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Resumen

Se ha estudiado la capacidad antagonica de la bacteria Burkholderia
cepacia, para controlar la enfermedad que el Oomiceto patégeno Phyto-

Correspondencia photora capsici causa en plantas de pimiento. Las evaluaciones anta-
M. E. Candela gonicas de B. cepacia se han realizado in vitro mediante confrontacio-
Tel.: +34 968 364943 nes de la bacteria y P. capsici. Se ha analizado su incidencia sobre
Fax: +34 968 363963 semillas, hojas y raices midiendo la reduccion de las «manchas folia-
E-mail: mcandela@um.es res» y la «pudricién de la raiz» causada por el patégeno y su repercu-
Recibido: 19 Abril 2004 sion en la germinacion y el crecimiento de las plantulas. Se ha asegu-
Aceptado: 13 Junio 2004 rado la inocuidad de la bacteria al adicionarse a semillas y plantulas

de pimiento in vivo. La adicién del preparado de la bacteria a plantas
inoculadas con el patdégeno, redujo la podredumbre causada por P.
capsici en un 37% en condiciones de campo y en un 55,6% en pimien-
tos cultivados en condiciones controladas en macetas crecidas en in-
vernaderos. Los resultados favorables obtenidos nos permiten consi-
derar a la bacteria B. cepacia, uno de los microorganismos utilizables
en el biocontrol de hongos teluricos, patdgenos del pimiento.

Palabras clave: Capsicum annuum, Biocontrol, Burkholderia cepacia,
Phytophthora capsici, Podredumbre.

Abstract

Evaluation of the biocontrol of Phytophthora capsici in pepper (Capsi-
cum annuum L.) using Burkholderia cepacia.

The antagonistic capacity of the bacterium Burkholderia cepacia for
controlling diseases caused by the Oomicete pathogen Phytophthora
capsici in pepper plants was studied. Its effect on seed, leaves and
roots was evaluated by measuring the reduction in leaf spot and root
rot caused by the pathogen and its influence on plantlet germination
and growth. The antagonistic capacity of B. cepacia was assessed in
vitro by confronting the bacterium and P. capsici, while its innocuous-
ness was confirmed by adding to seeds and plantlets in in vivo trials.
When the bacteria preparation was added to plants inoculated with the
pathogen, it reduced root rot by 37% in field conditions and by 55,6%
in the controlled conditions of greenhouse. The results obtained sug-
gest that B. cepacia may be considered for use as an antagonist for
the biocontrol of the soil fungi which attack peppers.

Key words: Capsicum annuum, Biocontrol, Burkholderia cepacia,
Phytophthora capsici, Root rot.
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Introduccién

Se conocen numerosos grupos de bacterias y hongos
con capacidad antagonica frente a otros microorga-
nismos. Este antagonismo manifestado de diferentes
formas, como inhibidores del desarrollo o incluso
patogenos de las especies causantes de enfermeda-
des de plantas, pueden ser utilizadas, y de hecho ya
se utilizan algunas, para combatir enfermedades siem-
pre que se pueda demostrar su no patogenidad para
la planta o incluso para el hombre o los animales.

Entre los géneros clasificados se encuentran las
bacterias Pseudomonas y Bacillus (Elad & Baker
1985, Leeman et al 1995, Kimer et al 1998, Loper &
Henkels 1997, Sid Ahmed et al 2003a, 2003b, Ezzi-
yyani et al 2004).

El motivo de este trabajo es la evaluacion de la
bacteria Burkholderia cepacia como microorganismo
antagonista de Phytophthora capsici y su capacidad
de reduccion del marchitamiento que este patdogeno
causa en las plantas de pimiento.

