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RESUMEN

ABSTRACT

El control biolégico de malezas mediante la aplicacion de
bioherbicidas constituidos por las fitotoxinas producidas por
microorganismos es una alternativa que resulta promisoria por las
posibilidades que tiene de incluirse en el manejo integrado de male-
zas. Diversos factores medioambientales afectan la produccién de
fitotoxinas por cepas del género Pseudomonas, entre los que se en-
cuentran el pH y la temperatura del cultivo. La evaluacion de estos
parametros en la produccién de las fitotoxinas producidas por la
Pseudomonas aeruginosa PSS durante el cultivo liquido en
fermentadores de 5 L muestran que la mejor variante en el pH es
cuando se ajusta a 7 al inicio del cultivo y después se deja libre,
mientras que la produccion de fitotoxinas fue maxima a 30°C. La
evaluacion de la efectividad in vitro del bioherbicida a una concentra-
cion de fitotoxinas de 45 mg/mL sobre la germinacién de diferentes
semillas de malezas ocasiond la necrosis o el desarrollo atrofiado
de las radiculas que emergieron, y mostré un comportamiento similar
al producido por los herbicidas de tipo hormonal. En tratamientos
con aplicacion al suelo en condiciones controladas en macetas des-
pués de la siembra de semillas de malezas no se observaron efectos
sobre la germinacién y brotacion de las plantulas. Aplicaciones
foliares mostraron resultados notables con diferencia en cuanto al
comportamiento sobre las distintas especies. Las dicotiledoneas
(Amaranthus dubius, Bidens pilosa, Euphorbia hirta, Dichrostachys
cinerea, Parthenium hysterophorus) han sido méas sensibles que las
gramineas.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, pH, temperatura,
bioherbicida, malezas

Biological control of weeds through the application of bioherbicides
constituted by phytotoxins produced by microorganisms is a promising
alternative due to the possibility to being included in integrated weeds
management. Different environmentally factors affect phytotoxins
production by strains of genus Pseudomonas, pH and temperature of
the culture are among them. The evaluation of these parameters in the
production of Pseudomonas aeruginosa PSS phytotoxins during liquid
culture in 5 L fermentors, showed the best results when pH was adjusted
at the beginning of the culture and then it leaves free, while the
temperature was at 30° C. The evaluation of the effectiveness in vitro
of the bioherbicide with a concentration of 45 mg/mL in the germination
of different weeds seeds, caused necrosis or atrophied development
of emerged radicles and show a similar behaviour as hormonal
herbicides. Treatments of soil application in greenhouse after sowing
seeds weeds were not effective over germination and plant sprout.
Foliar treatment showed difference between weeds species.
Dicotyledonous (Amaranthus dubius, Bidens pilosa, Euphorbia hirta,
Dichrostachys cinerea, Parthenium hysterophorus,) were more sensi-
ble than grasses.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, pH, temperature, bioherbicide,
weeds

INTRODUCCION

Los bajos rendimientos en los cultivos con la consi-
guiente afectacion en la alimentacién de la poblacién
debido a las plagas, enfermedades y malezas que los

atacan, han dado lugar a la biasqueda de alternativas
para su mejoramiento, por lo que se producen actual-
mente profundas transformaciones que contrastan con
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el modelo clasico de la agricultura moderna y conven-
cional. Entre sus elementos esenciales se encuentran el
uso de la fertilizacion organica y biofertilizacién, asi
como el manejo integrado de plagas con énfasis en el
control biolégico.

Existe una variedad de microorganismos, entre los que
se encuentran hongos y bacterias patégenos de plantas,
que reciben considerable atencién con el fin de utilizar-
los, junto a las fitotoxinas que ellos producen, como her-
bicidas biolégicos [Duke y Abbas, 1994; Duke et al., 1991].
En muchos aspectos los patégenos de plantas ejercen el
mismo efecto sobre las malezas que las fitotoxinas pro-
ducidas por ellos, por lo que potencialmente pueden
emplearse como herbicidas uno u otro; sin embargo, las
toxinas ofrecen un espectro de accién mas amplio que el
patégeno que las produce, lo que resulta de gran interés
dada la necesidad de eliminar arvenses que atacan los

cultivos [Abbas y Duke, 1995; Kremer, 1998].

