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Figura 1. Encina afectada por el sindrome de la seca (Solla, A.)

Estudios in vitrode la
capacidad de biocontrol

de hongos y oomicetos
fitopatogenos por cepas de
Bacillusy Pseudomonas

Debido a la creciente prohibicién de la mayoria de los fumigantes
y otros agroquimicos para el control de plagas y enfermedades de
plantas, es obligada la busqueda de alternativas mads respetuosas
con el medio ambiente sin que eso conlleve una reduccién de los ren-
dimientos de los cultivos. El empleo de microorganismos como agen-
tes de biocontrol es una practica agricola emergente que tendra una
gran implementacion en un futuro inmediato, como alternativa al
empleo de pesticidas y fungicidas quimicos. Los resultados demues-
tran que mediante el uso de determinadas cepas bacterianas de los
géneros Bacillusy Pseudomonas es posible un control muy eficaz del
desarrollo in vitro de determinados agentes patdgenos de plantas;
como el hongo Fusarium solani, patégeno de fresa, o los oomicetos
Phythophtora cinnamomi y Pythium spiculum, involucrados en la
‘seca’de encinas y alcornoques.
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Figura 2. Sintomas de enanismo (A) y escaso desarrollo de raices (B) en plantas de fresa inoculadas con Fusarum solani. A la izquierda se muestran las plantas
control sin inocular y a la derecha las plantas inoculadas (Capote, N.)

La necesidad de encontrar practicas
alternativas al control quimico en la
lucha contra agentes fitopatégenos,
ha ido incrementandose en los ulti-
mos anos, debido a la creciente pro-
hibicion de compuestos quimicos de
sintesis y a una mayor sensibilidad so-
cial con respecto al dafo medioam-
biental que éstos ocasionan. Con el
objetivo global de la conservacion
de la salud medioambiental y el es-
pecifico de mantener la rentabilidad
economica de los cultivos, se estan
introduciendo en la actividad agraria
nuevas estrategias de control de las
enfermedades. Una de las alternati-
vas mas importantes es la utilizacion
de microorganismos  rizosféricos,
principalmente bacterias y hongos,
con probada actividad de biocontrol
(Bhattacharyya y Jha, 2012).

El aislamiento de microorganismos
antagonistas (bacterias y hongos) de
otros patoégenos se realiza, en ge-
neral, a partir de muestras de suelo,
suelo rizosférico (la capa de suelo in-
timamente ligada a las raices) u otras
fuentes, por ejemplo agua y 6rganos
vegetales (tanto de la filosfera como
enddfitos). Una vez purificados en el
laboratorio, se estudian en ellos de-
terminadas actividades enzimaticas
y/o la produccién de ciertos metabo-
litos que permiten clasificarlos como
potenciales ‘agentes de biocontrol’.
Los géneros bacterianos Bacillus 'y
Pseudomonas destacan por su ca-
pacidad de biocontrol (Mardanova
y col., 2017; Triverdi y col., 2008).

En muchas ocasiones, un mismo
microorganismo con capacidad de
biocontrol también puede clasificar-
se como ‘promotor del crecimiento
vegetal’ debido a otras propieda-
des, como la produccion de hormo-
nas vegetales o la solubilizacion de
fésforo; no obstante, el control de
patégenos puede considerarse un
mecanismo indirecto de promocion
del crecimiento vegetal (Beneduzi y
col., 2012).

