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RESUMEN

Las malezas ocasionan una gran pérdida
en las tierras agricolas y comunmente,
las medidas de manejo y contencion de
estas especies se dan con la aplicacion de
herbicidas, sin embargo; en afios recientes
se ha presentado un interés en establecer
mecanismos de biocontrol seguros, con
el empleo de bacterias inhibidoras del
crecimiento conocidas como rizobacterias
deletéreas (Deleterious rhizobacteria:
DRB)que se consideran generalmente como
no parasiticas, y causan, de manera sutil,
efectos deletéreos a través de la produccion
de metabolitos dafiinos a las plantas. El
presente trabajo tuvo como objetivo carac-
terizar la produccion de acido cianhidrico
de pseudomonas rizobacterianas de malezas
de un cultivo de alfalfa (Medicago sativa
L.) y evaluar el efecto fitotoxico de éstas
sobre el crecimiento radical de plantulas de
Axonopus affinis (Chase) y Lens esculenta

(Moench). De acuerdo con los resultados
obtenidos con relacion a la evidencia de que
los aislados de pseudomonadas son rizobac-
terias cianogénicas y de su efecto fitotoxico
medido sobre las especies vegetales bajo
estudio; se sugieren a éstas como posibles
agentes de biocontrol con pastos que sean
considerados malezas; ya que en general se
observo que inhiben su crecimiento radical;
sin embargo, un enfoque particular lo tiene
la rizobacteria Pseudomonas sp. A52, la cual
present6 no solamente actividad como una
DRB sino también como una rizobacteria
promotora del crecimiento vegetal; lo que la
hace mas importante de analizar en cuanto a
su potencial y espectro de accion; tanto para
malezas monocotiledoneas como para dico-
tiledoneas, recomendable como un posible
agente de biocontrol con actividad multiple.

Palabras clave: malezas, rizobacterias
deletéreas, acido cianhidrico, crecimiento
radical.
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ABSTRACT

Weeds are a group of plants that common-
ly generate a huge loss of land crops; the
management strategies and contention of
these plant species includes the application
of herbicides, although in recently years,
it is now an interest to the establishment
of safety biocontrol mechanisms, with the
employment of microorganisms for the
weeds’ management, one microbial group
that has been employed is the Deleterious
rhizobacteria (DRB), a non-parasitic
rhizospheric bacteria that causes a subtle-
deleterious effects on plants through the
production of harmful metabolites. The aim
of the present work was to characterize the
cyanide production of rhizospheric pseudo-
monads isolated from weeds of alfalfa crop
and evaluates their phytotoxic effect on the
root growth of Axonopus affins (Chase) and
Lens esculenta (Moench) seedlings. Accor-
ding to the obtained results related with the
evidence that the pseudomonads isolates
were cyanogenic rhizobacteria and with
their phytotoxic effect measured on the plant
species under study, these rhizobacteria are
recommended as biocontrol agents of grass
weeds, because the inhibitory effect on 4.
affinis plantlets. Particular focus possess
the Pseudomonas sp. A52 strain, because
it presents not only activity as DRB, it has
also activity as plant growth promoter,
that makes to analyze this rhizobacteria
regarding to its potential and action spectra
for monocotyledonous and dicotyledonous
weeds, and as a recommendable biocontrol
agent with multiple activity.

Key words: weeds, deleterious rhizobacte-
ria, cyanhidric acid, root growth.
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INTRODUCCION

