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Resumen y Abstract IX

Resumen

El cultivo del banano es de gran importancia a nivel mundial y su productividad se ve
afectada por algunos factores bidticos. Dentro de estos, se encuentra la bacteria
fitopatdgena Ralstonia solanacearum, el agente causal de la enfermedad del Moko. Esta
enfermedad produce una marchitez general y muerte a las plantas en los cultivos de
banano. Los métodos de control, que combinan labores culturales y quimicas con largos
periodos de cuarentena del suelo, no han sido totalmente efectivos. El objetivo de este
estudio se basd en evaluar los extractos bacterianos (EB) producidos por Bacillus
amyloliquefaciens EA-CB0123 en suelos contaminados con R. solanacearum y el efecto
en la supervivencia y reduccion del tiempo de cuarentena en microcosmos e
invernadero. Bajo las condiciones evaluadas en este trabajo se encontrdé que el EB y
otros tratamientos derivados de la fermentacion de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 no
mostraron reducciones significativas de las poblaciones en microcosmos de suelos, ya
gue la poblacién de la cepa R. solanacearum AW1 se mantuvo a una concentracion
aproximada de 3.2 x 10° UFC/g suelo en 60 dias evaluados. Adicionalmente, en los
suelos contaminados con R. solanacearum EAPO09 a nivel de invernadero, el EB no
mostré efectos de reduccién del tiempo de cuarentena, ya que en los tratamientos
evaluados, incluyendo el control absoluto, la concentraciéon de R. solanacearum no fue
detectable a los 120 dias después de la infeccion. Estos resultados no evidencian una
disminucion de los tiempos de cuarentena por parte del EB a las condiciones evaluadas,

lo cual demuestra la complejidad del control biolégico en el suelo.

Palabras clave: R. solanacearum, B. amyloliquefaciens, banano, Moko, cuarentena
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Abstract

Banana crops are ranked as one of the most important fruit crops at a national and
worldwide level. However, its productivity seems greatly affected by several biotic factors
such as the phytopathogenic bacterium Ralstonia solanacearum, the causal agent of
Moko disease, which causes general wilt and subsequent death in banana crops. The
traditional methods implemented for the control of Moko disease involve a combination of
cultural and chemical practices along with long periods of quarantine; nonetheless these
practices have not been fully effective. The aim of this study was based on assessing the
bacterial extracts (EB) produced by Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0123 in soils
contaminated with R. solanacearum and the effect of survival and reducing quarantine
time in microcosms and greenhouse. Under the evaluated conditions it was found that the
EB and other treatments derived from the fermentation of B. amyloliquefaciens EA-
CB0123, showed no significant reductions on the population of R. solanacearum AW1 in
the microcosms soil, as its population was maintained at 3.2 x 10° CFU/g soil after
60 days of the inoculation with the EB and other treatments. Additionally, in soils
contaminated with R. solanacearum EAPO09 at greenhouse level, the EB showed no
effectin the reduction of quarantine time either. In fact, the evaluated treatments,
including the absolute control, showed that the concentration of R. solanacearum was not
detectable 120 days after its inoculation. The results obtained in this work did not show
that the EB inoculation caused a decrease of quarantine time under the evaluated

conditions, demonstrating the complexity of biological control in soil.

Keywords: R. solanacearum, B. amyloliuefaciens, banana, Moko, quarantine



Contenido Xl

Contenido

RESUIMEN L. e e e e s e e e reaeen IX
LY ¢ 1] £ = o] ST PP TP PP PP PPPPP PP PPPON X
(070] 01T o 1o [0 J PP TP PP PP P PPPPPP PP PPPIN Xl
IESY = W L {0 [T = LSRR Xl
LisSta de taADIAS ... XV
LISTA 08 @INMEXOS ..eeetteiiiititieettteeeeeeet ettt XVI
LiSTa 0@ @DIEVIATUTAS ... ttteiiiiiiieiiiiiitteitee ettt nnnnnnes XVII
INEFOAUCCION .ottt e e e e e sttt e e e e e e e et bt e e e e e e eeeaanns 1
O BEIVOS .o 4

Capitulo 1: Caracteristicas ecoldgicas de Ralstonia solanacearum y el potencial de

un agente biocontrolador del MOKo en €l SUEIO........coevviiiiiiiiiiii e, 5
1. RESUIMIBN ..ttt ettt et e et e e et e e et e et e e et e e et e e ra e e et e ernaae 5
1.2 Generalidades del cultivo de banano ... 5
1.3 Ecologiade R. SOlanNaCearum ...........coccuiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 7

1.3.1 Ciclo de la enfermedad causada por R. solanacearum .............ccccccevvvvvenennnns 9
1.3.2 Enfermedad del MOKO ........ccoiiiiiiiiece e 11
1.4 Control biol6gico en larizoSfera.......ccccovuiiiiiiii e 13
1.5 Meétodos de control de R. solanacearum...........coooeeeeeiieieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 16

Capitulo 2: Materiales Yy MEtOUOS .....coeee e 21
2.1 Microorganismos y condiciones de CUltiVO .......cccoveiiiiiiiiiiiiiinieeeeee e 21
2.2 Medios de CUltiVO Y FEACTIVOS ..iiiiiiiii it e e e 21

2.3 Cinética de crecimiento del B. amyloliquefaciens EA-CB0123..................... 22



Xl Evaluacion de extractos de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0123 para la
recuperacion de suelos bananeros contaminados con Ralstonia solanacearum

2.3.1 Produccion de biomasa de la bacteria B. amyloliuefaciens EA-CB0123 en

diferentes Medios de CUILIVO .......ccooiiiiiiiee e 23
2.3.2 Actividad de extractos (EA-CB0123) contra R. solanacearum ...................... 23
2.4 Concentracién minima inhibitoria (CMI) ..........oooiiiiiiiiirc e, 25
2.5 Aislamiento de cepas de R. solanacearum........ccccccceeveeeeiieeiiiiiiiieeeeee e 26
2.5.1 Caracterizacion molecular de 10S aislados .............eeeeiiieiiiiiiiiiiiiiee e 27
2.5.2 Pruebas de patogenicidad de R. solanacearum en plantas de banano......... 28

2.6 Evaluacion del extracto de la EA-CB0123 en suelos contaminados con R.

SOIANACEAIUM .o 30
2.6.1 Obtencién del extracto bacteriano y tratamientos derivados ......................... 30
2.6.2 Evaluacion del extracto bacteriano a nivel de microcoSmos...............cccuvveee. 31
2.6.3 Evaluacion del extracto bacteriano a nivel de invernadero..............cccc.vvvveeee. 33
2.7 ANAlisis eStadiStiCO ...ccvviiiiiiiiiiieeceeee 34
Capitulo 3: RESUITAUOS ..oeviiiiiiiiieee et 37
3.1 Cinética de crecimiento y evaluacion de actividad de los extractos de B.
amyloliquefaciens EA-CBOL23 ... 37
3.2 Concentracion minimainhibitoria.........cccccccviiiiiiii 39
3.3 Aislamiento y caracterizacion de cepas de R. solanacearum ....................... 40
3.3.1 Pruebas de patogenicidad de R. solanacearum en plantas de banano......... 42
3.4 Obtencidn del extracto bacteriano .........cccuuvvieiiiiiiiiiii e 46
3.5 Evaluacién del EB en suelos contaminados con R. solanacearum.............. 47
DTS o U S o o PP 53
Conclusiones Y reCOMENAACIONES ...uuuuiiiiieeieieeiiee et et e e e e e e araaaaas 69
CONCIUSIONES ...t 69

[ EToT o] o4 1=T o Lo b= Tod o ] o =S 70

BibD I OGIAfTA ..ee e e 77



Lista de figuras XII

Lista de figuras

Figura 2-1 Método de difusiOn €N @gar. .......ccooeeeeiiiiiiiiiiii e e e e e aanees 25
Figura 2-2 Esquema del proceso de aplicacién de los tratamientos y sembrado de

plantas de banano en suelos contaminados con R. solanacearum a nivel de invernadero

....................................................................................................................................... 35
Figura 3-1 Cinética de crecimiento de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 y radio de
inhibicién de los SLC en MOLP, TSB Y DRU. ......cooiiiiiiiiii et 38

Figura 3-2 Porcentaje de inhibicion de R. solanacearum EAPOQ9 a partir de extractos
metanodlicos de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 producidos en MOLP, TSB y DRU a
LT VZ= IR 0 TV 1 0 40
Figura 3-3 Comportamiento del desarrollo de los sintomas de la enfermedad del Moko
causada por R. solanacearum en el tiempo en plantas de banano cv. Williams. A.
Porcentaje de marchitez y B. Porcentaje de clorosis en hojas de plantas de banano
infectadas con diferentes aislados de R. solanacearum.. ...........ccccccuvvmememnminemimmnnnnnnnnnnn. 44
Figura 3-4 Plantas de banano infectadas con diferentes aislados de R. solanacearum en
1)Y= 4 = o [ o PSPPSRI 45
Figura 3-5 Radio de inhibicién de R. solanacearum EAPO009 a nivel in vitro producidos
por diferentes tratamientos derivados de la obtencion del EB. ............ccccccvvvviiviiiiinnnnnnn, 46
Figura 3-6 Efecto del EB y otros derivados obtenidos del cultivo de B. amyloliquefaciens
EA-CB0123 sobre la concentracién (Log UFC/g suelo) de R. solanacearum AW1 en el
tIEMPO €N MICTOCOSIMOS. ....ciiiiiiiiiiiee ettt 47
Figura 3-7 Efecto del EB obtenido del cultivo de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 sobre
la concentracion (Log UFC/g suelo seco) de R. solanacearum EAPO09 en suelo de los
tratamientos CAB, EB y Agua, en el iempPO. .......ccooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 49
Figura 3-8 Efecto del EB obtenido del cultivo de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 sobre
la concentracion (Log UFC/g tejido) de R. solanacearum EAPOQ9 en tejido de banano en

(o L1 (T CE L CSTR = L= L L] 10 1P 50



XIV Evaluacion de extractos de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0123 para la
recuperacion de suelos bananeros contaminados con Ralstonia solanacearum

Figura 3-9 Efecto del EB obtenido del cultivo de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 sobre
la concentracion (Log UFC/g suelo seco) de bacterias totales cultivables en suelo de los
AIferentes tratamMIENTOS. .. ..ceeie i e et e e e e e e et e e e e e e earean s 52



Lista de tablas XV

Lista de tablas

Tabla 2-1 Tratamientos para la evaluacion del efecto antagonista con R. solanacearum
€N MICrOCOSMOS 0 SUEIO ..o 32
Tabla 2-2 Tratamientos para la evaluacion de la disminucién del tiempo de cuarentena de
suelos contaminados con R. solanacearum a nivel de invernadero...............cccevevvvvvnnnnn. 33
Tabla 3-2 Origen, morfologia y tamafio de los aislados de R. solanacearum................. 41
Tabla 3-3 Resultados del ABCDE de las sintomatologias de las plantas causadas por los

AUSIAAOS R. SOIANACEAIUIM .. oeeeie ettt et e et e e e e e e e e aennaens 45



Lista de anexos XVI

Lista de anexos

Anexo 1 Analisis del sustrato de germinacion Tierra Negra®...........cccccoovvevvviieeeeeeeennnnns 72
Anexo 2 Halos de inhibicion en la metodologia de difusion de agar ............ccccceeeeeennnnnns 73

Anexo 3 Aislamiento de cepas de R. solanacearum..........ccccccvvvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 75



Lista de abreviaturas

XVII

Lista de abreviaturas

Abreviatura Término

3.0H PAME 3-hidroxy Palmitic Acid Methyl Ester

ABCDE
ACB
ADE
ADN

BAFE
C()
CAB
CMmI

DPI

DO
EB
EPS
FIA
ha
HPLC
LCoso
LP
M-H
MOLP

MCRH

PCR

Area Bajo la Curva del Desarrollo de la Enfermedad

Agente de Control Biologico
Agua Destilada Estéril
Acido Desoxiribunocléico

Bacterias Aerébicas Formadoras de Endospora

Control negativo
Control Absoluto
Concentracion Minima Inhibitoria

Dias Posteriores a la Infeccién

Densidad Optica

Extracto Bacterial

Exopolisacérido

Foco de Infeccion Atrtificial

Hectareas

“High Performance Liquid Chromatography”
“Lethal Concentration 50”

Lipopéptidos

Mueller Hinton

“Medium Optimal for Lipopeptide Production”

Maxima Capacidad de Retencion de Humedad

“Phenotype Convertion”

“Polymerase Chain Reaction”



XV Evaluacion de extractos de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0123 para la
recuperacion de suelos bananeros contaminados con Ralstonia solanacearum

Abreviatura Término

PglA Poligalacturonasa

PGPR “Plant Growth Promoting Rhizobacteria”
SLC Sobrenadante Libre de Células

SMSA Medio Semiselectivo SurAfrica

SPE “Solid Phase Extraction”

TSA “Tryptic Soy Agar”

TSB “Tryptic Soy Broth”

TZC “Trifenil Tetrazolio Cloruro”

UFC Unidades Formadoras de Colonias

VBNC “Viable But Not Culturable”



Introduccion

El sector agropecuario ha sido uno de los pilares mas fuertes en la economia mundial
(Proexport Colombia and SAC, 2012). Dentro de los cultivos principales que proveen al
mundo de alimentos basicos se encuentran los cereales, cultivos oleaginosos, raices,
tubérculos y platanos, ademas de los cultivos tradicionales como el banano, azlcar,
caucho natural y bebidas tropicales (café, té y cacao) (FAO, 2004). En Colombia, éste
sector contribuye un 21% del total de las exportaciones y un 19% a la generacion total de

empleo en el afio 2012 (Proexport Colombia and SAC, 2012).

En nuestro pais la agroindustria bananera es el rubro mas importante en la economia,
junto con el café y las flores (Arias et al., 2004; Espinal et al., 2005); con participaciones
del 1.32% del total de éstas y un 30.7% en exportaciones agropecuarias (sin café),
incluyendo el platano de exportacion (AUGURA, 2012). Ademas el area del cultivo
ascendié un 1.8% con respecto al 2011, con un total de 48,300 ha en las zonas del
Uraba Antioquefio, Magdalena y La Guajira (AUGURA, 2012).

En los reportes histéricos bananeros en Colombia, se han descrito descensos en la
productividad debido a problemas fitosanitarios y problemas relacionados con el clima,
ademas de los conflictos sociales y politicos (Arias et al.,, 2004). Respecto a las
enfermedades causadas por agentes fitopatdégenos, se encuentra la enfermedad del
Moko (causada por la bacteria Ralstonia solanacearum) (Belalcazar et al., 2003; Denny,
2006), la cual es considerada como uno de los mayores limitantes en la produccién de
banano en Colombia, debido a los altos costos del control quimico y cultural, tanto por la
destruccién de plantas enfermas y sanas, como por la aplicaciéon de herbicidas y
periodos de cuarentena (Belalcazar et al., 2003). Igualmente ésta enfermedad afecta
cerca de 125,000 familias que dependen directamente del cultivo de banano y platano
(Gbémez, 2005).



2 Evaluacién de extractos de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0123
para la recuperacion de suelos bananeros contaminados con
Ralstonia solanacearum

El habitat natural de la bacteria R. solanacearum es el suelo, en donde se ve atraida por
los exudados radiales de las plantas que hay alrededor y comienza a colonizarla. Luego
de su establecimiento, comienza a producir ciertas enzimas que permiten la entrada al
interior de las raices de la planta hospedera, llegando hasta los haces vasculares, en
donde la concentracion poblacional aumenta y se secretan sustancias como
exopolisacaridos, los cuales taponan los canales vasculares. Después de esta
colonizacién, se presentan sintomas en la planta de marchitamiento y clorosis en sus

hojas, la cual finalmente muere (De Oliveira e Silva et al., 2000; Schell, 2000).

Hasta el momento, el tnico método de control de R. solanacearum es la combinacion de
métodos culturales y compuestos quimicos. El glifosato es el agente quimico mas
utilizado para eliminar plantas infectadas, seguido de un periodo de cuarentena de 6
meses (Castafieda et al.,, 2002). Sin embargo, estos métodos no son totalmente
efectivos, ya que la bacteria R. solanacearum tiene la capacidad de diseminarse por el
suelo a través de los efluentes naturales y colonizar plantas asintomaticas. Las practicas
agricolas como el uso de herramientas y el riego del cultivo, contribuyen a la

diseminacion de la bacteria (Bornacelly and Mena, 2010).

La presencia de la enfermedad en los cultivos agricolas presenta un comportamiento
variable, debido a los diferentes climas y aspectos hiéticos cambiantes en el pais, lo cual
causa pérdidas econémicas. En muchas regiones de Colombia, las areas afectadas
presentan pérdidas hasta del 100% de la produccién, siendo muy grave en los llanos
orientales, principalmente en Meta y Arauca (Hoy, 2009). No obstante, los productores
han puesto de su parte y estdn implementando tecnologias favorables para el medio
ambiente, como es el uso de la biotecnologia en el mejoramiento del cultivo y de las
practicas agricolas. Ademas ésta herramienta tiene algunos beneficios potenciales como
una mayor productividad en la plantaciéon, nuevas variedades de cultivos, menor

necesidad de insumos perjudiciales para el medio ambiente, entre otros (FAO, 2002).

Pese a que no existe un producto comercial completamente efectivo para el control del
Moko (Alvarez et al., 2010), solo algunas aproximaciones de tratamientos
(Agrobioldgicos, 2012), diversas investigaciones se han llevado a cabo, evaluando la
capacidad que tienen ciertos microorganismos de producir compuestos antagonicos y de

contrarrestar el crecimiento de los agentes fitopatdgenos a nivel in vitro y en invernadero.
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En dichas investigaciones, el género bacteriano Bacillus spp. ha mostrado la capacidad
de inhibir el crecimiento de R. solanacearum en combinacion con fertilizantes organicos
(Zhang et al., 2011; Ding et al., 2012; Tan et al., 2013b); o con lixiviados de compostaje
de platano como lo investigdé Arenas y colaboradores (2004); lo cual demuestra diferentes
alternativas para el control de R. solanacearum en diversos cultivos y con diferentes

condiciones ambientales.

Con el fin de contribuir a los factores estratégicos para la competitividad en el mercado y
mejorar la eficiencia en los costos de produccién, se desea encontrar nuevas estrategias
de control necesarias para reducir el avance de la enfermedad del Moko en cultivos de
Musa en el pais, como el uso de Agentes de Control Biolégico (ACBs) para reducir los
periodos cuarentenarios del suelo contaminado con R. solanacearum y el aporte de un

nuevo mecanismo de fitosanidad en el pais.



4 Evaluacién de extractos de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0123
para la recuperacion de suelos bananeros contaminados con
Ralstonia solanacearum

Objetivos

General

Evaluar la accion de extractos bacterianos de la cepa Bacillus amyloliqguefaciens EA-
CB0123 y el efecto en la reduccion de los tiempos de cuarentena del suelo infectado con

el fitopatégeno Ralstonia solanacearum a nivel de microcosmos e invernadero.

Especificos

e Evaluar la cinética de crecimiento y la concentracion minima inhibitoria de B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 en diferentes medios de cultivo contra R.

solanacearum a nivel in vitro.

o Obtener y caracterizar aislados de R. solanacearum de acuerdo a su virulencia en

condiciones de invernadero.

o FEvaluar el efecto del extracto de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 sobre la

supervivencia de R. solanacearum a nivel de microcosmos.

e Determinar la presencia y la capacidad de infeccion de R. solanacearum en suelos
previamente contaminados con el patdgeno y tratados con el extracto de B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 bajo condiciones de invernadero.



