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CA RA CTERIZAC ION DE R1ZOBACTER1AS DE LA Mucuna deeringiana Y EL 
PLATANERO 

/. Natalia Salas T.' y R. Vargas Aya la2, Estudiante Graduado, Departamento de Protecciôn 
de Cultivas', Catedrâtico, Departamento de Protecciôn de Cultivos2, RUM., Mayagüez, 
P. R. 

RESUMEN. Muestras de suelo y raices tomadas de parcelas con mucuna, platanero y 
mucuna-platanero en asociaciôn fueron evaluadas con el objetîvo de determinar poblaciones 
de bacterias de la rizosfera. Las rizobacterias se aislaron en Agar de Soya Tripticasa al 5% 
usando el método de dilution seriada. Posteriormente, se aislaron y purificaron 10 
rizobacterias de la mucuna (6 Gram-negativas, y 4 Gram-positivas) y 7 rizobacterias del 
platanero (4 Gram-negativas y 3 Gram-positivas) para un total de 17 bacterias aisladas. Se 
realizô la tinciôn de esporas con oxalato verde de malaquita al 5%, a sie te bacterias Gram-
positivas, determinàndose dos rizobacterias formadoras de esporas. Estudios in vitro 
demostraron que dos de las bacterias identifïcadas como Gram-negativas presentaron un 
efecto atrayente a nematodos del platanero. Sin embargo, rizobacterias Gram-positivas no 
mostraron atracciôn ai nematodo. Los resultados sugieren que bacterias provenientes de la 
rizosfera de mucuna y platanero podrian estar relacionadas con la supresiôn ο atracciôn de 
nematodos. El aislar y cuantificar componentes de la rizosfera con posibles propiedades 
antagonlstas podrian résulter en una nueva alternativa para el manejo de nematodos en el 
platanero. 

INTRODUCCION 

El método mas utilizado para reducir pérdidas ecomômicas en los cultivos es el uso de 
nematicidas por su action râpida y efectiva. Pero debido a su alto costo y a los efectos 
adversos que le ocasionan al liombre y al medio ambiente, su uso es mâs limitado cada dia. 
Esta situation ha aumentado el interés en la evaluation y busqueda de altemativas de control 
utilizando enemigos naturales capaces de combatir eficazmente los nematodos (Acosta et al., 
1991; National Academy of Sciences, 1968; Român, 1978; Southey, 1978; Taylor y Sasser, 
1983; VanGundy, 1985; Lucas, 1968; Stirling, 1991). 

Aunque los hongos antagonistes informados en la literatura predominan en el control de 
nematodos, estudios recientes han enfatizado y demostrado el gran potencial biocontrolador 
de las bacterias de la rizosfera en poblaciones de nematodos fitoparasiticos y su posible uso en 
la agricultura como una alternativa de control (Zuckerman y Rhode, 1981; Curl y Truelove, 
1986; Stirling, 1991) En 1985, Zavaleta-Mejia (1985) encontraron que aproximadamente 
una tercera parte de las 326 aislamientos de bacterias probadas causaban al menos un 
incremento del 10% en el peso seco de plantas de tomate y pepino. En Puerto Rico, Vargas y 
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Acosta en 1990, informaron sobre Pasteuria penetrans asociada a algunas especies de 
nematodos actuando como agente biorepresor. Finalmente, P. fluorescens es otra rizobacteria 
con caracteristicas biocontroladoras reportada en la literatura que posee propiedades 
supresoras de nematodos cuando es inoculada alrededor de las raices, reduciendo la 
penetration del nematodo nodulador (Stirling, 1991). 

El punto de partida para los estudios de control biolôgico con oacterias de la rizosfera 
esta con frecuencia relacionado con el aislamiento y caracterizacion de las mismas (Cook and 
Baker, 1983). Una fùente posible de agentes controladores biolôgicos de nematodos 
fitoparasiticos es Ia rizosfera de plantas las cuales muestran propiedades antagonistes a 
nematodos. Mas tarde en Alabama, Rodrigue/'.-Kabana y otros, 1988, probaron como 
rotando con frijol castor se reducia significativamente la poblaciôn de juveniles de 
Meloidogyne arenaria, seguido de Ia siembra de maru. 

Estudios realizados en Puerto Rico demostraron que plantas y extractos del haba de 
terciopelo (Mucuna deeringiana) redujeron el indice de agallas e infection por Meloidogyne 
incognita en tomate (Vicente y Acosta, 1987). Igualmente, el efecto de sistemas de rotation 
con tomate, maiz y haba de terciopelo (Mucuna deeringiana) sobre los niveles poblacionales 
de los nematodes Meloidogyne. incognita y Rotylenchulus reniformis (Acosta y otros, 1991). 
El haba de terciopelo (Mucuna deeringiana) es resistente al ataque de nematodos y su 
aparente resistencia se debe a la producciôn de exudados nematotôxico de la raiz y al efecto 
antagonista de la poblaciôn microbial asociada a la rizosfera (Acosta y otros, 1991; Kloepper 
etal., 1991). 

