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Resumen

La agricultura sustentable plantea mejorar la eficiencia de la fijacion del nitrégeno mediante el uso de plantas (leguminosas) y
bacterias (rizobio) competitivas, capaces de ser usadas en biofertilizacionn, biorremediacion y fitorremediacion y de esta
manera extender las ventajas de la simbiosis a otros cultivos. En tal sentido, las investigaciones se han orientado al estudio
del rizobio como promotor del crecimiento de plantas leguminosas y no leguminosas, proceso conocido como capacidad
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacteria). El presente estudio se ejecuto con el objetivo de evaluar 19 cepas de
Rhizobium leguminosarum y Rhizobium etli, considerando su capacidad promotora de crecimiento en cebada (Hordeum
vulgare) y su potencial antagénico con Alternaria solaniy Fusarium sp. La evaluacion de la capacidad promotora se realizd
en condiciones de invernadero y el potencial antagénico in vitro. EI 89% de las cepas de Rhizobium evaluadas estimuld el
crecimiento de las plantas de cebada, incrementando la materia seca total entre 8 a 37%. Se observo que el 63% de las cepas
de rizobio mostraron potencial antagénico con A. solaniy el 84% con Fusarium sp., con porcentajes de inhibicién hasta de
49% y de 43% respectivamente. Se verific que algunas cepas de R. leqguminosarum y R. etli pueden promover el
crecimiento de plantas de cebada y controlar hongos fitopatégenos como A. solani'y Fusarium sp. en condiciones in vitro.
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Summary

Growth Promoting Capacity in Barley (Hordeum vulgare) and Antagonistic
Potential of Rhizobium leguminosarum and Rhizobium Etli

Sustainable agriculture intends to improve nitrogen fixation efficiency through the use of competitive plants (legumes) and
bacteria (rhizobia), capable of being used in biofertilization, bioremediation and phytoremediation, thereby extending the advan-
tages of symbiosis to other crops. In that sense, research has been focused on the study of rhizobia able to promote the growth
of legumes and non legumes through different mechanisms, a process known as PGP (Plant Growth Promoting) capacity.
The goal of this work was to evaluate the ability of 19 Rhizobium leguminosarun and Rhizobium etli strains to promote the
growth of barley plants (Hordeum vulgare) and to antagonize Alternaria solani and Fusarium sp growth. The capacity to
promote plant growth was evaluated in green house conditions while antagonistic activity assays were performed in vitro.
Eighty nine percent of the Rhizobium strains tested stimulated the growth of barley plants, increasing the total dry matter
between 8 to 37%. Sixty three percent of the rhizobial strains showed antagonistic capacity towards A. solani and 84% towards
Fusarium sp. being the growth inhibition of 49% and 43% respectively. In this work we demonstrate that some R. legumino-
sarumand R. etli strains can promote the growth of barley plants and control the phytopathogenic fungi Fusarium sp. and A.
solani in vitro conditions.
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Introduccion

Las bacterias conocidas como rizobacterias promoto-
ras del crecimiento vegetal o PGPR (Plant Growth Promo-
ting Rhizobacteria), término propuesto por Kloepper et al.
(1989), son aquellas bacterias que se localizan muy cerca
o dentro de las raices de las plantas y que tienen un efecto
benéfico en el crecimiento de las mismas. En este grupo,
se consideran también los rizobios.

Chen et al. (2004), Dey et al. (2004), Perrine et al. (2004),
Mhadhbi et al. (2004), Mayak et al. (2004), Kumari et al.
(2009) entre otros, han reportado la capacidad promotora
del crecimiento de cepas de Rhizobiumyy Bradyrhizobium
en plantas no leguminosas. Las asociaciones entre rizo-
bios y plantas no leguminosas pueden mejorar el creci-
miento de las plantas, aunque no se ha demostrado que
sea mediante la fijacion de nitrégeno, sino méas bien debido
ala produccion de sideréforos, fitohormonas o solubiliza-
cién de fosfatos (Fugita et al., 1992; McCully, 2001; Rosen-
blueth y Martinez-Romero, 2006).