Material y Métodos
Material vegetal

Se usaron semillas, plantulas o plantas de pimiento
(Capsicum annum) variedad California Wonder, una
variedad muy sensible al ataque de Phytophthora
capsici. Las semillas se desinfectaron en una disolu-
cion comercial de hipoclorito sodico al 2%, durante
5 minutos, se lavaron tres veces con agua destilada
estéril y se pusieron a germinar en bandejas alveola-
res (de 48 senos, 4x4x14 cm) con una mezcla de are-
na, turba y vermiculita (3:1:1/2) esterilizadas. Los
semilleros se mantuvieron en invernadero hasta que
se desarrollo la quinta hoja verdadera y se transplan-
taron a macetas o suelo.

Material fangico

Para las inoculaciones se us6 el hongo Phytophthora
capsici (Pc), aislado 15 cepa extremadamente agre-
siva (Candela et al 1995), conservado en medio PDA
(patata, dextrosa, agar, de Difco) esterilizado a 121°C
durante 20 minutos en placas Petri.

Se cultivo también en frascos Elermenyer de 1.000
ml con una mezcla formada por 150 g de vermiculita
(esterilizada en autoclave a 121°C durante 30 minu-
tos en dos dias consecutivos) y 200 ml de PDB (cal-
do de patata dextrosa, de Difco). La vermiculita im-
pregnada con el medio de cultivo PDB se esterilizo
en autoclave y se sembrd con 4 discos de 5 mm de

diametro cortados del margen de la colonia micelial
de P. capsici crecida en PDA. Los frascos de cultivo
se incubaron en estufa a 25 + 2°C durante tres sema-
nas durante los cuales el patogeno se multiplico ¢
invadié el medio.

Para conseguir grandes cantidades de zoosporas
de P, capsici se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250
ml que contenian 150 ml de medio PDB. Estos se
esterilizaron previamente en autoclave a 121 °C du-
rante 20 minutos y ya frios, se les anadié un disco
por matraz de 5 mm de didmetro del hongo, cubrién-
dose con papel de aluminio para evitar la exposicion
a la luz. Durante 15 dias se mantuvieron a 25°C en
agitacion permanente en un agitador orbital a 120 rpm
al cabo de los cuales se separd el micelio del cultivo,
se lavo tres veces con agua destilada estéril y se vol-
vid a introducir en agua destilada estéril. Se mantu-
vo en agitacion por un periodo de 5 a 6 dias, tiempo
en el cual se generan y liberan las zoosporas. Final-
mente la concentracion se ajustd a 10° zoosporas por
mililitro.

Antagonista bacteriano

La cepa bacteriana Burkholderia cepacia (Bc), aisla-
do 322 se obtuvo de la Coleccion Espaiiola de Culti-
vos Tipo (Valencia, Espafia). Esta bacteria se conser-
va en el laboratorio en medio NA (Agar nutritivo
estandar II, Merk).

Preparacion de los inéculos y filtrado de Burkhol-
deria cepacia

En medios sélidos y liquidos, dependiendo del tipo
de ensayo a realizar, los inoculos de B. cepacia se
obtienen mediante tres procedimientos:

1- Para los ensayos de Biocontrol con suspen-
siones bacterianas. Se utilizaron frascos Elenmeyer
de 500 ml, conteniendo 150 ml de del medio NB
(caldo nutritivo de Difco) esterilizado en autoclave
a 121°C durante 30 minutos. Este medio se inoculd
con una colonia aislada, tomada con un asa estéril
de B. cepacia crecida en NA. Los frascos se incu-
baron con agitacion a temperatura ambiente, en el
laboratorio durante tres dias. Las bacterias se reco-
gieron en tubos estériles y se centrifugaron a 15.000
rpm durante 20 minutos. El precipitado se resuspen-
di6 en 100 ml de agua destilada estéril y se transfi-
rié a un Erlenmeyer de 1.000 ml conteniendo 150 g
de vermiculita fina empapada en 150 ml de NB es-
terilizado a 121°C, 30 minutos, dos veces, dos dias
consecutivos. Finalmente se incubaron a 28°C en
estufa durante 5 dias



Anales de Biologia 26, 2004

Evaluacion del biocontrol con Burkholderia cepacia 63

2- Para el tratamiento de las semillas. Se usaron
frascos Elenmeyer de 500 ml con 150 ml de los me-
dios, Acido casamino al 1% y PDB. Las bacterias
desarrolladas en los distintos medios de cultivo se
recogieron a los tres dias en tubos estériles con agua
destilada, se centrifugaron a 15.000 rpm durante 20
minutos y se decantaron. El precipitado se resuspen-
di6 en MgSO,7H,0 0,001M, (Ongena et al. 1999),
o en A-P (agua destilada peptona al 0,1%), y a partir
de ellas se prepararon las concentraciones bacteria-
nas requeridas, usando la recta de calibrado.

