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Resumen

Se ha realizado un aislamiento de antagonistas del Oomiceto patoge-
no de plantas de pimiento Phytophthora capsici seleccionandose un
aislado bacteriano identificado como Streptomyces rochei y denomi-
nado Ziyani. En confrontaciones in vitro el aislado origind una zona de
inhibicion por vertido de antibiéticos que produjo un porcentaje de in-
hibicion del crecimiento radial del patégeno del 40% a las 48 h y del
81% a las 96 h. Alos 7 dias el antagonista invadié6 completamente la
colonia del oomiceto, desintegrandola y esporulando sobre ella. La
microscopia electronica de barrido en la zona de inhibicién nos mues-
tra un enrrollamiento masivo de las hifas del patégeno por la bacteria.
Este micoparasitismo provocd la lisis y desintegracién de las hifas del
patdgeno. La adicion del aislado a plantas de pimiento redujo el mar-
chitamiento hasta un 65%. Las plantas presentaron un color verde mas
intenso, aunque no se detectaron cambios en el peso seco ni en la
longitud de las plantulas frente al control. El aislado se cultiva en ver-
miculita + caldo nutritivo lo que permite su viabilidad en el tiempo y su
adicion directamente a las plantas. La concentracion de 1.900 UFC/ml
del aislado bacteriano es la que consiguié la mayor reduccién de los
sintomas de la tristeza.

Palabras clave: Streptomyces rochei —Ziyani—, Biocontrol, Phyto-
phthora capsici, Capsicum annuum.

Abstract

Biocontrol of pepper (Capsicum annuum L.) root rot caused by Phyto-
phthora capsici using Streptomyces rochei Ziyani.

Antagonists of the pathogenic Oomycete of pepper plants, Phytophthora
capsici, were isolated, selecting a bacterial isolate identified as Strep-
tomyces rochei and denominated Ziyani. During in vitro confrontatio-
ns, the isolate produced inhibition zone by producing antibiotics. The
radial growth of the pathogen was reduced by 48% at 48 hours and
81% at 96 hours. After 7 days the antagonist had completely invaded
the Oomycete colony fragmenting it and sporulating throughout it. Scand
electronic microscopy of the inhibition zone revealed the massive ro-
ling up of the pathogen’s hyphae. This micro parasitism led to lysis
and disintegration of the hyphae. The addition of the isolate to plants
reduced root rot by up to 65%. The treated plants were a more intense
green and no changes in dry weight or seedling length were detected
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compared with the control. The isolate can be cultivated in vermiculite
+ nutrient solution, which prolongs its life and facilitates its direct ac-
tion in plants. The greatest decrease in root rot symptoms was attai-
ned with a concentration of 1,900 CFU/ml.

Key words: Streptomyces rochei —Ziyani—, Biocontrol, Phytophthora
capsici, Capsicum annuum.

Introduccion

La enfermedad conocida como «tristeza del pimien-
to» estd ocasionada por el oomiceto patogeno Phyto-
phthora capsici. Este provoca una muerte prematura
de la planta por marchitamiento al que también se
asocia la obstruccion de haces vasculares Gonzalez-
Chavira (2002). La enfermedad se encuentra presen-
te en todo el mundo y en los Gltimos afios varias
aportaciones sefialan a Fusarium spp. y Rhizoctonia
spp. como patégenos asociados con el sindrome ya
que ambos estan asociados con dafios a la raiz en
diferentes cultivos (Duran-Ortiz 2001, Espinoza-Lo-
pez & Mendoza Zamora 2001, Rico-Guerrero et al.
2001, Guerrero-Aguilar et al. 2001, Lopez-Vazquez
et al. 2002). De estos resultados se sugiere que Phyto-
phthora y Fusarium son los principales causantes del
dafio y Rhizoctonia solani solo es un hongo oportu-
nista que se alimenta del tejido muerto. Una de las
hipétesis que se estda manejando es que Phytophtho-
ra es el patdgeno que entra primero a la planta y fa-
cilita la entrada a los otros dos y que es probable que
para obtener una variedad tolerante a este sindrome
sea necesario conjuntar en ella resistencia a Phyto-
phthora capsici y a Fusarium spp. (Gonzalez-Chavi-
ra et al. 2002).