Los rizobios son también capaces de inhibir el creci-
miento de hongos por lo que pueden ser usados como
agentes potenciales de biocontrol contra hongos fitopatoge-
nos. El antagonismo microbiano se produce por la supre-
sion del crecimiento saprofitico del patégeno de la planta,
mediante la produccion de compuestos antifuingicos o anti-
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bacterianos, produccion de sideréforos, enzimas o com-
petencia por nutrientes (Rosenblueth y Martinez-Romero,
2006). La conjuncién de los diversos mecanismos de ac-
cion ha dado como resultado la promocién evidente de
crecimiento en plantas, observando un incremento en emer-
gencia, vigor y peso de plantulas, mayor desarrollo del
sistema radicular e incrementos en la produccién de culti-
vos de interés comercial (Antoun et al., 1998; Aysan y
Demir, 2009; Mourad et al., 2009).

Este estudio se realizd con el objetivo de evaluar 19
cepas de Rhizobium considerando su capacidad pro-
motora del crecimiento en plantas de cebada (Hordeum
vulgare) y su potencial antagénico con Alternaria solani
y Fusarium sp.

Materiales y métodos

Origen e identificacion de cepas de Rhizobium

Las cepas de Rhizobium utilizadas en la presente in-
vestigacion fueron aisladas de diferentes lugares geografi-
cos de Perti (Cuadro 1), a partir de leguminosas introduci-
das como Vicia faba L. y Pisum sativum macrocarpum.

Dichas cepas fueron identificadas mediante técnicas mole-
culares en el laboratorio de Microbiologia y Genética de la
Universidad de Salamanca, Espafia (Santillana et al., 2008).

Cuadro 1. Cédigo, especie, origen geogréfico, coordenada geogréfica y planta hospedera de cepas de Rhizobium aisladas

de Vicia faba y Pisum sativum var. macrocarpum.

Cadigo Especie de Rhizobium

Origen geografico (Peru)

Coordenada geografica Planta Hospedera

Cepa

PEVFO01 R. leguminosarum by trifolii Huancavelica (3,500 msnm)
PEVF02 R. leguminosarum bv trifolii Huancavelica (3,500 msnm)
PEVFO03 R. leguminosarum by trifolii Huancavelica (3,500 msnm)
PEVF04 R. leguminosarum by trifolii Huancavelica (3,500 msnm)
PEVF05 R. leguminosarum by trifolii Huancavelica (3,500 msnm)
PEVF06 R. leguminosarum by trifolii Huancavelica (3,500 msnm)
PEVF07 No identificada Argentina

PEVF08 R. leguminosarum by trifolii Ayacucho (2750 msnm)
PEVF09 R. leguminosarum by trifolii Ayacucho (2750 msnm)
PEVF10 R. leguminosarum by trifolii Ayacucho (2750 msnm)
PEVF11 R. leguminosarum by trifolii Ayacucho (2750 msnm)
PEPSM12  R. leqguminosarum bv viciae Lima (Cafiete 39 msnm)
PEPSM13  R. leguminosarum bv viciae Lima (Cafiete 39 msnm)
PEPSM14  R. leqguminosarum bv viciae Lima (Cafiete 39 msnm)
PEPSM15  R. etli Lima (Cafiete 39 msnm)
PEPSM16  R.etli Lima (Cafiete 39 msnm)
PEPSM17  R.etli Lima (Imperial 252 msnm)
PEPSM18  R. etli Lima (Imperial 252 msnm)
PEPSM19  No identificada Lima (Imperial 252 msnm)

12°52'0"S 74°34'00°0
12°52'0"S 74°34'00°0
12°52'0"S 74°34'00°0
12°52'0"S 74°34'00°0
12°52'0"S 74°34'00°0
12°52'0"S 74°34'00°0
13°35'00"S 74°39'51"0
13°09'30"S 74°13'26"0
13°09'30°S 74°13'26"0
13°09'30"S 74°13'26"0
13°09'30"S 74°13'26"0
13°40'00"S 76°09'00"0
13°40'00"S 76°09'00"0
13°40'00"S 76°09'00"0
13°40'00"S 76°09'00"0
13°40'00"S 76°09'00"0
13°03'33°S 76°21'10°0
13°03'33'S 76°21'10"0
13°03'33"S 76°21'10°0

