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E El presente articulo pretende demostrar la supresividad en los sustratos,
o de algunos materiales utilizados en estos sustratos, ante enfermedades
de raiz, como las causadas por Phytophthora y Pythium

Supresividad en sustratos

Estudio de la microbiotica presente en los sustratos Roldo y Ecobosc. Tipos
representativos de microorganismos, niveles poblacionales y potencial
antagonista frente bacterias y hongos fitopatogenos de interés agronomico J

Es conocida la descripcion
de sustrato como soporte fisico
para el anclaje de las raices. Se
conocen las propiedades fisicas
necesarias de estos sustratos, co-
mo la relacidn aire-agua y porosi-
dad total. Tambi€n cstdn bien des-
critas las propiedades quimicas
exigidas a los sustratos, como la
conductividad eléctrica, pH y re-
laciones idnicas de los nutrientes.
Pero queda mucho por conocer en
cuanto las propiedades microbio-
[6gicas y sus interacciones en el
sistema sustrato-raiz-planta.
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Los ensayos

se plantearon
para determinar
la actividad

y el espectro
antagonista

in vitro de los
diferentes aisiados
obtenidos

en las muestras
de sustrato
procesadas.

Para demostrar la supresividad
de cierto tipo de susiratos ante en-
termedades de raiz, la empresa Bu-
rés Profesional, S.A. firmé un con-
trato de colaboracién cientifico-téc-
nica con la Universidad de Girona,
en junio de 2003. En el marco de
esta colaboracion se desarrolld el
siguiente estudio: Estudio de la mi-
crobiotica presente en los sustratos
Roldo y Ecobosc. Tipos represen-
tativos de microorganismos, niveles
poblacionales y potencial antago-
nista frente bacteria y hongos fito-
patdgenos de interés agronéniico.



Material y métodos

Para la cuantificacién de los
niveles poblacionales, se tomaron
muestras de dos pilas o Jotes dife-
rentes de los dos sustratos. De
cada pila o lote se tomaron tres
submuestras en diferentes sitios.

Ensayos in vitro de activi-
dad antagonista de la microbiota
del sustrato frente bacterias y
hongos fitopatogenos de interés
agronémico

Estos ensayos se plantearon
para determinar la actividad y el
espectro antagonista in vitro de
los diferentes aislados obtenidos
en las muestras de sustrato proce-
sadas en el apartado anterior.

Los microorganismos indica-
dores que se utilizaron son repre-
sentativos de las bacterias y hon-
gos causantes de enfermeades del
sistema radicular (Cuadro |) que
son un problema por las pérdidas
econémicas que causan en dife-
rentes cultivos agricolas.

Para la realizacion de los en-
sayos se utilizaron diversos me-
dios de cultivo. Para las bacterias
se utilizé un medio general como
Luria-Bertani (LB), el medio B de
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Microorganismos fitopatogenos indicadores

Microorganismo

Bacterias Clavibacter
michiganensis en horticolas

Erwinia carotovora| 5odredumbre blanda de

Enfermedad
chancro bacteriano

tallo, tubérculos y rizomas |

Agrobacterium tumores de cuello
tumefaciens
Hongos Fusarium marcimiento vascular
oxysporum "
Phytophthora podredumbre del cuello
cactorum y raices

Pythium ultimum | podredumbre del cuello

y raices

Numero y porcentaje de antagonistas contra
diferentes hongos fitopatogenos indicadores

indicador | _Medio |
LB PDA

Total % respecto
tagonistas CIRGIE]

Fusarium 11 3,3
oxysporum

Phytophthora - 57 57 17,3
cactorum

Pythium - 91 91 27,6
ultimum

King, medio bajo en hierro. itil
para mejorar la produccién de si-
derdforos y el agar Glucosa-Aspa-
ragina (GA) que es un medio don-
de se detectan mayormente mds
antagonistas. Para los hongos se
utilizaron los medios LB y el agar
patata-dextrosa (PDA).