Bajo esta perspectiva, nosotros pensamos que la
blsqueda de microorganismos autdctonos podria ser
eficaz, en el control bioloégico de estos hongos y una
alternativa principal a la utilizacién de productos
quimicos.

Los Actinomicetes y microorganismos relaciona-
dos, probablemente representan el grupo de bacterias
mas grande y diverso. El olor caracteristico a tierra
htmeda se debe a su actividad metabolica y a la pro-
duccidn de terpenoides, pigmentos y enzimas extra-
celulares con las que son capaces de degradar mate-
ria organica de origen vegetal y animal. El orden de
los Actinomicetales comprende 63 géneros constitu-
yendo, aproximadamente el 20-60% de la poblacion
microbiana del suelo. Este grupo esta conformado por
microorganismos gran positivos, unicelulares, en for-
ma de bacilos y casi todos sus miembros desarrollan
un micelio filamentoso. Ademas de la funcién ecolo-
gica de los Actinomicetes, estos microorganismos son

de suma importancia debido a que han demostrado
ser la fuente mas importante de metabolitos secun-
darios bioactivos de valor industrial y comercial
(Bowen & Rovira 1999, Omura et al. 1999). Hasta la
fecha se sabe que varios antiflingicos activos contra
patogenos fingicos se han aislado y caracterizado
(Aizawa et al. 1982, Kim et al. 1999, Hwang et al.
2001, Rodriguez et al. 2002, Remsing et al. 2003), lo
cual apoya las perspectivas prometedoras del uso de
géneros de Streptomyces en el biocontrol de hongos
patogenos de plantas.

El objetivo principal de este trabajo es el aisla-
miento y seleccion de microorganismos del género
Streptomyces asociados de forma natural con las plan-
tas de pimiento y su entorno, para seleccionar aque-
llos que inhiban el crecimiento de patogenos teluri-
cos como Phytophthora capsici y que no sean perju-
diciales para las plantas de pimiento. Los ensayos
comenzaran con la optimizacion de las condiciones
de cultivo de la pareja patdogeno-antagonista in vitro,
pues para establecer un programa de control biologi-
co hay que optimizar sus requerimientos ambienta-
les, de pH y cultivo para después aplicarlos a los
ensayos en campo o invernaderos. Al mismo tiempo
se realizaran ensayos para determinar los mecanis-
mos de accion del antagonismo y para finalizar se
analizaran los efectos del aislado antagonista, tanto
en semillas, como en plantas de pimiento, en la re-
duccion del marchitamiento causado por P. capsici.

Material y métodos
Material vegetal

La variedad de pimiento (Capsicum annuum, L.)
objeto de estudio, es California Wonder, una varie-
dad muy sensible al ataque del hongo P. capsici. La
siembra se realizo con semillas desinfectadas en una
disolucion comercial de hipoclorito sédico al 2% (v/
v) durante 5 minutos, se lavaron tres veces con agua
destilada estéril, y se pusieron a germinar en bande-
jas alveolares de 48 senos (4x4x14 cm), conteniendo
una mezcla de turba, arena y vermiculita (3:1:1/2)
esterilizada. Las bandejas se instalaron, en el inver-
nadero de la Estacion de Experimentacion Agricola
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de la Universidad de Murcia (EEA-UMU). Las plan-
tas se mantuvieron en estas condiciones hasta que
alcanzaron la quinta o sexta hoja verdadera, momen-
to en que se transplantaron a macetas o al suelo don-

de fueron inoculadas con P. capsici (Ezziyyani et al.
2001).

Patégeno

Es el oomiceto Phytophthora capsici, aislado 15, cepa
extremadamente agresiva utilizada por nuestro equi-
po de investigacion (Candela et al. 1995), y conser-
vada en el medio PDA (patata-dextrosa-agar de Dif-
co), en placas Petri.

Se cultivo también en frascos Erlenmeyer de 1000
ml con una mezcla formada por 150 g de vermiculita
esterilizada y 200 ml de medio PDB (caldo-patata-
dextrosa). La mezcla se esterilizé en autoclave y se
sembro con cuatro discos de 5 mm de didmetro cor-
tados del margen de la colonia miceliana de P. capsi-
ci crecida en medio PDA. El cultivo se incubd en
estufa a 25°C £ 2°C durante tres semanas para la
obtencion del indculo.

