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RESUMEN

El desarrollo de estrategias diferentes al uso de agroquimicos en la agricultura ha abierto nuevas
posibilidades a la investigacién con microorganismos como alternativa en control biolégico debido
a sus capacidades bioquimicas y la facilidad de su manejo para la proteccién de cultivos. El objetivo
del presente estudio fué establecer el efecto biocontrolador de Bacillus spp., frente a Fusarium sp.,
bajo condiciones de invernadero en tomillo. La metodologia incluyé el aislamiento del posible
patégeno que estaba causando marchitez vascular y pérdidas en la produccién, su identificacién
por claves taxonémicas, pruebas de antagonismo directo en placa en donde se evalué el radio de
crecimiento de la colonia, porcentaje de inhibicién y tasa de crecimiento, ensayos bajo condiciones
de invernadero en plantas de tomillo con evaluaciones cada 5 dias durante 1 mes por escala de
severidad. Finalmente, se confirmé la presencia del patégeno en un segundo aislamiento para
confirmar los postulados de Koch. Los resultados mostraron que el causante de la enfermedad
era el hongo Fusarium pseudonygamai y en las pruebas de antagonismo que el tratamiento con
Bacillus UCMC (B2) resulto tener el mejor efecto biocontrolador in vitro y bajo condiciones de
invernadero contra Fusarium sp., por presentar mayores porcentajes de inhibicién, raices mas
largas, mayor peso seco y disminucién o ausencia de sintomas de la enfermedad. Se concluyé que
de los microorganismos en estudio, Bacillus UCMC (B2) tuvo el mejor potencial biocontrolador bajo
condiciones de invernadero contra Fusarium sp., en plantas de tomillo.
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Biocontrol effect of Bacillus spp, against Fusarium sp., under greenhouse
conditions in thyme plants (7hymus vulgaris L)

ABSTRACT

The development of different strategies different to agrochemicals in agriculture has opened new
possibilities for research with microbes as biological control alternative, given its biochemical
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abilities and ease of use for crop protection. The aim of this study was to establish the biocontrol
effect of Bacillus spp., against Fusarium sp., under greenhouse conditions in thyme.The methodology
included isolation of possible pathogen causing vascular wilt and yield losses, its identification
by taxonomic keys, evidence of direct antagonism plate where the radius of colony growth was
evaluated, percentage of inhibition and growth rate, tests undergreenhouse conditions in thyme
plants assessed every 5 days for 1 month by severity scale. Finally, we confirmed the presence of
the pathogen in a second isolation in order to confirm Koch’s postulates. The results showed that the
cause of the disease was the fungi Fusarium pseudonygamai . Antagonism test showed that treatment
with Bacillus UCMC (B2) had the best biocontrol effect in vitro and under greenhouse conditions
against Fusarium sp, giving its highest percentages of inhibition, longer roots, increased dry weight
and decrease or absence of disease symptoms. It was concluded that among the microorganisms
under study, Bacillus UCMC (B2) had the best potential biocontrol under greenhouse conditions

against Fusarium sp in thyme plants.

Keywords: biological control, antagonism, bacilli gram positive, vascular wilt, aromatics.
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INTRODUCCION

El tomillo es una hierba aromatica, me-
dicinal y culinaria que ocupa el tercer
lugar en la participaciéon de la oferta ex-
portadora de Colombia (1). El potencial
de estas plantas aromaticas es que con-
centran ciertas sustancias quimicas en sus
diferentes tejidos y 6rganos, producto del
metabolismo secundario, que pueden ser
aprovechadas por el hombre (2). Algu-
nos paises del mundo son importadores
de hierbas culinarias en fresco, Colombia
exporta 74% de su produccion a Estados
Unidos, 12% a Canada, 8% a Inglaterra,
2%a Alemania, 2%a Holanda y lo restante
a Bélgica y otros paises (3).

En el &mbito comercial el cultivo de to-
millo es altamente rentable, se pueden
sembrar 100.000 plantas por hectérea, y
obtener 4 cortes al afio, con rendimien-
tos de unas 18 Ton/ha en fresco; cuando
se trata deshidratado, se puede obtener
hasta 3 Ton/ha de tomillo seco y cerca de
50 kg/ha de aceite esencial. En Colombia,
se paga por cada plantula unos US$0.17y
se comercializan bolsas de 50 gramos de
producto fresco por valor de US$0.40 y el
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costo unitario de produccién bajo agricul-
tura organica, de US$0.15 por kilo, lo que
lo hace econ6micamente atractivo (4).

En los invernaderos de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Bogot4 se observé que las
plantas de tomillo pertenecientes al grupo
de hierbas aromaticas las cuales eran pro-
ducidas y vendidas frescas a consumido-
res y agricultores particulares para ser uti-
lizadas por estos altimos como material de
propagacion para establecer sus propios
cultivos, presentaban sintomas caracteris-
ticos de marchitamiento vascular ocasio-

nado por Fusarium sp. Esta enfermedad de
dificil manejo ha acabado con gran parte
de la produccion total de estos cultivos
afectando la ganancia de casi 100 millones
de pesos de ingreso bruto que se obtienen
de la negociacién anual de su venta y al
mismo tiempo esta sirviendo como fuente
de in6culo del patogeno.