Tanto el cultivo intensivo de pro-
duccion de fresa, como el sistema
extensivo de dehesa son de gran im-
portancia en Andalucia y se encuen-
tran amenazados por la presencia de
hongos y oomicetos patégenos en el
suelo. Fusarium solani (Mart.) Sacc.
es un hongo de suelo patégeno de
mas de cien especies de plantas. Se
ha descrito como patégeno en las
dos fases del cultivo de la fre-
sa en Espafa: en viveros de altura,
donde se cultivan las plantas de fresa
en suelos al aire libre en condiciones
agroclimaticas adecuadas para su
desarrollo vegetativo, y en campos
de produccion de fruto, donde son
trasplantadas las plantas proceden-
tes de vivero y tiene lugar su desa-
rrollo y fructificacion (Redondo vy
col., 2012; Pastrana y col., 2014a).
Los sintomas provocados por F. sola-
ni consisten en enanismo, marchitez,
necrosis de corona y muerte ocasio-
nal de la planta (Figura 2). La emer-
gencia de este patdégeno en campos
de fresa puede deberse, por un lado,
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a la retirada de la mayor parte de las
sustancias activas que se utilizaban
en el cultivo de la fresa como fumi-
gantes de suelo para combatir las
plagas y enfermedades que le afec-
tan (Pastrana y col., 2014b), y por
otro, a la gran versatilidad y capaci-
dad adaptativa de . solani que tiene,
entre otras caracteristicas, la capaci-
dad de sobrevivir en suelo en forma
de estructuras de resistencia durante
largos periodos de tiempo.

Con el término ‘seca’ se designa co-
munmente a una enfermedad que
provoca el decaimiento y muerte de
las encinas y alcornoques en dehe-
sas y montes. Normalmente se habla
de seca en referencia a los sintomas
gue se observan en la parte aérea de
los arboles, ya que la enfermedad
provoca la pérdida progresiva de las
hojas, con sintomas parecidos a los
de la sequia (Figura 1). La mayoria de
los expertos coinciden en el origen
multifactorial de esta enfermedad
(episodios de sequia, contaminacion
atmosférica o del suelo, manejo in-
adecuado, agentes biolégicos pa-
tégenos, etc.) (Duque-Lazo y col.,
2018). Entre los agentes biolégicos
asociados con la seca se han aislado
e identificado los oomicetos Phyto-
phthora cinnamomi y varias especies
de Pythium. Ademas, P cinnamomi
ataca a mas de mil especies vegeta-
les, entre las que se encuentran mu-
chas especies forestales (castanos,
robles y diversas coniferas), asi como
frutales (aguacates, mangos) y plan-



tas ornamentales (azaleas y brezos).
(Zentmyer, 1983).

El objetivo de este estudio ha sido
evaluar in vitro el efecto de cinco
cepas de bacterias rizosféricas (dos
pertenecientes al género Bacillus y
tres a Pseudomonas) sobre el control
del hongo F. solani, patégeno de fre-
sa 'y de dos oomicetos, Phytophthora
cinnamomi'y Pythium spiculum, aso-
ciados a la seca de la dehesa. Para
ello, se han llevado a cabo enfrenta-
mientos duales in vitro y se ha deter-
minado la tasa de esporulaciéon de £
solani en presencia de las cepas bac-
terianas. Asimismo, se han determi-
nado las actividades enzimaticas de
estas cepas: celulasa, B-glucanasa,
proteasa, amilasa, quitinasa y pro-
duccion de acido cianhidrico (HCN),
como actividades determinantes del
potencial de biocontrol.

Materiales y Métodos

Microorganismos con accion de
biocontrol de patégenos

La descripcion de los microorganis-
mos potenciales agentes de control
biolégico y patégenos empleados
se muestra en las Tablas 1y 2. Se
han utilizado dos cepas de Baci-
llus (BPA4 y RBA302) y tres cepas
de Pseudomonas (RBA83, AMG66
y AMG77) del Departamento de
Microbiologia de la Universidad de
Sevilla (cedidas por el Prof. J. Olle-
ro). Rutinariamente las cepas bac-
terianas se cultivan en medio agar
nutritivo y se preservan a -70°C en
una solucién peptona-glicerol. Se
emplearon dos aislados de F. sola-
ni: TOR-393 (aislado procedente
de planta enferma de una finca de
produccion de fresa de Palos de la
Frontera, Huelva) y TOR-725 (aisla-
do de fresa, procedente de suelo
de fincas de produccién de fresa de
Moguer, Huelva). Los aislados de
Phytophthora cinnamomi utilizados
fueron: CECT2965 (Coleccién Es-
panola de cultivos Tipo), MYC 003
(Centro de Investigacion y Ciencias
Tecnologicas de Extremadura, Cl-
CYTEX) y PE 90 (CICYTEX). El aisla-
do de Pythium spiculum fue cedido
por la Universidad de Cérdoba. Los
aislados de Fusarium y los oomice-
tos se mantuvieron rutinariamente
en medio APD (Agar-Patata-Dextro-
sa).
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Cepas Especie Actividades enzimaticas
] B- ) Acido cianhidrico
| P
Celulasa | Proteasa | Lipasa plucosidasa Amilasa {HEN]

