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Articulo cientifico

EFECTO ESTIMULADOR DEL CRECIMIENTO VEGETAL DE CEPAS DE BACILLUS SP EN
INTERACCION CON EL CULTIVO DEL TOMATE (SOLANUM LYCOPERSICUM L.).
Janet Rodriguez Sanchez, José A. Fresneda Buides, Marisel Ortega Garcia, Grisel Tejeda Gonzalez y

Yoania Rios Rocafull.

RESUMEN

El género Bacillus es reconocido por la gran diversidad de compuestos que produce, lo que hace factible
su empleo en multiples campos. En el caso de la agricultura, su potencialidad es aprovechada para
estimular el crecimiento de las plantas, a través de mecanismos directos e indirectos. El objetivo de la
presente investigacion fue evaluar el efecto de la aplicacién de diferentes cepas sobre la estimulacion del
crecimiento y el control de hongos patdgenos que afectan al cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.)
cv. INIFAT 28°. Los principales resultados demostraron que las doce cepas utilizadas promueven la
germinacion. Se destaca la cepa B-17 por su efecto estimulador, ya que incide en el incremento de
indicadores fisioldgicos de crecimiento en la etapa de posturas. En cuanto al control de los patégenos
sobre las semillas “in vivo”, existen diferencias en su comportamiento. Las cepas B-3 y B-17 no logran el
control de ninguno de los tres patégenos. Las cepas B-15; B-25; B-26; B-28 y B-31 reducen en 89 % la
infeccion causada por Alternaria alternata y provocan la no aparicion de los primeros sintomas de la
enfermedad. Por su parte, B-28 y B-31 disminuyen en 97 % la infeccion de Cladosporium oxysporum y
cuatro de las cepas (B-51; B-61; B-15 y B-31) reducen en 90 % la incidencia de Fusarium oxysporum f. sp
lycopersici. Estos resultados indican el potencial metabdlico que poseen estas cepas, lo que posibilita su
explotacion futura para la formulaciéon de nuevos bioproductos, dirigidos al beneficio de cultivos de interés
agricola en distintos sistemas productivos.
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Stimulator of vegetal growth effect of Bacillus sp strains in interaction of tomato (Solanum

lycopersicum L.) culture.

ABSTRACT
The genus Bacillus is broadly known due the great diversity of compounds that takes place, makes
possible its employment in multiple fields. In the case of agriculture, their potentiality has been taken
advantage for stimulate of growth of the plants through direct and indirect mechanisms. The objective of the

present investigation was to evaluate the effect of the application of different strains on the stimulation of
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the growth and the control of pathogenic fungus that affect to tomato culture (Solanum lycopersicum L.) cv.
‘INIFAT-28". The mains results demonstrated that the twelve strains used promote the germination. It
highlights the B-17 strains for the stimulator effect, because it impacts in the increment of physiologic
indicator of growth in stage of the small plants. As for the control of the pathogenic on the seeds “in vivo”,
differences exist in their behavior. The strains B-3 and B-17 were not achieving the control of none of the
three pathogens. The strains B-15; B-25; B-26; B-28 and B-31 reduced in 89% the infection caused
Alternaria alternata and they caused the non-appearance of the first symptoms of the illness. On the other
hand, B-28 and B-31 diminished in 97 % the infection of the Cladosporium oxysporum and four of the
strains (B-51; B-61; B-15 and B-31) they reduced in 90 % the incidence of Fusarium oxysporum f.sp
lycopersici, These results indicate the metabolic potential that they possess these strains that makes
possible their future exploitation for the formulations of new bioproduct stimulators of the vegetable growth,

directed to the benefit of the cultivations of agricultural interest in different productive systems.

Key words: Antagonistic activity, bacterias, fungus.

INTRODUCCION
El género Bacillus es reconocido por su gran
diversidad de habitat, su facil aislamiento y
condiciones de crecimiento (Mosa et al., 2014).
Dentro del mismo existen cepas de varias
especies, que contribuyen a la estimulacién del
crecimiento vegetal a través de mecanismos
directos e indirectos (Di Barbaro et al., 2014). La
amplia gama de compuestos producidos por su
metabolismo primario y secundario, le confiere
potencialidad para su uso en el control biolégico

de hongos fitopatdgenos.

La busqueda de microorganismos con estas
caracteristicas ha cobrado auge en los ultimos
afios, lo que se debe a la necesidad de
reemplazar el uso masivo de productos quimicos
y sintéticos en los sistemas agricolas de
produccién. Bajo las condiciones climaticas
preponderantes en el trépico, seleccionar cepas
promisorias para disminuir las afectaciones
provocadas por los principales patégenos cobra
vital importancia, ya que comunmente se
presentan epizootias que afectan hasta el 40 %
de los rendimientos de las cosechas (Bettiol et
al., 2014).

