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RESUMEN

Pseudomonas fluorescens ZUM 80 es una cepa que
puede inhibir € crecimiento de diversos patdgenos de
plantas. En estetrabajo sereporta quelacepabacteriana
ZUMB80 logr6 restringir el crecimiento de
Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum
gloesporioides y Phytophthora cinnamomi, en un 76,
72 y 70%, respectivamente. Los altos grados de
inhibicion fueron posibles cuando la cepa bacteriana se
inocul 6 con 24 horas de anterioridad alos fitopatdgenos.
Una mutante de la cepa ZUMB80 Sid , carente de la
sintesisde siderdéforos, no logro restringir € crecimiento
de los tres patdgenos analizados. Adicionalmente, se
utilizé un concentrado de sider6foros de la cepa ZUM 80
pararestringir € crecimiento delos patdgenos en cultivos
liquidos. Al adicionar los sideréforos en cultivos de C.
lindemuthianum y C. gloesporioides se observé una
disminucién significativa en su crecimiento respecto a
control. Asi, este trabajo muestra que la cepa ZUM80
de Pseudomonas fluorescens podria ser una alternativa
viableen e control bioldgico de patdgenos de plantas.

Palabras clave: Pseudomonas, control bioldgico,
fitopatogenos, siderdéforos.

SUMMARY
The bacterial strain Pseudomonas fluorescens

ZUMB8O0 is able to inhibit the growth of diverse plant
pathogens. In this work, it was reported that strain
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ZUMB8O restricted the growth of Colletotrichum
lindemuthianum, Colletotrichum gloesporioides and
Phytophthora cinnamomi up to 76, 72, and 70%,
respectively. The high degree of inhibition was possible
when the bacterial strain wasinoculated 24 hours before
the pathogens. A mutant of the ZUM80 Sid  strain,
lacking siderophore synthesis, was unableto restrict the
growth of the three plant pathogens. Additionally, a
concentrate of siderophores was aso able to limit the
growth of C. lindemuthianum and C. gloesporioides
inliquid cultures. Thiswork showsthat theZUM80 strain
of Pseudomonas fluorescens may be a viable
alternative in the biocontrol of plant pathogens.

Index words: Pseudomonas, biocontrol, plant
pathogens, siderophores.

INTRODUCCION

Los cultivos agricolas son severamente afectados
por la presencia de patdgenos, los cuales pueden causar
dafos significativos en la produccion y pérdidas
econdmicas para los agricultores. Una estrategia
empleada desde hace mucho tiempo para contender
contra las enfermedades vegetales es el uso de
compuestos quimicos; sin embargo, se ha comprobado
gue estos tienen diversas consecuencias negativasen €
ambiente, asi como en la salud humana (Kah y Brown,
2006). Por lo tanto, se han buscado nuevas estrategias
que puedan controlar dichas plagas vegetales. Asi,
uso de microorgani Smos con capacidades pararestringir
el crecimiento de fitopatdgenos se ha convertido en una
opcion atractivay viable (Gardner et al., 1984; Banoy
Musarrat, 2003; Haas y Ked, 2003). Las bacterias
Pseudomonas dd grupo fluorescente se consideran una
opcion prometedora en el control bioldgico de
fitopatogenos (Johri et al., 1997; Paulsen et al., 2005).
Este grupo bacteriano es un importante colonizador de
la rizésfera de plantas, ademés de presentar actividad
antagénicahaciadiversosfitopatdgenosy ser promotoras
dd crecimiento (Bangeray Tomashow, 1996; Burkhead
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et al., 1994; Sutra et al., 2000). Actualmente existen
diversas cepas de Pseudomonas fluorescens que han
sido registradas (y algunas de éllas patentadas) para ser
usadas en los cultivos agricolas (Powell et al., 1990).

