EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONICA DE BACTERIAS
PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL FRENTE A TRES
AISLAMIENTOS DE Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C.
Snyder & H.N. Hansen

KAREN TATIANA VALENZUELA OSPINA

UNIVERSIDAD CATOLICA DE MANIZALES
CENTRO DE INVESTIGACION, PROYECCION Y DESARROLLO
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN MICROBIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA
AGROINDUSTRIAL
ESPECIALIZACION EN MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL
MANIZALES
2014



EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONICA DE BACTERIAS
PROMOTORAS DE CRECIMIENTO VEGETAL FRENTE A TRES
AISLAMIENTOS DE Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C.
Snyder & H.N. Hansen

KAREN TATIANA VALENZUELA OSPINA

Trabajo de grado presentado como requisito para optar al titulo de:
Especialista en Microbiologia Industrial

_ Director:
SANDRA MARIA MARULANDA MORENO
Especialista en Microbiologia Industrial

Asesor:
NARMER FERNANDO GALEANO VANEGAS
Microbiélogo

UNIVERSIDAD CATOLICA DE MANIZALES
CENTRO DE INVESTIGACION, PROYECCION Y DESARROLLO
INSTITUTO DE INVESTIGACION EN MICROBIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA
AGROINDUSTRIAL
ESPECIALIZACION EN MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL
MANIZALES
2014



Manizales, 24 OCTUBRE de 2014

Nota de aceptacion

Firma de Director del Trabajo de Grado

Firma del presidente del Comité de
Programa

Firma de integrante del Comité de
Programa



DEDICATORIA

Este trabajo de investigacion va dedicado
con inmenso cariio a mi madre quien
desde el cielo aboga por mi bienestar y
éxito, a mi padre y hermano quienes han
apoyado dia tras dia mi proceso
académico siendo mi fuerza e inspiracion
para perseguir mis metas. A Sandra
Marulanda quien con mucha dedicacion
me ensefid la hermosa disciplina de
investigar y ha sido un ejemplo a seguir en
este campo.

A ustedes les dedico este proceso de
formacion como especialista, el cual sera

base primordial de lo que constituird mi
vida profesional y laboral en el futuro.

Con catrifio,

Tatiana.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco principalmente a Dios padre
por guiarme y darme sabiduria para
culminar con éxito este proceso
académico, a mi familia y mi directora de
proyecto quienes fueron un constante
respaldo durante esta experiencia, a
Fernando Galeano quien me asesoré en la
etapa final del proyecto, al grupo de
investigacion GIBI quienes muy
amablemente me abrieron las puertas
para poder ejecutar este trabajo y a la
Universidad Catdélica de Manizales por su
labor de formacién en programas de
posgrado, lo cual me permitié dar un paso
mas en mi vida profesional.

Atentamente,

Tatiana.



CONTENIDO

1. INTRODUCCION. .....cciiiiieiteceee e ete e ee ettt sttt et 11
2.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 13
TN (0o =1 [ 7Y o[ ] SR 15
4. OBUIETIVOS ... 17
5. MARCO TEORICO ... .uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiieiinnnnineseeesseesaeeesssssensensssnsnnenene 18
5.1. Generalidades del cultivo de tomate ...........ccoovviiiiiiiiiiiiee e 18
5.2. Marchitez vascular €N tOMALE............uuuuuuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 20

5.2.1. Fusarium oxysporum f. Sp IlyCOPErsiCi..........ccooevveiiiiiiiiii, 21
5.3. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal............ccccccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 23
6. MATERIALES Y METODOS......coiiiiiieieeeeeeeee ettt enens 25
00 I Y/ [ od o To o =Y 1S 1 o 1SS 25
6.2. Reactivacion de miCroorganiSMOS. ........ccuuurririieeeee e iiiiieee e e e e e sieeeeeeee e 25
6.3. Pruebas de antagoniSMO..........ccceeiiiiiiiiiiiiii e 26

6.3.1. Antagonismo directo: cultivos duales..........ccccccccceeeieeieeeeeeeiiiinn. 26
6.4. Pruebas funCIONAIES ............uuiiiiii e 27

6.4.1. Pruebas cualitativas de produccion de quitinasas ......................... 27

6.4.2. Pruebas cualitativas de produccion de celulasas........................... 27

6.4.3. Pruebas cualitativas de produccion de proteasas..............ccceeee.... 27
6.5. ANAlISIS @StAdISHICO ....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 27
7. RESULTADOS Y DISCUSION .....cooiuiiiiieeeceeceeeeeeeeeeeee e 28
8. CONCLUSIONES......uuuuuuuiuiiiuiuiuiuiinnnnnnnnaeneaaeareaaaaaaaaaraaaaaannnaaannnsannnnnnnnn 37
9.  RECOMENDACIONES ......utiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeneesennannsnnnnnnnne 38
10. BIBLIOGRAFIA. .....cooi ettt ettt 39

ANEXOS . e 43



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Agentes causales de Marchitez en Tomate ............coeevvvviiiiieeeeeeeeeininnnnnn. 20
Tabla 2. Biocontrol de hongos fitopatdgenos de Tomate. ...........cceeeeeeeeeeriiiiinnnnee. 23
Tabla 3. Bacterias evaluadas como antagonistas frente a Fusarium oxysporum f.
] O TR Yoo 1= ][] PP 25
Tabla 4. Clasificacion de Bacterias segun su desempefo. .........cccceeeeeeeeeveeeirnnnnnnn. 28
Tabla 5. Reporte de bacterias antagonistas de Fusarium oxysporum en los ultimos
(o] Tt o =T 01 31

Tabla 6. Promedio del crecimiento micelial en mm a los 6 dias de incubacion. ....32
Tabla 7. Pruebas funcionales a bacterias Superiores y Buenas. ............cccccvvvvnnnn.. 34



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Planta de TOMALE .......ccooviiiiiiiiii e 18
Figura 2. Cultivares de Tomate comunes en Colombia. ..........ccccccvvvvviiiiiiiiiiininnn. 19
Figura 3. Marchitamiento unilateral de la planta de tomate .............cccceevvvieenennnn. 21
Figura 4. FUSArium OXYSPOTUM .......ouuuuiiiieeeeeeeeeeiiias e e e e eeeeeeasaans e e e e e s eeeeessanneeaeeees 22
Figura 5. Plantilla para pruebas de antagonismo direCto............c.ceevvvvveivinineeeennn. 26
Figura 6. Cepa <con el mayor porcentaje de inhibicion micelial
(GIBI_000139 AG_B) .eeiiiiiieiiiiiiiiiiiiiet e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e s snnnnnraaeeeeaeeaeanan 29

Figura 7. Cepa con porcentaje nulo de inhibicién micelial (GIBI_00146B_AG_B).29
Figura 8. Comparacion de los porcentajes de Inhibicion superior obtenidos frente
al promedio reportado en 10S UltIMOS 5 @fi0S. ........eeeiiiieiiiiiiiiiiiiieeee e 32
Figura 9. Dendrograma de pruebas enzimaticas a BPCV. ...........ccccvvvvviiiiienneeenn, 33



Anexo 1.
Anexo 2.
Anexo 3.
Anexo 4.
Anexo 5.
Anexo 6.
Anexo 7.
Anexo 8.

LISTA DE ANEXOS

AGAI PDA 43
(072 1[0 [0 T D ) €3 T 43
Medio QUItOSANO N L......uiiiiiiiii e e e e eens 43
Medio QUItOSAN0 N 2. ..o 43
Medio CMC N L. 44
YT Lo T O |V (O 44
ANDEV A L. 44
Medias del porcentaje de inhibicion micelial .................cccccoeeee. 45



RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum L) es una hortaliza de produccién mundial que
provee grandes aportes econdmicos a nivel nacional. Una de las enfermedades
que lo afecta es la Marchitez vascular que se relaciona con pérdidas del 60% de
produccién. El manejo de esta enfermedad se hace frecuentemente con
agroquimicos, los cuales aumentan los costos de produccidbn y tienen
repercusiones negativas en el medio ambiente y la salud publica. Uno de los
agentes causales mas comun es el hongo Fusarium oxysporum f. sp lycopersici,
del cual se conocen 3 razas. Actualmente se buscan estrategias diferentes para
realizar el manejo de las enfermedades vegetales, por ejemplo, el uso de
bioinsumos que son mas econémicos y amigables con el medio ambiente en
comparacion con los insumos de sintesis quimica.