La presente investigacion tuvo como objetivo
evaluar el efecto de la aplicacién de diferentes
cepas sobre la estimulacion del crecimiento y el
control de hongos patégenos que afectan al

cultivo del tomate.

MATERIALES Y METODOS
Las doce cepas de Bacillus que se emplearon en
el estudio pertenecen a la Coleccién de
Bacterias Beneficiosas del INIFAT (CBBI). Se
us6 el cv. 'INIFAT-28" de tomate (Solanum
lycopersicum L.). Para determinar el efecto
estimulador del crecimiento vegetal se utilizd un
Método de Bioensayo sobre bandejas plasticas
de 23,0 cm de largo, 18,5 cm de ancho y 4,5 cm
de profundidad, las cuales se llenaron con una
mezcla de suelo Ferralitico Rojo y un portador
de materia organica en forma de humus de
lombriz al 50 %. En cada bandeja se sembraron

30 semillas con un 95 % de germinacion inicial.

Los bioproductos de las cepas fueron obtenidos
mediante un proceso de fermentacién sumergida
en zaranda rotatoria a 180 r.p.m y 32 °C de
temperatura durante 36 horas, para lo cual se
empled un sistema batch. Se utilizé un medio de

cultivo formulado en el INIFAT, cuya
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composicion no se ofrece por encontrarse en
tramite de patente. La concentracién final de
todos los bioproductos estuvo entre 1 x 108 y2X
10° UFC.mL™. La aplicacion se realizd en el
momento de la siembra, por aspersion al suelo y
las semillas con una dosis de 25 mL de producto

puro por bandeja.

Para evaluar el efecto de la germinacién se
conto el numero de semillas emergidas a los 5y
21 dias y se tomd6 como indicador la aparicion
del eje del hipocotilo por encima de la superficie
del suelo. A los 21 dias las plantulas fueron
extraidas y se evaluaron indicadores fisioldgicos
del crecimiento tales como: longitud de la raiz
(cm); altura de las plantas (cm), los cuales se
midieron con ayuda de una regla graduada, el
didmetro del tallo (mm) se determiné con un Pie
de Rey, el nUmero de hojas y se determiné la
masa fresca (g) en una balanza técnica con una

precisiéon de 0,1 g.

Para determinar la incidencia de los hongos
fitopatdégenos Alternaria alternata Fr. Keissler,
Cladosporium oxysporum Berk and Curtis y
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici Sacc
(Snyder and Hansen) se emple6é un Método de
Infeccion Artificial de Semillas (Campos et al.,
2014). El mismo se llevé a cabo en condiciones
controladas sobre Placas de Petri de 150 mm de
diametro con un papel de filiro en el interior.
Todo el material se esteriliz6 en autoclave a 121
°C durante una hora. Se usaron cuatro réplicas
por cada tratamiento (cepa). Cada una de las
réplicas tuvo un total de 50 semillas para un total
de 200 semillas por variante. Los experimentos
se mantuvieron hasta los 14 dias a una
temperatura de 28 °C, humedad relativa entre
50-60 % y un fotoperiodo de 10 horas luz y 14
de oscuridad. Una vez concluido este tiempo se
conté el niumero de semillas infestadas con el

micelio y se observaron los conidios

caracteristicos de cada patdégeno, bajo un

microscopio estereoscopico de alta resolucion.

Para el procesamiento estadistico se realizé un
analisis de varianza con un disefo
completamente aleatorizado. Cuando existieron
diferencias entre las medias se validaron
mediante una prueba de Rangos Multiples de
Duncan al 5 % de significacion, previa
comprobacioén de la normalidad y homogeneidad
de la varianza, segun los protocolos establecidos
por Kolmogorov-Smirnov, Cochran C, Hartley y
Bartlett. Para ello se utiliz6 el paquete

estadistico Statgraph version 5.0.

RESULTADOS Y DISCUSION
Las doce cepas de Bacillus sp, muestran
diferencias en cuanto a su comportamiento
respecto a la promocion de la germinacion. Este
indicador se evalué por primera vez cinco dias
después de la siembra. En este momento, las
cepas B-17; B-15; B-12 y B-3 lograron estimular
la germinacion con diferencias significativas

respecto al testigo (Figura 1).