Una ventaja principal del empleo de mi-
croorganismos para el control de malezas
es que estos pueden ser mas selectivos que
los herbicidas y menos daiiinos al ambiente
(Owen y Zdor, 2001). Las bacterias inhi-
bidoras del crecimiento conocidas como
rizobacterias deletéreas (Deleterious rhizo-
bacteria: DRB) se consideran generalmente
como no parasiticas, y causan en primera
instancia efectos deletéreos a través de la
producciéon de metabolitos dafiinos que se
absorben por las raices (Kremer y Souissi,
2001; Schippers et al., 1987; Suslow y
Schroth, 1982), dentro de ellas, se haniden-
tificado como miembros a los géneros Pseu-
domonas, Enterobacter, Flavobacterium,
Citrobacter, y Achromobacter (Suslow y
Schroth, 1982; Kremer et al., 1990; Li y
Kremer, 2000; Kennedy ef al., 2001; Daigle
et al.,2002; Stubbs y Kennedy, 2012). Como
ejemplo de su aplicacion se tiene el empleo
de Pseudomonas putida, Stenotrophomonas
maltophilia y Enterobacter taylorae para el
control de Bromus tectorum L. (Mazzola et
al., 1995) y la aplicacion de Pseudomonas
spp. en campos de maiz para controlar a 7ri-
ga hermonthica (Del.) Benth. (Ahonsi et al.,
2002). Sin embargo, se considera que uno
de los grupos principales de rizobacterias
con potencial como agentes de control bio-
légico son las pseudomonadas (Kremer and
Kennedy, 1996; Mortensen, 1998); ya que se
sabe que uno de los metabolitos secundarios
producidos comtinmente por éstas es el aci-
do cianhidrico (HCN) un gas o compuesto
volatil que se sabe afecta negativamente al
metabolismo y crecimiento radical (Devi et
al.,2007; Schippers et al., 1990). La produc-
cion de HCN se relaciona con la disponibili-
dad nutricional de los precursores de la via;
como son los aminoacidos glicina y metio-
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nina, o de exudados radicales que contengan
glucosidos cianogénicos (Owen y Zdor,
2001). El &cido cianhidrico no participa en
el crecimiento, almacenamiento de energia
o el metabolismo primario de las bacterias,
pero generalmente se considera como un
metabolito secundario que posee un papel
ecoldgico y confiere una ventaja selectiva a
las cepas que lo producen (Vining, 1990). La
cianogénesis bacteriana se considera como
parte de la capacidad de biocontrol de este
tipo de cepas bacterianas que suprimen las
enfermedades ocasionadas por hongos en
algunas plantas de importancia econdémica
(Blumer y Haas 2000; Siddiqui et al., 2006).

Sturz et al. (2001) encontraron que la
estimulacion del crecimiento vegetal por
rizobacterias a través de la produccion
de metabolitos secundarios se puede in-
terpretar como un efecto benéfico lateral
alelopatico (Hoagland, 2001), seguido
de la competencia por un nicho entre las
comunidades microbianas a partir de las
que la planta se beneficia, aunque pasen
inadvertidas. La introduccion de bacterias
en el suelo para el control de malezas, re-
quiere que los oganismos sobrevivan y se
multipliquen bajo condiciones de campo.
van Veen et al. (1997) han reportado que
para que los microorganismos se consi-
deren adecuados y exitosos como agentes
de biocontrol de las plagas de plantas, se
necesita que sean capaces de colonizar el
suelo y las raices (Gurley y Zdor, 2005).

El presente trabajo tuvo como objetivo
caracterizar la produccion de 4cido cianhi-
drico de pseudomonas rizobacterianas de
malezas de un cultivo de alfalfa (Medicago
sativa L.) y evaluar el efecto fitotoxico de
éstas sobre el crecimiento radical de plan-
tulas de Axonopus affinis (Chase) y Lens
esculenta (Moench).

MATERIAL Y METODOS

Determinacion de la produccion de acido
cianhidrico por pseudomonas rizobacte-
rianas de malezas