Vicia faba

Vicia faba

Vicia faba

Vicia faba

Vicia faba

Vicia faba

Pisum sativum

Vicia faba

Vicia faba

Vicia faba

Vicia faba

P. sativum macrocarpum
P. sativum macrocarpum
P. sativum macrocarpum
P. sativum macrocarpum
P. sativum macrocarpum
P. sativum macrocarpum
P. sativum macrocarpum
P. sativum macrocarpum




Capacidad PGP de Rizobios

Efecto de Rhizobium en el crecimiento de plantas de
cebada (Hordeum vulgare)

El ensayo se realizd en condiciones de invernadero,
utilizando suelo con las siguientes caracteristicas: suelo fran-
co, pH 8.2, con bajo contenido de materia organica, conteni-
do medio de fésforo y alto contenido de potasio. El suelo se
abon6 con residuos de turba (5 tha™) y roca fosférica (60 U de
P,0,). El suelo asi abonado se colocd en maceteros de 300 g
de capacidad y humedecido a capacidad de campo.

Las semillas se desinfectaron con hipoclorito de sodio al
2,5% y se enjuagaron con agua destilada esterilizada. La
inoculacion consistio en sumergir las semillas desinfecta-
das, durante 30 minutos, en cultivos de las diferentes cepas
de Rhizobium. Dichos cultivos presentaban concentracio-
nes celulares de 1a2x 108 ufc.mL"". La siembra se realizo
utilizando dos semillas por macetero.

El disefio utilizado fue completamente al azar con 21
tratamientos: 19 cepas, un control sin inocular y un control
con fertilizacion quimica (80-80-0 de NPK, se utilizd urea
como fuente de N y superfosfato triple como fuente de P).
Se consideraron tres repeticiones por tratamiento.

Alinicio de la espigazon (45 dias después de la siem-
bra), se procedio a la evaluacion de la altura de la planta,
peso de la materia seca de la parte aérea, peso de la mate-
ria seca de la raiz, peso de la materia seca total de la planta.

Serealiz6 el andlisis de varianza y la prueba de signifi-
cacién de Duncan (P<0,05) para establecer las diferencias
entre tratamientos. Se determind el indice de Efectividad de
la Inoculacion (IEI) expresado en porcentaje, calculado
mediante la siguiente expresion:

Tratamiento inoculado — Control sininocular] x 100
Control sin inocular

Potencial Antagdnico de cepas de Rhizobium con A.
solani y Fusarium sp.

Las cepas de Rhizobium fueron enfrentadas a A. solani
y Fusarium sp., hongos fitopatégenos procedentes del La-
boratorio de Fitopatologia de la Universidad Nacional de San
Cristobal de Huamanga, Ayacucho, Peru. Se utilizd la técni-
ca del cultivo dual, que consiste en sembrar ambos micro-
organismos (bacteria y hongo) en una misma placa de
Petri con medio Agar Papa Dextrosa. La bacteria se sem-
brd en un extremo de la placa, mediante el método de estria-
do, yelhongo en el extremo opuesto, utilizando un disco de
agar de 5 mm de didmetro con micelio del hongo a evaluar-
se (Carr, 2004). Para los controles se sembraron sélo los
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hongos. Se utilizaron dos repeticiones por tratamiento. Las
placas sembradas se incubaron a 28 °C durante 15 dias.

Se considerd presencia de actividad antagénica, cuan-
do se observo lainhibicion del crecimiento fungico frente ala
linea de crecimiento bacteriano. El desarrollo fingico se
evalud mediante la medida del radio de la colonia fiingica.

Serealiz6 el andlisis de varianza y la prueba de signifi-
cacion de Duncan (P<0,05) para observar las diferencias
entre tratamientos.

