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RESUMEN

El fosforo (P) es junto con el Nitrogeno (N) el nutriente que mas frecuentemente limita el
crecimiento de los cultivos pero, a diferencia del N, la atmdsfera no es una fuente del mismo para
los microorganismos. Sin embargo, en muchos casos el P si bien se encuentra en el suelo no esta
disponible para las plantas, es decir no se encuentra formando parte de la solucién del suelo. En
este sentido, los microorganismos del suelo cumplen un rol clave en la dinamica del P y la
transformacion del mismo en formas solubles disponibles para las plantas. Los microorganismos
que promueven el crecimiento de las plantas (PGPR) lo hacen a través de diversos mecanismos
como por ejemplo la produccién de acido Indolacético (AlA) y sideréforos. El AIA es una hormona
vegetal que se cree inhibe la germinacion de esporas y el crecimiento del micelio de los hongos
patogenos. Los siderdforos bacterianos secuestran el hierro de la rizosfera, volviéndolo limitante
del crecimiento especialmente en suelos neutros y alcalinos. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la solubilizacién del P inorganico, la produccion de AlA y sideréforos y el efecto de estos
procesos en la actividad antifungica. Los microorganismos aislados de los suelos se identificaron
como Enterobacter sakasakii (GP 6 y 8), E. aglomerans (GP7), Pseudomona fluorecens (Pf), P.
cichori (GP2), P. corrugata (GP3) y Kluyvera cryocrescens (GP9). Estos microorganismos
solubilizaron P del suelo pero ademas sintetizaron AlA y sideroforos, cada aislamiento en distinta
cantidad. Ademas se observé que algunos de estos aislamientos inhiben el crecimiento de hongos
fitopatogenos. Si bien la capacidad de produccion de AIA y de siderdforos contribuye a la
capacidad bioncontroladora de estas bacterias, otros mecanismos serian los que determinan la
capacidad para inhibir el crecimiento de hongos fitopatdégenos como Fusarium.
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INTRODUCCION

El fosforo (P) es uno de los nutrientes que mas frecuentemente limita el rendimiento de los
cultivos. EI P, es un elemento esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas,
constituyendo un 0,2% del peso seco de las plantas (Aadarsh, 2011). Si bien se puede encontrar
en altas concentraciones en el suelo, puede no estar disponible para las plantas, situaciéon que
suele ocurrir en suelos fertilizados con 5-40 kg P/ha, donde el P es complejado como un mineral
insoluble.

Se han propuesto dos mecanismos a través de los cuales el P insoluble del suelo se convierte en
formas solubles disponibles para la planta. Uno es la excrecién de acidos por las raices de las
plantas y el otro es la solubilizacion que resulta de la actividad de microorganismos como las
bacterias, actinomicetes y hongos.



Se han descripto varios géneros bacterianos con capacidad de solubilizar P, entre ellos
Pseudomonas, Enterobacter, Rhizobium y Erwinia (lllmer, 1992; Halder, 1993; Villegas, 2002).
Estas bacterias suelen encontrarse en alto numero en el rizoplano de las raices de las plantas, lo
que probablemente esté relacionado con la alta demanda de P en el suelo que rodea a la raiz. Si
bien la mayoria los organismos solubilizadores de P excretan acidos organicos al medio, Sperber,
1958; Kucey, 1983 no encontraron correlacion entre la produccién de acido (pH del medio) y la
solubilizacion de PO,.
Los microorganismos promotores del crecimiento, suelen tener también otros mecanismos a
través de los cuales promueven el crecimiento como p. e€j. la produccion de AlA y de siderodforos,
moléculas que sean encontrado en los microorganismos solubilizadores de P (Vassilev, 2006). El
AlA es una auxina reguladora de crecimiento, que estaria involucrada en la inhibicién de la
germinacion de esporas y del crecimiento del micelio de hongos patégenos (Parra Gonzalez,
2009). Las bacterias productoras de siderdforos promueven indirectamente el crecimiento de la
planta, porque secuestran el hierro de la rizésfera, especialmente en suelos neutros y alcalinos, lo
que genera una limitacién en la disponibilidad del hierro que limita el crecimiento del patégeno
(Alexander, 1991; Subba Rao, 1999).
En nuestro laboratorio comenzamos estudios con bacterias solubilizadoras de P con el fin de
entender las bases del proceso de solubilizacién y para producir fertilizantes biolégicos. Aqui se
describen los aislamientos de bacterias de diferentes géneros, entre ellas Kluyvera spp... Todos
estos organismos comparten el mmecanismo de solubilizacion de P, que es la produccion de
acidos organicos. Ademas, se encontré que independientemente de la planta de origen, los
exudados inducen el crecimiento bacteriano pero no regulan la actividad de solubilizacién, que es
ademas afectada por el medio de cultivo.

