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RESUMEN

En Uruguay, las leguminosas forrajeras juegan un rol importante en la produccion agropecuaria. Pérdidas
importantes en su establecimiento son causadas por la enfermedad conocida como damping-off. Investigacio-
nes conducidas en el Laboratorio de Ecologia Microbiana del IIBCE, han llevado a la seleccion de cepas nativas
de Pseudomonas fluorescentes que controlan fitopatégenos de los géneros Pythium y Rhizoctonia, tanto in
vitro como in vivo en plantas de Lotus corniculatus (lotus) y Medicago sativa (alfalfa). Se caracterizaron los
mecanismos antagonicos de dichas bacterias, detectandose la produccion de acido cianhidrico, siderdforos,
antibidticos, biosurfactantes y exoproteasas. Se estudid la interaccion con cepas de rizobio, observandose que
la presencia de las Pseudomonas no afecté parametros relacionados con la simbiosis, tales como peso seco de
las plantas, tasa de nodulacion y colonizacion rizosférica. Ensayos realizados en condiciones de campo mostra-
ron efecto protector del damping-off de tres cepas de P. fluorescens utilizadas, en las condiciones experimenta-
les en que se produjo enfermedad. Se seleccioné un medio de cultivo adecuado para la produccion de biomasa
bacteriana a escala industrial y se observo que la turba estéril es apta como soporte para la formulacién de un
inoculante que mejore el establecimiento de las pasturas utilizando una tecnologia no agresiva para el ambiente
como es el control biolégico.
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SUMMARY

SELECTION OF NATIVE FLUORESCENT Pseudomonas
FOR THE CONTROL OF PASTURE SEEDLING DISEASES

In Uruguay, forage legumes play an important role in farming production. Important losses in their establish-
ment are caused by damping-off disease. Research conducted in the Laboratory of Microbial Ecology of the
IIBCE, has led to the selection of native fluorescent Pseudomonas strains that control plant pathogens of the
genera Pythium and Rhizoctonia, in vitro and in vivo in Lotus corniculatus (lotus) and Medicago sativa (alfalfa)
plants. Antagonistic mechanisms of these bacteria were characterized, and production of cyanide, siderophores,
antibiotics, biosurfactants and exoproteases was detected. The interaction with rhizobial strains was studied,
and it was observed that the presence of Pseudomonas did not affect symbiosis-related parameters such as
plant dry weight, nodulation rate and rhizospheric colonization. Assays under field conditions showed damping-
off protection by the three P. fluorescens strains used, in experimental conditions conducive for disease. A
culture media adequate for industrial scale biomass production was selected and it was observed that sterile
peat is apt as a carrier for the formulation of an inoculant for improving pasture establishment using an
environmentally friendly technology as biological control.
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INTRODUCCION

En Uruguay las leguminosas forrajeras juegan un rol
importante en la produccidn agropecuaria, siendo la prin-
cipal fuente de alimento de alta calidad para el ganado. Su
capacidad para fijar nitrégeno atmosférico, en asociacion
simbidtica con rizobio, contribuye a la sustentabilidad de
las rotaciones de cultivos con pasturas. Sin embargo, pér-
didas importantes en su establecimiento son debidas a
patogenos del suelo, principalmente hongos, responsa-
bles de la baja persistencia y disminucion en su rendimien-
to. El damping-off de pre- y pos- emergencia es una de las
principales enfermedades y es causada por integrantes de
los géneros Pythium, Rhizoctonia y Fusarium. General-
mente, dicha enfermedad no puede ser evitada mediante
rotaciones de cultivos ni el desarrollo de variedades vege-
tales resistentes (Altier, 1996; Altier, 2000).

En los Gltimos afios, las Pseudomonas fluorescentes
han recibido mucha atencién como agentes de control bio-
ldgico para la supresion de microorganismos patdgenos
de raiz, mejorando el crecimiento vegetal y el rendimiento
de los cultivos (Weller, 1988; Weller et al., 2002).

