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INTRODUCCION

La mayor parte de la produccién
mundial de arandanos se obtiene en el
hemisferio norte, aproximadamente un
97 % del total producido. Este 97% se
produce desde principios de mayo hasta
las ultimas cosechas en principios de
octubre. Esto indica claramente que el
mercado que consume esa produccion
queda desabastecido en la temporada
octubre-mayo, es decir cuando en
Argentina las plantaciones alcanzan a
producir. Un 70 % de la produccion
internacional de arandanos se consigue
de plantios silvestres, y el 30 % restante
de plantaciones comerciales cultivadas.
Méas del 89 % de la produccion se
obtiene en los E.E.U.U. y Canada, entre
los que se destaca ampliamente el
primero de ellos. En el hemisferio sur,
recién en la década del 50, Nueva
Zelanda comenz6 a incursionar en este
cultivo, y actualmente es el principal
productor de este hemisferio. Luego le
siguieron Chile, Sudafrica, Australia y
Argentina. En cuanto al cultivo de olivo,
la produccidon nacional actual es de
alrededor de 100.000 toneladas anuales
de aceituna, de las cuales el 38%
aproximadamente se destinan a |la
elaboracion de aceitunas de mesa
(38.000 toneladas anuales que equivalen
al 4% de la producciéon mundial) y el 62
% restante a la produccién de aceite de
oliva (14.000 toneladas que implican el
0.62% de la produccién mundial) (Matias,
C. 2002).

Numerosos agentes patdgenos afectan a
cultivos no convencionales en Argentina
como lo son arandanos (Hongn et al,
2004; Pérez et al., 2005; Wright et al.,
2004; 2005; 2006) y olivos (Barrera et al.,

2003; Barreto et al., 2003; Docampo et
al., 2006; Pérez et al., 2001; 2004a,b,c),
ocasionando graves perdidas de
produccion. Dentro de los principales
agentes patdgenos que ocasionan
pérdidas en la produccion de olivo cabe
citarse a Verticillium dahliae, un hongo
de suelo que se caracteriza por producir
conidias sobre conidiéforos verticilados,
y unas estructuras  multicelulares
denominadas microesclerocios. Como
principales agentes patogenos de
arandano pueden citarse a Alternaria
tenuisima (Wright et al., 2004), Fusarium
sp. el cual se aisl6 de las localidades de
Baradero, La Plata, Lima, Mercedes,
Pilar, Zarate y Concordia. Es un
microorganismo del suelo asociado a
crecimiento reducido, escaso desarrollo
de raices, marchitamiento y muerte de
plantas. La patogenicidad de Fusarium
solani fue evaluada en plantines de
Sharp Blue y Georgia Gem con
resultados positivos (Wright et al. 2004).
Fusicoccum  aesculi causante del
sindrome de rama seca del arandano
(Hongn et al., 2004) y Botrytis cinerea
causante del moho gris en frutos
constituyen también importantes
patogenos de arandano y otros cultivos.
Su principal forma de control ha sido
mediante el uso de fungicidas del grupo
de los benzimidazoles (benomilo), pero
su utilizacion intensiva ha traido como
consecuencia la aparicion de
resistencia (Pérez et al., 2003).

Las rizobacterias que ejercen
efectos benéficos promoviendo el
crecimiento de las plantas, han sido
denominadas PGPR (Plant Growth
Promoting Rhizobacteria) (Kloepper et
al. 1991). Tal promocion del crecimiento
involucra mecanismos de accion directa



y/o indirecta (Kloepper, Schroth, 1978).
El control biolégico se presenta como
una alternativa eficaz y libre de riesgo
frente a los numerosos y crecientes
problemas derivados del uso de los
productos quimicos biocidas El objetivo
de esta investigacion, es avanzar en el
control biolégico de la enfermedad
"pudricién de raices" en cultivos de
arandano, causada por una cepa del
geénero Fusarium, mediante la utilizacion
de  microorganismos  antagonicos,
reduciendo la mortalidad de plantas y
evitando la diseminacion del patégeno a
otros lugares.