Entre los microorganismos que pueden inhibir
selectivamente el crecimiento de las plantas indesea-
bles e impedir la germinacion de las semillas y/o su de-
sarrollo mediante la produccién de fitotoxinas, estan
las del género Pseudomonas [Bender et al., 1999].

La produccion de bioherbicidas constituidos por las
fitotoxinas producidas por cepas de Pseudomonas ofre-
ce una alternativa para su aplicacién en el manejo inte-
grado de malezas. Resultados preliminares han mos-
trado que la Pseudomonas aeruginosa PSS produce
metabolitos fitotéxicos en cultivos liquidos promisorios

para el control de malezas [Diaz de Villegas et al., 2002].

Entre los factores medioambientales que influyen en la
produccién de fitotoxinas por via biotecnolégica se en-
cuentran el pH y la temperatura. Se ha reportado que
este ultimo parametro tiene gran importancia en la sin-
tesis de las fitotoxinas producidas por diferentes cepas
de Pseudomonas syringae [Rohde et al., 1998], y
especificamente en la coronatina producida por la
Pseudomonas syringae pv. glycinea PG4180, que tiene
su maxima produccién a 18°C, mientras que a 30°C
practicamente no la produce, lo que se corresponde con
la temperatura a la cual se presentan los sintomas de
la enfermedad en el campo [Bender et al., 1999].

En este trabajo se presentan los resultados al estudiar
la influencia del pH y la temperatura sobre la produc-
cion de las fitotoxinas producidas por la Pseudomonas
aeruginosa PSS en cultivo liquido, y la evaluacién de su
efectividad sobre malezas que atacan cultivos de inte-
rés econémico.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y condiciones de cultivo

Se empleé la cepa de Pseudomonas aeruginosa PSS de
la coleccién de cultivos del ICIDCA aislada del suelo,
cuyo cultivo liofilizado reconstituido se inoculé en
medio sélido King B [King et al., 1954] y se incubé
durante 24 h a 30°C. El caldo semilla se preparé por
medio de la inoculacién de 200 mL del medio King B
contenidos en erlenmeyers de 500 mL, con el cultivo
proveniente de la superficie de la placa, el que se
mantuvo durante 8 h a 30°C en una zaranda rotatoria
(175 r.min™"). Elin6culo se obtuvo al afadir a 250 mL
de medio King B este caldo semilla, en una relacion de
inoculacion de 1/10 durante 16 h a 30°C en una zaran-
da rotatoria (175 r.min™). Los fermentadores de 5 L,
que contenian 2,5 L de medio optimizado con gliceri-
na como fuente de carbono, urea y fosfato de amonio
como fuente de nitrégeno, fueron inoculaddos con 250 mL
de este inoculo.

El comportamiento del pH durante el cultivo se estu-
di6 por triplicado bajo las siguientes condiciones:

* pH ajustado a 7 al inicio del cultivo y después se
dejé libre.

¢ pH ajustado a 7 durante toda la fermentacién.

* pH ajustado a 8 durante toda la fermentacién.

Las temperaturas estudiadas fueron 30, 35 y 40°C . La
agitacion se establecio a 250 rpm y la aireacion a 0,2 vvim

durante 24 h.
Procedimiento experimental

El crecimiento celular se estimé mediante la medicion
de la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm en
un espectrofotémetro PM 2A. Estudios previos reali-
zados indican que las fitotoxinas producidas por la
Pseudomonas aeruginosa PSS son de naturaleza
peptidica [Diaz de Villegas et al., 2002], por lo que la
concentracién de fitotoxinas se expresa como miligramo
por mililitro de proteina, determinacion realizada a los
sobrenandantes libres de células (SLC) por el método
del microbiuret [ Frankhauser, 2004].