Capitulo 1: Caracteristicas ecolégicas de
Ralstonia solanacearum y el potencial de
un agente biocontrolador del Moko en el
suelo

1.1 Resumen

Ralstonia solanacearum es una bacteria que ocasiona dafios devastadores con
distribucion global, causando marchitez y bajas productividades en importantes cultivos
como papa, berenjena, tomate, tabaco y banano. La alta incidencia de mortalidad en las
plantas y la carencia de métodos de control eficaces para dicha enfermedad, hacen que
R. solanacearum sea una bacteria fitopatégena con una capacidad destructiva a nivel
mundial. La dificultad para desarrollar estrategias de control de la enfermedad se atribuye
principalmente a la falta de conocimientos basicos de la ecologia y evolucion del
fitopatbgeno. Recientemente, se ha evidenciado el alto potencial biocontrolador que
tienen algunas especies pertenecientes el género Bacillus spp; ademas se han evaluado
diferentes alternativas biol6gicas que ayudan al control de enfermedades en el suelo.
Con el fin de esclarecer algunos conceptos fundamentales, se abarca en esta revision
ciertas generalidades del cultivo de banano en Colombia, algunas caracteristicas
ecoldgicas de la bacteria fitopatogena y la enfermedad del Moko; asi como la revision del

potencial de Bacillus spp. como agente de control biol6gico de este patdégeno bacteriano.

1.2 Generalidades del cultivo de banano

El banano es una planta herbacea, perenne y de gran tamafio, que pertenece a la familia
de las musaceas. Esta carece de verdadero tronco, denominado pseudotallo formado por
vainas foliares, que alcanzan hasta 30 cm de diametro basal y 7 m de altura,
aproximadamente. Sus hojas son grandes y lisas, dispuestas en espiral, alcanzando 3 m
de largo y cuando alcanza la edad de produccion, presenta flores violetas de donde se

desarrollan los frutos en hileras o racimos (AUGURA, 2013; Sanchez and Mira, 2013).
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El proceso productivo del banano tiene una duracion de 50 semanas aproximadamente,
comprendiendo las etapas de precosecha, cosecha y postcosecha. En la etapa de
precosecha, se llevan a cabo las labores de desmache, fertilizacion y embolse de flores y
racimos; en la cosecha se toma el racimo y se transporta a la central de distribucién; y en
la postcosecha se toman medidas de calidad, seleccion, limpieza, empaque Yy
distribucion. Las condiciones de desarrollo 6ptimo de este cultivo se da en zonas
intertropicales, con temperaturas de 27.0 a 29.5°C, niveles de precipitacion de 2,000 a
3,000 mm en el afio y suelos de tipo franco, planos y con altos contenidos de nutrientes
(Gbémez, 2011; AUGURA, 2013; Sanchez and Mira, 2013).

Segun los datos de la FAQ, en el afio 2011 la produccion mundial de banano se encontré
en el lugar 18 con aproximadamente 107 millones Ton/afio, en donde Colombia aporto el
1.9% (2 millones Ton/afio), ocupando el lugar 14 a nivel mundial (FAO, 2013);
estadisticas que hacen que esta fruta sea uno de los productos mas importantes
comercializados alrededor del mundo, junto con las manzanas y citricos (Espinal et al.,
2005). Asi mismo, este cultivo representa un alto valor de ingresos y empleo para
muchos paises productores ubicados en Africa, Asia y América Latina y el Caribe. En
Colombia las exportaciones incrementaron en el afio 2012 en un 2.83% en valor con
respecto al 2011, con un total de exportaciones de US$ 757.3 millones (AUGURA, 2012).

Gracias a su ubicacion, Colombia cuenta con diversos climas y biodiversidad que le
permite el desarrollo agricola de mdultiples cultivos incluido el banano. En las regiones del
Golfo de Uraba (Antioquia) y nororiente del departamento de Magdalena se encuentran
lugares especializados en la produccién y exportacién del banano, con aproximadamente
48,300 ha de cultivo, donde se integran productores y comercializadores, generando
32,000 empleos directos y 96,000 indirectos (AUGURA, 2012).

Sin embargo, en los Ultimos afios Colombia ha tenido bajas en la productividad y
exportaciones del banano por la oferta de otros paises competidores, problemas
administrativos, politicos, climaticos vy fitosanitarios (AUGURA, 2012). Este ultimo factor
se vuelve de gran importancia ya que los cultivos de banano son susceptibles a
patdgenos y plagas que se expanden alrededor del mundo. Dentro de las enfermedades
mas importantes que afectan a estos cultivos estan: la Sigatoka negra (causada por el

hongo Mycosphaerella fijiensis) (Stover, 1980), el Mal de Panama (causado por el hongo
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Fusarium oxysporum) (Ploetz and Pegg, 2000), el Moko (causado por la bacteria R.
solanacearum) (Belalcazar et al., 2003; Denny, 2006) y plagas como neméatodos de la
raiz y gorgojo del platano (ICA, 2012). Estas enfermedades y plagas son controladas
principalmente con fumigaciones quimicas y controles culturales (Belalcazar et al., 1990).
Las medidas de control y de renovacion del suelo por el manejo de las enfermedades
esta valorizado en COP$ 30.000.000 /ha/afio (Bornacelly and Mena, 2010).

1.3 Ecologiade R. solanacearum

La bacteria fitopatégena R. solanacearum es un bacilo Gram negativo, con un tamafio
aproximado de 0.5 - 0.7 a 1.5 - 2.5 ym, con multiples flagelos polares, clasificado en la
subdivisién de las B-proteobacterias (Genin and Boucher, 2004). Este microorganismo,
incluido durante varios afios en el grupo de las Pseudomonas spp. fue reclasificado al
género Ralstonia por diversos analisis moleculares y filogenéticos (Schell, 2000).
Tradicionalmente la clasificacion del complejo R. solanacearum se ha subdividido en
cinco razas (rango de hospederos), 5 biovares (degradacion de disacaridos), 4 filotipos
(distribucion geografica) y secuevares (andlisis de la secuencia de genes de virulencia)
(Denny, 2006). La secuenciacion de los genomas completos de R. solanacearum
muestran evidencia que el Unico método que tiene caracter monofilético corresponde a

los analisis de filotipos y secuevares (Genin and Denny, 2012; Wicker et al., 2012).

La complejidad en la clasificacion se debe a que R. solanacearum tiene un amplio rango
de hospederos, con mas de 200 especies incluidas en 50 familias botanicas (Genin and
Denny, 2012). Entre las plantas cultivadas de importancia econdmica se destaca una
gran diversidad de especies, donde se incluye tomate, papa, tabaco, berenjena, lulo, aji,
pimienta, platano, banano, heliconias, entre otras (Guo et al., 2004; Obreg6n et al.,
2008). Ademas existen algunas arvenses y malezas como hospederos alternos que
crecen asociados a los cultivos (asintomaticas), lo que favorece la fuente de in6culo en
los suelos del cultivo (Obregén et al., 2008). Infortunadamente, hay poca informacién
acerca de las pérdidas econémicas producidas por la bacteria R. solanacearum en el
mundo, ya que varia segun la planta hospedera, cultivar, clima, tipo de suelo, practicas

culturales y razas del patdégeno (Cardozo and Rodriguez, 2009).

Igualmente, se encuentran algunos factores ecoldgicos, los cuales son claves para el

desarrollo de R. solanacearum en ambientes acuaticos y en el suelo (van Elsas et al.,



8 Evaluacion de extractos de Bacillus amyloliquefaciens EA-CB0123 para la

recuperacion de suelos bananeros contaminados con Ralstonia solanacearum

2000), los cuales van a determinar la supervivencia y patogenicidad de R. solanacearum
la cual posee alta heterogenicidad, diferentes hospederos (Alvarez et al., 2010) y
adaptacion a distintas condiciones edafocliméticas del tropico y subtropico (van Elsas et
al., 2000).

Como ejemplo, Alvarez y colaboradores (2008) demostraron que la bacteria R.
solanacearum IVIA 1602.1 puede llegar a sobrevivir en microcosmos de agua por cuatro
afios de evaluacién, en donde mostré diferentes estrategias de supervivencia al
ambiente. En este estudio se observO una respuesta eficiente de la bacteria en
condiciones de pocos nutrientes, en donde la poblacibn se mantuvo constante,
conservando la patogenicidad y entrando en un estado “viable pero no cultivable” o
VBNC, definido inicialmente por (Grey and Steck, 2001) (por sus siglas en inglés de
“Viable But Not Culturable”). La morfologia de las células sufri6 transformaciones en el
tiempo, cambiando de su forma tipica bacilar a cocos, posiblemente para captar de una
forma mas eficiente los escasos nutrientes y para llegar a lugares mas estrechos en el
entorno; y a una formacién de agregados, para su proteccion conjunta. Por otra parte,
van Elsas y colaboradores (2001) evaluaron los efectos de cambios de temperaturas y
contenido de humedad del suelo en microcosmos y la supervivencia de la bacteria
fitopatbgena 1609 aislada de Solanum tuberosum L. cv Bartina en Holanda. Entre
temperaturas de 12, 15 y 20°C, R. solanacearum 1609 disminuy6 gradualmente en los
suelos evaluados, mientras que a una temperatura de 4°C la poblacién bacteriana
descendié con mayor rapidez. Por otro lado, las modificaciones moderadas de humedad
en el suelo (50-90%) no afectaron drasticamente la dinamica poblacional de la bacteria;

mientras que la sequia caus6 descensos de la poblacion en todos los suelos.

Sin embargo, la bacteria fitopatégena ha adquirido diversas formas de sobrevivir en el
ambiente. Entre las estrategias que han sido identificada se encuentra el estado VBNC,
latencia (Starved cells), conversion fenotipica P-C (por sus siglas en inglés de “Phenotipic
Convertion”) y formacion de estructuras similares a las biopeliculas. El estado VBNC se
puede dar por diferentes condiciones de estrés ambiental tales como: bajas temperaturas
pH alto, sequias y presencia de cobre en suelos. El estado de latencia (Starved cells), se
genera en habitats carentes de nutrientes en donde se sugiere que la poblacion
bacteriana se mantiene constante pero cultivable, logrando mantener su patogenicidad

hasta por 4 afios. El estado de conversion fenotipica P-C donde la bacteria cambia su
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fenotipo de mucoide a no mucoide, se puede dar en cultivos sélidos de agar en tiempos
prolongados y cuando crece en un cultivo liquido carente de aire, con glucosa y una
fuente organica de nitr6geno, sugiriendo una reduccion en la capacidad de inducir la
enfermedad; y por dltimo el estado de la formacion de estructuras similares a las
biopeliculas, en donde se aglomeran las células adquiriendo una mayor proteccion,
entrando en contacto con superficies bidticas y abioticas (van Elsas et al., 2000; van
Overbeek et al., 2004; Alvarez et al., 2008a; Messiha et al., 2009; Imazaki and Nakaho,
2009; Alvarez et al., 2010; Moreira et al., 2011).

Asi mismo, otra de las estrategias desarrolladas por la bacteria fitopatégena es que
produce tipicamente dos tipos de colonias sobre medios de cultivo complejos, el primero
son colonias avirulentas, aplanadas, secas, mas pequefias y de forma redonda y el
segundo son colonias fluidas, con bordes irregulares y mucoides con alto contenido de
exopolisacaridos (EPS), formando un remolino rojo en el centro en medio SMSA (Medio
Semiselectivo SurAfrica) (French et al., 1995), clasificadas como virulentas (Denny and
Hayward, 2001; Gomez, 2005)

1.3.1 Ciclo de la enfermedad causada por R. solanacearum

R. solanacearum se comporta como una bacteria saproéfita, capaz de sobrevivir largos
periodos de tiempo en varios habitats naturales, como en el agua y en diferentes tipos de
suelos (van Elsas et al., 2000; Messiha et al., 2009). Alrededor de estos nichos, el ciclo
de la enfermedad del microorganismo comienza en el suelo, donde la bacteria censa un
estimulo especifico y es atraida por los exudados radicales de las plantas hospederas.
En la rizosfera, la bacteria inicia la colonizacién por mecanismos de adhesién como las
fimbrinas y los pilis (Genin and Boucher, 2004), entrando al interior de la planta a través
de aberturas naturales y una motilidad dirigida por el flagelo tipo “swimming” (Alvarez et
al., 2010). R. solanacearum invade rapidamente (menos de 4h) el espacio intercelular de
la corteza de la raiz, gracias a la secrecién de enzimas celuloliticas y peptinasas (Schell,
2000; Denny and Hayward, 2001).

El desarrollo de la enfermedad ocasionada por R. solanacearum dentro de la planta
hospedera, involucra una cascada de sefiales coordinada por multiples factores de
virulencia, que asegura que los factores especializados se produzcan en apropiadas

cantidades, lugares y tiempos determinados. El sistema Phc (por sus siglas en inglés de
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“Phenotype convertion”) controla y regula la red de virulencia y patogenicidad,

dependiendo de factores ambientales en el interior y exterior de la célula (Schell, 2000).

En el momento de la colonizacion de las raices, el sistema Phc inactiva el regulador
transcripcional PhcA (el cual es un regulador tipo Lys-R) que es dependiente de la
densidad celular, haciendo que no se produzca ningun efecto de virulencia o
patogenicidad, y en cambio, incrementa la produccién de algunos compuestos como
PglA (poligalacturonasa), sideréforos y aumenta la motilidad tipo swimming (Schell,
2000). Este regulador transcripcional central controla la expresion de muchos genes y es
conocido como un regulador que acciona o0 reprime otros reguladores en R.
solanacearum, como el sistema regulador de produccion de 3-OH PAME (PhcB, PhcR y

PhcS), de poligalacturonasas (PehR y PehS), entre otros (Genin and Denny, 2012).

Una vez adentro (aproximadamente 2 a 3 dias después de la colonizacion), la bacteria se
desplaza hacia el parénquima vascular y xilema. Luego, del cuarto al quinto dia
aproximadamente, R. solanacearum se mueve por toda la planta heterogéneamente
aumentando su poblacion, aparentemente dentro de unos sacos intercelulares formando
biopeliculas; actuando sigilosamente ya que causa un dafio minimo en las células del
tejido y aparentemente evade (0 suprime) el reconocimiento y/o la respuesta de las
defensas de la planta (Schell, 2000). Seguidamente, hacia el dia 8 después de la
colonizacion, la bacteria se encuentra en una concentracién de 10 células/cm tallo,
taponando los haces vasculares con exopolisacaridos (EPS 1). Se produce una marchitez
foliar y clorosis probablemente por la reduccién en el flujo de savia, que comienza desde
las hojas mas jévenes y progresa hacia las hojas mas viejas, ocasionando una posterior
muerte de la planta (De Oliveira e Silva et al., 2000; Schell, 2000).

En ese momento el interruptor PhcA se encuentra activado, debido a que la densidad
celular es alta, haciendo que se active a su vez el sistema regulador para la produccion
de 3-OH PAME (3-OH Palmitic Acid Methyl Ester), comenzando desde la enzima
biosintética PhcB. Este compuesto es altamente especifico y afin a R. solanacearum y es
perteneciente al quérum sensing de la bacteria. A concentraciones altas de 3-OH PAME
se activan diversos reguladores de la red Phc y se producen otros factores de virulencia

como el EPS I, algunas exoenzimas (enzimas pectinoliticas, celuloliticas, Tek), genes
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tipo hrp que codifican el sistema de secrecion tipo Il y la bacteria se vuelve altamente
virulenta (Schell, 2000).

Después de este proceso, la bacteria se desarrolla parcialmente en desechos vegetales
0 en el suelo, en donde puede sobrevivir por largos periodos de tiempo dependiendo de
la raza y de las caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del ambiente (Alvarez et al.,
2010). Ademads, el fitopatdbgeno debe soportar las tensiones y adversidades impuestas
por el ambiente, desarrollando estrategias de supervivencia y potencialmente infectar

nuevas plantas hospederas (van Elsas et al., 2000).

En el proceso de producciéon de 3-OH PAME y de una consecuente activacion de la red
de virulencia, es donde se podria realizar un control, ya sea quimico o bioldgico de los
genes de virulencia de R. solanacearum, haciendo que este compuesto se desintegre o
no lo censen las células bacterianas, impidiendo la activacion de virulencia y
patogenicidad. Otra de las alternativas posibles es la colonizacion de otras bacterias
oportunistas no patégenas, como en el estudio de Kay y colaboradores (2002) donde
encontraron una colonizacion oportunista por parte de Acinetobacter sp. BD413,
desarrollando un estado competente con R. solanacearum a plantas de tomate; con el fin
de disminuir la posibilidad de ingreso de la bacteria fitopatdgena al sistema interno de las

plantas.

1.3.2 Enfermedad del Moko

R. solanacearum filotipo IIB, clado 4, es el agente causal de la enfermedad conocida
como la marchitez bacteriana (Genin and Denny, 2012). En los cultivos de Musa spp.,
esta bacteria fitopatégena causa la enfermedad del Moko, que adquiere este nombre
gracias al primer estudio cientifico realizado en la isla de Trinidad a finales del siglo XIX,
donde ésta bacteria destruy6 casi la totalidad de los cultivos de banano y del cultivar de
platano llamado “Moko” (Montoya, 2003).

Este fitopatdgeno proveniente del suelo, aparece de forma repentina en cultivos
susceptibles, induciendo un marchitamiento que comienza con el decaimiento y
amarillamiento de las hojas mas jévenes de la planta de banano, asi como la necrosis de
la hoja bandera. Esta sintomatologia continta hacia las demas hojas de la planta y en los
tejidos internos, tornandose necréticos. Los frutos presentan un desarrollo anormal,

disminuyendo su crecimiento y pudriendo su interior. Consecuentemente, la planta muere
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y queda como reservorio para que la bacteria se instale en la materia organica en
descomposicién en la matriz del suelo, en donde se dispersa con el agua de riego y
agentes externos en la plantacion, como herramientas, botas y animales (De Oliveira e
Silva et al., 2000; Agrios, 2004); caracteristicas que determinan la magnitud de la
enfermedad y el impacto economico en el cultivo (Vargas-Sanchez et al., 2002;
Belalcazar et al., 2003).

La primera aparicion de la enfermedad del Moko en Colombia fue en la zona de Prado en
el departamento del Tolima en el afio 1954; su siguiente registro fue en el afio 1962 en el
departamento del Magdalena. Posteriormente, se detectd en los afios 1968 y 1970 en la
zona bananera del Uraba Antioquefio y en el eje cafetero en cultivos de banano y
platano, respectivamente (Obregén et al., 2008; Cardozo and Rodriguez, 2009). Estas
apariciones fueron detectadas gracias a los primeros sintomas de marchitamiento y

clorosis que se evidencian cuando una planta esta enferma (Denny, 2006).

En nuestro pais la enfermedad se ha incrementado, ya que, por ejemplo, hacia los inicios
del afio 2008 se comenzd con 4 focos de infeccion y al final se obtuvieron 400 focos,
dando como resultado 2,000 ha de banano de exportacion amenazadas por esta
enfermedad. Esta situacién se ve agravada por la carencia de alternativas para el manejo
de la enfermedad, ya que la Gnica medida de control consiste en el uso de controles
guimicos y culturales en simultadneo, en donde se erradican las plantas infectadas en un
radio de 5 a 10 m a la redonda con herbicidas (glifosato), manteniendo el area en
cuarentena por 6 meses aproximadamente. Alli se debe evitar el crecimiento de plantas
hospederas asintomaticas, que pueden representar una fuente potencial de indculo y
ademas de personal capacitado para el buen manejo de las herramientas dentro de la

plantacién (Bornacelly and Mena, 2010).

El sistema de regulacion actual por parte de las entidades ambientales, ha implementado
una alta variedad de controles biolégicos para enfermedades causadas por diversos
fitopatdgenos; sin embargo, para una efectiva aplicacién se requiere del entendimiento
de las interacciones entre las plantas, el ambiente y los microorganismos (Pal et al.,
2006). A partir de estos aspectos se introducen conceptos alternativos al uso de quimicos

sintéticos, como es la utilizacion de controladores bioldgicos.
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1.4 Control biolégico en larizosfera

El término de control biolégico o biocontrol se aplica al uso de agentes microbianos
antagonistas para la supresion de enfermedades en las plantas y es el organismo vivo o
extractos de cultivos bacterianos quienes suprimen el patégeno, por lo cual se le asigna
el nombre de Agente de Control Biolégico (ACB) (Pal et al., 2006). Recientemente, los
agricultores estan interesados en disminuir la dependencia de insumos quimicos, por lo
que el control biologico entra a jugar un papel importante en las nuevas estrategias y
alternativas en los sistemas de manejo integrado en los cultivos. No obstante, existen
algunos aspectos importantes a la hora de aplicar nuevos controles alternativos a los
existentes; entre éstos se encuentran la ecologia de los microorganismos relacionados a
las plantas, como estan distribuidos los patégenos y sus antagonistas en el ambiente y
bajo cuales condiciones los ACB ejercen sus capacidades supresivas. También es
importante reconocer la forma de aplicacion del medio controlador y sobretodo la

integracion practica en los sistemas agricolas (Pal et al., 2006).