BPA4 Bacaf.fus. . +++ +++ ++ ++ -

amylaliguefaciens

Bacittus
RBA302 aryabhattai * .
RBAS3 Pseudf)monr:rs - ++ + +4+ ++

geruginasg
AMGes | Feudomonas sp. + nd - - -

{brassicocearum)
AMGT? ;?;.‘]’domm“ L + nd - - -

Tabla 1. Descripcion de las bacterias empleadas y sus actividades metabdlicas.

Especie Aislado Origen
Fusarium solani TOR-393 Fresa (Huelva)
Fusarium solani TOR-725 Suelo (Huelva)
Phytophthora cinnamomi CECT2865 Castafio
Phytophthora cinnamomi MYC 003 Alcornoque, CICYTEX*
Phytophthora cinnamomi PE S0 Encina, CICYTEX
Pythium spiculum PA 54 Alcornoque, UCO**

(*) Centro de Investigacién y Ciencias Tecnoldgicas de Extremadura

(**) Universidad de Cérdoba

Tabla 2. Aislados de Fusarium solani 'y de oomicetos empleados.

Enfrentamientos duales in vitro
(ensayos de biocontrol)

Se realizaron enfrentamientos duales
(hongo u oomiceto vs. bacteria) en
placas de Petri conteniendo medio
APD. En el centro de la placa se de-
positd un disco de 5 mm de didme-
tro del micelio del hongo u oomiceto
a ensayar, procedente de una placa
de APD de siete dias de incubacion.
A las 48 horas de incubacion a 25°C
en oscuridad, se depositaron cuatro
gotas (15 pl) del cultivo bacteriano
(ca 108 bacterias/ml) a ensayar (Ba-
cillus o Pseudomonas), distribuidas
en forma radial, a 3 cm de la zona
de desarrollo del hongo. La cuanti-
ficacion del desarrollo del hongo en
presencia de la bacteria y en placas
control (sin bacterias) se realizd a los
tres, cinco, siete y nueve dias de in-
cubacién. En cada ensayo se inclu-
yeron cinco repeticiones (placas in-
dividuales) por tratamiento. Al final
del ensayo, se determiné el diametro
de la colonia del hongo u oomiceto
(en el caso de que ésta sea circular),
o bien del eje mayor y menor, si se
trata de un crecimiento romboidal
para la estimacion del area. Una vez

calculada el &rea de crecimiento (cir-
culo o rombo), se estimaron los por-
centajes de inhibicion inducidos por
las bacterias, en relacion a las placas
control, al final del periodo de incu-
bacion. Para facilitar la lectura y el
seguimiento de los datos, en las Ta-
blas de este trabajo figuran los datos
de las areas de desarrollo de los hon-
gos u oomicetos en presencia de las
bacterias a lo largo del tiempo y se
calcularon las tasas de crecimiento.

Tasa de esporulacion de aislados
de Fusarium solani

Se tomaron cuatro discos (5 mm de
didmetro) de la zona de crecimiento
de los aislados de F solani que en-
frenta a las bacterias, se colocaron
en un tubo de ensayo y se ahadieron
5 ml de agua destilada estéril. Los
tubos se sonicaron durante 10 min a
maxima potencia. En una camara de
Thoma se realizo el recuento total de
conidias, por duplicado, en cuatro
repeticiones individuales. La concen-
tracion medida como conidias/mm?,
se estimé tras dividir el conteo total
por la superficie de los cuatro discos
(Area = 78,54 mm?).
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Determinacion de actividades
enzimaticas de las cepas bacte-
rianas