En esta revision se presentan resultados de investiga-
ciones del Laboratorio de Ecologia Microbiana del 1IBCE,
juntoal INIAyalaUdelaR, orientados a la seleccion de cepas
nativas de Pseudomonas fluorescentes para el control de
enfermedades de implantacion de leguminosas forrajeras. Se
describen las etapas de aislamiento, seleccidn y caracteriza-
cion de las cepas, y de formulacién de un inoculante con el
objetivo de mejorar el establecimiento de las pasturas utili-
zando una tecnologia no agresiva para el ambiente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de agentes de control bioldgico

En Uruguay no se cuenta con registros de suelos
supresivos para enfermedades de implantacion, por lo que
las Pseudomonas fluorescentes fueron aisladas a partir de
plantas sanas de Lotus corniculatus (lotus) y Medicago
sativa (alfalfa). Las plantas de lotus fueron colectadas en
dos regiones diferentes de Uruguay: Colonia y
Tacuarembd, mientras que las de alfalfa fueron colectadas
también en Paysand. Se sembraron suspensiones de suelo
rizosférico en un medio de cultivo deficiente en Fe(l11) y se
seleccionaron aquellas colonias bacterianas que
fluorescian bajo luz UV. Se obtuvieron 541 aislamientos a
partir de lotus y 703 a partir de alfalfa (Bagnasco et al.,
1998; Yanes et al., 2004).

Seleccion de cepas antagonistas

Antagonismo in vitro

La seleccidn de aislamientos capaces de inhibir el creci-
miento in vitro de fitopatdgenos fue realizada mediante
ensayos de cultivo dual. Se evalud la capacidad de los 541
aislamientos obtenidos de lotus para inhibir el crecimiento
de Pythium ultimum y Rhizoctonia solani, en dos medios
de cultivo diferentes. EI 12% mostré efectos antagonicos
disminuyendo o deteniendo el crecimiento fingico de
P. ultimum. Sin embargo, s6lo un 0,25% y un 5% de los
aislamientos obtenidos de Colonia y Tacuarembd, respec-
tivamente, inhibieron el crecimiento de R. solani (Bagnasco
etal., 1998).

La capacidad de los aislamientos de alfalfa para
antagonizar una cepa de Pythium debaryanum se eva-
lu6 en medio minimo para Pseudomonas (Loper, 1988).
Un 11.2% de la coleccion mostrd halos de inhibicion
superiores a 3mm, correspondiendo un 8.3% a aislamien-
tos provenientes de Tacuarembd. Estos aislamientos
provenian de suelo con historia de campo natural, mien-
tras que el resto de la coleccion provenia de suelos con
historia de alfalfa.

Antagonismo in vivo

Los 20 aislamientos de lotus seleccionados por pre-
sentar actividad antagonica in vitro fueron caracteriza-
dos por su actividad biocontroladora in vivo, en ensa-
yos realizados en macetas con suelo natural y bajo con-
diciones controladas. Tres cepas -UP61, UP143y UP148-
mostraron los mejores resultados: UP61 redujo de 47,4%
a 2,4% la infeccion causada por P. ultimum y UP148
redujo de 34,4% a 10,7% la enfermedad causada por R.
solani (Bagnasco et al., 1998).

Los aislamientos de alfalfa que mostraron actividad
inhibitoria in vitro, junto con los que presentaban genes
para la biosintesis de antibioticos (ver més adelante),
fueron analizados in vivo bajo condiciones controladas
para evaluar la capacidad de controlar el damping-off
causado por P. debaryanum. De los 101 aislamientos
evaluados, cinco -aT688, aT633, aP271, aP388 y aC119-
mostraron capacidad protectora de alfalfa. También fue
evaluada la capacidad de promocién directa del creci-
miento de alfalfa en ausencia del patdégeno, donde se
destacaron cuatro de los cinco aislamientos anteriores
(Yanes et al., 2004).
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Caracterizaciéon de los aislamientos
seleccionados

Clasificacion taxon6mica

La identificacion fenotipica de los aislamientos de lotus
fue realizada mediante el sistema Oxi/Ferm Tubes Il (Roche)
y ensayos de arginina dihidrolasa y gelatinasa, y la de los
aislamientos de alfalfa por el sistema APl 20NE
(Biomerieux). De esta forma se pudo determinar que los
aislamientos seleccionados pertenecen a la especie
Pseudomonas fluorescens (Bagnasco et al., 1998; Yanes
etal., 2005).

