina-
tazobactam 30 )
Trimetropin- ] 5

sulfametaxol




Figura 6. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de Pseudomonas
fluorescens.



DISCUSION

El analisis de la disposicion de la comunidad bacteriana de la rizésfera de
pimentén (Capsicum annum L.) en Puerto de la Madera, Cumana, estado
Sucre, demostroé que en este espacio se encuentran varios microorganismos de
distintos géneros bacterianos, donde, Enterobacter claocae constituye una
poblacion dominante con relacion a las demas bacterias. Este resultado
concuerda con Schoebitz (2006), quien afirma en su estudio que dentro de la
familia Enterobacteriaceae existen varias especies que se encuentran
comunmente asociadas a las raices de las plantas, entre ellas, Enterobacter

cloacae, la cual es uno de los rizobios aislados con mayor frecuencia.

En cuanto a la cantidad de unidades formadoras de colonias y porcentaje
de colonizacion de las bacterias (tabla 3), Pseudomonas fluorescens fue el
microorganismo dominante y es frecuente que constituya poblaciones
sobresalientes en la rizésfera de este cultivo, debido a que poseen un corto
periodo de latencia, rapida velocidad de crecimiento y metabolismo versatil,
ademas de producir una amplia gama de metabolitos secundarios, lo que
permite asociarse frecuentemente a las raices de las plantas y multiplicarse con
facilidad (Hernandez et al., 2004; Hernandez et al., 2004; Loredo et al., 2004).

En investigaciones similares, Pérez et al. (2001), aislaron Pseudomonas
fluorescentes de suelos uruguayos y la poblacion encontrada varié entre 6x10*
y 1x10° UFC/g de suelo. Asimismo, Soroa et al. (2009), al caracterizar la
rizosfera de gerbera reportd el predominio de Pseudomonas sobre otros
géneros alcanzando el 30,00% del total de UFC, corroborando el resultado
obtenido en esta investigacion. De la misma manera, Hernandez et al. (2008),
en la rizésfera de distintos cultivos en tres localidades edafoclimaticas
diferentes, reportd que Pseudomonas constituye el género mas comun en las

tres localidades. Rodriguez y Martin (2009), en su estudio de aislamiento y



seleccion de rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal y con capacidad
antagonica, hallaron que Pseudomonas predominaba en las raices de las

plantas.

El estudio de la poblacién de hongos aislados de la rizésfera de
pimentén, reflej6 que Aspergillus constituye el género dominante,
encontrandose 5 especies ampliamente distribuidas en toda la zona
muestreada. De Sousa et al. (2003) estudiaron, de forma similar, la flora fungica
perteneciente a la rizésfera de girasol y hallaron que el género Aspergillus fue el
mas frecuente. Cunninghamella fue el género codominante y esto es avalado
por Arenas et al. (2005) quien en su estudio de hongos rizosféricos encontré
una alta frecuencia de Cunninghamella en plantaciones de frijol. EI género
Aspergillus junto a Mucor y Rhizopus, son considerados con alta capacidad
saprofitica competitiva y abundantes en los suelos, a nivel mundial (Domsch et
al., 1980)

El porcentaje de colonizacién y el recuento de unidades formadoras de
colonias de los hongos también estuvieron dominados por el género
Aspergillus, seguido de Cunninghamella. Se confirma que Aspergillus es un
género que esta distribuido en el ambiente, al igual que Cunninghamella, y eso
se pudo correlacionar con los resultados de Jiménez et al. (2009), quienes
aislaron diferentes especies de Aspergillus de la rizésfera de plantas de ajo, en
el estado Lara. Noveriza y Quimio (2004), sefalaron que de todos los hongos
aislados de rizésfera de pimienta negra, el mas abundante de los
pertenecientes a la subdivision Zygomycotina fue el género Cunninghamella. A
pesar de ésto, la distribucién fue homogénea y gran parte de los hongos
encontrados son los mas comunmente aislados en suelos tropicales, de
acuerdo a los resultados obtenidos en investigaciones realizadas por Pfenning y

Abreu (2006), sobre microorganismos comunes en suelos tropicales.



