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Resumen

El romero es una de las plantas aromaticas mas importantes dentro del mercado de exportaciéon
colombiano. El cultivo de esta planta se ve afectado por marchitez vascular producida por Fusarium spp.
El objetivo principal de este trabajo fue establecer en el romero el efecto biocontrolador de Bacillus spp.,
frente a Fusarium spp., bajo condiciones de invernadero. Para ello se seleccionaron Bacillus liqueniformis
(B1), Bacillus subtilis (B2), Bacillus megaterium (B 1 4), Bacillus brevis (E2), aislados de rizésfera de plantas
aromadticas, a los cuales se les realizaron pruebas de viabilidad, identificacion enzimatica manual y
automatizada, y pruebas de antagonismo in vitro en medio PDA frente a fusarium acuminatum aislado
de las plantas de romero, comprobando la patogenicidad del hongo por postulados de Koch.

El ensayo se realizé con 30 plantulas de romero, un control negativo y uno positivo, bioensayos
con sélo Bacillus spp., y tratamientos con Bacillus spp., mas el patdgeno. Para evaluar la severidad del
patdgeno y el comportamiento de las bacterias cada ensayo se realizd por triplicado y bajo condiciones
de invernadero. En las pruebas de antagonismo in vitro Bl y B2 presentaron entre el 70—100% de
inhibicién del micelio y Bl4 y E2 entre el 40-69%. Los Bacillus spp., disminuyeron la severidad de
la marchitez vascular en todos los ensayos; por la produccidn de sustancias antifingicas facilitaron el
aumento del peso seco de las hojas de las plantas al permitir la obtencidn de nutrientes y B4 aumenté
la longitud de la raiz y el tallo. Se precisa secuenciar el aislamiento de Fusarium, para confirmar la especie.
Palabras clave: fitopatégeno, marchitez vascular, Rosmarinus officinalis L.

Abstract
Evaluation of biocontrol effect of Bacillus spp. vs. Fusarium spp. under greenhouse
conditions in Rosmarinus officinalis L.
This study evaluates the effect of the genus Bacillus sp as biological control of fungal phytopathogens in
plants, mostly through antagonistic relations that induce cell death in natural way. Fusarium oxysporum is



NOVA - PUBLICACION CIENTIFICA EN CIENCIAS BIOMEDICAS - ISSN:1794-2470 VOL.8 No. 13 / ENERO - JUNIO DE 2010 - 1- 120

well-known pathogen related with vascular wilt and root rot in a variety of plants; colonizing the vessels
and blocking them to cause yellowing of leaves due to the impossibility in the transport of nutrients,
causal of serius economic loss in national agriculture. Several mechanisms have been established to
control this filamentous fungi within which are the extensive and variable use of agrochemicals and
pesticides, but due its harmful effects to the environment, has begun to replace by the use of the
genus Bacillus. Its biocontrol effect is mediated by the biochemical profile, as they produce multiple
biologically active metabolites; Bacillus subtilis produces fengycin and iturin A, and Bacillus brevis and
gramicidin S (1-5), able of inhibit the normal growth and development of other organisms, this suggest
its use as a biocontrol of pests to strengthen the current environmental quality standards.
Keywords: Bacillus sp, Fusarium oxysporum, biocontrol, genes, metabolites.

Introduccion

El cultivo de romero (Rosmarinus officinalis L.), es
uno de los mds importantes dentro del mercado de
plantas aromdticas y medicinales en el mundo; debido
aque de éste se obtienen aceites esenciales estimulantes
y tonicos medicinales para perfumeria, ademds de
que es utilizado como condimento (1). Colombia
presenta una condicién de alta heterogeneidad en
la siembra de especies de plantas aromdticas, siendo
el departamento de Cundinamarca el de mayor
drea de cultivo, principalmente de romero (2). Las
plantas de romero pueden ser afectadas por varios
fitopatdgenos, entre los que se destaca el Fusarium
spp.» ocasionando marchitez vascular, lo cual provoca
pérdidas econdmicas y de confiabilidad en el producto,
dispersién del patégeno en los cultivos aledafos y
contaminacién de suelo y agua por la utilizacién de
agroquimicos para combatirlo.

Es importante resaltar que Colombia exporta
hierbas aromdticas principalmente a Norteamérica y
Europa (2). La produccién del romero como hierba
aromdtica condimentaria y especialmente como
esencia, se perfila como una actividad promisoria
(3). Las exportaciones de éstas especias se perjudican,
cuando las aromdticas no se encuentran en un estado
fitosanitario éptimo y por ende las ganancias de los
cultivadores y empresarios disminuye.

