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ENSAYO BAJO CONDICIONES DE INVERNADERO DE UN PRODUCTO DE

Bacillus spp. EN PLANTAS DE TOMATE (Solanum lycopersicum)

RESUMEN

La marchitez vascular es una fitopatologia que afecta a millones de hectareas de
cultivo de tomate a nivel mundial cada afo. Esta enfermedad causada por el
hongo Fusarium oxysporum se ha convertido en el causante de enormes
pérdidas econdmicas en el sector agricola. Mediante este trabajo se pretende
presentar una alternativa para el control de la enfermedad, por medio del uso de
un producto de Bacilus subtilis. Se realiz6 un bioensayo bajo condiciones de
invernadero durante 45 dias con plantulas de tomate, para observar la actividad
antagonica que B. subtilis tiene frente a F. oxysporum. Al finalizar el bioensayo
se observo que efectivamente las plantulas que habian sido inoculadas con el
hongo y el posible antagonista tuvo solo el 10% de afectacion en el follaje a
comparacion de las plantulas que habian sido inoculadas con el hongo, las

cuales se vieron afectadas en el follaje en un 50% — 70%. A partir de los
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resultados obtenidos se puede concluir que la cepa de Bacillus subtilis UCMC —
TB2 posee la capacidad antagonica frente a F. oxysporum tanto in vitro como in
vivo, gracias a la produccién de Iturina A, Fengicina y otros metabolitos con
accion antibidtica. A través de este proyecto se pretende dar a conocer
alternativas para el control de fitopatologias mediante el uso de microorganismos
y sus metabolitos, los cuales generan una minima cantidad de contaminacién y
no tienen efectos adversos sobre el cultivo ni son nocivos para el consumo

humano.

PALABRAS CLAVE: Bacillus subtilis, Fusarium oxysporum, actividad

antagonica, marchitez vascular.

Carolina Stefanny Valencia Arteaga

Ligia Consuelo Sanchez, Msc  Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
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INTRODUCCION

La alta demanda de hortalizas como el tomate (Solanum lycopersicum) a nivel
mundial y nacional ha incentivado la busqueda de nuevas alternativas para
implementar en las metodologias y tecnologias usadas actualmente con el fin de
mejorar la produccion en términos de costos y, asi, garantizar la calidad del

producto desde la siembra hasta la compra y consumo del fruto.

El tomate es una de las hortalizas de mas cuidado para su cultivo, ya que debido
a su fragilidad y susceptibilidad, se convierte en el blanco de diferentes plagas
como pulgones, mosca blanca, orugas de mariposas, entre otros, que no solo se
alimentan de la planta y su fruto, lo cual afecta la produccion, sino que también,
algunos de ellos son vectores de agentes patbgenos como bacterias, hongos,

virus o parasitos.

Debido a las grandes pérdidas econdmicas en los cultivos de tomate por causas
fitopatoldgicas, el hombre en su necesidad de encontrar soluciones a dichos
problemas, implementé el uso de pesticidas y plaguicidas de una manera
indiscriminada, lo cual no solo afectd las propiedades naturales y calidad del
suelo, sino también del fruto, ademéas de un desequilibrio ambiental, lo que
permitio el desarrollo de una resistencia inducida por parte de diferentes agentes
patégenos, de los cuales hoy en dia muchos son inmunes a un amplio espectro

de agentes quimicos para su control.

A través de los afios, se ha demostrado cientificamente la capacidad antagonista
y de biocontrol por parte de algunas especies de microorganismos que permite
controlar la reproduccién y el crecimiento del agente patdgeno. De esta manera,

se disminuye su poblacion en niamero y asi su efecto devastador sobre la planta.
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Esta metodologia no solo se destaca por su accion de control sino también por
las garantias que ofrece, pues reduce la contaminacion ambiental sin alterar las

propiedades quimicas y biolégicas de la planta, ni de su fruto.

Una de las enfermedades mas comunes y agresivas en el tomate es la marchitez
vascular, fitopatologia causada por el hongo Fusarium oxysporum. Este
microorganismo es protagonista en la agricultura debido a las elevadas pérdidas
econOmicas ocasionadas en los cultivos de tomate a nivel mundial. Por esta
razon, el objetivo de este trabajo es evaluar la actividad antagonista de un
producto de Bacillus subtilis frente a F. oxysporum in vivo bajo condiciones de
invernadero con el fin de implementar una nueva alternativa para el control de la
marchitez vascular y asi disminuir las pérdidas anuales generadas por esta

fitopatologia en cultivos de tomate.

En el presente trabajo se realizaron pruebas in vitro e in vivo en plantas de tomate
bajo condiciones de invernadero, en las cuales se evalu6 y confirmo la accion
antagonica de la cepa de B. subtilis UCMC — TB2 frente a F. oxysporum.
Obteniendo como resultados en las pruebas in vivo la evidencia del control que
ejerce la cepa de B. subtilis UCMC — TB2 sobre el patdgeno, ya que las plantas
inoculadas con el patégeno y tratadas con el producto del B. subtilis presentaron
solo el 10% de afectaciéon en el area foliar, mientras que las plantas inoculadas
solo con el hongo llegaron a presentar una afectacion del 70% en el area foliar a
los 45 dias del estudio. Lo anterior permitié concluir que posiblemente hubo una
accion antagonica de la cepa B. subtilis UCMC — TB2 frente a F. oxysporum

mediada por metabolitos secundarios como la Iturina A y fengicinas.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antagonista de un producto de Bacillus subtilis frente a

Fusarium oxysporum in vivo bajo condiciones de invernadero.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Establecer la viabilidad del producto de Bacillus subtilis in vitro.

e Determinar la actividad antagonista del producto de Bacillus subtilis in

vitro.

e Establecer la viabilidad del producto de Bacillus subtilis in vivo.
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2. ANTECEDENTES

La marchitez vascular en el tomate ha generado a lo largo de la historia
grandes pérdidas en el sector agricola, disminuyendo hasta en un 60% su
produccion.! Debido a su alto impacto es que se han generado diversos
estudios de esta enfermedad ayudando a dilucidar un poco mas acerca del
patdgeno, su accidn y posible control. A raiz de estos estudios se ha podido
conocer un poco mas sobre el problema a solucionar en este trabajo y con
ello se ha permitido realizar el planteamiento de una estructura acorde y
eficaz para el estudio. A continuacién, se conocera un poco mas acerca de

ellos.

En California, Estados Unidos, Cai G. et al., en 2003 realizaron un estudio
para la identificacion, caracterizacion de la patogenicidad, raza y grupo de
compatibilidad vegetativa (VCG) de Fusarium oxysporum en una granja. Para
su trabajo realizaron 39 aislamientos del patégeno, en plantas de tomate
cultivadas al aire libre que presentaron los sintomas de marchitez vascular.
De los 39 aislamientos, 22 eran VCG 0030, 11 eran VCG 0031, y 6 en el
recién descrito para ese momento VCG 0035. También se encontré que de
VCG 0030, 13 eranraza 3,y 9 eran raza 2, de VCG 0031 eran 7 deraza 2, 1
de la raza 1 y 3 eran no patdgenos, de VCG 0035 todas eran raza 2. Dentro
de sus estudios moleculares y resultados obtenidos sugirié que la raza 3 en