El potencial antagonista de
los aislados bacterianos se deter-
mind mediante la capacidad de

B Es conocida la descripcion de sustrato como
soporte fisico para el anclaje de las raices.
Se conocen sus propiedades fisicas,
como la relacion aire-agua y porosidad
total. También las propiedades quimicas
exigidas como la conductividad eléctrica,
pH y relaciones idnicas de los nutrientes

produccién de halos de inhibicion
cuando se siembran conjuntamen-
te con las bacterias y hongos fito-
patégenos indicadores anadidos
como a una sobrecapa de agar en
diferentes medios de cultivo. Las
bacterias y hongos fitopatdgenos
utilizados se sembraron en sobre-
capa de agar (utilizando suspen-
siones de células en el caso de
bacterias o conidios en ¢l caso de
los hongos). Las cepas bacteria-
nas aisladas del sustrato que se
quieren estudiar se inocularon por
picada a la superficie.

La preparacion de las sus-
pensiones de los hongos fitopaté-
genos se hizo a partir de placas de
Agar Patata Dextrosa (PDA) sem-
bradas con el hongo indicador.
Después de recoger los conidios
en condiciones estériles, se resus-
pendieron en agua destilada es-
téril con Tween 20" (20uL/L). La
concentracion de conidios se ajustd
a 105 conidios/mL cuantificando-
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Numero y porcentaje de antagonistas contra diferentes
bacterias fitopatogenos indicadores

Total
antagonistas

Indicador

% respecto
el total

Agrobacterium | 2 26 3 33 10
tumefaciens | |

Clavibacter 6 42 12 11 60 18,2
michiganensis T na =l

Erwinia 4 67 5 4 72 21,9
carotovora

Numero de antagonistas contra las bacterias indicadoras
en funcion del tipo de microorganismos, del porcentaje
respecto el numero total de antagonistas y de aislados

Microorganismo | Antagonistas Total | % respecto | % respecto |% respecto
aislados| especie total total
antagonistas| aislados
Bacteria 98 273 35,9 94,2 29,7
Levadura 6 25 24 5,8 1,8
Hongo = 31 - - -
Total 104 329 - - 31,6

Numero de antagonistas contra los hongos fitopatégenos
en funcion del tipo de microorganismos, del porcentaje
respecto el numero total de antagonistas y de aislados

Microorganismo | Antagonistas | Total | % respecto| % respecto |% respecto
aislados| especie total
antagonistas| aislados
Bacteria 120 273 436 | 967 | 363
Levadura 2 25 8 1,6 06 |
Hongo 2 31 8 -~ 1,60 06
Total 124 329 = = 37,7

lo mediante un recuento en el mi-
croscopio con una cdmara hemo-
citométrica tipo Thoma. En el ca-
so de las bacterias fitopatdgenas
se inicié a partir de siembras de
34 h de la bacteria en agar LB in-
cubadas a 25 °C. Se resuspendie-
ron en agua destilada estéril ajus-
tando la concentracion a 108 ufc/
mL midiendo Ja absorbancia a
620 nm. La sobrecapa se realizo
ainadiendo 0.2 mL de la suspen-
sion de bacterias o conidios de los
hongos a 4 mL de agar blando del
mismo medio.

Las cepas de bacterias anta-
gonistas se sembraron por picada

con la ayuda de palillos estériles
encima de la sobrecapa ya solidi-
ficada.

El potencial antagonista de
los aislados fungicos se realizd

B Los niveles poblacionales de los grupos
microbianos y de las especies bacterianas
analizadas varian en funcion del sustrato
(Ecobosc y Roldd) y también del periodo
de muestreo
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depositando discos de 0.5 ¢m de
las colonias fingicas de los aisla-
dos del sustrato encima de la so-
brecapa de agar que contenia la
bacteria o hongo indicador.