El manejo convencional de los problemas
fitosanitarios por parte de los agricultores se basa en
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la aplicacién de quimicos, generando deterioro en
los suelos y disminucién en la calidad del producto
agricola. Razén por la cual en los dltimos anos
las investigaciones estdn encaminadas a plantear
sistemas de control de fitopatégenos, usando
biocontroladores como alternativa para mantener el
equilibrio en los ecosistemas agricolas. La utilizacién
de microorganismos saproéfitos, especialmente
seleccionados, pertenecientes a la flora de los suelos
agricolas para controlar fitopatdgenos, representa
una importante herramienta y una alternativa de
control biolégico (4). Entre los microorganismos mds
utilizados para el control de fitopatégenos fingicos
se encuentra el género Bacillus spp. (5,6), debido a
que tienen la facilidad de digerir la quitina, ademds
de la produccién de antibiéticos como: bacitracina,
polimixina, tirocidina, gramicidinay circulina, entre
otros (7). Este estudio plantea una posible alternativa
para el control de la enfermedad, al establecer el efecto
biocontrolador de Bacillus spp., frente a Fusarium spp.,
bajo condiciones de invernadero en plantas de romero
durante su etapa vegetativa, experimento que se
realizé en los invernaderos de la Universidad Nacional

de Colombia, Sede Bogotd.

Materiales y métodos
Las bacterias utilizadas en este estudio fueron
aisladas de rizésfera de mejorana, tomillo, estragén,
estrellita de Belén y albahaca, en proyectos anteriores
realizados con el grupo de investigacion CEPARIUM
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de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

Recuperacién de microorganismos aislados de
rizésfera de plantas aromaticas. El procedimiento
para la descongelacién de los microorganismos en
éste estudio fue realizado de acuerdo al protocolo
descrito por Corrales y Sdnchez en el 2005, con
modificaciones (8). Los viales de las cepas utilizadas
correspondian a L2, L3, L4, L7, L10 aisladas con
anterioridad de la planta estrellita de Belén (9); H4,
AHE, A. iwoth, MISC, 9.5.1, 7.4.1, 7.4, 4.5, 3.5,
2.5,2.4, 4.4, 1.5 aisladas de mejorana (10); E4, E2,
E1 aisladas de estragén(11); B1, B2, B3, B4 aisladas
de tomillo (12); y B14 aislada de albahaca (13), para
un total de 26 microorganismos.

Identificacién de los microorganismos
seleccionados. Se seleccionaron siete cepas de acuerdo
a las caracteristicas de viabilidad y de crecimiento que
presentaron. Se realizd la identificacién a las cepas
seleccionadas (9.5.1, B1, B2, B3, B4, E2, B14), a
través de pruebas bioquimicas manuales (TSI, citrato
de Simmons, urea, motilidad, nitritos, NaCl 4.5%,
glucosa, xilosa, arabinosa, almidén) y automatizadas
por el sistema BBL CRYSTAL.

Aislamiento e identificacién del patégeno. Se
utilizé un aislamiento de Fusarium spp., obtenido
anteriormente de plantas de romero (Rosmarinus
officinalis) que presentaban signos y sintomas de
marchitez vascular de cultivos de la Universidad
Nacional, sede Bogotd. A éste se le realiz6 coloracién
con azul de lactofenol, para la identificacién
microscdpica por claves taxonémicas especificas del
género Fusarium (Fuskey).

Pruebas de patogenicidad. Con el fin de
determinar si el aislamiento proporcionado por la
Universidad Nacional de Colombia era el causante de
marchitez vascular en romero (Rosmarinus officinalis);
se realizaron pruebas de patogenicidad en las pldntulas
de un mes, con cuatro repeticiones; la evaluacion se
efectud a los ocho dias con la medicién de severidad.

Las plédntulas fueron lavadas con agua de chorro y
sometidas a desinfeccién con hipoclorito de sodio al
10% por 5 minutos, posteriormente fueron lavadas
con abundante agua destilada estéril y sumergidas
en alcohol al 70%, luego se dejaron secar en toallas
absorbentes (14). En un ambiente antiséptico se hizo
una herida en la base del tallo, sobre la misma se

colocé el inéeulo (el hongo con 15 dias de desarrollo
en medio PDA), cubriendo la zona tratada con gasa
humedecida en agua destilada estéril. Las plantas
control fueron sometidas al mismo tratamiento
colocdndoles solamente gasa humedecida (15).

Cada uno de los tratamientos fue sembrado en
turba estéril a capacidad de campo. Las plantas se
mantuvieron en cdmara hiumeda constituida por
bolsas de pldstico transparentes. Tanto las plantas
inoculadas como los controles fueron mantenidos
a 23°C +3°C bajo condiciones de invernadero (15).
Estas fueron evaluadas macroscépicamente y al
estereoscopio a los ocho dias para observacion de los
haces vasculares a través de un corte longitudinal en el
tallo. Para la determinacién de los postulados de Koch
los tallos se sembraron en agar Rosa de Bengalay PDA
con el fin de obtener el patégeno; la confirmacién de
las estructuras microscépicas se realizé con coloracién
de azul de lactofenol.

