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RESUMEN

Las pseudomonas fluorescentes son unas de las bacterias
benéficas mas importantes a nivel de la rizosfera gracias a
que pueden controlar algunos fitopatégenos habituales del
suelo como resultado de su capacidad antagonista. Hay
muy pocos trabajos realizados para conocer la composi-
cién y diversidad de pseudomonas fluorescentes en pai-
ses tropicales. En este trabajo se determind la composi-
cion de pseudomonas fluorescentes provenientes de dife-
rentes cultivos de papa ubicados en la region
Cundiboyacense, entre 2.100 y 3.200 msnm, la cual es
considerada la zona de mayor produccion de papa de
Colombia. Asi mismo se evalu6 el efecto de algunas prac-
ticas de cultivo sobre dicha composicion. Finalmente se
determin la capacidad de antagonismo de algunos aisla-
mientos de pseudomonas fluorescentes contra Rhizoctonia
solani. Fueron evaluadas 45 muestras de rizosfera y
rizoplano de cultivos de papa provenientes de 15 campos
de papa diferentes. Las muestras se procesaron usando
una modificacion del medio King B, la cual resultd ser
mas eficiente para aislar pseudomonas fluorescentes, que
otras reportadas en la literatura. EI 80,7% y 82,7% de las
pseudomonas fluorescentes aisladas en rizosfera y
rizoplano, respectivamente, fueron Pseudomonas
fluorescens, mostrando poca diversidad en las muestras
evaluadas. Por otra parte se observé un efecto de la estra-
tegia de rotacién de cultivo maiz-papa, sobre el nimero
de pseudomonas fluorescentes aisladas de la rizosfera.
Estos resultados tienen implicaciones para el disefio de
estrategias de manejo integrado de plagas en los cultivos
de los paises tropicales. Finalmente se encontraron aisla-
mientos nativos con actividad antagonista sobre
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Rhizoctonia solani en los ensayos in vitro. Los resultados
anteriores, si bien no aseguran un control eficaz del paté-
geno en condiciones de campo, si dan una idea del poten-
cial biocontrolador de la especie aplicados como comuni-
dades bacterianas, cepas o subproductos de éstas.

Palabras clave: Pseudomona fluorescens, Rhizoctonia
solani, efecto rizosférico, microbiologia agricola, Solanum
phureja, Solanum tuberosum, ecologia microbiana.

SUMMARY

Fluorescent Pseudomonas are one of the most important
benefic bacteria of the rizhosphere. It is because they can
control some soil borne phytopatogen agents as a result of
their antagonistic capacity. There are few works about the
composition and diversity of fluorescent Pseudomonas in
tropical countries. In this work we studied the composition
of fluorescent Pseudomonas form different potato crops
located at the Cundiboyacense region between 2100 and
3200 mosl, which is the most important area of potato
production in Colombia. This study also assesses the effect
of some crop practices variables on rizosphere bacteria
richness and diversity. Finally, it was determined the
antagonistic capacity of some Pseudomonas fluorescens
isolates against Rhizoctonia solani. A total of 45
rhizosphere samples were taken from 15 potato fields. To
isolate the Pseudomonas it was used king B medium
modified by us. Our results showed that this modified
medium consistently allowed a more efficient recovery of
the fluorescent Pseudomonas than the media reported in
the literature. 80.7% and 82.7% of the fluorescent
Pseudomonas isolated from the rizosphere and rizoplane
respectively were Pseudomonas fluorescens. It suggest a
low fluorescent pseudomonas diversity. Our work also
denotes an effect of the maize-potato crop rotation strategy
on the amount of the fluorescent Pseudomonas isolated
from the rizosphere. These results may have importance
in designing appropriate strategies for bio-controlling soil
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borne phytopathogens. In tropical countries like Colom-
bia, this knowledge might help to improve crop yields.
Finally it was found native isolates with antagonistic
activity against Rhizoctonia solani in the bioassays in vitro,
such results if not assure an efficient control of the pathogen
in field conditions, may give an idea of the potentiality of
P.fluorescens to be applied as bacterial community, strains
or derived products of them.

Key words: Pseudomonafluorescens, Rhizoctonia solani,
rhizospheric effect, agricultural microbiology, Solanum
phureja, Solanum tuberosum, microbial ecology.