Las cepas de Bacillus presentan
algunas ventajas sobre otros géneros
bacterianos propuestos como agentes
de biocontrol ya que se encuentran
frecuentemente en los aislamientos de
suelo capaces de esporulacion, son
faciles de cultivar, conservar y algunas
cepas promueven el crecimiento de
varios cultivos (Quan et al., 2006).

En la presente investigacion se
buscé aislar bacterias pertenecientes al
género Bacillus con caracteristicas
PGPR, por lo cual se evalué en cada uno
de los aislamientos, la actividad
antagonista de  fitopatdgenos, la
produccion y resistencia a antibidticos y
la solubilizacién de fésforo.

MATERIALES Y METODOS
Aislamientos bacterianos

Se aislo y selecciond un total de 15
bacilos termorresistentes de la rizésfera
de una plantacion de arandano
(Vaccinium corymbosum) var. O" Neal,
cultivado en un suelo Ultifulvente en
Concordia (Entre Rios) y de la rizosfera
de wuna plantacion de olivos (Olea
europaea) de INTA-Castelar, de
aproximadamente 60 afos, la cual se
encuentra en etapa de recuperacion.
Para ello se utilizé el método del shock
térmico y se sembroé en agar nutritivo,
incubando a 30°C durante 72 horas
(Lindquist, 2001).

Actividad antifungica

Los bacilos seleccionados fueron
sometidos a la prueba de antagonismo
mediante el método dual de cultivo,
estadisticamente estandarizado.

Se sembraron placas de TSA al 30
% con el hongo fitopatégeno Fusarium
sp. Se incubaron durante 7 dias a 28 °C.
Asi mismo, la cepa 46-12 se sembrd en
placas de TSA al 30% y se incubd 48
horas a 28°C. Durante toda Ia
experiencia se trabajé a 28°C debido a
que es la temperatura Optima de
crecimiento de los hongos. Luego de los
7 dias de crecimiento, los micelios
fungicos se guardaron en heladera
durante 72 horas.

La bacteria (desarrollada en TSA al
30% luego de 48 h de incubacion) se
sembré en estrias sobre un tercio del
medio. Las placas se incubaron durante
48 horas a 28°C. Posteriormente, en el
lado opuesto se sembré un disco fungico
(7 mm) obtenidos a partir del cultivo ya
descrito con sacabocados. Las placas
de biocontrol se incubaron a 28°C
durante 72 horas.

La experiencia se realizé con N=30
por cada par bacteria-hongo evaluada, y
el porcentaje de inhibicion se calculd
considerando la reduccién del desarrollo
miceliar respecto a las placas de control
fungico sin inéculo bacteriano.

Solubilizacion de fosfatos

Para evaluar la  capacidad
solubilizadora de fosfatos de cada
aislamiento, se utilizdé la metodologia de
Kucey (1983). Se evalud
estadisticamente la formacién de zonas
claras o halos de disolucion de los
cristales de fosfatos alrededor de las
colonias



Produccion de antibioticos

Cada bacteria fue enfrentada a
todas las demas bacterias, a los efectos
de evaluar inhibicion entre los
aislamientos. La bacteria a analizar fue
estriada en un tercio de la placa de agar
nutritivo y el resto de las bacterias fueron
estriadas en sentido perpendicular. Este
ensayo se realizé con variacion temporal
de 0 y 24 h de inoculada la cepa
problema, dando ventaja a la produccion
de un posible antibidtico. El segundo
método que se empled para determinar
la produccion de antibiético fue un medio
liquido 5 g/L glucosa, 1 g/L NH4ClI, 0.8
g/L extracto de carne, 5 g/L MgClz, pH
6.0) a 33°C durante 40 h (Quan et al.,
2006).

Resistencia a antibiéticos

Se evalu6 la resistencia a
antibiéticos de los aislamientos en
primera medida como prueba de
diferenciacion fenotipica y en segunda
instancia, como una inferencia de la
posible existencia de plasmidos, ya que
generalmente en ellos se encuentran
estos marcadores de importancia
biotecnoldgica. El patron de resistencia a
antibioticos de cada uno de los cultivos
se determind a partir del estriado de las
células bacterianas en los medios con
antibidtico y su posterior incubacion a
28 °C durante 72h. Se probaron los
siguientes antibidticos con las
concentraciones que se detallan,
eritromicina (50 pg/ml), estreptomicina
(400 pg/ml), Neomicina (100 pg/ml),
kanamicina (50 pug/ml) y tetraciclina (50
ug/ml). Por ejemplo, el gen que confiere
resistencia a eritromicina se ha
observado en un megaplasmido de B
thuringiensis subsp. israelensis.
(Gammon et al., 2006).