Los mecanismos de accion de estas bacterias en
contra de fitopatogenos son diversos. Investigaciones
han mostrado que varias especies de Pseudomonas
producen antibiéticos como pirrolnitrina, 2,4-
diacetilfloroglucinol, piocianina 'y € acido fenacin-1-
carboxilico, ademés de los sider6foros y bacteriocinas
(Haasy Kedl, 2003; Weler et al., 2002; Validov et al.,
2005; Valencia-Cantero et al ., 2005). Lasintesisde estos
metabolitos secundarios participan en € biocontrol de
diversos fitopatdgenos. Particularmente, ala sintesis de
sideréforos por Pseudomonas fluorescentes se les ha
atribuido un enorme interés por participar en la
promocion del crecimiento vegetal y suprimir el
crecimiento de patégenos deraiz (Kloepper et al., 1980;
Loper y Schroth, 1986). Se ha propuesto que tales
compuestos pueden secuestrar € hierro del ambiente
rizosférico, impidiendo que sea disponible para los
patdgenos. Asi, las Pseudomonas que sinteticen
siderdforos, tendréan ventajas de ocupar nuevos espacios,
desplazando |a demés microbiota del suelo (Farias-
Rodriguez et al., 1990, 1997; Kloepper et al., 1980).

Anteriormente, los autores reportaron el papel
inhibitorio de la cepa ZUMB80 de Pseudomonas
fluorescens hacia los patdgenos Erwinia carotovora
y Ralstonia solanacearum (antes clasificada dentro
del género Pseudomonas) (Farias-Rodriguez et al.,
1997). Estudios recientes mostraron que la misma cepa
ZUMB8O, lograinhibir @ crecimiento del hongo Fusarium
oxysporum (Valencia-Cantero et al., 2005). Dicha cepa
ZUMBO0 de P. fluorescens, inhibe € crecimiento del
fitopatégeno en condiciones limitantes de hierro. De
forma interesante, se observé quela mutante Sid , alin
en condiciones donde € hierro no era una limitante,
seguia mostrando actividad antagonica hacia dicho
patogeno (Valencia-Cantero et al ., 2005). Los resultados
sugirieron que probablemente algun otro metabalito, no
regulado por hierro, podia inhibir @ crecimiento de F.
OXysporum.

En este trabajo, se reporta que la capacidad
antagonica de la cepa ZUMB80 de P. fluorescens es
diversa, yaquesuprimio significativamented crecimiento
de los patégenos de frijol Colletotrichum
lindemuthianum y de aguacate Colletotrichum
gloesporioides y Phytophthora cinnamomi (Araya,
2003; Pegg et al., 1982). Una mutante de la cepa

ZUMB8O0 Sid , carente de la sintesis de sideréforos, no
logro restringir @ crecimiento de los tres patégenos
analizados. Adicionalmente, d uso de un concentrado
de sideréforos mostro actividad antifangica hacia C.
lindemuthianum y C. gloesporioides restringiendo su
crecimiento de manera significativa en condiciones
limitantes de hierro. Por € contrario, al adicionar hierro
al medio, € efecto inhibitorio se perdio totalmente. Lo
anterior sugiere que la actividad antifangica por parte
de los siderdforos de Pseudomonas fluorescens
ZUMB8O0 es regulada por hierro.

MATERIALES Y METODOS
Cepas Bacterianas

Se utiliz6 la cepa Pseudomonas fluorescens
ZUMB8QO, la cual fue aislada delarizésferade plantas de
papa en Zamora Mich. México, y seleccionada por su
alta capacidad de sintesis de sideréforos del tipo
pseudobactina (Valencia-Cantero et al., 2005). La cepa
mutante Sid  (incapaz de sintetizar sideréforos) fue
construida a partir dela cepa parental ZUM80, siendo
caracterizada en un trabajo previo (Farias-Rodriguez
et al., 1997; Valencia-Cantero et al., 2005). Ambas
cepas fueron resembradas rutinariamente y mantenidas
a30 °C en medio King B agar (KB) (King et al., 1954).