Se realizo la caracterizacion de la produccion
in vitro de 4cido cinahidrico (HCN) de cinco
pseudomonas provenientes del cepario del
Laboratorio de Fisiologia Vegetal; aisladas
de la rizosfera de malezas de un cultivo de
alfalfa (Medicago sativa L.), ubicado en el
municipio de San Vicente Chicoloapan de
Juarez, Estado de México: Pseudomonas
sp. All y Pseudomonas sp. A12 aisladas de
Bidens odorata (Cav), Pseudomonas sp. A21
y Pseudomonas sp. A22 aisladas de Ipomea
purpurea L. (Roth), Pseudomonas sp. A52
aislada de Eragrostis intermedia (Hitchc) y
Pseudomonas sp. A101 aislada de Taraxacum
officinale (Weber). La evaluacion de su
produccidn se realizé empleando la técnica
de sellado de placas descrita por Kremer y
Souissi (2001), los aislados bacterianos se
crecieron por estria masiva en placas con medio
King B suplementado con 4.4g/L. de glicina.
Se impregn6 papel Whatman nam. 1 de 9 cm
de ¢ estéril con una solucion de picrato (acido
picrico al 0.5% en una solucion de carbonato
de sodio al 2%) que se deposito en el interior de
la tapa de la cajas de Petri con el indculo bac-
teriano respectivo; las cajas se cerraron con las
tapas que contenian el papel filtro, se sellaron
con Parafilm “M” para evitar la volatilizacion
del HCN producido y se incubaron a 28°C por
48 horas. Después del tiempo de incubacion
se observo el cambio de color del papel con
picrato (amarillo a café) que se considerd
como evidencia de la produccion de HCN. De
acuerdo con la intensidad del cambio de color,
se categoriz0 la produccion segiin Sharma et
al. (2011) como + amarillo-anaranjado; ++
anaranjado; +++ anaranjado-caf¢; ++++ caf¢;
y +++++ café intenso.
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Evaluacion del efecto fitotéoxico de los
aislados rizobacterianos a través de la
inhibicion del desarrollo de plantulas de
Axonopus affinis (Chase) y Lens esculenta
(Moench)

Los bioensayos realizados para la evaluacion
del efecto inhibitorio por la produccion de
compuestos volatiles (HCN) de las pseudo-
monas rizobacterianas considero las pruebas
sobre dos especies: Axonopus affinis (Moe-
nch) y Lens esculenta (Chase), tomando
como referencia el bioensayo de la medicion
del crecimiento radical de Barazani y Fried-
man (1999), en donde se observo el efecto de
la difusion de metabolitos bacterianos vola-
tiles sobre el crecimiento vegetal; para ello,
los bioensayos se realizaron en tres fases.

La primera fase consistio en la germinacion
de las semillas de ambas especies, para so-
meter al efecto de los compuestos volatiles
en semillas germinadas de 48 horas; se des-
infestaron previamente 20 semillas de ambas
especies, con 25 mL de hipoclorito de sodio
al 10% por tres minutos y se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril, posterior-
mente éstas se sembraron en cajas de Petri
que contenian medio sélido de solucion mi-
neral (0.20M NH, H,PO,, 0.50M NH,NO,,
1.15M Ca(NO,),, 0.26M CaCl,, 0.20M
MgCl,-6H20, 0.20M Mg(NO,),-6H,0,
0.40M MgSO,-7H,0, 0.20M KH,PO,,
1.20M KNO,, 0.50M K SO,, 0.040M Fe-
Cl,-6H,0, 1.2 x 10°M H,BO,, 1.2 x 10*M
CuCl,-H,0,2.3x 10°M ZnCl,, 4.4 x 10*M
MnCl,-4H,0, 6 x 10°M Na,MoO,-H,0,
EDTA and FeSO,-7H,O: pH 6 adicionado
con fitagel 3.5g/L como agente gelante), se
dejaron en incubacion a 28°C por 48 horas.

La segunda fase de los bioensayos se apoyo
en la preparacion del indculo bacteriano.
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Para estos bioensayos las pseudomonas pro-
ductoras de acido cianhidrico se sembraron
por estria masiva, en placas con medio King
B suplementado con glicina, se incubaron
éstas a 28°C por 24 horas.

Finalmente, la tercera fase del bioensayo
se baso en exponer las semillas germinadas
a las pseudomonas productoras del acido
cianhidrico. Para lo cual, se retiraron las ta-
pas de ambos sistemas, tanto de las semillas
germinadas en la solucion nutritiva como de
los in6culos crecidos en el medio King B +
glicina; se unieron las bases, colocando en
la parte inferior las semillas y como tapa la
base con el indculo bacteriano. Se sellaron
ambas con Parafilm “M” y se dejaron incu-
bando los sistemas por dos dias mas a 28°C.
Los bioensayos se realizaron por triplicado,
con 60 semillas por bioensayo considerando
como testigo las semillas de ambas especies
germinadas en la solucion nutritiva sin ex-
posicion a los indculos bacterianos.