Determinacion de la actividad fitotoxica in vitro

La actividad fitotéxica, expresada como por ciento de
inhibicién del tamano de la radicula (% ITR), se les
determiné a los SLC por pruebas de semillas de lechu-
gas en placas Petri, en las que se colocaron diez semi-
llas sobre papel de filtro Whatman no. 4 humedecido
con la solucién del producto, se dejaron germinar a tem-
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peratura ambiente durante cuatro dias, al cabo de los
cuales se midi6 la longitud de la radicula, y se comparé
con el testigo puesto a germinar solo en agua.

Evaluacion de la efectividad biolégica en condiciones
controladas

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de
Herbologia del Instituto de Investigaciones de Sani-
dad Vegetal. En ellos se evalué el efecto in vitro del
bioherbicida con una concentracion de fitotoxinas de

45 mg/mL, sobre la germinacién de diferentes semillas
en placas de Petri de 14 cm de diametro, a temperatura
ambiente entre 24-30°C; ademas del efecto del produc-
to sobre semillas del suelo y el follaje de plantula, que
se realiz6 en pruebas con macetas plasticas de 12 cm de
didmetro rellenas de suelo ferralitico rojo, donde se sem-
braron semillas de malezas para realizar aplicaciones
posteriores del producto por evaluar, tanto al suelo como
al follaje de malezas emergidas. Las malezas evaluadas
fueron:

Maleza Nombre vulgar
Amaranthus dubius Mart. Bledo
Bidens pilosa Lin. Romerillo
Euphorbia heterophyla L. Lechosa
Euphorbia hirta Lin. Lechera
Echinochloa colonum (L.) Link. Arrocillo

Eleusine indica L.

Pata de gallina

Dichrostachys cinerea (L.) Wight & Arn. Marabu
Parthenium hysterophorus L. Escoba amarga
Oxalis spp. Trébol

RESULTADOS Y DISCUSION

Enla Fig. I se presenta la produccion de fitotoxinas
y el crecimiento celular a los pH estudiados. Los ma-
yores niveles de fitotoxina (6,31 mg/mL) se alcanza-
ron cuando se ajusté el pH a 7 al inicio, y después se
dejé libre, para un pH de 6,7 al final del cultivo. Tan-
to alos pH 7y 8la produccion de fitotoxina disminu-
y06, aunque fue mas drastica a pH 8, con una reduc-
cién de 72% comparada con la concentracion obtenida
a pH 7. Estos resultados difieren de lo reportado por
Palmer y Bender (1993) en la produccion de la

fitotoxina coronatina a partir de la Pseudomonas
siringae pv. glycinea PG 4180, los que no obtuvieron
efectos significativos en la produccién de coronatina,
en un rango de pH entre 6,5-7,8.

Respecto al crecimiento celular, como se aprecia en la
Fig. 1,los resultados son muy similares en las tres va-
riantes estudiadas, lo que se corresponde con lo repor-
tado por Palmer y Bender (1993), quienes no obtuvie-
ron cambios significativos en el crecimiento celular en

un rango de pH entre 6,5-7,8.
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Figura 1. Produccién de fitotoxinas y crecimiento celular de la Pseudomonas aeruginosa

PSSa diferentes pH del cultivo.
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La Fig. 2 presenta la actividad fitotéxica mostrada por
los SLC obtenidos durante el cultivo de la Pseudomonas
aeruginosa PSS a los diferentes pH. Estos resultados
se corresponden con los que aparecen en la Fig. I, ya

% ITR

que coincide la mayor actividad fitotéxica en la varian-
te donde se ajusta el pH al inicio y después se deja
libre, aunque con el ajuste de pH a 7 se obtienen tam-
bién actividades superiores a 30% de ITR.

Figura 2. Actividad fitotéxica in vitro sobre semillas de lechuga expresada como inhibicién del tamafio de la

radicula de las fitotoxinas producidas por la Pseudomonas aeruginosa PSS a diferentes pH del cultivo.