Actualmente, se han reconocido especies bacterianas promisorias como ACBs, tales
como Agrobacterium, Pseudomonas, Bacillus, Alcaligenes, Streptomyces, entre otras
(Shoda, 2000). Los mecanismos de accion utilizados por estos microorganismos contra
los agentes fitopatdgenos son diversos y su control biolégico exitoso resulta de la
combinacién gradual de estas interacciones, las cuales se desarrollan en mayor o menor

medida, dependiendo del contexto medioambiental en donde ocurran (Pal et al., 2006).

El uso de diferentes Bacterias Aerébicas Formadoras de Endospora (BAFE), como
Bacillus spp., para el control biolégico de fitopatégenos ha sido menos estudiado que las
bacterias Gram-negativas como Pseudomonas spp. El género Bacillus spp. tiene las
caracteristicas de ser omnipresente en los suelos, presentar alta tolerancia térmica,
formar endosporas de resistencia y en su mayoria, ser agentes hioldgicos seguros, por lo

gue le confiere un alto potencial de ser empleado como ACB (Shoda, 2000).

Algunas BAFEs se encuentran asociadas a las plantas, beneficiando el desarrollo y la
promocién de crecimiento vegetal. Este tipo de microorganismos se denominan
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal o PGPRs (por sus siglas en inglés de
“Plant Growth Promoting Rhizobacteria”) (Kloepper, 1993), las cuales ocupan la zona
proxima a la raiz de las plantas donde se localiza una concentracion alta de exudados

como compuestos carbonados solubles, factores moduladores del pH, sideréforos,
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fenoles, carboxilatos, compuestos antimicrobiales, entre otros. La combinacién de todos
los eventos que ocurren alrededor de las raices de las plantas y el suelo préximo a ellas,
crea unas condiciones apropiadas para el desarrollo microbiano, que se conoce como el

efecto rizosfera (Nihorimbere et al., 2012).

En general se conocen dos mecanismos de las PGPRs: directos e indirectos (Kloepper
et al.,, 1999). Los mecanismos directos se refieren a acciones biofertilizantes,
fitoestimulantes y rizoremediadores, ya que se mejora el estado nutricional de las plantas
hospederas al realizar una fijacion biol6gica de nitrégeno y un aumento en la
disponibilidad de nutrientes en la rizésfera (Ramirez and Kloepper, 2010), una induccién
del crecimiento del area superficial de las raices y mejora otros mecanismos simbidticos
benéficos para la planta hospedera (Antoun and Prévost, 2005). Dentro de los
mecanismos indirectos se detallan la accion biopesticida, en donde se da un
desplazamiento fisico y colonizacion del patégeno (Handelsman and Stabb, 1996), la
produccion de antibiodticos (pequefias moléculas que inhiben el crecimiento del patdgeno)
(Ongena and Jacques, 2008) y la produccién de enzimas liticas (van Loon et al., 1998;
Niranjan Raj et al., 2005).

Entre las caracteristicas biopesticidas, la accién biocontroladora se puede dar bajo otras
clasificaciones de mecanismos antagonistas: directo, indirecto y mixto. En el
antagonismo directo se dan los mecanismos de hiperparasitismo y predacion; el
antagonismo indirecto abarca los mecanismos de competencia e induccién de resistencia
del hospedero; y en el antagonismo mixto se dan interferencias quimicas y fisicas, una
produccion de desechos no regulados (como amonio y diéxido de carbono), enzimas

liticas y antibiéticos (Pal et al., 2006).

Algunos ACBs como Pseudomonas fluorescens, Agrobacterium radiobacter, Bacillus
subtilis, B. amyloliquefaciens y B. cereus, tienen la capacidad de producir compuestos
antibiéticos, los cuales ayudan al antagonismo de patégenos que producen
enfermedades devastadoras en las plantas. De hecho, en la actualidad se tienen algunos
productos comerciales, lanzados por importantes compafiias agroquimicas, como Bayer
y Monsanto, donde utilizan ACBs, por ejemplo Rhapsody® y Serenade®. El 70% de
estos productos contienen cepas bacterianas pertenecientes al género Bacillus, las

cuales se caracterizan por ser unas de las mejores candidatas para el desarrollo de
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productos biopesticidas eficientes, gracias a la produccion de una gran variedad de
metabolitos secundarios bioactivos, la expresion de diferentes mecanismos de accién
para el control y a la produccion de esporas, las cuales tienen un alto nivel de resistencia
a condiciones adversas de humedad y temperatura; caracteristicas necesarias para
asegurar el éxito en las formulaciones de productos biocontroladores y prolongar el
tiempo de almacenamiento (Ongena and Jacques, 2008). Asimismo, las esporas
producidas por estas bacterias, pueden dispersarse facilmente por el viento y viajar
largas distancias, por lo que pueden encontrarse en diversos lugares (Shoda, 2000).

Aunque las dinamicas poblacionales y los mecanismos de supresion del patégeno en el
suelo por parte de Bacillus spp. no han sido extensamente estudiados, se conocen
algunos detalles en los cuales se concentran actualmente la mayoria de investigaciones
de esta clase. Se ha descrito que para B. subtilis y B. amyloliquefaciens, se destina entre
el 5y 8% de su genoma, respectivamente, a la sintesis de metabolitos secundarios
(Stein, 2005; Cheng et al., 2007); como los antibiéticos, que son moléculas
biologicamente activas y potencialmente inhibidoras del crecimiento de fitopatbgenos
(Emmert & Handelsman, 1999; Ongena y Jacques 2008).

También se sabe, por ejemplo, que B. subtilis produce cierta clase de sustancias
antibidticas sintetizadas ribosomalmente como los lantibiéticos y no ribosomales como
los lipopéptidos (LPs), los cuales involucran en general tres familias: iturinas, fengicinas y
surfactinas, con diferentes isoformas (Rogers et al.,, 1965; Delcambe et al., 1977;
Peypoux et al., 1980, 1986; Ohno et al., 1992; Ongena and Jacques, 2008). Estos
péptidos pertenecen a una clase de moléculas que se caracterizan por tener alta
interaccion con tejidos membranales, lo cual les confiere gran actividad surfactante y
antibidtica (Steller et al., 1999). Estos LPs influyen en la competencia (o “fitness”)
ecoldgico con relacion en la colonizacion de las raices y su persistencia en la rizosfera;
ademas tienen relaciones benéficas con las plantas, estimulando mecanismos de
defensa de los hospederos (Ongena and Jacques, 2008). Adicionalmente, se ha
encontrado que moléculas producidas por B. amyloliquefaciens actian realizando una
insercion en la bicapa lipidica de otros microorganismos, generando un rompimiento y un
desbalance en la célula; complementariamente pueden intervenir en el movimiento de las
células cuando estan colonizando las raices del hospedero (Bais et al., 2004; Leclére et
al., 2006; Raaijmakers et al., 2010).
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Siguiendo esta idea, se podria sugerir que los LPs bacterianos son candidatos ideales
como biopesticidas eficientes y productos de bioremediacién (Vollenbroich et al., 1997;
Zhu et al.,, 2012), asimismo, podrian actuar como reductores en enfermedades de
postcosecha, como lo describe Arguelles-Arias y colaboradores (2009) y podria ser una
alternativa para la disminucién del tiempo de cuarentena de suelos contaminados con R.

solanacearum en cultivos de Musa sp.

1.5 Meétodos de control de R. solanacearum

Para el control de la enfermedad del Moko en los cultivos de banano y platano, se tienen
diversas alternativas como controles quimicos, culturales y biolégicos, o una mezcla de
los anteriores. Dentro del manejo quimico, se utilizan varias sustancias como los
fumigantes de bromuro de metilo, Dazomet®, formol y el herbicida glifosato. Estas
sustancias han demostrado que después de una aplicacion sobre los cultivos, un periodo
cuarentenario y una posterior siembra, no se evidencian sintomas de la enfermedad,
hasta la floracion (Castafieda et al., 2002). Igualmente se ha recomendado por entes
como el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), la incorporacion de formol al suelo, o
productos organicos como el Fulvan® liquido, fabricado en Colombia, el cual es 100%
soluble y tiene un alto contenido de electrolitos, los cuales ejercen una accioén floculante
ayudando a mejorar la aireacion, porosidad y textura de los suelos, aumentando la
actividad microbiana; ademas favorece la capacidad de intercambio catibnico mejorando
la absorcién de nutrientes en los cultivos gracias a la concentracién de acidos falvicos
(Arenas et al., 2004).

También, Castafieda y colaboradores (2002), por medio de un andlisis econémico que
comprendia los costos del tratamiento, mantenimiento de la cuarentena y pérdida de
ganancias o ingresos, demostraron que las pérdidas causadas por la enfermedad tratada
con bromuro de metilo y Dazomet®, son tres veces mayores a aquellas causadas por el
tratamiento con glifosato. El uso del herbicida glifosato tiene la ventaja de que no sélo
mata a la planta en un corto periodo de tiempo (alrededor de 20 dias) sino que ademas
destruye a la bacteria un dia después, en condiciones in vitro en cultivo sumergido, lo
cual podria sugerir que dentro de sus tejidos en el sistema radical podria ocurrir de una
forma similar, el cual a diferencia de la parte foliar, es muy dificil su remociéon y quema

(citado por Belalcazar et al., 2003). Aunque tiene factores en contra, como el tiempo de
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cuarentena que se debe esperar en la zona de fumigacién, de aproximadamente 6
meses (Belalcazar et al., 2003) y puede causar resistencia microbial, sobretodo en
bacterias Gram negativas cuando es aplicado en altas cantidades por periodos

prolongados (Lancaster et al., 2010).

Sin embargo, se ha encontrado que la bacteria R. solanacearum es tan resistente, que
puede quedar remanente en el suelo, incluso después de la fumigacién y cuarentena,
hasta por cinco meses sin alimentarse de ningun hospedero y hasta por seis meses y
medio si dentro del foco existe material infectado y sin total descomposicién 0 en
presencia de hospedantes alternos, como las plantas arvenses que pueden estar

situadas alrededor de la plantacién (Bornacelly and Mena, 2010).

El control cultural que se emplea actualmente es el uso de material de siembra (cormos o
colinos) que deben provenir de lugares que no estén infectados por la bacteria del Moko
0 por laboratorios certificados en los que se realice la propagacién in vitro. Por parte de
las herramientas utilizadas en los cultivos, deben estar previamente desinfectadas y las
botas de trabajo y demas utensilios deben estar higienizados, con soluciones de
productos a base de hipoclorito de sodio al 10%, yodo agricola al 20% (ICA, 2012) o
amonios cuaternarios (Martinez and Guzman, 2011), evitando la propagacién por
factores externos. Para que la planta tenga un buen desarrollo es importante implementar
diferentes practicas de manejo directo, como la eliminacién de hojas verdes dobladas y
secas, deshije y desbellote, y también practicas indirectas como el suministro de agua y
nutrientes y manejo correcto de arvenses (Belalcazar et al., 2003; Bornacelly and Mena,
2010).

Respecto al control biolégico, diversos estudios se han llevado a cabo por parte de
bacterias hacia patégenos como R. solanacearum a nivel in vitro y a nivel de suelo en
cultivos, discutidos a continuacién. En investigaciones con bacterias del género Bacillus,
se ha demostrado su alto potencial antagonista contra R. solanacearum y otros
patégenos, con la produccion de proteinas antimicrobiales y compuestos antibiéticos que
posiblemente hacen parte de la familia de los lipopéptidos, los cuales tienen la
caracteristica de ser termoestables, resistentes a las proteasas y solubles en metanol
(Bernal et al., 2002; Hu et al., 2010).
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A nivel in vitro se han evaluado diversos extractos naturales provenientes de plantas
medicinales con propiedades antibidticas, obteniendo halos de inhibicibn mediante la
técnica de difusion en agar que varian entre 1 y 41 mm de didmetro de inhibicién a
concentraciones de aproximadamente 30 pg/mL de los compuestos activos, contra R.
solanacearum (Hasan et al., 2011; Sukanya et al., 2011; Lee et al., 2012; Owoseni and
Sangoyomi, 2014). Ademas se ha evidenciado valores de CMI (Concentracion Minima
Inhibitoria) de 1 a 1000 pL/mL (Nezhad et al.,, 2012), el cual es un valor de alta
importancia a nivel de biocontrol, ya que a partir de este se reconoce el efecto de

antibiosis en cualquier sistema a evaluar.

En investigaciones en suelo, Tan y colaboradores (2013) evaluaron el uso de
microorganismos pertenecientes a B. amyloliquefaciens (CM-2 y T-5) en suelo y plantulas
de tomate, a nivel de invernadero, infectados con R. solanacearum (QLRs-1115);
obteniendo una disminucién de la incidencia de la enfermedad y un efecto de promocién
de crecimiento en las plantas. En otras investigaciones se evaluaron aplicaciones de
cepas de B. amyloliquefaciens y B. subtilis y sus fertilizantes bio-organicos derivados de
las bacterias, como agentes potenciales de biocontrol contra el fitopatégeno en papa; y
se encontr6 que los fertilizantes bio-organicos con las bacterias disminuyeron la
incidencia de la enfermedad e incrementaron los rendimientos de la planta (Ding et al.,
2012).

Complementariamente, se han realizado investigaciones para reducir el nivel del
patégeno en el suelo cuarentenario. Arenas y colaboradores (2004), inocularon suelo
estéril de la zona de Quindio, Colombia con R. solanacearum Raza 2, en condiciones de
invernadero, para evaluar el efecto de practicas no contaminantes alternativas al formol
sobre la poblacion del patégeno y se probaron los tratamientos de Marigold o “flor del
muerto”, Tagetes patula, incorporacion de calfos, fertilizante Fulvan® liquido y lixiviado de
compostaje de platano. Como resultados se obtuvieron reducciones del orden de 80 —
90% de la bacteria, con un tiempo de 20 dias después de la aplicacion. Asimismo, se han
evaluado otros extractos acuosos de plantas de invasion en Etiopia, adicionandolos a
suelos contaminados con R. solanacearum en concentraciones de 10° UFC/mg mL; en
este estudio se encontrd que las plantas de tomate evaluadas con diferentes tiempos de
aplicacion de los extractos tuvieron un alto porcentaje de reduccién de la enfermedad en

comparacion con el control, de aproximadamente 75%, 91.7% y 79.2% en las



Capitulo 1 19

aplicaciones de 2 dias antes, simultdneo con el fitopatégeno y 2 dias después,
respectivamente; adicionalmente encontraron que la CMI del extracto de la planta
Eichhorina crassipes a nivel in vitro fue de 5 mg/mL (Alemu et al., 2013). Posiblemente
los extractos naturales utilizados estan realizando una inhibicion de la bacteria R.
solanacearum debido a los compuestos presentes en los extractos, como taninos,
alcaloides, terpenoides, esteroides, entre otros, los cuales al parecer actian de una
forma sinérgica disminuyendo la densidad bacterial.

También, se conoce que la bacteria B. amyloliguefaciens EA-CB0123, aislada de la
rizosfera de cultivos de Musa sp. por Ramirez (2012) posee actividad antimicrobial a nivel
in vitro contra R. solanacearum EAPO0Q09 produciendo halos de inhibicién de 12 mm
aproximadamente en medio BGTA. A su vez, estos extractos producidos durante el
crecimiento de la BAFE actian contra otros microorganismos como Serratia marcescens,
Fusarium oxysporum y Mycosphaerella fijiensis a nivel de laboratorio (Pinzén, 2010; Gil
and Gdémez, 2011; Ramirez, 2012; Villegas, 2012). Se sugiere ademas que estos
metabolitos activos pueden pertenecer a la familia de los lipopéptidos, por algunas
evaluaciones realizadas mediante HPLC por Villegas (2012), ademas de otras pruebas
de estabilidad a cambios de temperatura entre 50 y 121°C y pH entre 3 y 11, las cuales
mostraron sélo una pérdida de actividad del 22% contra R. solanacearum al ser
sometidos hasta una temperatura de 100°C y se degradaron completamente a

condiciones de autoclavado (121°C y 15 psig) (Pinzon, 2010).

Con estos antecedentes e investigaciones se puede concluir que pueden existir
diferentes alternativas ecol6gicamente seguras y eficientes para el biocontrol, por lo que
se abren diferentes posibilidades del uso de microorganismos como B. amyloliquefaciens
EA-CB0123 o sus metabolitos bioactivos que aporten a este sistema de un control natural
y poder asi reducir los tiempos cuarentenarios en los suelos contaminados con R.

solanacearum en los cultivos de banano y platano en el pais.
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2.1 Microorganismos y condiciones de cultivo

La bacteria fitopatdgena R. solanacearum EAP009 fue aislada del tejido del cormo de
banano infectado segun la metodologia de Alvarez y colaboradores (2008) y fue
almacenada en medio BG con glicerol (20%) a -80°C (Ramirez, 2012). La identificacién
de R. solanacearum se realizé por la secuencia del ADN ribosomal 16S con una relacién
del 99% a la cepa R221 con numero de acceso al GeneBank AY464965.1, Enero 2011
(Villegas, 2012). La bacteria R. solanacearum AW1 perteneciente a la Raza 1, aislada de
un cultivo de tomate en Alabama, Estados Unidos y la cepa AW1-3 modificada
genéticamente en el gen phcB83; eps-130::lacz, fueron donadas por el Dr. T. Denny
(Denny et al., 1988; Flavier et al., 1997b; Milling et al., 2009).

El microorganismo B. amyloliquefaciens EA-CB0123 usado para las pruebas de
biocontrol fue aislado de la rizosfera de una planta de banano cultivar Gran enano del
campo experimental de AUGURA, en la zona del Uraba Antioquefio por Ramirez (2012).
Esta bacteria hace parte de una coleccion de microorganismos de la Universidad EAFIT y
se encuentra almacenada en TSB (“Tryptic Soy Broth”) y glicerol (20%) a -80°C.

2.2 Medios de cultivo y reactivos

Los siguientes medios de cultivo fueron utilizados para comparar la produccion de
biomasa y de metabolitos secundarios en la cinética de la cepa EA-CB0123: Medio
MOLP (Medium Optimal for Lipopeptide Production) (Jacques et al., 1999): 20 g/L
sacarosa (Merck®), 30 g/L peptona especial (Oxoid ®), 7 g/L extracto de levadura (Oxoid
®), 1.9 g/L KH,PO, (Carlo Erba ®), 1 mL/L solucién de elementos traza (1 mg/L CuSQO,, 5
mg/L FeCl;-6H,O, 4 mg/L Na,MoO,-2H,0, 10 mg/L HsBO,; 2 mg/L KI, 0.14 g/L
ZnS0O,4-7H,0, y 10 g/L CeHeO7) y 9 mL/L solucién Mn-Mg (0.4 mg/L MnSQO,-4H,0 y 50
mg/L MgSO,) a pH 7; TSB (Oxoid ®): 2.5 g/L glucosa, 17 g/L caseina pancreatica
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digestiva, 3 g/L enzima digestiva de soya, 5 g/L NaCl, 2.5 g/L K,;HPO, y medio DRU
(Mosquera, 2013): 0.042 g/L MnSO4-4H,0, 0.031 g/L CacCl,, 0.5 g/L K,;HPO,4, 0.5 g/L
KH,PO,, 1 g/L (NH,4),SO,, 35 g/L extracto levadura, 4 g/L MgSO,4-7H,O y 31.3 g/L

glucosa,

El medio de cultivo BGTA fue usado para el crecimiento de las bacterias de la especie R.
solanacearum y estd compuesto por: 18 g/L agar (Oxoid ®), 1 g/L casaminoacidos
(BD®), 1 g/L extracto de levadura (Oxoid ®), 10 g/L peptona especial (Oxoid ®), 5 g/L
glucosa (Merck ®), 0.05 g/L 2,3,5 cloro trifenil tetrazoilo (TZC) (Panreac ®) (Flavier et al.,
1997a). Los medios de cultivo BGA y BG también fueron usados para el crecimiento de la
bacteria fitopatdgena con las diferencias en su composicién, ya que no contienen TZC,
en sus formas de medio de cultivo sélido y liquido, respectivamente. Igualmente el medio
de cultivo SMSA (Medio Semiselectivo Sur Africa) (French et al., 1995) se usé6 para el
crecimiento y aislamiento de R. solanacearum y es una modificaciéon del medio Cloro
Trifenil Tetrazoilo (TTC). Este medio comprende 10 g/L peptona especial (Oxoid ®), 1 g/L
casaminoacidos (BD ®), 18 g/L de agar (Oxoid ®), 100 mg/L polimixin B sulfato
(Calbiochem ®), 5 mg/L cristal violeta (Merck ®), 50 mg/L 2,3,5 TZC (Panreac ®), 25
mg/L bacitracin (Sigma ®), 0.5 mg/L penicilina y 5 mg/L cloranfenicol.