Prueba de enfrentamiento directo. Para observar
el potencial antagénico in vitro de las bacterias B1,
B2, B3, B4, E2, 9.5.1 y B14 contra Fusarium spp.,
se utiliz6 la metodologia empleada por Acosta y
Avellaneda (12), con algunas modificaciones. Se
sembré el fitopatégeno en el centro de una caja
de Petri y cuatro biocontroladores por estria a una
distancia de 3cm respecto al patégeno. Los ensayos
se sembraron por triplicado en agar PDA por 7
dias a 28°C, y al mismo tiempo se hizo un control
del crecimiento del aislamiento del Fusarium spp.,
utilizado (12).

La tasa de crecimiento micelial se dio en centimetros
por dia, se determiné teniendo en cuenta el radio
de crecimiento de la colonia fungica calculando su
magnitud mediante la expresién sugerida por Mead (9):

T.C= (Cf -Ci)/ (Tf-Ti)

El porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial se calculé empleando la fé6rmula de
Samaniego y colaboradores, citado por Acosta y
Avellaneda (12).

% inhibicién= ((R1-R2) / R1)* 100

El comportamiento de inhibicién mostrado por
los diferentes aislamientos se agrupé de la siguiente
manera (9):
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e Negativo: ausencia de zona de inhibicién o un
porcentaje menor de 10% y crecimiento normal
de la colonia fingica, de forma similar al control.

e Baja: ausencia de zona de inhibicién o con un
porcentaje entre 10-39% y con disminucién en
el crecimiento de la colonia flingica.

® Media: ausencia de zona de inhibicién o un por-
centaje entre 40—69% y con disminucién en el
crecimiento de la colonia fingica.

e Positivo: presencia de zona de inhibicién definida
o en un porcentaje entre 70—100%.

Material vegetal. Se sembraron 200 plintulas
de romero (Rosmarinus officinalis) por esqueje en
una bandeja en el invernadero de propagacién de la
Universidad Nacional de Colombia. Después de un
mes, se seleccionaron 30 plintulas homogéneas en
tamano, sin signos y sintomas de enfermedad.

Preparacién del inéculo del patégeno. Para la
preparacién del inéculo de Fusarium spp., se utilizd
un hongo de 15 dias de crecimiento en medio PDA.
A éste se le agregé 20 mL de agua destilada estéril
y se raspé con un asa para despegar los conidios.
Posteriormente, se filtré la suspensién con dos gasas
estériles (16) y se agitd en vortex durante un minuto.
Luego se agregd esta suspensién a frascos estériles
de 75 mL con agua destilada estéril. Después se realizd
un recuento de conidios en cimara de Neubauer, para
obtener una concentracién de 1x10° conidios/mL
y con ayuda de un bisturi a las plantas se les cortd
10 mm de la base del tallo, inoculando en esta 1mL
de la suspensién de Fusarium spp., con jeringa. En
los controles negativos se reemplazé el inéculo de
Fusarium spp., por agua destilada estéril (12).

Preparaci6n del inéculo delos biocontroladores.
Para la preparacién del inéculo de los biocontroladores
se realizé siembra de las bacterias en agar Mueller—
Hinton, a las 24 horas de crecimiento de estas se
preparé en caldo BHI la concentracién estandarizada
a 108 UFC/mL, usando la escala de Mac Farland (17).

Montaje del bioensayo. Cuando las plintulas
alcanzaron una altura promedio de 10 cm se procedié
a medir la longitud del tallo, raiz y longitud total
por planta. Se lavaron con agua destilada estéril
para eliminar el exceso de suelo y se hizo un corte
en la base del tallo bajo condiciones asépticas (14).
Luego se sumergieron en frascos que contenfan las
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suspensiones bacterianas B14, E2, B1, B2 durante
15 min (18). A las 24 horas fue inoculado por
inyeccién 1 mL de la suspensién del patégeno en
la herida realizada en la base del tallo. Las plantulas
fueron colocadas bajo condiciones de invernadero
durante 35 dias bajo una polisombra. En el ensayo
se montod un testigo positivo y uno negativo, cuatro
bioensayos que contenian sélo los Bacillus spp.,
biocontroladores y cuatro tratamientos que contenian
cada uno los Bacillus spp., con el patégeno, todos
estos por triplicado.

Evaluacién de la severidad. Las plantas fueron
evaluadas cinco veces durante 35 dias. La evaluacién
de la severidad se llevé a cabo mediante la elaboracién
de una escala establecida por primera vez para esta
especie vegetal, Figura 1, y se utiliz6 la férmula de
Castano (19,20):

Y (nx1)

severidad (%)=
N

Severidad %: severidad de la enfermedad expresada en
porcentaje del tejido afectado.

n: ndmero de unidades de muestreo clasificadas

en cada clase.

indice de severidad por cada clase.

N: namero total de unidades de muestreo

—

observadas.

Confirmacién del patégeno en haces vasculares.
Se realizaron cortes longitudinales a los tallos, con
el fin de observar a través del estereoscopio los
haces vasculares de todas las plantas del ensayo,
identificando sintomas internos de marchitez
vascular; posteriormente se sembré en agar PDA
dos segmentos de estos tallos, previa limpieza y
desinfeccién, con el fin de confirmar la presencia o
ausencia del hongo fitopatégeno.