Resultados

Efecto de la inoculacion de Rhizobium en el crecimiento
de plantas de cebada (H. vulgare)

En las variables altura, materia seca de la parte aérea y
materia seca total no se observaron diferencias significati-
vas entre los tratamientos evaluados (Cuadro 2), sin em-
bargo, al determinar el indice de efectividad de lainocula-
cion (IEl) de la altura de las plantas inoculadas con las
cepas PEVF01, PEVF02, PEVF04, PEVF05, PEVFQ6,
PEPSM13, PEPSM14, PEPSM16, PEPSM18 y
PEPSM19, se observaron incrementos entre 1 a 18%.
Asimismo, se observé que todas las cepas, excepto la
cepa PEPSM17, incrementaron la materia seca de la parte
aérea y lamateria seca total, entre 6 a 33% y entre 8y 37%
respectivamente, mientras que la fertilizacion quimica (80-
80-00 de NPK) presento incrementos de 36% y 37%.

En la variable materia seca de la raiz, todas las cepas
presentaron incrementos entre 12 a 64% con excepcion de
la cepa PEVF04. Las cepas PEVF02, PEVF03, PEVF05,
PEVF06, PEVF08 y PEPSM14 superaron con diferencias
estadisticas al control, dichas cepas permitieron incremen-
tos entre 50y 64%; superando al control con fertilizacion
quimica, que incrementd s6lo 38%.

Considerando las variables evaluadas, se puede con-
cluir que un 89% de las cepas evaluadas incrementaron el
crecimiento de las plantas de cebada.

Potencial Antagénico de cepas de Rhizobium con A.
solani

Mediante la prueba de significacién de Duncan (P<0,05)
(Cuadro 3), las cepas de Rhizobium PEVF01, PEVFQ9,
PEPSM12, PEPSM15y PEPSM16 presentaron diferencias
significativas frente al control. Dichas cepas inhibieron el creci-
miento de A. solani entre 31y 49 %. Las cepas PEVF02,
PEVFO03, PEVF05, PEVF08, PEVF10, PEPSM 13y PEPSM
19inhibieron el crecimiento fingico entre 5y 12 %, sin presen-
tar diferencias significativas con el control.
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Cuadro 2. Altura, materia seca de la parte aérea, materia seca de la raiz, materia seca total e indice de efectividad de
lainoculacion (IEI) de plantas de cebada (Hordeum vulgare) inoculadas con cepas de Rhizobium.

Materia seca

Materia seca Materia seca

Cepas Altura IEI parte aérea IEI raiz IEI total IEI
(cm) % (mg) % (mg) % (mg) %

PEVF01 41a 35 257 a 10 173 a-c 24 430 a 15
PEVF02 40a 1 267 a 14 217 ab 55 483 a 29
PEVFO03 37a - 280 a 20 230 a 64 510 a 37
PEVF04 41a 3 283 a 21 140 ¢ - 423 a 13
PEVF05 40a 1 283 a 21 230 a 64 513 a 37
PEVF06 453 14 280 a 20 213 ab 52 493 a 32
PEVF07 37a - 253 a 8 203 a-c 45 457 a 22
PEVF08 39a - 283 a 21 220 ab 57 503 a 35
PEVF09 38a - 293 a 26 206 a-c 48 500 a 34
PEVF10 37a - 280 a 20 163 a-c 17 437 a 17
PEVF11 40 a - 283 a 21 170 a-c 21 453 a 21
PEPSM12 38a - 310a 33 183 a-c 31 493 a 32
PEPSM13 44 a 11 287 a 23 180 a-c 28 467 a 25
PEPSM14 44 3 10 287 a 23 210 ab 50 497 a 33
PEPSM15 37a - 300a 28 167 a-c 19 467 a 25
PEPSM16 42 a 6 247 a 6 157 be 12 403 a 8
PEPSM17 34a - 190 a - 183 a-c 31 373a -
PEPSM18 47 a 18 293 a 26 177 a-c 26 470 a 26
PEPSM19 42 a 6 287 a 23 170 a-c 21 457 a 22
Control 40 a - 233 a - 140 ¢ - 373a -
F.Quimica 41a 6 317 a 36 193 a-c 38 510 a 37

CV % 14,2 16,2 18,5 13,3

Tratamientos unidos con la misma letra no difieren significativamente por la prueba de significacién de Duncan (P<0,05) .