Aislamiento y selecciéon de microorganismos an-
tagoénicos

Para la seleccion de cepas de microorganismos au-
toctonos, potenciales agentes de biocontrol de P. cap-
sici, se recolectaron plantas de pimiento y suelo de
las zonas de cultivo deseado. Las raices se lavaron
con agua destilada estéril y el agua de lavado se ho-
mogeneiz6 a 200 rpm durante 60 min preparandose
diluciones decimales desde 102 hasta 10 con PA
(peptona-agua al 0,1%) como diluyente. Se sembra-
ron cuatro placas de Petri con 1 ml a partir de cada
dilucion, cubriéndolas y mezclandolas con el medio
NA (agar nutritivo standar, Merk). Las placas fueron
incubadas en una estufa a 25°C £ 2°C de uno a tres
dias. Asi mismo, trozos de raices, hojas y tallos de
aproximadamente 1 cm de longitud, se colocaron
asépticamente en placas de Petri conteniendo el me-
dio NA (agar nutritivo, Merk) y se incubaron a 25°C
+ 2°C en oscuridad durante tres o cuatro dias.

Simultaneamente se introdujeron 100 g del suelo
de la rizésfera en un frasco conteniendo 250 ml de
PA, se agit6 durante una hora y se prepararon dilu-
ciones decimales de 10 hasta 10°. Se sembraron
cuatro placas con 100 ml de cada dilucién y se incu-
baron en una estufa a 25°C £ 2°C. Los microorganis-
mos bacterianos crecidos se aislaron, se purificaron
y se comprobd sus acciones antagénicas en PDA y
Czapek-agar a pH 5,6 = 0,2. Los microorganismos

aislados se confrontaron in vitro con el patégeno P,
capsici e in vivo con plantas de pimiento para anali-
zar su capacidad antagonica frente al patdgeno y su
no patogenicidad frente a las plantas.

Identificacion del aislado antagénico

La identificacion del aislado antagdénico se hizo me-
diante la observacion del crecimiento, la morfologia
microscopica y de la colonia, y el uso de las siguien-
tes pruebas: la reaccion Gram, la formacion de espo-
ras y cadenas, la movilidad, la reaccion de catalasa,
la reaccion de oxidasa, la reduccion de nitrato, la
hidrolisis de gelatina y la produccion de indol. Ade-
mas de estos tests, se usaron los API 20E y API 50
CH (API, Vercieu, Francia). Los resultados obteni-
dos se analizaron siguiendo las claves de identifica-
cion de API y Bergey (Breed et a.l 1957).

Comprobacion de la no patogenidad del aislado

El tratamiento se realizo, empapando las raices de las
plantas de pimiento de dos meses de edad con sus-
pensiones del aislado. Para ello, se prepararon cua-
tro concentraciones de [1] = 902, [2] = 4800, [3] =
9530 hasta [4] = 22460 UFC ml"'. Diez mililitros de
cada concentracion se afiadieron directamente alre-
dedor del cuello de la planta. En los tallos, hojas y
frutos se practicaron incisiones superficiales mediante
un escalpelo estéril, que a continuacion se pulveriza-
ron con cada una de las suspensiones microbianas
hasta que la planta quedé completamente mojada.

Las plantas de cada tratamiento se dispusieron al
azar en bloques completos en el suelo de la EEA de
la UMU, se regaron con agua corriente cada dos o
tres dias, abonandose con una solucion de N, P, K
cada dos semanas. La temperatura oscil6 entre 23 y
30°C y la humedad relativa entre 65 y 85%. Para cada
tratamiento se utilizaron diez plantas y los ensayos
se repitieron tres veces. A los tres meses se examina-
ron raices, tallos, hojas y frutos.