Después de transcurrido el tiempo de in-
cubacion del bioensayo completo (tercera
fase), se considero la evaluacion del creci-
miento radical a las 72 y 96 horas después de
la siembra de las semillas y su germinacion.
En estos tiempos, se retiraron las placas con
los indculos bacterianos, y se recuperaron
las semillas germinadas para realizar las
mediciones de las radiculas de ambas espe-
cies vegetales.

La evaluacion de la fitotoxicidad de los
aislados, se determiné con la obtencion de
los indices del porcentaje de germinacion
residual normalizado (IGN) y de elonga-
cion radical residual normalizado (IER), de
acuerdo con Bagur Gonzalez ef al. (2011);
estos indices se consideran herramientas
para evaluar el efecto toxico de compuestos



Pacheco-Hdz., X.J. et al.: . Evaluacion del efecto fitotoxico de rizobacterias deletéreas sobre crecimiento de Axonopus affinis y Lens esculenta

presentes o liberados que ejercen una accion
inhibitoria sobre el desarrollo; donde ambos
establecen valores de toxicidad desde -1 a
>0 bajo las siguientes categorias: indice
de 0 a -0.25 baja toxicidad, de -0.25 a -0.5
toxicidad moderada, de -0.5 a -0.75 muy
toxico y de -0.75 a -1.0, toxicidad muy alta;
indices>0 indican hormesis (Bagur Gonza-
lez et al., 2011).

Los célculos de éstos son los siguientes:

IGN = Germm— Germ
Germ

testigo

testigo

Donde Germ__es el porcentaje promedio de
semillas germinadas en presencia del inocu-
lo bacte.mano, y (.}ermTestigu es el p.orcenta]e
de semillas germinadas en el Testigo.

IER = Elong, —Elong .
Elongtestigo

Donde Elong, es lalongitud promedio de la
radicula de las semillas germinadas en pre-
sencia del indculo bacteriano, y Elonglestigo
es la longitud promedio de la radicula de las
semillas germinadas en el testigo.

Analisis estadistico de los resultados

A todos los resultados obtenidos, se les
aplicé un analisis de varianza (ANOVA) y
prueba de Tukey-Kramer de comparacion
multiple (p< 0.001), empleando el paquete
estadistico GraphPad InStat version 3.0.

RESULTADOS

Produccién de acido cianhidrico por las
pseudomonas rizobacterianas

Las rizobacterias aisladas y sembradas en
Medio King B suplementado con glicina
para la prueba de produccion de HCN
presentaron como resultado cambios en la
coloracion del papel Whatman saturado con
picrato; que de acuerdo a la intensidad del
color, se dio un valor cualitativo para carac-
terizar la produccion de HCN de los aislados
de pseudomonas con el establecimiento de
cinco categorias de produccion anotadas en
la figura 1.

Evaluacion del efecto de la produccién
de acido cianhidrico sobre la elongacion
radical de Axonopus affinis (Chase) y
Lens esculenta (Moench)

La figura 2 muestra los resultados de la eva-
luacion de la elongacion radical de ambas
especies expuestas a los aislados de pseu-
domonas productoras de HCN. Para el caso
de las plantulas de 4. affinis (Chase) (figs.2a
y 3) los resultados obtenidos de la elon-
gacion radical de esta especie, mostraron
en general, una disminucién en promedio
del 75% del crecimiento total comparadas
con las plantulas testigo en ausencia de las
rizobacterias, mostrando un mayor efecto
inhibitorio que el observado sobre las plan-
tulas de L. esculenta (Moench) (figs. 2b y 4);
para esta especie cinco de las rizobacterias
probadas produjeron una disminucién del
crecimiento en promedio del 50%, compa-
radas con las plantulas testigo sin presencia
de las rizobacterias productoras de HCN;
solo una de ellas mostrd efectos positivos
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que promovieron la elongacion radical de
las plantulas que tuvieron la exposicion a
esta rizobacteria (Pseudomonas sp. A52),
pero con un efecto contrario al dado por esta
rizobacteria sobre el crecimiento radical de
A. affinis (Chase), donde se obtuvo la mayor
inhibicion.