Mecanismos antagonicos

Los mecanismos por los cuales las Pseudomonas
fluorescentes ejercen su efecto benéfico para las plantas
involucran la produccién de diversos metabolitos
microbianos que incluyen siderdforos, antibioticos y com-
puestos volatiles como el HCN (Thomashow and Weller,
1996; Weller et al., 2002). En condiciones de ausencia de
hierro, estas bacterias producen siderdforos que secues-
tran las trazas de Fe(lll) en el suelo y le sustraen este
elemento a microorganismos rizosféricos deletéreos
(Buysensetal., 1996). La produccion de antibiéticos como
mecanismo para controlar diversos fitopatégenos ha sido
ampliamente demostrada. En particular, entre las
Pseudomonas fluorescentes ha sido descripta la produc-
cion de 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG), pioluteorina (PIt),
pirrolnitrina (Prn), derivados de la fenazina (Phz) y
biosurfactantes (Thomashow and Weller, 1996; Stanghellini
and Miller, 1997). Enzimas liticas que degradan las pare-
des de hongos estan involucradas también en el control
bioldgico de ciertos fitopatdgenos (Fridlender et al., 1993).

Se observé que la producciéon de compuestos
antifungicos por las cepas seleccionadas no depende de
la concentracion de hierro en el medio, por lo que los
siderdforos no estarian involucrados en su actividad an-
tagdnica. Se evalu6 la produccién de &cido cianhidrico,
utilizando acido picrico como indicador. Las cepas UP61,
UP143, UP148,aC119,aP271y aP388 producen HCN, y se
observé que las cepas de alfalfa inhiben a P. debaryanum
por medio de compuestos volatiles. En ensayos utilizando
un medio de cultivo sélido conteniendo leche, se determi-
no que las cepas de lotus y aP388, aT633 y aT688 de alfalfa
liberan exoproteasas, produciendo un halo de hidrdlisis
en dicho medio (Bagnasco et al., 1998; Yanes et al., 2005).

Se buscd en estas cepas la presencia de genes
biosintéticos para los cuatro antibiéticos mas comunes
en Pseudomonas fluorescentes. Mediante PCR y utilizan-

do cebadores especificos para enzimas clave de las rutas
biosintéticas, se detectaron los genes responsables para
lasintesis de DAPG, Plty Prn en la cepa UP61. La produc-
cién de estos tres antibidticos en cultivos de dicha cepa
fue detectada posteriormente por HPLC (De La Fuente et
al., 2004). Por otra parte, menos del 5% de los aislamientos
de alfalfa mostré la presencia de alguno de estos genes.
Solamente P. fluorescens aP388 present genes para la sin-
tesis de Phz, mientras que todos los aislamientos, excepto
aT688, fueron capaces de producir biosurfactantes.

En el caso de P. fluorescens UP143 y UP148, no se logré
amplificar por PCR las secuencias buscadas, indicando que
estas cepas producen antibiéticos diferentes a los
descriptos previamente. Para aislar y posteriormente iden-
tificar estos compuestos se realizaron extracciones orga-
nicas a partir de sobrenadante de cultivo de las bacterias.
El antibidtico producido por la cepa UP148 fue purificado
y parcialmente caracterizado por técnicas
espectroscopicas, observandose que es un derivado de la
fenazina no descripto anteriormente, con un grupo
hidroxilo y otro metanocarboxilo como sustituyentes
(Bagnasco, 1997). Mediante mutagénesis generalizada, se
obtuvieron derivados de esta cepa incapaces de inhibir a
P. ultimumy con capacidad reducida para producir el anti-
biodtico y otros factores antifingicos. En experimentos in
vivo, se observd que la actividad biocontroladora de la
cepa UP148 es resultado de la combinacién de mdltiples
factores antifingicos que protegen las plantas de lotus de
lainfeccién causada por el patdgeno (Bajsa, 2000). Actual-
mente se esta trabajando en la caracterizacion del antibio-
tico producido por la cepa UP143, que probablemente tam-
bién tenga una estructura quimica aun no descripta.