Confrontacion «in vitro» del aislado bacteriano y
P. capsici

Las acciones del antagonista se comprobaron, hacién-
dolo crecer en medios: PDA, Czapek-agar y A-A
(Agua-agar al 2%). Los in6culos se obtuvieron toman-
do discos de 5 mm de diametro del borde de la colo-
nia miceliana de P. capsici. En los distintos medios
de cultivo se dispusieron en puntos equidistantes, el
patégeno y el antagonista. Este se sembro mediante
toques superficiales del medio de cultivo con una asa
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estéril y las placas se incubaron en estufa a 23, 25,
27 y 30°C de temperatura. Como testigos se prepara-
ron en los mismos medios, placas sembradas solo con
P, capsici. La comprobacion de los distintos meca-
nismos antagonistas se verifico de tres maneras, ob-
servacion directa de la placa, microscopia optica y
microscopia electronica. Para las pruebas con micros-
copio se tomaron trozos de agar de 2x2 mm de la zona
de interaccion.

Microscopia electrénica de barrido

Las muestras para microscopia electronica de barri-
do proceden de la zona de inhibicion entre el aislado
y P. capsici. Las muestras se prefijaron a 4°C duran-
te dos horas por inmersiéon en una disolucion com-
puesta por glutaraldehido (25%) al 3% en tampdn
cacodilato sodico (Prolabo, Barcelona) 0,1M a pH 7,2
y a continuacion se lavaron tres veces con el mismo
tampon durante 30 minutos en oscuridad. Finalmen-
te se fijaron por inmersion en tetroxido de osmio al
1% durante 2 horas a 4°C en la oscuridad.

La deshidratacion se efectuo en etapas de 15 mi-
nutos con disoluciones crecientes de etanol de 30, 50,
70, 90 y 100% secandose mediante el método del
punto critico (etanol/CO, liquido). Se montaron so-
bre un pedestal con pintura conductiva de grafito y
se cubrieron con un metal pesado (oro o platino pa-
lido) por los métodos de evaporacion en «sputtering.
El examen se hizo con un microscopio electronico
Jeol T- 6.100.

Preparacion de la suspension del aislado bacte-
riano en vermiculita+ NB

Se realizé adicionando a frascos Erlenmeyer de 250
ml conteniendo 150 ml de NB (caldo nutritivo), pre-
viamente esterilizado, un disco de 2 mm de diametro
cortado del borde de la colonia del aislado bacteria-
no crecido en medio NA. Los frascos se incubaron
con agitacion a 120 rpm a temperatura ambiente en
el laboratorio. Con el fin de favorecer una alta pro-
duccion de la bacteria, los frascos se retiraron del
agitador al cabo de dos semanas y se mantuvieron en
estufa a 28°C durante cinco dias. En esas condicio-
nes las colonias crecen por desarrollo de sus hifas y
entonces se pasan de nuevo al agitador donde se
mantienen durante cuatro o cinco dias mas. Las co-
lonias bacterianas asi obtenidas se separaron del cal-
do nutritivo por decantacion y se transfirieron a fras-
cos Erlenmeyer de 1.000 ml conteniendo una mezcla
estéril de 150 g de vermiculita fina y 200 ml de NB.
Se probaron rangos de crecimiento variando tempe-
ratura y pH. Las temperaturas analizadas fueron 23,

25, 27 y 30°C. El pH se ajust6 analizando su inci-
dencia en el crecimiento bacteriano y se probaron
pHs de 4,5, 5, 5,5y 6.

Tratamiento de semillas con la suspension del
aislado bacteriano

Se utilizaron semillas de pimiento esterilizadas en una
disolucion de hipoclorito sodico (Domestos) al 20%
(v/v) durante 20 minutos, seguidas de tres lavados de
cinco minutos en agua destilada estéril. Las semillas
se introdujeron en suspension del aislado en agua
sacarosa al 3% durante diez minutos, se retiraron y
el exceso de agua se absorbiéo mediante un papel de
filtro estéril en una placa de Petri, bajo corriente de
aire en la Camara de flujo laminar. Se sembraron 100
semillas tratadas, en bandejas de 27x17x4 cm desin-
fectadas, que contenian 60 g de vermiculita esterili-
zada. Las bandejas se instalaron en una camara de
cultivo a 25°C % 2°C, se regaron con 80 ml de agua
destilada por bandeja cada dos dias y cada diez dias
se abonaron con 5 ml de una solucion fertilizante
(Combo, Barcelona, Espaiia) hasta la aparicion de los
primeros cotiledones. El control consistio en intro-
ducir semillas desinfectadas en una solucion estéril
de agua destilada-sacarosa al 3%.