Por otro lado, existen multiples facto-
res que son limitantes en la produccion
de hierbas aromaticas y no son tenidos
en cuenta cuando se buscan patégenos
causantes de enfermedades, entre otros,

65



Efecto biocontrolador de Bacillus spp., frente a Fusarium sp., bajo condiciones de invernadero en plantas de tomillo (Thymus vulgaris L.)

factores agronomicos como la seleccion
del material de propagacion libre de pa-
togenos, conocimiento de la fenologia,
adaptacion de la variedad, tipo de suelo,
requerimientos hidricos y nutricionales,
factores climaticos e implementos agrico-
las que pueden causar dafno a las plantas,
asi como el uso indiscriminado de agro-
quimicos que ha favorecido el aumento
de enfermedades virales, fingicas, bacte-
rianas y por nematodos.

La implementacion del control biologico de
enfermedades en plantas es una alternati-
va para el medio ambiente y una forma de
dar cumplimiento a las exigencias de otros
paises en lo referente a residualidad de
agroquimicos por la mayor eficiencia res-
pecto al uso de otras practicas de control
tradicional ya que aunque los antagonistas
pueden actuar en forma mas lenta y en me-
nor escala, su acciéon puede ser mas estable
y duradera que el control quimico (5).

El control biolégico se define segiin Cook
y Baker, (1983): “como la reduccion de la
densidad del in6culo o de las actividades
de un patégeno que produce una enfer-
medad, por uno o mas organismos, en
forma natural a través de la manipulacion
del medio ambiente, hospedero o anta-
gonista”(6). De esta manera, es posible
lograr un cultivo sano con el minimo de
pérdidas para el agricultor.

Existe un grupo importante de bacterias
que presentan efectos antagdnicos con
otros microorganismos y esta accion pue-
de ser aprovechada como una forma de
control biologico de patégenos vegetales
(7). Las bacterias son parte de las cade-
nas alimenticias del suelo, sirviendo de
alimento a otros microorganismos como
protozoarios, los cuales pueden ser an-
tagonistas de organismos fitopatégenos.

En fitopatologia tiene gran importancia el
antagonismo dado por bacterias saprofiti-
cas con especies de hongos. Entre las bac-
terias mas estudiadas como antagonistas
de fitopatogenos se encuentra Pseudomonas

spp. y Bacillus spp(6-7).

Trabajos previos y simultaneos con otras
especies aromaticas y ornamentales
realizados en el grupo de investigacion
CEPARIUM de la Universidad Colegio
Mayor de Cundinamarca aislaron e iden-
tificaron microorganismos asociados a
la rizosfera con potencial antagonista
contra Fusarium oxysporum. El objetivo de
este proyecto fue establecer cuales de los
seis (6) Bacillus spp., aislados de rizosfe-
ra tuvieron efecto biocontrolador bajo
condiciones de invernadero frente a un
aislamiento de Fusarium sp., causante del
marchitamiento vascular en plantas de
tomillo (Thymus vulgaris L.).

La metodologia incluy6 la valoraciéon del
porcentaje de inhibicion, peso seco y dis-
minucion de la severidad de la enfermedad
como variables para seleccionar el mi-
croorganismo mas efectivo. Se espera en
trabajos futuros establecer la cinética de
este microorganismo, su potencial genéti-
co, la confirmacion de su identidad y la
obtencion de los metabolitos que realizan
la accion antibiotica contra Fusarium sp.,
para contribuir en el control de la marchi-
tez vascular en aromaticas especialmente
en tomillo, pero también en otros cultivos
atacados por este hongo.

MATERIALES Y METODOS

Material Bioldgico. Se utilizaron seis cepas
de bacterias que habian sido aisladas de
rizosfera de aromaticas, Tabla 1, por el
grupo de investigacion CEPARIUM de la
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Universidad Colegio Mayor de Cundi-
namarca en proyectos anteriores y que
estaban conservadas en congelacion a
-20°C en caldo infusién cerebro corazén
(BHI) mas glicerol al 10%(8). El proce-
dimiento para la descongelacion de las
seis bacterias en estudio fue el de Corra-
les y Sanchez, 2005 (8).

1. Aislamiento e identificacién del patégeno. El
material vegetal de tomillo con los sin-
tomas tipicos de la enfermedad del mar-
chitamiento vascular; primero perdida
de turgencia, debilidad y tonalidad de
las hojas que va de verde claro a amarillo
verdoso; y luego una coloracién amari-
llenta, necrosis y muerte de la planta (9),
se recolect6 en los cultivos de la Facultad
de Agronomia de la Universidad Nacio-
nal de Colombia Sede Bogota.