INTRODUCCION

Las pseudomonas, y especialmente las fluorescentes, son
bacterias de gran importancia como colonizadores vegeta-
les (Campbell, 1987). Su importancia radica en que ellas
usualmente producen un efecto benéfico sobre las plantas,
bien sea como promotores del crecimiento vegetal (Van
Overbeek and Van Elsas, 1995) o como inhibidores de cre-
cimiento de algunos hongos o bacterias fitopatégenas
(Carruthers et al., 1994; De la Cruz et al., 1992). Los meca-
nismos sugeridos para lograr tal inhibicion incluyen la pro-
duccidén de antibidticos (Hammer et &/., 1997; Raaijmakers
et al., 1997; Thomashow et al., 1990; Van Overbeek and
Van Elsas, 1995), la produccién de compuestos quelantes
del hierro (Colyer and Mount, 1984; Elad and Baker, 1985;
Loper and Lindow, 1994;Yuen and Schroth, 1986), produc-
cién de enzimas hidroliticas (Hammer et a/.,1997) y com-
petencia por sitios nutricionalmente favorables (o ricos en
nutrientes) (Suslow and Schroth, 1982). Las pseudomonas
fluorescentes se pueden encontrar en la superficie foliar y
al nivel de la raiz, especialmente en la rizosfera, donde la
colonizacion de la microflora depende de caracteristicas
como el tipo de planta y el tipo, manejo e irrigacion del suelo
(Alexander, 1977; Bahme and Schroth, 1987; Frioni, 1990;
Lemanceau et al., 1995; Miller et al., 1989).

Algunos trabajos realizados previamente han demostra-
do la influencia de la planta en la seleccién de los
microorganismos presentes en su propia rizosfera
(Lemanceau et al., 1995; Miller etal., 1989). En este senti-
do, Lemanceau et al., (1995), encontraron diferencias en
términos de la diversidad y composicion de las
pseudomonas fluorescentes en la raiz de plantas de toma-
te y lino. Sus resultados sugieren que tales diferencias pue-
den ser explicadas en términos de la composicion del exu-
dado radicular, mostrando asi la importancia del efecto
rizosférico para seleccionar la microflora propia de un sis-
tema radicular determinado. Por otra parte, si bien la planta
puede influir en el tipo de microflora presente en su rizosfera,
ésta obviamente va a depender de las poblaciones presen-

tes en el suelo, las cuales a su vez van a estar determina-
das por una serie de factores que van desde los efectos
rizosféricos ejercidos por las plantas de cultivos anteriores
hasta las condiciones fisico-quimicas del suelo (Bahme and
Schroth, 1987; Campbell, 1987).

Colombia es un pais tropical, considerado como el prin-
cipal productor de papa de Latinoamérica (FAO, 1999). Di-
cho cultivo se ve afectado en la regiéon por una serie de
microorganismos fitopatdégenos, los cuales podrian llegar a
ser manejados mediante una adecuada composicion
rizosférica de las pseudomonas fluorescentes presentes en
el suelo. Sin embargo, a pesar de la gran biodiversidad pre-
sente en nuestro pais, existe muy poco conocimiento acer-
ca de la composicion microbiana de nuestros suelos. Por
esta razén, en este trabajo se pretende describir la compo-
sicion y diversidad de las pseudomonas fluorescentes pre-
sentes en diferentes cultivos de papa de la region del Alti-
plano Cundiboyacense, zona responsable de alrededor del
60% de la producciéon del tubérculo en nuestro pais
(Fedepapa, 1997). Por otra parte se determiné si existe al-
guna variacion en dicha composicién como resultado de
algunas practicas de cultivo, como la estrategia de rotacion
de cultivos en las zonas analizadas, y la variedad de papa
sembrada. Ademas se buscd conocer el efecto de la edad
del cultivo sobre las poblaciones de pseudomonas
fluorescentes. Por ultimo se evalué mediante la realizacion
de ensayos in Vitro el potencial antagonista de algunos ais-
lamientos nativos de R fluorescens contra un aislamiento
de Rhizoctonia solani, obtenido directamente de tubérculos
infestados.

MATERIALES Y METODOS
Recoleccion de muestras

Muestras de raices completas obtenidas de plantas de
Solanum tuberosum y S. phureja fueron coleccionadas en
15 zonas de cultivos ubicados en la region cundiboyacense
(a una altura entre los 2.100 msnm y los 3.200 msnm). De
cada cultivo se recolectaron tres plantas diferentes evitan-
do tomarlas de los bordes del mismo, para no introducir
alguna falta de uniformidad de la muestra por este efecto.