Para hacer el recuento de la poblacion inicial
del antagonista adherido a cada semilla, se separan 5
semillas tratadas con el aislado y se molieron afia-
diendo 9 ml de PA en un mortero. A partir de la sus-
pensién se prepararon una serie de diluciones deci-
males y se sembraron en el medio NA. Las placas se
incubaron a 27°C en oscuridad y el recuento se hizo
por microscopia después de 48 h.

Tratamiento in vivo del patégeno con el aislado
bacteriano crecido en vermiculita

1- En macetas: el sustrato utilizado, fue una mezcla
de turba, arena y vermiculita (3:1:1/2, v/v/v) esterili-
zada a 121°C durante una hora dos veces en dos dias
consecutivos.

En todos los ensayos, 15 g del preparado del pa-
togeno P. capsici crecido en vermiculita se agrega-
ron directamente a las macetas para asegurar una
buena infeccion. La poblacién inicial determinada
(NMP) oscil6 entre 1,2x10°ppg/g v 8,1x107 ppg/g. El
inoculo del aislado bacteriano utilizado fue el prepa-
rado en vermiculita, y se inocularon dosis de 5, 10,
15 y 20 g/ maceta de concentracion. De la mezcla
inoculada se recogieron muestras de 100 g para ha-
cer un recuento de la poblacion inicial de cada anta-
gonista, mediante diluciones decimales usando un
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detergente no i6nico. Las macetas se dispusieron al
azar en bloques completos en la E.E.A. de la UMU.
Se regaron con agua corriente cada dos o tres dias y
se enriquecieron con una solucion de NPK cada dos
semanas. La temperatura oscil6 entre 25 y 30°C. Diez
plantas fueron utilizadas por cada tratamiento y los
ensayos se repitieron tres veces.

2- En suelo en la E.E.A. de UMU se realizaron
dos ensayos para evaluar el potencial del aislado en
el control del patogeno P. capsici. Las plantas se
cultivaron como hemos indicado anteriormente. Al-
canzados los tres meses de edad se trasplantaron al
suelo para la inoculacion.

Se prepararon hoyos distanciados 70 cm por 40
cm, en los que fue mezclada vermiculita inoculada
previamente con el antagonista a razon de 15 g/hoyo,
y se rehizo el hoyo en el que se coloco la planta.
Pasados siete dias del transplante se removio el sue-
lo a la altura de la rizosfera y formando un circulo
alrededor de la planta, se infectaron éstas con P. cap-
sici cubriéndose lo nuevo. El riego se hizo por goteo
usando emisores auto-compensativos de 4 litro/hora
y la fertilizacion se realizo cada tres semanas con un
sistema de inyeccion de fertilizante (NPK) mediante
un tanque de abonado (ATF0040, Novo Ris, Zarago-
za, Espafia) conectado a la red de riego. La lectura
de los resultados se hizo al final del segundo mes a
partir del transplante, tanto en macetas como en sue-
lo.

Resultados y discusion
Seleccion de uno de los aislados

De los 467 aislados obtenidos, veinticinco produje-
ron una zona de inhibicién en el crecimiento vegeta-
tivo del patogeno y cinco de ellos mostraron un efecto
antagonico frente al patdgeno. Tres de los aislados,
una bacteria y dos hongos fueron patogenos de la
planta de pimiento.

De los cinco aislados bacterianos que mostraron
un mayor efecto antagoénico frente al patogeno in
vitro, s6lo hemos elegido y hemos trabajado con la
cepa bacteriana Streptomyces rochei variedad o raza
Ziyani. La confrontacion in vitro del aislado Ziyani
con el patdgeno P. capsici, nos muestra que se pro-
ducen variados mecanismos y modos de accién como
antibiosis, micoparasitismo y lisis enzimatica, con los
que el antagonista controla el desarrollo del patoge-
no (Ezziyyani 2003).

Confrontacion in vitro del aislado de Streptomy-
ces frente a P. capsici

La intensidad de inhibicién de P. capsici, por el
antagonista in vitro varié segun el medio de cultivo,
la temperatura y el pH. La inhibicion fue generalmen-
te intensa en PDA y Czapek-agar, mientras que en el
medio AA, las interacciones fueron menos intensas.