Investigaciones realizadas por Zehnder et al. (2001), Srivastava (2009),
Izzeddin y Medina (2011), han demostrado que Pseudomonas fluorescens
posee actividad antagonica frente a hongos fitopatégenos. Esta propiedad ha
determinado que los investigadores se interesen por esta bacteria como posible
agente de control bioldgico, para inhibir el desarrollo de hongos patégenos
humanos (De Sousa, 2002). En la presente investigacion se demostré la
actividad antagonica de P. fluorescens contra los hongos fitopatdogenos

estudiados.

Pseudomonas fluorescens se encuentra dentro del grupo de las
Pseudomonas fluorescentes, son bacterias Gram negativas, no entéricas,
aerobias, en forma de bacilos rectos o ligeramente curvos, son no
fermentadores y moviles, que pertenecen a las glico-proteobacterias (Galli et
al., 1992). Son comunes habitantes de la tierra, el agua y la filosfera pero
predominantes en la rizésfera de plantas, debido a la exudacion de acidos
organicos, azucares Yy aminoacidos (Lugtenberg y Dekkers, 1999).
Pseudomonas fluorescentes son el grupo mas prometedor de las rizobacterias
promotoras del crecimiento de las plantas (PGPR) que participan en el
biocontrol de enfermedades ocasionadas por fitopatogenos (Rodriguez vy
Martin, 2009).

Este grupo de bacterias también incluye algunos patéogenos vy
biodegradadores, ademas, son saprofiticos y habitantes tipicos de los suelos
agricolas y de campo, rizosfera de plantas y, ademas, estan involucradas en
varias interacciones con las plantas (Schroth et al., 2006). Son capaces de
utilizar los exudados de muchos vegetales como nutrientes y son conocidas por
poseer caracteristicas importantes como la capacidad de adherirse a las
particulas del suelo y del rizoplano, la motilidad y prototrofia (Lugtenberg et al.,
1999). Los miembros del género Pseudomonas tienen requerimientos

nutricionales simples y crecen bien en condiciones normales en poblaciones



mixtas, con otros tipos de microorganismos (Foster, 1988). Ellos poseen
diversidad metabdlica y funcionalmente son capaces de promover el
crecimiento de plantas, de manera directa, por la solubilizacién del fésforo, el
secuestro del hierro para las plantas a través de sideroforos, la produccion de
fitohormonas (Salisbury, 1994; Ayyadurai et al.,, 2006, Ravindra y Sakthivel,
2006; Ravindra et al., 2008), y la reduccion de los niveles de etileno en la planta
(Glick, 1995; Glick et al.,, 1999), e indirectamente, por la supresion de
microorganismos patégenos a través de la produccion de antibidticos
(Thomashow et al., 1990; Ravindra y Sakthivel, 2006; Ayyadurai et al., 2007,
Ravindra et al., 2008, Jha et al., 2009), la reduccion de hierro disponible a los
fitopatogenos de la rizosfera (Scher y Baker, 1982), sintesis de enzimas de
degradacion de la pared celular de hongos, y competencia con los
microorganismos patdégenos en las raices de las plantas. Ademas,
Pseudomonas fluorescentes son capaces de inducir una resistencia sistémica
en plantas contra diferentes fitopatdgenos (Van Loon et al., 1998). Todas estas
caracteristicas hacen que estas bacterias sean una alternativa como agentes

de control bioldgico (Pieterse et al., 2001).