Para el aislamiento del microorganismo
se tomaron tallos de plantas de tomillo
que presentaban sintomas de necrosis
del sistema vascular; luego en condicio-
nes totalmente asépticas y bajo una ca-
mara de flujo laminar se sometieron a
una desinfeccion preliminar con tween 80
y agua estéril, se colocaron en hipoclori-
to de sodio al 1% durante un minuto con
agitacion permanente, pasado este tiempo

se sumergieron en etanol al 70% duran-
te 30 segundos, con agitacion; luego se
realizaron cortes del tejido enfermo,
posteriormente las muestras fueron 13-

vadas tres veces con agua destilada es-
téril para eliminar los excesos del des-
infectante y luego secadas con papel
toalla estéril (9-10).

Una vez desinfectado el material del cual
se deseaba aislar por primera vez el pa-
togeno se cortaron cuatro segmentos de
1 cme para sembrar dos en cada caja con
PDA (11). Posteriormente, se tomaron
con una pinza estéril y se colocaron sobre
el medio de cultivo papa-dextrosa-agar
(PDA), para luego ser incubados duran-
te ocho dias a una temperatura de 22°C.
Adicionalmente, se utilizd6 el método en
camara humeda para aquellos tallos que
no presentaran signos muy evidentes. Se
esterilizaron las camaras humedas, se
colocaron las porciones lavadas y desin-
fectadas, se sellaron con papel vinipel, se
incubaron a temperatura ambiente hasta
los ocho dias que se observo la presencia
de cuerpos fructiferos desarrollados so-
bre la superficie del tejido. Se transfirio el
micelio o cuerpos fructiferos a un medio
de cultivo en placa (PDA), se incubaron a
una temperatura de 22°C por ocho dias.

Tabla 1. Aislamientos bacterianos.

Denominacion de las bacterias

Lugar de aislamiento

E2

Rizésfera de estragén

B14

Rizésfera de albahaca

BR

Rizésfera de romero y tomillo

B1

Rizésfera de tomillo

B2

Rizésfera de Estrellita de Belén

B4

Rizésfera de tomillo

Joya y Marquez. 2010.

67



Efecto biocontrolador de Bacillus spp., frente a Fusarium sp., bajo condiciones de invernadero en plantas de tomillo (Thymus vulgaris L.)

Una vez que el hongo inoculado crecio6 se
realizo un aislamiento secundario a pla-
cas con medio de cultivo PDA y finalmen-
te cuando se observo que el hongo crecia
sin la contaminaciéon de otros microor-
ganismos, se transplanto por duplicado a
tubos y cajas con medio de cultivo PDA.
La identificacion del hongo se efecttio
por medio de la técnica de microcultivo
a través de la observacion al microscopio
optico. Con tincion de azul de lactofenol
se determin6 la morfologia del micelio,
tipo de esporas, conidias, monofialides y
clamidosporas producidas. Se observa-
ron ademas caracteristicas macroscopi-
cas como, tipo de colonia, produccion de
pigmentos y color del micelio; mediante
la ayuda de claves taxonomicas del Ma-
nual FUSKEY especializadas en la iden-
tificacion de especies del genero Fusa-
rium, se comprobaron las caracteristicas
anotadas anteriormente (12).

2. Verificacion de antagonismo in vitro. Los ba-
cilos a utilizar en el estudio fueron des-
congelados de acuerdo con el protocolo
de Sanchez y Corrales, cinco dias antes
del ensayo y se realiz6 una siembra di-
recta en agar sangre, agar Mac. Conkey y
agar nutritivo con NaCl al 1% a 37°C por
18 horas, la primera para observar viabi-
lidad y hemolisis y los otros dos medios
para confirmar que no hubiese contami-
nacién con otros microorganismos.

Se realizo lectura de las siembras a las 24
y 48 horas para observar viabilidad (8).
La pureza a se confirmd por observacion
microscopica con coloracion de Gram.
Los seis microorganismos utilizados fue-
ron identificados plenamente en el labo-
ratorio de la Universidad Colegio Mayor
de Cundinamarca por crecimiento en
medios selectivos, coloracion de Gram,
pruebas bioquimicas en tubo y por el sis-

tema automatizado BBL® Crystal™ para
bacterias Gram positivas, las cuales reporta-
ron entre un 98 y 99% de confiabilidad (8).

Una vez aislados e identificados los mi-
croorganismos se llevaron a enfrenta-
miento directo dual en medio PDA, como
se explica a continuacién: en agar PDA
se sembraron los morfotipos de bacte-
rias, en dos lineas paralelas, cada una a
un centimetro de distancia del borde de
la caja de petri, se llevaron a incubar por
48 horas a 37°C. Cada caja se sembro
con dos morfotipos diferentes. Se reali-
zaron tres repeticiones para cada combi-
nacion. Una vez cumplido el tiempo, se
coloco un disco de 0.5 cm2 de didAmetro
en el centro de las cajas de agar con el
fitopatogeno Fusarium Sp. y se incubaron
los ensayos a 25°C.