En este trabajo se hizo una tamizaje entre 34 BPCV para evaluar su capacidad
antagonica frente a tres aislamientos del patdgeno mencionado. En agar PDA se
hicieron pruebas de antagonismo directo entre las BPCV y el hongo. Se calculé el
porcentaje de inhibiciébn micelial y se escogieron 15 bacterias con los mejores y
peores indices de antagonismo, a través de un analisis de varianza y pruebas de
comparacion clasificAndose en cuatro categorias (Superiores, Buenas, Deficientes
y Nulas) donde el menor porcentaje de inhibicién fue 0% y el mayor 77.56%. Se
realizaron pruebas funcionales que permitieron determinar la capacidad de
produccion de enzimas tales como: Quitinasas, Proteasas y Celulasas, esperando
una relacion entre antagonismo y actividad enzimatica.

A través de un dendrograma se reconocieron 4 grupos (1, 2, 3 y 4), donde se
observd que las bacterias agrupadas en cada uno de estos, no tenian relacion
respecto a su actividad enzimética o género con el antagonismo mostrado por
ellas. Por su parte, las 10 bacterias superiores y buenas fueron comparadas y se
encontré que 8 de estas fueron positivas para Quitinasas y 5 fueron positivas para
Proteasas. Dichas enzimas estan relacionadas con la degradacion de la pared
celular de los hongos ya que uno de los componentes principales de esta es la
quitina. Teniendo en cuenta lo anterior, surge la idea tentativa de que la actividad
enzimatica de las 10 mejores bacterias, puede ser uno de los mecanismos que
utilizaron para ejercer el efecto antagonico sobre el patégeno. Para poder definir
con certeza cuales son los mecanismos de accién antagénica de las bacterias, es
necesario utilizar técnicas que permitan evaluar otras caracteristicas diferentes a
la produccion de enzimas, tales como: produccion de antibidticos, biosurfactantes,
siderdéforos, entre otros.

Palabras clave: BPCV, Fusarium oxysporum f. sp lycopersici, Antagonismo,
Marchitez vascular, Tomate.



ABSTRACT

Tomato culture (Solanum lycopersicum L) is a world farming vegetable that
provides lots of income to nation. One of the diseases that affect it is Vascular Wilt,
which is related to 60% production losses. To manage this disease is frequently
used agrochemical products, which represents a rise of production costs and have
a negative effect on environment and public health. One of the most common
causal agents is the fungus Fusarium oxysporum f. sp lycopersici that have three
races. Nowadays, different strategies to manage plant diseases are sought out, for
example, use of bioinputs that is cheaper and friendlier with environment than
agrochemicals.

In this work a screening of 34 PGPB was conducted to evaluate its antagonistic
capacity over three strains of pathogen mentioned above. On PDA medium, direct
antagonism test was made between PGPB and fungus. The mycelia inhibition
percentage was calculated and 15 bacteria with best and worst results was chosen
using analysis of variance and means comparisons test in order to classify it in four
categories (Superior, Good, Poor and Void) where lesser inhibition percentage was
0% and major one was 77.56%. Functional tests were made to determine the
ability of bacteria to produce enzymes like: Chitinases, Proteases and Celluloses.

Building a dendrogram, 4 groups (1, 2, 3 y 4) were recognized. Bacteria isolates
belonging to the same cluster do not have any particular related characteristic, no
enzymatic activity or bacteria genera. On the other hand, the 10 superior and good
bacteria were compared, 8 of this ones were positive to Chitinases and 5 ones
were positive to Proteases. Those enzymes are related to degradation of cell wall
of fungus because one of the principal constituents of this is Chitin. Based on that,
hypothesis about enzymatic activity of 10 best bacteria could be one of the
mechanisms responsible of antagonistic performance. In order to define certainly
which are the mechanisms of antagonistic action of bacteria, is necessary to use
techniques to value another characteristics different to enzyme production, like:
antibiotic, biosurfactants, siderophores among others.

Key Words: PGPB, Fusarium oxysporum f. sp lycopersici, Antagonism, Vascular
Wilt, Tomato.



1. INTRODUCCION

La produccion de tomate (Solanum lycopersicum L) representa un importante
renglon en la economia colombiana. En el afio 2012 la produccion nacional
alcanz6 casi 650.000 toneladas, segun datos reportados por la FAO (Food and
Agriculture Organization of the United Nations). La produccion de esta hortaliza se
ve amenazada por el ataque de gran niumero de plagas y enfermedades que
Impactan enormemente los ingresos de los agricultores.

La Marchitez vascular es una de las enfermedades mas comunes en tomate, se
ha reportado en por lo menos 32 paises y genera perdidas del 60%. Es causada
por diferentes generos de microorganismos entre los que se incluyen bacterias,
hongos y nemétodos. Los signos de enfermedad incluyen desde marchitamiento
unilateral de la planta hasta necrosis total.

Uno de los agentes causales es el hongo Fusarium oxysporum f. sp lycopersici,
gue es capaz de propagarse muy facilmente a través de sus esporas para invadir
los cultivos y pueden permanecer por largos periodos de tiempo en el suelo,
debido a unas estructuras especializadas llamadas clamidosporas que les
permiten sobrevivir aun cuando no estd presente su hospedero. Actualmente se
conocen 3 razas diferentes de este patdgeno.

Existen escasas medidas de control de la enfermedad, dentro de las que se
destaca el uso de agroquimicos con sus consabidas consecuencias negativas a
nivel econébmico por sus altos costos, a nivel medioambiental e incluso tiene
repercusion sobre la salud publica. Recientemente el uso de insumos bioldgicos
basados en microorganismos o sus metabolitos, ha constituido una estrategia
interesante en el control de enfermedades infecciosas en plantas. Las Bacterias
Promotoras del Crecimiento Vegetal (BPCV) se han propuesto como
microorganismos con capacidad antagonica frente a un numero importante de
patdogenos de plantas, constituyendo una alternativa promisora para el control
integrado de enfermedades.

Las BPCV, se encuentran en el suelo como mutualistas obligados y no obligados,
donde interactdan con la planta y otros microorganismos. Ademas de favorecer el
desarrollo vegetal, tienen actividad antagonica frente a patégenos a través de
diferentes mecanismos como: Produccion de antimicrobianos, biosurfactantes y
enzimas, competencia por nichos y nutrientes, e induccion del sistema de
resistencia de la planta.

En el presente trabajo se pretende hacer una seleccion de BPCV con actividad
antagonica sobre Fusarium oxysporum f. sp lycopersici, por medio de un tamizaje
entre 34 bacterias que pertenecen a la coleccion de microorganismos del Instituto
de Investigacion en Microbiologia y Biotecnologia Agroindustrial de la Universidad
Catdlica de Manizales.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Marchitez vascular causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, es una enfermedad de gran impacto en cultivos de tomate (Solanum
lycopersicum L) en nuestro pais. Dicha enfermedad, ha sido reportada en los
departamentos de Antioquia, Caldas, Huila, Santander, Tolima y Valle del Cauca
(Tamayo M & Jaramillo N, 2006) causando pérdidas superiores al 60% (Ascencio
Alvarez et al., 2008).

El patdogeno, se favorece de las condiciones ambientales y se transmite en
semillas o a través del suelo contaminado. Los restos de las plantas afectadas
son fuente de indculo, puesto que el hongo tiene la capacidad de esporular
facilmente y de esta manera se moviliza por medio del viento y el agua hasta
alcanzar las plantas sanas. También es capaz de desarrollar estructuras
especializadas llamadas clamidosporas, que le permiten sobrevivir en el suelo por
largos periodos de tiempo. (Escalona C, Alvarado V, Monardes, Urbina Z, & Martin
B, 2009).

La contaminaciéon de los cultivos de tomate con Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici disminuye la tasa de crecimiento de las plantas y causa deterioro
parcial o total del cultivo, por tanto, decrece la produccién y esto se ve reflejado en
resultados negativos a nivel econémico.

La incidencia de la Marchitez vascular por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
resulta tan grave en algunas zonas del pais, que los productores se han visto
obligados a adoptar medidas preventivas como la desinfeccion del suelo para el
cultivo y la siembra individual de plantas con el material preparado; lo cual
incrementa los costos debido a la mayor inversion de tiempo y recursos para la
produccién (Jaramillo N, Rodriguez, Guzman A, Zapata, & Rengifo M, 2007).