Las bacterias estimuladoras del crecimiento
vegetal tienen la potencialidad de promover la
germinacion, que no es mas que el adelanto o el
incremento del niumero de semillas germinadas
en los tratamientos antes que en los testigos
experimentales. Esta conducta se relaciona con
la produccion por parte de las bacterias, de una
gama de compuestos fisioldgicamente activos,
entre los que se encuentran fitohormonas
capaces de provocar el proceso de ruptura de
los cotiledones de las semillas (Lugtenberg y
Kamilova, 2009).

Las cepas B-26; B-28 y B-51 mostraron otra
tendencia, ya que al parecer, retrasan o inhiben
la germinacion, lo que puede estar motivado por
una concentracion muy elevada de bacterias y

de sus metabolitos, debido a la dosis de
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aplicacion utilizada. En este sentido, Vega et al.
(2016) indicaron que una concentracion muy alta
de las fitohormonas, con posibilidades de

intervenir en el metabolismo de las plantas,

causa alteraciones de las rutas moleculares
involucradas en los procesos de division celular
y puede llegar al extremo de originar estados de

senectud celular y hasta la muerte.
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Figura 1. Efecto de la aplicacion de diferentes cepas de Bacillus sp sobre la germinacién de semillas de

tomate cv. INIFAT-28". (NSG 5: Numero de semillas germinadas a los 5 dias y NSG 21: Numero de

semillas germinadas a los 21 dias). Letras iguales no difieren significativamente entre si para p< 0,05

segun Prueba de Rangos Multiples de Duncan.

Al finalizar el periodo la totalidad de las cepas
evaluadas, superaron la germinacion alcanzada
por el testigo, lo que hace pensar en una
asociacion positiva de las bacterias con el
cultivo, mediante el proceso de colonizacion de
la zona rizosférica (Tkacz y Poole, 2015).

Carmelo y Nogueira (2012) sefalaron que

cuando los microorganismos establecen
relaciones de sinergia con las especies de
plantas, ocurren reacciones de beneficio mutuo y

las bacterias pueden reproducirse en este

ambiente, hasta colonizar totalmente la rizosfera
e incluso cubrir la superficie de las raices, lo que
induce una respuesta defensiva al servir como
barrera ante la presencia de otros
microorganismos (Aslam et al., 2013). De modo
general, se puede apuntar que la mayoria de las
cepas

promueven la germinacion de las

semillas.

La influencia de la aplicacion sobre diferentes
indicadores fisiolégicos de crecimiento se

muestra en las Figuras 2 y 3. Varias de las
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cepas lograron estimular mas de un indicador al
mismo tiempo. Sobresale en este sentido, la
cepa B-17 que solo no alcanzé elevar el numero
de hojas, indicador que depende del estadio
fisiolégico de las plantas y que es intrinseco de
cada cultivar, sino en los cuatro indicadores

restantes alcanzé porcentajes de incremento

superiores al 30 %. Resultados similares
obtuvieron Pereg y McMillan (2015) cuando
aislaron cepas nativas desde distintos cultivares
de algodoén, ya que al aplicar estas cepas se
incrementaron los indicadores de crecimiento,
asi como el rendimiento y la productividad del
cultivo entre 20-35 %.
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Figura 2. Efecto de la aplicacion de cepas de Bacillus sp sobre indicadores de crecimiento en posturas de

tomate cv. 'INIFAT-28". Letras iguales no difieren significativamente entre si para p< 0,05 segun Prueba de

Rangos Multiples de Duncan.

La cepa B-61 en cambio no mostré resultados
positivos, se comporté de modo muy similar al
testigo, sin diferencias significativas respecto al
mismo en todos los parametros. Provocé una
disminucion notable en la longitud de la raizy en
la masa fresca de las posturas (Figura 3). Este
comportamiento puede deberse a que los

metabolitos  producidos, no tengan la
especificidad necesaria para establecer una
relacion favorable con el cultivo. También puede
ser una consecuencia de la dosis de aplicacion
del bioproducto. Este aspecto sugiere la
necesidad de realizar estudios futuros de ajustes

de dosis con esta cepa.
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Figura 3. Efecto de la aplicacion de cepas de Bacillus sp sobre el diametro del tallo y la masa fresca de

posturas de tomate cv. 'INIFAT-28. Letras iguales no difieren significativamente entre si para p< 0,05

segun Prueba de Rangos Multiples de Duncan.

Al analizar los resultados obtenidos después de
de

fitopatdgenos a semillas de tomate cv. INIFAT-

la inoculacion artificial tres hongos
28’, se comprobo que la cepa B-3 no controld la

infeccion de ninguno de ellos (Figura 4).

