
n EI presente artículo pretende demostrar la supresividad en los sustratos,
o de algunos materiales utilizados en estos sustratos, ante enfermedades
de raíz, como las causadas por Phytophthora y Pythium
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Supresividad en sustratos

antagonista frente bacterias y hongos fitopatógenos de interés agronómico
representatĈvos de mĈcroorganĈsmos, nĈveles poblacĈonales y potencĈal
Estudio de la microbíótica presente en los sustratos Roldo y Ecobosc. Tipos

Es conocida la descripción
de sustrato como soporte físico
para el anclaje de las raíces. Se
conocen las propiedades físicas
necesarias de estos sustratos, co-
mo la relación aire-agua y porosi-
dad totaL También están bien des-

critas las propiedades químicas
exigidas a los sustratos, como la
conductividad eléctrica, pH y re-
laciones iónicas de los nutrientes.
Pero queda mucho por conocer e q

cuanto las propiedades microbio-
lógicas y sus interacciones en el
sistema sustrato-raír-planta.

Los ensayos
se plantearon
para determinar
la actividad
y el espectro
antagonista
in vitro de los
diferentes aislados
obtenidos
en las muestras
de sustrato
procesadas.

Para demostrar la supresividad
de cierto tipo de sustratos ante en-
fermedades de raíz, la empresa Bu-
rés Profesional, S.A. firmó un con-
trato de colaboración científico-téc-
nica con la Universidad de Girona,
en junio de 2003. En el marco de

esta colaboración se desarrolló 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-
patógenos de interés agronómico.
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Material y métodos
Para la cuantificación de los

niveles poblacionales, se tomaron
muestras de dos pilas o lotes dife-
rentes de los dos sustratos. De
cada pila o lote se tomaron tres
submuestras en diferente^ ^itios.

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

Estos ensayos se plantearon

pura determinar la actividad y el
espectro antagonista in ^^i^ro de

los difierentes aislados obtenidos
en lus 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 1) que
son un problema por las pérdidas
económicas que causan en dife-
rentes cultivos agrícolas.

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

n

Microorganismos fitopatógenos indicadores
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Bacterias C/avibacter chancro bacteriano
michiganensis en hortícolas_

Erwinia carotovora podredumbre blanda de
tallo, tubérculos y rizomas

Agrobacterium tumores de cuello
tumefaciens

Hongos Fusarium marcimiento vascular
oxysporum

Phytophthora podredumbre del cuello
cactorum y raíces

Pythium ultimum podredumbre del cuello
y raíces

Número y porcentaje de antagonistas contra
diferentes hongos fitopatógenos indicadores

-..

Fusarium
oxysporum

11

Phytophthora 57
cactorum

57

Pythium 91
ultimum

91

Kin^, medio bajo en hierro, útil
para mejorar lu producción de si-
deróforos y el agar Glucosa-Aspa-
ragina (GA) que es un medio don-
de se detectan mayormente más
antagonistas. Para los hon^^os se
utilizaron los medios LB y el agar
patata-dextrosa (PDA).

EI potencial antagonista de
los aislado, bacteriano^ se deter-
minó mediante la capacidad de

Fs conocida la descripción de sustrato como
soporte físico para el anclaje de las raíces.

Se conocen sus propiedades físicas,
como la relación aire-agua y porosidad

total. También las propiedades químicas
exigidas como la conductividad eléctrica,

pH y relaciones iónicas de los nutrientes
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producción de halos de inhibición
ruando se siembran conjuntamen-
te con las bacterias y hongos fito-
patógenos indicadores añadidos
como a una sobrecapa de a^ar en
diferentes medios de cultivo. Las
bacterias y hongos fitoputógenos
utilizados se sembraron en sobre-
capa de agar (utilizando tiuspen-
siones de células en el caso de
bacterias o conidios en el caso de
los hongos). Las cepas bacteria-
nas aisladas del sustrato que se
yuieren estudiar se inocularon por
picada a la superficie.

La preparación de las sus-
pensiones de los hongos fitopató-
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" (20µL/L). La

concentración dc conidios ^c ajustó
a 105 conidio^^lmL cuan[itic3ndo-
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Número y porcentaje de antagonistas contra diferentes
bacterias fitopatógenos indicadores
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Agrobacterium 2 26 4 3 33 10
tumefaciens
Clavibacfer 6 42 12 11 60 18,2
michiganensis
Erwinia 4 67 5 4 72 21,9
carotovora

Número de antagonistas contra las bacterias indicadoras
en función del tipo de microorganismos, del porcentaje
respecto el número total de antagonistas y de aíslados
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Bacteria

:..;

98 273

- - - . .- .
-.- . .
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35,9 94,2 29,7

Levadura 6 25 24 5,8 1,8
Hongo - 31 - - -

Total 104 329 - - 31,6

Número de antagonistas contra los hongos fitopatógenos
en función del tipo de microorganismos, del porcentaje
respecto el número total de antagonistas y de aislados

Bacteria
Levadura

Hongo

Total

120

2

124

lo mediante un recuento en el mi-
croscopio con una cámara hemo-
citométrica tipo Thoma. En el ca-
so de las bacterias titopatógenas
se inició a partir de siembras de
34 h de la bacteriu en agar LB in-
cubadas a 25 °C. Se resuspendie-
ron en agua destilada estéril ajuti-
tando la concentración a 108 ufc/
mL midiendo la absorbancia a
620 nm. La sobrecapa se realizó
añadiendo 0.2 mL de la suspen-
sibn de bacterias o conidios de los
hongos a 4 mL de agar blando del
mitimo medio.