Hongos Patdgenos

Los patdgenos Colletotrichum lindemuthianum,
Colletotrichum gloesporioides y Phytophthora
cinnamomi fueron donados por el Laboratorio de
Biotecnologia vegetal del Investigaciones Quimico-
Bioldgicas dela Universidad Michoacanade San Nicolés
de Hidalgo. L os hongos fueron cultivados en medio KB
sdlido y resembrados cada quince dias y conservados a
4°C.

Pruebas de Antagonismo en Medio Solido

Se realizaron experimentos de antagonismo in vitro
en cajas petri conmedio BK sdlido con las cepas ZUM 80
y Sid  contra cada uno de los patégenos. Esta técnica
ha sido previamente reportada por Filippi et al. (1984).
L as cepas fueron inoculadas en formadecruz y en cada
cuadrante se inocul 6 una porcion circular de 4 mm de
diametro del patogeno (crecido previamente).
En un primer experimento seinocularon al mismo tiempo
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y por separado las cepasZUM80y Sid  con los hongos.
En un segundo experimento se inocularon las cepas
baterianas con 24 h de anterioridad a los patdgenos.
Finalmente, en un tercer experimento se inocularon los
hongos 24 h antes que las bacterias. Las mediciones del
micelio de los patdégenos se realizaron durante 24, 48y
72 h de crecimiento a 30 °C. Cada experimento se
realiz6 al menos en tres repeticiones de manera
independiente.

Induccién de la Sintesis de Sider 6foros

La sintesis de sideréforos de la cepa ZUMB80 se
realiz6 enmedio liquido SM en frascos de 500 mL (Elad
y Baker, 1985). L os cultivos se mantuvieron en agitacion
orbital durante 24 h a 30 °C. Posteriormente € medio
fue centrifugado dos veces a 16 000 g durante 10 min
para obtener € sobrenadante libre de células. La
presencia de estos compuestos se determind mediante
un barrido a una longitud de onda desde 350 a 450 nm
en un espectrofotometro, siendo notable un pico de
absorcion a 408 nm. Se redujo el volumen del
sobrenadante 10 veces y se centrifug6 nuevamente para
eliminar impurezas. Se determind la concentracion de
los siderdforos, usando d valor méximo de absorciony
e coeficiente de absorcion molar (I =400 nmy e =
20 000 M cm?) de acuerdo al método de Meyer y
Abdallah (1978).

Pruebas de Antagonismo de Medio Liquido

Los experimentos de antagonismo en medios de
cultivo liquido se llevaron a cabo esterilizando el
sobrenadante obtenido por filtracion utilizando una
membrana de 0.22 um de didmetro de poro (Millipore).
Posteriormente, d sobrenadante setransfirié amatraces
erlenmeyer de 500 mL previamente esterilizados. La
concentracion final de los sideréforos fue de 20 pM.
Simultaneamente, seinocularon las porciones circulares
de 4 mm de diametro delos patdgenos correspondientes
en cada matraz. Como control se utilizaron medios
inoculados Unicamente con los patdgenos. En ciertos
tratamientos se adicionaron 10 uM de FeCl,. La
incubacion serealizd a30 °C durante 6 dias en agitacion.
Al final de este periodo se determind @ peso seco del
micelio de los hongos. Para € andlisis estadistico se
utilizé un disefio completamente aleatorio detresa cinco
repeticiones. La comparacion de las medias seredizd a
través de la prueba de Duncan con un « dd 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad Antifungica de Pseudomonas fluorescens
ZUM 80

Se |levaron a cabo experimentos in vitro para
conocer € efecto inhibitorio de la cepa ZUMB8O0 contra
los patégenos de plantas Colletotrichum
lindemuthianum, Colletotrichum gloesporioides y
Phytophthora cinnamom. Como se muestra en la
Figura 1, d tiempo de inoculacion fue importante para
observar un alto grado de inhibicién contra C.
lindemuthianum. EI mayor grado de inhibicion se
observo en e tratamiento donde se inoculé la cepa
ZUMB80 con 24 h de anterioridad a C. lindemuthianum
(76%), no asi cuando se inocularon simultdneamente
(30%) 0 24 h después (28%). Para € patdgeno C.
gloesporioides se observd un patrén similar, ya que a
inocularlo 24 h después de la cepa bacteriana su
crecimiento serestringié hasta enun 72% (Figura 2). El
crecimiento del micelio de P. cinnamomi fue de igual
manera inhibido hasta en un 70% cuando fue inoculado
24 h después a la cepa bacteriana. Fue interesante notar
gue al inocular P. cinnamomi 24 h antes que P.
fluorescens, lainhibicion fuetotalmente nula (Figura 3).