3- Para obtener componentes extracelulares del
filtrado de los cultivos, B. cepacia se cultivo en fras-
cos Elenmeyer de 250 ml conteniendo 150 ml de PDB
previamente esterilizados a 121°C durante 20 minu-
tos. Una colonia aislada crecida en NA se transfirio
asépticamente a un frasco conteniendo el medio de
cultivo PDB y se dejo a temperatura ambiente en el
laboratorio en agitacion permanente, en un agitador
orbital a 100 rpm durante 4-5 dias. Las suspensiones
bacterianas obtenidas se recogieron en tubos estéri-
les y se centrifugaron a 15.000 rpm durante 20 mi-
nutos, el sobrenadante es el utilizado como filtrado
bacteriano.

Confrontacion «in vitro» de B. cepaciay P. capsici

En los medios PDA, AA (agua-agar al 2%) y Czapek
solido se siembra, en un extremo de la placa Petri,
un disco de 5 mm de didmetro de la colonia micelia-
na crecidas en PDA de P. capsici. Enfrente se inocu-
la, mediante un toque superficial, un alicuoto de la
bacteria a ensayar. La comprobacion de la accion
antagonica de B. cepacia, se obtendra al cabo de tres
dias de cultivo en estufa a 23, 25, 27, y 30°C al eva-
luar la inhibicion del crecimiento del micelio fungi-
co, obtenido por accion de la bacteria.

Analisis por microscopia electréonica de barrido

Se preparan cortes de agar de 2 x 2 mm de la zona de
inhibicién entre B. cepacia y P. capsici en medio
PDA. Las muestras se sumergen en una disolucion
de agar al 1% y se prefijan a 4°C durante dos horas
por inmersion en una disolucion compuesta por glu-
taraldehido (25%) al 3% en tampon cacodilato sodi-
co (R 23/25, Prolabo) 0,1M a pH 7,2. Finalmente se
lavan tres veces con el mismo tampon durante 30
minutos en oscuridad.

La deshidratacion se efecttia en etapas de 15 mi-
nutos con disoluciones crecientes de etanol de 30, 50,
70, 90 y 100% y posteriormente se secan mediante
el método del punto critico (etanol/CO, liquido). Fi-

nalmente se montan sobre un pedestal con pintura
conductiva de grafito que se cubre con un metal pe-
sado (oro o platino palido) por los métodos de eva-
poracion en «sputtering». El examen se hizo con un
microscopio Jeol T-6.100.

Accion de B. cepacia sobre el control de las «<man-
chas foliares» producidas por P. capsici

Para evaluar el efecto antagénico de B. cepacia en la
supresion de las manchas foliares producidas por el
patogeno se recolectaron hojas de pimiento recién
cortadas sanas y jovenes de 4 a 6 cm de longitud, se
lavaron suavemente con agua destilada, se desinfec-
taron con hipoclorito sodico al 2 % durante 5 minu-
tos y a continuacion se lavaron tres veces con agua
destilada estéril. Las hojas se secaron sobre papel de
filtro estéril bajo corriente de aire en la Camara de
flujo laminar.

En placas Petri de vidrio estériles, con papel de
filtro (previamente esterilizado en estufa a 145°C,
45m) se introdujeron dos hojas de pimiento, en las
que se practicaron cinco lesiones con un asa estéril
caliente y se pulverizaron, con la suspension de B.
cepacia en agua destilada, hasta mojar las hojas y el
papel de filtro.