El control de esta enfermedad ha sido manejada mediante la aplicacién de
insumos de sintesis quimica que ademas de ser costosos pueden representar un
riesgo para el medio ambiente y la salud humana y animal. El uso inadecuado de
los agroquimicos se ha asociado con suelos anegados, desérticos, salinos,
erosionados, entre otros, que los hacen improductivos. Ademas, también tienen un
impacto sobre el agua, puesto que por fendmenos de desagiie o lixiviacion,
pueden alcanzar fuentes hidricas superficiales y profundas. (Ongley, 1997).
Aproximadamente, sélo un 0.1% de dichos insumos quimicos tiene contacto con el
patogeno, por tanto la gran mayoria se convierte en un contaminante ambiental
qgue repercute sobre el suelo, agua, microorganismos nativos y salud publica.
(Torres & Capote, 2004).
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Por lo anterior, se hace necesario explorar nuevas alternativas para ser integradas
a los esquemas de manejo de la Marchitez vascular que permitan la produccion
sostenible del cultivo.
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3. JUSTIFICACION

El tomate es la segunda hortaliza méas producida en el mundo. Colombia ocupa la
posicion numero 30 entre los 173 paises productores reportados por la FAO (Food
and Agriculture Organization of the United Nations). Para el afio 2012 la
produccion nacional alcanz6 646.904 toneladas, ocupando el puesto numero 11
entre 72 cultivos (FAOSTAT, 2012).

El tomate se produce en los departamentos de Boyaca, Caldas, Cauca,
Cundinamarca, Huila, Narifio, Norte de Santander, Quindio, Risaralda, Tolima y
Valle del Cauca con un area total de cultivo de aproximadamente 8077 Hectareas.
(DANE, 2010) Sin embargo, debido a los multples problemas fitosanitarios del
cultivo, su produccion se ve limitada haciéndose necesario el empleo de gran
cantidad de agroquimicos.

Una de las principales enfermedades que ataca el tomate es la Marchitez
Vascular, para la cual existen pocas medidas de manejo. Recientemente, en el
campo de la agricultura, ha venido creciendo y tomando un alto nivel de
importancia el control de plagas y enfermedades utilizando distintas especies de
bacterias y hongos nativos del suelo o sus metabolitos. Los alcances
biotecnolégicos, han permitido desarrollar productos a base de estos organismos
vivos, los cuales han mostrado resultados promisorios para el control de plagas y
enfermedades; trayendo ademas una ventaja adicional frente a los agroquimicos
por ser de bajo costo y amigables con el medio ambiente. (Villa, Frias, &
Gonzalez, 2005).

Dentro de los microorganismos descritos como biocontroladores, las llamadas
Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (BPCV), han mostrado grandes
ventajas, pues ademas de otorgar beneficios nutricionales a los cultivos pueden
actuar en calidad de antagonistas frente a algunos patdégenos.

Las BPCV son microorganismos que hacen parte del ecosistema del suelo, donde
se asocian a otros microorganismos y a las plantas. Dichas asociaciones son
mutualismos obligados y no obligados que comprenden tres grupos: las bacterias
simbitticas formadoras de noédulos, las endofiticas que pueden colonizar
estructuras internas de la planta, y las rizobacterias de vida libre asociadas al
sistema radicular de la planta. (Criollo, Obando, Sanchez M, & Bonilla, 2012).

Las asociaciones microorganismo-planta ofrecen ventajas competitivas a la planta,
pues le permiten mayor versatilidad en la captacién y asimilacién de nutrientes,
una mayor tolerancia al estrés ambiental, resistencia frente a patdégenos y
basicamente contribuyen al mantenimiento de la salud vegetal de forma directa.
También ejercen su actividad de manera indirecta actuando en calidad de
biocontroladores o antagonistas de patdgenos, lo que resulta en un incremento de
la tasa de crecimiento de las plantas y por lo tanto un aumento en el rendimiento
de los cultivos. (Rives, Acebo, & Hernandez, 2007).
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La Coleccion de Microorganismos del Instituto de Investigacion en Microbiologia y
Biotecnologia Agroindustrial de la Universidad Catdlica de Manizales cuenta con
un importante numero de cepas catalogadas como BPCV provenientes de
agroecosistemas de regiones caldenses. Este grupo de bacterias tienen
actividades relacionadas con promocion de crecimiento vegetal demostradas, sin
embargo, hasta la fecha no se ha evaluado su actividad como biocontroladores.

En el presente trabajo se pretende realizar un tamizaje y seleccion de BPCV
basados en su capacidad antagonica frente a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici con miras a proponer alternativas para el manejo de la Marchitez
vascular en el cultivo de tomate, contribuyendo a la optimizacion de Buenas
Practicas Agricolas y produccién sostenible de este cultivo en el pais.
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4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la capacidad antagdnica de Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
frente a tres aislamientos de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Medir el efecto antagonico de Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal
frente al hongo Fusarium oxysporum f.sp lycopersici mediante ensayos de
actividad in vitro.

- Determinar la capacidad de produccion de enzimas antifangicas en las

bacterias que presentan mayor actividad antagénica a través de pruebas
funcionales.

17



5. MARCO TEORICO
5.1. Generalidades del cultivo de tomate

Uno de los vegetales de producciéon agricola con significativa expansion a nivel
mundial es el tomate comun Solanum lycopersicum L (Peralta, Knapp, & Spooner,
2006) Se clasifica taxondmicamente en Reino: Plantae, Division: Tracheophyta,
Clase: Agnoliopsida, Orden: Solanales, Familia: Solanaceae, Género: Solanum y
Especie: Solanum lycopersicum L (ITIS, 2014).

La planta de tomate (Figura 1) se desarrolla sobre el suelo, partiendo de un
sistema radicular que puede llegar a medir 2 metros de profundidad, el cual se
compone de una raiz primaria y muchas secundarias. Su tallo principal es
anguloso, semilefioso, velloso y su grosor oscila entre 2 — 4 cm en la base,
mientras que en la parte distal estd el meristemo apical, donde se inician los
nuevos primordios foliares y florales. Las hojas estan ubicadas de forma alternada
sobre el tallo, son compuestas e imparipinnadas, con foliolos peciolados,
lobulados y con borde dentado. La primera flor se forma en la yema apical y las
demas se desarrollan lateralmente por debajo de la primera, tienen cinco o mas
sépalos, de igual numero de pétalos amarillos dispuestos en forma helicoidal y de
igual namero de estambres que se alternan con los pétalos. Por dltimo se
encuentra el fruto que puede ser bilocular o plurilocular y su peso va desde pocos
miligramos hasta 600 gramos aproximadamente; se constituye de pericarpio, tejido
placentario y semillas (Escalona C et al., 2009).

Figura 1. Planta de Tomate

Tomado en Septiembre de 2014 de http://wikivirya.pbworks.com/w/page/5124980/4%C2%BA%20Las%20Plantas%20y%20los%20Hongos
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A nivel mundial se pueden encontrar tomates con caracteristicas muy diferentes
en cuanto a su tamafio, forma y color. Existen mas de 60 cultivares diferentes
reportados, entre ellos: Applause, Angela, Corazén de Buey, Montserrat, Pera de
Girona, Roma, Valenciano, entre muchos otros. (Cuenca Sanchez, 2013). En
Colombia se encuentra comunmente cuatro cultivares (Figura 2), que
corresponden a: Solanum lycopersicum ‘Milano’, ‘Chonto’, ‘Cherry’ e ‘Industrial’.
Los cultivares ‘Milano’ y ‘Chonto’ comunmente tienen modificaciones genéticas
(hibridos), por ejemplo: Torrano, Calima, Santa Fe, Santa Clara, entre otras, las
cuales les brindan caracteristicas mejoradas con respecto a su vida media en la
fase poscosecha y resistencia a patdégenos (Jaramillo Norefia, Rodriguez, Guzman
A, & Zapata, 2006).

Figura 2. Cultivares de Tomate comunes en Colombia.

A.

A. Tomate Milano B. Tomate Chonto C. Tomate Cherry D. Tomate Industrial
Tomado en Septiembre de 2014: A. http://www.semprecol.com/tomate.html B. http://almenu.co/productos/tomate-chonto C.
http://www.jardineria.pro/plantas/flores-frutos/como-plantar-tomate-cherry-en-tu-jardin/#.VCoUrfl5SPkU D. http:/iwww.
agricultura.gob.do/perfiles/los-vegetales/el-tomate-industrial/

El tomate generalmente se siembra en clima calido, sin embargo la planta tiene
muy buena adaptacion en climas templados; por tanto, se puede cultivar en zonas
gue estén a alturas entre los 100 y 1500 m.s.n.m. En el afio cualquier época es
adecuada para su produccion, pero cabe resaltar que en época de lluvia hay una
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mayor incidencia de enfermedades y en sequia son las plagas quienes
protagonizan la amenaza mas grande (Corpefio, 2004).