Después de un periodo de
incubacién (48 h en el caso de las
bacterias y 72 h en el caso de los
hongos) a 22-25 °C se determind
la capacidad antagonista de cada
cepa midiendo el halo de inhibi-
¢ién producido alrededor de la co-
lonia. Los ensayos se realizaron
por triplicado.

Resultados

En el cuadro 3 se muestra el
nimero de aislados antagonistas
para cada una de las bacterias fi-
topatdégenas indicadoras. Se ob-
serva que la mayoria de aislados
inhibieron a los indicadores en
medio KB y perdian la actividad
antagonista en el resto de medios,
indicando que la produccién de
siderdforos era probablemente la
causa de la inhibicion. Todo i asi.
hay un grupo de aislados que inhi-
bieron a los patdgenos indicado-
res en diferentes medios sugirien-
do que la inhibicidn probablemen-
te era debida a la produccién de
alguna sustancia antimicrobiana.
La A. rumefuciens fue el indica-
dor bacteriano menos inhibido,
con un 10% de antagonistas res-
pecto al total de aislados. mien-
tras que los niveles de antagonis-
tas de C. michiganensis y E. ca-
ratovora son similares, del 18.2%
y del 21.9%, respectivamente. En
cuanto a la distribucién de los an-
tagonistas en funcion del grupo
microbiano (Cuadro 4). se observa
que la mayoria de antagonistas
correspondian a bacterias, alrede-
dor del 94%. y el resto correspon-
dian a levaduras. No se encontrd
ninglin hongo antagonista contra
estas bacterias indicadoras.

En cuanto al antagonismo
contra hongos fitopatdgenos, en el
cuadro 2 se muestra el nimero de
aislados por cada uno de los hon-
gos indicadores. Ni Phvtium ulti-
mum nt Phyiophthora cactorum
crecieron en el medio LB. Se ob-
serva que un 27.6% de los aisla-
dos inhibteron Phytium ultimum,
un 17.3 a Phytophthora cactorum.,



i

y solo un 3,3% a Fusarium oxvs-
porum. En cuanto a la distribu-
cion de los antagonistas en fun-
cién del grupo microbiano (Cua-
dro 5), se observa que el 96,7%
de los antagonistas correspondie-
ron a bacterias, y sélo el 3,3% co-
rrespondieron a hongos y levadu-
ras.

El porcentaje de aislados que
eran antagonistas contra los indi-
cadores fitopatdgenos bacterianos
y flingicos fue muy similar, con
valores del 31,6 y del 37.7%, res-
pectivamente.

Conclusiones

- Se ha creado una coleccion
de 329 tipos de microorganismos
correspondientes a bacterias, hon-
gos y levaduras predominantes en
los sustratos Ecobosc y Roldé.

- Los niveles poblacionales
de los grupos microbianos y de
las especies bacterianas analiza-
das varfan en funcién del sustrato
(Ecobosc y Rold6) y también del
periodo de muestreo, pero en to-
dos los casos las bacterias de las
especies que han estado descritas
(en diversa bibliografia) como
agentes de control bioldgico o
promotores del crecimiento vege-
tal, son abundantes.

- Los perfiles metabdlicos de
las poblaciones microbianas tam-
bién varian en funcion del perfodo
de muestreo y del sustrato. Aun
asi. se observan diferencias entre
los perfiles por cada sustrato, la
cual cosa puede indicar que las
poblaciones estdn adaptadas al
sustrato al cual pertenecen.

- El porcentaje de antagonis-
tas contra fitopatdgenos bacteria-
nos y fangicos es similar, con va-
lores del 31.6 y del 37.7%. res-
pectivamente. Los antagonistas ma-
yoritariamente correspondieron a
bacterias, y por tanto parecen los
mejores candidatos para ser utjli-
zados como la complementacion
de los sustratos para darles un va-
lor anadido de supresividad.

M Articulo completo y bibliografia
en www.horticom.com?59388
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