El medio de cultivo Mueller-Hinton (M-H) (Wiegand et al., 2008) fue utilizado como medio
estadndar para evaluar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de antibidticos en
bacterias y tiene la siguiente composicién 300 g/L infusién de carne, 17.5 g/L peptona
acida de caseina, 1.5 g/L almidén, pH 7.3.

El medio de cultivo TSA (Merck ®): 10% (2.5 g/L glucosa, 17 g/L caseina pancreatica
digestiva, 3 g/L enzima digestiva de soya, 5 g/L NaCl, 2.5 g/L K,HPO,) suplementado con
0.1% de sacarosa (Schonfeld et al., 2003) y 50 mg/L TZC, fue utlizado para el
crecimiento de la bacteria R. solanacearum y realizar la evaluacion de morfologia de las

bacterias aisladas.

2.3 Cinética de crecimiento del B. amyloliquefaciens
EA-CB0123

Para determinar las diferencias en la produccion de biomasa y la actividad antagonista

contra R. solanacearum en tres diferentes medios de cultivo, se realizdé la cinética de
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crecimiento de la cepa B. amyloliquefaciens EA-CB0123. Para esto se hizo un preinéculo
de la bacteria B. amyloliquefaciens en cada uno de los medios a evaluar (MOLP, TSB y
DRU) sembrando una colonia activada en TSA al 50% de 48 horas y se adicioné a un
Erlenmeyer de 100 mL con 20 mL de medio de cultivo respectivo. Este cultivo se incubo
a 30°C y 140 rpm por 12 horas. La fermentacién de las bacterias evaluadas se llevo a
cabo en un Erlenmeyer de 1,000 mL con 180 mL del medio de cultivo y 20 mL del
preindculo, por duplicado para cada tratamiento. Los tratamientos (cultivos de la bacteria
B. amyloliquefaciens EA-CB0123 en los medios MOLP, TSB y DRU) se mantuvieron a
140 rpm a 30°C por 72 horas y se tomaron muestras en diferentes tiempos para evaluar
el crecimiento de las bacterias y la actividad antibacteriana de los compuestos
producidos.

2.3.1 Produccion de biomasa de la bacteria B. amyloliquefaciens
EA-CB0123 en diferentes medios de cultivo

La determinacién de la cinética de crecimiento de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 fue
realizada tomando muestras de 1 mL cada dos horas, durante las primeras 12 horas y
posteriormente cada 12 horas, hasta un tiempo final de 72 horas. Para la evaluacion de
la densidad bacteriana y la actividad del Sobrenadante Libre de Células (SLC) del cultivo
de la cepa EA-CB0123, las muestras fueron centrifugadas por 10 minutos a 14,000 rpm y
los sobrenadantes se almacenaron a -18°C para un posterior analisis de actividad
microbiana; luego el pellet bacteriano fue resuspendido en el mismo volumen de agua
destilada estéril (ADE) y la densidad 6ptica (DOgqo) fue medida en un espectrofotometro a
600 nm, utilizando como blanco ADE. Durante la evaluacion de la cinética, el nimero de
células fue determinado mediante el conteo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC)
por el método de diluciones seriadas del pellet bacteriano en diferentes tiempos de la
cinética (0, 6, 12, 36 y 72 horas). Las diluciones fueron sembradas por superficie con 100
WL de cada solucion en medio TSA al 50% y se incubaron a 30°C, por 48 horas.

2.3.2 Actividad de extractos (EA-CB0123) contra R. solanacearum

Para evaluar la actividad de los compuestos producidos por la cepa EA-CB0123 en los
diferentes medios de cultivo contra R. solanacearum, los sobrenadantes de la cinética de
crecimiento fueron obtenidos por extraccion en fase sélida (SPE, Solid Phase Extraction,
SPE C18 500 mg J.T Baker), mediante la metodologia descrita por Pinzén (2010) y
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modificada por Villegas (2012). Esta extraccién se llevé a cabo mediante diferentes
etapas; la primera involucré el acondicionamiento de la columna con 4 mL de metanol al
99.8% y luego 4 mL de agua destilada; la segunda etapa involucrd la aplicacion de la
muestra (sobrenandantes, 2 mL) y se continué con las etapas de elucion con 4 mL de
agua destilada, 4 mL de metanol al 50% y 4 mL de metanol al 99.8%. Finalmente se
realizé un lavado de la columna de extraccion adicionando 4 mL de metanol al 99.8% y 4
mL de acetonitrilo al 100%. Estas extracciones se realizaron bajo las condiciones de un
flujo menor a 3 mL/min a temperatura ambiente en un “Visiprep Solid Phase Extraction

Vacuum Manifolds”.

Las fracciones obtenidas de la etapa con metanol al 99.8% se evaporaron
completamente en un horno a 40°C y los compuestos sélidos obtenidos fueron
resuspendidos en metanol (99.8%), para obtener una concentracion de 15 mg/mL.
Posteriormente, se realizo la prueba de actividad contra R. solanacearum mediante el
método de difusidon en agar descrito por Pinzon (2010), en donde se sembraron 100 uL
de R. solanacearum por superficie a una concentracion aproximada de 10° UFC/mL en
medio BGTA y discos de papel filtro (Schleicher & Schuell 595 ref. 311619) de 0.5 cm de
diametro impregnados con 15 pyL de cada uno de los extractos metandlicos, fueron
colocados equidistantemente en la caja de Petri. El ensayo se incub6 a 25°C en
oscuridad por 4 dias, al cabo de los cuales se realizé la medicion de los radios de
inhibicion formados alrededor de cada circulo de papel (tres mediciones por radio de
inhibicibn) como se muestra en la Figura 2-1. El ensayo tuvo como control positivo un
disco de agar de la cepa EA-CB0123 en TSA al 50% de 48 horas de crecimiento y como

control negativo se utilizé un papel filtro impregnado de metanol al 99.8%.
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Figura 2-1 Método de difusion en agar. El area con rayas negras significa crecimiento de R.

solanacearum, mientras que el espacio en blanco es la zona de inhibicion.

Papel

inhibicion

2.4 Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para la determinacién de la CMI (concentracibn minima de un compuesto en la cual se
inhibe el 100% del crecimiento de un microorganismo) de los metabolitos producidos por
la cepa B. amyloliquefaciens EA-CB0123 contra la bacteria fitopatbgena EAP009, se
realizé6 el método de microdilucibn en medio de cultivo liquido M-H propuesto por
Wiegand y colaboradores (2008). Para esto se realizd un cultivo bacteriano con B.
amyloquefaciens EA-CB0123 en tres medios de cultivo (MOLP, TSB y DRU), cada uno
en un Erlenmeyer de 100 mL con 20 mL de los medios, a los cuales se les adicioné la
resina Amberlita XAD 16 (Alfa Aesar — A Johnson Matthey Company ®) al 4% después
de 16 horas del crecimiento bacteriano, para la adsorcion de los compuestos con
actividad antibacteriana. El ensayo se mantuvo en agitaciéon (140 rpm, 30°C) por 40
horas (cada unidad experimental fue realizada por duplicado). Después de este tiempo
se recuperod la Amberlita del caldo de cultivo, se lavé con abundante agua, y luego los
metabolitos adsorbidos en la resina fueron eluidos agregando 20 mL de metanol al
99.8%. El extracto metandlico fue evaporado en un rotoevaporador a 50 psig y 50°C y el
residuo solido resultante se peso para determinar la cantidad de extractos producidos por
la bacteria en cada medio de cultivo. Posteriormente, se realizaron diluciones de estos
extractos con metanol, con el fin de obtener varias concentraciones y asi poder

determinar la CMI.
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Los platos de Elisa usados para determinar la CMI fueron preparados asi: control
absoluto (50 pL inéculo R. solanacearum a una concentracién de 10° UFC/mL en medio
M-H y 50 pL de medio M-H), blanco (100 pL de medio M-H) y las diferentes
concentraciones de los extractos (50 pL de inéculo de R. solanacearum y 50 uL del
extracto bacteriano preparado en medio M-H). A cada pozo del plato de Elisa se le
afiadié un volumen total de 100 L, para lo cual las concentraciones finales evaluadas de
los extractos bacterianos fueron de: 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0.5y 0.25 ppm. Este
procedimiento se dejé en oscuridad por 36 horas de incubacién a 26°C. Posteriormente
se determind la CMI y la LCsy (por sus siglas en inglés de “Lethal Concentration”,
concentracion letal a la que se inhibe el 50% del patégeno) por DO a 595 nm en un lector
de Elisa (Bio Rad iMark™) y luego se compararon dichos parametros en los diferentes
medios de cultivo. El calculo del porcentaje de inhibicion se determind por medio de la
Ecuacion 2-1. La seleccion del medio de cultivo con la menor CMI y LCs, fue determinado
mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95%, en donde
la variable de respuesta fue %lnhibicion.

Ylnhibicion = 22CAE=20te 4 100 (2-1)
CAB

Ecuacién 2-1 Determinacion del porcentaje de inhibiciébn de las concentraciones de los

extractos
Donde:
DOcag: Densidad éptica a 595 nm del control absoluto

DOy,: Densidad 6ptica a 595 nm del tratamiento

2.5 Aislamiento de cepas de R. solanacearum

El aislamiento de cepas de R. solanacearum de tejido y suelo fue realizada por medio de
dos metodologias modificadas descritas por Alvarez y colaboradores (2008). La primera

metodologia fue a partir de tejido vegetal infectado, en donde se tomaron 40 g de tejido
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en piezas pequefias (aproximadamente 1 cm®) y se lavaron con ADE. Luego, los tejidos
fueron licuados con 40 mL de ADE por 5 segundos y se realizaron diluciones seriadas de
1:10. Las diluciones desde 10 hasta 10 fueron sembradas por superficie en cajas de
Petri con medio SMSA. Estas cajas se incubaron de 3 a 5 dias a 30°C. Para el
aislamiento a partir de suelo infectado se tomaron 10 g de suelo rizosférico y se
adicionaron a un recipiente con 100 mL de ADE con esferas de vidrio estériles (van Elsas
et al., 2000). Las muestras fueron agitadas (200 rpm, 28°C) por 30 minutos y luego se
llevaron a ultrasonido por 10 minutos (Ceballos et al., 2012). Posteriormente se realizaron
diluciones seriadas de 1:10 para la deteccion de R. solanacearum.

Las pruebas microbiolégicas de KOH, oxidasa y tincion de Gram fueron utilizadas para
caracterizar las colonias bacterianas con apariencia rojiza, mucoide, borde irregular y

halo claro en medio SMSA.

2.5.1 Caracterizacion molecular de los aislados

La asignacion taxonomica de los aislados de R. solanaceraum, obtenidos de suelo y
tejido fueron evaluados por una PCR especifica (Reaccion en cadena de la polimerasa o
“Polymerase Chain Reaction”) usando los cebadores 759/760. Para esto se realiz6 una
extraccion de ADN por la técnica de célula entera seguin la metodologia de Ramirez
(2008), resuspendiendo una colonia en viales con 20 uL de agua ultrapura, la cual se
calent6 en bafio Maria a 96°C durante 5 minutos. Estas muestras de ADN obtenidas por
célula entera, se usaron como molde para la PCR. La identificacion realizada por esta
Gltima técnica, se desarroll6 usando cebadores especificos para R. solanacearum
(759/760 - 759: 5 GTC GCC GTC AAC TCA CTT TCC 3; 760: 5 GTC GCC GTC AGC
AAT GCG GAA TCG 3) que amplifican un fragmento de 282 pb que corresponde a una
porcién del gen IpxC que codifica para N-acetil-glucosamina desacetilasa (Cardozo and
Rodriguez, 2009). La mezcla para la PCR fue preparada en un volumen total de 25 yL
conteniendo 0.25 uM de cada cebador (P760 y P759), 1 U de Tag ADN polimerasa
(GoTag® Flexi), 0.2 mM de dNTP, 1X de buffer de enzima (100 mM Tris-HCI (pH 8.8),
500 mM KCI, 0.8% Nonidet P40) y 1.5 mM de MgCl, por cada reaccion. Los ciclos
incluyeron una desnaturalizacion inicial a 96°C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de
94°C por 20 segundos, 64°C por 20 segundos, 72°C por 30 segundos y un periodo final
de extensién a 72°C por 5 minutos. Luego de la amplificacién, se tomaron 5 pL de los

productos de reaccion y se verificd el tamafio del amplicon por medio de la visualizacion
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en gel de agarosa al 1.5% en buffer TBE 1X (Tris-Borato-EDTA-Promega), suplementado
con 2 pyL de bromuro de etidio (Cardozo and Rodriguez, 2009). En todas las
evaluaciones se incluyé como control positivo la cepa de referencia EAPO09 de la
Universidad EAFIT.

Las cepas positivas para R. solanacearum fueron almacenadas en crioviales con medio
BG + 20% de glicerol a -80°C y fueron clasificadas segun su morfologia y caracteristicas
propias de las colonias (morfotipos) en medio TSA al 10% suplementado con sacarosa y
TZC (0.05 g/L).

2.5.2 Pruebas de patogenicidad de R. solanacearum en plantas
de banano

Para realizar las pruebas de patogenicidad en plantas de banano a nivel de invernadero
se prepard una solucion de R. solanacearum EAPOQ9 (cepa control), a una concentracion
de 10® UFC/mL y se inocularon plantas de cv. Wiliams de 6 semanas de edad. Estas
fueron sembradas en 3 Kg de sustrato de germinacion Tierra Negra ® (pH 6.4, franco
arenoso, con contenido de materia organica de 17.6%, ver Anexo 1), por dos
metodologias: la primera consistié en realizar inyecciones del inéculo del fitopatégeno en
el pseudotallo de la planta a una altura de 2 cm por encima del cormo con una jeringa de
27G x 2", aplicando 0.3 mL (Gomez, 2005) lentamente, asegurando que el liquido
entrara en la planta; y la segunda metodologia consisti6 en el corte de 3 raices
principales con una herramienta impregnada del inéculo, simulando heridas naturales en

las raices.

Las plantas infectadas permanecieron bajo condiciones de temperatura (entre 24 y
29°C), luminosidad (13 horas luz) y una humedad relativa del suelo especifica (60-80%).
La variable de respuesta fueron los dias hasta la aparicién de los sintomas. Se utilizaron
5 repeticiones por unidad experimental. Como control positivo se utilizé la bacteria R.

solanacearum EAPOO09 y como testigo negativo aplicacion de ADE.

A partir de esta prueba se estandarizo el proceso de infeccion y creacion de focos de
infeccion artificiales (FIA) para continuar con los objetivos siguientes, teniendo en cuenta

la metodologia mas efectiva.
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2.5.2.1 Patogenicidad de los aislados de R. solanacearum en

plantas de banano

Para evaluar la patogenicidad y virulencia de cada uno de los aislados de R.
solanacearum, se infectaron plantas de banano cv. Williams de 6 semanas de edad en 3
Kg de sustrato de germinacion Tierra Negra®, mediante la metodologia de corte de
raices con una herramienta impregnada del inéculo de la bacteria fitopatdgena a evaluar,

como se explicé en el numeral anterior (2.5.2).

Los sintomas de marchitez, clorosis y muerte total de las plantas se reportaron durante
18 dias posteriores a la infeccion (DPI). Para esta medicion de sintomas se tomaron las
hojas totales de cada planta y se registraron las hojas marchitas o cloréticas en el tiempo,
obteniendo un porcentaje de hojas con sintomas como se muestra en la Ecuacion 2-2
(Ibrahim et al., 2005):

Numero hojas marchitas

%Marchitez = 100 (2-2)

Nuamero de hojas totales

Ecuacién 2-2 Porcentaje de sintomas en las plantas. El porcentaje de clorosis se realizd de la

misma forma.

Con la informacion recolectada se calculé el Area Bajo la Curva del Desarrollo de la
Enfermedad (ABCDE), que permitié visualizar el grado de infeccién de la planta segun
los dias transcurridos desde su inoculacién (Gémez, 2005). Como control positivo se usé
la bacteria EAP0O09 y como control negativo se utiliz6 ADE, ademas se utilizaron 7
repeticiones por unidad experimental y se empleé al andlisis de varianza con la tabla
ANOVA con una confiabilidad del 95%.

La evaluacion anterior permitié seleccionar el aislado bacteriano perteneciente a R.
solanacearum con una mayor severidad en planta a nivel de invernadero, para continuar

las pruebas posteriores.
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2.6 Evaluacion del extracto de la EA-CB0123 en suelos
contaminados con R. solanacearum

2.6.1 Obtencidn del extracto bacteriano y tratamientos derivados

Para la preparacion del Extracto Bacteriano (EB) se activo la cepa de B. amyloquefaciens
EA-CB0123 en TSA al 50% (48 horas a 30°C). Posteriormente, se adicion6 a un
Erlenmeyer de 1,000 mL un prein6culo de 20 mL de 12 h de crecimiento a 180 mL del
medio MOLP y se agit6 a 140 rpm por 5 dias a 30°C.

La separacion de células y caldo de cultivo fue realizado mediante centrifugacion (4,500
rpm por 15 min a 4°C), con el fin de obtener el sobrenadante, al cual se le realiz6 una
precipitacibn acida con HCI (2N) hasta alcanzar un pH de 2 y una posterior
sedimentacion durante 24 h a 4°C. Luego se centrifugé dicha solucién acida (4,500 rpm
por 15 min a 4°C) donde el pellet fue resuspendido en la mitad del volumen inicial con
ADE restituyendo el pH a 7 con NaOH (2N) y el sobrenadante se descarté (Ohno et al.,
1992). Finalmente, las células antes separadas y resuspendidas en mitad del volumen
inicial con ADE, se adicionaron a la solucion con el pellet de la precipitacion acida,

formando asi el EB (pH 6.95) a una concentracion final de 1.8 x 10° UFC/mL.
Adicionalmente se prepararon otros tratamientos para su posterior evaluacion:

T1: antibiético gentamicina. Se preparé una solucién de gentamicina (Genfar ®) en ADE

a una concentracion final de 1 mg/Kg suelo.
T2: EB (antes descrito).

T3: Células de la bacteria EA-CB0123. Células de la bacteria EA-CB0123 obtenidas en
medio MOLP y resuspendidas en agua. Para la obtencion de dicho tratamiento se realizé
un cultivo de la bacteria EA-CB0123 en medio de cultivo MOLP durante 5 dias a 140 rpm
y 30°C. Posteriormente, el cultivo se centrifug6 (4,500 rpm por 15 minutos a 4°C) y el
pellet resultante se resuspendi6é en el mismo volumen inicial, logrando una concentracién
final de 1.8 x 10° UFC/mL.
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T4: Fermentacion de EA-CB0123. Se realizé el mismo procedimiento de cultivo de la
bacteria EA-CB0123 en medio MOLP durante 5 dias, no obstante no se realizd
separacion de las bacterias del sobrenadante, obteniendo una concentracion final de
bacterias de 1.8 x 10° UFC/mL.

T5: SLC (Sobrenadante Libre de Células). La fermentacion de EA-CB0123 obtenida en
medio MOLP durante 5 dias se centrifugd (4500 rpm por 15 minutos a 4°C) y el
sobrenadante se filtr6 con una membrana de acetato de celulosa (0.45 ym, Sartorius
Biolab®) obteniendo asi el SLC.