Influencia de las précticas de cultivo en las
poblaciones de pseudomonas fluorescentes

Con el objeto de evaluar el efecto de edad del cultivo sobre
la diversidad y riqueza de las pseudomonas, se selecciona-
ron 4 categorias diferentes: 2 a 2,9 meses después de siem-
bra (mds); 3 a 3,9 mds; 4 a4,9 mds y 5 a 6 mds. De las
diferentes categorias se obtuvieron 8,10,16 y 11 muestras
de raiz, respectivamente. La estrategia de rotacién de culti-
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vos también fue evaluada mediante el analisis de muestras
de cultivo provenientes de rotaciones papa-pasto, papa-maiz
y papa (S. tuberosum) - papa (S. phureja) con 33,6y 6
muestras, respectivamente. Por ultimo, con el objeto de de-
terminar el efecto de la especie de papa sobre la diversidad
y riqueza de pseudomonas fluorescentes, se tomaron mues-
tras de rizosfera provenientes de cultivos de S. tuberosum y
S. phureja (36 y 9 muestras, respectivamente).

Seleccion del medio de cultivo

Partiendo de algunas cepas patrén de pseudomonas fluo-
rescentes (Pseudomona auroginosa ATCC 27853, P. putida
y P. fluorescens del Centro de Investigaciones
Microbiolégicas, CIMIC), se evaluaron los patrones de
fluorescencia reportados en la literatura para estas cepas en
los medios de cultivo King B (King et al., 1954; Merck, 1994).
Sin embargo, ninguno de estos dos medios mostré un patron
de fluorescencia bien definido en las cepas evaluadas. Portal
motivo se realizaron algunas variaciones al medio de
cultivo que permitieron optimizar el registro de
fluorescencia al ser evaluado en presencia de Iluz
ultravioleta. El medio King B modificado utilizado en este
estudio fue el siguiente: proteasa peptona No. 3 de Difco 20
gll; 87% Glicerol 10 mll; KyPO43H,O 1.969/l;
MgS04.7H,01,5g/IpH7,2.

Tratamiento de la muestra

Pseudomonas fluorescentes de la rizosfera y rizoplano fue-
ron aislados de acuerdo con algunas modificaciones reali-
zadas a la metodologia de Lemanceau et al. (1995). Las
suspensiones rizosféricas se obtuvieron lavando suavemen-
te diez gramos de raiz por cada planta en 90 ml de
MgSQ,.7H,0.0,1 M previamente esterilizado. Las suspen-
siones de rizoplano fueron obtenidas agitando (a 600 rpm)
el sistema radicular previamente tratado, en presencia de
90 ml de una solucion de MgS0O,4.7H,O 0,1 M, en la cual se
han adicionado 20 perlas de vidrio estériles. Esta agitacién
se realiza durante diez minutos (Dandurand and Knudsen,
1997; Lemanceau et al., 1995). Posteriormente se realizan
diluciones seriadas de los dos tipos de muestras, las cua-
les fueron plateadas en medio King B modificado. Cada di-
lucién fue incubada por 72 h a 25°C. La dilucién con un
recuento entre 10 y 30 unidades formadoras de colonias
(ufc) de pseudomonas fluorescentes fueron contadas en
presencia de luz UV (a una longitud de onda de 302 nm).
Un maximo de 5 colonias de pseudomonas fluorescentes
por muestra rizosférica analizada, se seleccionaron
aleatoriamente, con el objeto de caracterizarlas mediante
el sistema de pruebas bioquimicas de la casa comercial
Biomerioux API 20 NE. Cada uno de los aislamientos ca-
racterizados taxondmicamente fueron criopreservados a -
70°C en medio Gherna (1986).
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Pruebas bioquimicas

Los aislamientos seleccionados fueron determinados
taxondmicamente por caracterizacion microscépica, deter-
minacion de la presencia de oxidasa y la produccion de pig-
mento fluorescente, de acuerdo con lo recomendado por R.
K. Noel y J. G. Holt (1984) y King et al. (1954). Ademas de
esto se realizaron 8 pruebas convencionales y pruebas de
asimilacion, basadas en la capacidad del microorganismo
para asimilar 12 carbohidratos diferentes. Estas pruebas
fueron realizadas con las bandas del sistema API 20NE (API
Systems, Francia), de acuerdo con las recomendaciones
de API-bioMerieux (La Balme les Grottes, Montalieu
Vercieux, France). Las cepas de referencia mencionadas
anteriormente fueron usadas para evaluar el sistema de
caracterizacion.

