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El tomate (Solanum lycopersicum) Dominio Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliosida
Flowering Plant (Angiosperm) Anatomy Orden Solanales
Familia Solanaceas
Género Solanum
Especie S. lycopersicum

v’ Planta perenne
v Forma rastrera semirrecta o erecta
4 v’ Variedades determinadas e indeterminadas
| stem v Su produccidn se realiza bajo condiciones de
| invernadero o al aire libre
ﬂ N\ v’ Alta produccién y consumo a nivel mundial
Z AU v’ Alta susceptibilidad a enfermedades.
Fuente: 123RF.com

Camara de Comercio de Bogota (2015)
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Autor: Cdmara de Comercio de Bogota. 2015.

Pais Turquia - ;
Prod uccion (ton) 11.350.000 fon China continental
Area aultivada (ha) 300.000 ha 50.000.000 fon
Rendimiento (ton/ha) 37,83 ton/ha 1.000.000 ha
Valor produccion (milones de dolares) 5.036 miloges de USD 50 ton /ha
- wr— — 25.357 milones de USD
India
17.500 000 ton
—_— 870.000 ha
Estados unidos 20,11 ton fha
13.206.950 ton :
~T50 140 e 4 102 Milones de USD
87,96 ton /ha Egiphs '
9.113 milones de USD 8.695.219 fon
216.395 ha
39,85 ton /ha
2.385 milones de USD
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Marchitez vascular

Patégeno: Fusarium oxysporum
Distribucion: Cosmopolita
Sintomas:

e Clorosis

* Entorchamiento de las hojas

* Pudricion de la raiz, tallo y hojas
* Necrosis

e Pudricion del fruto

* Enanismo

Autor: Gonzalez P. 2006
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Fusarium oxysporum

* Hongo filamentoso

e Saprofito del suelo

 Patogeno de diferentes especies de
plantas (Leslie. et al. 2006)

Dominio | Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia Nectriaceae

Género Fusarium

Especie F. oxysporum (complejo de
especies)
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Autor: Valencia C. 2018.
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Deformacidn y colapsamiento
de los vasos por la infeccidn

Sobre las hojas muertas se forman los
esporodoquics que dan lugar a los conidios

Penetracion por las
heridas e ingreso a los
Penelracién de las raices  Vasos

>snetracion por las hendiduras que V'd

orman las raices laterales al emerger

*eIMINACION de una espora Ep eof suelo se encuentran: microconidios,
macroconidios, clamidosporas y micelio €l micelio se forma a partir  Marchitezy musrte de plantas
de asparas en el spsla

Obstruccion de los
vasos por el
micelio y la goma

Autor: Araujo E. 2015
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Bacillus subtilis
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X E\}? \.‘.\\ * Productores de endosporas —> resistencia a condiciones

7/ | .

Q\ \ desfavorables en el ambiente (Layton C. et al. 2011)
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\ ‘\:\m W X Dominio Bacteria

Filo Bacili

* No es patdogeno o toxigénico de los humanos, animales, o Clase Bacillale
plantas (castafieda E. 2015) Orden Bacillales

* Se conoce que entre un 4 y 5% del genoma, es el Familia Bacillaceae
responsable de la sintesis de antibidticos con un potencial Género Bacillus
de cerca de 24 compuestos diferentes (castafieda E. 2015) Especie B. subtilis
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——
2006

Guillén-Cruz

R. etal.
Conocer el
potencial de
biocontrol en
campo de cuatro
aislados de
Bacillus

2011
Layton C. et al

Evaluar el efecto
biocontrolador

del género
Bacillus sp.
contra  hongos
fitopatdgenos

2015

CastanedaE.

Evaluar en ensayos
In vitro el control
sobre F. oxysporum
a partir de
microencapsulados
de B. subtilis

2016
CastanedaE.

etal.

Evaluar las condiciones
de crecimiento de
cuatro especies de
Bacillus  sp. para
entender su accién
biocontroladora contra
Fusarium sp.

2018

Villareal M. et
al.

Describe y analiza al
género Bacillus spp., y
sus principales
mecanismos de accion.
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Objetivos de investigacion

Evaluar la actividad antagonista de un producto de Bacillus subtilis frente a
Fusarium oxysporum in vivo bajo condiciones de invernadero.