Evaluacién del crecimiento y peso seco. Al
finalizar el ensayo se procedié a medir la longitud del
tallo y raiz para determinar diferencias entre estas. Las
plantas fueron llevadas a un horno a 70°C por tres
dias para determinar su peso seco.

Resultados
Recuperacién de microorganismos aislados
de rizésfera de plantas aromdticas. Los 26
microorganismos descongelados presentaron
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Figura 1. Escala de severidad en romero establecida por Bautista, Gonzilez y Guevara.

crecimiento en caldo BHI después de 24 horas, esta A) Colonia de Fusarium aislado de romero.

lectura se evidencié a través de la turbidez del caldo. De B) Esporodoquios de color amarillo, Figura 2.
éstos, se seleccionaron siete de acuerdo a los siguientes A) macroconidias de 25um con 4-6 septos, sin
criterios: morfologia, tamano, abundanciay presencia  coloracién, observacién microscépica 40x.
de esporasen la coloracién de Gram, mejor crecimiento .
. R sporodoquio

en agar sangre y ausencia de contaminacion. sty
Identificacién de microorganismos seleccionados
Los resultados de las pruebas bioquimicas manuales se
ven en la Tabla 1 y los de las pruebas automatizadas

(BBL CRYSTAL) en la Tabla 2.

Identificacién del patégeno. Las caracteristicas

microscépicas y macroscopicas del fitopatégeno

concuerdan con Fusarium acuminatum, Tabla 3. Figura 2. Caracteristicas macroscépicas de Fusarium sp., en agar PDA

Figura 3. Observacién microscopica de las estructuras del aislamiento del Fusarium spp.
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Aislamiento

TSI K/A  A/A
Urea - -
Simmons Citrato + -
Motilidad + +
Almidén + -
NaCl 75% - -
Nitratos + +
Glucosa + +
Arabinosa - -
Xilosa - -

Tabla 1. Actividad enzimdtica por pruebas bioquimicas manuales.

K/A K/A K/A K/A CO,+ A/A
d - + + +
- + d + -
+ + + + +
+ + - - +
i i - o i
+ - - - -
+ + + + +
. - B, + -
_ ; - P i

d: débilmente positivo.

Tabla 2. Identificacién de microorganismos por actividad enzimdtica en método automatizado.

% de confiabilidad

Aislamiento

Microorganismo

(BBL CRYSTAL)
Cédigo: 2334571752

identificado

Bl 96% Bacillus ligueniformis
Cédigo: 2014463753 . -

B2 99.5% Bacillus subtilis
Codigo: 2334463773 . .

B3 94% Bacillus subtilis
Cédigo: 3571411765 .

B4 999% Bacillus cereus
Cédigo: 3575535771 Oerskovia spp.

9.5.1 80% Bucillus li iformi
12% cillus liqueniformis
Cédigo: 2664471473 . .

B14 999% Bacillus megaterium

E2 Codigo: 2574000643 Bacillus brevis

99%

Tabla 3. Caracteristicas macroscdpicas y microscépicas de un aislamiento de Fusarium spp., en romero.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Colonia inicialmente blanca, algodonosa, densa; con la edad se
torna de color vino intenso, Figura 2A.

En agar PDA presenté esporodoquios con una pigmentacién que
va de amarillo a naranja melén en el micelio, Figura 2B.

Microscépicamente el aislamiento presentaba microconidias
ausentes.

Macroconidias de curvatura moderada, presentan de 4-6
septos, anchas en el centro, muy abundantes, Figura 3A y 3B.
Se observaron conidiéforos ramificados, Figura 3C.
Clamidosporas ovales, globosas e indistintamente ubicadas,

Figura 3C.

B) macroconidias abundantes en cimara de
Neubauer, observacién microscépica 10x. C)
clamidosporas globosas y conidioforo ramificado con
azul de lactofenol, observacién microscépica 40x.
Bautista, Gonzdlez y Guevara (2009).
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Pruebas de patogenicidad. Los cuatro tratamientos
presentaron signos y sintomas de marchitez vascular
macroscépica y al estereoscopio. El control negativo
no present6 signos ni sintomas. En agar rosa de
Bengala y PDA, se evidencié el crecimiento de un
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Figura 4. Crecimiento del hongo en agar PDA y Rosa de Bengala y observacién microscépica.
A) Aislamiento del fitopatégeno en agar PDA, y rosa de bengala. B) Observacién microscopica en 40x con coloracién de azul de lactofenol
del hongo crecido en agar PDA. Bautista, Gonzdlez y Guevara (2009).

hongo con micelio rojo claro el cual concuerda con
el Fusarium inoculado como se observa en la Figura
4A, en la coloracién de azul de lactofenol muestra
caracteristicas compatibles con el fitopatégeno
estudiado como se observa en la Figura 4B.