Vargas y otros, 1994, reportaron el efecto del frijol de terciopelo sobre poblaciones de 
nematodos fitoparasiticos y microflora de la rizosfera. Acosta y otros, 1995, demostraron que 
un programa de rotation de dos anos con Mucuna incorporada al suelo seguido de la siembra 
de tomate fùe la tâctica mas efectiva en el control, del nematodo nodulador y del nematodo 
reniforme aumentando la producciôn de tomate en 176% sobre la de tomate continuo. 

Estudio realizado en Alabama por Vargas, 1995, relacionado con dinâmica poblacional de 
nematodos y ecologia microbial en un programa de rotaciôn con Mucuna deeringiana y otros 
cultivos, sugiere que la rizosfera del haba de terciopelo naturalmente selecciona ciertas 
especies dë hongos y bacterias, soporta poblaciones microbiales y reduce la incidencia de 
enfermedades causadas por el nematodo nodulador y quiste de la soya, Meloidogyne incognita 
y Heterodera glycines. 

El mecanismo preciso por medio del cual estas plantas son antagonistas a nematodos se 
desconocen (Kloepper, 1991). Es posible que parte de este mecanismo esta basado en los 
efectos de exudados de raices (aleloquimicos) sobre la toxicidad, repulsion, atracciôn y 
eclosiôn del huevo. Existen dos mecanismos por los cuales se explica este efecto: mediante la 
producciôn de toxinas (productos nematotôxicos) que matan los nematodos o se créé que la 
planta contiene en cantidades insuficientes o no contiene sustancias necesarias para el 
desarrollo y reproduction de los nemtodos (Giebél, 1982). 

El propôsito de este estudio preliminar fùe determinar la microflora bacterial de la 
rizosfera de mucuna deeringiana y platanero que presentan niveles de antagonismo sobre 
nematodos del platanero. Se presentan datos sobre la densidad, diversidad, caracterizacion e 
identification de poblaciones de rizobacterias. 
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MATERIALES Y METODOS 

El présente estudio se realizô en el Laboratorio de Nematologia del Departamento de 
Protecciôn de Cultivos y el Laboratorio BNF del Departamento de Agronomia de la 
Universidad de Puerto Rico, Recinto Universitario de Mayagüez (RUM) entre Agosto de 
1996 y Mayo de 1997. 

Muestreo: 

Se obtuvieron 6 muestras de suelo, cerca de la region radical (incluyendo raicillas) de 
plantas de Mucuna deeringiana sp. y platanero (variedades de superplatano y maricongo) 
procedentes de siembras establecidas en la Subestaciôn Experimental Agricola de Isabela y 
Corozal, repectivamente, 

Cada muestra estaba constituida de suelo de la rizosfera y raicillas. Se tomaron 
aproximadamente SOg de cada muestra de suelo a una profundidad de 15.00 cm. Y se 
transportaron en boisas plàsticas previamente rotuladas al laboratorio de Nematologia. Estas 
se almacenaron en la nevera a una temperatura no menor de 4° C y se procesaron durante las 
24 horas siguientes. 

Densidad de poblaciôn: 

Se determinô pesando 10 g de suelo y raices (5 g de suelo y 5 g de raices) de cada una de 
las muestras y se colocaron en frascos de Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 90 ml de agua 
destilada esterilizada. Los frascos se colocaron en un agitador eléctrico (Eberbach 
Corporation Ann Arbor, Michigan) durante 30 min. Se prepararon 4 diluciones seriadas hasta 
10"4 Se tomaron alicuotas de 0.1 ml de la diluciones 10*3 y 10"4 y se transfirieron a plaças de 
Petri conteniendo el medio de cultivo Agar de Soya Tripticasa al 5% (AST 5%). Se 
realizaron un total de dos plaças por dilution por muestra. Las plaças fueron invertidas e 
incubadas a 28° C por 48 horas. Posteriormente, se contabilizô el numéro de las colonias en 
cada plaça y se determinô un promedio de las dos plaças expresado en el log de Unidades 
Formadoras de Colonias por gramo de suelo (log UFC/g). 