Figura 1. Confrontacion de Phytophthora capsici frente a Streptomyces rochei Ziyani en medio PDA. [A]: P. capsici (Control). [B]: Inhi-
bicion del crecimiento vegetativo de P. capsici en presencia de . rochei Ziyani.
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Figura 2. Confrontacién de Streptomyces rochel Ziyani frente a Pytopthhtora capsici en PDA.

[A] Inhibicion, desorganizacion, desintegracion e invasion total de lacoloniade P. capsici en presenciade S. rochei Ziyani y esporulacion
sobre la misma vistos al microscopio electronico de barrido. [B]: Interacciones entre &. rochei Ziyani: Enrollamiento masivo de las hifas
del antagonista alrededor de las de P. capsici, formando una red micoparasiticay provocando lisis y desintegracion de las hifas del pat6-

geno, vistos al microscopio Optico. Barra = 25 um.

Como se puede ver en la Fig. 1 se desarrolla una zona
de inhibicion producida por St. rochei —Ziyani—, frente
al patdégeno que aumenta a medida que transcurre el
tiempo, incremento que va acompaifiado de la destruc-
cion del micelio fungico desarrollado hasta ese mo-
mento. También se observo que la colonia del pato-
geno presenta un aspecto mucho mas seco, menos
ondulada y fuertemente pegada al agar.

A los sicte dias de la confrontacion, se puede
observar visualmente que el antagonista gano el es-
pacio en la placa Petri, lo que muestra una mayor
habilidad para luchar por un substrato comun frente
al patogeno.

Mediante microscopia Optica de la observacion
de las hifas del antagonista (Fig. 2.B) se comprobd
que existe enrollamiento masivo alrededor de las de

P. capsici formando una especie de red, provocando
lisis y desintegracion de las hifas del patogeno. El
estudio mas profundo y cronolédgico de la interaccion
realizado mediante microscopia electronica de barri-
do, en zonas de inhibicion entre St. rochei —Ziyani—
y P. capsici aparecen en la Fig. 2.A. En todos los casos
se observa claramente el efecto micoparasitico de la
bacteria filamentosa que produce vacuolizacion, de-
formacion, enrollamiento, penetracion y lisis de las
hifas de P. capsici. Estas actuaciones alteran las fun-
ciones bioldgicas y fisiologicas del patdgeno hasta
que finalmente la bacteria destruye la colonia del P,
capsici y esporula sobre la misma.

El resultado del antagonismo, determinado por
observaciones macroscopicas y microscopicas en las
interacciones de las hifas micoparasitismo, antibio-
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Grado antagénico Antagonista Capacidad antagénica (Patégeno-antagonista)
0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia de P. capsici.
1 Invasion de '/, de la superficie de la colonia de P. capsici.
2 Invasion de '/, de la superficie de la colonia de P. capsici.
3 St. rochei Ziyani Invasion total de la superficie de la colonia de P. capsici.
4 St. rochei Ziyani Invasion total de la superficie de la colonia de P. capsici y
esporulacion sobre ella.

Tabla 1. Evaluacién del porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) por Streptomyces rochei Ziyani.
PICR = (R1 - R2)/R1 x 100. Donde R1 y R2 son los radios mayor y menor respectivamente de crecimiento radial de Phytophthora cap-

Sici.

Tratamientos

Podredumbre causada por P. capsici

Control: (NT&NI)

P capsici: (NT&I)

St. rochei Ziyani + P. ¢: (T&I) «Suelo»
St. rochei Ziyani + P. ¢: (T&I) «Macetasy
St. rochei Ziyani : (T&NI)

0,00 a 0%
5,00 c 100%
2,25b 55%
1,75 a 65%
0,00 a 0%

Tabla 2. Efecto del tratamiento in vivo del antagonista cultivado en vermiculita, sobre la podredumbre de la planta de pimiento causada por
P. capsici. Evaluacion realizada usando una escala graduada de 0 (ningin sintoma) a5 (planta muerta). Los valores de la podredumbre son
las medias por plantay tratamiento obtenido mediante agrupaciones de los resultados de las tres repeticiones de cada tratamiento. Las
medias seguidas por las mismas letras no son significativamente diferentes segin el test LSD a P = 0,05.

sis y competencia por el sustrato se muestra en la tabla
1. Las medidas de los diametros de crecimiento del
patoégeno y del antagonista en los cultivos duales, se
realizaron con una escala de 0 a 5 donde se establece
el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) en funcioén de los radios mayor (R1) y menor
(R2) de crecimiento de P. capsici. Se utiliza la for-
mula PICR= (R1 — R2)/R1 x 100.