Entre sus requerimientos esenciales estan: Luz solar, temperatura entre 28- 30° C
durante el dia y 15 a 18° C durante la noche, humedad relativa de 65 - 70 %,
suelos fértiles, profundos y bien drenados. La planta puede desarrollarse en
suelos franco-arenosos, arcillo-arenosos y organicos con un pH preferentemente
entre 5.9-6.5, ya que entre estos valores se logra aprovechar mas eficazmente los
fertilizantes que se utilicen (Corpefio, 2004).

Economicamente, el tomate se encuentra como una de las hortalizas mas
cultivadas y con mayor valor. A su vez la demanda ha venido creciendo gracias a
la agroindustria, porque el producto ademas de comercializarse fresco tiene otras
formas de consumo como: pulpas, salsas, aderezos, jugos, entre otros (Escalona
C et al., 2009). Segun cifras de la FAO (Organizacion de las naciones unidas para
la alimentacion y la agricultura), en el afio 2012 a nivel mundial el cultivo de tomate
abarc6 4,803,680.17 hectareas cultivadas y 161,793,834.18 toneladas producidas
con un rendimiento de 336,812.25 Hg/Ha (FAOSTAT, 2012).

5.2. Marchitez vascular en tomate
Los signos y sintomas de deshidratacién en una planta, sin saber su causa, se
conocen como Marchitez. En relacion al tomate (Solanum lycopersicum L), existen

varios agentes causales (Tabla 1) que pueden ocasionar este tipo de enfermedad.

Tabla 1. Agentes causales de Marchitez en Tomate

AGENTE TIPO DE
CAUSAL MICROORGANISMO | ENFERMEDAD REFERENCIA
Fusarium Hongo Marchitez
oxysporum vascular
Sclerotium rolfsii Hongo Marchitez surefia
Phytophthora (Melgar, Rivera C,
infestans Hongo Mildiu Brown, & Weller,
Marchitez de | 2012).
Meloidogyne spp. Nematodo Raices
Ralstonia Marchitez
solanacearum Bacteria bacteriana

Entre dichos agentes causales y enfermedades, la Marchitez vascular causada por
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici es una de las mas importantes ya que
ocasiona pérdidas hasta de un 60% en el rendimiento y se encuentra reportada en
por lo menos 32 paises (Ascencio Alvarez et al., 2008).
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Comunmente se caracteriza por amarillamiento de las hojas en la base de la
planta y en un solo costado generalmente (Figura 3), posteriormente marchitez
generalizada, el xilema se torna de color café oscuro, necrosis del sistema
radicular y finalmente colapso total de la planta (Fernandez Herrera, Guerrero
Ruiz, Rueda Puente, & Acosta Ramos, 2013).

Esta enfermedad se propaga facilmente dentro del cultivo por medio del agua, aire
y los elementos con los que se manipulen las plantas como herramientas y
maquinas (Corpefio, 2004).

Figura 3. Marchitamiento unilateral de la planta de tomate

Tomado en Septiembre de 2014: http://www.pv.fagro.edu.uy/fitopato/enfermedades/Fusarium_tomate/Marchitamiento25.jpg

5.2.1. Fusarium oxysporum f. sp lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) W.C. Snyder & H.N. Hansen, se
ubica taxonémicamente en: Reino Fungi, division Deuteromycota, clase
Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia Tuberculariaceae, género Fusarium
y especie Fusarium oxysporum (Figura 4) (Pinto, 2012). Su forma especial
lycopersici recibe esta denominacion cuando su hospedero especifico es una
planta de tomate (Solanum lycopersicum L).

Este hongo puede permanecer en el suelo en forma de clamidosporas, resistir
varias temperaturas, infectar suelos muy rapidamente, e incluso recolonizar suelos
gue ya han sido tratados. (Escalona C et al., 2009) Existen reportes de tres razas
del hongo, con diferente nivel de virulencia. La raza 1 aparecié desde 1886, la
raza 2 desde 1945 y la raza 3 en 1978, cada una afecta diferentes variedades de
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tomate e incluso se ha encontrado en algunas plantas resistencia a una o mas
razas del hongo (Ascencio Alvarez et al., 2008).

Es un saprdfito facultativo. Puede crecer como parasito en la planta hospedante
pero también puede vivir, crecer y multiplicarse sobre tejido muerto de esta.
Ademas tiene la capacidad de moverse, a través de las esporas, hacia el suelo y
otras plantas donde se desarrolla como un saprofito estricto. Tiene la capacidad
de sobrevivir por muchos afos, incluso en ausencia de su hospedero. Es un
hongo endofitico que coloniza el sistema vascular, penetrando el tejido vegetal a
través de la produccion de unas enzimas y toxinas que le permiten abrirse paso y
colonizar el xilema, donde se ubica y crece. Una vez se establece bajo las
condiciones necesarias, el hongo esporula y se disemina, contaminando plantas y
suelos cercanos, donde nuevamente germina y produce micelio (Agrios, 2005).

La infeccion inicia cuando el hongo penetra por los apices o heridas laterales de la
raiz. En el interior, el hongo se desarrolla intercelularmente hasta colonizar el
sistema vascular, posteriormente asciende hacia el tallo y corona de la planta a
través de la corriente de savia. Tiene suficientes mecanismos para causar
enfermedad, sin embargo en algunas ocasiones se puede encontrar asociado a
otros hongos patdgenos del suelo (Navarro Velasco, 2013).

Figura 4. Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum A. Conidias B. Micelios y Clamidosporas C. Aspecto macroscopico.

Tomado en Septiembre de 2014: A. http://www.doctorfungus.org/imageban/images/init_images/241MIKE.JPG B. http://www.hear.org/
pph/images/images/screensized/08_008.jpg C. Fotografia capturada durante la ejecucién del proyecto.
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5.3. Bacterias promotoras de crecimiento vegetal

En la rizésfera, encontramos un microecosistema, donde habitan infinidad de
microorganismos, entre los cuales existe un grupo particular de bacterias
conocidas como promotoras de crecimiento vegetal (BPCV). Son microorganismos
gue se asocian a otros microorganismos y a las plantas. Dichas asociaciones son
mutualismos obligados y no obligados que comprenden tres grupos: las bacterias
simbitticas formadoras de noédulos, las endofiticas que pueden colonizar
estructuras internas de la planta, y las rizobacterias de vida libre asociadas al
sistema radicular de la planta. (Criollo et al., 2012)

Las asociaciones microorganismo-planta ofrecen ventajas competitivas a la planta,
pues le permiten mayor versatilidad en la captacion y asimilacion de nutrientes, un
incremento de tolerancia al estrés ambiental, resistencia frente a patégenos y
basicamente contribuyen al mantenimiento de la salud vegetal de forma directa
(Promocién de crecimiento) e indirecta (Biocontrol), lo que resulta en un
incremento de la tasa de desarrollo de las plantas y por lo tanto un aumento en el
rendimiento de los cultivos. (Rives et al., 2007)

Las BPCV que actian como agentes de Biocontrol ejercen su efecto a través de
diferentes mecanismos (Tabla 2), tales como: Produccién de antibiéticos
(Antibacteriales y Antifungicos), competicién por nutrientes, colonizacion de sitios
especificos donde se establece el patégeno y activacion del sistema inmunolégico
de las plantas (Narayanasamy, 2013).

Tabla 2. Biocontrol de hongos fitopatégenos de Tomate.