Como testigo absoluto se sembro solo el
hongo fitopatégeno en medio PDA. La
lectura del crecimiento fingico se llevo a
cabo al tercero, quinto y séptimo dia de
incubacion (8). Los halos de inhibicion se
midieron partiendo del borde externo del
hongo hasta la linea donde se encuentra
la bacteria. Se tomaron como positivos
aquellos aislamientos que presentaron
halos de inhibicién, limitantes los que
presentaron un crecimiento micelial del
hongo hasta las lineas con la bacteria sin
alcanzar el borde de la caja, y negativos
aquellos donde el hongo llego hasta el li-
mite de la caja de petri pasando por enci-
ma de las lineas con la bacteria (13).

La tasa de crecimiento micelial se dio en

centimetros por dia, se determino tenien-
do en cuenta el radio de crecimiento mi-
celial de la colonia fungica calculando su
magnitud mediante la expresion sugerida
por Mead 1993 (14).
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T.C=(Cf-Ci)/(Tf-Ti), donde Cf es el creci-
miento final expresado en cm, Ci es el cre-
cimiento inicial expresado en cm, Ti es el
tiempo final y Ti es el tiempo inicial (14)
El porcentaje de inhibicion se calcul6 utili-
zando la siguiente formula (14):

Porcentaje de inhibicion = (R1-R2)/
(R1) x 100. Donde R1 es el radio de cre-
cimiento del hongo solo y R2 el radio de
crecimiento del hongo frente a la bacteria.
Una vez verificado el antagonismo se pro-
cedio a seleccionar las bacterias con mejor
comportamiento para ser probadas bajo
condiciones de invernadero.

3. Pruebas bajo condiciones de invernadero

Para las pruebas bajo condiciones de in-
vernadero se cont6 con el invernadero N° 8
cama 3, de estructura metalica, con cubier-
ta de polietileno y polisombra 70, camas de
concreto elevadas, bajo una temperatura

aproximada de 18 a 20 °C de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional de
Colombia, Sede Bogota, Figura 2.

Se realiz6 el seguimiento a las 42 plantas
seleccionadas midiendo longitud total, lon-
gitud de la parte aérea, longitud de la raiz y
nimero de ramas al inicio y final del ensayo
bajo condiciones de invernadero, Figura 2.

Preparacion inéculo del patdgeno

Se utilizaron cultivos de una semana de
crecimiento en Agar Papa Dextrosa (PDA),
los cuales fueron utilizados para la prepa-
racion de una suspension de esporas. Se
agregaron 20 ml de agua destilada estéril
a la caja de Petri que contenia el cultivo del
hongo patogeno y se hizo una suspension
con la totalidad del hongo que contenia el
cultivo, fue filtrada con gasa estéril en un
beaker que contenia 75 ml de agua destila-
da estéril como se observa en la Figura 3.

Figura 1. Invernadero N° 8 cama 3 de la Facultad de Agronomia de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Bogotd, en donde se realizé el ensayo bajo condiciones controladas.
Joya y Marquez. 2010.
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Figura 2. Plantas de tomillo (Thymus vulgaris L.) de 15 dias de crecimiento sembradas en bandejas con turba.
Joya y Marquez. 2010.

Figura 3. Preparacién de suspensién de esporas. a. Raspado del hongo. b. Filtrado del hongo, Joya y
Marquez. 2010

Luego se agit6 la suspension en un vor-
tex durante un minuto. El recuento de
esporas se hizo a partir de una suspen-
sion celular realizada en Tween 80 al
0.03% en tubo falcon, de donde se rea-
lizaron diluciones de 10! y de 1072 en
tubos eppendorf, de la Gltima dilucion
se tomaron 501y utilizando la cAmara
de Neubauer en un microscopio 6ptico

con aumento 40X se realiz6 el recuento
de esporas, contando los cuadrantes de
las esquinas y el de la mitad. La con-
centracion de esporas fue ajustada a
una concentracion de 1x104 esporas/ml
en condiciones asépticas utilizando la
formula N© de conidias totales x 25 x
104 x dilucién (102) / 5 = N° de coni-
dias/ml (15).
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Preparacién inéculo de los biocontroladores

Los aislamientos de bacterias fueron incre-
mentados masivamente en agar nutritivo
durante 24 horas y el ajuste de la concen-
tracion se realizo por el método de turbidez
oOptica con el estandar de Mac Farland de
1x108 cel/ml (tubo nimero 3) en beaker
con 50 ml de caldo BHI (8).

Inoculacion del biocontrolador

A las 42 plantas de tomillo selecciona-
das se les removio el exceso de turba con
agua destilada, posteriormente se pasa-
ron por una solucién de hipoclorito de
sodio y finalmente se lavaron con agua
destilada estéril. Para la inoculacién del
patogeno se caus6 con ayuda de un bis-
turi una herida de 1 cm en la base del ta-
llo, Figura 5, para facilitar el ingreso del
microorganismo y disminuir el tiempo
de incubacion.

Figura 4. Preparacion del tejido vegetal para la inocu-
lacién del biocontrolador. Joya y Marquez, 2010.