Pasadas 48 horas de incubacion, St. rochei —Zi-
yani— produjo un PICR de P. capsici de aproximada-
mente 40%, en la escala de capacidad antagonica. A
partir de 96 horas el PICR fue de 81% y a partir de
los siete dias el aislado antagdnico invadio totalmen-
te el patdgeno esporulando sobre el mismo.

Los resultados sobre la incidencia de la tempera-
tura y el pH de incubacion en la actividad antagdni-
ca del antagonista nos muestran que su efecto es
notable y digno de tener en cuenta. En los medios
Czapek y PDA la inhibicion de P. capsici producida
por St. rochei —Ziyani— a partir 25, 27 y 30°C fue su-
perior a la que se produce a 23°C. A pH 4,5 se obser-
vé una notable reduccion en la velocidad de creci-
miento y en la densidad de la colonia de P. capsici,
favoreciéndose la inhibicion del crecimiento vegeta-
tivo del patdgeno por el antagonista.

Efecto del aislado de Streptomyces sobre la ger-
minacion y el crecimiento de plantas de pimiento

Las plantulas crecidas en vermiculita a partir de se-
millas tratadas con St. rochei —Ziyani— mostraron un
incremento en el porcentaje de germinacion. El estu-
dio in vivo sobre la planta nos demuestra la no pato-
genidad del aislado seleccionado. Las concentracio-
nes del aislado utilizadas son 902, 4.800, 9.530 y
22.460 UFC/ml y el tratamiento se realizo durante 30
dias. Al cabo del mes las plantas fueron arrancadas,
y ninguna de todas las concentraciones utilizadas
provocaron enfermedad pues ningutn tallo, hojas, fru-
tos o raices presentaron sintomas de infeccion. Es
mas, la adicion del aislado incluso ejercié un efecto
positivo estimulando la germinacién y el crecimien-
to de la planta (Merriman et al. 1974). El incremento
del color verdoso de las hojas, puede ser debido a una
induccion de la resistencia sistémica (Liu et al. 1995),
pero en cambio no se detectd cambios ni en el peso
seco ni en la longitud de las plantulas frente a las
control.

El incremento de color y el cambio fisio-morfo-
logico de las plantulas parece ser que varia segun las
comunidades microbianas asociadas a la rizosfera, la
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Figura 3. Porcentaje de germinacion de semillas tratadas con Srep-
tomyces rochei —Ziyani—. El control consiste en semillas sumer-
gidas en una solucién de sacarosa a 3%.

especie vegetal, el tipo de substrato y las practicas
de cultivo (El-Tarabily et al. 2000). Es probable que
las exudados de las raices varien seglin el substrato
donde crecen las plantas y esa variacion tenga un
efecto sobre la fisiologia de las rizobacterias promo-
toras del crecimiento de las plantas y como conse-
cuencia, se produzca una eventual produccion por
éstas, de moléculas con funcion de fitohormonas
(Marc Ongena comunicacion personal), o bien el efec-
to se deba a la capacidad de solubilizar algunos mi-
nerales para la planta.

Tratamiento con el aislado de Streptomyces so-
bre plantas afectadas con la «tristeza» causada
por P. capsici

Basandonos en nuestros ensayos de infeccion de las
plantas in vivo, hay que recordar (Ezziyyani 2003,
Sid et al. 2003) que nuestra técnica de infeccion, con
P, capsici creciendo en vermiculita, medio en el que
el patdégeno se encuentra en forma micelial y plena
actividad virulenta, es mas segura que utilizando el
inéculo crecido en medios inductores de la produc-
cion de zoosporas. Esto se debe a que, aunque se
utilice P. capsici en condiciones fisiologicas dptimas
de crecimiento en el laboratorio, al pasarlo al suelo
pierde agresividad, tal vez por factores ambientales
o el estrés sufrido al pasar las zoosporas de un subs-
trato reducido al suelo.