BACTERIA MECANISMO DE PATOGENO REFERENCIA
ACCION
Produccion de
enzimas liticas, (De Curtis, Lima,
Burkholderia Antibidticos, Sclerotium rolfsii Vitullo, & De Cicco,
cepacia sideroforos y 2010)
lipopéptidos.
Produccién de (Rakh, Raut, Dalvi, &
Pseudomonas sp. Antibiéticos y Sclerotium rolfsii Manwar, 2011)
siderdéforos.
Produccion de Phytophthora (Lourenco Junior,
Serratia plymuthica Antibidticos infestans Maffia, Romeiro, &
Mizubuti, 2006)
Paenibacillus Produccion de Phytophthora (Lamsal, Woo Kim,
polymyxa Antibitticos infestans Seok Kim, & Su Lee,
2013)
Bacillus Produccion de Fusarium (Rojas, Gonzélez,
thuringiensis Quitinasas oxysporum Rojas, & Heydrich,
2007)
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Pseudomona sp. Resistencia Fusarium (Van Peer, Niemann,
Sistémica Inducida oxysporum & Schippers, 1991)
Streptomyces sp. Produccion de Fusarium (Rocha & Moura,
Quitinasas oxysporum 2013)
Bacillus sp. Produccion de Fusarium (Rocha & Moura,
Lipasas oxysporum 2013)
Pseudomona Produccion de Fusarium (Belgrove, 2007)
fluorescens Antibidticos oxysporum
Pseudomona putida Produccion de Fusarium (Belgrove, 2007)
sideroforos oxysporum
Bacillus sp. Produccion de Fusarium (Belgrove, 2007)
Antibioticos oxysporum

Los agentes de biocontrol expresan caracteristicas de antibiosis y degradacion
como: produccion de metabolitos antimicrobianos (Floroglucinol, Fenazinas,
Pioluterinas, Pirrolnitrinas, Ramnolipidos, entre otros), produccion de enzimas
(Proteasas, Lipasas, Quitinasas, Celulasas) y produccién de biosurfactantes. Con
respecto a la competencia que ejercen frente al patdégeno por espacio y nutrientes,
tienen caracteristicas de movilidad, produccion de sideroforos (Captacion de
hierro) y colonizacion (Grandes poblaciones microbianas). También son capaces
de activar el sistema inmune de la planta de dos maneras diferentes. La primera
es como Sistema de resistencia adquirida (SAR) y el segundo como Sistema de
resistencia inducida (IRS), lo cual se logra aplicando a la planta una variedad de
agentes bidticos y abiodticos (Narayanasamy, 2013).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Microorganismos

Un total de 34 BPCV candidatas provenientes de tejido vegetal de cultivos de cafa
de azucar y tomate, y 1 Bacteria de referencia como control negativo (Escherichia
coli) (Tabla 3), fueron evaluadas para la determinacibn de su capacidad
antagonica frente a tres aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(M4N, M3MN y Combia); éstos ultimos fueron aislados de plantas de tomate con
signos y sintomas de Marchitez Vascular por el Grupo de Analisis en Sistemas de
Produccion Agropecuarios (ASPA) de la Universidad de Caldas, y seleccionadas
de acuerdo a pruebas de patogenicidad en plantas de tomate susceptibles.

Tabla 3. Bacterias evaluadas como antagonistas frente a Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici.

CODIGO DE IDENTIFICACION

GIBI_000001_AG_B

GIBI_000125_AG_B

GIBI_00146A_AG_B

GIBI_000006_AG_B

GIBI_000126_AG_B

GIBI_00146B_AG_B

GIBI_000007_AG_B

GIBI_000127_AG_B

GIBI_00146C_AG_B

GIBI_000013_AG_B

GIBI_000128_AG_B

GIBI_000147_AG_B

GIBI_000014_AG_B

GIBI_000130_AG_B

GIBI_000148_AG_B

GIBI_000025_AG_B

GIBI_000131_AG_B

GIBI_000149 AG_B

GIBI_000029_AG_B

GIBI_000132_AG_B

GIBI_000151_AG_B

GIBI_000031_AG_B

GIBI_000133_AG_B

GIBI_000152_AG_B

GIBI_00120B_AG_B

GIBI_000137_AG_B

GIBI_000154_AG_B

GIBI_000121_AG_B

GIBI_000139_AG_B

GIBI_000155_AG_B

GIBI_000122_AG_B

GIBI_000140_AG_B

GIBI_000230_RF_B

GIBI_000124_AG_B

GIBI_000145 AG_B

6.2. Reactivacién de microorganismos

Las 35 cepas bacterianas fueron proporcionadas por la Coleccion de
Microorganismos del Instituto de Investigacién en Microbiologia y Biotecnologia
Agroindustrial de la Universidad Catolica de Manizales en medio liquido
crioconservado. Los crioviales fueron sometidos a choque térmico a 37°C durante
5 minutos. Posteriormente las bacterias fueron incouladas en placas con agar PDA
(Anexo 1) y mantenidas bajo incubacién a 30°C durante 24-72 horas hasta la
aparicion de colonias.
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Los tres aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici fueron igualmente
recuperados en PDA mediante la transferencia de una porcion de micelio activo e
incubados durante 8 dias a temperatura ambiente.

6.3. Pruebas de antagonismo
6.3.1. Antagonismo directo: cultivos duales

En medio PDA (Oxoid) se realizaron las pruebas de antagonismo entre las 35
Bacterias mencionadas anteriormente y los tres aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. Lycopersici, por triplicado. Se prepararon indculos de las
bacterias con una concentracién aproximada de 10° células, desde caldo DYGS
(Anexo 2) con 48 horas de incubacion a 30°C y 150 RPM. Se prepararon discos
de 5mm de diametro del patégeno aislado en PDA con ayuda de sacabocados
estériles.

En PDA, se sembré un disco del patdgeno en el centro de la caja y posteriormente
se hicieron dos estrias del inoculo de Bacterias con 25 pL cada una, a 15mm de
cada lado del disco (Figura 5). Los testigos fueron preparados sembrando el
patbgeno Unicamente. Las cajas fueron incubadas por 12 dias, a temperatura
ambiente.

Por ultimo se tom6 la medida del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici (diametro) y se calcul6 el indice de inhibicién con la formula,

| = [(C-T)/C] x 100

donde | es la inhibicion (%), C es el diametro del micelio del testigo y T es el
diametro del micelio del tratamiento. (Zamora Natera et al., 2005)

Figura 5. Plantilla para pruebas de antagonismo directo
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6.4. Pruebas funcionales
6.4.1. Pruebas cualitativas de produccién de quitinasas

Se preparé medio de quitina con dos formulas diferentes para evaluar actividad
quitinolitica, donde el sustrato principal fue quitosano grado farmacéutico.
Inicialmente se hizo un medio Lurea Bertani, se agarizd y se le agregdé 1% de
quitosano coloidal (Anexo 3). Posteriormente a esta misma férmula, se le
incorporo purpura de bromocresol como indicador de color para obtener una
lectura mas eficiente de las reacciones (Anexo 4).

En los dos medios, se inocularon tres puntos de bacteria, cada uno con 20ul del
inoculo y se incubaron a 30°C por 96 horas.

6.4.2. Pruebas cualitativas de produccién de celulasas
Para evaluar la actividad celulolitica de las Bacterias, se utilizaron dos
formulaciones, CMC N° 1 (Anexo 5) y CMC N° 2 (Anexo 6). Los medios se

inocularon y se incubaron bajo las mismas caracteristicas mencionadas para las
pruebas de actividad quitinolitica.

6.4.3. Pruebas cualitativas de produccién de proteasas

La actividad proteolitica de este grupo de bacterias se hizo en medio Skim Milk y
Caseinato. Ambos medios se inocularon y se incubaron bajo las mismas
caracteristicas mencionadas en las pruebas anteriores.

6.5. Andlisis estadistico

Todas las variables fueron analizadas a través de analisis de varianza (Anexo 7) y

pruebas de comparacion de medias tipo Tukey (Anexo 8) a través del programa R
usando el paquete agricolae (De Mendiburu, 2014).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 34 Bacterias Promotoras de Crecimiento Vegetal (BPCV) y Escherichia
coli (ATCC 10536), como control negativo, fueron evaluadas In vitro a través de
cultivos duales para medir su capacidad antagonica frente a tres aislamientos de
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici. A través de los analisis estadisticos, se
pudo inferir diferencias significativas entre las bacterias, los patdégenos y la
interaccion entre ellos. De este grupo, se diferenciaron 15 bacterias las cuales
fueron clasificadas en cuatro grupos: Superiores =70%, Buenas 59 - 69%,
Deficiente 10 -20% y Nulas < 10%, segun su porcentaje de inhibicion micelial
sobre el patégeno (Tabla 4).

Tabla 4. Clasificacién de Bacterias segun su desempefio.