Produccion de enzimas celuloliticas
(Celulasas): como sustrato se em-
pled carboximetil celulosa (CMC) so-
dica al 0,5% como Unica fuente de
carbono. Tras sembrar las cepas bac-
terianas en el medio de cultivo con
CMC, las placas se incubaron cinco
dias a 28°C. Las placas se revelaron,
tras su inundacion, con una solucién
de Rojo Congo (1 mg/ml) durante
quince minutos. Pasado este tiempo,
se elimind el colorante y se inund¢ la
placa con NaCl 1 M durante quince
minutos. Tras eliminar la solucién de
NaCl, la aparicion de un halo de co-
lor claro alrededor del crecimiento,
correspondiente al halo de degrada-
cion, indica que la prueba es positiva
(Teather y Wood, 1982) (Figura 3A).
Producciéon de enzimas B-Glucosida-
das: se empled el medio agar LB +
0,1% esculina + 0,05% de Citrato de
hierro amonico. Se sembrd una gota
de 10 pL de un cultivo fresco de la
cepa a ensayar en una placa. Se incu-
baron las placas a 30°C durante 24
h o hasta que se observd crecimien-
to. Las cepas en las que se observa la
aparicion de un halo negro, debido a
la formacién de esculetina con los io-
nes Fe presentes en el medio de culti-
VO, se consideran positivas para $-glu-
cosidasa (Gong y col., 2012).

Produccion de enzimas Proteasas/
Peptidasas: la capacidad para hidroli-
zar la caseina se determiné de acuer-
do con la metodologia descrita en el
manual de Harley y Prescott (2002).
Las cepas se sembraron en el medio

TOR 393
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Figura 3. Determinacién de la actividad enzimatica de las bacterias. (A) Produccion de celulasa; (B) Pro-
duccién de amilasa; (C) Produccion de écido cianhidrico (Rodriguez-Berbel, N.).

agar-caseina. Las placas se incuba-
ron cinco dfas a 28°C. Esta prueba es
de lectura directa, la hidrdlisis de la
caseina provoca la apariciéon de halos
transparentes alrededor de la zona
de crecimiento bacteriano, que con-
trasta con el medio de cultivo de co-
lor blanco.

Produccion de enzimas Amilasas:
se realizd en placas de medio agar
NB (0,8 %) + 1% almidén soluble.
Se sembrd¢ una alicuota de 15 pL de
un cultivo fresco de cada bacteria.
Las placas se incubaron a 28°C du-

rante un periodo de tres a siete dias.
Transcurrido este tiempo, las placas
se inundaron con una soluciéon de
Lugol. Se considera como resultado
positivo, la aparicion de un halo alre-
dedor de la colonia (Cowan y Steel,
1965) (Figura 3b).

Produccion de enzimas Quitinasas: las
cepas bacterianas se sembraron e in-
cubaron a 28°C durante siete dias en
placas con medio minimo suplemen-
tado con quitina coloidal; la formacion
de un halo transparente de degra-
dacioén, alrededor de la zona de cre-

TOR 725

Figura 4. (A) Enfrentamiento dual entre Fusarium solani TOR-393 y Pseudomonas sp. AMG66. A la izquierda se observa el crecimiento de . solani sin bacterias y
a la derecha el crecimiento inhibido de F. solani en presencia de bacterias. (B) Crecimiento romboidal de la colonia de . solani TOR-725 en presencia de Bacillus
aryabhattai RBA302 (Rodriguez-Navarro, D.N.).
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cimiento bacteriano, se considera un
resultado positivo (Gong y col., 2012).

Produccion de Cianuro o acido cian-
hidrico (HCN): para la deteccion cua-
litativa de HCN se emple6 el Medio
King B modificado o Agar para el
aislamiento de Pseudomonas suple-
mentado con glicina (4,4 g/l). Se
sembro una alicuota de 10 plL de un
cultivo fresco del microorganismo a
testar en el centro de la placa. Poste-
riormente, se colocd sobre la tapa de
la placa de Petri un papel de filtro es-
terilizado, saturado con una solucion
de acido picrico: 2,5 g/L acido picrico
y 12,5 g/L carbonato de sodio. Tras
sellar la placa con parafilm, las pla-
cas se incubaron a la temperatura
Optima de crecimiento del microor-
ganismo a testar por un periodo de
tres a siete dias. Un cambio en el
color del papel de filtro-acido picrico
de amarillo a naranja, rojo, marrén
0 a marrén-rojizo se considera como
resultado positivo débil (+), mode-
rado (++) o fuerte (+++). (Bakker y
Schippers, 1986) (Figura 3¢).