California, se pudo haber desarrollado a partir de la raza 2.2

La raza 3 no tenia una amplia distribucion geografica, tal como lo describe el
estudio realizado en Brasil por Reis A. et al., en 2005, el cual describe el
primer reporte que hizo de esta raza en el pais brasilefio. Realizaron 7

aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en plantas que
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presentaban la sintomatologia caracteristica de la marchitez vascular,
seguido a esto, ellos realizaron pruebas de virulencia en las cuales utilizaron
cultivares diferenciales, susceptibles a todas las razas (Ponderosa),
resistente a la raza 1 (IPA-5), resistente a las razas 1 y 2 (Floradade), y por
altimo uno resistente a la raza 3 (BHRS-2,3) aun no descrita en Brasil. Todos
fueron altamente virulentos para Ponderosa, IPA-5 y Floradade y solo
pudieron infectar unas pocas plantas con BHRS-2,3. Adicional realizaron un
ensayo en Lycopersicon pennellii, obteniendo resultados que confirmaban la
presencia de una nueva raza 3, encontrada en los 7 aislamientos

realizados.13

Hacia el 2008 en Culiacan, Sinaloa, México, Asencio A. et al. realizaron un
estudio de variabilidad genética de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Asencio A. et al., 2008) en el cual encontraron la presencia de las razas 1, 2
y 3. En el estudio se recolectaron 100 muestras de plantas de tomate
(Solanum lycopersocum) con sintomas de marchitez vascular, en las cuales
se aisl6 el patdégeno y se identificaron las razas. Realizaron la identificacion
de razas mediante cultivares diferenciales sin genes de resistencias (Bonny
Best), resistentes a la raza 1 (Manapal), resistentes a la raza 2 (Walter) y
resistentes a la raza 3 (I3R3). Resultados en los cuales se encontrd que todos
los genotipos utilizados eran susceptibles a la raza 1, 16 resistentes a la raza

2y 4 resistentes a laraza 3.1

Jaimes C, en el 2011 en Saltillo, México realizé un estudio basado en la
actividad antagonica y el efecto como microorganismos promotores de
crecimiento en plantas, de las cepas Bacillus subtilis y Trichoderma

asperellum microencapsuladas para el control de dos fitopatbgenos como
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Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani. Realizé pruebas in vitro e in vivo
en plantas de chile, en las cuales manej6é suspensiones una concentracion
de 1x108 conidios/mL para los hongos y 1x108 UFC/mL en bacterias.3! En los
resultados obtuvo que las microcapsulas de Bacillus subtilis y Trichoderma
asperellum aumentaron la concentracion de clorofila en las plantas de chile
en comparacion con el testigo de la planta sin in6culo, también observo el
incremento en la longitud de las raices y area foliar en todas las plantas que

fueron tratadas con las microcapsulas.®!

Diferentes estudios se han realizado a lo largo del tiempo y en distintos
lugares, uno de ellos ha sido el que se hizo en Viovodina, al norte se Serbia,
Ingjatov M. et al., en 2012, hizo una investigacion que tuvo como objetivo
determinar el causante de la marchitez en el tomate y la pudricion de la fruta.
Para ello realizaron muestreo de plantas que presentaban sintomas
caracteristicos a la marchitez del tomate, como clorosis, hojas marchitas y
secas, en diferentes localidades en la region de Viovodina. El aislamiento,
determinacién morfologica y pruebas de patogenicidad, el aislamiento se
realizé en agar PDA, medio en el cual crecié un hongo de micelio hialino, en
cuanto a la observacion microscopica encontraron marcroconidias cortas,
ovaladas con tres septas, caracteristicas principales de Fusarium sp. Para
las pruebas moleculares e identificacion final realizaron una PCR, la cual
convalidaron la presencia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en las
plantas de tomate y también confirmaron asi que este patégeno es el causal

de la marchitez vascular en el tomate y pudricién del fruto.1©

Enfermedades como la marchitez vascular en el tomate y otras plantas de

importancia agricola afectan indiscutiblemente la economia de un pais, y mas
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cuando este depende en su mayoria por la produccion en el campo. Colombia
es uno de esos paises que se ha visto afectado por la presencia del patégeno
causal, es por eso que también se han adelantado diversas investigaciones

acerca de esta problemética.

Castafieda E, en el 2015 en su tesis de maestria Ilamada
“MICROENCAPSULACION DEL B. subtilis POR GELIFICACION IONICA
COMO ALTERNATIVA PARA CONTROLAR EL Fusarium sp.” realizo la
identificacion fenotipica y molecular de la cepa B. subtilis UCMC — TB2, en la
cual evidencio la presencia de los genes ItuA y Sfp encargados de la
produccion de metabolitos secundarios con accién antifiangica como la Iturina
Ay fengicina.?’” También realizd6 pruebas in vitro para la confirmacién de la
actividad antagonica de la cepa B. subtilis UCMC — TB2 microencapsulada
en alginato de sodio y maltodextrina. En el estudio tuvo en cuenta variables
como el pH, temperatura y el medio de cultivo para que el producto biol6gico
de la cepa de B.subtilis estuviera en condiciones aptas para su adecuado
desarrollo y produccion de metabolitos secundarios con actividad
antifungica.?’” Demostré que la microencapsulaciéon en alginato de sodio y
maltodextrina fue la mas adecuada para la proteccibn de cepa en
comparacion de la microencapsulacién con alginato de sodio o en conjunto
con almidén.?” Ademas también demostré un rendimiento en la accion
antagénica frente a Fusarium sp. por parte de las cepas

microencapsuladas.?’

Una de ellas se desarrollé en la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
(Castarieda E. et al., 2016) en la ciudad de Bogota, en este caso se confirmd

la capacidad antagonista de 4 especies del género Bacillus spp., bacterias de
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morfologia bacilar, Gram positivas, anaerobias facultativas capaces de
formar esporas, frente a Fusarium sp. mediante la produccion de antibioticos
que inhiben el crecimiento del hongo. Basados en los resultados obtenidos,
pudieron considerar que esta fitopatologia devastadora como lo es la
marchitez del tomate se podria controlar por medio los metabolitos
secundarios producidos por este género bacteriano y en futuros estudios

llegar a la estandarizacion del método para su uso en el sector agricola.*
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1. Generalidades del Tomate (Solanum lucopersicum)

Solanum lycopersicum planta de tomate mas conocida por su fruto tomate,
jitomate o tomatera, perteneciente a la familia de plantas Solanaceas, al igual
que la papa, el aji, tabaco, entre otras.'* Es una planta herbacea perenne
anual, de tallo semilefioso que se desarrolla de manera rastreta o erecta,
dependiendo de su habito de crecimiento, existen dos tipos de variedades de
acuerdo a lo anteriormente mencionado, siendo las indeterminadas, aquellas
plantas de crecimiento abundante, ilimitado y desordenado, en cambio las
plantas de crecimiento determinado, son plantas arbustivas de poco

crecimiento, limitado y contiene menor nimero de hojas.'#1520

Flores
Las flores se agrupan en racimos simples y
ramificados que se desarmollan en el falloy
en las ramas del lado opuesto a las hojas;
un racimo puede reunir de 4 a 20 flores.
Las flores son amarilas y normalmente

pequefias.

Hojas
Son compuestas. Generalmente poseen
bordes dentadcs y estan recubiertas de
pequeiios pelos; se encueniran distrbuidas
alado y lado sobre el tallo.

Frutos
Son camosos, presentan difere nte tamafio,
i forma, color, consistencia, y composidon.
‘ o " Estan constituidos por la cascara o piel, la
pulpa, y las semillas. Los frufos maduros
pueden ser rojos, rosados 0 amarillos.

Semilla
Es pequefia, con dimensiones aproximadas
de 5 x4 x 2 mm, de forma globular,
ovalada, achatada, casi redonda,
ligeramente elongada, plana, amriionada,
friangular con la base puntiaguda.