DISCUSION

Las rizobacterias pueden actuar contra las
plantas al producir sustancias fitotoxicas
como el cianuro (Alstrom y Burns, 1989),
el acido indol-3-acético (Loper y Schroth,
1986) y la haterumalida A (Gerhardson et
al., 2001). La produccion de HCN se con-
sidera como un atributo particular de las
DRB ya que se ha observado que grandes
cantidades de HCN deprimen la respiracion
radical y de manera indirecta la absorcion
de nutrientes (Schippers et al., 1987), la
concentracion producida de HCN por las
DRB determina la habilidad de los aislados
especificos para ser considerados como
deletéreos (Kremer y Souissi, 2001).

Un método simple para la identificacion de
rizobacterias potenciales para el control
de malezas consiste en someter sus meta-
bolitos a un ensayo con semillas, el cual se
ha descrito como un excelente detector de
fitotoxinas (Kremer et al., 2006; Carvalho
et al., 2007).

En este estudio, la caracterizacion de la
produccion de HCN mostré que todos
los aislados de pseudomonas presentan
la sintesis de HCN como posible atributo
importante para el biocontrol de malezas,
considerandolas como cepas cianogénicas,
que de acuerdo a las categorias determina-
das por Sharma et al. (2011), el orden de
la produccion cualitativa registrada fue el
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siguiente: Pseudomonas sp. A101 >Pseu-
domonas sp. A52 >Pseudomonas sp. All
= Pseudomonas sp. A21>Pseudomonas sp.
A22> Pseudomonas sp. Al12.

Los bionsayos establecidos para determinar
el efecto in vitro de estos aislados, con evi-
dencia positiva en la produccion de HCN
como posible agente inhibidor del creci-
miento de plantas; en términos generales
evidenciaron su accidn toxica generada
sobre las dos especies bajo estudio, donde
ésta fue mayor sobre el pasto alfombra (4xo-
nopus affinis (Chase)) que sobre lenteja (L.
esculenta (Moench)).

Sibien la germinacion se considera como un
evento fisioldgico importante en la medicion
de la toxicidad de compuestos; la elongacion
radical lo es mas; ya que durante el periodo
de germinacion y los primeros dias de de-
sarrollo de la plantula ocurren numerosos
procesos fisiologicos en los que la presencia
de una sustancia toxica puede interferir
alterando la supervivencia y el desarrollo
normal de la planta, siendo por lo tanto una
etapa de gran sensibilidad frente a factores
externos adversos (Sobrero y Ronco, 2008).
De acuerdo con los indices medidos para
evaluar el efecto fitotoxico de los aislados
rizobacterianos sobre las dos especies proba-
das (tabla 1), so6lo los aislados Pseudomonas
sp. A52 'y Pseudomonas sp. A101 ejercieron
un efecto moderadamente toxico sobre la
germinacion de 4. affinis; donde se observo
el efecto de toxicidad muy alta fue en el
desarrollo radical de las plantulas de esta
especie, pues todos los aislados resultaron
inhibidores de su crecimiento radical, con
una respuesta particular de los aislados:
Pseudomonas sp. A12 y Pseudomonas sp.
A22, con un incremento en el efecto toxico
sobre las plantulas de A4. affinis de 96 horas;
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caso especial también por el valor mas alto
de IER obtenido que correspondio al efecto
del aislado Pseudomonas sp. A52 sobre las
plantulas de 72 y 96 horas con un incremento
de éste a mayor tiempo de exposicion.

Para L. esculenta no se presentd efecto
toxico por los aislados de pseudomonas
sobre la germinacion de sus semillas; so-
lamente el aislado Pseudomonas sp. A101
con efecto de baja toxicidad. El resto de los
aislados si bien no mostraron efecto toxico,
algunos de ellos como Pseudomonas sp.
All, Pseudomonas sp. A21, Pseudomonas
sp. A22'y Pseudomonas sp. A52 mostraron
un ligero efecto hormético (promocion del
crecimiento) sobre la germinacion.

