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Resumen. El objetivo de este trabajo fue utilizar rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR)
para el control de Rhizoctonia solani en cultivos de lechuga en bandejas flotantes. Para ello, se
realizo un ensayo de escrutinio in vivo en el que se inoculo el sustrato y las semillas con B. subtilis
en una concentracion de 5 10° UFC mL™" y Larminar en una concentracion de 100 g de producto en
100 mL de agua destilada con una riqueza de 1,7 10° UFC L, evaluando en el momento de la
cosecha los pardmetros de crecimiento aéreo y radicular, asi como la concentracion de las bacteria
durante el ciclo de cultivo en las raices mediante PCR cuantitativa. Los métodos mds eficaces de
inoculacion fueron los de inoculacion directa tanto de las semillas como del sustrato con Larminar
y B. subtilis. Una vez optimizado el método de inoculacion, se realizo un segundo ensayo de
escrutinio de control biologico de R. solani con B. subtilis y Larminar, en semillas y sustrato,
mostrando valores similares de crecimiento tanto en la parte aérea como en la parte radical en
plantas tratadas con bacterias y no inoculadas con el patégeno y en plantas tratadas con bacterias

e inoculadas con el patogeno.

1. Introduccion

La produccion de plantas en cultivo hidropénico se
puede ver afectada por enfermedades que perturban
al crecimiento y la calidad del cultivo. El damping off
es una de las mds comunes causada por hongos como
Pythium spp, Phytophthora spp y Rhizoctonia solani
(Olsen y Young, 1998). En la actualidad, el uso de
rizobacterias promotoras del crecimiento (PGPR) es
una buena herramienta de control biolégico, ya que
producen un beneficio sobre el crecimiento de las
plantas debido a la capacidad que tienen para la
represion de los agentes patdégenos del suelo
(Zehnder et al., 2000). De este modo, B. subtilis ha
sido utilizada desde hace afios en el control de la
podredumbre producida por Rhizoctonia spp.
(Broadbent et al., 1971). El objetivo de este trabajo
fue optimizar el método de inoculacién de diferentes
cepas de PGPR en cultivo en bandejas flotantes de
lechuga para el control de R. solani, asi como
establecer un método de cuantificacion de las
bacterias mediante PCR cuantitativa (Q-PCR).

2. Materiales y métodos

2.1. Optimizacion del
cuantificacion de bacterias

método de

Dos cepas de Bacillus, B. subtilis y B. velezensis,
previamente identificadas en ensayos in vitro como
controladoras, en mas de un 80%, del crecimiento de
R. solani, fueron usadas para la extraccién de ADN
con DNeasy Blood & Tissue kit (Quiagen). Dichos
ADNs fueron sometidos a una PCR convencional
usando como cebadores ATCC 6051A, ATCC 54405
y NRRL B-941 descritos por Providenti et al. (2009)
para la identificacién de B. subtilis. Una vez que se
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obtuvieron bandas claras de amplificacion se realiz6
una PCR cuantitativa (q-PCR), con los mismos
cebadores a una temperatura de anillamiento de 60°C,
con el Kit SYBR Green Premix Ex Taq (Takara). Por
dltimo, se realizé mediante g-PCR una curva estandar
de cuantificacion de B. subtilis.

2.2. Optimizacion del método
inoculacion y cuantificacion de PGPR

de

El material vegetal del ensayo fue lechuga tipo baby
leaf var. Diveria. 480 semillas fueron desinfectadas
con Domestos al 20% y se dispusieron en 6 placas
Petri. Las inoculaciones se realizaron con semillas no
germinadas y con semillas pregerminadas 48h por
imbibicién, durante 90 min, respectivamente, con: (1)
20 mL de un cultivo de B. subtilis puro (5x10* UFC
mL™"), (2) Larminar (100 g/100 mL y una riqueza en
B. subtilis de 1,7 10° UFC L") y (3) MgSO, (10 mM)
como control. Posteriormente las semillas se
dispusieron en bandejas styrofloat cuyo sustrato fue
inoculado por riego directo previamente de distintas
formas: (1) con 20 mL de B. subtilis puro (5x10° UFC
mL™), (2) con Larminar (100 g¢/100 mL) y (3) con
agua (control). Las bandejas se trasladaron a una
cdmara a temperatura constante de 25°C (16 h luz, 8h
oscuridad y 90% HR) y se depositaron en pequeifias
balsas con solucién nutritiva conteniendo los
siguientes elementos en pmol Lt NO;™ ,7200; NH,*
A4800; H,PO, 2000; Ca*, 2000; K* ,6000; Mg*,
1500 y una mezcla de microelementos a una
concentracién 0,02 g L' y quelato de hierro a una
concentracién 0,015 g L. En la recoleccién (21 dias
después de la germinacion de las semillas de ambos
tratamientos de inoculacién) se midieron pardmetros
de crecimiento de la parte aérea y la parte radical.
Los datos fueron sometidos a un estudio estadistico



bifactorial mediante el programa StatGraphic 2.1,
utilizando un ANOVA con el test LSD (95%) para el
célculo del andlisis de la varianza y de separacién de
medias.

La cuantificacién de las bacterias se realizé a partir
de 20 plantulas a los 7 y 14 dias después de la
germinacion.

2.3. Estudio del control mediante PGPR
de R. solani en bandejas flotantes

Las etapas del experimento fueron idénticas a las
descritas anteriormente 'y los tratamientos de
inoculacién fueron los mismos para las semillas y el
sustrato salvo que se utilizaron dnicamente semillas
inoculadas antes de la germinacién y que R. solani
fue inoculado en el sustrato a los 7 dias después de la
siembra.