Resultados y Discusion

Control del desarrollo de aisla-
dos de Fusarium solani

Todas las bacterias empleadas fueron
capaces de controlar el desarrollo de
ambos aislados de F. solani, aunque
se observaron claras diferencias de-
pendiendo de la combinacion Fusa-
rium-bacteria, tanto en la capacidad
de reducir el desarrollo miceliar como
en el control de la esporulacion.

En relacion al aislado TOR-725, los
mejores resultados de inhibicién del
crecimiento se alcanzaron con las
estirpes de Pseudomonas RBA83 y
AMG66 (77% y 67%, respectiva-
mente) (Tabla 3a). Ademas, AMG66
redujo significativamente la esporu-
lacion de TOR-725, respecto al con-
trol (Tabla 3a, anexo). La cepa BPA4
de B. amyloliquefaciens presento
un menor porcentaje de inhibicién
(<50%) del aislado de Fusarium TOR-
725, a pesar de sintetizar diferentes
de enzimas relacionadas con el po-
tencial de biocontrol fungico (celu-
lasa —la Unica cepa que exhibid esta
actividad—, B-glucosidasa, proteasa y
amilasa). En concordancia con los re-
sultados del aislado TOR-725, las es-
tirpes AMG66 y RBA83 fueron tam-
bién las mas eficaces en el control
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Cepa bacteriana Area de crecimiento del micelio (mm?) Less ;’;':r,j:;::;emo
Dia 2 Dia5s Dia8
7,64
Control 18,52+7,65a | 41,07+3,16a | 56,74+00a R2 (0,99)
BPA4 6,34:020b | 19,22+1,05b | 29,48+ 2,07 be Rf;::;z]
RBA302 | 7,11:015b [1892+0,63b| 2632+167c Rf’g‘g’m
RBAS3 6,67+0,16b | 10,35+0,38c | 12,99+ 1,04 e Rzl{é]gg]
AMG66 51940,12b | 11,1341,02c | 1888+2,07d Rz%:gll
AMG77 6,16+0,15b | 16,8840,54b | 31,55+1,12b RZT(}Z;]

Dentro de cada columna, los datos seguidos de la misma letra no difieren significativamente,

test LSD P <0,05

Tabla 3a. Desarrollo miceliar de Fusarium solani TOR-725 en presencia de bacterias.

TOR-725 Esporulacion (conidias/mm?) x 100

Control BPA4 RBA302

RBA83 AMG6E6 AMG77

94,7+ 7,1ab

121+13,6a | 88,8+ 9.9 abc

63,2+93bc | 54,9+7,1¢c | 122+10,7a

Los datos seguidos de la misma letra no difieren significativamente, test LSD P <0,05

Anexo Tabla 3a. Esporulacion de Fusarium solani TOR-725 en presencia de bacterias.

Cepa bacteriana | Area de crecimiento del micelio (mm?) Tade crzecrmlento
(mm?/dia)
Dia 5 Dia 8
5,90
Control-1 39,04 +0,39 a 56,75+ 0.0a R? (0,99)
0,85
BPA4-I 10,04 £ 0,77 c 11,31+0,85¢ R2 (0,32)
1,10
. +
RBA302-1 16,53+ 0,11 b 19,82 +0,43 b R? (0,90)
1,08
AMG66-1 9,75+0,18 ¢ 13,0+0,33¢c R? (0,92)
Dia 7 Dia 12
10,06
Control-1l 6,45 +0,37 a 56,75+ 0,0a R? (0,99)
1.57
AMGT77-11 5,20+0,31b 13,01+0,68b R? (0,95)
0,47
RBAB3-11 3,62x0,10c 595+0,09¢c R? (0,98)

Dentro de cada columna, para cada experimento (| 6 11), los datos seguidos de la
misma letra no difieren significativamente, test LSD P <0,05

Tabla 3b. Desarrollo miceliar de Fusarium solani TOR-393 en presencia de bacterias.