En cuanto a la inhibicion de la elongacion
radical, los valores obtenidos del IER mos-
traron que se presentd toxicidad sobre las
plantulas de L. esculenta, pero en menor
intensidad comparada con el efecto sobre A.
affinis; segun la categoria propuesta por Ba-
gur Gonzalez ef al. (2011) cuatro aislados:
Pseudomonas sp. Al12, Pseudomonas sp.
A21, Pseudomonas sp. A22'y Pseudomo-
nas sp. A101, pasaron de categoria “B”
(toxicidad moderada) a categoria “C” (muy
toxicas) en las plantas de 72 y 96 horas,
caso particular el efecto altamente promo-
tor (“E”) de la cepa Pseudomonas sp. A52,
mostrado también en la germinacion de
esta especie.

El presente estudio, al igual que otros
estudios realizados como los de Kremer
y Souissi (2001), entre otros, plantean el
analisis de aislados de rizobacterias que
poseen la habilidad para sintetizar HCN para
entender los mecanismos responsables de la
fitotoxicidad de DRB sobre las plantulas de
malezas, a través de la evaluacion del efecto

de estas bacterias sobre el crecimiento ra-
dical en especies que se consideren plantas
indicadoras de los efectos de las concentra-
ciones de HCN producidas. Kremer y Souis-
si(2001) analizaron la respuesta en semillas
de lechuga y dos especies de malezas mo-
nocotiledoneas: Echinochloa spp. (Barnyard
grass) y Setaria viridis (green foxtail) asi
como una especie de maleza dicotiledonea:
Convolvulus arvensis (). Dentro de los es-
tudios realizados del efecto de rizobacterias
deletéreas sobre el crecimiento radical, los
reportados por Alstrém (1991) tienen rela-
cion con los obtenidos en los bioensayos
realizados en este estudio; el autor reporta
resultados de laboratorio y experimentos
bajo condiciones de invernadero con plantas
de lechuga (Lactuca sativa L.) inoculadas
con dos aislados rizosféricos cianogénicos
de Pseudomonas fluorescens: la cepa S241
bacteria deletérea para Lactuca sativa L.y
Phaseolus vulgaris L. (Alstrom y Burns,
1989) y la cepa A 112 bacteria deletérea
para Triticum aestivum L. y Pisum sativum
L. (Astrdm y Gerhardson, 1988). Se observé
la inhibicion en el crecimiento de las raices
de Lactuca sativa L. por ambos aislados,
donde los metabolitos gaseosos de estos
aislados bacterianos productores de cianuro
e inhibidores del crecimiento indujeron, de
manera significativa las respuestas del creci-
miento radical en los cultivares estudiados.
Su analisis de la respuesta obtenida de estas
rizobacterias fue similar al caso de A. affinis
(Chase) y L. esculenta (Moench), lo que
sugiere que la respuesta de éstas especies a
los volatiles de los aislados bacterianos esta
determinada al menos en parte, por su sensi-
bilidad al cianuro. Se han obtenido también
respuestas de inhibicion para los cultivares
Triticum aestivum L. pero en contraste con
los cultivares Lactuca sativa L. no se obtuvo
una diferencia con respecto a su sensibilidad
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al cianuro, lo que indic6 que la diferencia
obtenida en la respuesta de los cultivares
de Triticum aestivum L. a los volatiles del
aislado A 112, deben de explicarse por la
accion de otros metabolitos bacterianos vo-
latiles diferentes al cianuro. Los resultados
obtenidos de produccion de HCN también
estuvieron relacionados con el medio de
cultivo empleado; no solamente por el uso
del medio King B caracteristico para pseu-
domonas; sino también de acuerdo con el