RESULTADOS

En el ensayo de biocontrol se
observo que el crecimiento del hongo fue
inhibido en un 60 % con respecto al
control hongo por 4 de los aislamientos.

Las cepas bacterianas aisladas no
mostraron capacidad solubilizadora de
fosfato en los medios ensayados, pero si
mostraron produccion de antibiotico.

El antibiograma que se presenta
en la Tabla 1, mostré que los morfos 1,
2, 4, 8 'y 15 son resistentes a
tetraciclina (50 pg/ml). Mientras que
mostraron resistencia frente a
kanamicina (50 pug/ml) los morfos 8, 13 y
14. Los morfos 8 y 13 mostraron
resistencia frente a neomicina (100
ug/ml) y solo el morfo 12 mostrd
resistencia a estreptomicina (400 pg/ml)
mostrando débil resistencia los morfos 8
y 11. Los morfos 2, 6 y 7 fueron
resistentes a eritromicina (50 pg/ml).

Tabla 1: Antibiograma de los 15
aislamientos

Morfo | Er/50 | Tc/50 | Km/50 | Nm/100 | Sm/400
1 S R S S S
2 R R S S S
3 S S S S S
4 S R S S S
5 S S S S S
6 R S S S S
7 R S S S S
8 S R R R R
9 S S S S S

10 S S S S S
11 S S S S R
12 S S S S S
13 S S R R S
14 S S R S S
15 S R S S S




DISCUSION

El presente trabajo muestra
evidencias de que los morfos 2, 4, 8, y
12 fueron capaces de ejercer accién
antagonista frente a Fusarium sp. Es
importante evaluar en la proxima
instancia si estos morfos son capaces de
promover el crecimiento vegetal del
arandano y/o olivo; ya que, tal como
menciona Glick (1995), esta
generalmente aceptado que uno de los
mecanismos mas importantes, por el que
las rizobacterias promueven el
crecimiento vegetal, ocurre mediante la
supresion de microorganismos
patégenos mas o menos importantes.
También se ha sugerido que las
rizobacterias pueden manifestar sus
efectos promotores del crecimiento
indirectamente, estimulando la acci6n
beneficiosa de otros microorganismos
asociados a las raices, como las
micorrizas. Cuando la estimulacion del
crecimiento vegetal se produce en
ausencia de otros microorganismos, ésta
se ha atribuido al incremento de la
disponibilidad de nutrientes minerales,
como el fosfato o el nitrdgeno, debido a
la produccion de fitohormonas
estimuladoras del crecimiento vegetal o a
la degradacion de precursores del etileno
en la raiz por parte de estas bacterias.

Este grupo de investigacion busca
mejorar la sanidad y favorecer el
crecimiento vegetal mediante el uso de
microorganismos benéficos, enmiendas
organicas 'y extractos vegetales,
reduciendo la aplicacion de plaguicidas
quimicos en un marco de manejo
integrado y sustentable de los sistemas
productivos agricolas. Con el objeto de
completar el estudio actualmente se esta
ensayando in situ la capacidad
biocontroladora de los morfos analizados
mediante ensayos de patogenicidad a
fin de comprobar ademas, de que la
especie fungica analizada muestra
actividad deletérea sobre arandano y
olivo, evaluar. Posteriormente, el efecto

de un formulado en base a las cepas
efectivas sobre la especie patdégena y
ambos cultivos. Por lo anteriormente
expuesto se propone continuar con el
estudio de las propiedades benéficas de
las cuatro cepas seleccionadas como
agentes biocontroladores, desde el
mismo plan de trabajo con las técnicas
ya estandarizadas, pero ampliando el
espectro de los hongos patégenos que
afectan a las plantaciones de arandano y
olivo en Argentina.
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