Tallo
El tallo principal tiene 2 a 4 centimetros de
diamefro en la base y sobre él se

Raiz
El tipo de raiz depende del sistema de
sembra. Si se realiza de foma direda

desarr_ollan s hoias,los?albs .secundarios . i R radicular profundo
y las inflorescencias. Emite raices cuando s ramiicado; cuando las plantas Ison
pe e =0 Bty oo £l SEn. A% trasplantadas de un semilero fiene raices
caracteristica que se aprovecha con el superficiales y e

aporque para darde mayor anclag a la

Fig 1. Descripcion botanica de la planta de tomate. Fuente: Camara de

Comercio de Bogot4, 2015.%4

Esta planta consta de un sistema radicular compuesto por una raiz principal
de extensidn corta pero ramificada en numerosas raices secundarias, lo cual
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le permite un mejor anclaje al suelo.>1* La parte externa de la raiz llamada
la epidermis, cuenta con la presencia de “pelos absorbentes” encargados de
recoger los nutrientes del suelo e ingresarlos a la planta para su posterior

paso al xilema.®

El tallo principal es de color verde, semilefioso, su grosor va de 2 a 4 cm, es
velloso, estda conformado en la parte externa por la epidermis y “pelos
glandulares”, hacia la parte interna cuenta con la corteza, el xilema y tejido
medular. El tallo es una continuacion de la raiz, a partir de él se desarrollan
los tallos secundarios, las hojas, flores y frutos.'* En la parte superior de la
planta donde se estan generando las nuevas hojas, el tallo suele ser mas

delgado.®®

Las hojas son compuestas imparipinnadas, es decir que tienen laminares
que poseen foliolos mas 0 menos numerosos y que se ubican de manera
apuesto o alterna al raquis, y siempre finalizan con un foliolo, lo cual hace
que sea impares.'® La cantidad de hojas dependera del tipo de variedad de
acuerdo al habito de crecimiento. Los foliolos son peciolados, lobulados con

borde dentado, también se encuentran rodeadas de “pelos gladulares”.14.1520

Las flores son perfectas, cuenta con dérgano reproductor masculino y
femenino, son amarillas pequefias, se agrupan en racimos de 4 a 20 flores
por cada uno. La primera flor se desarrolla en la yema apical y las demas

flores se ubican lateralmente por debajo de la primera flor.141>

Por dltimo, el fruto consta de una epidermis, semillas, columela y tejido
placentario, su composicion quimica es de un 94 — 95 % de agua y el

porcentaje restante es una mezcla de vitaminas como A, B1, B2, B6, CyEy
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de minerales como fésforo, potasio, magnesio, manganeso, zinc, cobre,
sodio, hierro y calcio. El tomate, es un fruto que puede ser de diferente
tamafo, forma, peso, color y consistencia, dependiendo de la variedad de la
planta. Generalmente son ovalados de color rojo cuando ya se encuentran

maduros.14:15.20

Dominio: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceas
Género: Solanum

Especie: Solanum lycopersicums®

El ciclo del cultivo se encuentra determinado por la variedad y condiciones
climaticas de la zona, ademas de la disposicion de los recursos necesarios
para su desarrollo.'® Diferentes etapas se presentan a lo largo del ciclo,
iniciando por el brote de la semilla, pasando por la diferenciacién del
crecimiento que realiza la planta segun su variedad, en determinado
(crecimiento limitado) o indeterminado (crecimiento vegetativo continuo)

hasta la produccion de la cosecha.4®

El cultivo de tomata a lo largo de su crecimiento presenta diferentes etapas
en su desarrollo. Cabe resaltar que cada etapa y tiempo, requerimiento de
nutrientes y manejo del cultivo difieren de la variedad del cultivo y la zona en

la que se encuentra cultivado.'4

El desarrollo de la planta inicia con la germinacién de las semillas, mas o
menos de 4 a 7 dias después de sembrada. La germinacion se da a partir de

la formacién de la raiz principal y la parte aérea de la planta. Seguido de la
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germinacion pasa a una etapa de crecimiento vegetativo, etapa en la cual la
planta crece de manera rapida hasta los 70 dias, produciendo flores y los
primeros frutos. El fruto empieza a desarrollarse acumulando la mayor
cantidad de materia seca posible, pasando después a la maduracion la cual

se logra a los 80 — 120 dias después del transplante.*

El cultivo del tomate se puede dar al aire libre o también bajo condiciones de
invernadero, siendo este ultimo una de las mejores opciones para su siembra,
gracias a las condiciones de seguridad y calidad que le brinda al cultivo. El
invernadero es una estructura que consta de paredes y techo de material
transparente, ya sea vidrio o de plastico (polietileno, material mas usado para
su construccion), que le garantiza al cultivo un ambiente controlado de
temperatura y humedad, ademas de brindarle una proteccion fitosanitaria de

focos de contaminacion externa.1>19

Su crecimiento 6ptimo se encuentra entre temperaturas de los 15 °C y 25
°C!4, tolerando como méaxima temperatura los 32 °C, ya que si se supera este
valor la planta puede llegar a sufrir desordenes fisioldgicos, deteniendo asi la
floracién y produccion del fruto; o por el contrario si la temperatura disminuye
de manera significativa el cultivo se vera afectado por las heladas, ya que es
susceptible a estos fendmenos y no resiste tales temperaturas en ninguna de

las etapas de su crecimiento y desarrollo.1418

Los suelos ideales para su produccion son aquellos entre una mezcla de limo,
arena y arcilla, generalmente suelos aireados y con una porosidad que le
permita el movimiento y retencidon del agua, ademas de favorecer el

desarrollo del sistema radicular adecuadamente.1418
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3.2. Importancia del tomate

El tomate es una hortaliza de importancia en la economia de la agricultura a
nivel mundial, debido al incremento de su demanda y por ende el aumento
en su produccion, distribucion y comercializaciéon en el mercado global.?°
Gracias a las caracteristicas de adaptacion y desarrollo de la planta, se ha
implementado el cultivo de tomate para el consumo fresco como para la
industria en mas de cien paises, cada uno de ellos con una amplia variedad

climatica y de suelos.1420

En datos reportados por la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO), en 2013 se registré que el 62,0% de la
produccion total de tomate en el mundo se concentr6 en 5 paises, donde
China ocup6 el primer lugar con el 30,9% de produccion (50.000.000 ton), en
segundo lugar India con el 11,2%(17.500.000 ton), en el tercer lugar Estados
Unidos con el 7,7% (13.350.000 ton), Turquia en el cuarto lugar con 7,2%
(11.350.000 ton) y en quinto lugar Egipto con 5,2% (8.625.219 ton) de
producciéon mundial.?! Las estadisticas registradas por la FAO durante el
2003 y 2013 indic6 que, China tuvo un crecimiento en la tasa promedio anual
de produccion de 5,8% y el pais de la India, obtuvo un aumento en su tasa

promedio anual de 9,1%.%!

En Colombia, gracias a la diversidad de suelos y climas, se produce tomate
casi en todos los departamentos, aun asi el departamento con mayor
produccion de tomate a nivel nacional, segun el Ministerio de Agricultura y
Desarrollo Rural es Norte de Santander, siendo el responsable del 29% del
total de la produccion nacional con 118.281 ton para el 2014 y en ultimo lugar

el departamento de Bolivar con 5 toneladas en el mismo afio.*2°

23



En las cifras de comercio exterior dadas por el DANE, indicé que en el 2013
hubo exportaciones de tomate desde Colombia por valor de 298.565 dolares,
ocupando Cundinamarca el primer lugar con una participacion del 52,8%, en
segundo lugar Atlantico con el 37,9%, Bogoté en tercer lugar con el 6,3%, en
cuarto lugar Santander con el 2,3% y como quinto lugar Risaralda con un

0,8% del total exportado.'*

En las cifras reportadas por el DANE en el afio 2017 en Colombia el tomate
ocupd el segundo puesto de produccion después de la papa con 382.609

toneladas cultivadas.32

Ademas de ser importante en la economia por su alta demanda y
comercializacion, el tomate, también es el centro de atencion debido al alto
indice de susceptibilidad a enfermedades a lo largo de su crecimiento y
desarrollo.! Existen diversas fitopatologias que afectan el cultivo, algunas
transmitidas por vectores, otras adquiridas por medio del ambiente, ademas

de las adquiridas por el mal manejo fitosanitario en los cultivos.**
3.3. Plagas y enfermedades en el tomate