Diversidad bacterial: 

Colonias individuates seleccionadas a partir de la dilution 10*4 y luego de 48 horas de 
incubation se transfirieron a plaças de Petri conteniendo el medio de cultivo AST al 100%. 
La purification de las colonias se realizô Hevando la bacteria, con la ayuda de una aguja de 
inoculation tipo asa, a un tubo com 3 ml de agua destilada esterilizada donde se mezclô con 
un hogenizador para posteriormente transferirla a medio de cultivo AST 100%. Luego se 
incubô a 28° C por 2-3 dias. Este procedimiento se repitiô 3 veces hasta lograr un 
crecimiento bacterial uniforme que fue verificado visualmente. Las bacterias puras fueron 
almacenadas a 4° C en tubos que contenian medio de agar agua (AA) al 0.6%. 
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Caracterizaciôn fisiolôgica de rizobacterias: 

Reacciôn Gram: Los aislamientos puros de bacterias de la rizosfera fueron divididos en dos 
grandes grupos: Gram-positivas y Gram-negativas, utiiizando la reacciôn de Gram (Tinciôn 
de Gram y Prueba de solubilidad en KOH 3%). 

La tinciôn de Gram fue determinada colocando una gota de agua destilada estéril en una 
laminilla limpia, tomando una muestra de la colonia de la bacteria con una aguja de 
inoculaciôn tipo asa, frotando sobre la gota y distribuyendo la suspension por toda la laminilla, 
Se tratô de que la distribuciôn fuera uniforme y no se formaran areas gruesas. 

La prueba de solubilidad en KOH fue determinada colocando 1 gota de KOH 3% en una 
laminilla, anadiendo una aguja de inoculaciôn tipo asa de la bacteria y frotando por 30 
segundo. Si se formaba un hilito (si se torna viscoso) la prueba era Gram- y si no se formaba 
el hilito era Gram+. 

Tinciôn de esporas: 

El aislamiento puro de la rizobacteria se inoculo en medio de AST 100% e incubô a 25° 
C por 18 horas. Se preparô una laminilla fija con la rizobacteria y se cubriô con papel filtro. 
Posteriormente, se anadiô verde malaquita 5%, calentô hasta que saliô humo y dejô reposar 2-
3 minutos. Enseguida, se lavô con agua corriente y aplicô safranina al 0.5% durante 30 
segundos. La laminilla se lavô de nuevo, secô y observé al microscopio. Las esporas que 
tineron verde son producidas por rizobacterias formadoras de esporas. Mientras, las células 
vegetales tinen de rojo. 

Prueba de antibiosis: . 

La prueba de antibiosis se realizô en medio de agar agua al 15% utiiizando circulos de 
papel filtro estériles impregnados con la suspension de la bacteria y estracto concentrado de 
los nematodos. Los nematodos fueron obtenidos de la rizosfera en el platanero, mediante el 
método combinado de Christie y Perry. Los circulos de pape! impregnados con la bacteria 
fueron colocados en el extremo del plato Petri y el estracto concentrado de nematodos (2-3 
gotas) flié colocado en el centro del mismo. El plato Petri inoculado fué incubado a 25° C por 
48 horas, tiempo despues del cual se realizô la observaciôn sobre la supresiôn ο atracciôn de 
las bacterias hacia los nematodos. 

Identificaciôn bacterial: 

Colonias de bacterias puras Gram-negativas se transfirieron a medio AST 100% e 
incubaron invertidas a 28°C. Pasadas 24 horas, se identificaron utiiizando el Sistema de 
identificaciôn automatizado de bacterias BIOLOG Micro-Station (Tabla 1). 

RESULT ADOS Y DISCUSION 

Los resultados indican que no hubo diferencia significativa entre la densidad de la 
poblaciôn de bacterias aisladas de la rizosfera de la Mucuna deeringiana y el platanero. 
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Tabla 1. Diversidad de la bacteria de la rizosfera de la mucuna deeringiana y el platanero. 

CULTIVO Géneros de Rizobacteria1 

Mucuna deeringiana Sphingobacterium thalpophilum 
Pseudomonas sp. 
P. putida 
Pantoea sp. 

Platanero Pseudomonas sp. 
Alcaligenes paradoxus 
Serratia marcescens 

" Corresponde a la identiiicaciôn de la rizobacteria empleando el Sistema Biolog. 

Un total de 17 aislamientos, 10 de la mucuria y 7 de el platanero fueron detectados. La 
identification de bacterias por el sistema BIOLOG Micro-Station demostrô el aislamiento de 
un total de S géneros, 5 especies (Tabla 1). El 50% de los aislamientos de la mucuna y el 
33% de los aislamientos de el platanero se identificaron como miembros del género 
Pseudomonas. Las especies bacterianas aisladas mas frecuentemente en mucuna y en 
platanero fueron Pseudomonas spp. con un 42.8% del total de los géneros de bacterias 
aisladas. Este resultado esta de acuerdo con la mayoria de los investigadores en el sentido de 
que Pseudomonas spp. son, entre las bacterias, las mas consistentemente abundante en la 
rizosfera (Curl y Truelove, 1986). 