Se montaron tres series con concentraciones de
[1] 7,36x10% ; [2] 4 x10% y [3] 1,5x10® UFC ml! de
B. cepacia. Las placas se sellaron con parafilm y se
mantuvieron en oscuridad en el laboratorio a tempe-
ratura ambiente. A las 24 horas se inocularon con 10
ul de zoosporas de P. capsici por lesion. Las placas
se volvieron a sellar, manteniéndolas en las mismas
condiciones.

Para la evaluacion de la inhibiciéon de las man-
chas foliares, se inocularon hojas lesionadas con el
antagonista, con el patégeno, con el antagonista mas
el patdogeno y con agua destilada estéril como con-
trol. Al cabo de cinco dias y a partir del punto de
inoculacion se midio la extension de las manchas
foliares. La gravedad (por hoja y tratamiento) se va-
loré sobre una escala de: 0 (ninguna mancha); 1 =
lesion de 0-1 mm; 2= 1-2 mm; 3 = 2- 3 mm; 4= 3-4
y 5 =>4 mm.

Tratamiento «in vivo» con B. cepacia crecida en
vermiculita

Se realizaron dos tipos de ensayos para medir la in-
fluencia de la bacteria antagonista, en la disminucion
de la podredumbre causada por P. capsici

A- En macetas: el substrato utilizado en las ma-
cetas fue una mezcla de turba, arena y vermiculita
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(3/1/') vIvIv) esterilizada a 121°C durante una hora,
dos veces en dos dias consecutivos. En todos los en-
sayos con suelo se analizo el efecto de diferentes pHs
de la mezcla de cultivo. Se adicion6 acido fosforico y
fosfato disodico al suelo hasta conseguir medios de
cultivo con cuatro pHs diferentes: 4, 4,5 5,5y 6,5. En
todos los ensayos, 15g del preparado del patogeno P.
capsici crecido en vermiculita se agregd directamen-
te a las macetas para asegurar una buena infeccion.
La poblacion inicial determinada mediante el nimero
mas probable (NMP) oscil6 entre 1,2 x 10°y 8,1 10’
propagulos por gramo (ppg/g.). El indculo de B. ce-
pacia utilizado fue el preparado en vermiculita, pro-
bandose concentraciones de [1]=8x107, [2]=6,5x10%,
[3]=1x10° y [4]=4x10" UFC. ml". De ellas se toma-
ron porciones de 5, 10, 15, y 20g para las distintas
series de macetas. De la muestra inoculada se reco-
gieron muestras de 100g para hacer un recuento de la
poblacion inicial del antagonista mediante disolucio-
nes decimales usando un detergente no idnico.

Las macetas se dispusieron al azar en bloques
completos en la Estacion de Experimentacion Agri-
cola de la Universidad de Murcia. Se regaron con
agua corriente cada dos o tres dias y se enriquecie-
ron con una solucién de NPK cada dos semanas. La
temperatura oscilo entre 25 y 30°C. Diez plantas fue-
ron utilizadas por cada tratamiento y los ensayos se
repitieron tres veces.

B- En suelo: se realizaron dos ensayos en el cam-
po de la Estacion de Experimentacion Agricola de la
Universidad de Murcia. Las plantas se cultivaron
como hemos indicado anteriormente. Alcanzados los
tres meses de edad se transplantaron al suelo, en ho-
yos distanciados 70 cm por 40 cm en los que se afia-
dieron, mezclados con la tierra, 15 g por hoyo del
medio vermiculita-antagonista. Pasados siete dias del
trasplante se removio el suelo a nivel de la rizosfera,
formando un circulo alrededor de la planta, se infec-
taron las plantas con P capsici'y se cubrieron de nue-
vo. El riego se hizo por goteo usando emisores auto-
compesativos de 41/h y la fertilizacion se realizo cada
tres semanas con un sistema de inyeccion de fertili-
zantes (NPK) mediante un tanque de abonado
(ATF0040, Novo Ris, Zaragoza, Espafia) conectado
a lared de riego. Los resultados se tomaron a los dos
meses del transplante tanto en macetas como en el
suelo.