METODO DE % DE
CODIGO IDENTIFICACION | IDENTIFICACION | INHIBICION | CLASIFICACION
GIBI_000139_AG_B Pseudomonas API 20NE, 85.7% 77.56 Superior
luteola de identidad
GIBI_000137_AG_B Serratia Identificacion 75.78 Superior
marcescens Molecular, 16S
99% de identidad
GIBI_00120B_AG_B Burkholderia AP| 20NE, 99.9% 73.11 Superior
cepacia de identidad
GIBI_000014_AG_B Pasteurella AP| 20NE, 90.5% 67.14 Buena
multocida de identidad
GIBI_000013 _AG_B Burkholderia Identificacion 65.11 Buena
tropica Molecular, 16S
99% de identidad
GIBI_000126_AG_B Serratia Identificacion 63.75 Buena
marcescens Molecular, 16S
98% de identidad
GIBI_000025_AG_B | Gluconacetobacter Identificacién 60.56 Buena
diazotrophicus Molecular, 16S
99% de identidad
GIBI_000029_AG_B | Gluconacetobacter Identificacion 60.5 Buena
diazotrophicus Molecular, 16S
99% de identidad
GIBI_000145_AG_B Klebsiella sp. API 20E, 33.9% 60.33 Buena
de identidad
GIBI_000031_AG_B Serratia Identificacion 59.29 Buena
marcescens Molecular, 16S
98% de identidad
GIBI_000127_AG_B Serratia Identificacion 18.57 Deficiente
marcescens Molecular, 16S
99% de identidad
GIBI_00146A_AG_B | Stenotrophomonas | APl 20NE, 99.9% 13.33 Deficiente
maltophilia de identidad
GIBI_000230_ RF B Escherichia coli Cepa ATCC 10.56 Deficiente
GIBI_00146C_AG_B Pseudomonas AP| 20NE, 95.5% 3.125 Nulas
luteola de identidad
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GIBI_00146B_AG_B | Stenotrophomonas | APl 20NE, 99.9% 0 Nulas
maltophilia de identidad

*La identificacién de la cepa GIBI_000145_AG_B con API 20E arroj6 un porcentaje de identidad bajo (33.9%) por tanto se
tuvo en cuenta el género Unicamente, para poder relacionarlo de alguna manera con los deméas géneros identificados con
mayor porcentaje de identidad.

Figura 6. Cepa con el mayor porcentaje de inhibicion micelial
(GIBI_000139_AG_B)

*A. Testigo M4N B. Testigo M3MN C. Testigo Combia D. GIBI_000139_AG_B vs
M4N E. GIBI_000139_AG_B vs M3MN F. GIBI_000139_AG_B vs Combia.

Figura 7. Cepa con porcentaje nulo de inhibicion micelial (GIBI_00146B_AG_B)

*A. Testigo M4N B. Testigo M3MN C. Testigo Combia D. GIBI_00146B_AG_B vs
M4N E. GIBI_00146B_AG_B vs M3MN F. GIBI_00146B_AG_B vs Combia.

29




Existen referencias bibliograficas de los ultimos cinco afios que contienen una
gran variedad de datos, donde los autores exponen el porcentaje de inhibicién
micelial maximo obtenido en sus ensayos de antagonismo entre bacterias y
diferentes formas especiales de Fusarium oxysporum (Tabla 5). Se pudo
evidenciar que en algunos casos el mejor desempeiio in vitro alcanza un 18% de
inhibicion micelial del patégeno, mientras que en otros casos hubo 100% de
inhibicion. Las bacterias evaluadas en las diferentes investigaciones
referenciadas, provienen en su mayoria de la rizésfera de la planta de interés y en
algunos casos la procedencia fue de la rizosfera de otras plantas, de procesos
biotecnolégicos, por ejemplo, compostaje y otras indeterminadas que estan en
diferentes colecciones de microorganismos.

La proveniencia de las bacterias no siempre incide directamente sobre su
capacidad antagolnica. En esta investigacién las bacterias catalogadas como
superiores y buenas provenian 50% de cafia y el otro 50% de tomate.
Bibliograficamente, se encontraron antagonismos frente a Fusarium oxysporum f.
sp lycopersici, de los géneros Streptomyces sp. y Bacillus sp. con porcentajes de
inhibicion de 18% aproximadamente (Rocha & Moura, 2013), de Bacillus subtilis
con 46.04% (Ramyabharathi & Raguchander, 2014), de Bacillus sp con 50% y de
Pseudomonas sp con 70% (Nandhini, Sendhilvel, & Babu, 2012). Todas estas
bacterias provenian de rizésfera de tomate, excepto el Streptomyces sp que fue
aislado de rizosfera de é&rboles de naranja. Se puede notar que existe gran
variedad en la capacidad antagonica de los diferentes géneros de bacterias, aun
cuando el patdgeno es el mismo y provienen en su mayoria de la misma planta,
gue a su vez es la planta de interés.

En contraste, los géneros Pseudomonas sp, Bacillus sp, Streptomyces sp y
Burkholderia sp que estan reportados con un 100% de inhibicién micelial sobre
Fusarium oxysporum f. sp. melonis (Registeri, Taghavi, & Banihashemi, 2012), no
solo provienen de rizésfera de meldn, la cual es su planta de interés, sino que los
aislamientos los hicieron de plantas sanas y enfermas. Teniendo en cuenta que en
este caso los autores tuvieron presentes las plantas enfermas especificamente,
surge la idea que posiblemente la inhibicién total obtenida tenga alguna relacién
con la interaccion que se pudo presentar entre bacterias y patégeno en la rizosfera
de la cual provienen. En este caso, seria indicado diferenciar las bacterias
aisladas de plantas sanas, de las que fueron aisladas de plantas enfermas, para
poder evaluar los mecanismos de accion antagénica de cada grupo y de esta
manera determinar si el contacto previo con el patbgeno, que podria activar algin
mecanismo en las bacterias que las haga mejores antagonistas.

A partir de la informacion contenida en la tabla 5 se calculdé el promedio de
inhibicion micelial (68.18%), teniendo en cuenta todos los datos porque
representan la inhibicion micelial maxima reportada en los dltimos cinco afos y
tienen diferentes caracteristicas de bacterias y patdgenos. Con respecto a los
porcentajes de inhibicibn obtenidos a través de esta investigacion podemos
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resaltar que las bacterias GIBI_000139 AG_B, GIBI_000137 AG B vy
GIBI_00120B_AG_B (Superiores) tuvieron un porcentaje de inhibicion mayor que
el calculado (Figura 8), por lo cual se podrian tener en cuenta para una evaluacion
In vivo, realizando posteriormente ensayos en semillero .

Tabla 5. Reporte de bacterias antagonistas de Fusarium oxysporum en los ultimos

cinco afnos

ANTAGONISTA PATOGENO % DE INHIBICION REFERENCIA
Streptomyces sp. Fusarium 18.13 (Rocha & Moura,
Bacillus sp. oxysporum f. sp 17.49 2013)
lycopersici
Bacillus subtilis Fusarium 66.33 (Saidi et al., 2009)
Bacillus sphaericus oxysporum f. sp. 66.33
radicis-lycopersici
Serratia marcescens Fusarium 90 (Karkachi, Gharbi,
oxysporum f. sp. Kihal, & Henni,
lycopersici 2010)
Bacillus subtilis Fusarium 41.33 (Al-Azawi, Nawar, &
Pseudomonas oxysporum f. sp 35.56 Abdulla, 2012)
fluorescence lycopersici
Pseudomonas sp. Fusarium 70 (Nandhini et al.,
Bacillus sp oxysporum f. sp 50 2012)
lycopersici
Bacillus subtilis Fusarium 46.04 (Ramyabharathi &
oxysporum f. sp Raguchander, 2014)
lycopersici
Pseudomonas 100
fluorescens Fusarium (Registeri et al.,
Streptomyces sp oxysporum f. sp. 100 2012)
Bacillus sp melonis 100
Burkholderia sp 100
Burkholderia Fusarium 83 (Dihazi et al., 2012)
cepacia oxysporum f. sp.
Bacillus albedinis 75
amyloliquefaciens
Pseudomonas Fusarium 82.5 (Yasmin, Hafeez, &
aeruginosa oxysporum Rasul, 2014)
Pseudomonas 75.7
aeruginosa
Bacillus subtilis Fusarium 64.90 (Ju et al., 2014)
oxysporum
Pseudomonas Fusarium 76.80 (Gangadara Nalk,
fluorescens oxysporum f. Saifulla Nagaraja, &
Bacillus subtilis sp. vanillae 72.70 Basavaraja, 2010)
Promedio de % Inhibicion 68.18
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Figura 8. Comparacion de los porcentajes de Inhibicion superior obtenidos frente
al promedio reportado en los ultimos 5 afios.
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Por su parte, la cepa GIBI_00146B_AG_B, ademas de presentar un porcentaje de
inhibicién del 0%, tuvo otra caracteristica particular con respecto a la interaccion
con Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (M3MN, M4N y Combia). Se observo a
los 6 dias de incubacién de la prueba de antagonismo directo, que los
aislamientos del hongo tenian un desarrollo micelial mayor que los observados en
el control negativo con Escherichia coli y los testigos (Tabla 6). Dicha cepa tiene
caracteristicas que favorecen el crecimiento del hongo, en vez de ejercer el efecto
antagonico esperado para actuar en calidad de biocontrolador.