Los tratamientos y controles de los bio-
controladores fueron sumergidos en fras-
cos de vidrio que contenian la suspensiéon
del biocontrolador estandar de Mac Far-
land de 1 x 108 cel/ml durante 15 minu-
tos, Figura 5, y se sembraron en vasos
desechables de 250 ml previamente con
turba estéril humedecida. Se establecie-
ron tres repeticiones por tratamiento.

Figura 5. Plantas de tomillo (Thymus vulgaris L.)
sumergidas en la suspensién del biocontrolador. Joya y
Madrquez, 2010.

Inoculacion del patdgeno

Una vez transcurridas 24 horas de la
inoculacion del biocontrolador, con
ayuda de una jeringa estéril se inoculo
directamente por inyeccion 1 ml de la
suspension del patdégeno a cada uno de
los tratamientos y testigos positivos.
Los testigos negativos fueron sumer-
gidos en agua destilada estéril e ino-
culados con 1 ml de esta soluci6on. Una
vez terminada la inoculacion y estable-
cimiento de las plantas de 15 dias de
crecimiento, estas se llevaron al inver-
nadero N° 8 cama 3 de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional
de Colombia Sede Bogot4, donde per-
manecieron un mes a una temperatura
promedio de 18-20°C.
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Las plantas fueron evaluadas cada cinco
dias. Se evalud la presencia de dafio (clo-
rosis, pudricion y necrosis) con base a una
escala de severidad disefiada, Figura 6.

Al finalizar la evaluacion las plantas fueron
sometidas a un proceso de secado a 170°C
por treinta y seis horas para posteriormen-
te calcular el peso seco total, peso seco par-
te aérea y peso seco de la raiz.

Pruebas de patogenicidad — Comprobacion de
postulados de Koch

Se realiz6 una prueba de patogenicidad
para demostrar que el microorganismo
aislado, identificado y conservado era el
responsable patdgeno causante de los sin-
tomas caracteristicos de marchitez vascu-
lar en tomillo (7) y probar los postulados
de Koch. Para estas pruebas se utilizaron
todas las plantas inoculadas anteriormen-
te, se sometieron a desinfeccion, se lavaron
con agua y tween 80 tres veces con el fin

de eliminar la mayor cantidad de contami-
nantes que pudieran tener.

Posteriormente, para la desinfeccion de
muestras se sumergieron los segmentos
de tallo de las plantulas en una solucién
de hipoclorito de sodio al 1% durante
un minuto con agitacién permanente,
pasado este tiempo se sumergieron en
etanol al 70% durante treinta segundos
con agitacion, las muestras fueron lava-
das tres veces con agua destilada estéril
para eliminar el exceso de desinfectante
y luego secadas con papel toalla estéril
(10). Luego con una pinza se colocaron
sobre el agar PDA, se dejaron incubando
a una temperatura de 22°C durante ocho
dias. Posteriormente se observo el creci-
miento y las caracteristicas macroscopi-
cas del microorganismo en las cajas con
agar PDA, ademas, se realiz6 la confir-
macion del patdogeno microscoépicamen-
te con ayuda de las claves de identifica-
cion FUSKEY (12).

0% 10 % 25% 50-70 % 1m’.6E:1L.Ah;I’A
MU A
PLANTA NO MAS DEL HOJAS HOJAS SEVERAMENTE
SANA 10% DEL MARCHITAS MARCHITAS Y/O INFECTADAQUE
FOLLAJE YiO CLOROTICAS MUESTA
PRACTICAMENTE
TOTAL EST{\ CLOROTICAS TODO SU FOLLAJE
MARCHITO Y/O MARCHITO, CON
CLOROTICO CLOROSIS,
NECROSIS YO
DEFOUIACION

PREMATURA

Figura 6. Escala de severidad utilizadas por el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) para mar-
chitez vascular por Fusarium sp., modificada y adaptada para plantas de tomillo por Joya y Marquez. 2010.
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Figura 7. Aislamiento de Fusarium sp., en agar PDA a partir de plantas de tomillo (Thymus vulgaris L.) Joya y
Marquez. 2010.

Figura 8. Estructuras microscépicas del aislamiento de Fusarium pseudonygamai (40X). a. Escasas macroco-
nidias con 5 septos. b. Abundantes microconidias con dos septos. Joya y Marquez. 2010.

Las seis bacterias escogidas como posi- género Bacillus spp. La identificaciéon de los
bles biocontroladores se identificaron en bacilos pro pruebas bioquimicas se presen-
la coloracion de Gram como bacilos Gram ta en la Tabla 2.

positivos esporulados y pertenecientes al
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2. Verificacion de antagonismo in vitro

Las cepas bacterianas B1y B2 presentaron
halos de inhibicion del crecimiento del
hongo positivos tanto hacia lo ancho como
a lo largo, B4 y BR fueron positivas solo
hacia los lados (ancho), las bacterias Bi4
y E2 no presentaron halos y el hongo paso
sobre la linea de crecimiento de las bacte-
rias, como se observa en la Figura 9.