Analisis estadistico

Los efectos de las diferentes combinaciones de la
bacteria sobre el peso y el crecimiento de las plantas
de pimiento y sobre el marchitamiento o las manchas
foliares, se analizaron estadisticamente usando el test

de Fisher MDS (de la minima diferencia significati-
va) con un P = 0,05.

Resultados y discusion

Confrontacion in vitro de B. cepacia frente al pa-
tégeno P. capsici

La inhibicién vario segiin el medio de cultivo, fue
efectiva en PDA y muy débil en AA, también influian
la temperatura y el pH. En las placas de cultivo in
vitro en PDA, la zona de inhibicion producida por B.
cepacia frente al patdgeno aumenta a medida que
transcurre el tiempo, acompafiado de la destruccion
del micelio fungico desarrollado hasta ese momento.
La viabilidad o muerte del patéogeno, comprobadas
por observaciones periddicas, mostraron que se pro-
ducia la detencion de la expansion del patogeno. En
la Figura 1 se muestra la evolucion de la inhibicion,
la destruccion del crecimiento vegetativo y finalmente
la muerte de P. capsici por B. cepacia. En la figura
1A se observa que B. cepacia no solo inhibio la ex-
pansion de P. capsici que deja de extenderse en la
zona o campo de accion de los antibidticos que di-
funden en el medio sino que a los 5 dias comenzo6 la
degradacion o muerte (Fig. 1B). Esta se manifesto por
la aparicion de un suave color verde amarillento en
la zona de aproximacion, acompafiado de la desapa-
ricion progresiva del micelio fungico (Fig. 1C). La
zona necrosada fue aumentando y a los 10 dias la des-
aparicion del micelio es completa. La colonia de P,
capsici quedod reducida a una masa gelatinosa de co-
lor amarillento (Fig. 1D).

Diversos autores han responsabilizado de la inhi-
bicion y destruccion del micelio de hongos patoge-
nos a la accion de uno o varios antibidticos produci-
dos por bacterias (Elander et al. 1968, Rosales et al.
1995, Kraus & Loper 1995, De La Fuente et al. 2001).
Estos autores trabajaron con varias cepas de Pseudo-
monas cepacia 'y detectaron antibidticos como pirrol-
nitrina y pioluteorina, con un amplio espectro anti-
fungico.

Los diametros de crecimiento del patogeno y el
antagonista en los cultivos duales se compararon con
la escala utilizada por Sid Ahmed et al. (2003b) que
va desde [0]: ninguna invasion de la superficie de la
colonia del patogeno a [5]: invasion total. Pasadas 48
horas de incubaciodn, B. cepacia produjo un porcen-
taje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) de P.
capsici de aproximadamente 40% en la escala de
capacidad antagonica que equivale a [3] de invasion
de la superficie de la colonia de P. capsici por el
antagonista. A partir de 96 horas se produjo un PICR
de 81% y a partir de los 8 dias B. cepacia invadid
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Figura 1. [A], [B], [C] y [D]: Cronologia de inhibicién (antibiosis) y destruccion del crecimiento vegetativo de Phytophthora capsici en
presencia de Burkholderia cepacia. Confrontacién in vitro en medio PDA.

con valor de [5] que significa que la bacteria antago-
nista fue capaz de cubrir totalmente al patégeno P.
capsici. La incidencia de la temperatura y el pH de
incubacion en la actividad antagonica del antagonis-
ta son factores a tener en cuenta. En los medios Cza-
pek y PDA la inhibicion de P. capsici por B. cepacia
a partir de 25, 27 y 30°C fue superior a lo observado
a 23°C. A pH 4,5 se observo una notable reduccion
en la velocidad de crecimiento y la densidad de la
colonia de P. capsici.