Tabla 6. Promedio del crecimiento micelial en mm a los 6 dias de incubacion.

Fusarium oxysporum f. sp lycopersici
BACTERIAS M3MN M4N Combia
GIBI_00146B_AG_B 64 64 68
GIBI 000230 RF B 45 43 43
TESTIGO* 55 57 61

*El testigo es cada uno de los aislamientos del hongo sin BPCV.

Las pruebas funcionales se eligieron a raiz de la importancia que representa la
pared celular en los hongos. Esta estructura interviene directamente con su
morfologia y en funciones importantes para el desarrollo del mismo. Esta
compuesta principalmente por polisacaridos (Quitina, Glucano y Manano) y
proteinas (Glicoproteinas) que le confieren rigidez. La ausencia de esta estructura
puede implicar la lisis de la célula fungica (Ponton, 2008). Se hicieron ensayos de
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actividad enzimatica que permitieran evaluar posibles mecanismos de accion de
las BPCV frente a la pared celular de Fusarium oxysporum f. sp lycopersici. Las
pruebas para Quitinasas, Proteasas y Celulasas fueron -cualitativas y se
compararon graficamente a través de un dendrograma (Figura 9) que permitié
agrupar las bacterias en base a su actividad enzimatica.

Figura 9. Dendrograma de pruebas enziméticas a BPCV.
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En este caso donde la informacién Unicamente es presencia 0 ausencia de
actividad enzimatica, no se pudo agrupar las bacterias de tal manera que se
pudiera relacionar directamente la actividad enzimética con el efecto antagonista
sobre Fusarium oxysporum f. sp lycopersici, puesto que en el dendrograma no se
refleja una diferencia significativa entre las bacterias con desempefio superior o
bueno con las bacterias deficientes o nulas, ni tampoco con aquellas que no
tuvieron una clasificacion, porque presentaron porcentajes de inhibicién entre 21-
58% (Intermedias). Por ejemplo, en el grupo 4 estan reunidas todas las bacterias
con porcentaje de inhibicion intermedio, 2 de las superiores (GIBI_000139_AG B
y GIBI_00120B_AG_B) y GIBI_000126_AG_B catalogada como buena; en el
grupo 3 esta GIBI_000001_AG_B que presentdo un porcentaje de inhibicion
micelial intermedio de 31.37% y la cepa de referencia GIBI_000230_RF_B que
tuvo un desempefio deficiente con un 10.56% y en los grupos 1y 2 estan reunidas
algunas bacterias clasificadas como buenas.
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Se analiz6 el dendrograma respecto a los géneros de las bacterias y no se
evidencié alguna relacién evidente entre ellos. En el grupo 3 hay Pantoea sp.
(GIBI_000001_AG_B) y Escherichia coli (GIBI_000230_RF_B), en el grupo 2 se
reinen Pasteurella sp. (GIBI_000014_AG_B), Burkholderia sp.
(GIBI_000013_AG_B), Gluconacetobacter sp.(GIBI_000029 AG_B) Yy Serratia
sp. (GIBI_000031_AG_B), en el grupo 1 se encuentran Gluconacetobacter sp.
(GIBI_000025_AG B) vy Klebsiella sp. (GIBI_000145 AG_B) vy en el grupo 4
Pseudomonas sp. (GIBI_000139_AG_B), Burkholderia sp. (GIBI_00120B_AG_B),
Serratia sp. (GIBI_000126_AG_B, GIBI_000151_AG_B, GIBI_000149 AG_B,
GIBI_000140_AG_B, GIBI_000133_AG_B, GIBI_000128_AG_B,
GIBI_000125_AG_B, GIBI_000124_AG_B, GIBI_000121_AG_B,
GIBI_000130_AG_B y GIBI_000122_AG_B), Luteibacter sp. (GIBI_000155_AG_B)
y Stenotrophomonas sp. (GIBI_000006_AG_ By (GIBI_000007_AG_B).

Posteriormente se hizo una comparacion entre las cepas clasificadas como
superiores y buenas (Tabla 7). La cepa GIBI_000137_AG B no presento
crecimiento, por tanto no fue posible hacer la evaluacién de actividad enziméatica.
Las nueve cepas restantes con porcentaje de inhibicion superior y bueno,
presentaron en su totalidad actividad quitinolitica en el medio Quitosano N° 1 con
un pH entre 6.0 — 6.5, excepto GIBI_000139 AG _B. Sin embargo en el medio
Quitosano N° 2 con pH de 5.0, solamente presentaron actividad cinco de estas
bacterias. Posiblemente el nivel de acidez del medio Quitosano N° 2 no es
adecuado para evaluar este tipo de microorganismos. Unicamente cinco de esas
nueve cepas fueron positivas para proteasas. Entre estas GIBI_000139 AG By
GIBI_00120B_AG_B que tienen inhibicion superior. Y solamente dos cepas
buenas (GIBI_000013 AG_B y GIBI_000025_ AG_B) tuvieron actividad celulolitica.

Tabla 7. Pruebas funcionales a bacterias Superiores y Buenas.

QUITOSANO | QUITOSANO
BACTERIA N°1 N° 2 SKIM MILK | CASEINATO cMmC1 cmc2

GIBI_000139_AG_B* NEGATIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
GIBI_000137_AG_B* No se pudo realizar pruebas funcionales. La cepa no presento crecimiento.

GIBI_00120B_AG_B* POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
GIBI_000014_AG_B** POSITIVO POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
GIBI_000013_AG_B** POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | POSITIVO
GIBI_000126_AG_B** POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
GIBI_000025_AG_B** POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO | NEGATIVO | POSITIVO
GIBI_000029_AG_B** POSITIVO POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
GIBI_000145_AG_B** POSITIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
GIBI_000031_AG_B** POSITIVO POSITIVO NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO

*BPCV Superiores
*BPCV Buenas
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Teniendo en cuenta las observaciones anteriores no se puede afirmar que el
mecanismo utilizado por estas diez BPCV para inhibir al patéogeno es la
produccion de enzimas que participan directamente en la degradacion de la pared
del hongo. Sin embargo no es adecuado descartar dicha hipo6tesis porque al
comparar estas bacterias, pudimos evidenciar que la mayoria de ellas (superiores
y buenas) tienen actividad quitinolitica y la mitad tuvo actividad proteolitica.
Basados en que dichas enzimas estan asociadas a la degradacion de la pared
celular de los hongos, es posible relacionar este tipo de actividad como uno de los
mecanismos que utilizan las bacterias para ejercer su antagonismo frente al hongo
patogeno.

Asimismo, se evidencio que los géneros de las bacterias antagonistas superiores y
buenas, tienen un grado de cercania en su clasificacion taxonémica entre ellas y
en comparacion a los géneros con mayor desempefio reportados en la tabla 5,
frente a Fusarium oxysporum f. sp lycopersici especificamente. Todos estos
géneros se clasifican como Proteobacterias, y a su vez se agrupan en:
Gammaproteobacterias (Pseudomonas sp, Serratia sp, Pasteurella sp y Klebsiella
sp) Betaproteobacterias (Burkholderia  sp) y  Alphaproteobacterias
(Gluconacetobacter sp).

Como pauta final, reconocemos la importancia de implementar otros métodos para
identificar los mecanismos que utilizan las BPCV para ejercer antagonismo frente
a hongos patogenos, con el fin de hacer un analisis mas profundo y poder
determinar con certeza cuales son dichos mecanismos en las bacterias evaluadas.
Entre las técnicas o métodos que se pueden utilizar, se encuentra la posibilidad de
evaluar in vitro, la capacidad de producir antibiéticos. Los metabolitos
secundarios producidos por las bacterias se purifican e identifican quimicamente,
a través de HPLC, y también a través de técnicas moleculares que permitan
identificar los genes relacionados con la expresion de compuestos antibioticos
(Narayanasamy, 2013).

Otra estrategia es evaluar la capacidad que tienen las BPCV para competir por
espacio y nutrientes. El hierro por ejemplo, es un micronutriente esencial para el
desarrollo de todos los microorganismos. En algunos suelos la cantidad de hierro
es muy limitada y generalmente se encuentra en forma insoluble (férrica) la cual
no es disponible para los microorganismos. Las bacterias capaces de producir
sideroforos, tienen la habilidad de “secuestrar” este micronutriente del medio. Esta
caracteristica le da ventajas competitivas sobre otros microorganismos para poder
colonizar tejido vegetal y desarrollarse. De esta manera es capaz de desalojar a
los patdogenos de ese microambiente (Narayanasamy, 2013). El método mas
comun para evaluar la produccion de sideréforos es con el medio Cromo Azurol S
(CAS) (Schwyn & Neilands, 1997). Se fundamenta en una competencia por el
hierro entre un complejo férrico (indicador de color), el CAS y el sideréforo
producido por el microorganismo. Cuando el hierro es removido del medio se
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genera una reaccion positiva, evidenciada por un cambio de color que usualmente
es de azul a naranja (Milagres, Machuca, & Napole&o, 1999).