Por ello el objetivo de este trabajo consistio en evaluar la capacidad de los organismos
solulibilizadores de P para producir AIA y sideroforos y controlar el crecimiento de hongos
fitopatdgenos.

MATERIALES Y METODOS

Se cultivaron los aislamientos en medio Tris-YMRT, enriquecido con 0.3 mM de triptofano
(Minamisawa, 1991). El AlA se determiné tal cual lo descripto por Ferreira and Hungria (2002).

La produccion de sideréforos se determind en medio conteniendo Cromo Azurol Agar (CAS) de
acuerdo a lo descripto por Alexander and Zuberer (1991). Luego de incubar los cultivos a 26°C
por 2 dias se determiné la produccién de sideréforos por la presencia de un halo naranja alrededor
de las colonias.

Actividad antifungica: Se realizaron dos experimentos in vitro en los que se evalu6 el
antagonismo, entre las bacterias aisladas del suelo, esto es las cepas GP2 (P. cichori), GP3 (P.
corrugata), GP6 (E. sakazakii), GP7 (E. aglomerans), GP8 (E. sakazakii), GP9 (K. cryocrescens) y
PF (P. fluorescens) y los hongos fitopatégenos Fusarium graminearum y F.solani. El primer
experimento consistid en una evaluacion de la actividad antifungica, con este fin se sembraron
estrias bacterianas en cruz y en los cuadrantes de las cajas definidos por esta cruz, se inocularon
previo a las bacterias los hongos patégenos incluidos en el estudio. La actividad antifungica y su
relacion con la produccién de sideréforos se evaludé de acuerdo a lo propuesto por Filippi (1984),
con algunas modificaciones. El medio de cultivo (Agar CAS) se dividid, en base a la siembra de
bacterias en dos estrias en cruz, en cuatro cuadrantes. En el centro de cada uno se colocd un
cilindro de 5 mm de diametro de un cultivo de F. graminearum y F.solani. Las cajas se incubaron a
26°C y posteriormente, se midié el diametro mayor de cada una de las colonias de F.
graminearum y F.solani a los 2 y 7 dias de incubacion. Cada tratamiento se realizé por triplicado.



El tratamiento control consistio en la siembra de cilindros con F. graminearum y F. solani sin
bacterias en cruz.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas que produjeron mas AlA fueron E. aglomerans (GP7) y K. cryocrescens (GP9), que
junto con P. fluorescens también produjeron mas sideréforos, lo que se visualizd por el tamano del
halo que rodeé a las colonias (Fig. 1 y 2). Cuando los aislamientos se sembraron junto con los
hongos, se observé que algunas bacterias como P. cichori (GP2) y P.corrugata (GP3) produjeron
bajos niveles de siderdforos mientras que E. sakazakii cepas GP 6 y 8 directamente no los
produjeron.

El diametro de las colonias de los hongos a las 48 hs de la incubaciéon mostré que las cepas PF,
GP2 y GP9 fueron las de mayor actividad antifungica sobre F. graminearum. Mientras que todos
los aislamientos bacterianos inhibieron el desarrollo de F. solani, excepto GP3 que no mostrd
actividad antifungica. En parte esto fue debido a que el medio Agar CAS Ilimit6 el crecimiento de la
cepa. La evaluacion realizada a los 7 dias de incubacion mostré que todos los aislamientos
excepto GP3, GP6 y GP7 inhibieron el crecimiento de F. graminearum (Fig. 3). En contraposicion
solo los GP9 y GP2 inhibieron significativamente el crecimiento de F. solani. El analisis del efecto
de los aislamientos a las 48 hs y a los 7 dias de incubaciéon demuestra que o bien los aislamientos
bacterianos pierden la capacidad de inhibir el crecimiento fungico o el hongo se adapta los
inhibidores producidos por las bacterias.
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Figura 1: evaluacion cuantitativa de la produccion bacteriana de AlA.

Figura 3: Evaluacion cuantitativa de la actividad antifingica en Agar CAS.

CONCLUSIONES



P. fluorescens (Pf), K. cryocrescenes (GP9) y P. cichori (GP2) inhiben el desarrollo de hongos
fitopatogenos como F. graminearum y F. solani.

La actividad inhibitoria de estas bacterias estuvo asociada a la produccion de AlA y sideréforos,
si bien estos metabolitos no son los responsables directos de la actividad inhibitoria.

Las bacterias aisladas de los suelos son bacterias promotoras del crecimiento que no solo
actuan solubilizando el P del suelo sino también a través de mecanismos como la produccion de
AlA y de siderdforos. Las caracteristicas descriptas de las bacterias promotoras del crecimiento
confirmaron que las mismas pueden utilizarse para formular biofertilizantes para el crecimiento de
las plantas. Entre los aislamientos mencionados las cepas Pf, GP9 y GP2 tienen actividad
inhibitoria del crecimiento de hongos fitopatégenos.
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