Prueba de enfrentamiento directo. Los Bacillus
analizados resultaron ser eficientes contra el ataque
del Fusarium spp., aislado en las pruebas in vitro. Los
resultados del porcentaje de inhibicién y la tasa de
crecimiento micelial frente al patégeno se hicieron en
base al promedio de las tres repeticiones por bacteria, estos
datos se referencian en la Tabla 4 y Figuras 5y 6. Bl y
B2 fueron positivas presentando un porcentaje entre el
70-100% de inhibicién del micelio. B3, B4, B14, E2 y
9.5.1 mostraron una inhibicién media con un porcentaje
entre 40—69%. Ninguno de los Bacillus obtenidos
tuvo un porcentaje bajo de inhibicién ni negativo.

Montaje del bioensayo. Con base en los
resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas,
las pruebas de antagonismo y la pureza de la cepa
no se pudo trabajar con las siguientes bacterias: B3
pues correspondia a Bacillus subtilis al igual que
B2, pero con menor porcentaje de inhibicién; B4

% de inhibicion

Bl B2 B3 B4 E2

951 Bl4 Testigo
Bacillus spp.

Figura 5. Porcentaje de inhibicién de Bacillus spp., frente al aislamiento
de Fusarium spp.

Tabla 4. Resultados del porcentaje de inhibicién y tasa de
crecimiento micelial del aislamiento de Fusarium spp., frente a los

Bacillus spp.
Aislamiento .0/(.) ., T.C (cm/dia)

Inhibicién
B1 70.21 0.18
B2 71.91 0.17
B3 68.52 0.2
B4 45.27 0.36
E2 58.11 0.27
9.5.1 46.73 0.35
B14 53.99 0.3
Testigo 0 0.67

present6 contaminacién al momento de montar el
bioensayo y 9.5.1 en la identificacién bioquimica
arroj6 valores de confiabilidad menores a un 90%:
compatibilidad con Oerskovia spp., en un 80% y con
Bacillus ligueniformis en un 12%, por lo tanto no se
utilizé. Las bacterias utilizadas para el montaje de la
prueba de campo fueron: B1 (Bacillus liqueniformis),
B2 (Bacillus subtilis), B14 (Bacillus megaterium) y E2
(Bacillus brevis).

Bacinus spp.
508 PP
s
138
S04
5E
L]
T~
88 o I [ I
L]
% Bt B2 B3 B4 E2 951 Bi4 Testigo

Bacillus spp.

Figura 6. Tasa de crecimiento micelial del aislamiento de Fusarium

spp.» frente a Bacillus spp.
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Evaluacién de la severidad. Los resultados de
la severidad se muestran en la Figura 7. Todas las
bacterias fueron eficientes frente a Fusarium spp
bajo condiciones de invernadero comparado con el
control positivo. La menos eficiente fue B14 con un
porcentaje de severidad de 31,6%. E2 y B2 mostraron
resultados iguales con 13,3% y B1 se acerca a estos
resultados con 15%.

Confirmacién del patégeno en haces vasculares.
A través del estereoscopio se pudo observar un color
gris claro en los haces vasculares a excepcién del
testigo positivo donde dos de las tres plantas (A, By
C) mostraron un color marrén. En el momento del
corte varias plantas mostraron un endurecimiento en
el sitio de inoculacién. Los datos del crecimiento del
patégeno en medio PDA se observa en la Tabla 5.

Tabla 5. Crecimiento del patdgeno en medio PDA.

Ensayos en los que se aislé el Fusarium.

Testigo positivo By C
Tratamiento E2 Ay B
Tratamiento B14 By C

Evaluacién del crecimiento y peso seco. En la
Figura 8 se observa el porcentaje de crecimiento de la
raiz de los bioensayos y testigos. En ésta se evidencia
mayor crecimiento en todos los bioensayos respecto
a los testigos, sin embargo B14 (Bacillus megaterium)
favorecié el mayor crecimiento radicular con un
28.1% vy con una diferencia de 23.6% respecto al
control negativo. El control positivo presenté un
crecimiento demasiado bajo con una diferencia de
3.7% respecto al negativo.

La Figura 9 muestra los resultados obtenidos en el
porcentaje de crecimiento del tallo en bioensayos y
testigos. El bioensayo con B14 (Bacillus megaterium)

[ =

Porcentaje (%)
O = D W B n Oy
=R=N=1

TT0 10 10 TT0

EZ+patdgeno

Testigo positivo

B14+patdgeno B1+patégeno B2+patogeno

Tratamientos

Figura 7. Porcentaje de severidad de marchitez vascular en plantas de romero.
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presentd el mejor crecimiento con un 18.1% en
comparacién con los demds. Si se compara con
el control negativo se observa que el crecimiento
fue mayor en 1.4%, mostrando una diferencia
significativa; los demds bioensayos no mostraron
incremento en la longitud del tallo con respecto al
control negativo, pero si con respecto al positivo.
La Figura 9 también muestra que la presencia del
patégeno en el testigo positivo produjo disminucién
del crecimiento del tallo en un 8% con respecto al
control negativo.