El observar altos porcentajes de inhibicion cuando
Pseudomonas fluorescens ZUMB80 fue inoculada con
24 horas de anterioridad a los patdgenos, sugiere que
las bacterias necesitan tiempo para sintetizar los
metabolitos secundarios que causan lainhibicion. En €
caso de la sintesis de compuestos como los sideréforos,
es conocido que son sintetizados principalmente en
etapas exponenciales de crecimiento, siendo la fase
donde la poblacion requiere mas nutrientes para la
division cdular (O'Sullivan y O'Gara, 1992). La alta
constante de estabilidad (pKa = 29) para € complgo
pseudobactina—Fe (Chen et al., 1994) provoca que
virtualmente toda molécula de pseudobactina excretada
seuna a Fe presente en d medio, este compleo actia
como sistema de suministro de Fe (111) para la bacteria
al ser introducido en la céula bacteriana (Koster et al.,
1995; Loper y Henkds, 1999; Jurkevich et al., 1992).
Por lo tanto, en microambientes como la rizosfera, la
sintesis de sideréforos es importante para conferir una
ventaja competitiva por nutrientes y espacios (Loper
y Henkels, 1999), y por exclusion, restringir el
crecimiento deorganismos dafiinos alas plantas (Farias-
Rodriguez et al ., 1990). Esta hipdtesis concuerdacon otros
trabgjos, donde se sugiere que las Pseudomonas inhiben
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Figura 1. Inhibicion del crecimiento del hongo Colletotrichum lindemuthianum por parte de la cepas Pseudomonas fluorescens
ZUMB80 (barras negras) y Sid  (barras grises). Los valores representan € promedio de a menos tres repeticiones independientes con
respecto d control donde se inocul6 Unicamente el patdgeno. T = desviacidn esténdar. Las mediciones del diametro del micelio se redlizaron
alas 72 h deincubacion a 30 °C.

e crecimiento de patdgenos mediante este mecanismo 1, 2 y 3). Sin embargo, € efecto inhibitorio no fue
(O'Sullivan y O'Gara, 1992; Farias-Rodriguez et al., estadisticamente diferente de cero. Lo anterior puede
1997; Sharmay Johri, 2003; Renault et al., 2007). deberse a que las bacterias Pseudomonas sintetizan

Por otro lado, un ligero ef ecto antagdnico se observo una gran variedad de compuestos con efectos

por la cepa mutante Sid  hacia los patdgenos (Figuras antimicrobianos (Bangeray Tomashow, 1996; O"Sullivan
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Figura 2. Inhibicion del crecimiento del hongo Colletotrichum gloesporioides por la cepa Pseudomonas fluorescens ZUM 80 (barras
negras) y Sid™ (barras grises). Los valores representan el promedio de a menos tres repeticiones independientes con respecto a control
donde seinocul6 Unicamente el patdgeno. T = desviacion estdndar. Las medicionesde didmetro del micelio serealizaron alas 72 h deincubacion
a30°C.



SANTOYO ET AL. PAPEL DE LOS SIDEROFOROS EN LA ACTIVIDAD ANTAGONICA DE Pseudomonas fluorescens 57

100
80

70
60
50
40
30
20
10

0.