Inhibicién de crecimiento in vitro de Rhizoctonia
sotani por aislamientos de Pseudomonas
fluorescens

Se tomo una colonia de 11 aislamientos de P. fluorescens
previamente crecidos durante 24 h a 25°C en agar LB. Di-
cha colonia se sembro en lineas paralelas separadas una
de otra por 4 cm en cajas de petri con PDA. Las cajas se
incubaron a 25°C durante 72 horas, tiempo después del cual
se tomd una porcidon micelial de 5 mm?de una colonia de 6
dias de crecimiento de R. solana y se coloco en el centro
de la caja de petri, entre las dos estrias de crecimiento de
la P fluorescens. Después de 6 dias de incubaciéon se
midi6 el radio de crecimiento de la colonia fungica (desde
el punto central hasta el extremo de la colonia). El
porcentaje de inhibicion del crecimiento flungico
corresponde a la diferencia entre el total de crecimiento
posible (100%) y el crecimiento obtenido por el hongo en
presencia del aislamiento. Como controles para esta
prueba se empled el crecimiento del hongo sin presencia
de P. fluorescens y el hongo en presencia de una cepa
de E. coli sembrada en las mismas condiciones descritas
antes, con el objeto de descartar inhibicion del hongo por
efecto de utilizacion de espacio.

Determinacion de la capacidad de algunos
aislamientos de P. fluorescens para degradar el
tubérculo de papa

Seis de los 11 aislamientos fueron aleatoriamente selec-
cionados con el objeto de determinar la capacidad para cre-
cer y degradar el tubérculo de papa. Esto se hace con el
objeto de descartar que estos aislamientos estuviesen de
alguna forma asociados a producir eventualmente alguna
pudricion de la papa en condiciones de almacenamiento.
Esta prueba consistié basicamente en inocular tres trozos
de papa por tratamiento con 100 pl de soluciones concen-
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tradas (1 x 10° ufc/ml). Se dejé en incubacién durante 48
horas a 25°C, empleando cinco réplicas cada vez. Al final de
este periodo se midié la dureza del tubérculo. Los tubérculos
degradados aparecen de textura blanda. Como control
positivo se tomé un aislamiento de P. fluorescens que en
estudios preliminares habia presentado resultados positivos
para esta prueba.

Tratamiento estadistico de los datos

Se realizaron diferentes pruebas estadisticas como la suma
del rango de Wilcoxon y el analisis de varianza y prueba de
Duncan. Asi mismo se trazaron curvas de regresion
logaritmica y se utilizaron coeficientes de correlacion para
analizar tos datos. Los efectos fueron considerados signifi-
cativos si P < 0,05; débilmente significativos si 0,05 <P < 0,1
y no significativos si P > 0,1. Los recuentos de ufc fueron
transformados a logqy para disminuir las variaciones entre
poblaciones y permitir la inclusién de valores de cero ufc
(Campbell, 1989; De la Cruz et al, 1992; Glandorf et al.,
1994; Miller, 1989).

RESULTADOS

Caracteristicas de los pigmentos fluorescentes en
el medio King B

El color, la intensidad y el tiempo de permanencia de la
fluorescencia obtenida con algunas cepas de referencia en
los medios King B evaluados, no se comportaron de acuerdo
con lo descrito en la literatura (King et al.,, 1954; Merck,
1994). Por esta razén se realizé la modificacion mencionada
al medio de cultivo, la cual nos permitié obtener un mejor
patron de fluorescencia de las cepas de referencia y las
cepas nativas aisladas.

En el medio King B modificado, los pigmentos fluores-
centes en luz ultravioleta presentaron diferentes patrones
que variaron del azul claro a un verde amarillento intenso.
Algunos aislamientos producen un pigmento café después
de las 72 horas de incubacion (datos no publicados).

Efecto de larizosfera y/o el rizoplano sobre el
namero de pseudomonas fluorescentes presentes
en cultivos de papa

Este estudio considerd las areas de rizoplano y rizosfera de
acuerdo con la metodologia de Lemanceau et al. (1995).
Esto supone la definicion de rizosfera como el suelo unido a
la raiz, y el rizoplano como el suelo sobre la superficie de las
raices. El presente trabajo no mostré diferencia
estadisticamente significativa entre el rizoplano vy la rizosfera
en términos de la diversidad y cantidad de pseudomonas

fluorescentes aisladas. La unica excepcion se dio cuando
la estrategia de rotacién de cultivos fue papa-maiz (figura

1).

Influencia de las préacticas de cultivo en el nimero y
diversidad de pseudomonas fluorescentes

En este estudio se analiz6 el efecto de la especie de papa y
la edad del cultivo sobre el niumero y/o la diversidad de
pseudomonas fluorescentes a nivel rizosférico o de
rizoplano. Los resultados obtenidos no mostraron diferencia
estadisticamente significativa como resultado de las
variables mencionadas en términos de la diversidad o can-
tidad de tas pseudomonas aisladas.