La Figura 10 muestra que se obtuvo mayor
peso seco en hojas en todos los tratamientos, en
comparacién con los bioensayos y los testigos.
Sin embargo, fue con B2 el que mostré el mayor
porcentaje frente a los testigos. En el montaje de los
tratamientos, B14 revel$ el valor mds alto seguido
de B2 con diferencias significativas con respecto a
los testigos. Al comparar los resultados obtenidos
entre tratamientos, bioensayos y testigos, B2 mostré6
los resultados mds altos. En cuanto al peso seco en
raiz, se evidencia que entre bioensayos y tratamientos
no hay una diferencia significativa. Sin embargo,
E2 obtuvo los mayores resultados con respecto
al testigo negativo. En lo relacionado con el peso
seco en tallo tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los resultados de los bioensayos y
los tratamientos.

Discusion
El Fusarium aislado de plantas de romero en
la Universidad Nacional de Colombia tiene las
caracteristicas morfolégicas de Fusarium acuminatum,
las cuales estdn reportadas por John E Leslie, Brett
A. Summerell, en el libro 7he Fusarium Laboratory

50 | =
45 l 08
0,0 ]

Testigo
negativo

Porcentaje de crecimiento (%)

Testigo Bioensayo Bioensayo Bioensayo Bioensayo
positivo E2 B14 Bl B2

Figura 8. Crecimiento inicial y final de raiz en plantas de romero.



EVALUACION DEL EFECTO BIOCONTROLADOR DE BACILLUS SPP., FRENTE A FUSARIUM SPP, BAJO CONDICIONES DE
INVERNADERO EN ROSMARINUS OFFICINALIS L. PP: 63 - 75

20,0
180 |
16,0 |

140 (—

120 —

100 |
80 |
60 (—

Porcentaje de crecimiento (%)

4,0

20

00 °

Testigo
negativo

Testigo Bioensayo Bioensayo Bioensayo Bioensayo
positivo E2 Bl4 Bl B2

Figura 9. Crecimiento inicial y final de tallo en plantas de romero.

Manual; alli se menciona que el crecimiento de
esta especie en agar PDA es lento, el micelio en los
primeros dias es de color blanco pero posteriormente
pasa por colores rosa hasta el vino, en la etapa de
formacién de esporodoquios se torna de color
amarillo, lo cual ocurre después de dos a tres semanas
de crecimiento (21). Descripcién macroscépica
que coincide con las caracteristicas del aislamiento
reportado en el estudio.

En cuanto a la descripcién microscépica, se
reportan para la especie aspectos como la ausencia
o escasez de microconidias, lo cual no representa un
indicador taxonémico fiable; sin embargo, aspectos
como la curvatura moderada de las macroconidias y
el ndmero de septos que va desde cuatro a seis por
estructura para Fusarium acuminatum, concuerda con
lo encontrado en el aislamiento como lo muestra la
Figura 3., asi como la formacién de clamidosporas
lenta en grupos o cadenas (21).

E acuminatum fue descrito por primera vez por Ellis
y Everhart a partir de tallos de papa en Ginebra, Nueva
York (22). Este hongo se encuentra en las regiones
templadas por lo general como un saprofito del suelo
o asociado a las raices y las coronas de las plantas. En
ocasiones puede estar asociado con enfermedades de
raiz y corona de una variedad de plantas, sobre todo en
legumbres y granos de cereales cultivados en Canadd,
Europa y la antigua Unién Soviética (21).

En Colombia no se ha reportado esta especie de
Fusarium, como sapréfito o patdgeno. El Ministerio
de Comercio, Industria y Turismo reporta en las
estadisticas de importaciones a Colombia, que
productos como trigo, cebada, maiz, soya, arroz y
legumbres provienen de Canadd, Rusia y algunos

B % PesoSeco Raiz

® % PesoSeco Tallo

Porcentaje de peso seco

B % Peso Seco Hojas

Figura 10. Evaluacién de peso seco en raiz, tallo y hojas de plantas
de romero.

paises de la Unién Europea (23,24), donde se ha
identificado esta especie de Fusarium. Lo anterior
plantea la posibilidad de que el patégeno haya
ingresado al pais en estos productos de importacién.
Por ende se hace esencial realizar la secuenciacién de
éste aislamiento, con el fin de confirmar la especie y
en tal caso hacer el reporte en Colombia.

Se confirmé el Fusarium aislado como agente
patégeno a través de los postulados de Koch al
demostrarse lo siguiente: el patégeno siempre estuvo
asociado con la enfermedad; se aislé en agar PDA,
a partir de este se estudiaron sus caracteristicas
especificas; luego se inoculd en plantas sanas las cuales
presentaron sintomas caracteristicos de la enfermedad
y por tltimo fue reaislado de las plantas inoculadas
nuevamente en agar PDA, presentando las mismas
caracteristicas macroscdpicas y microscépicas (25).

Todas las bacterias presentaron un buen desempefio
en las pruebas antagénicas iz vitro, resultado esperado
ya que las especies del género Bacillus han sido
reportadas como efectivos biocontroladores de
multiples fitopatégenos por su capacidad de producir
varios antibidticos de amplio espectro, caracteristica
que ha permitido utilizarlos como fungicidas
comerciales (26-29).