2.6.2 Evaluacion del extracto bacteriano a nivel de microcosmos

Para evaluar el efecto antagonista del EB y los demas tratamientos derivados en una
matriz con sustrato solido (sustrato de germinacién Tierra Negra®), se realizé un montaje
de microcosmos simulando condiciones de campo (temperatura de 30°C, luminosidad de
13 horas luz y una humedad relativa del suelo entre el 60-80% de la maxima capacidad
de retencién de humedad - MCRH), en donde se tomaron 50 g de suelo esterilizado
previamente por 3 veces a 121°C y 15 psig y se inocularon con una solucién de la
bacteria AW1 a una concentracion inicial de 10° UFC/g suelo.

La concentracion de AW1 en el tiempo se determind por diluciones seriadas y plateo por
superficie en medio BGTA. Para ello se adicion6 1 g de suelo en 9 mL de ADE y se
realizaron diluciones seriadas hasta 10”. Diferentes diluciones fueron sembradas (100
uL) por superficie en medio BGTA suplementado con &acido nalidixico (solucién de NaOH
0.1 M pH 12.5 estéril con acido nalidixico 5 mg/mL) y fueron incubadas a 30°C por 2 dias,

donde se determinaron las UFC/g suelo en cada uno de los tratamientos.
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Tabla 2-1 Tratamientos para la evaluacion del efecto antagonista con R. solanacearum
en microcosmos de suelo

Tratamiento Aplicacién Especificaciones

Concentracion inicial de R.
Control absoluto 5
CAB L solanacearum AW1 de 10
Aplicacion de ADE (2.5 mL)

UFC/g suelo.

o Aplicacion de 2.5 mL a una
Gentamicina (1 mg/Kg y
T1 concentracion de 1 mg/Kg
suelo)
suelo.

Aplicacion de 2.5 mL a una
T2 EB (1.8 x 10° UFC/mL) concentraciéon de 1.8 x 10°
UFC/mL y 85 ppm.

Células de la bacteria EA- | Concentracion 1.8 x 10°

T3
CB0123 UFC/mL.
Fermentacion de 5 dias en
Fermentacion de EA- medio MOLP a una
™ CB0123 en MOLP concentracion de 1.8 x 10°
UFC/mL.
Sobrenadante resultante de
T5 Sobrenadante Libre de | la filtracion del

Células (SLC) sobrenadante de la

fermentacion.

Los tratamientos evaluados en esta metodologia se adicionaron al mismo tiempo que el
in6culo de la bacteria fitopatégena, con aplicaciones adicionales de 2.5 mL cada 15 dias;
ademas se tomaron muestras de suelo en los tiempos 0, 10, 20, 30 y 60 DPI, para
monitorear las poblaciones de R. solanacearum. Se emplearon 3 repeticiones por unidad
experimental. Como control absoluto se utilizé la bacteria R. solanacearum AW1 y se
realizd el analisis estadistico por la prueba de Duncan tomando como variable de
respuesta la concentracion de AW1 (UFC/g suelo) en el tiempo, con un analisis de
varianza (ANOVA) y un nivel de confianza del 95%, utilizando el software Statgraphics
Centurion XV®.
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2.6.3 Evaluacion del extracto bacteriano a nivel de invernadero

Para determinar el efecto del EB en la reduccién del in6culo de R. solanacearum, se
tomaron plantas de banano cv. Williams de 6 a 8 semanas de edad sembradas en 3 Kg
de sustrato de germinacién Tierra Negra® y se infectaron con un inéculo de R.
solanacearum EAP009 a una concentracién de 10° UFC/mL por medio del corte de
raices con una herramienta impregnada del in6culo. Transcurridos 15 dias posteriores a
la infeccién (DPI), tiempo en el cual se observaron las plantas infectadas, se causé la
muerte de la mismas con la inyeccién de 15 mL de glifosato al 20% al pseudotallo de
cada planta. Una vez muertas las plantas (30 DPI), se aplicaron los diferentes
tratamientos a cada sustrato contaminado con R. solanacearum (Tabla 2-2) adicionando
150 mL del tratamiento y realizando una homogenizacion del suelo. Durante todo el

ensayo el suelo se mantuvo al 60% de su MCRH.

Tabla 2-2 Tratamientos para la evaluacion de la disminucién del tiempo de cuarentena de

suelos contaminados con R. solanacearum a nivel de invernadero

Tratamiento Aplicacién Especificaciones

Aplicacion de ADE Tratamiento sin patégeno

. Tratamiento con aplicacion
CAB Aplicacion de ADE ]
del patégeno

EB (1.8 x 10° UFC/mL

_ Tratamiento con aplicacion
EB bacterial y 85 ppm de

. del patégeno
compuestos activos)

Para este ensayo se tuvieron 8 divisiones pertenecientes a 8 meses de evaluacion de los
tratamientos; en cada una de las divisiones se dispusieron los tres tratamientos a
evaluar. Los tratamientos estuvieron representados por 4 unidades experimentales por
cada mes de evaluacion para un total de 96 unidades en todo el experimento, que
consistian en potes con sustrato de germinacion. Cada mes se sembraron 12 plantas de
banano, pertenecientes a cada uno de los tratamientos (3 tratamientos por 4 plantas)
(Figura 2-2); adicionalmente cada 15 dias se aplicaron los tratamientos en los suelos con

tejido en descomposicion.
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La efectividad del extracto y la supervivencia de R. solanacearum se determinaron
mediante la incidencia de la enfermedad (presencia/ausencia de sintomas), dias hasta la
aparicion de los sintomas en plantas de banano (sembradas cada mes durante 4 meses);
asi como por la deteccion de la bacteria por pruebas microbiol6gicas al suelo y a los
tejidos, descrito en el numeral 2.5. Como control se usé el tratamiento C (agua), el cual
no tenia presencia del patdégeno en el suelo y como control absoluto (CAB) se usoé el
tratamiento de suelo contaminado con el fitopatbgeno EAP009.

2.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las cinéticas de crecimiento, pruebas de inhibicién, desarrollo de
la enfermedad en plantas de banano y concentracién de R. solanacearum en suelos
fueron analizados estadisticamente por medio de un analisis de varianza (ANOVA) con
un nivel de confianza del 95%. Para la verificacion de los supuestos se analizd la
normalidad por medio del valor-P de Shapiro-Wilks y los supuestos de igualdad de
varianzas por medio del test de Bartlett. La diferencia entre las medias de los
tratamientos fue evaluada con un analisis de rangos multiples por medio de la prueba de
LSD para todas las pruebas y Duncan en la prueba de evaluacién de EB a nivel de

microcosmos, con el software Statgraphics Centurion XV®.
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Figura 2-2 Esquema del proceso de aplicacion de los tratamientos y sembrado de

plantas de banano en suelos contaminados con R. solanacearum a nivel de invernadero.

DPI (Dias posteriores a la infeccién), EB (Extracto bacteriano), CAB (Control absoluto).
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Capitulo 3: Resultados

3.1 Cinéticade crecimiento y evaluacidon de actividad de
los extractos de B. amyloliquefaciens EA-CB0123

Para determinar un medio de cultivo con las mejores propiedades de crecimiento de la
bacteria (biomasa) y mayor produccién de metabolitos con actividad contra R.
solanacearum, la cepa B. amyloliquefaciens EA-CB0123 fue evaluada en diferentes
medios de cultivo liquidos (MOLP, TSB y DRU). La absorbancia y la actividad inhibitoria
contra el patégeno (Figura 3-1) fue determinada por un periodo de 72 horas en cada

medio evaluado.

La cinética de crecimiento de la cepa EA-CB0123 en los tres medios de cultivo
presentaron una fase de crecimiento exponencial de aproximadamente 12 horas,
seguidas de una fase de desaceleracion que alcanzé las 24 horas aproximadamente y
finalmente una fase estacionaria hasta las 72 horas de cultivo. Al determinar la velocidad
especifica de crecimiento del microorganismo en cada medio de cultivo, se evidenci6é que
éste crece mas rapidamente en medio TSB (0.34 horas™), posteriormente en medio DRU
(0.18 horas™) y finalmente en medio MOLP (0.11 horas™) durante la fase exponencial. No
obstante, la biomasa obtenida en el medio DRU en la fase estacionaria (desde 24 a 72
horas) difiere de los otros medios de cultivo evaluados con diferencias estadisticamente
significativas en todos estos tiempos, obteniendo una biomasa total en términos de
densidad 6ptica a 600 nm (DOggo) de 2.36, a diferencia de 2.01 y 1.99, para los medios
MOLP y TSB, respectivamente, a las 72 horas. Sin embargo, las concentraciones
celulares en UFC/mL difirieron de los resultados de la DOgy, Ya que se obtuvieron
concentraciones de 1.8 x 10° UFC/mL, 1.6 x 10° UFC/mL y 1.1 x 10° UFC/mL en los
medios MOLP, DRU y TSB, respectivamente.
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Figura 3-1 Cinética de crecimiento de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 y radio de
inhibicién de los SLC en MOLP, TSB y DRU. Los medios evaluados fueron MOLP (azul), TSB (rojo)

y DRU (verde). Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
absorbancia para cada medio en los tiempos 12, 24 y 72 horas y radio de inhibicién en los tiempos de 24 a
72 horas (letras en cursiva) (valor P < 0.05), mediante la prueba LSD. Las barras verticales denotan el error

estandar en cada uno de los tiempos evaluados, con n = 4 para la absorbancia y n = 8 para el radio de

inhibicion.
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Adicionalmente se obtuvo un comportamiento diferente en las curvas entre la bacteria y
los diferentes medios de cultivo con respecto a la actividad inhibitoria de los SLC contra
el patdgeno R. solanacearum EAP099, observando halos de inhibicibn desde las 24
hasta las 72 horas de crecimiento bacterial, con resultados de 1.4, 1.0y 1.1 cm a las 72
horas en los medios MOLP, TSB y DRU, respectivamente (Anexo 2). Sin embargo, antes

de estos tiempos no se obtuvo actividad evidente en las pruebas realizadas.

Estos resultados sugieren que la fermentacion de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 en el
medio de cultivo MOLP se producen sustancias que inhiben el crecimiento de R.

solanacearum EAPOO09 a nivel in vitro, en mayor proporcién que los otros medios de
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cultivo evaluados. Adicionalmente los resultados de actividad del SLC indican que los
metabolitos activos producidos estan parcialmente ligados el crecimiento celular, ya que

la actividad aumenta al finalizar la fase exponencial.

3.2 Concentracidon minima inhibitoria

Los compuestos metandlicos obtenidos del cultivo de B. amyloliquefaciens EA-CB0123
en diferentes medios de cultivo, fueron preparados en rangos de concentraciones entre
256 y 0.25 ppm con la metodologia de microdilucion. Segun los datos obtenidos de
absorbancia se calcularon los porcentajes de inhibicion de cada uno de los tratamientos
contra R. solanacearum EAPOQ9 y se obtuvo la CMI para los medios MOLP, TSB y DRU.
Los resultados mostraron que para los medios MOLP y DRU la CMI fue de 64 + 0.02 ppm
(ICso de 32 ppm), mientras que para el medio TSB fue de 128 + 0.02 ppm (IC5, de 64
ppm) a nivel in vitro. A las concentraciones mas altas que la CMI, los compuestos
metandlicos generaron la misma accion inhibitoria del patégeno del 100%, para todos los

tratamientos evaluados, como se observa en la Figura 3-2.

Adicionalmente se realizaron las mediciones del rendimiento del extracto total de la
fermentacion de B. amyloliguefaciens EA-CB0123 obtenido de la extraccién de la
Amberlita en cada uno de los medios de cultivo evaluados, obteniendo valores de 1.53,
1.00 y 0.58 g/L, para los medios MOLP, DRU y TSB, respectivamente.
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Figura 3-2 Porcentaje de inhibicion de R. solanacearum EAPOQ09 a partir de extractos
metanolicos de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 producidos en MOLP, TSB y DRU a

nivel in vitro. Los medios evaluados fueron MOLP (¢), TSB (O y DRU (*).
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3.3 Aislamiento y caracterizacion de cepas de R.
solanacearum

El aislamiento realizado a partir de tejido y suelo de plantas infectadas en la zona del
Uraba Antioquefio, permiti6 establecer una coleccibn de cuatro bacterias (cuatro
aislamientos) pertenecientes a R. solanacearum, que fueron identificadas por
caracteristicas morfolégicas y moleculares (datos no mostrados). Igualmente, estos
aislados compartieron similitudes con respecto a su morfologia irregular, borde
redondeado, elevacion convexa, consistencia mucosa y color beige en los bordes cuando
fueron evaluadas en el medio de cultivo TSA al 10% enriquecido con sacarosay TZC. En
el medio se logré observar que las colonias difieren en la coloraciébn que se produce
posiblemente por la transformacion de la sal de tetrazolium (TZC) a formazan, las cuales

presentaron una pigmentacion rojiza y cambios en la tonalidad del color, dependiendo de



Capitulo 3 41

la cepa: rojo intenso, medios y rosadas (Tabla 3-1). Ademas, se pudo observar que el
tiempo de aparicién de las colonias de las diferentes cepas de R. solanacearum en el
medio de cultivo solido también diferia entre aislados, apareciendo desde 3 a 4 dias.
También, se realizé la medicion del tamafio de los bacilos de cada uno de los aislados y
se obtuvo que la cepa EAPO011 fue la de mayor tamafo bacilar con 1.33 £ 0.07 pm, en
comparacion con las demas cepas, incluyendo el control EAP009. Finalmente, se
realizaron algunas pruebas microbiolégicas de KOH y tinciébn de Gram para verificar que
las bacterias aisladas eran Gram negativas, para lo cual todas fueron positivas.

Los aislados fueron registrados en el cepario de la Universidad EAFIT como EAPO11,
EAP012, EAPO13 y EAP014 y siempre se realizaron las comparaciones con la bacteria
control EAP009.

Tabla 3-1 Origen, morfologia y tamafio de los aislados de R. solanacearum. ®Localizacion de las fincas
ubicadas en la zona de Uraba a partir de las cuales se realizaron los aislamientos de R. solanacearum. ° Muestra
enviada de plantas de banano enfermas para el aislamiento. “Morfologia de los aislados en medio de cultivo sélido TSA
al 10% con sacarosa y TZC, a las 4 dias de incubacion a una temperatura de 30°C. “Tamafio del bacilo (um) y su

desviacion estandar.

Localizacion®  Muestra” Cédigo Tiempo Morfologia® Tamano d
aparicion (dias) bacilo (um)

Urab4,
Apartadé Suelo EAPO11 3 1.33+£0.07

Urab4,

Municipio de ..
Carepa, Santa Tejido-Yema | EAP012 4 0.78 + 0.03
Cruz
Caribana,
Uraba Suelo EAPO13 4 0.98 + 0.06
. Tejido-

Uraba Cormo EAPO014 3 0.87 £ 0.03
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3.3.1 Pruebas de patogenicidad de R. solanacearum en plantas
de banano

Las dos metodologias evaluadas por cortes de raices e inyeccién al pseudotallo fueron
efectivas para la infeccion de las plantas de banano con R. solanacearum (datos no
mostrados). Sin embargo con la técnica de corte de raices fue mas efectiva para generar
los sintomas de la infeccién en un tiempo menor (11 dias posteriores a la infeccién o DPI)
gue con la técnica de inyeccion (15 DPI). La sintomatologia de las plantas infectadas fue
similar entre si, presentandose marchitamiento y clorosis en las hojas en los primeros
dias de inoculacién y finalmente la muerte de la planta. La técnica de infeccién
estandarizada y seleccionada para las pruebas de patogenicidad y la creacion del foco
de infeccidn artificial (FIA) fue por cortes de raices con una herramienta impregnada del
in6culo de la bacteria fitopatdégena.

Para evaluar la capacidad de infeccién de los cuatro aislados se tomaron plantas de
banano y se crearon los FIA en cada una de éstas, para posteriormente registrar en el
tiempo los sintomas de marchitez y clorosis. Para el sintoma de marchitez en las hojas
de banano se obtuvo (Figura 3-3A) que en el dia 10 DPI los tratamientos obtuvieron
porcentajes de marchitamiento de 70, 1, 52, 70 y 38% para las cepas EAP009, EAPO11,
EAPO12, EAPO13 y EAPO14, respectivamente; y en el tiempo final 18 DPI de la
evaluacion, el 100% del total de las hojas de todas las plantas mostraron marchitez.
También las ABCDE con respecto al porcentaje de marchitez son similares para todos
los tratamientos evaluados, ya que no se obtuvo diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 3-2).

Con respecto a la clorosis (Figura 3-3B), se obtuvo que después de los 12 DPI las hojas
comenzaron a presentar dicho sintoma, acentuandose en los aislados EAP013 (22%) y
EAPOOQ9 (27%), y en un menor porcentaje en el aislado EAP011 (2%), respecto al control
establecido (EAP009). ElI comportamiento de infecciobn con relacion al porcentaje de
hojas con clorosis de los aislados EAP013 y EAP0O09 son similares con una ABCDE de
434.1 y 440.7, respectivamente (Tabla 3-2), mostrando diferencias estadisticamente
significativas con respecto a los demas tratamientos. Al terminar el tiempo de evaluacion
(18 DPI) se obtiene que el 100% del total de las hojas de las plantas infectadas

presentaron clorosis (Figura 3-4).
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Para las dos sintomatologias registradas en los ensayos de FIA (%Marchitez y
%Clorosis), se obtuvo que el tratamiento control con ADE no present6 ninguno de estos

sintomas de enfermedad.

El comportamiento del aislado EAP013 fue diferente al de los demas aislados evaluados,
ya que 12 DPI, la mayoria de las hojas de las plantas presentaban marchitez y clorosis;
por lo anterior se confirma que ésta bacteria presenta sintomatologia similar al
microorganismo control EAPO09 y podria tomarse para posteriores evaluaciones de
virulencia e infeccién. Adicionalmente se encontré que no habia una relacién entre la
morfologia (coloracion de las colonias), tamafio de los microorganismos y su

patogenicidad en plantas de banano.
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Figura 3-3 Comportamiento del desarrollo de los sintomas de la enfermedad del Moko
causada por R. solanacearum en el tiempo en plantas de banano cv. Williams. A.
Porcentaje de marchitez y B. Porcentaje de clorosis en hojas de plantas de banano

infectadas con diferentes aislados de R. solanacearum. Las letras indican diferencias

estadisticamente significativas de los valores de %Marchitez y %Clorosis en cada uno de los tiempos (valor P
< 0.05), mediante la prueba LSD. Las barras verticales son los errores estandar en cada uno de los tiempos

evaluados, conn=7.

A
—— EAPQ9 --=- EAPO11 —— EAPO12 --=- EAPO13 —=—EAP014

B R

A O ® O N

O © © o o
1 1 1 1 J

%Marchitamiento
N
o

/
--E‘ T T T 1

0 5 10 12 16 18
Tiempo (dias)

o
ki

B

——EAPQ09 ---s---EAPO11 ——EAPO12 --=- EAPO013 —=—EAPO014
120 -

100

80

60

%Clorosis

40

20

Tiempo (dias)



Capitulo 3 45

Tabla 3-2 ABCDE de las sintomatologias de las plantas causadas por los aislados R.

solanacearum. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los valores de

ABCDE para cada sintoma y aislado de R. solanacearum (valor Pgioresis = 0.008 y valor Pmarchitez = 0.600),

mediante la prueba LSD, con n = 7. *No hay diferencias significativas para este sintoma y los tratamientos.

| ABCDE
Tratamiento
Clorosis Marchitez*
EAPO09 440.7 (a) 719.3
EAPO11 121.7 (b) 658.5
EAPO12 298.5 (ab) 663.3
EAPO013 434.1 (a) 750.0
EAPO014 290.7 (ab) 689.4

Figura 3-4 Plantas de banano infectadas con diferentes aislados de R. solanacearum en

invernadero. Las plantas infectadas mostradas tienen 18 DPI.

|
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Finalmente, se siguieron los postulados de Koch, con el fin de verificar que los sintomas
de las plantas y la muerte hubiesen sido producidos por los aislados antes introducidos
en el sistema de FIA. En todos los tratamientos se confirmo la presencia del fitopatégeno

por las pruebas microbiologicas (Anexo 3).
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3.4 Obtencidon del extracto bacteriano

Para el desarrollo del EB se realiz6 la precipitacion &cida del sobrenadante, posterior a la
fermentacion de B. amyloliqguefaciens EA-CB0123 en medio MOLP (72 horas). En este
ensayo se evalud el efecto inhibitorio por parte de la fermentacion completa, el pellet
precipitado resuspendido en agua con el mismo volumen de la fermentacién y el
sobrenadante libre de células resultante de la separacion (Figura 3-5). Los resultados
mostraron diferencias significativas de los tratamientos de fermentacion (0.79 cm) y pellet
del precipitado (0.7 cm), con respecto al sobrenadante (0.39 cm), confirmando que la
mayoria de la actividad inhibitoria se queda en el precipitado acido y solo una parte en el

sobrenadante resultante de la separacion.