En este trabajo se analizdé la influencia de tres
sistemas de rotacion de cultivo diferentes sobre la
cantidad de pseudomonas fluorescentes presentes en
cada muestra. Las clases de rotacion de cultivo
analizadas fueron papa-pasto, papa maiz y papa (S.
tuberosum) - papa criolla (S. phureja). La figura 1 muestra
el efecto de cada estrategia de rotacion sobre las
poblaciones de pseudomonas fluorescentes a nivel
rizosférico y de rizoplano. La estrategia papa-maiz mostro
diferencias estadisticamente significativas (p = 0,001) en
la cantidad de pseudomonas fluorescentes aisladas a
nivel de la rizosfera, pero a nivel del rizoplano no presenté
diferencias en las muestras analizadas.

Log UFCig raiz

Papa-pasto

Papa-man

S ol -5 plasr

Figura 1. Efecto de diferentes estrategias de rotaciéon de
cultivos en la poblacion de pseudomonas fluorescentes
presentes a nivel cie rizosfera y rizoplano de plantas de
papa (S. tuberosum y S.phureja).

Diversidad de pseudomonas fluorescentes
Con el animo de conocer la diversidad de pseudomonas
fluorescentes, propia de las zonas de cultivo analizadas, se

caracterizaron taxondmicamente 224 colonias fluorescentes
aisladas en el medio de cultivo King B modificado. Las colo-
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nias se seleccionaron de todas las muestras de raiz reco-
lectadas durante el presente estudio. Un promedio de 5 co-
lonias por muestra fueron analizadas; se obtuvieron 114
aislamientos provenientes de rizosfera y 110 de rizoplano.

La presencia de las enzimas catalasa y oxidasa son ca-
racteristicas diagnésticas para las pseudomonas
fluorescentes. Los aislamientos seleccionados fueron posi-
tivos para catalasa y todos (excepto 10) fueron positivos
para la prueba de oxidasa. En ese contexto, 214 aislamien-
tos (catalasa y oxidasa positivos) fueron identificados por el
sistema comercial APl 20 NE de BioMerioux. La figura 2
indica la baja diversidad encontrada a nivel de rizosfera y
rizoplano en las muestras de suelo provenientes de cultivos
de papa analizadas en este estudio. P. fluorescens fue la
especie mas distribuida en la rizosfera (80,7%) y el rizoplano
(82,7%), seguida por P. aureofasciens (11,4% en la rizosfera
y 12,7 en el rizoplano) y P. pulida con unicamente una colo-
nia (0,9%) en la rizosfera. No hay diferencias significativas
en términos de la diversidad encontrada en ambas zonas
radicales (ver figura 2).

El sistema de identificacion API 20 NE produce un por-
centaje de identificacion para cada aislamiento analizado.
Este porcentaje esta relacionado con el grado de certeza
que se tiene de que el grupo taxonémico asignado para
cada cepa es el correcto. De todos los aislamientos selec-
cionados, 211 fueron correctamente identificados por el sis-
tema como pseudomonas fluorescentes: 40 presentaron un
porcentaje de identificacion entre 63 y 70%; 25 tuvieron un
porcentaje de identificacion entre 70 y 90% y 146 entre 90 y
100%. Los aislamientos con un porcentaje de identificacion
por debajo de 90% fueron confirmados por las pruebas de
acidificacion de la xilosa y de asimilacion del sorbitol de
acuerdo con lo sugerido por BioMeriuoux Co. Las pruebas
mencionadas confirmaron la identificacion taxondmica ob-
tenida por el sistema API 20 NE.

Porcentaje (%) de
pseudomonas
fluorescentes 30

04 ) 4 / Rizoplano
T — & Rizosfera

P fluorescens

P oxidasa neg
No |
identificadas |

Figura 2. Porcentaje de la presencia de las diferentes
especies de pseudomonas fluorescentes a nivel de
rizosfera y rizoplano de plantas de papa.
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Antagonismo in vitro de P. fluorescens contra R.
Solani

Se obtuvo diferencia significativa a nivel del 5% (P < 0,0001)
entre los diferentes aislamientos en relacion con su efecto
sobre el crecimiento de Rhizoctonia solani. En la tabla 1 se
puede observar dicho comportamiento, el cual define seis
grupos diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey, aun-
que a nivel practico se pueden ubicar tres grupos diferen-
tes: aislamientos que presentaron mayor porcentaje de in-
hibicién de crecimiento del hongo IBUN-Pfl-060, IBUN-Pfl-
033 y IBUN-Pfl-029; los aislamientos que afectaron media-
namente el crecimiento del patégeno IBUN-Pfl-062, IBUN-
Pfl-025, IBUN-Pfl-078, IBUN-Pfl-102 y IBUN-Pfl-066; y los
aislamientos IBUN-Pfl-030, IBUN-Pfl-063 y IBUN-Pfl-096,
que no afectaron el crecimiento del patégeno con 0% de
inhibicién del crecimiento, aunque vale mencionar que es-
tos aislamientos vieron afectadas caracteristicas
morfolégicas como intensidad de coloracién de la colonia.