El tomate ademas de ser importante en la economia por su alta demanda y
comercializacion, también es el centro de atencién debido al alto indice de
susceptibilidad a enfermedades a lo largo de su crecimiento y desarrollo.!
Existen diversas fitopatologias que afectan el cultivo, algunas transmitidas
por vectores, otras adquiridas por medio del ambiente, ademas de las

adquiridas por el mal manejo fitosanitario en los cultivos.'*

El control de plagas en los cultivos es un factor importante para garantizar la

calidad del tomate, por lo tanto es de vital importancia el manejo y control
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adecuado frente a las diferentes plagas como, afidos (Aphis sp.), gusano
cogollero (Spodoptera sp.), acaros (Polyphagotarsonemus latus), minador

(Liriomyza trifolli), entre otras.419
3.4. Fusarium oxysporum

Los hongos del género Fusarium se encuentran ampliamente distribuidos a
nivel mundial. La mayoria de las especies de este género se hallan como
microorganismo saprofiticos en el suelo, agua y aire.”® En la literatura
cientifica se conocen mas de 78 especies de este género y mas de 120
formae spacialis y razas, muchas de ellas se consideran problema para la
economia agricola debido a la agresividad de colonizacion en los
cultivos.”?32 También existen algunas especies capaces de infectar a
humano y animales, en el caso de las fusariosis en humanos se han
presentado en pacientes inmunocomprometidos.®
Dominio: Fungi
Subreino: Dikarya
Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: Fusarium oxysporum species
complex3®

Las especies del género Fusarium son de crecimiento rapido y se
caracterizan por la produccién de tres tipos de esporas (macroconidias,
microconidias y clamidiosporas).” Las macroconidias son las mas conocidas
por su forma particular, son esporas hialinas de pared delgada, fusiformes,

curvas, con septos de 3 a 5 transversalmente.” Las microconidias son
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esporas pequeifias, unicelulares, hialinas sin septos, de forma cilindrica.® Las
clamidiosporas son quizas las esporas mas importantes para el hongo,
gracias a su resistencia a condiciones hostiles; presentan pared gruesa la
cual le confiere tal resistencia hasta encontrar un ambiente favorable para el

desarrollo del hongo.”:33
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Fig 2. Fusarium oxysporum.

A — B: Macroconidia; C — D: Microconidia; E — F: Microconidia in situ on CLA.
A —-D, scale bar =25 um; E-F, scale bar =50 ym. Fuente: Guarro J, 2012.35

F. oxysporum tiene una distribucion cosmopolita y son de gran importancia
para el sector agricola y el sector econdmico, debido a su impacto negativo
sobre los diferentes cultivos. En la literatura se han reportado un gran nimero
de plantas que se ven afectadas por la presencia de este hongo como lo es
la papa, el tomate, el apio, la cebolla, el meldn, entre otros ocasionando
marchitez vascular, pudricion de la raiz, pudricion de frutos, granos y

semillas.3”

En las plantas de tomate el hongo F. oxysporum es el agente causal de la

fitopatologia de la marchitez vascular, esta enfermedad se ha reportado en
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mas de 32 paises con diferentes climas y condiciones ambientales.! La
marchitez vascular se caracteriza por la clorosis de las hojas, generado por
el bloqueo del paso de nutrientes de las raices hacia toda la planta, debido a
la presencia de una red densa de micelio en el tallo y raices.” También se
observan sintomas como la pérdida prematura de las hojas como resultado
de la necrosis del tejido vegetal, retraso en el crecimiento de la planta,
entorchamiento de las hojas bajas, oscurecimiento del tallo y los sistemas de

las raices se ven atrofiados.”

El ingreso del fitopatdgeno principalmente se da por la raiz a partir de una
herida, seguido al ingreso coloniza el tallo rapidamente atrofiando el sistema
vascular de la planta.® Se genera una distribucién secundaria hacia la parte
superior del tallo por medio de los haces vasculares, bloqueando el paso de

nutrientes.3

La planta en respuesta a la colonizacion por el hongo, desencadena una seria
de reacciones inmunoldgicas para el control del fitopatégeno. Un ejemplo de
la respuesta por parte de la planta es la produccion de geles de tilosa,
encargados de impedir la distribucién del hongo en su totalidad de la planta.3’
El hongo inicia la sintesis de enzimas pectoliticas que degradan los geles de

tilosa, permitiendo asi la diseminacién de F. oxysporum a toda la planta. 137

En 1999, Olivain y Alabouvette realizaron un estudio con cepas de F.
oxysporum transformadas con el gen GUS (glucoronidasa) para la
identificacion del tiempo que tardaba en el colonizar y producir los sintomas
de marchitez vascular en la planta de tomate.®” En el estudio se encontr

que a los 15 dias después del ingreso del patdgeno al sistema vascular de la
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planta €l se extiende en su totalidad, llegando a invadir hasta los frutos

dafiando asf el cultivo.’
3.5. Manejo de fitopatologias por control bioldégico

Control biolégico o biocontrol, se define como la reduccion de la densidad
poblacional de un patégeno o de las actividades productoras de
enfermedades generadas por él, en su estado activo o latente, mediante el
uso de un organismo o de sus metabolitos, que ejerzan un control de manera

natural.?’

A través de los afios se ha observado el aumento del uso de agroquimicos
para el manejo de plagas y control de enfermedades que afectan los cultivos;
pero su uso indiscriminado ha desencadenado innumerables problemas.*
Algunos de los inconvenientes que se han desatado ha sido el aumento de la
contaminacion, afectando el equilibrio ecolégico por la produccion de
residuos quimicos al ambiente, la contaminacion de aguas, principalmente
fuentes hidricas cercanas a los lugares en donde se usa.*%2” Ademas de lo
mencionado anteriormente, también el uso de sustancias quimicas ha
generado la presencia de resistencia inducida por especies de patégenos,
reportdndose en diferentes estudios como microorganismos tolerables a

estas sustancias.!6

A raiz de la problematica mencionada, la comunidad cientifica ha buscado
nuevas alternativas para el manejo adecuado de las plagas y enfermedades.*
Es ahi cuando se habla de control biologico, ya que este método genera una

cantidad minima de residuos a comparaciéon de los agroquimicos,
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generalmente no se acumulan en la cadena alimenticia, lo cual disminuye el

riesgo de contaminacion, su accion es a largo plazo.?’

En la literatura cientifica se han reportado microorganismos con actividad de
control frente fitopatdgenos, algunas de estas especies estudiadas son
bacterias del género Pseudomonas spp., Bacillus spp.® También se han
reportado hongos como Trichoderma spp., Paecilomyces lilanaceus que

poseen actividad antagénica frente a patégenos de cultivos.38
3.6. Bacillus subtilis

El género Bacillus, pertenece a la familia Bacillaceae, son bacterias en forma
de bastén alargadas, Gram positivas, formadoras de endosporas con
morfologia oval, la cual les permite resistir a condiciones ambientales
extremas e irradiaciones y se encuentran ampliamente distribuidas en el
suelo.#?7.28 Este género bacteriano ha sido estudiado durante décadas,
debido a la produccién de mas de dos docenas de antibidticos, siendo la
Iturina A el méas conocido.?® Las especies mas conocidas de este género son
B. cereus, B. brevis, B. pumilus, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens y B.

subtilis.427.28

Dominio: Bacteria
Filo: Bacili
Clase: Bacillale
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus

Especie: Bacillus subtilis3®

29



Bacillus subtilis, es quizas la especie mas conocida y estudiada desde hace
50 afos, ya que ademas de ser productora de antifingicos también se
considera una bacteria promotora de crecimiento.*?® En la literatura cientifica
no se ha reportado dafios o efectos nocivos sobre el ser humano, animales,
plantas, lo cual hace que se pueda usar en la agricultura como agente de

control.427

Se ha reportado que entre el 4 — 5% del genoma de B. subtilis codifica para
la produccién de sustancias con actividad antifungica, pertenecientes a las
familias de las iturinas, fengicinas y surfactinas.?’” Se ha demostrado de
manera in vitro que B. subtilis presenta accion de control frente a mas de 23
especies de microorganismos fitopatégenos.*® El control que ejerce sobre
ciertos patégenos se da a partir de la competencia por la absorcion de los
nutrientes disponibles en la rizésfera de la planta huésped, lo cual induce la
produccion y secrecion de metabolitos secundarios con actividad antibiética,

que inhiben el crecimiento de bacterias, oomicetos y hongos fitopatégenos.®
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4. DISENO METODOLOGICO

4.1. TIPO DE INVESTIGACION

Esta investigacion es de tipo cuantitativo descriptivo.