Por dltimo podrian ser medidas por pruebas semicuantitativas, moléculas
tensoactivas que son sintetizadas por los microorganismos cuando la fuente de
carbono es poco soluble o insoluble, utilizadas para llevar a cabo la degradacion
de sustratos insolubles. Dichas moléculas se denominan biosurfactantes y pueden
actuar en calidad de agentes antimicrobianos. (Yafiez Ocampo & Wong Villarreal,
2013). Es posible medir la actividad antifungica de los biosurfactantes a diferentes
concentraciones sobre agar PDA, partiendo de una siembra masiva del hongo.
Posteriormente se hacen pozos en el medio donde se deposita el biosurfactante y
se interpreta como positiva cuando se halos translucidos alrededor de los pozos.
Hay reportes de biosurfactantes con actividad antimicrobiana sobre Fusarium
oxysporum por dafio en la superficie de la célula (Nalini & Parthasarathi, 2014).

Durante el desarrollo de este trabajo Unicamente se pudo evaluar actividad
enzimatica. Con la informacién obtenida de esos ensayos, no se puede inferir con
certeza cudl fue el mecanismo utilizado por las BPCV evaluadas, para expresar
antagonismo frente a Fusarium oxysporum f. sp lycopersici. Existe una idea
tentativa de que el antagonismo ejercido por las diez bacterias que fueron
clasificadas como superiores y buenas posiblemente este relacionado con la
producciéon de quitinasas y proteasas, como uno de los posibles mecanismos,
porque se encontrd actividad enzimatica en el 80% de los aislamientos para
quitinasas y el 50 % para proteasas (Control negativo no presenté actividad para
quitinasas). Para poder reconocer todos los mecanismos de accion de las
bacterias evaluadas, es importante hacer uso de las otras metodologias
mencionadas anteriormente que podrian complementar la evaluacién antagdnica
in vitro, incluyendo pruebas de campo que evalien otras variables como la
respuesta de la planta de tomate en interaccion con el patégeno y el
biocontrolador al mismo tiempo.

36



8. CONCLUSIONES

Basados en los resultados obtenidos se observo que 15 bacterias se diferenciaron
por su actividad de inhibicibn micelial, clasificandose en 4 grupos como:
superiores, buenas, deficientes y nulas. Al compararse los porcentajes de
inhibicion micelial de las bacterias superiores con un promedio de inhibicidon sobre
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici obtenido de reportes literarios de los ultimos
cinco anos, se destaco su actividad antagonica sobre dicho patégeno, al presentar
actividad antagonica por encima del promedio mencionado.

A través del dendrograma donde fueron agrupadas las bacterias en base a la
actividad enzimética, no fue posible relacionar directamente dicha actividad con el
efecto antagonico observado sobre el patégeno. Por su parte, las 10 bacterias
catalogadas como superiores y buenas fueron comparadas y se encontrd una alta
relacion entre ellas con respecto a su actividad quitinolitica (8/10) y un 50% de
actividad proteolitica (5/10), ademas se encontré una cercania taxonémica en los
géneros que hacen parte de estas 10 BPCV.

Para poder inferir todos los mecanismos de accién utilizados por estas bacterias
para enfrentar al patbgeno, es necesario recurrir a metodologias complementarias
gue permitan medir la capacidad de producir antibiéticos, biosurfactantes y la
habilidad de competir por nichos y nutrientes. Ademas, se debe complementar el
andlisis realizando ensayos tipo semillero, donde se midan otro tipo de variables In
vivo.
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9. RECOMENDACIONES

Aislar bacterias de rizésfera de plantas de tomate que presenten signos y
sintomas de la enfermedad, para medir su capacidad antagonica.

Hacer pruebas complementarias que midan otro tipo de mecanismo de
accion de las bacterias antagonistas.

Realizar ensayos In vivo, tipo semillero.

Buscar alternativas al medio Quitosano N° 2 para bacterias que no soporten
pH bajo, para evitar falsos negativos.

Utilizar caseinato preferiblemente para realizar las pruebas de actividad
proteolitica.
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Anexo 1. Agar PDA

Férmula gr/L

Extracto de papa 4.0

Glucosa 20.0

Agar 15.0

Anexo 2. Caldo DYGS

ANEXOS

Formula gr/L
Glucosa 2.0
Acido Malico 2.0
Peptona Bacteriolégica 1.5
Extracto de Levadura 2.0
Fosfato Dipotasico 0.5
Sulfato de Magnesio Heptahidratado 0.5
Acido Glutamico 1.5

*pH 5.8 - 6.0

Anexo 3. Medio Quitosano N° 1

Férmula gr/L
Triptona 10.0
Extracto de Levadura 5.0
Cloruro de Sodio 5.0
Agar bacterioldgico 10.0
Quitosano Coloidal 10.0

*pH 6.0 — 6.5

Anexo 4. Medio Quitosano N° 2

Formula gr/L
Triptona 10.0
Extracto de Levadura 5.0
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Cloruro de Sodio

5.0

Agar bacterioldgico

10.0

Quitosano Coloidal

10.0

Purpura de Bromocresol

0.15

* pH 5.0

Anexo 5. Medio CMC N° 1

Formula

gr/L

Carboximetil Celulosa

10.0

Fosfato Dipotasico

1.0

Sulfato de Magnesio

0.5

Sulfato de Hierro

0.01

Sulfato de Manganeso

0.01

Nitrato de Amonio

0.3

Agar Bacteriologico

12.0

*pH 7.0

Anexo 6. Medio CMC N° 2

Férmula

gr/L

Carboximetil Celulosa

10.0

Extracto de Levadura

2.0

Sulfato de Amonio

0.4

Fosfato Monopotasico

0.08

Fosfato Dipotasico

0.08

Cloruro de Calcio

0.4

Peptona Bacteriol6gica

2.0

Agar Bacteriologico

12.0

*pH 7.0

Anexo 7. ANDEVA

Df Sum Sq Mean Sq F Value Pr(>F)
Bacterias 34 100015 2941.6 341.380 | <2e-16 ***
Patogenos 2 1537 768.3 89.160 <2e-16 ***
Bacterias:Patégenos 68 5848 86.0 9.981 <2e-16 ***
Residuales 174 1499 8.6
Cddigos Q "HxH 0.001 '**! 0.01 ' 0.05"' 01"
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Anexo 8. Medias del porcentaje de inhibicion micelial

Fusarium Oxysporum f. sp lycopersici
CODIGO
BACTERIA COMBIA M3MN M4N
GIBI_000001_AG_B 35 24 38
GIBI_000006_AG_B 41 26 37
GIBI_000007_AG_B 46 46 51
GIBI_000013_AG_B 67 61 67
GIBI_000014_AG_B 66 68 68
GIBI_000025_AG_B 45 67 69
GIBI_000029_AG_B 43 66 67
GIBI_000031_AG_B 50 52 70
GIBI_00120B_AG_B 76 72 71
GIBI_000121_AG_B 49 35 50
GIBI_000122_AG_B 45 42 43
GIBI_000124_AG_B 49 49 51
GIBI_000125_AG_B 47 54 53
GIBI_000126_AG_B 63 65 63
GIBI_000127_AG_B 19 15 22
GIBI_000128_AG_B 50 51 54
GIBI_000130_AG_B 43 50 62
GIBI_000131_AG_B 35 48 43
GIBI_000132_AG_B 39 49 48
GIBI_000133_AG_B 43 50 50
GIBI_000137_AG_B 79 71 77
GIBI_000139_AG_B 76 79 78
GIBI_000140_AG_B 43 51 51
GIBI_000145_AG_B 51 64 66
GIBI_00146A_AG_B 2 6 33
GIBI_00146B_AG_B 0 0 0
GIBI_00146C_AG_B 0 8 0
GIBI_000147_AG_B 46 50 46
GIBI_000148_AG_B 45 43 46
GIBI_000149 AG_B 39 52 49
GIBI_000151_AG_B 47 50 60
GIBI_000152_AG_B 39 38 47
GIBI_000154_AG_B 43 42 46
GIBI_000155_AG_B 50 54 47
GIBI_000230_RF_B 12 6 14
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