La influencia de la temperatura durante el cultivo so-
bre el crecimiento celular y la produccion de fitotoxina,
ajustando el pH al inicio y después libre, se presenta
enla Fig. 3. La temperatura es un factor importante
para el crecimiento celular. Se reporta que en general
todas las especies de Pseudomonas spp. crecen bien a
temperaturas entre 28 y 30°C [Todar, 2004]. En rela-

cion con la produccién de fitotoxinas, algunos autores
la correlacionan con la temperatura 6ptima del patége-
no en el campo [Bender et al., 1999; Palmer, 1995], por
lo que en el caso de un microorganismo que sea de clima
frio, como es la Pseudomonas syringae pv. glycinea, la
mayor produccién de fitotoxinas es a 18°C y minima a

30°C [Palmer y Bender, 1993].
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Figura 3. Produccién de fitotoxinas y crecimiento celular de la Pseudomonas aeruginosa PSS a diferentes
temperaturas, y pH ajustado al inicio y después libre.
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Los resultados en este trabajo (I'ig. 3) muestran que la
produccién de fitotoxina por la Pseudomonas aeruginosa
PSS, que es un microorganismo aislado de suelo cuba-
no donde el clima es tropical, fue maxima a 30°C, lo
que coincide con el mayor crecimiento celular. A mayo-
res temperaturas —35 y 40°C—, tanto la concentracién
de fitotoxina alcanzada como el crecimiento celular fue
mucho menor, presumiblemente debido a la disminu-

cién del crecimiento celular a estas temperaturas, ya que
la sintesis de fitotoxinas y el crecimiento celular tienen
un comportamiento asociado, como se puede apreciar en
la Fig. 4, donde aparece la cinética de sintesis de
fitotoxina y el crecimiento celular a la temperatura de
30°Cy pH 7 ajustado al inicio y después libre. La veloci-
dad especifica de crecimiento maxima alcanzada (m) fue
de 0,73 h™' bajo las condiciones antes descritas.
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Figura 4. Cinética de la produccién de fitotoxina y crecimiento celular a pH 7 y libre y 30°C de temperatura

de la Pseudomona aeruginosa PSS.

Evaluacion de la efectividad del bioherbicida
sobre malezas

Al evaluar el efecto inhibitorio del crecimiento de la
radicula de las semillas se observé que el bioherbicida
ocasioné la necrosis o el desarrollo atrofiado de las

radiculas que emergieron, mientras que los testigos pre-
sentaron un crecimiento y desarrollo normales (F'ig. 5).
Este comportamiento es similar al producido por los
herbicidas de tipo hormonal, que atrofian el crecimien-
to y desarrollo de la radicula cuando no lo inhiben com-
pletamente.
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Figura 5. Efecto del bioherbicida sobre la germinacién de las semillas de malezas en condiciones de laboratorio.

fitosanidad/45



Diaz de Villegas vy otros

En la Tabla I se muestran los resultados de esta prueba. El
bioherbicida presenté buena actividad en semillas de malezas

dicotiledoneas (A. dubius, B. pilosa, E. hirta y E. he-
terophylla), y muy poca en monocotiledéneas (E. colonum).

Tabla 1. Efectividad del bioerbicida sobre la germinacion de las semillas en placas Petri

Malezas Semillas germinadas Caracteristicas
Bioherbicida Testigo Bioherbicida Testigo
A. dubius Crecimiento Desarrollo
1 11
atrofiado normal
B. pilosa 0 18 3 Desarrollo
normal
E. hirta 0 12 _ Desarrollo
normal
E. heterophylla Crecimiento Desarrollo
1 12
atrofiado normal
E. colonum 7 g Crecimiento Desarrollo
normal normal

En otro ensayo in vitro sobre especies de malezas muy
invasivas se obtuvo un alto efecto depresivo sobre la
germinacion de las semillas (Tabla 2). El bioherbicida
caus6 una inhibicién total, sin siquiera la emision de
alguna radicula atrofiada.

En tratamientos con aplicacion al suelo, después de la
siembra de semillas de malezas no se observaron efec-
tos sobre la germinacién y brotacién de las plantulas

(Tabla 3). El efecto de inhibicion de la germinacion y de
la radicula observado in vitro pudiera estar dado por su
accién de contacto directo con la testa y el embrion de
las semillas, lo que no ocurre en las aplicaciones de
preemergencia, pues estas estan a distintas profundi-
dades de la superficie en que se aplica el producto, ade-
mas de que debe tenerse en cuenta la posible interaccién
de los microorganismos del suelo que actian en la de-
gradacién de los productos en contacto con él.

