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RESUMEN

Fue evaluado el efecto del tratamiento de semillas
de algodon con Pseudomonas spp. fluorescentes para el
control de Rhizoctonia solani. Primeramente se seleccio-
naron 67 cepas de Pseudomonas para inocular semillas
de algodon de lavariedad Precoce-1. Lassemillas fueron
sumergidas en suspensiones bacterianas (10° células/ml)
preparadas en solucion de MgSO, 0. IM y posteriormente
sembradas en bandejas con suelo sin esterilizar e
infectado con el patégeno (cepa RS-4), en densidad de 50
mg de sustrato(arroz) colonizado/ kg de suelo.

La evaluacion de la intensidad de la enfermedad se
realizo a los 10 dias después de la siembra, utilizandose
una escala de valores de 0 a 4, donde 0 = sin sintomas
v 4 = maximo de sintomas.

Los cepas de Pseudomonas P-8, CR-27, CB-38,
CB-33 v P-5, fueron mas eficaces en el control de los
cepas de R. solani ( RS-4, RS-5 y R&-6), con densidades
de inoculos de 50, 100y 150 mg/kg de suelo. La cepa
CB-33 ejercio mayor biocontrol que la cepa RS-4 del
Jitopatogeno, asi como las cepas CB-38 y CR-27,
controlaron las cepas RS-5 y RS-6 respectivamente.

Las cepas  bacterianas presentaron mayores
niveles de control que el fungicida Quintozene en todas
las condiciones.

SUMMARY

The effect of cotton seed treatment with fluorescent
Pseudomonas spp. isolates was evaluated for Rhizocto-
nia solani control. In a preliminary screening 67 isolates
were tested. Cotton seeds, cv. Precoce-1, were immersed
in to the bacterial suspensions (10° cells/ml), prepared in
0,1M MgSO, solution and then sown in trays containing
non-sterilized soil previously infected with the pathogen
(RS-4 isolate), at a density of 50 mg of substrate (coloni-
zed rice)/kg of soil. The evaluation of disease intensity
was carried out after 10 days, using a grade scale firom 0
to 4 (0 = without symptoms and 4 = maximum of
symptoms).

The Pseudomonas isolates P-8, CR-27, CB-38, CB-
33 and P-3, showed best disease control and were
evaluated in relation to several R. solani isolates (RS-4,
RS-5, and RS-6) and inoculum densities (50, 100 and 150
mgrkg of soil) under greenhouse conditions. There was
large variation in performance of Pseudomonas spp.
isolates on R. solani control in all experiments. The
isolate CB-33 was the best biocontrol agent in relation to
RS-4,while CB-38 and CR-27 showed the best performan-
ce in relation to RS-5 and RS-5, respectively. The
bacterial isolates showed better efficiency than Quinto-
zene treatment in all trials.
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INTRODUCCION

El cultivo del algodon (Gessypium hirsutum L.) es
afectado por diversos hongos geofilicos. sobresaliendo
Rhizoctonia solani Kiihn. como uno de los patogenos
radiculares mas comunes e importantes (Cia, 1977), al
ocasionar pérdidas debido a las pudriciones de semillas o
de cancros en el hipocotilo, culminando con el la caida de
plantulas (Watkins, 1981). El control de R. solani cs
extremadamente dificil, porque el uso de variedades resis-
tentes, la rotacion de cultivosy el tratamiento de semillas
o suclos con fungicidas. muchas veces no son eficaces.
debido principalmente a la variabilidad genética que
presenta el patdégeno. asi como a la capacidad de sobre-
vivencia que posee en el suclo y semillas, pudiendo
infectar diferentes cultivos (Leach & Garber. 1970).

El control biologico de las enfermedades constituye
una alternativa viable en aquellos casos en que el trata-
miento quimico es antieconomico. o cuando las plantas
hospedadoras no poscen resistencia genética al patdgeno.
Ademds, el biocontrol minimiza los cfectos nocivos que
ocasionan los productos quimicos, como la contamina-
ciéon ambiental y ¢l desequilibrio ecoldgico (Cook &
Baker, 1983). La aplicacion de microorganismos antago-
nicos. a través de semillas y/o en el surco de sicmbra,
puede constituirse en una excelente opcion para el control
de fitopatdgenos que habitan el suclo (Lewis & Papavizas.
1991).