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 en plantas

de tomate.
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FASE I: Verificacion de la viabilidad de Bacillus subtilis UCMC — TB2

Castaneda, E. 2015 |

Identificacion
fenotipica de B.
subtilis UCMC-TB2

Extraccion del DNA
de la cepa B.
subtilis UCMC -
TB2

Amplificacion de la
region 16s y de los
genes ITU Ay Sfp

Electroforesis de
los productos

Secuenciacién y
analisis de
secuencias

| ) . Colonias blancas !
. Bacilos Gram ! !
i . ' rugosas con beta !
. positivos o - !
A .1 hemolisis

______________________________

Siembraen ASy
coloracion Gram

Wizard Genomic DNA
Purification Kit

Se evidenciaron bandas de 577pb
' que corresponde a ITU Ay 268 pb a
Gel de agarosa 1.5% . Sfp

__________________________________________________________

Realizadas por Macrogen i B. subtilis Bs-916 ----- 100%
Inc. y analizadas ' B. subtilis IHB B 7030 ----- 100%
mediante BLAST ' B. subtilis ATCC 19217 ----- 100%

__________________________________________________________
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FASE I: Verificacion de la viabilidad de Bacillus subtilis UCMC — TB2

Sanchez , Corrales, & Lancheros, 2010

Se recuperd la cepa Se incubd a Se incubd a
B. subtilis UCMC - 37 °C en 37 °C en
TB2 de congelacién aerobiosis — aerobiosis
(-80 °C) en caldo durante 24 durante 24
BHI horas horas

' Colonias rugosas con |
' beta hemolisis y sus |

_____________________________________

' Bacilos Gram positivos |

' bordes  extendidos | . con bordes
' sobre el medio (Realpe | . redondeados (Realpe M. |
i M. et al. 2002) et al. 2002)

_____________________________________

Castaineda, E. 2015
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FASE II: Aislamiento de Fusarium oxysporum y pruebas de antagonismo

Autor: Koppert biological system. 2016

: Centro de Bio-Sistemas de la

i Universidad de Bogota Jorge

Tadeo Lozano

* Plantas de tomate con
presencia de sintomas

* 4-5 meses de edad

""" A

Lavado del . Veg
material vegetal
Sanchez L. et al. 2016

Siembra del
material vegetal
en medio PDA

Sanchez L. et al. 2016

Aislamiento e
identificacion
del patégeno

Sanchez L. et al. 2016
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FASE Il: Aislamiento de Fusarium oxysporum y pruebas de antagonismo

Pruebas de
antagonismo

Fuente: Autora

La actividad biocontroladora que ejerce B. subtilis frente a F
oxysporum resulta de la produccion de metabolitos secundarios
como surfactina e lturina A (Layton C. et al. 2011)
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FASE lll: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero

Indculo de F.
10 mLss oxysporum

0.85% \

PDA

Se homogenizd y se
filtro con gasa estéril

Conteo de conidios en
Camara de Neubauer

Diluciones hasta conseguir la concentracidn
deseadalx102 conidios/mL

Sanchez L. et al. 2016

Indculo de B. subtilis UCMC —

TB2
SIS : Cepa B.
o Peptona ; subtilis
.« Maltosa i UCMC - TB2
: ia:;aragina e
« L-Acido BHI
' Glutamico

Se incubd a 37 °C
durante 24 horas

Recuento en Cdmara de
Neubauer y ajuste a la
concentracion deseada
1x108 UFC/mL

Castaneda E. 2016
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FASE lll: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero

Resultados en la escala de severidad de los
4 tratamientos

 sow g Nimero de | Contenido de cada
| 0% 2 plantas tratamiento
*4 6o% utilizadas por
& sox honto cada control y
40% tratamiento
30% T 1 - Control 4 Plantula +
20% anto positivo suspension de F.
Autor: Sar 10% oxysporum
0% . . .
1 T2 T3 Ta T 2 — control 4 Plantula sin indculo
negativo
Escala de severidad propuesta por el CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical). T3 4 Plantula +
0% Planta sana microencapsulados
0% No mas del 10% del follaje se encuentra clorético y/o marchito de B. subtilis
1 o 7
: T4 4 Plantula +
Hojas clordticas y/o marchitas ..
25% suspension de F.
50-70% Hojas clordticas y/o marchitas oxysporum +
St microencapsulados
Planta muerta o afectada de manera severa. Presenta la mayor parte de su .
100% de B. subtilis

follaje clordtico, marchito y necréticas, ademds de presentar defoliacidn
prematura
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FASE lll: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero

—>Encrespamiento en las hojas
—>0Oscurecimiento
—>Necrosis

(Gonzdlez |. et al. 2012)

BN ey | ¢ — Oscurecimiento vascular en los
Tratamiento 1 a los 12 dias. Fuente: Autor. 2018. - o aamy ‘ ‘ tallos y los peciolos infectados de
’ ; ~ las hojas grandes

Primeros sintomas: (Gonzdlez I. et al. 2012)
- Amarillamiento del follaje

— Caida de las hojas
(Gonzalez I. et al. 2012)

Tratamiento 1 a los 45 dias. Fuente: Autor. 2018.

Introduccion > > Objetivos > > Fase # 1 > > Fase # 2 > > Conclusiones >




FASE lll: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero

Actividad biocontroladora

B. subtilis vs. F. oxysporum - produccion de metabolitos secundarios

(surfactin e Iturina A)
(Layton C. et al. 2011)

Sintesis de enzimas liticas - quitinasas y B-glucanasas han
mostrado un efecto inhibitorio contra patégenos de origen fungico
(Compant et al. 2005)

Los lipopéptidos influyen en el establecimiento de B. subtilis
mediante la regulacion de procesos celulares como motilidad y

formacioén de biopeliculas
(Choudhary y Jhori, 2009; Xu et al. 2013)

Tratamiento 4 a los 45 dias. Fuente: Autor. 2018.
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FASE lll: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero

100
90
80
70
60
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40
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20
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0

80
70
60
50
40
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20
10

0

Promedio de la longitud de las plantulas por
tratamiento

86,9 86,65
70,6
65,3
14,55 14,37 14,42 14,6
T1 T2 T3 T4
ETi BT

Promedio de la longitud de la filosfera

67,37

56,25 57,52
J J -

mTi mTf

Promedio de la longitud de las raices por

25

20 19,27

17,9
15 13,07
10 9,05
5,02 4,95 49 5,12
5
0
T1 T2 T3 T4

ETi mTf

B. Subtilis también promueve el crecimiento y desarrollo de las
plantas asi como la disponibilidad de fosforo y nitrogeno vy la
sintesis de reguladores de crecimiento como Aacido
indolacetico, giberilinas y citocininas

(Garcia et al. 2001)
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos de la evaluacion en el bioensayo, se pudo concluir
que:

v El producto microencapsulado de la cepa de B. subtilis UCMC — TB2 posiblemente
presentd una accion antagonica frente a F. oxysporum in vivo, en plantas de tomate,
gracias a la produccion de metabolitos secundarios con accion antifungica como la
Iturina A y fengicina.

v’ Se evidencid la viabilidad del producto bioldgico de la cepa de B. subtilis UCMC — TB2.
Las plantas del tratamiento T4 inoculadas con el patdégeno y tratadas con las
microcapsulas no manifestaron sintomas de la enfermedad, lo que indica que el
tratamiento fue el adecuado para el control del desarrollo de la enfermedad.
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Conclusiones

v'Se evidencié la capacidad que poseen las bacterias de este género como
microorganismos promotores de crecimiento, debido a la accion inductora del

crecimiento en la filésfera y rizosfera de las plantas tratadas con la cepa de B. subtilis
UCMC - TB2.

Recomendaciones

Se recomienda a futuras investigaciones sobre el mismo campo, manejar las variables
como temperatura y humedad. Hacer un estudio previo fisico-quimico y microbioldgico
del suelo. Ademas de realizar el estudio en diferentes edades de la planta para
observar su respuesta ante el tratamiento y prolongar mas el tiempo del ensayo.
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Identificacion de F. oxysporum

Existen tres formas basicas:
* Forma lisa con apariencia de aguja, si las paredes del conidio son delgadas.