Interacciones Pseudomonas- rizobio

Para la aplicacion practica de estos resultados, cepas
de rizobio y Pseudomonas deberian ser inoculadas simul-
taneamente en semillas de leguminosas, por lo que es im-
portante considerar las interacciones entre estas dos bac-
terias. Se evalud el efecto de la inoculacion con las cepas
aisladas de lotus sobre la simbiosis de especies de rizobio
con lotus, alfalfa y trébol blanco (Trifolium repens). Se
consideraron diferentes parametros incluyendo la inhibi-
cién in vitro de rizobio por Pseudomonas, el peso seco de
la parte aérea de las plantas, la tasa de nodulacién y la
colonizacion radicular de ambas bacterias. Las cepas P.
fluorescens UP61, UP143 y UP148 presentaron actividad
antagonica frente a cepas de Mesorhizobium loti y
Sinorhizobium meliloti Unicamente en medios de cultivo
con baja concentracion de hierro. Ademas, una mutante
de la cepa UP148 deficiente en la produccion de sideréforos
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no afectd el crecimiento de cepas de rizobio, sugiriendo
que estos quelantes de hierro son responsables de la inhi-
bicion observada in vitro. Sin embargo, la presencia de
Pseudomonas no afecté los otros parametros estudiados
relacionados a la simbiosis (De La Fuente et al., 2002).

Las Pseudomonas fluorescentes son capaces de colo-
nizar rapiday agresivamente el sistema radicular, lo que las
hace excelentes candidatas como agentes de control bio-
l6gico. Experimentos de colonizacién rizosférica por Pseu-
domonas y rizobio demostraron que mientras las poblacio-
nes de Pseudomonas disminuyeron significativamente a
lo largo del tiempo, independientemente de la presencia de
rizobio, las poblaciones de este Gltimo se mantuvieron siem-
pre constantes. Contrastes entre tratamientos co-inocula-
dos y tratamientos inoculados sélo con una cepa de Pseu-
domonas, mostraron que el nimero de UFC de éstas/g de
raiz en plantas co-inoculadas es igual o significativamente
mayor que en los controles sin rizobio (De La Fuente et al.,
2002).

Ensayos en campo

Con el objetivo de evaluar la efectividad de las cepas de
Pseudomonas fluorescens UP61, UP143 y UP148 para con-
trolar enfermedades de implantacion en lotus o alfalfa en
condiciones de campo, se instalaron 20 ensayos en dos
estaciones experimentales del INIA 'y en la EEMAC (Fa-
cultad de Agronomia, UdelaR). Los tratamientos con las
cepas de P. fluorescens tuvieron un comportamiento inter-
medio respecto al testigo y al tratamiento con fungicida.
Sin embargo, a pesar de la gran variabilidad observada,
hubo efecto protector del damping-off de las tres cepas de
P. fluorescens utilizadas, en las condiciones experimenta-
les en que se produjo enfermedad. Las poblaciones
rizosféricas de P. fluorescens de cada tratamiento descen-
dieron significativamente a lo largo del tiempo, mientras
que las de rizobio permanecieron constantes (Quagliotto
etal., 2004).

Formulacion de un inoculante

La supresion de enfermedades de implantacion causa-
da por patogenos del suelo requiere la introduccién de
bacterias biocontroladoras en altas densidades. La aplica-
cion comercial de Pseudomonas fluorescentes sélo es
posible si la produccion de biomasa bacteriana se realizaa
bajo costo, lo cual excluye el empleo de medios de labora-
torio. Se evaluo6 el crecimiento de la cepa P. fluorescens
UP148 en varias escalas, utilizando diversos medios de
cultivo. Se selecciond un medio (M2G), con glicerol como
fuente de carbono y extracto de malta y de levadura como
fuente de nitrégeno, como el méas adecuado para la pro-

duccioén de biomasa bacteriana a escala industrial. En este
medio no se observo produccidn de &cido cianhidrico por
la cepa UP148, pero si la produccién del antibiético
fenazinico. El efecto protector de plantulas de lotus frente
alainfeccién causada por P. debaryanum, en condiciones
controladas, resulté ser independiente del medio de culti-
vo utilizado para crecer el indculo bacteriano y de la pro-
duccion del antibidtico en el mismo (Quagliotto et al., 2004).

La formulacion de un producto de biocontrol debe ser
compatible con los requerimientos del microorganismo y
las précticas agricolas. En nuestro pais existe una amplia
experiencia en el uso de turba como soporte para
inoculantes de rizobio. Ensayos de sobrevivencia mostra-
ron que cepas de Pseudomonas fluorescentes se mantu-
vieron en poblaciones del orden de 10° por gramo de turba
luego de 6 meses de inoculadas y conservadas a 4° C
(Bagnasco et al., 1998). Estos resultados indican que un
inoculante utilizando turba estéril como soporte podria ser
desarrollado para mejorar el establecimiento y rendimiento
de las leguminosas forrajeras.
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