Entre las bacterias utilizadas para el biocontrol de
fitopatdgenos que habitan clsuclo. sedestacan lasbacterias
fluorescentes decl género Pseudomonas. que son
metabolicamente masactivas. conalta tasade crecimicnto
v predominan en la rizésfera (Lemanceau. 1992). Los
principales mecanismos de biocontrol que presenta cste
grupo de bacterias incluyen: competicion de micronu-
trientes debido a la exudacion de las semillas o raices.
bloqueo de sitios de penetracion. produccionde siderdforos,
produccién de antibidticos ¢ induccion de resistencia
(Défago & Haas, 1991). ‘

A pesar del énfasis dado a la investigacion sobre el
control biolégico de R. solani con Pseudomonas spp.
fluorescentes (Howell & Stipanovic. 1979; Gells &
Schippers. 1983: Mew & Rosales. 1986 Barbosa ct al.
1995). pocos agentes eficaces estan disponibles (Powell
etal., 1990) ademads de otros motivos. debido a la variabi-
lidad de su desempeiio cn condiciones diferentes
(Kloepper.1991).

Este estudio tuvo como objetivo investigar el efecto
del tratamiento de semillas de algodon con Pseudomonas
spp. fluorescentes para el control de R. solani en plantu-
las.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Candidatos antagénicos. Se utilizaron cepas de
Pseudomonas spp. fluorescentes de la  Coleccion de
Cultivos de Microorganismos del Laboratorio de Fito-
bacteriologia (Departamento de Agronomia. Universidad
Federal Rural de Pernambuco, Recife). obtenidas origi-
nalmente del rizoplano de varios cultivos vegetales.

2.- Fitopatogenos. Fueron utilizadas tres cepas de R.
solani. pertenccientes al grupo de anastomosis 4 (AG-4).
provenientes de plantas de algodon (RS-4). Vigna sp. (RS-
5) y frijol (RS-6) con sintomas de cancro en el hipocdtilo
y caida de plantulas, procedentes de dreas de sembradios
comerciales del Estado de Pernambuco.

La preparacion de las suspensiones bacterianas y
delindculodel fitopatdgeno. asi comoel tratamiento de las
scmillas de las plantulas, siguicron procedimicentos pre-
viamentedescritos (Barbosact al. 1995). Las suspensioncs
de células de Pseudomonas spp. fluorescentes fucron
preparadas en solucion de MgSQO, 0.1M y ajustadas para
aproximadamente 1x 10% células /ml. El inoculo de R.
solani fuc preparado cn sustrato constituido de arroz sin
cascara. autoclavado y pesado en alicuotas conforme a la
concentracion que scincorporaria cnel suclo. Las semillas
dealgodon delavariedad Precoce-1. fuecron desinfectadas
con solucion de NaClO 1,5 %. lavadas con agua destilada
estéril v luego sccadas. posteriormente fueron tratadas
con las suspensiones bacterianas. El tratamicnto con-
siderado como testigo consistid en sumergir las semillas
solamente en solucion de MgSQO,. sin las Pseudomonas
spp. fluorescentes. La sicmbra sc efcctud en suclo no
esterilizado e infectado artificialmente con R. solani.

3.- Seleccion preliminar de cepas de Pseudomonas spp.
fluorescentes con potencial de biocontrol sobre R.
solani en algodon. Sc evaluaron 67 cepas de Pseudomo-
nas spp. fluorcscentes. Las semillas fueron tratadas con
suspensiones  bacterianas v sembradas en  bandcjas
plasticas (30 x 23 x 4 cm y capacidad de 2 kg). las cuales
conlenian suelo (pH 7.1: materia orgdnica.3.7. N 1.442
ppm; P> 36 ppm: K > 250 ppm; A10.05 meq/100 cm?; Ca
7.90 meq/100 cm*; Mg 1.25 meq/100 cm?) previamente
infectado con el sustrato colonizado por R. solani (ccpa
RS-4). en concentracion de 50 mg/kg de suclo. El disciio
experimental fue completamente al azar, con cinco repe-
ticioncs. donde cada repeticion consistia en una bandcja
con 25 scmillas.

La cvaluacidn de la intensidad de la enfermedad se
rcalizo a los 10 dias despuds de la sicmbra. utilizdndosc
una cscala de valores que varian de 0 a 4 . donde: 0 = sin
sintomas; 1 = hipocotilo con pequefas lesiones: 2 =
hipocotilocon grandes lesiones constrefidas: 3 =hipocdtilo
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totalmente constreiiido y caida ; 4 = semillas sin germinar
y/o plantas sin emerger. Con los datos obtenidos, se
calcul¢ el indice de intensidad de la enfermedad segun
Mckinney (1923) y a partir de éste, se calculé el indice de
reduccion de la intesidad de la enfermedad, mediante la
formula adaptada de Edginton et al. (1971).