* Las esporas tienen una curvatura dorsoventral a lo largo o en una porcién
del macroconidio.

* La curvatura es mucho mas pronunciada en el lado dorsal que en el lado
ventral.

* Células apicales: en forma de punta, de gancho, papilada y estrecha.

e Células basales en forma de pie, pie alargado, mellada y ligeramente

mellada.
(Leslie y Summerell, 2006).



Mecanismos de control biolagico

* Produccion de lipopéptidos = lturina A, Surfactina, Fengicina
* Produccion de sideroforos - Pnas quelantes de Fe
* Produccion de enzimas liticas - Quitinasas, glucanasas

A) B) C)

Sha. 3 p 4 Enzimas
Lipopéptidos - @i' : wPatf)geno* "N, liticas
oM ARy, .~ 1A + . s “ee

L ot [N o N
Sideroforos & " .

(Villarreal M. et al.2018).
Fuente: Villarreal M. et al.2018.



BLAST

Basic Local Asignment
Search Tool

* Programa de
alineamiento de
secuencias de tipo
local ya sea DNA, RNA
o proteinas.

Color key for alignment scores
W =40 W40-50 W50-80 mE0-200 Ee=200

1 | I 1 | |
1 20 180 270 260 450

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i1 Alignments

Description stlzrxe
Uncultured Bacillus p. clone Y16 165 ribosomal RNA gene, partial sequence an
Anaerobacillus alkalilacustris strain KOTS1C PVl 12m 10 165 ribosomal RMA gene, partial sequence 883
Anaerobacillus alkalilacustris strain KOTS1C Privi 0m 04 168 ribosomal ENA gene,_partial sequence 883
Anaerobacillus alkalilacustris sirain Z-0521 165 ribosomal ENA gene, pariial sequence 8483
Eacillus krulwichiae strain T-28 165 ribosomal RNA gene,_partial sequence 874
Bacillus krulwichiae strain PB1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence a72
Uncultured bacterium clone 76 TC22 11 16S ribosomal RMA gene,_partial sequence 872
Uncultured bacterium clone TX2 2K23 163 ribosomal RMNA gene,_partial sequence 872
Bacillus sp. (in: Bacteria) strain FJAT-45385 165 ribosomal RNA gene, partial sequence a70
Uncultured Bacillus sp. clone MLS165 16S ribosomal RNA gene._partial sequence aro
Uncultured bacterium gene for 165 rRNA_partial sequence, clone: 0502TCLN2G2 869

Fuente: NCBI. 2018.

Total
score

In
833
883
883
874
872
872
872
870
870
869

Query
cover

100%
100%
100%
100%
99%
100%
100%
100%
98%
100%
100%

value
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Ident

100%
99%
99%
99%
99%
939%
99%
99%
99%
99%
98%

o

Accession

JF522314.1
KY742409 1
KYT742373 1
NR 115854.1
HQ202852 1
MF407325 1
KM251165.1
JN178021.1
KY612314.1
JX240877 1
ABB96024 1



PCR
. Gemlss  Geamua

Primers 3Fy 1492 R Denaturacion 94° C Denaturacion 94° C
Denaturacidon 94° C inicial por 10 min inicial por 10 min
inicial por 10 35 ciclos de45s 94°C 35 ciclos de45s 94°C
min
: . Anillamiento 45s 64,3°C Anillamiento 45s 58,3°C
10 ciclos de 94° C
45 s Elongacion 30 s 72°C Elongacion 30 s 72°C
30s 46° C Extension final 72°C Extension final 72°C
1 min 72°C por 10 min por 10 min
20 ciclos de 94° C
30s
30 S 55°C ef:l:l:r Secuencias del oligonucleétido GC+ATTm
|tI.:D F 5 GTAGGGATGGGTAAAAGT '3 52
2 m|n 720 C R g:GCTTCTTGCGTAAATGGAC 56
ltuA F 5 ATGGACCGCCCGCTTTCTG'3 62
Extension 72° C R ¥ ACTCCTCGTCCGCCTCATA 80
final por 10 Sfp F :'GCTCGTCC'I'I'GTCTT'I'I'GC'S 58
. R I CTCGTTCGCTCAGTCATA S 54
min

Castafieda, E. 2015