Al observar el radio de crecimiento del pa-
togeno frente a las seis cepas evaluadas se
observo que las bacterias frente a las cua-
les el patogeno tuvo los menores radios de
crecimiento fueron B1 y B2 para los dias
quinto y séptimo con respecto al testigo,
Figura 10. A diferencia de las bacterias E2 y
B14 donde el patdégeno mostro los mayores
radios de crecimiento a partir del segundo
dia de evaluacion.

Tabla 2. Resultados identificacion de los 6 microorganismos.

Bacteria Identificacién
E2 Bacillus brevis
B14 Bacillus megaterium
B1 Bacillus licheniformis
B2 Bacillus subtilis
B4 Bacillus cereus
BR Bacillus megaterium

Figura 9. Pruebas de antagonismo in vitro.E2: Bacillus brevis. BR: Bacillus megaterium. B1: Bacillus
licheniformis. B2: Bacillus subtilis. B14: Bacillus megaterium. BA: Bacillus cereus. Joya y Marquez. 2010.
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En los resultados obtenidos del porcentaje
de inhibicion de las seis cepas evaluadas
frente al patogeno, se observo que B2 tuvo
el mayor efecto antagonista, ya que desde
el tercer dia demostré el mayor porcen-
taje de inhibicion con respecto a las otras

6,00
5,00
4,00
3,00

2,00

Radio de crecimiento del patégeno

cepas, logrando mantener al dia quinto y
séptimo los porcentajes mas altos, Figu-
ra 11, contrario a lo observado en E2 que
mostro los menores porcentajes de inhibi-
cion frente al patdgeno.

Dia7

] pias
] pia3

Figura 10. Radio de crecimiento del patdégeno frente a los antagonistas “in vitro” a los 3,5y 7 dias. E2: Bacillus
brevis. BR: Bacillus megaterium. B1: Bacillus licheniformis. B2: Bacillus subtilis. B14: Bacillus megaterium. B4:
Bacillus cereus. T: testigo (Fusarium pseudonygamai).Joya y Mérquez. 2010.

Porcentaje de inhibicion

80 -

E2 B14 B1 B2

M Dia
® Dia

= Dia

B4 BR  TESTIGO

Antagonistas

Figura 11. Porcentaje de inhibicién de las bacterias frente al patégeno “in vitro” a los 3,5 y 7 dias. E2: Bacillus
brevis. BR: Bacillus megaterium. B1: Bacillus licheniformis. B2: Bacillus subtilis. B14: Bacillus megaterium. B4:
Bacillus cereus. T: testigo (Fusarium pseudonygamai). Joya y Marquez. 2010.
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Segun los datos obtenidos por la tasa de
crecimiento del patégeno frente a las seis
cepas a los tres, cinco y siete dias, se obser-
vo que desde el primer dia de evaluacion la
cepa frente a la cual el patogeno presento
la menor tasa de crecimiento fue B2, Figu-
ra 12. Diferente a lo que se observo con E2
y B14 con las cuales el patogeno mostro las
mayores tasas de crecimiento.

Se pudo observar que las seis cepas eva-
luadas mostraron algan tipo de control ya
que el patégeno nunca alcanzo igual tasa
de crecimiento con respecto al testigo.

3. Pruebas bajo condiciones de invernadero

Teniendo en cuenta que los seis Bacillus
Spp., mostraron buen comportamiento
en las pruebas in vitro se decidi6 realizar el
estudio bajo condiciones de invernadero
con la totalidad de ellos.

Los resultados arrojados por las pruebas
bajo condiciones de invernadero mostra-
ron que los tratamientos que se vieron
menos afectados por el patogeno al pre-
sentar los menores porcentajes de severi-
dad (25%) de la enfermedad con respec-
to al testigo que alcanzo el 100%, fueron
aquellos que estaban inoculados con las
bacterias B2 y B14, Figura 13.

El tratamiento inoculado con la bacteria
B1 presento el mayor porcentaje de seve-
ridad al alcanzar el 75% de la enferme-
dad con relacion a los otros cinco trata-
mientos, seguido de los tratamientos con
las bacterias B4, E2 y BR que se vieron
afectados en un 50%, Figura 13.

A pesar de que hubo tratamientos que
se vieron altamente afectados por la en-
fermedad, al final de la lectura, ninguno
presento el mismo porcentaje de dano
que se evidencio en el testigo positivo.

Tasa del crecimiento del patdégeno a los 7 dias
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Figura 12. Tasa de crecimiento del patégeno frente a las 6 bacterias a los 7 dias. E2: Bacillus brevis. BR:
Bacillus megaterium. B1: Bacillus licheniformis. B2: Bacillus subtilis. B14: Bacillus megaterium. B4: Bacillus
cereus. T: testigo (Fusarium pseudonygamai). Joya y Marquez. 2010.
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Porcentaje de severidad

Figura 13. Porcentaje de severidad de los tratamientos. Tto+pat BR: Tratamiento inoculado con el patégeno
y la bacteria BR (Bacillus megaterium). Tto+pat E2: Tratamiento inoculado con el patégeno y la bacteria
E2 (Bacillus brevis). Tto+pat B14: Tratamiento inoculado con el patégeno y la bacteria B14 (Bacillus
megaterium). Tto+pat B1: Tratamiento inoculado con el patégeno y la bacteria B1 (Bacillus licheniformis).
Tto+pat B2: Tratamiento inoculado con el patégeno y la bacteria B2 (Bacillus subtilis). Tto+pat B4:
Tratamiento inoculado con el patégeno y la bacteria B4 (Bacillus cereus). Testigo positivo: Tratamiento
inoculado solo con el patégeno. Testigo negativo: Planta sola sin inocular. Joya y Marquez. 2010.