El grupo de Pseudomonas fluorescentes comprenden P. aeruginosa, la
especie tipo del género; P. aureofaciens, P. chlororaphis, P. putida (dos
biotipos), P. fluorescens (cuatro biotipos), y las especies patégenas de plantas
P. cichorii y P. syringae (Leisinger y Margraff, 1979). Las cepas de
Pseudomonas se caracterizan sobre la base de sus propiedades nutricionales,
asi como por otras caracteristicas fenotipicas de las especies (Stainer et al.,
1966). P. fluorescens biovar Il ha sido reportado como grupo dominante entre
las Pseudomonas fluorescentes asociada a la rizésfera del arroz, el alimento
mas importante los cultivos del mundo (Sakthivel y Gnanamanickam, 1989). P.
fluorescens biovar V constituye mas del 75% de Pseudomonas fluorescentes al
menos en algunas areas del mundo (Barrett et al., 1986) y representan el grupo

predominante en suelos de Australia y la rizésfera del trigo (Sands y Rovira,



1971). P. putida representa casi el 90% de los Pseudomonas fluorescentes en
Colombia (Hernandez et al. 1986). Por lo tanto, la diversidad microbiana entre
Pseudomonas fluorescentes de diferentes origenes geograficos es extensa y de
este grupo de bacterias se presentan una gran variedad de mecanismos que

median el control bioldgico de patégenos y la promocion del crecimiento.

Entre los mecanismos de control biologico mediados por P. fluorescens
ampliamente reconocidos se encuentran: la competencia por un nicho ecoldgico
o sustrato (Matiru y Dakora, 2004); la produccién de sideréforos que, al
secuestrar el hierro, quedarian no disponibles para el fitopatégeno (De Sousa et
al., 2003); la produccion de distintos metabolitos de naturaleza antibiotica, como
el 2,4-diacetilfluoroglucinol, el acido fenazin-1-carboxilico, la pyoluteorina y la
pyrrolnitrina (Mirleau et al., 2001; Landa et al., 2002); la produccién de enzimas
celulares que degradan la pared de los hongos (Lim et al., 1991; Nielsen et al.,
1998; Nielsen et al., 1999; Ellis et al., 2000), asi como la induccion de

resistencia sistematica en la planta (Ryu et al., 2004).

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que las cepas
pertenecientes al complejo P. fluorescens, aisladas de la rizosfera de Capsicum
annum L. (A 3.1, A 3.2 y B 3.1), inhibieron el crecimiento de T. viride, F.
moniliforme, F. solani y P. expansum, a través de la produccién de compuestos
antifungicos difusibles en el medio, y ademas, probablemente la produccion de
sideroforos no esté implicada en el antagonismo de las cepas bacterianas ya
gue no se observo asociacién entre la presencia de halos de inhibicién y la

pigmentacién de las mismas.

El porcentaje de inhibicién del crecimiento de los hongos ambientales
estuvo ente 46,00 y 85,00%. Estos resultados son similares a los reportados por
Tran et al. (2008), quienes demostraron que cepas de Pseudomonas

fluorescens aisladas de la rizésfera del cultivo de pimentdn negro en Vietnam,



tienen actividad zoosporicida sobre las estructuras reproductivas de
microorganismos pertenecientes al género Phytohpthora capsici. Igualmente,
Hernandez et al. (2010), revelaron en su investigacion que cepas aisladas de
plantaciones de arroz y que posteriormente fueron identificadas como P.
fluorescens tienen capacidad de ejercer efecto antagdnico con valores del
64,00% hasta un 83,00%, del crecimiento de Curvularia pallescens y Curvularia
trifolli, especies que son reconocidas como patdogenos causantes del manchado

del grano de arroz.

P. fluorescens ha sido considerada como un posible agente de control
biolégico en la industria agricola (Kai et al., 2006); debido a que puede
antagonizar y reprimir microorganismos fitopatégenos, asi se le ha encontrado
inhibiendo Phytophthora infestans, causante del tizon tardio en la papa, y
reducir el nivel de severidad de la enfermedad en un 79,90%. Confirmando lo
antes mencionado, Rives et al. (2009), aislaron cepas autoctonas de
Pseudomonas, potencialmente eficientes en la promocidén del crecimiento
vegetal y control de patdgenos, y demostraron que inhibieron en un 82,00 a

86,00% el crecimiento de Pyricularia grisae.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que el
extracto metabdlico de P. fluorescens tuvo actividad antifungica frente a F.
moniliforme, F. solani y P. expamsum. Se obtuvo inhibicién de crecimiento
fungico sélo con el extracto puro y con la primera dilucién. Esto se compara con
el trabajo de Tran et al. (2007), quienes en su estudio lograron obtener
biosurfactantes, producidos por P. fluorescens que tienen actividad zoosporicida
sobre P. capsici. Igualmente, Valencia et al. (2005), concluyeron en su
investigacion que P. fluorescens, produce compuestos, distintos a los

sideroforos, que poseen actividad antagonica frente Fusarium oxysporum.