El inoculo de St. rochei —Ziyani— mas convenien-
te para el tratamiento de las plantas, es pues el reali-
zado en vermiculita, pues resulta mas economico,
facil de preparar y usar y de rapido crecimiento y lon-
gevidad. Asi mismo su viabilidad con el paso del
tiempo puede ser determinante a la hora de preparar
una férmula duradera, pero sobre todo su eleccion se

debe al elevado grado de inhibicion contra el desa-
rrollo de la «podredumbre» causada por P. capsici
tanto en macetas como en el suelo. La determinacion
de la dosis optima del antagonista St. rochei —Ziya-
ni—, cultivado en vermiculita, y realizada en el suelo
del invernadero se efectué midiendo la podredumbre
de la planta de pimiento causada por P. capsici. Se
obtuvieron varios grados de reduccion pero el mejor
resultado se consiguid usando la bacteria a una con-
centracion de 1.900 UFC/ml.

En la tabla 2 se muestran los resultados obteni-
dos desde 0 (ningtin sintoma) a 5 (planta muerta). En
las plantas no tratadas e inoculadas con P. capsici
(NT&I) la podredumbre de la raiz alcanzo 5.0 sobre
la escala usada. El tratamiento de las plantas con St.
rochei Ziyani creciendo en vermiculita (T&I), redu-
jo la enfermedad a 2,25 y 1,75 en suelo y en macetas
respectivamente, lo cual equivale a una reduccion
porcentual del 55 y del 65 % mostrando diferencias
significativas respecto al control. Este consistio en
plantas no tratadas con el antagonista pero inocula-
das con el patogeno (NT&I).

La utilizacion del aislado St. rochei —Ziyani— ha
resultado decisivo en la reduccion de la enfermedad
y estos resultados estan de acuerdo con los publica-
dos por otros autores que achacan la inhibicion a la
produccion de antibidticos (Ongena et al. 1999,
Byung et al. 2001, Fayad et al. 2001). Como se pue-
de observar en la Figura 2 el micoparasitismo ejerci-
do por la red miceliar desplegada por la bacteria con-
tra el oomiceto patdgeno es uno de los mecanismos
de biocontrol a tener en cuenta en la interaccion y
estos resultados estan en consonancia con los obte-
nidos por otros investigadores en el control de pato-
genos teltricos de plantas como Phytophthora (Hom-
by 1990).

En este trabajo se ha demostrado la capacidad
reductora de la podredumbre causada por P. capsici
ejercida por la cepa bacteriana St. rochei —Ziyani— ais-
lada por nosotros. También se ha visto su inocuidad
sobre las plantas de pimiento y que entre los meca-
nismos desplegados esta el micoparasitismo que pro-
duce una inhibicién del crecimiento del patdégeno que
acaba en la desintegracion miceliar total. En las con-
frontaciones in vitro se produce una inhibicion del
crecimiento del patdogeno que denota la existencia de
antifiingicos vertidos al medio. Esto nos hace pensar
que la produccion y vertido de los compuestos con
actividad antibidtica es la causa mas importante de
la inhibicion del crecimiento del patdégeno (Campos-
Oliva et al. 2001). En busca de antibioticos bioacti-
vos, otros autores han aislado nuevas cepas de Strep-
tomyces de varios tipos de suelo, incluyendo arroz,
fango de lago y bosque forestal, tropical, tierra bal-
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dia y suelos de cuevas (Broadbent et al. 1971, Sho-
mura 1993, Xu et al. 1996, Kim et al. 2000, Innes &
Allan 2001). Gomes et al. (2000), han demostrado
usando los ecosistemas modelo, que el alto indice de
la supervivencia de los griseoviriodis 6GL de Strep-
tomyces en el suelo y su capacidad de controlar el
desarrollo del fitopatdégeno Fusarium oxysporum, es
debido a la actividad antifungica causada por el anti-
bidtico polyene del grupo del pentaene. Trabajos
encaminados a identificar el antifungico que haya
podido producir nuestro aislado estan en progreso.
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