En cuanto al andlisis del nimero de ra-
mas, longitud de raiz y parte aérea de las
plantas al inicio y al final, el analisis es-
tadistico de los datos mostr6 que no hay
diferencias significativas (p>0.05) entre
los tratamientos evaluados.

Con relacion al peso seco de la parte aé-
rea de las plantas tampoco se observaron
diferencias significativas, contrario a lo
que sucedi6 con el peso seco de la raiz
donde se encontraron diferencias signifi-
cativas entre tratamientos (p<0.05).

Al comparar los resultados de peso seco
de la raiz entre los tratamientos con el
patogeno y la bacteria frente al testigo
positivo se pudo evidenciar que BR pre-
sentd el mayor valor con respecto al testi-
go, sin embargo no fue significativo. Los

tratamientos E2, B14 y B2 demostraron
igual comportamiento, al igual que B1
con B4, Figura 14.

Los tratamientos que estaban inoculados
con la bacteria, B14 presentaron el mayor
resultado en gramos, al igual que E2, BR
y B1. B2 y B4 aunque tuvieron menor va-
lor en peso seco en comparacion con los
demas tratamientos pero fueron superio-
res al testigo.

4. Pruebas de patogenicidad - Comprobacion
de postulados de Koch

Las plantas de tomillo sanas inoculadas
con el aislamiento de Fusarium pseudonyga-
mai, obtenido en la primera fase del es-
tudio, mostraron sintomas caracteristi-
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cos de marchitez vascular. Se observdé El control negativo no present6 ninguno
que los vasos conductores de nutrientes de los sintomas tipicos de la enferme-
se encontraban bloqueados, Figura 15, dad, Figura 15. Se probaron los postula-
como primer sintoma de la enfermedad. dos de Koch.

Peso seco raiz

TRATAMIENTO

-
[=T.]
B
E
g8
o
7]
=]
é\.

Figura 14. Peso seco raiz de los tratamientos y testigos. Barras azules: tratamientos inoculados con el patégeno
y las 6 bacterias. Barras rojas: tratamientos inoculados solo con las 6 bacterias. T +: planta inoculada solo con el
patogeno. T -: planta sin inocular. Joya y Marquez. 2010.

Figura 15. Corte longitudinal segmento de tallos de plantas de tomillo con decoloracién vascular a los 8 dias de
inoculacion con el patdgeno vistas al estereoscopio. a. Testigo positivo A. b. Testigo positivo B.
c. Testigo positivo C. Joya y Marquez. 2010.
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Figura 16. a. Control negativo pruebas de patogenicidad. b. Corte del tallo visto al estereoscopio. c. Cultivo PDA
segmento de tallo Joya y Marquez. 2010.

DISCUSION

El microorganismo que se encontrd cau-
sando marchitez vascular en plantas de
tomillo fue el hongo identificado como
Fusarium pseudonygamai O’Donnell & Ni-
renberg, el cual no ha sido reportado
como agente causal de la enfermedad a
nivel nacional. Sin embargo en otros pai-

ses como México, Morales 1, et al, 2007
(16) lo encontraron causando pudricién
de raiz en plantas de maiz. Teniendo en
cuenta que este patdogeno es originario
de Africa, Europa y Estados Unidos se
puede asociar como agente causal de esta
enfermedad en tomillo ya que las plan-
tas utilizadas para establecer los cultivos
en la Universidad Nacional son traidas
de Europa, ademés una de las formas de
propagacion de este patégeno es por tras-
plantes infectados (17) que contienen las
formas de resistencia (clamidosporas).

De acuerdo con los resultados en las

pruebas in vitro Bacillus subtilis es el microor-
ganismo mas efectivo frente al patégeno
aislado corroborando lo que han repor-
tado otros estudios donde tiene efecto

antagonico frente a Fusarium sp., a través
de la liberacién de compuestos con pro-
piedades antifingicas como la subtilina y
otros antibioticos de la familia de las Ttu-
rinas, polipéptidos que actiian sobre la
pared celular de los hongos (18).