El extracto metabdlico de P. fluorescens no presenté efecto inhibitorio



frente a T. viride, lo que demuestra que la actividad antagénica que posee la
bacteria sobre el fitopatdégeno esta dada por una via de biocontrol distinta a la
evaluada en este trabajo. Es probable que mecanismo de inhibicion esté
causado por un compuesto cuya extraccion no se logré con la metodologia
utilizada, o también puede ser que P. fluorescens inhiba el crecimiento del
hongo mediante la competicién por nutrientes. Ademas, sabe que T. viride
ejerce efecto antagonico sobre diversos patdégenos de interés y por lo tanto, es
utilizado como agente de control biolégico, es decir, que entre T. viride y P.
fluorescens no existe ningun efecto inhibitorio debido a que ambas son capaces
de formar parte de un mismo ecosistema habitando la rizéfora de las plantas
(Villa et al., 2005).

Es evidente que los metabolitos activos de origen bacteriano
desempenan un funcion vital en las interacciones microbianas. Sin embargo, se
ha sefialado que los antagonistas microbianos no poseen un unico modo de
accién, y que no es facil determinar con precision los mecanismos que
interviene en las interacciones entre los antagonistas y los fitopatégenos (Villa
et al., 2005).

En este trabajo se observd efecto diferencial de las cepas bacterianas
ante los patdégenos fungicos estudiados, ya que P. fluorescens causé mayor
efecto antagdnico frente a F. moniliforme que ante F. solani, T. viride y un
efecto aun menor frente a P. expansum, a pesar de que, estadisticamente no
hubo diferencia significativa, esto lo explican en sus trabajos, Jaiganesh et al.
(2007) y Acebo (2009), quienes sefalaron que al establecerse la interaccién
entre los antagonistas y los fitopatégenos, existia una variedad de respuestas
en funcion de las cepas, lo que podria estar dado por las caracteristicas propias
de cada microorganismo, que responden con diferentes niveles de resistencia

ante el antagonista aplicado.



Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana realizadas a las cepas de
P. fluorescens revelan que las cepas soélo presentan resistencia natural a los
antibidticos y ninguna adquirida. P. fluorescens es resistente de forma natural a
aminopenicilinas con o sin inhibidores de beta-lactamasas y a cefalosporinas de

primera y segunda generacion (SADEBAC, 2005).

P. fluorescens representa a un grupo predominante de rizobacterias con
diversidad metabdlica y multiples mecanismos que median su capacidad para
suprimir fitopatdégenos y promover el crecimiento de cultivos (Jaiganesh et al.,
2007). Cepas especificas de Pseudomonas fluorescentes se podrian utilizar
como agentes de biocontrol y biofertilizantes en la agricultura sostenible. Los
efectos beneficiosos de Pseudomonas fluorescentes en el crecimiento de las
plantas es el resultado de la competencia, el potencial de colonizaciéon de las
raices, la solubilizacién de fosfato, la retencion de hierro, la produccién de
reguladores del crecimiento de plantas y vitaminas, los produccién de
antibidticos, la sintesis de enzimas que degradan la pared celular de hongos, la
supresion de microorganismos patdégenos o0 nocivos, y la induccion de sistémico
resistencia contra fitopatdogenos (Compant et al., 2005; Gray y Smith, 2005). Las
cepas que presentan mecanismos de biocontrol y de promocion del crecimiento
de las plantas, podrian ser utilizadas para lograr el control biolégico de
fitopatégenos. La seleccion y utilizacidon de cepas adecuadas y el conocimiento
de los diferentes mecanismos involucrados en el crecimiento de plantas es

esencial para el control biologico en la agricultura sostenible.