Universo: Microorganismos biocontroladores

Poblacién: Bacterias del género Bacillus

Muestra: Bacillus subtilis UCMC — TB2 con actividad antagonica frente a

Fusarium oxysporum.

4.2. Hipoétesis: El uso de un producto de Bacillus subtilis en las plantas de
tomate evita el desarrollo de la marchitez vascular, enfermedad

generada por Fusarium oxysporum.

Variables:

e Dependientes: Concentracién de los indculos, efecto antagdnico de
la cepa B. subtilis UCMC — TB2 frente a F. oxysporum in vitro e in vivo,
e Independientes: Temperatura, humedad, tiempo de colonizacion e

infeccién por el patdégeno, numero de dias del estudio

Indicadores:

Numero de plantulas afectadas por la marchitez vascular, presencia de
signos y sintomas de la enfermedad marchitez vascular en las plantulas,
efectividad de la accidon antagénica de Bacillus subtilis frente a Fusarium

oxysporum.
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4.3. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

El ensayo se realizd mediante 3 fases, en las cuales se preservé siempre la
viabilidad y calidad de las muestras utilizadas durante el proceso para la

obtencion de los resultados esperados.
FASE # 1. Verificacion de la viabilidad de B. subtilis

Se realiz6 la recuperacion de congelacion (- 80 °C) de la cepa de B. subtilis
UCMC - TB2 en caldo BHI, el cual se incubd a 37°C por 24 horas. Pasadas
las 24 horas de incubacion se realizo la siembra en Agar Sangre a partir del
crecimiento en el caldo, y se incubé a 37°C por 24 horas. Posteriormente, se
realiz6 la identificacion fenotipica para su confirmacion, por medio de
métodos convencionales basados en las caracteristicas observables como

su morfologia microscopica y de las colonias, y la prueba de catalasa

En estudios anteriores, Castafieda E. en el 2015 caracteriz6 molecularmente
la cepa de B. Subtilis UCMC — TB2. Trabajo donde realiz6 la extraccion de
DNA, amplificacion de la region completa de 16s rDNA, secuenciacion y
finalmente un analisis de alineamientos de secuencias por BLAST. Ademas
de la amplificacion de la regidn 16s rDNA, se realiz6 la amplificacion por PCR

de los genes codificantes para la produccién de la Iturina como ItuA y Sfp.?’

FASE # 2: Aislamiento de Fusarium oxysporum Yy pruebas de

antagonismo

A partir de plantas adultas de tomate del Centro de Biosistemas de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano que presentaron sintomas de marchitez
vascular como clorosis, marchitamiento y entorchamiento en las hojas, tallos

de color marrén oscuro, se tomaron muestras vegetales para el aislamiento
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del patégeno. Mediante los postulados de Koch se confirmd la presencia de

Fusarium sp. como patégeno en las plantas analizadas.

Se aislo el patébgeno en agar PDA y Agar Extracto de Malta, para la
observacion de las macroconidias se incub6 a 25°C por 8 dias. Seguido al
aislamiento, se realiz6 la identificacion fenotipica por medio de claves

taxonémicas.

Posteriormente, se realizaron pruebas de antagonismo dual dos a dos en
medio PDA, por siembra masiva (B. subtilis UCMC — TB2) y por siembra

micoldgica el hongo (Fusarium oxysporum) como se muestra en la Figura 3.

B. subtilis 7/ E F. oxysporum

F. oxysporum B. subtilis

Fig 3. Modelo de la prueba de antagonismo dual dos a dos. Fuente: autor.

Los resultados se interpretaron de acuerdo al diametro en centimetros del
crecimiento del hongo en medio PDA (control) y la medida del diametro del
hongo en el enfrentamiento dual con B. subtilis. Las cajas se incubaron a 37

°C durante 8 dias.
FASE # 3: Bioensayos bajo condiciones de invernadero

1. In6culo del patégeno F. oxysporum (1x10® conidios/mL): se

adicionaron 10 mL de soluciéon salina al 0.85% en el medio de cultivo



(PDA) donde se encontraba sembrado F. oxysporum, se mezcld hasta
homogenizar la solucion. Posteriormente, se filtré la mezcla con ayuda de
una gasa estéril, seguido del recuento de conidios en cémara de
Neubauer para el ajuste a la concentracion deseada. A partir de la
solucidn inicial se realizaron diluciones hasta conseguir una concentracion
de 1x108 conidios/mL. Se utilizé esta dilucién, ya que en la literatura se
reporta como la 6ptima para estos estudios.3!

Producto del antagonista B. subtilis (1x108 UFC/mL): se realizé la
siembra de la cepa B. subtilis UCMC — TB2 en caldo enriquecido con
peptona, maltosa, sales, L - Asparaginay L — Acido Glutamico. Se incub6
a 37 °C durante 24 horas. Pasadas las 24 horas se realizd la
microencapsulacion de la cepa B. subtilis UCMC — TB2, debido a la
reglamentacion de patentes no se explicé en el documento el proceso de
microencapsulacién para la elaboracién del producto.

Preparacién de los controles y tratamientos

Posterior a la preparacion de los microencapsulados y la suspensién del
hongo se procedi6 a la infeccidn y siembra de las plantulas en las bolsas
para el estudio. En el ensayo se utilizaron plantulas de tomate chonto
sensibles a la fusariosis, fueron compradas en el Centro de Biosistemas
de la Universidad Jorge Tadeo Lozano a los 15-20 dias de crecimiento.
En el ensayo se manejaron 4 tratamientos (T1, T2, T3y T4) y 4 réplicas
por cada tratamiento. Para la inoculacion de las suspensiones se
realizaron heridas con un bisturi en el tallo, en las raices primarias y

secundarias de cada plantula.
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Tabla 1. Controles y tratamientos evaluados en el bioensayo

Numero de Contenido de cada
plantas utilizadas tratamiento
por cada control y

tratamiento

T 1 - Control 4 Plantula + suspension
positivo de F. oxysporum
T 2 — control 4 Plantula sin indculo
negativo
T3 4 Plantula +
microencapsulados de
B. subtilis
T4 4 Plantula + suspension

de F. oxysporum +
microencapsulados de
B. subtilis

e T 1-Control positivo: se sumergieron las plantulas previamente con
heridas en la raiz y follaje, en la suspensiéon del patdégeno Fusarium
oxysporum con una concentracién de 1x108 conidios/mL durante 15
minutos

e T 2 — Control negativo: para la preparacion del control negativo se
sumergieron las plantulas por 15 minutos en agua destilada estéril.

e T 3: Al momento de la siembra en las bolsas se les agregd 10 mg de
los microencapsulados con una concentracion del B. subtilis de 1x108
UFC/mL en las raices.

e T 4: se sumergieron las plantulas de tomate en la suspension del
patdbgeno Fusarium oxysporum con una concentracion de 1x108
conidios/mL durante 15 minutos. En el momento de la siembra en las
bolsas se agregaron 10 mg de los microencapsulados con una

concentracion del B. subtilis de 1x108 en la raiz.

35



Después de la inoculacion a cada una de las muestras del estudio, se
procedio a la siembra de las plantulas en bolsas negras. El suelo utilizado en
el estudio fue proporcionado por la Universidad Colegio Mayor de
Cundinamarca, el cual no se esterilizd, ni se le agreg6 fertilizantes, ni ningun
tratamiento adicional, ya que se busco realizar el estudio lo mas parecido
posible a los cultivos de tomate tradicionales bajo condiciones de

invernadero.