El comportamiento similar de Bacillus li-

cheniformis con respecto a Bacillus subtilis se
podria deber a la propiedad biofungici-
da que ha reportado Garcia L, et al, 2004
(19). Aunque Bacillus subtilis mostré los me-

jores resultados in vitro frente al patoge-
no, también las demas cepas ejercieron
algin tipo de antagonismo si se compara
la tasa de crecimiento y porcentaje de in-
hibicién con respecto al testigo las cuales
nunca fueron superiores. Teniendo en
cuenta que estas bacterias identificadas
como Bacillus cereus, B. licheniformis'y B. mega-
terium han sido reportadas como microor-
ganismos biocontroladores por la pro-
duccion de antibioticos no es de extranar
este comportamiento (19).

Bajo condiciones de invernadero se logré
comprobar lo observado en las pruebas
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in vitro, es decir que las plantas inocu-
ladas con la bacteria B2 (Bacillus subilis)
mostraron al final el menor porcenta-
je de severidad de la enfermedad. Por
otra parte, aunque B1 (Bacillus licheniformis)

tuvo un efecto antagonico in vitro similar
a B2, bajo condiciones de invernadero
presento6 el mayor porcentaje de severi-
dad de la enfermedad lo cual podria ser
explicado a que no todos los comporta-
mientos in vitro son iguales a los expresa-
dos en condiciones in vivo, en este caso,
bajo condiciones de invernadero. El
efecto biocontrolador de B1 ha sido re-
portado sobre enfermedades tipo man-
chas foliares y tizon que no son enfer-
medades producidas por Fusarium, pero
no hay resultados que indiquen que es
biocontrolador del hongo que produce
la marchitez vascular (19).

El bajo porcentaje de severidad presen-
tado en las plantas de tomillo inocula-
das con la bacteria B2 (Bacillus subtilis),
evidencia que este bacilo puede estar
produciendo sustancias antibi6ticas es-
pecificas y que se ha adaptado a su me-
dio ambiente en términos del genotipo
de la planta y el clima como lo menciona
Roesti D, et al, 2006 (20). Ademas, de
acuerdo con Maldonado E, et al, 2008
(21) las bacterias como Bacillus subtilis
hacen parte de uno de los diversos gru-
pos de microorganismos asociados a las
plantas con potencial de inducir meca-
nismo de defensa a través del desarrollo
de una respuesta sistémica Inducida.

De la misma forma, de acuerdo a los re-
sultados de severidad no tan altos presen-
tados por los tratamientos con respecto
al testigo positivo, se puede deducir que
todas las bacterias ejercieron un efecto
biocontrolador contra el patéogeno ya que

los sintomas tardaron en manifestarse en
comparaciéon con otros estudios donde a

los ocho dias de inoculado Fusariumsp., es-
tos se hacian evidentes y las plantas mo-
rian después de pocos dias (22).

Con relacion a los resultados de peso seco
en donde no se encontraron diferencias
significativas en la parte aérea pero si en
la raiz, se puede deber primero a que las
bacterias del genero Bacillus spp., han sido
ampliamente reportadas en la literatura
como promotoras de crecimiento vege-
tal al estimular el desarrollo de las raices
de las plantas (23) 6 como Bacillus subtilis al
ejercer un efecto biocontrolador de pa-
togenos del suelo (24), segundo a la for-
ma como se desarrolla la enfermedad, es
decir, que a través de heridas artificiales
provocadas en la base del tallo en los tra-
tamientos con la bacteria y el patégeno se
facilité la entrada del hongo a la planta
a partir de este punto y no desde la raiz
como puede suceder en condiciones na-
turales, afectando de esta forma el paso
de nutrientes por el bloqueo de los vasos
conductores produciendo asi su acumu-
lacion en el sistema radical.

Las razones por las que BR (Bacillus me-
gaterium) haya presentado el mejor resul-
tado en peso seco de raiz, seguido por el
tratamiento con Bi4 (Bacillus megaterium),
tratamiento que ademaés presentdé un me-
nor porcentaje de severidad de la enfer-
medad y al ser inoculado solo mostro el
mayor rendimiento en peso seco con res-
pecto al testigo, se puede deber a que las
comunidades microbianas de la rizosfera
contribuyen al crecimiento de las plantas
a través del reciclaje y disponibilidad de
nutrientes y al aumento de la salud de
las raices por competencia con los pat6-
genos del suelo (20). Teniendo en cuenta
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lo anterior y como lo reporta Anthony O,

et al, 2009 (25) el efecto protector y el au-
mento en peso seco de raiz de las plantas
inoculadas con Bacillus megaterium se debe a
que es un microorganismo solubilizador
de fosfato que aumenta la asimilaciéon de
fosforo, el crecimiento y por tanto la salud
de la planta (26-27). Se puede concluir
que el género Bacillus es potencialmente un
microorganismo que le brinda proteccion
a la planta y funcionalmente podria con-
siderarse un controlador biologico porque
produce sustancias antibitticas, solubili-
zador de fosfato porque facilita a la planta
la disponibilidad de nutrientes o porque
ejerce funciones como sideréforo. Cualquie-
ra que sea la funcion que ejerza es positiva
y por lo tanto este género es promisorio
y debe ser investigado por especie para
determinar genéticamente su funcionali-
dad, asi como conocer su cinética para fi-
nalmente obtener productos promisorios
para la agricultura.
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