4.Eficacia de las cepas de Pseudomonas spp
fluorescentes sobre diferentes cepas de Rhizoctonia
solani. Paraevaluar la eficacia frente a diferentes cepas de
R. solani, seutilizaron cinco cepas de Pseudomonas spp.
fluorescentes (CB-33, CB-38, CR-7, P-5, P-8), las que
preliminarmente presentaron un mayor potencial como
agentes de biocontrol, ademas del fungicida Quintozene
(Plantacol, 750 g.i.a./ kg), utilizado como patréon de
control. Las semillas fueron tratadas con las suspensiones
bacterianas o conel fungicida (2.250 ppm)y sembradas en
bandejas que contenian suelo previamente infectado por
tres cepas de R.solani (RS-4, RS-5 y RS-6), en concen-
tracion de 50 mg de sustrato colonizado/kg de suelo. El
disefioexperimental utilizadofue completamente aleatorio,
en arreglo factorial 3 x 6, con cinco repeticiones.

La evaluacion se realizo conforme a lo descrito
anteriormente.

5.-Eficaciade cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes,
bajo diferentes densidades de inéculo de R. solani.

Las cinco cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes
y el fungicida Quintozene, fueron evaluadosbajo diferen-
tes concentraciones de indculo de R. solani. Las semillas
fueron tratadas con las suspensiones bacterianas o con el
fungicida (2.250 ppm.) y sembradas en bandejas con suelo
previamente infectado con sustrato colonizado por R.
solani (cepa RS-4) con densidades de 50,100 y 150 mg/
kg de suelo. El disefio experimental utilizado fue comple-
tamente aleatorio, en arreglo factorial 3 x 6, con cinco
repeticiones. Laevaluacion se efectu6 conforme lo descrito
anteriormente.

Durante el periodo de ejecucion de los experimentos,
la temperatura en el invernadero fue de 31+ 3°C y la
humedad relativa de 75 £+ 2 %.

RESULTADOS Y DISCUSION

Dentro de los 67 cepas de Pseudomonas spp.
fluorescentes evaluadas como agentes de biocontrol de R.
solani en plantas de algoddn, cinco (P-8, CR-27, CB-38,
CB-33 E P-5) se destacaron como promisorias, al reducir
la intensidad de la enfermedad a un 40% (Figura 1), las
cuales fueron seleccionadas para proximas evaluaciones.
Los resultados mostraron el potencial de las cepas de
Pseudomonas spp. fluorescentes en la reduccion de la
caida de plantas de algoddén ocasionadas por R. selani,
confirmando lo observado por Howell & Stipanovic

(1979)y Hagedon et al. (1993). Las diferentes eficacias de
las cepas de Pseudomonas spp. observadas durante el
estudio mostraron su variabilidad, confirmando lo que
evidenciaron Press & Kloepper (1994) cuando notaron
que la colonizacion de la raiz y el control de los patégenos
en plantas hospedadoras, dependen de un grupo de
parametros.

La cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes
contra diferentes cepas de R. solani, se mostraron siempre
eficaces, controlando la caida de plantas de algodon sin
diferencias entre si (Tabla 1). Al considerar al conjunto
de cepas del patogeno, y las antagonicas, las ultimas se
mostraron eficaces en el control de la enfermedad, sin
diferir significativamente con el tratamiento con el fun-
gicida Quintozene. '

Lacepa CB-33 y CR-27 se mostraron mas eficaces al
controlar la enfermedad, ocasionada por las cepas RS-4 y
RS-6 del fitopatégeno respectivamente. Los tratamientos
se mostraron mas eficaces en la reduccion de la intensidad
delaenfermedad causadapor lacepa RS-4 (algodén), que
para las cepas RS-5 (Vigna sp.) y RS-6 (frijol). Segiin
Broadbent et al. (1971), el alto grado de especificidad de
la accion de un antagoénico, puede ser obstaculo para el uso
practico del control bioldgico contra los hongos promotores
de la caida de plantas, principalmente R. solani en condi-
ciones de campo.

Generalmente las cepas RS-5 y RS-6 de R. solani,
propiciaron mayor intensidad de la enfermedad, sin em-
bargo no difirieron significativamente de la cepa RS-4.
Estas variaciones, conforme a lo reportado por Ogoshi
(1987), frecuentemente estin relacionadas a la alta
variabilidad genética, fisioldgicay patogénicade R. solani.

