UTILIZACION DEL BIOPRODUCTO OBTENIDO A PARTIR DE AZOTOBACTER
CHROOCOCCUM Y BACILLUS SUBTILIS PARA EL CONTROL DE LA
MARCHITES VASCULAR Y LA ESTIMULACION DEL CRECIMIENTO EN
TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM L.).

Janet Rodriguez Sanchez', Grisel Tejeda Gonzélez', José A. Fresneda Buides?,
Ernesto A. Mesa Vilorio', Lazaro lzquierdo Damas?, Yoania Rios Rocafull®, Marisel
Ortega Garcia', Armando Garcia Fernandez', Ulises Socas Estrada' y Kattia Cafiizares
Hernandez’.

1. Instituto de Investigaciones Fundamentales en Agricultura Tropical “Alejandro de
Humboldt”
2. Sede Universitaria de Artemisa.

INTRODUCCION

La busqueda de nuevos bioproductos de amplio espectro para ser utilizados con fines
agricolas se ha convertido en una tarea de primer orden. La elaboracion de inoculantes
mediante el co-cultivo de microorganismos con potencial biofertilizante y antagonista ha sido
poco estudiado hasta el momento; aunque se conoce del uso de procesos mixtos para la
obtencién de productos empleados con fines medicinales y alimenticios (Kuang et.al, 2009).

En Cuba, una de las especies que mas se cultiva de forma intensiva en los diferentes
sistemas productivos es el tomate (Solanum lycopersicum L.), debido a su alta demanda.
Sin embargo, es uno de los vegetales mas atacados por patégenos, sobre todo en la fase
inicial del cultivo y en los sistemas de cultivo protegido.

Fusarium oxysporum fsp. lycopersici Schlecht ex (Fr.) (Sacc.). Snyder and Hans, es el
principal causante de la “Marchites Vascular’, que se considera una de las enfermedades
mas dafiinas y persistentes donde quiera que crezca intensivamente el cultivo.
Frecuentemente se afectan campos enteros de semilleros, lo que trae consigo disminucion
de la calidad de los frutos entre 5y 60%, pérdidas incontables en semillas por concepto de
contaminacion, reduccion importante de los rendimientos y severos dafios econdémicos
(Agrios, 2005).

Desde hace unos afios en el INIFAT se trabaja en la formulacion de un bioproducto de
amplio espectro a partir de cepas seleccionadas de Azotobacter chroococcum y Bacillus
subtilis. Los objetivos de la presente investigacion fueron: evaluar la actividad antifingica “in
vitro” del bioproducto contra Fusarium oxysporum fsp. lycopersici y validar su uso para el
tratamiento de semillas de tomate en experimentos “in vivo” y en condiciones de produccion
de posturas de la Agricultura Urbana.

MATERIALES Y METODOS

Para la obtencion del bioproducto se utilizé la combinacion de las cepas INIFAT-12 de
Azotobacter chroococcum y INIFAT-101 de Bacillus subtilis. Las mismas se fermentaron en
zaranda rotatoria a 200 r.p.m de agitacién y 30°C de temperatura, durante 24 horas en un
medio de cultivo propuesto para patente (Tejeda, 2009).

La evaluacion de su actividad contra Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici se realizd por el
Método de Envenenamiento del Medio (Patil et.al, 1986) sobre medio de cultivo PDA,
inoculado con las muestras de los productos viables y estériles(autoclaveado) resultantes
del proceso fermentativo al 10% de concentraciéon. El experimento contd con cinco réplicas



por variante y se mantuvo durante 7 dias a 28°C. La evaluacion del crecimiento micelial se
realizé a los 5 y 7 dias de incubacion, tomando la dltima medicién para el calculo de los
porcentajes de control respecto al testigo.

Para validar el efecto del producto “in vivo” se utiliz6 un método de infeccion artificial con
semillas de la variedad “INIFAT-28", para lo cual fueron inoculadas con una suspension de
esporas del hongo de 10’ esporas.mL™/mL o una dosis de 0.1 mL/semilla del bioproducto
obtenido, el cual contaba con una concentracion superior a 10% UFC.mL™.

Los ensayos tenian un total de cuatro tratamientos:
1. Testigo
2. Testigo Inoculado sélo con el hongo
3. Tratamiento preventivo(MBH)
4. Tratamiento curativo (HMB)

Cada tratamiento conté con cuatro réplicas de 50 semillas cada una. Las variables
respuesta fueron evaluadas en distintos momentos. La promocién de la germinacion a 24,
48, 72 y 144 horas después de la siembra, tomando como parametro a la hora 24, la
emergencia de la radicula. La estimulacién del crecimiento en las plantulas fue determinada
a los 7 dias. Se midié la longitud de la radicula (cm) desde el cuello de la raiz hasta el
extremo de la misma y del hipocétilo (cm), desde el cuello de la raiz hasta el punto de
formacion de la primera hoja verdadera y se contd el nimero de hojas de las plantas que las
presentaban. La evaluacion del nimero de semillas infectadas con el micelio y esporas del
hongo, se realizé a los 15 dias, bajo un microscopio estereoscépico para el célculo de los
porcentajes de control de cada producto en ambas formas de aplicacion.

Todos los experimentos se mantuvieron durante 15 dias a una temperatura de 26 + 2°C y un
fotoperiodo de 14 horas luz y 10 de oscuridad.

La evaluacién en condiciones de produccion de posturas se realizd en el organdponico
“Plaza” del municipio Artemisa, provincia La Habana. Las semillas se sembraron en
bandejas de cepellones que contenian una mezcla de 50% de suelo Pardo y 50% de humus
de lombriz. El producto se aplicé de forma curativa al presentarse un brote natural de la
enfermedad, con una dosis de 0.4 mL/semilla.