En las interacciones entre el antagonista 'y P. cap-
sici observadas por microscopia electronica de barri-
do, comprobamos que la alteracion del crecimiento
vegetativo del patdogeno empieza a notarse a partir del
segundo dia después de la confrontacion. Las inte-
racciones en la zona de inhibicion se muestran en la
Fig. 2 donde se observa deformacién morfologica,
desorganizacion y formacion de hipertrofias esféri-
cas sobre las hifas de P. capsici La desintegracion de

las paredes miceliares da como resultado la destruc-
cion total de la colonia de P. capsici. Estos resulta-
dos demuestran la particular habilidad parasita del
antagonista que finalmente es capaz de inhibir el cre-
cimiento del patogeno.

Efecto del filtrado de Burkholderia cepacia sobre
la germinacion de las semillas de pimiento

El porcentaje de germinacion de las semillas no va-
ri6 en presencia o ausencia del filtrado de B. cepa-
cia, cuando se hizo crecer en medio PDB (resultados
no mostrados). En esas condiciones no se afectd ni
la germinacion ni el crecimiento de las semillas, en
contraposicion con lo ocurrido con el filtrado de 7ri-
choderma harzianum crecido en PDB que afectd
negativamente el crecimiento de las radiculas de las
semillas (Ezziyyani 2004). Estos resultados indican
la inocuidad del filtrado del antagonista sobre semi-
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Figura 2. Fotomicrografias de las interacciones entre Burkholderia cepacia (Bc) y Phytophthora capsici (Pc), vistos en microscopia elec-
trénica de barrido. [A]: Antibiosis (1) y comienzo de la desintegracion de las hifas del patégeno Pc (2). [B]: Adhesion, proliferacion y
formacion de hipertrofias esféricas sobre las hifas de Pc (3) y (4) destruccion total del micelio.

llas de pimiento pero también su falta de efecto so-
bre la germinacion.

Test de inhibicion de las «manchas foliares» en
las hojas de pimiento recién cortadas

La gravedad de las manchas foliares causadas por P,
capsici, no variaba significativamente, entre los dis-
tintos ensayos, e incluso entre las hojas del mismo
tratamiento en el mismo ensayo.

La Figura 3, muestra los resultados de las man-
chas foliares (suma de los valores de la lesion / hoja)
en funcién del crecimiento del hongo patdégeno P.
capsici, desde el punto de inoculacion. En cada gru-
po de columnas, las encabezadas con las mismas le-
tras, no son estadisticamente diferentes segun el test
MSD a P = 0.05.

Se utilizaron tres concentraciones de B. cepacia
a partir de un minimo, sabiendo que una dosis mayor
de la requerida no aumenta la eficacia en el biocon-
trol (Montesinos & Bonaterra 1996). Se consiguie-
ron varios grados de reduccion de las manchas, pero
estas reducciones no se correlacionaban con las con-
centraciones del antagonista utilizadas. La extension
maxima de las manchas, en hojas tratadas con la con-
centracion de B. cepacia 1,5x10° UFC/ml, fue de
0,444 mm por hoja. Estos resultados demuestran que
B. cepacia es capaz de disminuir las manchas folia-
res en las plantas tratadas con la bacteria como anta-

gonista, ya que en las hojas tratadas solo con el pato-
geno, aparecen los sintomas de marchitamiento a las
24 horas de la infeccion y a los 5 dias las hojas que-
daron totalmente invadidas.

Evaluacion «in vivo» del tratamiento de la podre-
dumbre causada por P. capsici

En los experimentos in vitro, B. cepacia no so6lo in-
hibe la expansion de P. capsici sino que a los cinco
dias comienza la degradacion de P. capsici en la zona
mas proxima, acompafiada de la desaparicion progre-
siva del micelio fingico. Esta destruccion podria re-
sultar de la presencia de compuestos organicos pe-
quefios tales como fenazina, 2,4-diacetilfloroglucinol,
pirrolnitrina y pioluteorina, que a bajas concentracio-
nes (del orden de los mg/ml) pueden inhibir o matar
otros fitopatogenos (Maurhofer et al. 1994, Rodriguez
& Pfender 1997). El antagonista se utiliz6 después
de un crecimiento en medio de cultivo soportado por
vermiculita en el que la biomasa se mantiene en ple-
nas condiciones morfo-fisiologicas a la hora de pa-
sarlo al suelo.