Tabla 2. Efecto del bioerbicida sobre la germinacion de las semillas y el crecimiento

de la radicula en placas Petri

Mal No. de semillas germinadas Longitud de radicula (mm)
alenas Bioherbicida Testigo Bioherbicida Testigo
B. pilosa 0 38 0 25,2
E. colonum 0 16 0 26,5
A. dubius 0 11 0 17,1
D. cinerea 0 16 0 —
P. hysterophorus 0 10 0 —

Tabla 3. Efecto del bioerbicida sobre la brotacion

de las malezas en potes con suelo

Malezas Malezas a los quince dias de la aplicacién
Bioherbicida Testigo
B. pilosa 24, 25
D. cinerea 8 7
P. hysterophorus 7 6
E. colonum 12 1
A. dubius 25 %
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Las aplicaciones al follaje de las malezas crecidas en
los potes mostraron resultados notables. Cuando el
producto fue asperjado al follaje de A. dubius, se pro-
dujo una afectacion ligera a partir de concentraciones
de 50%, y una mortalidad del total de la maleza cuan-
do se aplicé en forma pura. El efecto sobre los bordes
fue mas pronunciado en esta especie que en otra, con

presencia de necrosis a partir de las 24 h de la aplica-
ciéon. Al aplicar sobre el follaje de D. cinerea (mara-
bi) se observé una depresion del desarrollo y creci-
miento de las plantulas, sin que el hecho de que esta
haya sido ligera deje de indicar una interesante ac-
cion reductora del crecimiento de esta maleza tan per-

judicial (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto del bioerbicida sobre el follaje de las malezas

Malezas Bioherbicida (50%) Bioherbicida (100%) Testigo
A. dubius Darfio en los bordes Necrosis total Sin sintomas
D. cinerea Ligera afectacion .
- .. Sin sintomas
del crecimiento
E. indica Necrosis ligera .,
_ Sin sintomas
en los bordes
P. oleracea Daiio ligero .,
_ Sin sintomas
en los bordes
Oxalis spp. Necrosis ligera .,
PP _ 2 Sin sintomas
en los bordes

En tratamientos del producto puro al ciento por ciento,
sobre malezas de dos a cuatro hojas, solo se observé una
ligera quemazon en el borde de las hojas de E. indica,
P oleracea 'y Oxalis spp. (Tabla 4). Estos efectos diferen-
ciados podrian ser muestras de determinada especifici-
dad enla accién del producto, bien por la estructura de
la hoja o por su fisiologia y proteccién superficial.

En otra prueba de aplicacién foliar sobre E. indi-
cay A. dubius se pudo apreciar un fuerte efecto
en la dicotiledénea, con necrosis total de las
plantulas a las 24 h de la aplicacién, mientras que
fue ligero en la graminea, lo que corrobora la se-
lectividad en la accién del producto sobre el folla-

je (Tabla 5).

Tabla 5. Efecto del bioerbicida sobre el follaje de las malezas

A dubiusy E. indica

Malezas Bioherbicida Testigo
A. dubius Necrosis total Sin sintomas
E. indica Daio ligero Sin sintomas

CONCLUSIONES

* La mayor produccién de fitotoxinas y actividad
fitotoxica se producen cuando se ajusta el pH a 7 al
inicio del cultivo y después se deja libre.

A 30°C de temperatura se produce la mayor produc-

cion de fitotoxinas.

* El producto evaluado presenté efectividad sobre la
germinacion y el desarrollo de las semillas in vitro.

* No se observaron efectos de accién preemergente
cuando se ha aplicado al suelo infestado con semillas
de malezas.

* Elbioherbicida produjo daifios foliares sobre distin-

tas especies. Las dicotiledéneas, y sobre todo 4. du-

bius, han sido mas sensibles que las gramineas.
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