Las plantas se ubicaron en el invernadero de la Universidad Colegio Mayor
de Cundinamarca durante 45 dias, a las cuales se les agreg6 agua del grifo
diariamente hasta humedecer el suelo en su totalidad en cada bolsa sin
inundarla. En el estudio no se controlaron las variables de temperatura ni

humedad.

Los datos se recopilaron y tabularon de acuerdo al porcentaje en la escala de

severidad propuesta por el CIAT (Centro Internacional de Agricultura

Tropical).
0% Planta sana
10% No mas del 10% del follaje se encuentra clorético y/o
marchito
25% Hojas cloréticas y/o marchitas

50-70% Hojas cloréticas y/o marchitas
100% Planta muerta o afectada de manera severa. Presenta la
mayor parte de su follaje clorotico, marchito y necroticas,

ademas de presentar defoliacion prematura
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5. RESULTADOS

FASE # 1: Verificacion de la viabilidad de Bacillus subtilis UCMC — TB2

En el caldo BHI se evidencié un éptimo crecimiento, ya que a las 24 horas
después de la siembra se encontraba totalmente turbio. El aislamiento en
Agar Sangre para Bacillus subtilis UCMC — TB2 permitid evidenciar las
caracteristicas macroscopicas propias de esta especie, como colonias
rugosas con beta hemolisis y sus bordes extendidos sobre el medio. En la
tincibn de Gram se observaron bacilos Gram positivos largos con bordes

redondeados.

Fig 4. Aislamiento de Bacillus subtilis UCMC — TB2 en agar sangre.

Fuente: Autor.

A partir de los estudios realizados por Castafieda E. en el 2015 de la
secuenciacion completa de la region 16s rDNA mediante los analisis por
BLAST se encontré relacion del 99% con B. subtilis ATCC 19217
(CP009749 GenBank), 99% con B. subtilis IHB B 7030 (KJ721204

GenBank) y 99% con B. subtilis Bs.916 (CP009611 GenBank) y una
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homologia del 100% con las cepas anteriormente nombradas.?” En cuanto
a la amplificacion de los genes ItuA y Sfp, en la electroforesis se revelaron
productos de PCR de 577pb y 268 pb, lo cual corresponde al tamafio
esperado para los productos de amplificacion de los genes ItuA y

Sfprespectivamente.?’

FASE # 2: Aislamiento de Fusarium oxysporum y pruebas de
antagonismo

A partir de las muestras vegetales de plantas adultas de tomate con
presencia de los sintomas de marchitez vascular, recogidas en el Centro
de Biosistemas de la Universidad Jorge Tadeo Lozano, se obtuvo el
aislamiento de Fusarium oxysporum. A los 8 dias de ser sembrado se

observaron colonias con micelio aéreo, algodonoso, abundante de color

blanco a purpura.

Fig 5. A) Aislamiento de Fusarium oxysporum en agar PDA. B) y C)
Aislamiento de Fusarium oxysporum en agar Extracto de Malta. Fuente:

Autor.

38



En las caracteristicas micromorfolégicas se observaron hifas delgadas
hialinas septadas, con presencia de microconidias ovaladas pequefias sin

septos y macroconidias fusiformes con presencia de 3 a 5 septos (Fig 4.).

Fig 6. Fusarium oxysporum con azul de lactofenol al microscopio A)
Microconidias, hifas delgadas hialinas obervadas a 40x. B) Macroconidias

fusiformes con 3 — 5 septos observadas al 100x. Fuente: Autor.

En las pruebas de antagonismo in vitro en medio PDA se observo la
disminucién del crecimiento del hongo por la presencia del B. subtilis
donde el diametro de crecimiento fue de 4cm y 4,2cm. En comparacion
con el control del hongo que se sembr6 en PDA y se incub6 durante 8
dias a 37 °C, al igual que las pruebas de antagonismo in vtiro, el cual tuvo
un didmetro de crecimiento de 9 cm y 9,5 cm lo cual permitié evidenciar
que efectivamente la cepa de B. subtilis UCMC — TB2 ejerce una accién
antagonica in vitro frente a F. oxysporum disminuyendo su crecimiento

mas del 50% tal como se observa en la Figura 7.
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Fig 7. Prueba de antagonismo in vitro en medio PDA a los 8 dias de
incubacion. Fuente: Autor.

FASE # 3: Bioensayo bajo condiciones de invernadero

En las instalaciones de los laboratorios de la Universidad Colegio Mayor
se llevd a cabo el proceso de la preparacion de la suspension para el
ensayo y su posterior inoculacién. Se utilizé una concentracién de 1x108
conidios/mL de Fusarium oxysporumy 1x108 UFC/mL de Bacillus subtilis.
Inicialmente, se tabularon los datos sobre las medidas de las plantas
(Tabla 1, Tabla 2 y Tabla 3). Luego de la preparacién de los indculos, se
procedio a la infeccidn de las plantulas de tomate y su siembra en bolsas
con suelo se tomaron datos semanalmente de las observaciones en una

tabla.
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Tabla 2. Medidas iniciales en centimetros (cm) del largo total de la
plantula (filésfera + rizésfera).

Largo Largo Largo Largo

Tratamiento | dela | Tratamiento dela |Tratamiento| dela |Tratamiento| dela
#1 plantula #2 plantula #3 plantula #4 plantula

(cm) (cm) (cm) (cm)
Plantula 1 14.5 Plantula 1 14.4 Plantula 1 14.4 Plantula 1 15.0
Plantula 2 14.6 Plantula 2 14.3 Plantula 2 14.5 Plantula 2 14.5
Plantula 3 14.6 Plantula 3 14.3 Plantula 3 14.4 Plantula 3 14.4
Plantula 4 14.5 Plantula 4 14.5 Plantula 4 14.4 Plantula 4 14.5
Promedio 14.55 Promedio 14.37 Promedio 14.42 Promedio 14.6

Tabla 3. Medidas iniciales en centimetros (cm) del largo de la raiz

Tratamiento Largo'de Tratamiento Largo'de Tratamiento Largo'de Tratamiento Largo'de
laraiz laraiz la raiz laraiz
#1 #2 #3 #4
(cm) (cm) (cm) (cm)

Plantula 1 5.0 Plantula 1 5.0 Plantula 1 4.8 Plantula 1 5.0
Plantula 2 4.9 Plantula 2 4.8 Plantula 2 4.9 Plantula 2 5.2
Plantula 3 5.1 Plantula 3 5.0 Plantula 3 5.0 Plantula 3 5.2
Plantula 4 5.1 Plantula 4 5.0 Plantula 4 5.0 Plantula 4 5.1
Promedio 5.02 Promedio 4.95 Promedio 4.9 Promedio 5.12

Tabla 4. Medidas iniciales en centimetros (cm) del largo de la filésfera

Tratamiento Largo de | Tratamiento | Largo de | Tratamiento | Largo de | Tratamiento Largo
#1 la #2 la #3 la #4 dela
filésfera filésfera fil6sfera filésfer
(cm) (cm) (cm) a(cm)
Plantula 1 9.5 Plantula 1 9.4 Plantula 1 9.6 Plantula 1 10.0
Plantula 2 9.7 Plantula 2 9.5 Plantula 2 9.6 Plantula 2 9.3
Plantula 3 9.5 Plantula 3 9.3 Plantula 3 9.4 Plantula 3 9.2
Plantula 4 9.4 Plantula 4 9.5 Plantula 4 9.4 Plantula 4 9.4
Promedio 9.52 Promedio 9.42 Promedio 9.5 Promedio 9.47

Pasados cinco dias después de la siembra, se observaron los primeros
sintomas de marchitez vascular en las plantulas del tratamiento T1-
Control positivo, como la presencia de clorosis en las hojas bajas de la

planta.? A los 12 dias de la siembra, se observa el encrespamiento de las
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hojas cloréticas (Ver fig 8), sintoma caracteristico de la fitopatologia

marchitez vascular.3

Fig 8. Tratamiento 1 — Control positivo a los 12 dias después de la

siembra. Fuente: Autor.