La maxima reduccion de la enfermedad se obtu-
vo con la adicion de B. cepacia, a una concentracion
de 1x10° UFC/ml crecida en vermiculita-PDB. La
mayor diferencia de efectividad en la reduccion de
la enfermedad se logré cuando las raices fueron em-
papadas con el antagonista crecido en vermiculita,
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Tratamientos

Podredumbre causada por P. capsici

Control: (NT&NI)

P, capsici: (NT&I)

B. cepacia + P capsici: (T&I) «M»
B. cepacia + P capsici: (T&I) «S»
B. cepacia: (T&NI)

0,00 a
5,00 ¢
222 a
3,15b
0,00 a

Tabla 1. Efecto del tratamiento in vivo de Burkholderia cepacia sobre la podredumbre de la planta de pimiento causada por Phytophthora
capsici. Evaluacién mediante una escala graduada de O (ningln sintoma) a 5 (planta muerta). Los valores de la podredumbre son las me-
dias por plantay tratamientos. Las medias seguidas por |as mismas letras no son significativamente diferentes segin el test LSD a P = 0.05.
[ M = Macetas;, S= Suelo]. Plantas, T= tratadas con B.c.; NT= no tratadas; 1= Inoculadas con Pc; NI= no inoculadas.
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Figura 3. Efecto de los tratamientos con Burkholderia cepacia (Bc) sobre las manchas foliares causadas por Phytophthora capsici (Pc). El
control (Cl) se harealizado con agua. En cada columna, el valor medio de los datos no muestra diferencias significativas de acuerdo al test

de Fisher MDS con un P = 0,05.

frente al tratamiento con la suspension de las colo-
nias bacterianas mantenidas en agua destilada esté-
ril. El tratamiento con agua fue el utilizado como
control frente a la adicion de la bacteria.

En las plantas (NT&I) no tratadas e inoculadas
con P. capsici, la podredumbre de la raiz alcanzo6 5.0
sobre la escala usada (Tabla 1). El tratamiento de las
plantas con el antagonista B. cepacia creciendo en
vermiculita: plantas (T&I) tratadas e inoculadas, re-
dujo la enfermedad a 2,22 en macetas y a 3,15 en
suelo, tomando 5 como méximo, lo cual equivale a
una reduccion porcentual del 37% y del 55,6% res-
pectivamente. El tratamiento de la plantas con la
bacteria sola: plantas (T&NI) tratadas y no-inocula-
das, indica que B. cepacia no es patdogena de pimien-
to y puede ser usada con total seguridad como anta-
gonista en los ensayos de biocontrol. La disminucién
de la podredumbre debida al patégeno por la bacte-

ria permite sefialar que el antagonista ejercio un buen
control sobre P. capsici y los ensayos de cultivo in
vivo nos han confirmado su viabilidad en el suelo.
Después de la aplicacion de la bacteria antagonista a
la rizosfera de las plantas de pimiento se ha observa-
do que su desarrollo sigue un patrén determinado,
independientemente de la concentracion inicial del
indculo y ademas se demuestra que su concentracion
se mantiene en continuo crecimiento. Nuestros resul-
tados indican que su accidn se basa, entre otros, en
el mecanismo de antibiosis que desintegra el micelio
del patégeno impidiendo su proliferacion.

Asi, bajo esta perspectiva y basandonos en los
resultados obtenidos hasta ahora, in vitro e in vivo
concluimos que el uso de la cepa Burkholderia ce-
pacia es eficaz en el control biologico de Phytophtho-
ra capsici y también podria serlo en el control de otros
hongos teltricos como Fusarium spp. y Rhizoctonia
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spp. y una de las alternativas principales a la utiliza-
cion de productos quimicos.
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