Porcentgje de inhibicién de
Pseudomonas cinnamomi

——

Simultanea

24 h antes

24 h después

Tiempo de inoculacién de Pseudomonas fluorescens ZUM80 y Sid

Figura 3. Inhibicién del crecimiento del hongo Pseudomonascinnamomi por partedela cepa Pseudomonas fluorescensZUM 80 (barras
negras) y Sid™ (barras grises). Los valores representan el promedio de al menos tres repeticiones independientes con respecto al control
donde se inocul6 Unicamente el patdgeno. T = desviacién estndar. Las mediciones del didmetro del micelio serealizaron alas 72 h deincubacién

a30°C.

y O'Gara, 1992). Esto sugierequealgiin otro compuesto,
también posiblemente sintetizado por la cepa ZUM80,
puede mostrar cierta actividad antifingica hacia los
fitopatdgenos analizados en este estudio. Por otra parte,
Vaencia-Cantero 'y colaboradores (2005) reportaron que
mutantesSid  deZUM 80 mostraron actividad inhibitoria
contra Fusarium oxysporum, no obstante en € presente
trabajo no mostré la misma capacidad inhibitoria contra
C. lindemuthianum, C. gloesporioides o P.
cinnamomi. Es posible que la actividad de este
metabolito(s), desconocido hasta el momento, sea
patogeno-especifico, en este sentido Leey colaboradores
(2003) reportan que P. fluorescens MM-B16, produce
un antibidtico con una actividad diferencial sobre
Colletotrichum, Phytophtora y Fusarium, de manera
gue las concentraciones medias inhibitorias para cada
uno de los géneros de fitopatdgenos varian hasta en un
orden de magnitud.

Actividad Antagonica de los Sider 6foros

Este ensayo tuvo e propdsito de conocer € efecto
delos sideréforos en @ crecimiento de los patégenos en
medios de cultivo liquidos. Los resultados de estos
experimentos muestran que al adicionar € concentrado
de los siderdforos existe un efecto inhibitorio

en d crecimiento del micdio de los tres fitopatdgenos
analizados (Cuadro 1). Sin embargo, solo seobservaron
diferencias significativas para los patégenos C.
lindemuthianum y C. gloesporioides, ain cuando €
grado de inhibicion sobre estos patdgenos fue menor
comparado con € gercido sobre P. cinnamomi € cual
tuvo una variacion experimental considerablemente
mayor (+ 22 mg) comparado con los tratamientos con
C. lindemuthianumy C. gloesporioides (+ 10, + 8 mg
respectivamente). Al adicionar hierro al medio decultivo
se incrementd notablemente el crecimiento de los
patdgenos, ademas de que la actividad antifungica se
perdi6 por completo (Cuadrol). Estos resultados estén
en concordanciaconlo reportado por DelaRosa-Garcia
y colaboradores (2007) que encuentran que de sus 46
aislados bacterianos con capacidad antimicrobiana, €
86% producen sideroforos, € 30% disminuye su
capacidad inhibitoria en presencia de FeCl, y € 13%
pierden completamente el efecto antimicrobiano al
adicionar € metal.

El hierro dd sudo es captado por los sideréforos,
los cuales actlian como sistemas de transporte del
elemento hacialas bacterias y |o hacen al mismo tiempo
menos disponible para los patégenos (Silver y
Walderhaug, 1992). Se ha demostrado que mediante este
mecanismo los sideroforos restringen € crecimiento
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Cuadro 1. Efecto de los sider6foros sobre e crecimiento de algunos fitopatdgenos.

Fitopatégeno Control + Sideréforos + Sider6foros + Fe % deinhibicién
Colletotrichum lindemuthianum 230 177 276* 13
Colletotrichum gloesporioides 268 222 250* 17
Pseudomonas cinnamomi 149 119 180* 20

Los resultados muestran la media del peso seco del micelio de los patdgenos en mg. En el tratamiento control se inocularon los patégenos sin
sider6foros o hierro. El porcentaje de inhibicién es mostrado por el factor sideréforos respecto al control. Los asteriscos muestran diferencias

significativas respecto al tratamiento control (a = 0.05).