Una de las plantulas del T2 — Control negativo a los 12 dias present6
clorosis en dos hojas bajas (Ver fig 9.) mientras las otras tres plantulas

presentaron los signos de clorosis a los 20 dias.

Fig 9. Plantula T 2 — Control negativo a los 12 dias de siembra. Fuente:

Autor.
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Pasados los 45 dias de la siembra se observo una buena respuesta por
parte del T4 en el cual se evidencid la accion antagonica por parte de la
cepa de B. subtilis UCMC — TB2 microencapsulada frente a F. oxysporum.
Las plantulas del T4 presentaron solo una afeccion del 10% en la escala
del CIAT, lo que indic6é que menos del 10% del area foliar de la planta
manifesto clorosis (Ver fig 10). Mientras que las plantulas del T1 — Control

positivo si manifestaron clorosis y marchitamiento en el 70% de su follaje

(Ver fig 11).

Fig 10. Plantula T4 a los 45 dias de la siembra. Fuente: Autor.
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Fig 11. Plantula T1 — control positivo a los 45 dias de la siembra. Fuente:

Autor.

Los resultados finales del bioensayo se recopilaron en una tabla con sus

respectivas gréaficas para su mejor comprension.

Tabla 5. Lectura de la escala de severidad a los 45 dias de sembradas

las plantulas de tomate bajo condiciones de invernadero

Tratamiento | Escala de |Tratamiento | Escala de |Tratamiento | Escala de |Tratamiento| Escala de
#1 severidad #2 severidad #3 severidad #4 severidad
Plantulal |70% Plantulal |25% Plantulal |10% Plantulal |10%
Plantula2 |70% Plantula2 |25% Plantula2 |10% Plantula2 |10%
Plantula3 |70% Plantula3 |25% Plantula3 |10% Plantula3 |10%
Plantula4 |70% Plantula4 |25% Plantula4 |10% Plantula4 |10%
Promedio 70% Promedio 25% Promedio 10% Promedio 10%

Los resultados a los 45 dias de la siembra, presentados en la tabla 5,

demostraron que todas las plantas del tratamiento T1 — Control positivo
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manifestaron los sintomas de marchitez vascular al finalizar el bioensayo,
reportdndose que el 70% del follaje se encontraba clorético, ademas de
presentar caida de las hojas, efecto ocasionado por la necrosis. En el tratamiento
T2 — Control negativo se observo una afectacion del 25% del area foliar de las 4
réplicas posiblemente debido a la susceptibilidad y fragilidad de la planta, ya que
a estas replicas no se les agreg6 ningun inoculo ni fertilizantes que ayudara a su

crecimiento sano.

Las réplicas de los tratamientos T3 y T4 demostraron un comportamiento similar,
en donde menos del 10% del area foliar fue afectada por la presencia de clorosis.
Este fendmeno posiblemente se debio a la colonizacion por parte de “minadores”
en el inicio del estudio, ya que todas las plantas utilizadas en el bioensayo
presentaron una mancha blanca en algunas de sus hojas bajas (ver fig 10). Los
resultados finales obtenidos demostraron que realmente la cepa de B. subtilis
UCMC - TB2 tuvo accion biocontroladora frente al patdgeno, evitando el

desarrollo de F. oxysporum en la planta y por ende el desarrollo de la marchitez

vascular.

Fig 12. Plantula del tratamiento T3 a los 12 dias después de la siembra. Fuente:
Autor.
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Resultados en la escala de severidad del

tratamiento T1

80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Plantula 1 Plantula 2 Pléntula 3 Plantula 4

Grafica 1. Lectura de la escala de severidad de las cuatro plantas de
tomate del tratamiento T1 — control positivo a los 45 dias de sembradas.

Resultados en la escala de severidad
tratamiento T2

30%

25%
20%
15%
10%
5%
0%

Plantula 1 Plantula 2 Plantula 3 Plantula 4

Grafica 2. Lectura de la escala de severidad de las cuatro plantas de
tomate del tratamiento T2 — control negativo a los 45 dias de sembradas.
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Resultados en la escala de severidad del
tratamiento T3
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Plantula 1 Plantula 2 Plantula 3 Plantula 4

Grafica 3. Lectura de la escala de severidad de las cuatro plantas de
tomate del tratamiento T3 a los 45 dias de sembradas.

Resultados en la escala de severidad del
tratamiento T4

12%
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2%
0%

Plantula 1 Plantula 2 Plantula 3 Plantula 4

X

Gréfica 4. Lectura de la escala de severidad de las cuatro plantas de
tomate del tratamiento T4 a los 45 dias de sembradas.
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Resultados en la escala de severidad de
los 4 tratamientos
80%
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20%
10%

0%
Tl T2 T3 T4

Grafica 5. Promedio de la lectura de la escala de severidad en las plantas
de tomate de los 4 tratamientos a los 45 dias de sembradas.

Ademas de la accion antagdnica, también se observéd el aumento en la
longitud de las raices y del area foliar de las plantas tratadas con la cepa
de B subtilis UCMC — TB2 microencapsulada. En cuanto a la altura de la
planta y el largo de la raiz, las plantas del tratamiento T1, presentaron
menor tamafio tanto en la longitud de la filésfera como en la rizosfera,
donde en promedio la fildsfera fue de 56.2 cm y de la riz6fera de 9.05 cm
a comparacion de los tratamientos T3 y T4, cuyas plantas presentaron
mayor tamafio en la filésfera con un promedio de 69 cm y 67.3 cm
respectivamente y un promedio de 17.9 cm y 19.2 cm en la rizésfera

respectivamente (Ver tabla 6, tabla 7, tabla 8).
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Fig 13. Rizosfera de los tratamientos # 2 (A), # 3 (B), # 1 (C), # 4 (D)

Tabla 6. Medidas al finalizar el bioensayo en centimetros (cm) del largo
total de la planta (filosfera + rizosfera).

Largo Largo Largo Largo
Tratamiento | de la | Tratamiento | dela | Tratamiento | dela | Tratamiento | de la
#1 planta #2 planta #3 planta #4 planta
(cm) (cm) (cm) (cm)
Planta 1 65.0 Planta 1 70.5 Planta 1 87.0 Planta 1 85.5
Planta 2 66.2 Planta 2 69.0 Planta 2 86.0 Planta 2 87.0
Planta 3 64.7 Planta 3 71.1 Planta 3 87.3 Planta 3 87.3
Planta 4 65.3 Planta 4 71.8 Planta 4 87.3 Planta 4 86.8
Promedio 65.3 Promedio 70.6 Promedio 86.9 Promedio 86.65

100

Promedio de la longitud de las plantulas por

tratamiento

90
80
70
60
50
40
30
2
10

o

86,9
70,6
65,3
14,55 14,37 14,42
T1 T2 T3

EmTi mTf

J
T4

86,65

Grafica 6. Promedio de la longitud en cm por las plantas de cada
tratamiento. Ti: Promedio de la longitud total de la planta al inicio del
experimento. Tf: Promedio de la longitud total de la planta a los 45 dias
del experimento.
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En la gréfica 6 se observa que los tratamientos T3 y T4 registraron

medidas mayores a 85 cm en la longitud total de las plantas, posiblemente

gracias a la presencia del B. subtilis, en comparacion de los tratamientos

T1ly T2, los cuales no fueron tratados con la cepa de B. subtilis tuvieron

medidas menos a 70 cm en sus réplicas.