3. Resultados y discusion

Los cebadores especificos de B. subtilis ATCC
6051A y ATCC 54405 amplificaron en PCR
convencional con las muestras de ADN extraido de
B. subtilis y B. velezensis. Las reacciones de q-PCR
con el cebador ATCC 6051A permitieron distinguir
las dos bacterias (Fig. 1), pero solo se pudo realizar la
curva de calibrado para la cuantificaciéon de B.
subtilis, por lo que sé6lo se utilizd tGnicamente esta
especie en los demds experimentos.

De los diferentes métodos de inoculacion usados, los
mds eficaces fueron aquellos en los que la
inoculacién de la semillas se realiz6 antes de
germinacién con Larminar y B. subtilis en la propia
semilla y en el sustrato (resultados no mostrados). La
pregerminacién de semillas antes de la inoculacidn

fue descartada por ser demasiado laboriosa y delicada
para una futura aplicacién en campo. Los resultados
del ensayo de control biolégico de R. solani con B.
subtilis y Larminar, en semillas y sustrato, mostraron
valores similares de crecimiento tanto en la parte
aérea como en la parte radical en plantas tratadas con
las bacterias y no inoculadas con el patégeno y en
plantas tratadas con las bacterias e inoculadas con el
patdgeno (Tablas 1 y 2). Esto podria deberse a que B.
subtilis 'y Larminar consiguieron controlar al
patégeno. Sin embargo, Adesina et al. (2009)
mostraron que la inoculacién de R. solani junto con
PGPR en lechuga, provoc6é la reduccién de Ila
biomasa aérea. La cuantificacién de las bacterias a
los 7 y 14 dias después de la germinacion se muestra
en la Tabla 3, donde se aprecia un aumento de la
concentracién bacteriana con el tiempo.

4. Conclusion

Los cebadores especificos de B. subtilis ATCC 6051
y ATCC 54405 amplificaron en PCR convencional
con las muestras de ADN extraido de B. subtilis y B.
velezensis. De los diferentes métodos de inoculacion
usados, los mas eficaces fueron aquellos en los que la
inoculaciéon de la semillas se realiz6 antes de
germinacién con Larminar y B. subtilis en la propia
semilla y en el sustrato. Los resultados del ensayo de
control biolégico de R. solani con B. subtilis y
Larminar, en semillas y substrato, mostraron valores
similares tanto en la parte aérea como en la parte
radical. Esto puede ser debido a que B.subtilis y
Larminar consiguieron controlar al patégeno o a un
posible problema en la infeccién de la planta. En la
cuantificacion de bacterias, se aprecid un aumento de
la concentracién bacteriana con el tiempo.

Tabla 1. Crecimiento aéreo y radicular de plantas de lechuga procedentes de semillas tratadas antes de la germinacion con B. subtilis e
inoculadas con R. solani. Inoculacién de semillas (I.SE) con B. subtilis (B.s), Larminar (L) y control con MgSO, (C); Inoculacién del
substrato (I.SU) con B. subtilis (B.s), Larminar (L) y agua (C); Inoculacién con R. solani (IR.s), no inoculadas (NI) e inoculadas (I).

Tratamientos Parte aérea Parte radical
ISE ISU 1. Afoliar Pdfresco Pseco Longitud Area Diametro  Volumen
Rs (cm/pl)  (g/p)) (g/pl)  (ecm/p)  (em¥pl) (mm/pl)  (cm’/pl)
B.s Bs NI 1024 3,1 0.2 1154 89 08 05
B.s I 104 30 0,1 1153 9,1 0,7 0,6
L L N.I 939 30 0,1 923 6.3 0,7 0,5
L | 1228 32 0,1 1325 11,1 08 0,7
C C N.I 91,3 23 0,1 1252 9,7 0.8 0,5
C | 604 19 0,07 70,5 6,1 0,7 04

43



Investigacion ETSIA

Tabla 2. Resultados estadisticos obtenidos para altura y nimero de hojas en plantas infectadas con R. solani. I: inoculaciones; IR:

Inoculacion R. solani.

Parametros Inoculaciones Inoculacién R.solani | IR IxIR
Bacteria Larminar Control Inoculadas No inoculadas

Altura(cm) 15,5b 16,1b 12.8a 13 4a 16,2b HEE  OFFE FEX

N° hojas 59b 5,5b 42a 492a 549 XEE  ¥E R

Tabla 3. Cuantificacién de bacterias en raices de lechuga a los 7 y 14 dias después de los diferentes tratamientos de germinacién de semillas
(G.S): antes (N.G) y después de la germinacién (P) y de inoculacién de semillas (I.SE): con B. subtilis (B.s), Larminar (L) y control

Dia7 Dia 14

con MgSO,.
Tratamientos
GS ISE
NG Bs
L
C
P B.s
L
C

N° bacterias

N° bacterias

(UFC/mL) (UFC/mL)
1,9x10° 2.2x10*
7.8 x10° 26x10*
0 0
74 x10° 1,7 x10*
2,7 x10° 5,1 x10°
0 0

Figura 1. PCR en tiempo real de ADN de Bacillus con el primer ATCC 6051A (ay b) y con el primer ATCC 54405 (c y d). Se utilizé 1uL para
cada reaccién de PCR. (a y c¢) aumento de la sefial de fluorescencia en relacion con el nimero de ciclos y (b y d) andlisis de la curva de

fusion de los fragmentos amplificados.
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