Respecto a la prueba de degradacion del tubérculo, nin-
guno de los aislamientos de P. fluorescens evaluados pre-
sentaron resultados positivos para esta prueba, lo cual con-
firma que al menos para estos aislamientos no hay riesgo
de que se desarrolle el efecto de pudriciéon de los tubércu-
los en condiciones de almacenamiento.

ANALISIS

La distribucion de pseudomonas fluorescentes ha sido es-
tudiada desde diferentes angulos. Sin embargo, la mayoria
de estos estudios han sido realizados en paises templados
(Lemanceau et al., 1995; Loper and Lindow, 1994;
Raaijmakers et al, 1997) donde la dinamica estacional de
temperatura, humedad, practicas de cultivo y precipitacion,
entre otros, son muy diferentes cuando las comparamos
con paises tropicales. Esta situacién genera un interés es-
pecial en comprender la composicién y diversidad de
pseudomonas fluorescentes en campos de cultivo de papa
de un pais tropical como Colombia. Ademas de lo mencio-
nado anteriormente, muy pocos trabajos han sido realiza-
dos en condiciones de campo (Lemanceau et al., 1995),
donde el comportamiento poblacional de las pseudomonas
es diferente en comparacion con las condiciones de inver-
nadero.

El tratamiento dado a las zonas de rizosfera en este tra-
bajo, supone una estrecha relacion entre el suelo de sopor-
te y el sistema de la raiz de la planta. Esto es importante si
tenemos en cuenta que la composicion de la microflora a
nivel de la rizosfera y el rizoplano es considerada como un
gradiente de microorganismos desde el borde de la raiz
hasta el extremo externo de la rizosfera, y por tanto este
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Tabla 1. Prueba de inhibicién de crecimiento de Rhizoctonia solani in vitro y de la capacidad de degradacion
de tubérculos de papa por parte de algunos aislamientos de Pseudomonas fluorescens

Aislamientos P fluorescens

Porcentaje de inhibicion (%)

Prueba de degradacion en papa

IBUN-Pfl-060 80 a'
IBUN-PfI-033 79a
IBUN-Pfl-029 77 a
IBUN-PfI-066 69 b
IBUN-Pfl-102 53¢
IBUN-PfI-078 43c
IBUN-Pfl-025 22d
IBUN-Pfl-062 10e
IBUN-PfI-030 of
IBUN-Pfl-063 of
IBUN-PfI-096 of
E. coli (DH5alfa) of
Control neg. antagonismo of
Control pos. degradacion ND

ND?
Negativo
ND
ND
ND
ND
Negativo
Negativo
ND
Negativo
Negativo
Negativo
ND
Positivo

2 ND: No determinado.

! Aislamientos con letras diferentes poseen una diferencia estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba de Tukey.

gradiente es dependiente del exudado radicular (Frioni, 1990;
Lemanceau et al, 1995; Lynch, 1990; Harvey et al.,1993).

De acuerdo con lo anterior, el microhabitat especifico y
por consiguiente la composicion y actividad de los
microorganismos a nivel rizosférico deben estar principal-
mente determinados por los exudados secretados por la
planta (Frioni, 1990; Lemanceau et al., 1995; Lynch, 1990)
y algunas condiciones fisicas y quimicas del suelo como
materia organica, pH, humedad y nutrientes minerales
(Campbell, 1987; Harvey et al., 1993). Dentro de este con-
texto algunos autores sugieren que la especie, linea o culti-
var, sembrada en un cultivo (Campbell, 1987; Lemanceau
et al., 1995; Miller et al.,1989; Harvey et al.,1993) y la edad
de la planta (Campbell, 1987; Darbyshire and Greaves, 1976;
Foster, 1986; Harvey et al., 1993) son dos variables vegeta-
les que deben ser consideradas, cuando se pretende expli-
car la estructura, composicion y actividad microbiana de la
rizosfera y el rizoplano. Tal efecto se explica por los cam-
bios nutricionales de sus exudados radiculares como con-
secuencia de las diferencias en la fisiologia vegetal (Harvey
et al., 1993).