de microorganismos que causan enfermedades en
plantas (Haasy Ked, 2003; Weller et al., 2002; Validov
et al., 2005). En cultivosliquidos, los sideréforoslogran
tener un efecto inhibitorio en €l crecimiento del micelio
delos tres patdgenos analizados (Cuadro 1); efecto que
sepierdeal adicionar hierroenloscultivos, por loqueal
igual que De la Rosa-Garciay colaboradores (2007), se
puede inferir que dicho metal es @ demento regulador
de la actividad antifungica. El crecimiento de los
patdgenos observado en los tratamientos donde se
adiciond hierro, sugiere que la cantidad de sideréforos
adicionada al medio no fued suficiente para capturar €
hierro disponible, y por lo tanto, € restantedd e emento
es utilizado por los patdgenos. Estos resultados
concuerdan con lo encontrados por Ambrosi y
colaboradores (2000), donde observaron que d grado
de inhibicion dd patdégeno Erwinia carotovora estaba
relacionado con la cantidad de sideréforos producidos
por la cepa B10 de Pseudomonas.

Esinteresante notar quelos porcentajes deinhibicidn
en cultivos liquidos fueron similares a los experimentos
en cultivos sdlidos donde se inocularon los patégenos y
la cepa bacteriana simultaneamente (Figuras 1, 2, 3).
Esto indica que existe una reacion entre d tiempo de
adicion de los sideréforos y € grado de antagonismo,
similar a los experimentos en cultivos solidos. Estos
resultados sugieren un estudio més detallado sobre la
sintesis de sideréforos y la competencia por € hierro en
ambientes como larizésfera. La cantidad inhibitoria del
sider6foro es un aspecto degraninterés, Crowley (2006)
sefiala que la concentracion de sideréforos en los suelos
rizosféricos puede variar entre 0.3y 3 UM, pero que en
micronichos colonizados por bacterias productoras
de sideréforos puede incrementarse en varios érdenes
de magnitud. Por tal motivo, se recomienda estudiar en
mayor detalle este factor en futuros experimentos.

Actualmente, @ problema dd empleo de pesticidas
para usos agricolas sigue sin resolverse, algunas
alternativas planteadas son € uso deplantas transgénicas

resistentes a diversos patdgenos, que sin embargo cae
en la controversiadd uso de dichas plantasy sus frutos
para consumo humano. Otra alternativa es € uso de
bacterias productoras de sider6foros como agentes de
biocontrol, campo en d quesesigueninvirtiendo grandes
esfuerzos (DelaRosa-Garciaet al., 2007; Renault et al .,
2007) y es en este sentido en donde se circunscribe €
presentetrabajo. En conclusion, los resultados obtenidos
muestran que Pseudomonas fluorescens ZUM 80 inhibe
a los fitopatégenos C. lindemuthianum, C.
gloesporioidesy P. cinnamomi mediante un mecanismo
que involucra la produccion de sideréforos, y ademés
sefialan que las Pseudomonas son una buena opcion de
control biologico de patdgenos de plantas que podria
ayudar a disminuir € uso de quimicos en cultivos
agricolas, ademés de evitar dafios al medio ambiente'y
graves pérdidas econdmicas.

CONCLUSIONES

- Los sideréforos producidos por la bacteria
Pseudomonas fluorescens ZUMB8O0 participan en la
inhibicion del crecimiento de los patégenos de plantas
Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum
gloesporioides y Phytophthora cinnamomi.

- El mayor grado de inhibicion en € crecimiento de
micdio de los patégenos se observd cuando la cepa
ZUMB80 seinoculé 24 h antes que los hongos.

- Una cepa incapaz de sintetizar sideréforos (ZUM80
Sid ) nologréinhibir significativamente d crecimiento
de los patégenos analizados.

- Utilizar un concentrado de sideréforos presenta una
alternativa parainhibir € crecimiento delos patdgenos,
en especia contra Colletotrichum lindemuthianum y
Colletotrichum gloesporioides.

- Es praobable que € hierro participe como e emento
regulador en la actividad inhibitoria delos sideréforos.
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