Figura 3-5 Radio de inhibicién de R. solanacearum EAPO009 a nivel in vitro producidos

por diferentes tratamientos derivados de la obtencién del EB. Los tratamientos utilizados fueron
fermentacion de la cepa B. amyloliquefaciens EA-CB0123 en medio MOLP por 72 horas (negro), Pellet
resultante de la precipitacién acida del sobrenadante (blanco) y SN sobrenadante libre de células después de
la precipitacién acida (rayas). Las letras indican diferencias estadisticamente significativas de los valores de
radio de inhibicion (cm) en cada uno de los tratamientos (valor P < 0.05 x 10'6), mediante la prueba LSD. Las

barras verticales son los errores estandar con cada tratamiento evaluado, con n = 9.
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3.5 Evaluacion del EB en suelos contaminados con R.
solanacearum

El extracto bacteriano (EB) fue evaluado en suelos contaminados con R. solanacearum a

nivel de microcosmos e invernadero.

3.5.1 Evaluaciéon a nivel de microcosmos

Para evaluar el efecto de los EB y sus derivados sobre la supervivencia de R.
solanacearum en microcosmos, se utilizé un sustrato de germinacion Tierra Negra®. En
estos a analisis a nivel de microcosmos, el sustrato fue inoculado con la cepa AW1, la
cual es resistente al acido nalidixico, con el fin de realizar un aislamiento selectivo en el
suelo. Para estas pruebas se tomaron muestras a los 0, 10, 20, 30 y 60 DPI, realizando
el conteo de UFC/g de suelo evaluado (Figura 3-6).

Figura 3-6 Efecto del EB y otros derivados obtenidos del cultivo de B. amyloliquefaciens
EA-CB0123 sobre la concentracién (Log UFC/g suelo) de R. solanacearum AW1 en el

tiempo en microcosmos. Los tratamientos utilizados fueron: T1 gentamicina, T2 EB, T3 células de B.
amyloliquefaciens EA-CB0123, T4 fermentacién de EA-CB0123, T5 SLC y C- control negativo. Las letras
indican diferencias estadisticamente significativas de los valores de concentracion de AW1 en cada uno de
los tratamientos (valor Piempo od = 0.9563, valor Piempo 8, 20, 32y s0od = 0.8017), mediante la prueba Duncan. Las

barras verticales son los errores estandar con cada tratamiento evaluado, con n = 3.
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En el tiempo O DPI se inici6 con una concentracibn de R. solanacearum AW1
aproximadamente de 1.00 x 10° UFC/g suelo para todos los tratamientos evaluados (sin
diferencias estadisticamente significativas). Seguidamente en los tiempos de 10, 20, 30 y
60 DPI la concentracion de AW1 aumenté llegando a valores maximos en el tiempo 10
DPI de 3.2 x 10° UFC/g suelo aproximadamente y de alli en adelante la concentracion de
la bacteria fitopatégena se mantuvo constante con unos valores promedio entre todos los
tratamientos de 8.01 x 10® UFC/g suelo. Para el andlisis estadistico de esta prueba se
utilizé la prueba de Duncan para las concentraciones de R. solanacearum AW1 en cada
uno de los tiempos y no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos,
sugiriendo que en el sistema evaluado no hubo efecto del EB y tratamientos derivados,
debido posiblemente a que las concentraciones utilizadas no fueron las apropiadas para
generar un efecto de inhibicién. Adicionalmente se evaluaron las ABCDE (datos no
mostrados), no obstante no se presentaron diferencias estadisticamente significativas en

ellas.

3.5.2 Evaluaciéon a nivel de invernadero

Para evaluar el EB en los suelos contaminados con R. solanacearum EAPO0Q9, se
infectaron plantas de banano mediante el corte de raices, a las cuales 15 DPI se les
aplicé glifosato (al 20% 15 mL a cada planta) y 15 dias después de esto (30 DPI) se
comenzo6 con la aplicacion de los extractos. Se tomaron muestras de suelo y tejido
vegetal cada mes y se obtuvieron datos de las bacterias totales y R. solanacearum.
Ademas se realiz6 un seguimiento del progreso de la enfermedad en las plantas de
banano (datos no mostrados). En la Figura 3-7 y Figura 3-8 se muestran las
concentraciones de R. solanacearum EAP0OQ09 en los meses evaluados en suelo y tejido,

respectivamente.
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Figura 3-7 Efecto del EB obtenido del cultivo de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 sobre
la concentracion (Log UFC/g suelo seco) de R. solanacearum EAPOQ9 en suelo de los

tratamientos CAB, EB y Agua, en el tiempo. Los tratamientos fueron CAB (control absoluto) en
negro, EB (extracto bacteriano) en blanco y el tratamiento Agua no se muestra, ya que no hay concentracion
de R. solanacearum EAPO0O09. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de concentracion de R. solanacearum (log UFC/g suelo seco). *Tiempo 30 DPI, **Tiempo 60 DPI y
**Tiempo 90 DPI (valor P3 ppi = 0.1159, valor Pgo ppi = 0.3013 y valor Pgo ppi = 0.7595), mediante la prueba

de LSD. Las barras verticales son los errores estandar en cada uno de los tiempos evaluados, con n = 4.
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Las mediciones del suelo en este ensayo se comenzaron 30 DPI, fecha programada para
iniciar la siembra de las plantas de banano y verificar la concentracion de R.
solanacearum en el suelo. Seguidamente, se continué con el muestreo de suelo

mensualmente.

Como se observa en la Figura 3-7, la concentracion de R. solanacearum EAPO0Q9 en el
suelo de los tratamientos CAB y EB en invernadero, tuvieron una concentracion similar
(9.35 x 10° UFC/g suelo seco, en promedio) en los tiempos 30 y 60 DPI, sin diferencias
significativas. Sin embargo, hacia 90 DPI de evaluacion, la concentracion de R.

solanacearum disminuy6 en los dos tratamientos alcanzando una concentracion de 9.12
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x 10" UFC/g suelo seco y finalmente hacia 120 DPI y en los siguientes meses (datos no
mostrados), la concentracion de la bacteria fitopatdgena no fue detectable en el suelo.
Adicionalmente, en el tiempo 90 DPI, no se evidenciaron sintomas de la enfermedad en
las plantas de banano, aun asi se procesaron las muestras de suelo y se evidencio

presencia de la bacteria EAP009.

Figura 3-8 Efecto del EB obtenido del cultivo de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 sobre
la concentracion (Log UFC/g tejido) de R. solanacearum EAPOQ9 en tejido de banano en

diferentes tratamientos. Los tratamientos fueron CAB (control absoluto) en negro, EB (extracto
bacteriano) en blanco y el tratamiento Agua no se muestra, ya que no hay concentracion de R. solanacearum
EAPO009, en el tiempo. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre los valores
de concentracion de R. solanacearum (log UFC/g tejido). *Tiempo 60 DPI y **Tiempo 90 DPI (valor Peo ppi =
0.5866 y valor Pgo ppr = 0.1529), mediante la prueba de LSD. Las barras verticales son los errores estandar

en cada uno de los tiempos evaluados, con n = 4.
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Las mediciones de tejido de las plantas, se comenzaron desde 60 DPI, debido a que el
proceso de infeccidn requieren algunos dias para iniciar el desarrollo de los sintomas.
Por esta razon no hay mediciones en el tiempo 30 DPI. Después de los 60 DPI, se

continud con el muestreo mensualmente.
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Al realizar las mediciones de la concentracion de R. solanacearum EAPOQ9 en el tejido
de las plantas de banano, se obtuvo que en 60 DPI no hubo diferencias significativas
entre los dos tratamientos, obteniendo valores de 3.18 x 10® UFC/g tejido y 8.29 x 10°
UFC/g tejido, para CAB y EB, respectivamente. Similarmente, hacia los 90 DPI, las
concentraciones arrojaron resultados similares entre los dos tratamientos (2.75 x 10* y
1.25 x 10* UFC/g tejido, para CAB y EB, respectivamente), sin embargo fueron menores
a los del tiempo anterior. Cabe destacar que en 90 DPIl, no se observaron
sintomatologias en las plantas de banano, como se comento en los resultados de suelo.
Finalmente, hacia el tiempo 120 DPI y en adelante (datos no mostrados), las plantas de
banano evaluadas no mostraron sintomas y tampoco se evidencia presencia de la

bacteria mediante técnicas microbiolégicas.

Los resultados sugieren que a las condiciones evaluadas a nivel de invernadero, el EB no
tuvo un efecto significativo sobre la poblaciéon de R. solanacearum EAP009 en suelo ni
tejido de la planta. Esto posiblemente se atribuya a bajas concentraciones del EB
adicionado y a la disminucion de R. solanacearum en el suelo por otras variables no

estudiadas.

Paralelamente, se evalud la concentracion de bacterias totales cultivables en el suelo
contaminado con R. solanacearum EAPOQ9 y tratado con el EB durante el experimento
llevado a cabo en invernadero. Para comprobar el efecto del EB sobre la concentracion
total de bacterias se tomaron muestras en los tiempos 30, 60, 90 y 120 DPI, las cuales se
sembraron en el medio semiselectivo SMSA. Los resultados de esta evaluacién muestran
un comportamiento similar en todos los tiempos, con valores aproximados de 1.07 x 10°,
3.89 x 10* y 3.81 x 10* UFC/g suelo para los tratamientos CAB, EB y Agua,
respectivamente (Figura 3-9), exceptuando para los 90 DPI que se obtuvieron resultados
variables en los tratamientos de EB y Agua. Esto sugiere que la concentracién bacteriana
total cultivable se mantuvo estable durante el tiempo de evaluacion mostrado,

independiente del EB adicionado en el medio evaluado.
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Figura 3-9 Efecto del EB obtenido del cultivo de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 sobre
la concentracion (Log UFC/g suelo seco) de bacterias totales cultivables en suelo de los

diferentes tratamientos. Los tratamientos evaluados fueron CAB (control absoluto) en negro, EB
(extracto bacteriano) en blanco y Agua en rayas, en el tiempo. Letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas entre los valores de concentracion de bacterias totales cultivables (log UFC/g
tejido). *Tiempo 30 DPI, **Tiempo 60 DPI y **Tiempo 90 DPI. (valor P30 ppi = 0.3081, valor Peo ppr = 0.4146,
valor Pgo ppi = 0.0872), mediante la prueba de LSD. Las barras verticales son los errores estandar en cada

uno de los tiempos evaluados, con n = 4.
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El género Bacillus ha sido reconocido por ser uno de los principales ACB (Agentes de
Control Biolédgico) en el area agroindustrial, gracias a sus propiedades de produccién de
metabolitos secundarios antagonistas de algunos fitopatégenos y a la formacion de
endosporas, lo cual las hace interesantes en la investigacion y comercializacién de
bioinsumos. Se conoce también que las bacterias pertenecientes a B. amyloliquefaciens
usan cerca del 8.5% de su genoma en la sintesis de metabolitos secundarios, como los
lipopéptidos (LPs), los cuales han demostrado ser activos contra un rango amplio de
fitopatdgenos a nivel in vitro e in vivo. Dentro de estos fitopatdgenos se encuentra la
bacteria R. solanacearum, la cual es un microorganismo agente causal de la marchitez
bacteriana en un gran espectro de especies de plantas a nivel mundial, incluidos el

banano y platano.

En este trabajo se realiz6 el aislamiento de diferentes cepas de R. solanacearum
provenientes de tejidos y suelos infectados de banano y se determind su capacidad de
infeccion en dicha planta. Paralelamente, se evalué la produccién del agente controlador
biologico por parte de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 en diferentes medios de cultivo
con el fin de determinar en cual de ellos se lograba la mayor producciéon de biomasa y
actividad antimicrobiana. Una vez establecida la cepa mas virulenta de R. solanacearum
y el medio de cultivo mas apropiado para la produccion del ACB, se procedi6 a realizar
las evaluaciones en microcosmos e invernadero con el fin de determinar si el extracto
bacteriano (EB) obtenido de la fermentacion de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 lograba
reducir los tiempos de cuarentena ocasionados por la presencia de R. solanacearum en

el suelo.

Inicialmente, se realizaron aislamientos de suelo contaminado y tejido infectado con la
bacteria fitopatdgena, provenientes del Uraba Antioquefio, con el fin de obtener una

coleccion de bacterias perteneciente a R. solanacearum. De estos aislamientos se
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obtuvieron 4 cepas (Tabla 3-1) con morfologia similar a la cepa control R. solanacearum
EAPO09 (Ramirez, 2012). A cada una de estas bacterias se les realizaron algunas
pruebas microbiolégicas y moleculares, las cuales confirmaron pertenecer a R.
solanacearum. Las caracteristicas morfolégicas de estos aislados tienen una forma
irregular en las colonias, con méargenes lisos y de color blanco, opaco y viscoso, con un
centro de color rojizo ocasionado por la sal TZC adicionada al medio de cultivo en el cual
se evaluaron las morfologias. Estas caracteristicas coinciden con las referencias de
colonias tipicas, en donde existen muy pocas diferencias con respecto al tono rojizo del
centro de las colonias y en ser mas o menos mucoides (Tans-kersten et al., 2001;
Ibrahim et al., 2005; Prior and Fegan, 2005; Chandrashekara et al., 2012).

A la coleccién de bacterias obtenidas se les realizaron pruebas de patogenicidad y
virulencia en plantas de banano a nivel de invernadero, mediante el corte de raices con
una herramienta contaminada con un in6culo de R. solanacearum, simulando aberturas
gue se dan naturalmente en las raices, la cual es causante del ingreso de la bacteria
fitopatdgena en las plantas. La realizaciéon y determinacion de la patogenicidad es un
paso importante para el reconocimiento de bacterias fitopatégenas, debido a que existen
dificultades para verificar todas las caracteristicas de una bacteria y diferenciar entre
especies (Obregdn et al., 2008), como es el caso de la bacteria R. solanacearum, la cual
ataca a un determinado grupo de hospederos, dependiendo de su raza y biovar (Genin
and Denny, 2012).

Estas pruebas de patogenicidad se realizaron con el fin de representar las condiciones
naturales que se dan en el ambiente; sin embargo hay que tener en cuenta el “triangulo
de la enfermedad”, el cual explica que para que pueda existir una patogenicidad en una
planta, se deben mantener unas condiciones estables de tres componentes importantes:
patdégeno, condiciones ambientales y planta hospedera. En estos sistemas, un conjunto
de condiciones ambientales dentro de un rango favorable debe ocurrir para que se
desarrolle la enfermedad (Agrios, 2004). Por esta razon se estandarizdé el modelo de
patogenicidad, fijando humedad en el suelo (60-80%), estadio de las plantas hospederas
(6 a 8 semanas de edad) e infecciones con el patégeno (concentracion de R.
solanacearum de 10° UFC/mL). Los resultados obtenidos en estas pruebas de

patogenicidad y virulencia, con respecto al porcentaje de marchitamiento, clorosis y del



Discusion 55

ABCDE, revelaron que el aislado con una mayor virulencia fue la bacteria control
EAPO009, ya que ninguno de los aislados evaluados superé sus resultados, aunque no se
hayan presentado diferencias en el ABCDE respecto al %Marchitez. Por estas razones
se sugiere que este aislado podria utilizarse en evaluaciones posteriores de

bioformulados para el biocontrol de la enfermedad en suelo.

Paralelamente, se realiz6 la seleccion del medio de cultivo liquido que presentara las
mejores caracteristicas de crecimiento bacterial y produccién de metabolitos por parte de
B. amyloliquefaciens EA-CB0123. En los cultivos sumergidos evaluados (MOLP, DRU y
TSB) la bacteria tuvo un desarrollo donde se obtuvieron las fases de crecimiento
exponencial, de desaceleracion y estacionaria, durante el proceso de cultivo tipo batch en
72 horas. La fase exponencial tuvo un tiempo promedio entre los tres medios evaluados
de 10 horas aproximadamente, seguida de una fase de desaceleracion de 14 horas y
finalmente la fase estacionaria de 48 horas (desde 24 a 72 horas). Estos resultados
obtenidos coinciden con lo expuesto en la literatura, en donde identifican que en la fase
exponencial aumenta considerablemente la densidad celular y que la fase estacionaria
depende del tiempo en que se deje el microorganismo en medios de cultivo enriquecidos
(Milner et al., 1996). Sin embargo, Gil y Gomez (2011) evaluaron el crecimiento de B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 en medio MOLP, reportando una fase de latencia y
aceleracion entre las 0 y 5 horas, luego una fase exponencial desde 5 a 15 horas y
finalmente una fase de desaceleracion y estacionaria desde las 15 hasta las 70 horas.
Estas diferencias se pueden atribuir a que los tiempos de toma de muestras de la
fermentacion fueron diferentes a los evaluados en este trabajo, y posiblemente las curvas
de crecimiento difieren. En la cuantificacién del crecimiento de B. amyloliquefaciens EA-
CB0123 se obtuvo que la DOgy maxima fue de 2.36, 2.00 y 1.98 en el medio DRU,
MOLP y TSB, respectivamente, a las 72 horas del cultivo; sin embargo las
concentraciones celulares en UFC/mL difirieron de los resultados de la DOgq, Ya que se
obtuvieron concentraciones de 1.8 x 10° UFC/mL, 1.6 x 10° UFC/mL y 1.1 x 10° UFC/mL
en los medios MOLP, DRU y TSB, respectivamente a las 72 horas. La medicién de
densidad Optica es una cuantificacion indirecta de la cantidad de biomasa presente en un
cultivo, aunque por lo general coincide con las cuantificaciones directas como es el

conteo de UFC/mL; es por esto que algunos autores (Shuller and Kargi, 1992) la
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consideran directa. Segun lo obtenido en este trabajo se recomienda realizar el conteo de

UFC/mL para hacer las cuantificaciones de niumero de células.

Los elementos que constituyen los medios de cultivo se vuelven de gran interés, ya que
van a permitir que las células crezcan y se desarrollen; por esto los medios de cultivo
deben contener los elementos quimicos que conforman los materiales y estructuras
celulares, asi como elementos requeridos para el trasporte intermembranal y la
generacion de energia necesaria para los procesos biosintéticos (Scragg, 1997). El
crecimiento de biomasa de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 en los medios de cultivo
MOLP y DRU fue mas evidente que en el medio comercial TSB, lo cual podria explicarse
posiblemente por las fuentes de carbono y nitrdgeno, y la presencia de micro y
macroelementos usados en los medios enriquecidos (MOLP y DRU), en comparacion
con el medio comercial (TSB). Se ha observado que la glucosa, al ser un monosacarido,
es una fuente de facil asimilacién por los microorganismos (Fisher and Sonenshein,
1991), lo que le atribuye un mayor crecimiento en medios de cultivo que contienen dicho
compuesto; sin embargo la fuente de carbono utilizada en el medio MOLP es la sacarosa
(disacéarido) a una concentracion de 20 g/L y la de los medios DRU y TSB es la glucosa,
a concentraciones de 31.3 g/L y 2.5 g/L, respectivamente. Estas concentraciones altas de
sacarosa y glucosa en los medios MOLP y DRU, podrian incidir en una mayor cantidad
de biomasa, comparado con el medio TSB. También la fuente de nitrégeno es importante
para el comportamiento del crecimiento bacterial (Fisher and Sonenshein, 1991). En los
medios evaluados el medio de cultivo MOLP tiene dos fuentes de nitrGgeno: peptona
universal (30 g/L) y extracto de levadura (7 g/L), mientras que el medio DRU contiene
extracto de levadura (35 g/L) y el TSB caseina pancreatica digestiva (17 g/L); por lo que
se esperaria que en los medios con una mayor concentracion de fuentes de nitrégeno
existiera una mayor densidad bacteriana, como en este caso los medios de cultivo MOLP
y DRU.