Todos los datos experimentales fueron procesados estadisticamente mediante Andlisis de
Varianza con Disefio Completamente Aleatorizado y se determind la significacion de las
diferencias mediante Prueba de Rangos Multiples de Duncan con el empleo del programa
STATGRAPH 5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

El bioproducto viable mostr6 un 100% de control contra Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici, mientras que el autoclaveado, donde se encuentran los metabolitos
termoestables derivados de ambos microorganismos, muestra un 14% de control respecto al
testigo.

Los valores de porcentaje de control elevados en el caso del producto viable se deben
fundamentalmente a que las bacterias mantienen su produccion metabdlica. En el caso de
Bacillus subtilis se reconocen entre sus metabolitos sustancias antibitticas, antibacterianas
y antifangicas con diferentes mecanismos de accion, la formacion de biopeliculas,
compuestos de naturaleza peptidica y lipopeptidica (Souto et.al, 2004), enzimas
quitinoliticas (Montealegre et.al, 2003) y metabolitos sideréforos, (Batch y Diaz, 2008). La
capacidad de producir las mismas continla siendo estudiada desde el punto de vista
genético y bioquimico (Schallmey et.al, 2004).



En el caso de Azotobacter chroococcum se describe la produccion de una sustancia
fungistética soluble en éter, termoestable, que inhibe el crecimiento de importantes hongos
fitopatdgenos entre los que se encuentran Fusarium sp., Helminthosporium sp. y Alternaria
sp. (Durkhead et.al, 1998).

La actividad de los metabolitos termoestables, sin embargo, es baja. Esto puede atribuirse a
la produccion de sustancias termoldbiles y volatiles, con marcado caracter antifingico, que
dan una respuesta 6ptima cuando las bacterias estan presentes y que se pierden durante el
proceso de esterilizacién, establecido para la obtencion de los mismos, Estos resultados
coinciden con una hipétesis planteada por Montesinos et.al., (2002) quienes encontraron
metabolitos volatiles en formas alcohdlicas y de etileno derivados de una cepa de Bacillus
subtilis.

El efecto del bioproducto sobre la germinacién de las semillas de tomate, durante los
ensayos de infeccién artificial, se muestra en el Grafico 1. Se observa que a la hora 24
comenzo la emergencia de la radicula, siendo mayor en los dos tratamientos del producto,
con diferencias significativas con respecto a los testigos. El incremento de la germinacion
fue de 23% para el caso donde el bioproducto fue aplicado de forma curativa y de 12%
cuando se aplic6 de forma preventiva.

Grafico 1. Efecto del bioproducto sobre la cinética de germinacién de semillas de tomate infestadas
con Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici
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El comportamiento de los principales indices fisioldgicos en el primer estadio se muestra en
el Gréfico 2. El bioproducto logré un incremento entre 6 y 14% en la longitud de la radiculay
de 16% en la longitud del hipocétilo, cuando fue aplicado previamente y 36% cuando se
aplico de forma curativa, lo cual hace que esta forma de aplicacion difiera significativamente
del testigo.



Grafico 2: Efecto del bioproducto sobre los principales indices fisiol6gicos de semillas de tomate
infectadas con Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici.
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Los resultados obtenidos denotan la tendencia del bioproducto como promotor de la
germinacion y estimulador del crecimiento vegetal, lo que permite afirmar que la capacidad
de Azotobacter chroococcum, para producir fitohormonas y sustancias estimuladoras del
crecimiento vegetal, no se pierde con la inclusién de cepas de Bacillus subtilis en el
producto. Este a su vez, provee a la semilla de mecanismos de defensa y logra inducir
resistencia frente al ataque de los patégenos.

El Grafico 3 muestra el control de la infeccion provocada a la semilla por el hongo. En el
mismo se aprecia que ambos tratamientos logran disminuir el porciento de semillas
infestadas. Fue mas efectivo cuando se aplicd de forma preventiva donde alcanzé el 70% de
control. En forma curativa s6lo logra un 44% de control. Este comportamiento puede
deberse a que la bacteria no deja establecer o completar el desarrollo de las estructuras
fungicas.

Grafico 3: Efecto del bioproducto sobre el porciento de control de semillas de tomate infectadas con
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici .
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El efecto de la aplicacion en condiciones de produccion de posturas se muestra en la Tabla
1.



Tabla 1. Efecto del bioproducto sobre los principales indices fisioldgicos y en el control de la

marchites vascular.

Variantes Long. Long. Altura Ne° Area Diametro %
Raiz Tallo Plantas Hojas Foliar Tallo Control
Testigo 455a | 8.60Db 13.85b 3.77a | 2785b | 0.201a -
INIFAT-12 + 421a | 1196 a 18.18 a 3.74a | 40.61a | 0.203a 29.2
INIFAT-101
Desv. Est 0.1799 | 1.7711 2.28491 0.0283 | 6.7252 0.0024
EsX 0.0077 | 0.0132 0.0424 0.0111 | 0.0139 0.001
CV (%) 4.11 17.23 14.27 0.76 19.65 1.17

Nota: Datos en columna con letras iguales no difieren significativamente entre si para p<

0.05.

En la misma se aprecia que el bioproducto logra estimular la mayor parte de los indices
fisiologicos evaluados en esta fase. En cuanto al control de la infeccién, el bioproducto
manifestd su potencial de control en forma curativa, lo que se atribuye a la competencia que
puede establecerse entre los microorganismos que no permiten la total inclusiéon del micelio
en las plantas.
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