IEI: indice de Efectividad de la Inoculacion.

Potencial Antagonico de cepas de Rhizobium con
Fusarium sp

La prueba de significacion de Duncan (P<0,05) (Cuadro
3) indict que las cepas de Rhizobium PEVF02, PEVF03,
PEVF05, PEVF07, PEVF08, PEVF11, PEPSM12,
PEPSM14, PEPSM15, PEPSM17 y PEPSM18 presen-
taron diferencias significativas frente al control, dichas ce-
pas inhibieron el crecimiento de Fusarium sp. entre 28 y
43%. Las cepas PEVF01, PEVF04, PEVF06, PEVF09 y
PEPSM16 inhibieron el crecimiento solo entre 7 y 14%.

Discusion

En el presente ensayo se verificd que las cepas de R.
leguminosarum y R.etli aisladas de V. faba y P. sativum
var. macrocarpum pueden promover el crecimiento de plan-
tas no leguminosas como la cebada y controlar hongos
fitopatdgenos tal como A. solaniy/o Fusarium sp.

E189% de las cepas de Rhizobium evaluadas estimula-
ron el crecimiento de las plantas de cebada con incremen-
tos de la parte aérea entre 6 a 33%, al respecto, autores
como Antoun y Prévost (2000) indican incrementos de 7, 8
y 6% en plantas de maiz, trigo y cebada respectivamente.
Numerosos estudios realizados por Spencer et al. (1994),
Chabot et al. (1996), Noel et al. (1996), Reddy et al. (1997),
Schloter et al. (1997), Yanni et al. (1997), Antoun et al.
(1998) han explorado también el uso del rizobio como pro-
motores del crecimiento de plantas no leguminosas tales
como trigo, maiz, arroz, patata, rabano y canola. La accion
promotora de crecimiento de las cepas de rizobio en las
plantas de cebada, posiblemente es debido a la habilidad de
los rizobios para producir hormonas como el acido indol
acético, acido giberélico y citoquininas, sustancias regula-
doras del crecimiento de las plantas (Dey et al., 2004; Yanni
etal., 2001; Perrine et al., 2004).
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Cuadro 3. Radio (cm) de colonias de Alternaria solani'y Fusarium sp en presencia de

cepas de Rhizobium.

Cepas Radio (cm) Radio (cm)

Colonia Colonia

A. solani Fusarium sp.

% Inhibicién %Inhibicion

PEVFO01 285 d 48 6,00a b 14
PEVF02 455 bc 17 4,00 c 43
PEVFO03 5,00a b 9 500 bc 28
PEVF04 5,50a b 6,25a 1
PEVF05 525ab 5 4,00 c 43
PEVF06 5,80a 6,00a b 14
PEVF07 550ab 4,00 c 43
PEVF08 550ab 450 ¢ 36
PEVF09 325 d 4 6,50a 7
PEVF10 5,00ab 9 7,00a
PEVF11 5,50a b 400 c 43
PEPSM12 280 d 49 450 c 36
PEPSM13 5,00ab 9 7,00a
PEPSM14 5,50a b 500 bc 28
PEPSM15 3,80 cd 31 4,00 c 43
PEPSM16 300 d 45 6,00a b 14
PEPSM17 6,00a 400 c 43
PEPSM18 6,00a i 450 ¢ 36
PEPSM19 4,85ab 12 7,00a
Control 5,50a b 7,00a
CV.% 9.9 8.6

Tratamientos unidos con la misma letra no difieren significativamente por la prueba de significacion de

Duncan (P<0,05).