Las cepas de bacterias anta-
gonistas se sembraron por picada

..^
273 43,6 96,7
25 8 1,6

31 8 1,6
329

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

EI potencial antagonista de
los aislados fúngicos se realizó

n Los niveles poblacionales de los grupos
microbianos y de las especies bacterianas
analizadas varían en función del sustrato
(Ecobosc y Roldó) y también del período
de muestreo

depositando disco^ cte 0,5 cnt de
lati colonias fún^^icas de los aisla-

dos del sustrato encima de la so-
hrecapa de agar que contenía la
bacteria o hongo indicador.

Después de un período de
incubación (48 h en el caso de las
bacterias y 7? h en el caso de los
hongos) a ?2-25 °C ^e determinó
la capacidad anta^onista de cada
cepa midiendo el halo de inhibi-
cibn producido alrededor de la co-
lonia. Los ensayos se realizaron
por triplicado.

Resultados
En el cuadro 3 se muestra el

número de aislados antagonistas
para cada una de las bacterias fi-
topatógenas indícudoras. Se ob-
serva que la mayoría de aislados
inhibieron a los indicadores en
medio KB y perdían la actividad
antagonista en el retito de medios,
indicando que la producción de
sideróforos era probablemente la
causa de la inhibición. Todo i así,

hay un grupo de aislados que inhi-
bieron a los patógenos indicado-

res en diferenteti medios sugirien-
do yue la inhibici8n probablemen-

te era debida a la producción de
alguna sustancia antimicrobiana.
La A. tumc,fiu•icns fue el indica-
dor bacteriano menos inhibido,
con un 10% de antagonistas res-
pecto al total de aislados, mien-
tras que los nivele^ de anta^onis-
tas de C. ^nichi,^^nnensis y E. cu-
rutu^^ora son similares, del 18,2°k
y del ?1,9%, respectivamente. En
cuanto a la distribución de los an-
tagonistas en función del grupo
rnicrobiano (Cuadro 4), se observa

yue la mayoría de antagonistas
correspondían u bacterias, alrede-
dor del 94%, y el resto correspon-

dían a levaduras. No se encontrti
ningún hongo antagonista contra
estas bacterias indicadoras.

En cuanto al antagonismo
contra hongos fitopatógenos, en el
cuadro 2 se muestra el número de
aislados por cada uno de los hon-
gos indicadores. Ni Ph^^tium «lti-
rnt^m ni Pli^•topiitfuu•n caclnru^^r
crecieron en el medio LB. Se ob-
serva que un 27,6^1^ de los aisla-
dos inhibieron Phvtium r^ltimum,
un 17,3 a Phwuph^hui-n cuctorum,
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y sólo un 3,3^I^ a Fusariu^rl oxvs-
pnraem. En cuanto a la distribu-
ci6n de los antagonistas en fun-
ción del grupo microbiano (Cua-
dro 5), se observa que el 96,7%
de los antagonistas correspondie-
ron a bacterias, y sólo el 3,3°h co-
rrespondieron a hongos y levadu-
ras.

El porcentaje de aislados que
eran antagonistas contra los indi-
cadores fitopatógenos bacterianos
y fúngicos fue muy similar, con
valores del 31,6 y del 37,7%r^, res-
pectivamente.

Conclusiones
- Se ha creado una colección

de 329 tipos de microorganismos
correspondientes a bacterias, hon-
gos y levaduras predominantes en
los sustratos Ecobosc y Roldó.

- Los niveles poblacionales
de los grupos microbianos y de
las especies bacterianas analiza-
das varían en función del sustrato
(Ecobosc y Roldó) y también del
período de muestreo, pero en to-
dos los casos las bacterias de las
especies que han estado descritas
(en diversa bibliografía) como
agentes de control biológico 0
promotores del crecimiento vege-
tal, son abundantes.

- Los perfiles metabólicos de
las poblaciones microbiana^ tam-
bién varían en función del período
de muestreo y del sustrato. Aún
así, se observan diferencias entre
los perfiles por cada sustruto, la
cual cosa puede indicar que las
poblaciones están adaptadas al
sustrato al cual pertenecen.

- El porcentaje de antagonis-
tas contra fitopatógenos bacteria-
nos y fúngico^ es similar, con va-
lores del 3 I,6 y del 37,7°/r^, res-
pectivamente. Los anta^onistas ma-
yoritariamente correspondieron a
bacterias, y por tanto parecen los
mejores candidatos para ser utili-
rados como la complementación
de los sustratos para darles un va-
lor añadido de supresividad.

n Artículo completo y bibliografía
en www.horticom.com?59388
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