Pseudomona putida, una especie de uso potential en el control biolôgico de 
enfermedades (Bruehl, 1987), solo se aislô de la mucuna. Correspondiô al 25% de las 
especies aisladas de la mucuna lo que signifîca el 14.2% del total de los aislamientos obtenidos 
de la mucuna y platanero. 

Por el contrario, Serratia marcescens se aislô unicamente de el platanero. Correspondiô 
al 25% de las especies aisladas del platanero lo que signifîca el 14.2% del total de los 
aislamientos obtenidos de la mucuna y platanero. Chet et al. 1991, encontraron en sus 
estudios que Serratia marcescens era un eficiente agente biocontrolador de hongos 
patogénicos bajo condiciones de invernadero y poseia actividad quinolitica como un 
mecanismo potencial para control biolôgico. 

Dietisiete aislamientos bacteriales, 10 de mucuna y 7 de platanero, seleccionados al azar 
de AST 5%, fueron caracterizados utilizando las pruebas de fisiplôgicas de tinciôn Gram y 
solubilidad en KOH 3%. Del total de los aislamientos probados, el 59% fueron Gram-
negativas y 41% Gram-positivas (Tabla 2 y 3). Esto indica que la poblaciôn bacterial de la 
rizosfera (de mucuna y platanero) esta predominantemente habitada por bacterias Gram-
negativas. Las raices de la mayoria de las plantas estân favorecidas por bacterias Gram-
negativas, no formadoras de esporas, de forma redondeada cilindrica. Mientras, que bacterias 
Gram-positivas, cocos, cilindricas no formadoras de esporas y aerobicas formadoras de 
esporas, son relativamente menos abundante (Curl y truelove, 1986). 
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Tabla 2. Prueba de tinciôn de Gram de bacterias de la Mucuna deeringiana y el platanero. 

CULTIVO Gram-negativa Gram-positiva ' Total 

Mucuna deeringiana 6 4 10 
Platanero 4 3 7 
Sub-total 10 7 17 

Tabla 3. Prueba de solubilidad en KOH 3% de bacterias de la rizosfera de la mucuna 
deeringiana y el platanero. 

CULTIVO KOH- KOH + TOTAL 

Mucuna deeringiana 6 4 10 
Platano 4 3 7 
Sub-Total 10 7 17 

Siete aislamientos bacteriales Gram-positivos, 4 de mucuna y 3 de platanero, fueron 
probados utilizando la tinciôn de esporas. Se encontrô que 2 aislamientos procedentes de la 
rizosfera de el platanero eran formadoras de esporas (Tabla 4). Estas bacterias podrian ser 
Bacillus spp. ο Clostridium spp. las cuales son resistentes al calor. Esta caracteristica les 
garantiza un potencial biocontrolador de nematodos ya que pueden facilmente resistir altas 
temperaturas (Atlas. 1994), 

Tabla 4. Prueba de tinciôn de esporas de bacterias Gram-positivas de la rizosfera de mucuna 
deeringiana y el platanero. 

TINCION DE ESPORAS 

CULTIVO NEGATIVAS POSITIVAS TOTAL 

Mucuna deeringiana 4 0 4 
Platanero 1 2 3 
Sub-Total 5 2 7 

Cuatro Bacterias Gram-negativas, 2 de mucuna y 2 de platanero, fueron utilizadas para 
probar antibiosis hacia nematodos del platanero. Los resultados indican que dos de las 
bacterias procedentes de la rizosfera de el platanero e identificadas como Gram-negativas 
(Variovorax paradoxus y Serratia marcescens) presentaron un efecto atrayente a nematodos 
de el platanero (Tabla 5). Serratia marcescens es un agente biocontrolador eficiente que en 
forma exitosa suprime el patogeno y reduce incidencia de enfermedades. El antagonismo 
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bacterial, responsable de el control biolôgico, podria operar por antibiosis, competencia ο 
parasitismo (Keister y Cregan, 1991). 

Los resultados sugieren que bacterias provenientes de la rizosfera de mucuna y platanero 
podrian estar relacionadas con la supresiôn ο atracciôn de nematodos y que el aislar y 
cuantificar componentes de la rizosfera con posibles propiedades antagonistas podrian resultar 
en una nueva alternativa para el manejo de nematodos en el platanero. 

Tabla S. Prueba de antibiosis de bacterias Gram-negativas de la rizosfera de mucuna 
deeringiana y el platanero. 

CULTIVO 
Negativa 

ANTIBIOSIS 
Positiva 

TOTAL 

Mucuna deeringiana 2 0 2 
Platanero 0 0 2 
Sub-Total 2 2 4 
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