del aislado TOR-393 (Figura 4A); no
obstante, el control de BPA4 sobre
TOR-393 es semejante (80% de in-
hibicion) al de la estirpe AMG66 de
Pseudomonas (77% de inhibicién)
(Tabla 3b). No se encontraron dife-
rencias significativas en la esporula-
cion de TOR-393 en presencia de
las bacterias. Cabe destacar que s6lo
las estirpes del género Pseudomonas
produjeron HCN. Ademas, traba-

jos previos han demostrado que las
cepas AMG de Pseudomonas son
capaces de inhibir el crecimiento
de Fusarium oxysporum entre otros
hongos fitopatdgenos (comunica-
cion personal del Prof. J. Ollero).

Control del desarrollo de espe-
cies de oomicetos

En las Tablas 4a-4d se presentan los
resultados de inhibiciéon del desarro-
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Dentro de cada columna, los datos seguidos de la misma letra no difieren significativamente,

test LSD P <0,05. n.s. no significative

Tabla 4a. Desarrollo miceliar de Phythophtora cinnamomi CECT2965 en pre-

sencia de bacterias.

| forestales |
— i Tasa de crecimiento
Cepa bacteriana | Area de crecimiento lo del comiceto (mm?) Taea e uzecm“e"to Cepa bacteriana Araa'di Aasarralla i oomiloaty) | (mm:/dia)
(mm?/dia) Dia 3 Dia5 Dia7
Dia 5 Dia7 Dia 3 Control 21,56:0,38a |4790£5482a | 56,740,032 879
Control | 24,68+2,02a | 30,302 1,643 | 3610+00a 258 R (0,76)
R’(0,71) BPAA 11,9340,60¢c |1615:098b |19,39£087b 1,87
BPAL 699+0,25b |13,08+1,47b | 13,86+ 1,75¢ %72 R (0,77)
; ; 5 ; 86+ 1, i
R*(0,48) RBA302 16,23+0,38bA (178240,57b A | 17,994 049c A 0,36
1,34 /”(0,25)
Rbasez 202053 A0S | 07050525 R {0,69) RBAS3 7,71+0,29eA [9,25+¢0,35cA [925¢035dA 0,12
RBAS3 606+030b | 779:047¢c | 813+042d 051 R (0,08)
e S ik R (0,49) AMGE6 B66+0,28deh |B,70+0,29cA |887+0,30dA 0,05
AMG66 7,38+043b | 7,12:0,18 | + ok K (002)
28104 A2x018¢c | BESE0A0Y ne AMG77 3,17£0,39dA |7,78+0,34cA |809:031dA 0,01
068 R’ (D,0008)
AMGT77 647+043b | 6781043¢c ‘ 919+0,36d R? (0,57) Dentro de cada columna, los datos seguidos de la misma letra mindsculs, y dentro de cada fila

los datos seguidos de la misma letra maylscula, no difieren significativamente, test LSD P

<0,05

Tabla 4c. Desarrollo miceliar de Phythophtora cinnamomi PE 90 en presencia

de bacterias.

Tasa de crecimiento

Tasa de crecimiento

Dentro de cada columna, los datos seguidos de [a misma letra na difieren significativamente,

test LD P<0,05

Tabla 4b. Desarrollo miceliar de Phythophtora cinnamomi MYC 003 en pre-

sencia de bacterias.

Copa Arad ok pésaivolio dal Somicets frire') (mm?/dia) Cepa Area de desarrollo del oomiceto (mm?*) (mm?/dia)
3 dias 5 dias 7 dias 10 dias mm’/dia
5,65 3 dias 5 dias 7 dias
Control | 1686+0,65a | 326632,28a | 45372353 | 5675:00a ¥ (097) Control 56.75 675 e
0,51 - : -
BPA4 | 371:042bc | 479:0,15h | 495:013b | 747:1,09b R (092) RBAB3 |4,88:0,553b | 50740,50¢c | 571+0,67¢ Rg’lu]
T ns
RBA302 | 46140385 | 5134038b | 540£027b | 571£034c Sl T
- o IJ? AMG66 | 3,9620,28b | 10,11+097b | 23,77+1,12b R O 22
RBAS3 | 37440,29bc | 434£0.17b | 460:0,17b | 500:0,28cd i o8 (0,82)
| (0,95) 6,36
AMGE6 | 291+0,29c | 351£023b | 3972019 | 452:0,17ed R’zt;;;s] AMG77 | 5440132 | 16,50£1,152a | 34,850,742 R? (0,86)
4 0,10 Dentro de cada columna, los datos seguidos de la misma letra no difieren significativamente,
AMG?? | 2840,11c 315£019b | 3452028b | 356:0.29d R? (0,50) test LSD P <0,05. Los datos del tratamiento control no se han incluido en el ANOVA