B1 (Bacillus liqueniformis) y B2 (Bacillus subtilis),
presentaron un desempefo positivo en las pruebas iz
vitro contra Fusarium probablemente por la capacidad
de secretar lipopéptidos antibiéticos del grupo
[turin cuyo mecanismo de accién va dirigida sobre
la permeabilidad de la membrana y la composicién
lipidica de la célula flingica, de tal forma que inhibe el
crecimiento micelial y la esporulacién del hongo (30-
32). B3, B4, B14,9.5.1 y E2 presentaron un nivel de
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inhibicién medio. B3 (Bacillus subtilis) corresponde
a la misma especie que B2 presentando porcentajes
de inhibicién similares y las mismas caracteristicas
antagoénicas; B4 (Bacillus cereus) produce zwittermicin
A, con caracteristicas estructurales similares al
quitosano, el cual actiia como antibidtico frente a
fitopatégenos (33-35). B14 (Bacillus megaterium)
produce amilasas, proteasas, y antibidticos como
el megacin, ademds de otras sustancias antagénicas
(36,37). E2 (Bacillus brevis) produce péptidos
extracelulares antagénicos que inducen a la hinchazén
del citoplasma de las células que conforman las hifas,
también inhibe la germinacién de conidios, asi como
la formacién del micelio vegetativo del hongo (38);
por tltimo 9.5.1 (Oerskovia sp.) no ha sido reportado
como biocontrolador, sin embargo, mostré una
capacidad antagénica media en las pruebas in vizro.

Las plantas de romero que contenian los
tratamientos de Bacillus spp., con Fusarium spp.,
no presentaron un grado de severidad alto de
marchitez vascular bajo condiciones de invernadero
posiblemente porque:

1. Los Bacillus spp., fueron efectivos frente
al ataque del hongo mediante la produccién de
diferentes antibidticos y enzimas que evitaron el
crecimiento del hongo.

2. El aislamiento de Fusarium spp., utilizado
perdié virulencia y patogenicidad debido a la
inhibicién enzimdtica producida por las sucesivas
resiembras en medios de cultivo artificiales, que
generd cambios metabdlicos en éste y por ende un
grado de severidad bajo en las plantas inoculadas
(39). Autores como Bustamante, ven la necesidad
de revirulentar los hongos con fragmentos de tejido
asociados a la planta; esto con el fin de mantener
activos los genes implicados en la patogénesis y
virulencia. La severidad de los sintomas de marchitez
vascular varfa con el grado de patogenicidad y
virulencia de la especie de Fusarium, asi como de las
condiciones del experimento (40).

3. La agresividad de Fusarium spp., observada
bajo condiciones de invernadero no fue lamismaala
evidenciada en las pruebas de patogenicidad debido
al cambio de las condiciones agroambientales (suelo,
temperatura, humedad, luz). La temperatura del suelo
pudo no haber sido la adecuada y por ende se vio un
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retraso en la expresién de sintomas externos, pues
segun lo reportado a temperaturas menores de 20°C
la expresién de sintomas de marchitez vascular en las
plantas se retrasa considerablemente (16).

4. La técnica de inoculacién empleada en este
trabajo es considerada confiable para garantizar la
presencia del patégeno (16), sin embargo, demostrd
ser poco eficiente, probablemente porque se realizé
inyeccién del inéculo del patégeno en la base del
tallo y no se sumergi6 la raiz como lo sugieren
otros protocolos. Con esta técnica se pudo haber
interrumpido el proceso de infeccién en alguno de
los siguientes puntos: a) el reconocimiento de senales
de la raices de la planta, b) la adhesién a la superficie
de la raiz y la diferenciacién de hifas de penetracién,
c) la invasién del cortex de la raiz y la degradacién
de barreras fisicas tales como la de endodermos
hasta llegar al tejido vascular, viéndose asi afectada
la activacién de la cascada de sehalizacion MAPK
(proteina quinasa activada por mitégenos) esencial
en la patogénesis de Fusarium (41).

5. Es posible que la planta de romero haya
generado la sintesis de metabolitos secundarios como
las fitoalexinas que actian como mecanismo de
resistencia en las plantas, debido a la accién de factores
como elicitores o inductores exdgenos, producidos por
Fusarium, a consecuencia del dano mecdnico generada
por la inoculacién; y enddgenos, producidos por las
plantas en respuesta a la situacién de estrés provocada
en el momento de la inoculacién (42,43). De tal
forma que una alta concentracién y acumulacién de
fitoalexinas pudo inhibir el desarrollo del patégeno (25).