En el andlisis de la actividad antimicrobiana generada por el SLC de B. amyloliquefaciens
EA-CB0123 en los tres medios de cultivo evaluados, se obtuvo que el medio que indujo
una mayor antibiosis, segun el halo de inhibiciéon de R. solanacearum EAPOQ09 a nivel in
vitro fue el medio MOLP con un valor de 1.43 £ 0.06 cm, seguido del medio DRU con
1.15 + 0.08 cm y TSB con 1.07 + 0.09 cm de radio de inhibicién, a las 72 horas del
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cultivo, en medio BGTA. Adicionalmente el radio de inhibicion del control positivo (B.
amyloliquefanciens EA-CB0123 fresca) fue de 1.29 + 0.06 cm. Estudios anteriores con
esta misma cepa bacteriana en medio MOLP, arrojaron resultados de 1.75 + 0.08 cm de
radio de inhibicién a las 70 horas del cultivo, en comparacién con la bacteria fresca de
0.25 + 0.04 cm (Gil and Gomez, 2011). No obstante, los resultados obtenidos en la
literatura y los resultados de este estudio, reportan que la produccion de compuestos
antagonicos de R. solanacearum depende de varios aspectos, entre los cuales se
encuentran el medio de cultivo que se utilice y el tiempo en que se realice la medicion del
halo de inhibicion. Por ejemplo, Aliye y colaboradores (2008) evaluaron diferentes
microorganismos aislados del suelo, entre ellos bacterias pertenecientes al género
Bacillus, mediante la técnica de difusion de agar contra R. solanacearum, y reportaron
radios de inhibicion que variaban entre 0.12 y 1.11 cm de las suspensiones bacterianas

en agua estéril, en medios de cultivo KB, agar nutritivo y LB.

Complementariamente, se realizé el andlisis de la cinética de crecimiento y la actividad
antimicrobiana de B. amyloliquefaciens EA-CB0123. Los resultados obtenidos sugieren
una asociacion entre la fase estacionaria del crecimiento bacteriano y la obtencion de
halos de inhibicién en ese mismo periodo, posiblemente por la produccion de metabolitos
parcialmente ligados al metabolismo celular o por la concentracion de los metabolitos
producidos en las fases anteriores, realizando una sinergia entre éstos. Esta hip6tesis se
sustenta ya que algunos lipopéptidos (LPs) como las surfactinas estan parcialmente
ligadas al metabolismo energético (Jacques et al., 1999; Yeh et al., 2005), mientras que
las iturinas y las fengicinas no lo estan. Adicionalmente se ha evidenciado que los medios
de cultivo optimizados pueden generar la producciébn de algunos metabolitos no
presentes en la formulacion original, como lo demostré Jacques y colaboradores (1999)
en el medio optimizado MOLP en donde se produjeron fengicinas no presentes en los
medios originales. Se ha investigado ademas que en las especies de Bacillus, el quérum
sensing juega un papel muy importante en la regulaciéon de la biosintesis de LPs; por
ejemplo la expresion de los genes de la surfactina se asocia con mayores densidades
celulares y se produce en la transicion de la fase exponencial a estacionaria en el
crecimiento bacterial, mientras que la biosintesis de la fengicina e iturina se da mas tarde

en la fase estacionaria (Raaijmakers et al., 2010).
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Asi mismo, Villegas en el (2012) evalud los metabolitos secundarios producidos por la
bacteria B. amyloliquefaciens EA-CB0959 aislada de la filosfera de plantas de platano cv.
Harton, por medio de HPLC y espectrometria de masas. En este trabajo se obtuvo que la
actividad antimicrobiana contra R. solanacearum EAPO09 se dié por la produccion de
LPs de las familias de las surfactinas, fengicinas e iturinas, especialmente las surfactinas
Cl4 y C15 vy las fengicinas A y B; caso sobresaliente ya que no se habia reportado en la
literatura una actividad inhibitoria bacteriana por parte de las fengicinas, donde su mayor
accion se centra en actividades antifangicas. También, la cepa de B. amyloliquefaciens
EA-CB0123 presenta el mismo perfil cromatogréfico que la EA-CB0959, lo cual sugiere
una produccién similar de los compuestos responsables de la inhibicion del crecimiento
de R. solanacearum EAP009. Adicionalmente, las dos cepas son de la misma especie y
son morfolégicamente idénticas en medio TSA. Con las razones antes descritas, se
podria explicar que durante la fase estacionaria del crecimiento de EA-CB0123 se haya
obtenido los mayores halos de inhibicién contra la bacteria fitopatégena, ya que en ese
tiempo es donde se producen las fengicinas; o también se podria sugerir que es una
accion sinérgica entre las surfactinas, fengicinas e iturinas producidas en el crecimiento

bacterial.

Igualmente, se obtuvo que en la evaluacion de los SLC producidos por B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 contra R. solanacearum EAPOQ9 a nivel in vitro, a pesar
gue todos los extractos metandlicos se encontraban a una misma concentracién (15
mg/mL), habia una menor actividad en el medio DRU que en MOLP y TSB, y
adicionalmente se produjo mas biomasa en DRU, con respecto a la absorbancia, que en
los demas medios de cultivo. Este resultado se podria explicar con las metodologias
utilizadas para la extraccion de compuestos antibiéticos (extraccion en fase sélida), ya
qgue alli se pudieron haber excluido algunas sustancias que favorecen a la antibiosis,
producidas en el medio DRU, que como se explicé anteriormente, es un medio de cultivo
modificado para la produccion de endoesporas de B. subtilis EA-CB0015, y posiblemente
no tenga el mismo efecto para la cepa evaluada. No obstante, se recomienda realizar
una caracterizacion parcial de los compuestos producidos en los diferentes medios por B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 y poder realizar una comparacion equitativa, con respecto

a la concentracion utilizada de las sustancias antibiéticas.
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Los resultados obtenidos de la CMI y LCs, de la cepa B. amyloliquefaciens EA-CB0123
en los medios evaluados, arrojaron valores de 64 £ 0.02 ppm (32 £ 0.02 ppm de LCx)
para los medios MOLP y DRU y 128 + 0.02 ppm (64 + 0.02 ppm de LCsy) para TSB. En
investigaciones anteriores con la cepa EA-CB0123 se obtuvo una CMI de 197.9 + 4.3
ppm y una LCs, de 98.9 + 2.1 ppm (Gil and Gdmez, 2011) contra R. solanacearum
EAPO009, que son valores mas altos a los obtenidos en este estudio, posiblemente a que
la metodologia aplicada alli fue diferente a la metodologia de la presente investigacion,
ya que evaluaron distintas concentraciones finales de los extractos y una concentracion
diferente de R. solanacearum EAPO009. Adicionalmente, se han evaluado extractos de
semillas de Clausena lansium contra la marchitez bacteriana (R. solanacearum) en
tabaco, encontrando que el compuesto Lansiumamide B inhibe el crecimiento de la
bacteria fitopatégena a una concentracion de 125 mg/L (CMI) a nivel in vitro (Li et al.,
2014); la cual es una concentraciébn mas alta que las CMIs encontradas anteriormente.
Los datos obtenidos en este ensayo, suplementan informacién importante para ensayos
posteriores, donde se evaluara el efecto de estos metabolitos y su concentracion a nivel

de microcosmos, que finalmente servirdn para un escalado hacia invernadero y campo.

Asimismo, se encontr6 que en la mayoria de los tiempos del cultivo, la actividad
antagoénica producida por B. amyloliquefaciens EA-CB0123 en el medio TSB fue mayor
gue en DRU, no obstante la CMI es mayor en el medio TSB que en DRU; este resultado
podria indicar una diferencia en las metodologias para la obtencién de los compuestos
activos contra R. solanacearum EAP0Q9, ya que en los diferentes tiempos de la cinética
de crecimiento se extraian mediante una fase sélida (SPE) y para la CMI, se obtenian en
el tiempo total de la fermentacién (72 horas) mediante la resina amberlita y metanol.
También se podria sugerir que en el medio TSB se producen algunos compuestos como
los LPs, los cuales actuaban sinérgicamente a medida que la cepa EA-CB0123 crecia y
posiblemente en el medio DRU no se alcanzaban a producir en las mismas proporciones,
lo cual podria explicarse ya que el medio DRU fue estandarizado y modificado para la
produccion de endoesporas para un microorganismo especifico (B. subtilis EA-CB0015)
por Mosquera (2013) y probablemente no tenga el mismo efecto para la cepa de B.

amyloliquefaciens estudiada.

Teniendo en cuenta que la mayor produccion de biomasa y actividad antimicrobiana

contra R. solanacearum se obtuvieron en la transicion de la fase exponencial y en la
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estacionaria, se hace importante conocer el tiempo en el cual se debe finalizar la
fermentacion y poder obtener una mayor biomasa celular y metabolitos de interés. El
conocimiento de los datos cinéticos y la relacién entre el microorganismo y el ambiente,
permiten una optimizacion en el disefio del proceso de obtencidn de cierto metabolito, en
donde los parametros ambientales como la concentracion de nutrientes, tipo de agitacion,
oxigeno disuelto, pH y temperatura, juegan un papel importante (Milner et al., 1996;
Scragg, 1997). Adicionalmente, el rendimiento de los productos deseados al finalizar la
fermentacion del microorganismo es importante; en esta investigacion se obtuvo 1.53 g/L,
1.00 g/L y 0.58 g/L para los medios MOLP, DRU y TSB, respectivamente, a las 72 horas
de crecimiento de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 de los compuestos bioactivos;
mientras que en algunos trabajos anteriores se obtuvieron rendimientos de 1.06 g/L, 0.88
g/L y 0.21 g/L, para los medios de cultivo MOLP, TSB y DRU, respectivamente, a las 70
horas de crecimiento (Gil and Gémez, 2011), los cuales fueron menores a los obtenidos

debido posiblemente a que el tiempo de fermentacion fue menor.

Por las razones antes descritas y con los resultados obtenidos en las cinéticas de B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 se sugiere que el medio MOLP es el medio de cultivo
evaluado promisorio para el crecimiento celular y produccion de metabolitos activos
contra R. solanacearum EAPO009, con los pardmetros utilizados en los ensayos; y que
ademas el tiempo de recoleccién del cultivo podria ser de 48 horas, ya que fue un tiempo
en donde se obtuvo un pico alto con respecto al crecimiento bacterial (con DOgg de 2.18,
1.99 y 1.90, para DRU, TSB y MOLP, respectivamente) y al radio de inhibicién (1.58, 1.52
y 1.23 cm para MOLP, TSB y DRU, respectivamente); sin embargo, el tiempo escogido
en esta investigacion fue de 72 horas, donde también se encontraron resultados

positivos.

Los resultados anteriormente descritos concluyen la eleccién de la cepa R. solanacearum
EAPO09 como el aislado mas virulento en las pruebas de patogenicidad y el medio de
cultivo MOLP, para el crecimiento y produccion de compuestos activos de B.
amyloliquefaciens EA-CB0123, permitiendo desarrollar el EB como un posible agente de
biocontrol para el fitopatdbgeno en el suelo. Idealmente los estudios de efectos
biocontroladores por parte de algin producto o ACB se realizan inicialmente en ensayos

a nivel de microcosmos o0 pequefios mesocosmos, que tengan propiedades similares al
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area donde se desea evaluar finalmente el agente; sin embargo, los métodos deben ser
optimizados en esta etapa antes de seguir con las evaluaciones a gran escala (van Elsas
et al., 1998). Para evaluar el efecto biocontrolador de la cepa B. amyloliquefaciens EA-
CB0123 y de los metabolitos producidos por ésta, se realizaron ensayos a nivel de
microcosmos adicionando diferentes tratamientos (Tabla 2-1) y utilizando la bacteria R.
solanacearum AW1, la cual es resistente al acido nalidixico y contribuye con su facil
aislamiento y determinacion; ademas se realizaron evaluaciones de antagonismo in vitro
con el extracto metanodlico de la cepa EA-CB0123 a concentraciones de 79.4 mg/mL,
produciendo halos de aproximadamente 1.91 cm, demostrando que los compuestos
bioactivos producidos por B. amyloliquefaciens EA-CB0123 también inhibian el
crecimiento de R. solanacearum AW1. Consecuentemente, se obtuvo que en el tiempo 0
DPI, la concentracion inicial de R. solanacearum AW1 en microcosmos de suelo fue de
aproximadamente 1 x 10° UFC/g suelo en todos los tratamientos y que de alli en
adelante la concentracion aumenté exponencialmente, llegando a valores maximos de
3.2 x 10° UFC/g suelo. Sin embargo esta concentracion se mantuvo constante hasta un
tiempo de 60 DPI, observando un efecto nulo de los tratamientos evaluados.

También se realizd6 la evaluacion en uno de los tratamientos con el antibidtico
gentamicina, con el fin de determinar su efecto controlador en una matriz diferente a la
antes evaluada (medio de cultivo liquido). Para este caso se adiciond una concentracion
final de gentamicina de 1 mg/Kg suelo al sistema de microcosmos, ya que en ensayos
anteriores se habia determinado que la CMI a nivel in vitro de la gentamicina contra R.
solanacearum AW1 era de 1 ppm (1 mg/L) (datos no mostrados). Sin embargo, este
antibiético no produjo ningun efecto en cuanto a la disminucién de la densidad celular de
R. solanacearum AW1 en microcosmos, posiblemente a que la concentracién adicionada
fue baja, a comparacion de otros ensayos en suelo donde utilizan concentraciones de
extractos de semillas de Clausena lansium y su compuesto antibacterial Lansiumamide B
a una concentracion de 100 ppm (100 mg/Kg), controlando la enfermedad en tabaco
producida por R. solanacearum 40 veces mas que el antibiético estreptomicina (Li et al.,
2014). Se sugiere entonces, que en posteriores estudios se evallen unas
concentraciones de antibiético mas altas y que se realice la comparacion de la CMI a
nivel in vitro contra la CMI en matriz de suelo (microcosmos), sabiendo ademas que el

suelo es un sistema completamente diferente a un medio de cultivo en donde se tienen
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todas las condiciones controladas, mientras que en el suelo las fases gaseosas, sélidas y
liquidas, se encuentran de una forma heterogénea, lo que presenta un desafio a los
métodos de monitoreo del alcance y efectos de inoculantes y sus interpretaciones (van
Elsas et al., 1998).

Las pruebas de antibiosis generadas por algunas bacterias in vitro, son un método inicial
de proyeccion y tamizaje de ciertas bacterias controladoras; sin embargo estos
resultados no siempre son relacionados directamente a la antibiosis en el suelo y el
campo y tampoco existe una relacion positiva entre las zonas de inhibicién in vitro y los
efectos de supresion de enfermedades en las plantas (Kloepper, 1993; van Elsas et al.,
1998; Lemessa and Zeller, 2007; Ding et al., 2012). Para la evaluacion de un ACB se
recomienda el uso de bacterias aisladas del mismo entorno en el que se supone deben
funcionar, ya que estdn mas adaptadas a las tensiones ecoldgicas de su habitat (van
Elsas et al., 1998), como lo es B. amyloliquefaciens EA-CB0123, la cual fue aislada de la
rizosfera de cultivos de banano en el Urabad Antioquefio. Sin embargo, con los
tratamientos usados en esta investigacion en microcosmos, en los que se incluia B.
amyloliquefaciens EA-CB0123, no se obtuvo ningun efecto inhibidor o controlador de la
bacteria fitopatégena; posiblemente a que el ACB no se desarrollé bien en la matriz del
suelo, 0 a que los compuestos introducidos se encontraban en una baja concentracion
(85 ppm), como el caso de la gentamicina, con una concentracion evaluada de 1 ppm.
Otra de las sugerencias del poco efecto de los tratamientos en los microcosmos es, que
las sustancias adicionadas fueron adsorbidas por la superficie de las particulas de suelo,
dejandolas retenidas o posiblemente cambiando su estructura natural; produciendo asi

un efecto nulo en la concentracion de R. solanacearum AW1.

Las condiciones abidticas estandarizadas en el microcosmos, como la humedad del
suelo, aumenté considerablemente (mayor al 80%). Este efecto se pudo haber dado ya
gue no se pudo garantizar un flujo de gases a través del ensayo; por esta razén se podria
sugerir que R. solanacearum AW1 se mantuvo a concentraciones altas en dicha matriz;
ademas porque segun van Elsas y colaboradores (2001) la bacteria R. solanacearum
1609 se resguarda en los poros de las superficies de los sedimentos del suelo,
proporcionando una proteccion fisica ante los cambios bidticos y abioticos que afectan al

microorganismo. También se ha evidenciado que a humedades muy altas (inundacion) la
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densidad poblacional de R. solanacearum disminuye, como lo evidenciaron Pradhanang
y Momol (2001) al evaluar la supervivencia del patégeno en las raices de las malezas
acudticas en los cultivos de arroz y otras investigaciones llevadas a cabo en la
Universidad EAFIT, en las cuales se evalué la supervivencia de R. solanacearum AW1
en microcosmos (datos no publicados). Sin embargo, esta bacteria tiene diferentes
estrategias para sobrevivir a cambios abibticos en su habitat, logrando mantener su
concentracion en algunas condiciones de inundacion (Pradhanang and Momol, 2001),
mientras que la sequia da lugar a rapidos descensos de la poblacién (van Elsas et al.,
2000).

A pesar del efecto nulo del EB y otros tratamientos derivados de la cepa B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 y su fermentacion a nivel de microcosmos, se evalué el
efecto del EB a nivel de invernadero, en donde habia una interaccién con la planta, el
suelo y los microorganismos. Los resultados de esta evaluacién fueron similares tanto
para las muestras de suelo como para las de tejido, ya que en los dias iniciales
comenzaron con concentraciones en los rangos comprendidos de 7.76 x 10 a 1.09 x 10°
UFC/g suelo seco y 5.73 x 10® UFC/g tejido para los tiempos de 30 y 60 DPI. Sin
embargo, se observé un decaimiento en la concentracién de la bacteria fitopatégena
hacia los 90 DPI, ya que en las plantas no se observaron sintomas y en las pruebas
microbiol6gicas los rangos de concentraciones disminuyeron a 9.12 x 10' UFC/g suelo
seco y 2.0 x 10* UFC/g tejido. En los tiempos posteriores de evaluaciéon (120 DPI en
adelante) no se evidenciaron sintomas en las plantas de banano sembradas en suelos
contaminados con R. solanacearum EAPO09 y tampoco mediante las pruebas
microbiol6gicas realizadas. Cabe mencionar que en el control agua, no se evidenciaron
sintomas ni presencia de R. solanacearum EAPO009 en las pruebas microbiolégicas
realizadas a los tejidos y el suelo en ningun tiempo de la evaluacion (datos no
mostrados). Se podria sugerir que el EB adicionado al suelo contaminado con R.
solanacearum EAPOQ9 no fue efectivo para el control de la enfermedad, ya que tanto el
tratamiento con el EB como el control absoluto, no evidenciaron presencia del
fitopatdogeno después de 120 DPI; o también se podria pensar que la persistencia de R.
solanacearum EAPOO9 en el suelo en las condiciones ambientales evaluadas, no fueron
Optimas para su desarrollo y supervivencia; o que la concentraciéon de metabolitos activos
en el EB (85 ppm) no era suficiente para producir una inhibicibn mas rapida que la

ocasionada por las condiciones naturales del ensayo en suelo. Por estas razones se
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deben implementar otras estrategias de evaluacion inicialmente en microcosmos para

conocer la CMI del EB y posteriormente aplicar dicha concentracidén en invernadero.