hecho de que este medio contenia aditivos
del crecimiento que promueven la cianogé-
nesis, tales como los aminoacidos glicina
y metionina. La sensibilidad diferencial de
los cultivares de Lactuca sativa L. al acido
cianhidrico puede deberse a la diferencia
en la habilidad de estos cultivares para
utilizar la via de respiracion cianuro resis-
tente, podria tener relacion con lo obtenido
en este trabajo con L. esculenta (Moench),
donde, bajo la exposicion al cianuro, las
plantas generalmente toman una via alterna
que es la via no sensible al cianuro (Siedow
y Berthold, 1986), también vista en Triticum
aestivum L. (McCaig y Hill, 1977) y de
Pisum sativum L. (Obenland et al. 1988).
La respuesta obtenida del efecto inhibitorio
del crecimiento radical por los aislados de
pseudomonas probados sugiere la relacion
entre su efecto fitotoxico y su produccion
de HCN, como lo reportado por Rudrappa
et al. (2008), quienes evaluaron el efecto
de diferentes cepas de Pseudomonas (tanto
Pseudomonas fluorescens como Pseudo-
monas aeruginosa) sobre el crecimiento de
raices de Arabidopsis thaliana L. (Heynh)
Col-0. Barazani y Friedman (1999), analiza-
ron a través de sus trabajos, la hipotesis de
la inhibicion o promocion de la elongacion
radical, causada por la accion de DRB’s o de
bacterias promotoras del crecimiento vege-
tal (Plant Growth Promoting Rhizobacteria:
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PGPR), respectivamente, de acuerdo con la
excrecion de diferentes concentraciones de
acido indol acético (AIA) en plantulas de
Lactuca sativa L. cv. Noga 936; donde el
efecto de la inoculacion con Streptoverti-
cillum sp., redujo el crecimiento radical de
Lactuca sativa L. cv. Noga 936 de un 34.6
a 62.2% después de 48 horas y las PGPR’s
probadas promovieron su crecimiento
radical con un 49.6% en promedio de su
actividad. Esta referencia podria asociarse
con el efecto obtenido en este trabajo por la
rizobacteria Pseudomonas sp. A52, donde
el efecto inhibitorio en el crecimiento ra-
dical en las plantulas de 4. affinnis y el de
promocion en el crecimiento radical en las
plantulas de L. esculenta, aparentemente
resulta contradictorio, aun siendo una
rizobacteria altamente productora de este
compuesto volatil; y quiza esta relacionado
con lo reportado por estos autores y por
Kremer et al. (1988) y Kremer y Souissi
(2001), sobre los mecanismos responsables
de la fitotoxicidad de las DRB en plantulas
de malezas, donde no solamente un metabo-
lito puede por si mismo explicar los efectos
deletéreos sobre el crecimiento vegetal; ya
que algunas pseudomonas que inhiben el
crecimiento vegetal, producen AIAy HCN,
ambos o ninguno de ellos. En este trabajo,
se sugiere que el efecto en la inhibicion del
crecimiento por estas DRB’s cianogénicas
o parcialmente cianogénicas aparentemente
respondid a mecanismos diferentes a la pro-
duccioén de este compuesto volatil; quiza por
la produccion de fitohormonas, al generar
una promocion en la elongacion radical en L.
esculenta (Moench) e inhibicion en A. affinis
(Chase), al grado de inducir el crecimiento
radical entre un 7 a 9% mas que las plantu-
las testigo; pero inhibidor para la segunda
especie, en la cual como dato importante se
observaron las raices mas delgadas y con
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una coloracion café a diferencia de las raices
de las plantulas testigo.