Tabla 4d. Desarrollo miceliar de Pythium spiculum PA 54 en presencia de

bacterias.

llo de los oomycetos Phytophthora
cinnamomi 'y Pythium spiculum en
presencia de bacterias. Todas las ce-
pas bacterianas inhibieron entre 80-
94% el desarrollo miceliar de los tres
aislados de P cinnamomi evaluados,
pero de manera consistente destacan
por su eficacia las bacterias RBA83,
AMG66 y AMG77, todas pertene-
cientes al género Pseudomonas. No
obstante, se observé cierta interac-
cion bacteria x oomiceto, pues al con-
trario que con el aislado CECT2965
(Tabla 4a), la cepa RBA302 de Bacillus
ejercid sobre el aislado MYC 003 un
control semejante al que presentaron
algunas cepas de Pseudomonas (Ta-
bla 4b). La tasa de crecimiento del
aislado PE 90, en presencia de las
cepas RBA302, RBA83, AMG66 y
AMG77, no se ajusta a un crecimien-
to lineal (Tabla 4c), de hecho no hay
diferencias significativas en los valo-
res del drea del micelio a lo largo del
tiempo (indicados por letra mayuscu-
la). De manera consistente, todas las
bacterias detienen el crecimiento de
los aislados P cinnamomi de a par-
tir del quinto dia de enfrentamiento
(MYC 003y PE 90) o del séptimo dia
(CECT2965), de ahi la falta de ajuste
a un modelo lineal de crecimiento.

En el caso del aislado de Py. spiculum
PA 54, sélo se evalud la actividad de
biocontrol de las tres estirpes de Pseu-
domonas (Tabla 4d). Las placas control
crecieron ocupando toda el area de la
placa de cultivo desde el primer dia
de la cuantificacion, de modo que no
es posible determinar la tasa de creci-
miento de este aislado en ausencia de
las bacterias. La estirpe RBA 83 fue la
Unica efectiva en el control de este ais-
lado, y no permitid desde el inicio su
desarrollo, de ahi que la tasa de creci-
miento estimada no sea significativa.

En resumen, la inhibicién del desarro-
llo in vitro de hongos y oomicetos pa-
tégenos puede alcanzarse con bacte-
rias que presenten una alta actividad
de enzimas hidroliticas relacionadas
con el biocontrol, sobre todo con
estirpes del género Pseudomonas.
No obstante, se ha observado que la
inhibicion del desarrollo del micelio
puede presentar cierta especificidad
bacteria-patégeno, asi como la inhi-
bicion de la esporulacion, en el caso
de los aislados de Fusarium. Estas ce-
pas bacterianas podrian constituir un
eficaz agente de control biologico en
la lucha contra las enfermedades de
la fusariosis en fresa y la ‘seca’ de en-
cinas y alcornoques.
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Abstract

Due to the phase out of most of the
soil fumigants and other chemical
compounds used for the control of
pest and plant diseases, it is compul-
sory to search for powerful and more
environmentally-friendly alternatives
without crops vyield reduction. Thus,
the use of microorganisms to protect
plants from pathogens, the so-called
biological control, is an emergent
agricultural practice that will expand
as alternative to chemical pesticides
in a near future. Results of this study
demonstrate that several bacteri-
al strains belonging to Bacillus and
Pseudomonas genera can efficiently
control the in vitro development of
plant pathogens such as Fusarium
solani, pathogen to strawberry and
Phythophtora cinnamomi and Py-
thium spiculum described as fungal
agents involved in oak decline syn-
drome ("seca”).
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