Segun algunos autores, se recomienda adicionar el agente antagonista con un sustrato
gue extienda su supervivencia en el suelo y pueda mejorar la eficacia en biocontrol
(Zhang et al., 2011; Ding et al., 2012). Es el caso de varias investigaciones con bacterias
pertenecientes a B. subtilis y B. amyloliquefaciens, mezcladas con compost o sustrato
con altas concentraciones de materia organica, a suelos contaminados con R.
solanacearum. En estos estudios han obtenido inhibiciones en la invasion de las raices
de plantas de papa por el patégeno y reducciones en la incidencia de la enfermedad en
tomate (63-74%); ademas sugirieron que la alta cantidad de nutrientes provenientes del
fertilizador bio-organico (compost) podria proveer a las bacterias benéficas una clase de
resguardo o fuente de nutrientes, lo cual les conviene para su supervivencia y posterior
inhibicién de R. solanacearum en el suelo (Ding et al., 2012; Tan, Dong, et al., 2013; Tan,
Jiang, et al., 2013). En esta investigacion por el contrario, en el proceso de produccién
del EB se procuré minimizar compuestos nutricionales remanentes de la fermentacion,
mediante centrifugacién y precipitacion acida, encontrando una inhibicién a nivel in vitro
similar a la resultante con la fermentacibn completa, es decir, con la cepa B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 en medio MOLP durante 72 horas. En el proceso de
precipitacién acida se pudieron haber precipitado otros compuestos en el sobrenadante
de la fermentacién, que se alteran bajo condiciones de acidez y podrian presentar
bioactividad. Cabe preguntarse entonces ¢por qué los nutrientes adicionados con el
agente controlador solo benefician al ACB y no a los agentes fitopatdgenos? Para esto
Ding y colaboradores (2012) comprueban que la adicién de un bio-fertilizante (mezcla
1:1, w/iw de compost madurado de cerdo y cascarilla de arroz, y un fertilizador organico)
aumenta la cantidad de bacterias antagonistas y actinobacterias en la rizésfera del suelo
y por el contrario, el contenido de R. solanacearum y de hongos disminuye, en
evaluaciones realizadas en papa. Sin embargo esta afirmacion puede ser falseada por el
hecho de que los microorganismos que se liberan al suelo estan expuestos a una
variedad de diferentes condiciones ambientales (van Elsas et al., 1998) y va a depender
de la densidad celular y las adaptaciones que tengan los diferentes microorganismos en
sobrevivir en aquella matriz de suelo, la cual es un nicho favorable porque la temperatura

y humedad son estables (Doornbos et al., 2011).
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Sin embargo en algunas evaluaciones antes descritas donde usan los ACBs con
biofertilizantes concluyen que los efectos encontrados de biocontrol hacia R.
solanacearum 1609, fueron dependientes de la presencia del compost ya que no se
obtuvieron efectos sin adicion del compost (Schonfeld et al., 2003). También han
reportado que algunos agentes patégenos que se transmiten por el suelo, como R.
solanacearum, no pueden mantenerse bajo control cuando sélo se aplica una estrategia

para el control (Ding et al., 2012), lo cual puede ser lo que ocurrié en esta investigacion.

Se conoce ademas que la estructura de la comunidad de la microflora bacteriana del
suelo esta determinada por algunos factores, como la ubicacién geografica, la estructura
del suelo, tamafio de particulas del suelo, la composicién mineral, practicas agricolas
(Doornbos et al., 2011), pH y contenido de materia organica (Schonfeld et al., 2003),
entre otros. Ademas la actividad microbiana en el suelo estd muy influenciada por las
raices de las plantas (Bais et al., 2004), ya que son los exudados radicales los que
contribuyen a la seleccion de elementos especificos de su microflora bacteriana en la
rizosfera, estableciendo un ambiente favorable para su desarrollo (Latour et al., 1996). En
esta investigacion, en la mayoria del tiempo de la evaluacion en invernadero, se
encontraba el suelo con el tejido vegetal en descomposicion y solo al inicio del ensayo
habia presencia de plantas de banano sembradas en las macetas; lo que podria explicar
la presencia de R. solanacearum en los primeros tiempos de evaluacién y su no
deteccion al cabo de 3 meses de establecido el experimento. Por ejemplo, algunos
autores indican que una posible razén por la cual R. solanacearum sobrevive poco
tiempo en el suelo en el sistema cerrado de invernadero, comparado con el sistema
natural del campo, es porque en la maceta no habia posibilidad de diseminarse y
tampoco habia raices hospederas para colonizar y poder comenzar de nuevo su ciclo
(Pradhanang et al., 2000; Messiha et al., 2009).

Los microorganismos adicionados al suelo, sean patdgenos, neutros o benéficos, son
sometidos a una gran variedad de procesos después de su introduccion, incluyendo su
desarrollo, crecimiento, muerte, adaptacion fisiologica, propagacion fisica, entre otros
(van Elsas et al., 1998). Probablemente los factores presentes en el sistema estudiado no
fueron favorables para la supervivencia de los microorganismos adicionados. Se podria
sugerir entonces que al afiadir el EB al suelo contaminado con R. solanacearum EAP0Q9,

la poblacién de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 decrecid considerablemente, aunque se
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encontré que en las muestras de suelo analizadas en los tiempos determinados, la
poblacién bacterial total fue estable (Figura 3-9) con poblaciones promedio de 1.07 x 10°,
3.89 x 10* y 3.81 x 10* UFC/g suelo para los tratamientos CAB, EB y Agua,
respectivamente. En estudios realizados por Zhang y colaboradores (2011), aplicaron
agentes biocontroladores (B. subtilis N11) con un fertilizante al suelo, para controlar la
incidencia de la enfermedad causada por Fusarium oxysporum en plantas de banano, en
donde encontraron que la poblacion del ACB disminuy6 15 dias después de la aplicacion
de éste; por lo tanto se sugiere que este decaimiento en la concentracion sea
posiblemente por una competencia con microorganismos nativos del suelo utilizado
(Hiddink et al., 2005). Complementariamente, se ha estudiado que las bacterias
pertenecientes al género de Bacillus, son buenos competidores y se adhieren facilmente
a las superficies de las raices, especialmente cuando se usa un inoculo esporulado
(Shoda, 2000; Zhang et al., 2011), pero en el presente estudio las Unicas raices que
estuvieron presentes al adicionar el EB fueron las de las plantas de banano en
descomposicién, debido a la inyeccién del glifosato realizada previamente. Se ha
propuesto ademas que para la cepa B. amyloliquefaciens S499, la produccion de LPs es
cualitativa y cuantitativamente mediado por el estado nutricional de la rizosfera, los
exudados de las plantas y por la formacion de biopeliculas alrededor de los pelos
radicales (Nihorimbere et al., 2012), por lo que posiblemente las células de B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 adicionadas con el EB no produjeron LPs, posiblemente

responsables de la antibiosis.

Otro aspecto a analizar es si el glifosato aplicado remanente, generé algun efecto sobre
el ACB e inclusive sobre los metabolitos presentes en el EB; sin embargo se conoce que
este herbicida se inactiva rapidamente en el suelo y puede generar un efecto no selectivo
sobre los microorganismos y sus procesos (Gil and Gomez, 2011). Para el caso de R.
solanacearum se conoce que el glifosato tiene un efecto bactericida al otro dia de su
exposicion a nivel in vitro (Granada, 2003), por esto se podria sugerir que el glifosato
aplicado pudo haber tenido alguna actividad antibiética con R. solanacearum EAPOQ09 en
el suelo o que posiblemente haya reaccionado de alguna forma con los compuestos
presentes en el EB y producidos por B. amyloliquefaciens EA-CB0123 adicionados. Por

estas razones, seria interesante evaluar el efecto del glifosato en las poblaciones de B.
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amyloliquefaciens EA-CB0123, R. solanacearum EAPOQ9 y el EB, tanto a nivel in vitro,

como en suelo.

En el sistema de patogenicidad realizado se pudieron observar sintomas durante las
primeras etapas de evaluacion, normalmente después de 1 semana de haber sembrado
la planta en el suelo contaminado en cada maceta, como lo menciona Pradhanang y
colaboradores (2000) en sus investigaciones y que ademas estos sintomas van a
depender del potencial de inéculo de la bacteria y de la disponibilidad de las condiciones
ambientales. Sin embargo, después de los 3 meses no se observaron sintomatologias en
las plantas de banano, segun Alvarez y colaboradores (2010) la expresion de los
sintomas y la rata del desarrollo de la enfermedad, pueden variar segun la susceptibilidad
de la planta hospedera y la agresividad de la cepa patogénica. Durante el tiempo de
evaluacién en el invernadero, la bacteria R. solanacearum EAP009 posiblemente haya
pasado por varios estados, por ejemplo haya perdido su capacidad para atacar la planta
hospedera, haya muerto, o posiblemente las células pudieron haber cambiado su
condicién a un estado de latencia, desarrollandose en la parte inferior del pseudotallo
(cormo) sin ocasionar sintomas, como se evidencié en los ensayos de Schonfeld y
colaboradores (2003) donde evaluaron el efecto de la adicibn de compost en la
disminucion de R. solanacearum 1609 en microcosmos y campo. Alli mostraron un
decrecimiento en apenas 60 DPI de la concentracion de la bacteria de 10°-10” a 10*-10°
UFC/g suelo seco y se observo la presencia del patdgeno en la parte baja del tallo de la
planta de papa mediante las técnicas IFC (por sus siglas en inglés de
“Inmunofluorescense colony”) y PCR. A pesar de esto, en la actual investigacion, se
procesaron los tejidos inferiores de las plantas de banano que no presentaban
sintomatologia, como cormo y pseudotallo, con el fin de evaluar su presencia alli, pero no

se evidencio existencia de la bacteria R. solanacearum EAP009 (datos no mostrados).

Se reconoce que la efectividad del agente biocontrolador a nivel de invernadero, depende
de varios factores influyentes en el sistema de experimentacion. Dentro de estos factores
se encuentran el tiempo de aplicacion (o dosis), modo de aplicacion, la edad de la planta,
entre otros (Ramesh et al., 2008). No obstante, estas condiciones fueron estandarizadas
para el modelo de sistema de patogenicidad creado con anterioridad para las plantas de

banano, por lo que se esperaria que la concentracion de R. solanacearum EAP009 no se
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viera afectada en los suelos evaluados, especialmente para el tratamiento CAB, ya que
después de la destruccién de la planta por parte del glifosato aplicado, la bacteria
fitopatdbgena se instala en la materia organica del tejido vegetal en descomposicidon
(Scherf et al., 2010), como en un periodo de vida inter-huésped (Denny et al., 1994).
Posiblemente, hacia el mes 3 de evaluacion, ya el tejido vegetal estaba totalmente
descompuesto, quedando R. solanacearum EAPOQ09 en el suelo en donde se enfrentaba
a condiciones totalmente diferentes, tanto bidticas como abidticas, haciendo que la
concentracion disminuyera considerablemente, casi hasta un nivel indetectable
(Coutinho, 2005); o como ocurrié en el estudio de van Elsas y colaboradores (2000) en
donde la supervivencia de la bacteria fitopatdogena (raza 3) se vio favorecida en las capas
mas profundas del suelo, posiblemente a un menor cambio en la temperatura y a un

menor grado de depredacion o competencia por la microbiota de la matriz.

La deteccion de R. solanacearum se ha basado previamente en el uso de medios
semiselectivos como el SMSA, pero la principal desventaja recae en que el crecimiento
del patégeno se inhibe por la presencia de otras bacterias saprofitas antagénicas en las
muestras a procesar, lo que puede resultar en diagnésticos falsos (Pradhanang et al.,
2000); ademas esos recuentos podrian ser subestimados ya que R. solanacearum puede
crecer en los medios de cultivo sélidos como colonias irreconocibles, no fluidas, mutantes
avirulentas o formas no cultivables (van Elsas et al.,, 1998; Pradhanang et al., 2000;
Alvarez et al., 2010). Por lo anterior se recomienda usar una metodologia alterna a la
infeccién de la planta, que sea mas especifica para la bacteria a detectar a nivel de

laboratorio.
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Conclusiones

El crecimiento y la actividad antimicrobiana de la bacteria B. amyloliguefaciens EA-
CB0123 en los medios de cultivo MOLP, DRU y TSB presenté diferencias significativas.
Alli se evidencié que la BAFE en el medio MOLP tuvo un crecimiento bacterial maximo
de 1.8 x 10° UFC/mL y produjo un radio de inhibicién de 1.43 + 0.06 cm contra R.

solanacearum a nivel in vitro, a las 72 horas de cultivo.

La CMI del extracto metandlico obtenido de la fermentacion de B. amyloliquefaciens EA-
CB0123 en los diferentes medios de cultivo, a nivel in vitro con la bacteria R.
solanacearum EAPOQ9 fue de 64 ppm para los medios MOLP y DRU y 32 ppm para el
medio TSB.

Las cepas de R. solanacearum EAPO11, EAP012, EAPO13 y EAPO14 provenientes de
suelo contaminado vy tejido infectado del Uraba Antioquefio, presentaron caracteristicas
morfolégicas similares en medio de cultivo sélido, con colonias de morfologia irregular,
borde redondeado, elevacién convexa, consistencia mucosa y color beige en los bordes.
Estas 4 cepas bacterias generaron sintomas de clorosis y marchitez similares en plantas
de banano, sin embargo ninguno de los aislados super6 a la bacteria control EAP0O09 con

respecto a su virulencia.

La supervivencia de R. solanacearum AW1 a nivel de microcosmos tuvo un
comportamiento similar en todas las unidades tratadas con el EB y tratamientos
derivados; comenzando con una concentracion de 1 x 10° UFC/g suelo para el tiempo 0
DPI y una concentracion promedio final de 3.2 x 10° UFC/g suelo para los 60 DPI,
observando ningun efecto en la inhibicion por parte de los tratamientos con B.

amyloliquefaciens EA-CB0123.
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La presencia de R. solanacearum EAPO09 en suelos previamente contaminados y
tratados con el EB de B. amyloliquefaciens EA-CB0123 a nivel de invernadero, mostré
una densidad celular de EAPO09 en el tiempo 30 y 60 DPI de 7.76 x 10 a 1.09 x 10°
UFC/g suelo seco y 5.73 x 108 UFC/qg tejido, pasando a concentraciones celulares hacia
90 DPI de 9.12 x 10" UFC/g suelo seco y 2.0 x 10* UFC/g tejido. Adicionalmente, la
capacidad de infeccion por parte de R. solanacearum EAP009 no mostro evidencias de
sintomas en las plantas en el tiempo restante de la evaluacion, sugiriendo que no hubo

efecto del EB en el sistema evaluado.

La concentracién bacteriana total cultivable en los suelos contaminados con R.
solanacearum y tratados con el EB se mantuvo constante para los tiempos evaluados,
con valores aproximados de 1.07 x 10° 3.89 x 10* y 3.81 x 10* UFC/g suelo para los
tratamientos CAB, EB y Agua, respectivamente.

Recomendaciones

En esta tesis se evaluaron los metabolitos producidos por B. amyloliguefaciens EA-
CB0123 en diferentes medios de cultivo con la supervivencia de R. solanacearum
EAPO09 y AW1 en ensayos realizados a nivel de microcosmos e invernadero. Con el fin
de obtener un extracto bacteriano (EB) eficaz para la inhibicion del fitopatégeno a nivel
de suelo, se recomienda desarrollar nuevos procedimientos y métodos para extraer los
compuestos activos responsables de la antibiosis y evaluarlos en diferentes
concentraciones y formulaciones en microcosmos e invernadero, ya que posiblemente el
poco efecto del EB evaluado se deba a la metodologia utilizada. Por estas razones, es de
vital importancia determinar un rango de concentraciones del compuesto antibiético y
definir la dosis a las cuales se debe aplicar el EB para eliminar el 100% de la poblacién
patégena, ya que las CMI encontradas in vitro, difieren de las CMI que pueden existir en

matrices diferentes como microcosmos, invernadero y campo.

Dentro de esta investigacion queda sin resolver la cuestion de si hay o no una actividad
inhibitoria por parte del EB hacia R. solanacearum AW1 y EAPO09 a nivel de

microcosmos e invernadero, ya que en los dos sistemas evaluados (microcosmos e
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invernadero) los resultados no fueron los esperados y por el contrario no hubo efecto en
ninguno de éstos, por lo tanto se recomienda mejorar dichas condiciones en donde
algunas variables, como temperatura y humedad, sean controlables y constantes. Por
ejemplo en los ensayos de microcosmos se recomienda estandarizar el intercambio de
gases que se da normalmente en la naturaleza, y que se simule un sistema en donde el
liquido adicionado no quede retenido, sino que pueda interactuar con el ambiente, como
en las condiciones de invernadero, en donde siempre se encontraba en contacto con los
cambios atmosféricos. También es necesario implementar un compuesto o producto que
inhiba el crecimiento de R. solanacearum, con el fin de tener un control positivo dentro

del andlisis, ya sea con un antibiético o un producto comercial quimico.

También se recomienda el andlisis de los metabolitos secundarios producidos por B.
amyloliquefaciens EA-CB0123 adicionados al suelo, por metodologias analiticas vy
cromatogréficas, que ayuden a elucidar el comportamiento de estos compuestos en el

suelo y su relacion con los microorganismos introducidos.

La deteccion de R. solanacearum EAPO009 por las metodologias microbiolégicas usadas
en esta investigacion no fueron siempre frecuentes, es decir, los resultados fueron
variables, lo cual sugiere una distribucién desigual del patégeno en el suelo. Por tal razéon
se recomienda estandarizar o buscar nuevas alternativas para el muestreo de suelo,

como enriquecimiento en medios de cultivo o reinocular en plantas huésped indicadoras.

Finalmente, se sugiere un estudio de cambios morfolégicos en R. solanacearum a
cambios en factores abidticos, como pH, temperatura, humedad; y al adicionar
microorganismos biocontroladores en el mismo sistema donde se encuentre la bacteria
fitopatdgena, con el fin de evaluar sus estrategias de supervivencia, verificar una posible
deformacién de la membrana celular por parte de los LPs y poder esclarecer un mejor

tratamiento para su control eficaz.



Anexos

Anexo 1 Andlisis del sustrato de germinacion Tierra Negra®

Identificacién

UNIVERSIDAD EAFIT
890901389-5

316 698 258 55

nataliaochoa@msn.com
28-NOV-13

Analisis de Suelos Reporte No. 36369

Cultivo actual

Municipio  Uraba ( Antioquia) !
Vereda Sin Especificar Cultivo anterior
Finca Tierra Negra

Area - Ha.

Profundidad - cms.

Codigo Identificacion en el campo Textura pH CE. MO. Al ca Mg K Na CICE P S Fe Mn Cu Zn B N-NO3N-NH4 N
A% L% Ar% Clase dSm-1 % cmolc kg -1 mg kg-1 %

SP19343 ‘Sustrato de Germinacion ‘ 76 | 22 ‘ 2 ‘ AF ‘ 6.4 ‘ ‘17.6‘ - ‘ 11.8 ‘ 6.5 ‘ 1.76 ‘ 0.17 ‘20.2‘ 8 ‘ 33 ‘71 ‘ 5 ‘ 3 ‘ 7 ‘0.18‘ ‘

Obser SP19343* :Para la textura este material no dispersa --

Métodos

Textura : Bouyoucos; pH : Agua (l:1); Conductividad
eléctrica: Extracto de saturacién;Materia organica:
Walkley Black; Al : KC1l 1M;Ca, Mg, K, Na : Acetato
de amonio 1M; CICE : Suma de cationes de cambio;S :

Fosfato monocalcico 0.008M; Fe, Mn, Cu, 2Zn

EDTA;B : Agua caliente; NO3 : Sulfato de aluminio

0.025M; NH4 : KC1l 1M;P : Bray II.

19-12-2013

Tener en cuenta:
N.D.=No detectable
N.A.=No aplica

Revisién Agronémica

Para las unidades considere:
dSm-1 =mmho cm-1
cmolc kg-1 =meq/100 g suelo
ppm =mg kg-1

Olsen -



Anexo 2 Halos de inhibicion en la metodologia de difusion de agar

Halos de inhibicion en la metodologia de difusion de agar a las 72 horas de crecimiento
bacterial, con radio de inhibicion de 1.4, 1.0y 1.1 cm para las 72 horas de los medios A)
MOLP, B) TSB y C) DRU, respectivamente. Los dos halos en cada caja de Petri son dos

repeticiones por tratamiento.






Anexo 3 Aislamiento de cepas de R. solanacearum

EAPO11 teiido EAPO011 Criovial

Se realizo el reaislamiento de las cepas de R. solanacearum en el experimento en
invernadero, con el fin de confirmar que los sintomas de la enfermedad, se producian por
los aislados y no por algun otro agente exterior, siguiendo los postulados de Koch.

Se muestran Unicamente los aislados de las bacterias EAP011 y EAP013 en medio
BGTA, provenientes del tejido infectado.
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