En este trabajo, contrario de lo esperado, no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
poblaciéon de pseudomonas fluorescentes, cuando se ana-
lizaron las muestras provenientes de dos especies de papa
(S. tuberosum con 6,25 Log ufc/g raiz y S. phureja con 5,75
Log UFC/g raiz), ni cuando se evaluaron éstas a diferentes

edades post-siembra. Tales resultados podrian ser explica-
dos por el uso intensivo de insumos agricolas en la zona de
estudio, los cuales pueden alcanzar hasta 18 aplicaciones
por ciclo vegetativo, Unicamente para el control de hongos
e insectos. Segun lo sugerido por Bolton et al.(en Harvey et
al.,1993), un exceso de pesticidas puede llegar a modificar
las poblaciones microbianas a nivel rizosférico,
homogeneizando dichas poblaciones, contrarrestando asi
el posible efecto de las diferencias en los exudados
radiculares.

En el presente trabajo se encontrd una baja diversidad
de pseudomonas fluorescentes a nivel de la raiz de las plan-
tas de papa evaluadas, registrandose la predominancia de
P. fluorescens en mas del 80% de las muestras. Resultados
similares, donde se muestra el efecto de las especies vege-
tales en la seleccién de un tipo especifico de microorganis-
mo a nivel rizosférico (Harvey et al., 1993) o donde predo-
mina una especie de pseudomonas fluorescentes de acuer-
do con el tipo de planta, han sido previamente reportados
(Lemanceau et al., 1995). Lemanceau y colaboradores
(1995) observaron que en las raices de plantas de lino usual-
mente predomina P. putida, mientras que en plantas de to-
mate, P. fluorescens es la especie mas importante. Cabe
recordar que tanto el tomate como la papa pertenecen a la
familia taxonémica licopersisidae, lo cual sugiere que su
cercania evolutiva tiene alguna incidencia en el tipo de
exudados radiculares, de tal forma que les permita selec-
cionar la misma especie de pseudomonas fluorescentes.
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Sin embargo, se deben realizar estudios mas detallados para
poder demostrar tal hipotesis.

La importancia de conocer la predominancia de P.
fluorescens en la rizosfera de papa reside en que esto nos
permite dirigir los esfuerzos de busqueda de pseudomonas
fluorescentes que favorezcan el crecimiento de los cultivos
de papa (Loper et al.,, 1994) a cepas o0 consorcios
bacterianos ricos en P. fluorescens que puedan establecer
una asociacion exitosa a nivel de la raiz, con estas plantas
(Harvey et a/., 1993).

La rotacion de cultivos es una practica agricola muy co-
mun en los programas de manejo integrado de plagas en
los paises tropicales, donde no existen restricciones esta-
cionales para la siembra del suelo durante todo el afio. En
este contexto, un buen disefio de rotacion de cultivos per-
mite mantener la productividad del suelo a través del tiem-
po. Desde el punto de vista microbioldgico, el principal efec-
to de la rotacion consiste en la renovacion de la microflora
benéfica del suelo (Geels and Schippers, 1983). Los resul-
tados obtenidos en este estudio demuestran que hay un
incremento en la poblacion de pseudomonas fluorescentes
aisladas en los cultivos de papa, a nivel de la rizosfera, cuan-
do éstos estan dentro de la estrategia de rotacion maiz-
papa (ver figura 1).

La capacidad del maiz para mantener una mayor pobla-
cion de pseudomonas fluorescentes a nivel de la rizosfera
en comparacion con el pasto, ha sido previamente sugerida
por Miller et al., (1989) quien encontré de dos a seis veces
mas pseudomonas fluorescentes en dos cultivariedades de
maiz al compararlas con dos lineas de pasto (Poa pratense),
aunque cabe mencionar que tal estudio no involucrd ningun
tipo de analisis dentro de las estrategias de rotacion de cul-
tivo.Por otra parte es conocido que las poblaciones de P.
fluorescens pueden persistir en suelo no rizosférico duran-
te el tiempo comprendido por una estacion de siembra
(Bahme and Schroth, 1987; Harvey et al., 1993). Ademas
de esto, Stroo et al, (1988) (en Harvey et al., 1993) com-
probé que Pseudomonas sp. introducidas dentro de resi-
duos de cebada, poseen la capacidad de colonizar las rai-
ces de un cultivo de trigo de invierno, demostrando asi que
las bacterias que colonizan residuos de un cultivo anterior
pueden también colonizar el siguiente cultivo.