Tabla 7. Medidas al finalizar el bioensayo en centimetros (cm) del largo

de laraiz.
Largo Largo Largo Largo
Tratamiento | de la | Tratamiento | dela |Tratamiento| dela |Tratamiento| dela
#1 raiz #2 raiz #3 raiz #4 raiz
(cm) (cm) (cm) (cm)
Planta 1 9.0 Planta 1 13.0 Planta 1 18.0 Planta 1 19.5
Planta 2 9.2 Planta 2 12.0 Planta 2 17.5 Planta 2 19.0
Planta 3 8.7 Planta 3 13.5 Planta 3 17.8 Planta 3 19.3
Planta 4 9.3 Planta 4 13.8 Planta 4 18.3 Planta 4 19.3
Promedio 9.05 | Promedio 13.07 Promedio 17.9 Promedio 19.27
Promedio de la longitud de las raices por
- tratameinto
19,27
20 17,9
15 13,07
10 9,05
5,02 4,9 5,12
T3 T4

T1

J
T2

HTi mTf

Gréfica 7. Promedio de la longitud de las raices en cm por las plantas de
cada tratamiento. Ti: Promedio de la longitud total de las raices al inicio
del experimento. Tf: Promedio de la longitud total de las raices a los 45
dias del experimento.
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Las plantas de los tratamientos T1 y T2 registraron medidas menores a

12 cm en las raices de las réplicas de cada tratamiento. Al comparar con

los tratamientos T3 y T4 se observé que ellos registraron medidas

mayores a 17 cm en la medicion las raices, es decir obtuvieron medidas

de 5 cm por encima de los tratamiento T1y T2.

Tabla 8. Medidas al finalizar el bioensayo en centimetros (cm) del largo
de la filosfera.

Largo Largo Largo Largo
Tratamiento | de la Tratamiento | de la Tratamiento | de la Tratamiento | de la
#1 fil6sfera #2 filosfera #3 fil6sfera #4 fil6sfera
(cm) (cm) (cm) (cm)
Planta 1 56.0 Planta 1 57.5 Planta 1 69.0 Planta 1 66.0
Planta 2 57.0 Planta 2 57.0 Planta 2 68.5 Planta 2 68.0
Planta 3 56.0 Planta 3 57.6 Planta 3 69.5 Planta 3 68.0
Planta 4 56.0 Planta 4 58.0 Planta 4 69.0 Planta 4 67.5
Promedio 56.25 Promedio 57.52 Promedio 69.0 Promedio 67.37
Promedio de la longitud de la filosfera por
tratameinto
67,37
56,25 57,52
9,52 9,5

T1

ETi mTf

Gréfica 8. Promedio de la longitud del area foliar en cm por las plantas de cada
Promedio de la longitud total del area foliar al inicio del
experimento. Tf: Promedio de la longitud total de la filosfera los 45 dias del
experimento.

tratamiento. Ti:
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En cuanto a los resultados obtenidos en la medicion de la longitud de la fiésfera
de las plantasdel estudio, igualmente se observé una longitud mayor en los
tratamientos T3 y T4 obteniendo mediciones por encima de 66 cm del area foliar,
en cambio las plantas del control positivo T1 y control negativo T2 registraron

longitudes hasta 58 cm del area foliar.

Las tres mediciones realizadas al finalizar el estudio demostraron que las plantas
de los tratamientos inoculados con la cepa B.subtilis UCMC — TB2 presentaron
mayor crecimiento en comparacion con los tratamientos T1 y T2, los cuales no

fueron tratados con la cepa del estudio.
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6. DISCUSION

B. subtilis es considerada una rizobacteria promotora de crecimiento, que
estimula la germinacion y mejora el desarrollo de las plantas. Se ha
encontrado presente en el suelo y en las raices de diferentes plantas sin
causar ninguna fitopatologia, al contrario, se han registrado efectos benéficos
sobre las plantas que cuentan con la presencia de este microorganismo. Tal
lo menciona Gémez S. et al., en su trabajo investigativo del 2017, donde
proponen la alternativa de su uso como indculo en los cultivos y asi disminuir

las dosis de fertilizantes utilizadas.?®

Los resultados obtenidos en este trabajo, aunque no era su objetivo de
investigacion, permitieron evidenciar la accion caracteristica que posee
Bacillus subtilis como bacteria promotora de crecimiento. Lo anterior
mencionado también se obtuvo como resultado en el trabajo de Abril J et al.,
en el 2017, donde destacaron la accion del B. subtilis encontrando un
aumento significativo (p < 0,005) de la longitud de las raices y la altura de las
plantas de pasto de guinea (Megathyrsus maximus) a los 62 dias del estudio
en los tratamientos inoculados con este microorganismo.*° De igual manera,
las plantas de tomate de los tratamientos T3 y T4 del presente estudio que
fueron inoculados con el B. subtilis presentaron un aumento en la longitud de
la raiz obteniendo un promedio de 17.9 cm y 19.27 respectivamente, y en
cuanto a la filésfera se observo un registré una longitud de 69 cmy 67.37 cm,

respectivamente.

Ademas de la induccidn del crecimiento en las plantas, B. subtilis también
presenta una accion inhibitoria sobre diferentes microorganismos patogenos

qgue afectan la produccion y desarrollo de los cultivos, posiblemente gracias
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a la produccién de antibiéticos. Segun Castafieda E., B. subtilis tiene la
capacidad de biosintetizar metabolitos como la Iturina A, lipopéptido
perteneciente a la familia de las Iturinas, que suprime el desarrollo y accion

de patégenos como Fusarium sp. en las plantas.?’

A patrtir del estudio molecular realizado en el 2015 por Castafieda E, se
demostré que la cepa de B. subtilis UCMC — TB2 poseia los genes ItuA y
Sfp.?’ Lo cual indicaria que el hongo F. oxysporum fue inhibido por antibiosis
en el tratamiento T4, debido a la produccion de los metabolitos secundarios
con actividad antifungica como la Iturina A y fengicina generados por la cepa
del estudio.?” Tal como lo describe Castafieda E., en el articulo Evaluacion
del crecimiento de cuatro especies del género Bacillus sp., primer paso para

entender su efecto biocontrolador sobre Fusarium sp.*

En el estudio se observé que las plantas de los tratamientos T3 y T4
presentaron clorosis en un 10% del area foliar. Esto se debe posiblemente a
la presencia de “minadores”, moscas pertenecientes a la familia
Agromyzidae.*® Ya que a los 5 dias de los trasplantes todas las plantas del
estudio, presentaron manchas blancas en las hojas bajas muy similares a las
ocasionadas por los “minadores”. Barranco P, en el 2003 sefala que estos
insectos producen dafios a nivel de las hojas, disminuyendo la capacidad
fotosintética y asi ocasionando la caida prematura, lo cual ocurrié en las

plantas T3y T4.40

El bioensayo se analiz6 durante 45 dias por cuestion de falta de tiempo, lo
ideal hubiera sido realizar las lecturas por mas tiempo. Tal como lo indica

Jaimes J, en el 2011 donde sugiere la realizacion de este tipo de ensayos por
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un tiempo mayor a 60 dias, con el fin de observar la respuesta completa in

vivo.3!
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7. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos de la evaluacién en el bioensayo bajo
condiciones de invernadero, se pudo concluir que el producto
microencapsulado de la cepa de Bacillus subtilis UCMC — TB2 presento
accion antagonica frente a Fusarium oxysporum in vivo, en plantas de
tomate, posiblemente gracias a la produccién de metabolitos secundarios con

accion antifungica como la Iturina A y fengicina.

En el bioensayo se evidenci6 la viabilidad del producto bioldgico de la cepa
de Bacillus subtilis UCMC — TB2, puesto que las plantas del tratamiento T4
inoculadas con el patdgeno y tratadas con las microcapsulas no manifestaron
ningun sintoma de la enfermedad, lo que indica que el tratamiento fue el

adecuado para el control del desarrollo de la enfermedad.

Ademas de la accion antagoénica por parte de la cepa Bacillus subtilis UCMC
— TB2, también se evidencié la capacidad que poseen las bacterias de este
género como bacterias promotoras de crecimiento, pues tuvo accién
inductora en el crecimiento de la filésfera y rizésfera de las plantas tratadas

Gnicamente con la cepa de B. subtilis UCMC — TB2.
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