En las plantas de cebada (Cuadro 2) se observé mayor
incremento de la materia seca de la raiz (12 a 64%) con
relacién a la materia seca de la parte aérea (6 a 33%),
incrementos que también superaron a la fertilizacidn quimi-
ca. Dichos resultados concuerdan con autores como Ma-
yak et al. (2004) quienes hacen mencidn a la habilidad de
las cepas de rizobios para producir ACC diaminasa, com-
puesto que reduce el nivel de etileno en las raices de las
plantas, incrementandose de esta manera la longitud y el
crecimiento de las raices. Mientras que Chabot et al. (1996),
McCully (2001), Yanni et al. (2001), Perrine et al. (2004),

Kumari et al. (2009) sostienen que las moléculas promoto-
ras del crecimiento como el acido indol acético, las gibere-
linas y las citoquininas producidas por los rizobios presen-
tes ya sea en la rizésfera o en los tejidos de las plantas
estimulan el mayor desarrollo de laraiz e incrementan la
capacidad de absorcion de nutrientes de la raiz en beneficio
de la planta no leguminosa.

Distintas especies de rizobios se han encontrado como
enddfitos de diversas plantas no leguminosas como el algo-
dén y el maiz dulce (Mclnroy y Kloepper, 1995), arroz
asiatico Oryza sativa (Yanni et al., 1997), maiz
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(Rosenblueth y Martinez-Romero, 2004), arroz africano
Oryza breviligulata (Chaintreuil et al., 2000), cebada, trigo y
canola (Lupwayi et al., 2004). Rizobios y otros microbios
pueden penetrar las raices de las especies no leguminosas
aftravés de las grietas o por los puntos de la aparicion lateral
de laraiz y establecerse en el xilema y en los espacios
intercelulares de las plantas (Spencer et al., 1994; Reddy
etal.,, 1997; Yanni et al., 2001; Rosenblueth y Martinez-
Romero, 2006).

Los rizobios son también conocidos como agentes im-
portantes de biocontrol en ecosistemas naturales y agrico-
las (Tu, 1979, 1978; Aysan y Demir, 2009; Mourad et al.,
2009).

En el presente estudio, se encontrd que el 63% de las
cepas de rizobio evaluadas inhibieron el crecimiento de A.
solani entre 5 a 49%. El 84% de las cepas inhibieron el
crecimiento de Fusarium sp. entre 7'y 43%. Al respecto,
Antoun et al. (1998) encontraron 49 cepas de Sinorhizo-
bium meliloti que inhibieron el crecimiento de F. oxyspo-
rumhastaenun 50%.

Las cepas PEVF01, PEVF02, PEVF03, PEVF05,
PEVF08, PEVF09, PEPSM12, PEPSM15y PEPSM16
fueron capaces de inhibir el crecimiento de ambos fitopato-
genos. Resultados similares son reportados por Tu (1978,
1979) quien muestra evidencias de que una cepa de Rhi-
zobium puede causar hasta una disminucion del 75% de la
esporulacion de Phytophthora megasperma, el 65% de
Pythium ultimum, el 47% de Fusarium oxysporum y el
35% de Ascochyta imperfect, resultados que sugieren que
una sola cepa de Rhizobium puede tener un efecto represi-
vo en la poblacion del suelo de una amplia gama de patoge-
nos. La eficiencia antagénica de la cepa de Rhizobium con-
tra hongos fitopatdgenos es generalmente mediada por uno
0 mas mecanismos, como la produccion de antibioticos,
competicion por nutrientes debido a la produccion de side-
réforos, bloqueo de sitios de entrada, acidificacion del medio
0 activacion de mecanismos de defensa del hospedero
(Tu, 1979; Savoure et al., 1994; Aysan y Demir, 2009;
Mourad et al., 2009).

Conclusiones

Todas las cepas de Rhizobium evaluadas, excepto
PEPSM17, incrementaron el crecimiento de las plantas de
cebadaentre 8y 37%.

Las cepas PEVF01, PEVF02, PEVF03, PEVF05,
PEVF08, PEVF09, PEVF10, PEPSM12, PEPSM13,
PEPSM15, PEPSM16 y PEPSM19 inhibieron el creci-
miento de A. solani, entre 5 a 49%.
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Las cepas PEVF01, PEVF02, PEVF03, PEVF04,
PEVF05, PEVF06, PEVF07, PEVFO08, PEVF09, PEVF11,
PEPSM12, PEPSM14, PEPSM15, PEPSM16,
PEPSM17 y PEPSM18 inhibieron el crecimiento de Fu-
sarium sp., entre 7.2 43%,
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