CONCLUSIONES

En este estudio se recuperaron 18 diferentes aislados de bacterias
asociadas a la rizésfera de las plantas de pimentén (Capsicum annuum L.), y
que pertenecen a los géneros Enterobacter, Acinetobacter, Pantoea, Bacillius,
Pseudomonas, Sphingomonas y Klebsiella.

La mayoria de los hongos aislados corresponden a géneros saprofiticos
tales como: Aspergillius, Cunnighamella, Mycelia, Mucor, Rhizomucor vy

Rhizopus.

Los resultados en las pruebas de antagonismo demostraron que las
mejores cepas de los aislamientos fueron A 3.1, A 3.2 y B 3.1, alcanzando

porcentajes de inhibicién que van de 46,00 al 85,00%.

Se corroboré la actividad antifungica in vitro del extracto crudo con
acetato de etilo de P. fluorescens sobre los hongos fitopatdogenos F. solani, F.
moniliforme y P. expansum; sugiriendo que la actividad antagodnica se debe, en
parte, a la excrecion de compuestos extracelulares con actividad antifungica por

parte de la bacteria.



RECOMENDACIONES

Completar los estudios para la extraccion y aislamientos de los
componentes con actividad antifungica en esta cepa ambiental y su
concentracion individual con el fin de conocer los componentes que poseen una

mayor actividad antifungica.

Determinar el mecanismo implicado en la inhibicién de los hongos por las

cepas que presentaron actividad.

Se recomienda evaluar otros tipos de actividad in vitro para ampliar el
rango de accion de los metabolitos obtenidos utilizando diferentes

concentraciones del mismo, y asi, posteriormente, realizar las pruebas in vivo.
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ANEXOS
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Anexo 1. Procesamiento de las muestras recogidas (Di Cello et al.,

1997)



ANEXO 2
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Anexo 2. Método de enfrentamiento dual (Rodriguez, 2002)
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La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad antifungica de
la microflora asociada a rizésfera de pimenton (Capsicum annuum L.) en 5
unidades de muestreo de una poblacion de Puerto de la Madera, Cumana,
estado Sucre. Para ello, se recolectaron muestras de C. annuum L., durante los
meses de mayo y junio de 2011. El aislamiento de los microorganismos
rizosféricos, asi como también, la posterior identificacion de las cepas
bacterianas y fungicas, fueron realizadas utilizando los métodos
convencionales. Las especies de hongos identificadas fueron: Aspergillus
glaucus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus terreus,
Cunnighamella sp., Mycelia sterlia, Mucor sp., Rhizomucor pusillus y Rhizopus
oryzae. Se encontraron 18 diferentes aislados de bacterias asociadas de
rizésfera de C. annuum L., de los cuales 3 aislados poseen potencial
antagdnico contra hongos y pertenecen a las especie Pseudomonas
fluorescens. Se evalud la actividad antifungica in vitro de las cepas de P.
fluorescens aisladas, contra hongos fitopatdogenos, para ello se empled el
método directo de enfrentamientos duales y el extracto crudo, con acetato de
etilo, de la cepa A 3.1. Las pruebas se elaboraron por duplicado, se midio el
diametro de los halos de inhibicion formados y se aplico analisis de varianza de
una via con un nivel de confianza del 95,00%. Las 3 cepas aisladas (A 3.1,
A 3.2 y B 3.1) mostraron una actividad antifungica similar sobre todos los
hongos aislados de rizésfera de C. annuum L., asi como sobre los hongos
fitopatogenos Fusarium moniliforme, Fusarium solani, Trichoderma viride y
Penicillium expansum, utilizando el método directo de enfrentamientos duales,
sin embargo, no se obtuvo inhibicion del crecimiento de T. viride con el extracto
crudo, con acetato de etilo, de la cepa A 3.1. El efecto antifungico de las cepas
bacterianas aisladas sugiere la presencia de posibles metabolitos, ademas,
corrobora el potencial de la misma para el control biolégico de los hongos
fitopatogenos.
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