Las cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes,
aplicadas a diferentes densidades del indculo de R. solani,
evidenciaron la eficacia en el control de la caida de las
plantas de algodén (Tabla 2), aunque sin diferir
significativamente al ejercido por el fungicida Quintozene.
Lareduccion dela eficacia de los agentes biocontroladores
fue proporcional al incremento de la densidad del in6culo
del fitopatogeno. Resultados similares fueron obtenidos
por Homma et al. (1991), al utilizar la cepa RB245 de P.
cepacia, en el control de R. solani en remolacha. Entre las
cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes, se destaco la
CB-33, como mds eficaz en la densidad de inéculo de 50
mg/kg. desuelo, mientrasque P-5 se destaco en densidades
de 100 y 150 mg/kg. de suelo.

El aumento de intensidad de la enfermedad fue
proporcional al incremento de la densidad del indculo del
fitopatdgeno, semejantea lo constatado por Phillips (1989),
al evaluar varios cepas y densidades de R. solani en
plantas de frijol. _

Los indices medios de intensidad de la enfermedad,
observados en experimentos, indican la gran virulencia y
agresividad del patdgeno, altamente adaptado a las
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Tabla 1.- Eficacia de Is cepas de Pseudomonas spp. para el control de la caida de plantas de algodén
causado por diferentes cepas de Rhizoctonia solani.

Tratamiento Cepas de Rhizoctonia solani Media
RS-4 RS-5 RS-6

Testigo 79,0 aA 81,9 aA 81,7 aA 80,9% a
Quintozene 47.4 bB 65,5 aA 61,7 abAB 58,1b
P-5 40,9 bB 72,4 aA 59.8 abA 57,7b
P-8 46,9 bB 68,1 aA 57,6 aAB 57,5b
CB-38 41,7bB 59,8 aA 64,8 abA 5540
CB-33 34,3 bB 63,2 aA 60,9 abA 52,8b
CR-27 46,2 bAB 63,8 aA 43,8 bB 51,3b
Media 48, 1°B 67,8 A 61,5A -

'Intensidad de la enfermedad, calculada de acuerdo a Mckinney (1923). Media de 4 repeticiones: *Media de 12
repeticiones; *Media de 28 repeticiones. Medias seguidas de la misma letra minuscula y maytscula, no difieren
estadisticamente entre si, con la prueba de Tukey (5 %).

Tabla 2. Eficacia de las cepas de Pseudomonas spp. para el control de la caida de plantas de algodén bajo
diferentes densidades de inéculo de Rhizoctonia solani.( Cepa RS-4)

Tratamiento Densidad de Inoculo de Rhizoctonia solani (mg/kg) Media
50 100 150

Testigo 77.9' aB 86,0 aA 91,9 aA 85,2%a
Quintozene 59,0 bB 73,1 bA 80,5 bA 70.9b

CB-38 60,7 bC 71,2 bB 79,3 bA 70,4 b

CB-33 52,9 bC 72,1 bB 82,9 abA 69,3b

CR-27 ( 57,4 bC 69,9 bB 79,3 bA 68,9b

P-8 - 57,6 bB 71,0 bA 77,6 bA 68,7b

P-5 57,6 bC 65,7 bB 76,4 bA 66,6 b

Media 60.4*°B 72,7B 81,1 A -

'Intensidad de enfermedad, calculada de acuerdo a Mckinney (1923). Media de 4 repeticiones; Media de 12
repeticiones; “Media de 28 repeticiones. Medias seguidas de la misma letra minuscula y mayiscula, no difieren
estadisticamente entre si, con la prucba de Tukey (5 %).
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condiciones ambientales del suelo y de la planta hospe-
dadora (Papavizas,1970).

Los posibles mecanismos de antagonismo envucltos
en el control de R. solani por cepas de Pseudomonas spp.
fluorescentes verificados en este estudio, permanecen sin
esclarecimiento. Segun Andrews (1992), probablemente
pocos microorganismos ejercen un inico mecanismo de
biocontrol, una vez que su importancia relativa puede

variar conforme a las condiciones ambientales y al estado
de desarrollo del agente biocontrolador y del antagdnico.

Los resultados alcanzados muestran el potencial de
algunas cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes, como
agentes de biocontrol de R. solani en plantas de algodon,
sin embargo hacen falta estudios complementarios en
condiciones de campo.
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Figura 1. Seleccion de cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes con potencial de biocontrol sobre
Rhizoctonia solani en plantulas de algodon.
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