Finalmente, no obstante que el control mi-
crobiano de malezas representa una técnica
inovativa para el manejo de las malezas a
través del empleo de herbicidas biologicos;
aun quedan por resolver algunos puntos
antes de que éstos puedan emplearse am-
pliamente en la agricultura. Estos retos
incluyen el mejoramiento en la eficacia de la
actividad microbioldgica, la sobrevivencia
de los microorganismos, la persistencia de
los compuestos supresivos, los sistemas de
liberacion, la determinacion de un amplio
espectro de hospederos y el evitar los dafios
sobre organismos considerados como no
blanco de accion (Stubbs y Kennedy, 2012).
Cabe mencionar que mas que considerar
el empleo de las rizobacterias como una
estrategia de control se considera como un
mecanismo regulador del desarrollo de las
malezas antes o en coincidencia con la emer-
gencia de las plantas de cultivo. Por ello, las
DRB no necesariamente erradican los pro-
blemas de malezas, pero significativamente
suprimen el crecimiento temprano de éstas y
permiten el desarrollo de las plantas cultiva-
das a través de una competencia efectiva con
el debilitamiento de las plantulas de malezas
(Flores-Vargas y O'Hara, 2006).

CONCLUSIONES

Considerando lo anterior y de acuerdo con
los resultados obtenidos con relacion a la
evidencia de que los aislados de pseudo-
monas son rizobacterias cianogénicas y
de su efecto fitotoxico medido sobre las
especies vegetales probadas; se sugieren a
¢éstas como posibles agentes de biocontrol
con pastos que sean considerados malezas;
ya que en general se observd que inhiben

su crecimiento radical; sin embargo, un
enfoque particular lo tiene la rizobacteria
Pseudomonas sp. AS52, la cual presentd no
solamente actividad como una DRB sino
también como una PGPR; lo que la hace
mas importante de analizar en cuanto a su
potencial y espectro de accion; tanto para
malezas monocotiledoneas como para dico-
tiledoneas, la cual es recomendable como un
posible agente de biocontrol con actividad
multiple.
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Tabla 1. Determinacion del IER* e IGN* de Axonopus affinis y Lens esculenta

Axonopus affinis, IER Lens esculenta, IER
Rizobacterias 72 horas 96 horas 72 horas 96 horas
Pseudomonas sp. A1l D, -0.88 D, -0.87 B, -0.52 B,-04
Pseudomonas sp. A12 D,-0.82 D, -0.85 B, -0.46 B, -0.51
Pseudomonas sp. A21 D, -0.88 D, -0.89 B,-0.5 C,-0.58
Pseudomonas sp. A22 D,-0.85 D, -0.88 B, -0.51 C,-0.56
Pseudomonas sp. A52 D, -0.91 D, -0.95 E, 0.058 E, 0.09
Pseudomonas sp. A101 D, -0.88 D, -0.87 B, -0.46 C,-0.57
Axonopus affinis, IGN Lens esculenta, IGN
Rizobacterias 72 horas 96 horas 72 horas 96 horas
Pseudomonas sp. A1l A,-0.11 A,-0.018 E, 0.016 E, 0.016
Pseudomonas sp. A12 A, -0.19 A, -0.11 0 0
Pseudomonas sp. A21 A, -0.05 A, -0.056 E, 0.016 E,0.016
Pseudomonas sp. A22 A, -0.04 A, -0.056 E, 0.016 0
Pseudomonas sp. A52 A,-0.21 B, -0.43 0 E, 0.016
Pseudomonas sp. A101 B,-0.35 A, -0.075 A, -0.016 A, -0.016

*Donde: A= 0 a -0.25 baja toxicidad, B=-0.25 a -0.5 toxicidad moderada, C=-0.5 a -0.75 muy
toxico, D =-0.75 a -1.0 toxicidad muy alta y E = > 0 hormesis (Bagur Gonzalez et al., 2011).

Al101

Fig. 1. Comparacion de la produccion de HCN de las rizobacterias empleadas,
de acuerdo con la prueba de placa hermética (Kremer y Souissi, 2001).
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Fig. 2. Medicién de la longitud radical de las plantulas de: a) Axonopus affinis (Chase) y
b) Lens esculenta (Moench), a 72 y 96 horas de exposicion a los aislados de pseudomonadas.
Las diferentes letras muestran las diferencias estadisticamente significativas (p<0.001).
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b) )

Fig. 3. Evaluacion de la longitud radical de plantas de Axonopus affinis (Chase) expuestas

a las rizobacterias seleccionadas: a) placa sin exposicion a volatiles (testigo) a las 72 horas;

b) placa con exposicion a volatiles después de 72 horas; ¢) placa sin exposicion a volatiles
(testigo) a las 96 horas, y d) placa con exposicion a volatiles después de 96 horas.
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Fig. 4. Evaluacion de la longitud radical de las plantulas de Lens esculenta (Moench) ex-
puestas a las rizobacterias seleccionadas: a) placa sin exposicion a volatiles (testigo) a las
72 horas; b) placa con exposicion a volatiles después de 72 horas; ¢) placa sin exposicion a
volatiles (testigo) a las 96 horas, y d) placa con exposicion a volatiles después de 96 horas.
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