Los trabajos mencionados dan algunas ideas de las po-
sibles razones por las cuales se encontré un mayor numero
de aislamientos de P. fluorescens en los cultivos de papa
que presentaban la estrategia de rotacién maiz-papa, en
comparacion con las rotaciones papa-pasto o papa-papa.
Este hallazgo tiene grandes implicaciones sobre los culti-
vos agricolas en los suelos tropicales, debido a que supone
que un disefio adecuado de rotacion de cultivos nos permi-
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tiria establecer la permanencia de microfauna benéfica en
los suelos de cultivo. Dicha microfauna eventualmente po-
dria ayudar a suprimir algunas de las enfermedades causa-
das por fitopatdégenos del suelo, lo cual mejoraria el rendi-
miento de los cultivos.

De los 11 aislamientos de Pseudomonas fluorescens
probados, 8 (el 72,7%) mostraron la capacidad de inhibir
significativamente el crecimiento de . solani in vitro. Se-
gun reportes previos de P. fluorescens contra R. Solani, este
efecto de inhibicion esta determinado por la produccién de
sustancias antimicrobianas que pueden ser del tipo
pyrrolnitrin (Howell and Stipanovic 1978; De Freitas and
Germida, 1991; Cartwright et al., 1995; Kirner et al.,1998),
fenazinas, PCA, pyoluteorin y 2-4 diacetilfluoroglucinol
(Thomashow et al., 1990; Cartwright and Benson, 1995;
Rodriguez and Pfender, 1997).

De acuerdo con 'o indicado en la tabla 1, el nivel de inhi-
bicion de crecimiento del patdgeno fue diferente entre los
aislamientos. Esta variabilidad en la respuesta de inhibicién
parece ser una caracteristica tipica para la especie, como
lo sugiere el trabajo de Cartwrigth y Benson (1995), quie-
nes encontraron la misma variabilidad en 10 aislamientos
de P. fluorescens sobre cepas de R. solani. De esta forma
tal variabilidad pudo presentarse por produccion de dife-
rentes sustancias antimicrobianas o diferente cantidad de
ellas en cada uno de los aislamientos, que no pueden ser
detectadas con la técnica de antagonismo empleada. Por
otra parte, caracteristicas como la composicién del medio
de cultivo pueden afectar de forma diferente la expresion
de tales antibidticos entre los aislamientos (Douglas y
Guterson, 1986; Rosales et al., 1995).

Segun lo reportado por Lewis y Papavizas (1985) y Millus
y Rothrock (1997), existe poca o ninguna correlacion entre
el comportamiento mostrado in vitro y la habilidad para re-
ducir o evitar la enfermedad en invernadero o en campo.
Esto puede ser explicado ya que la produccién de una sus-
tancia antimicrobiana solo es uno de los factores necesa-
rios para lograr el establecimiento de una relacion antago-
nista exitosa a nivel rizosférico. Sin embargo, estudios de
este tipo permiten conocer caracteristicas intrinsecas de
los aislamientos que pueden ser de interés agrondmico y/o
biotecnologico, toda vez que se estan mostrando alternati-
vas para el manejo de agentes fitopatdgenos de interés
agricola en una gran variedad de cultivos.

CONCLUSIONES
En el presente estudio no se encontrd ningun efecto en tér-

minos de la diversidad y riqueza de pseudomonas
fluorescentes, en las diferentes zonas evaluadas, cuando
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se analizaron variables como edad del cultivo, especie de
papa y otras no mencionadas, como altura sobre el nivel
del mar y temperatura.

Los resultados encontrados sugieren que la rotacion de
cultivos es una variable importante al momento de determi-
nar la riqueza de las poblaciones de pseudomonas
fluorescentes en el cultivo de papa. Entre los tratamientos
analizados, la rotacién maiz-pasto favorece la presencia de
las poblaciones de pseudomonas en comparacion con otras
estrategias de rotacion. Esta caracteristica tiene implica-
ciones significativas dentro de la estrategia de manejo inte-
grado de las plagas del cultivo.

Existe muy poca diversidad de pseudomonas fluores-
centes en los cultivos de papa analizados, encontrandose
que mas del 80% de los aislamientos caracterizados
taxondmicamente corresponden a la especie Pseudomona
fluorescens. Tal caracteristica se puede dar por una selec-

cién poblacional asociada con la rizosfera de las especies
de papa analizadas, mediante una seleccion artificial por
efecto del uso intensivo de productos quimicos en las prac-
ticas de cultivo de la papa.

Finalmente, algunos aislamientos presentaron una bue-
na capacidad de inhibicion del crecimiento de R. solani en
condiciones in vitro, lo cual si bien no permite asumir una
aplicacion de estos aislamientos para el manejo de la plaga
en campo, si son indicativos del potencial biocontrolador de
la especie aplicados como comunidades bacterianas, ce-
pas o subproductos de éstas.
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