Las plantas inoculadas en el tratamiento con
B14 (Bacillus megaterium), mostraron aumento
de crecimiento en raiz, probablemente porque los
Bacillus spp., y un amplio nimero de rizobacterias,
producen compuestos promotores de crecimiento en
plantas como el 4cido indol-3-acético (AIA), auxinas,
giberelinas y citoquininas que permiten la captacién de
minerales disponibles como nitrégeno y fésforo en el
suelo. La presencia de estos compuestos en la rizésfera
parece estimular directamente el crecimiento de la
planta (44-46). Bacillus megaterium, ha sido reportado
en otros estudios como promotor de crecimiento y
modificador de la estructura de la raizy especificamente
en Arabidopsis (47)y de giberelinas, fitohormonas
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esenciales que controlan muchos aspectos del
desarrollo de la planta que promueven la elongacién
del tallo, al estimular la divisién celular (48,49).

Los Bacillus aumentan el peso seco del follaje
cuando se utilizan para biocontrol o como bacterias
promotoras de crecimiento (PGPR) (50), lo que
explicaria los resultados observados en la Figura 9. Los
valores de peso seco obtenidos en el control negativo,
en los bioensayos y en los tratamientos sugieren que
las plantas absorbieron los nutrientes, ascendieron por
los haces vasculares y se acumularon principalmente
en hojas, probablemente porque la enfermedad ain
no se habia establecido, si se compara con el control
positivo. Los resultados del bioensayo positivo
sugieren que los nutrientes no pudieron ascender
por los haces vasculares debido al taponamiento
ocasionado por la accién patdgena del Fusarium,
raz6n por la cual se obtiene un mayor peso en la raiz.

En la comprobacién de la presencia del patégeno,
éste se recuperd a partir de: el control positivo,
confirmando una vez més los postulados de Koch con
el cual se comprueba que el Fusarium acuminatum
aislado desde un principio es el causante de la
marchitez vascular en romero, pues no solamente se
demostré su presencia a través del estereoscopio, sino
también por medio de la recuperacién en medio PDA
a partir del tejido vegetal.

En los tratamientos de B1+ Fusarium y B2 +
Fusarium, no se observaron sintomas que evidenciaran
la presencia del patgeno a través del estereoscopio ni
tampoco se pudo obtener a partir del cultivo de tejido
de romero en medio PDA. En una de las repeticiones
del tratamiento de B1 + Fusarium se observé el
crecimiento de un micelio blanco, el cual se pensé
fuera el patdgeno pero al realizar montaje con azul de
lactofenol se observé la presencia de micelio estéril,
lo cual no permitié identificar el microorganismo.
Es posible que las causas estén asociadas con la
desintegracién de las paredes miceliales que da como
resultado la destruccién total de las estructuras celulares
de los hongos patégenos, demostrando con ello la
particular habilidad de Bacillus spp., para inhibir
el crecimiento del patégeno (30,33,37,51) o que el
tejido sembrado no estaba afectado por Fusarium.

Los resultados de esta investigacién permiten
concluir que: Fusarium acuminatum es el agente
causal de la marchitez vascular en pldntulas de romero
(Rosmarinus officinalis) de la Universidad Nacional de
Colombia sede Bogotd. Los cuatro aislamientos de
Bacillus spp., presentaron actividad antagénica i vitro
frente a Fusarium spp., con un porcentaje de inhibicién
mayor al 45%, ya que las cuatro especies utilizadas
secretan sustancias anti-flingicas propias del género.

Los cuatro aislamientos de Bacillus spp.,
presentaron efecto biocontrolador bajo condiciones
de invernadero sobre Fusarium spp., en romero al
disminuir la severidad de la marchitez vascular en
las pldntulas por debajo del 50%, lo que valida los
resultados obtenidos en las pruebas in vitro y lo
senalado en la literatura acerca de estas bacterias. B14
(Bacillus megaterium) promovié el crecimiento de raiz
y tallo en pldntulas de romero en comparacién con
los otros Bacillus bajo condiciones de invernadero.

Se evidencié concordancia entre los resultados
obtenidos en la inhibicién en las pruebas iz vitro
y los de severidad bajo condiciones de invernadero
en plintulas de romero con Bacillus spp., frente a
Fusarium acuminatum. El empleo de Bacillus spp.,
como microorganismo de biocontrol contra Fusarium
acuminatum, demuestra ser una alternativa eficiente
para el manejo de éste hongo en plantulas de romero
bajo condiciones de invernadero.

Para futuros trabajos se recomienda evaluar en
fase de campo los cuatro Bacillus spp., utilizados
en este estudio con el fin de corroborar su efecto
biocontrolador contra Fusarium spp. Realizar la
identificacién por medio de técnicas moleculares del
aislamiento de Fusarium spp., utilizado con el fin de
corroborar la especie de este patdgeno, y divulgar
el primer reporte de éste en plantas de romero en
Colombia. Observar el efecto antagénico de estos
Bacillus spp. a diferentes concentraciones contra
Fusarium spp., con el fin de estandarizar la técnica
a la cual resultan ser mis eficiente su inoculacién,
y finalmente ccaracterizar por PCR los genes que
codifican la produccién de antibiéticos y/o enzimas
implicados en la capacidad biocontroladora de los
Bacillus spp., utilizados en éste estudio.
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