La B-17

comportamiento

cepa que mostré6 el mejor

del

crecimiento, no tuvo una tendencia similar para

en la estimulacion

el control de los hongos. En este caso, no
controlé la infeccidbn causada por Alternaria
alternata. Contra Cladosporium oxysporum solo
alcanzé un 39 % de control, lo que sugiere que

los compuestos fisioldgicamente  activos

sintetizados por la misma, en el medio de cultivo

utilizado, pertenecen a la familia de las

fitohormonas, las cuales inciden en la

estimulacion del crecimiento de las plantas de
forma directa (Camelo et al, 2011). Sin embargo,
el tipo de metabolito presente no tiene caracter

antifingico, razén que no le permite manifestar

una alta eficiencia en el control de los
patégenos.
En las semillas infestadas con Fusarium

oxysporum f. sp lycopersici e inoculadas con
esta cepa, se provoco un severo damping-off, el
55 % de las semillas no germinaron o murieron
en una etapa muy temprana. En las plantas
de

marchitez vascular que progresaron de una

germinadas se observaron sintomas

forma muy agresiva.
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Figura 4. Efecto de la aplicacién de cepas de Bacillus sp en el control de hongos fitopatdgenos en semillas

de tomate cv. INIFAT-28'. Letras iguales no difieren significativamente entre si para p< 0,05 segun Prueba

de Rangos Multiples de Duncan.

A las bacterias del género Bacillus se les
reconoce por su perfil bioquimico, que incluye la
produccién de multiples metabolitos con una alta
actividad biolégica. Entre ellos se destacan
del

Numerosas cepas son empleadas a nivel

sustancias grupo de los antibidticos.
mundial para obtener Iturina A y la Fengycina,
antibiéticos cuyo efecto provoca muerte celular e
inhibe el crecimiento y desarrollo de otros
microorganismos,
(Layton et al., 2011; Zhao et al., 2016; Aydi-Ben

et al., 2017). Recientemente se especula sobre

incluyendo a los hongos

otros tipos de compuestos que al parecer
pueden tener un amplio espectro de accion
antifiungica y antibactericida cuya estructura es
aun desconocida (Kloepper et al.,, 2017). Al
parecer esta cepa es buena productora de

fitohormonas y no de antibidticos, enzimas liticas

u otros compuestos que intervienen en este tipo

de respuesta.

Alternaria alternata es un hongo saprofito, que
se asocia a numerosas especies de hongos
fitopatdgenos, muy comun en el clima tropical y
provoca enfermedades similares al tizon en
muchos cultivos horticolas y de frutales. Ahi
radica la importancia de buscar alternativas
biolégicas para su control. Las cepas B-15; B-25;
B-26; B-28 y B-31 redujeron en 89 % la infeccion
causada por Alternaria alternata y provocaron la
no aparicion de los primeros sintomas de la
enfermedad, entre los que se encuentran la
clorosis de las hojas y el debilitamiento de los
hipocétilos. Las restantes cepas no fueron
efectivas en el control de este patdgeno.
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Soleimani y Kirk (2012) plantearon que la mejor
manera de controlar las infecciones de este
patégeno en las solanaceas es el uso de
metabolitos extraidos de cepas de esta misma
especie de Alternaria, segun los resultados
obtenidos al aplicar los metabolitos puros sobre
plantas de papa, sanas y enfermas del cultivo.
La inoculacion se realizé cuando las plantas
comenzaron a mostrar los primeros signos,
consistentes en la presencia de pustulas con el

micelio del hongo en la superficie.

Las cepas B-28 y B-31 disminuyeron en 97 % la
infeccion de Cladosporium oxysporum, esto
impidié que el micelio del hongo envolviera a las
semillas, lo que imposibilita la germinacion y
causa la muerte. Cuando las mismas logran
germinar, los hipocétilos se tornan de un tono
marrén que aumenta progresivamente hasta que
se doblan y las plantas mueren. Di Barbaro et al.
(2014) plantearon que cuando aun infestadas las
plantas sobreviven, debido a la presencia del
patégeno en la semilla, se convierten en
huéspedes naturales. Durante la interaccion
planta-patégeno se establecen las bases para
que la enfermedad avance. En este caso, la
aparicion de los sintomas en los frutos es
inevitable, por lo que la trasmision de la
enfermedad a través de las semillas es
recurrente y permanece por mucho tiempo en

los suelos.

Frente a Fusarium oxysporum f.sp lycopersici B-
51 disminuy6 en 97,2 % la infeccion, seguida de
B-61 con 94 %. Otras dos cepas (B-15 y B-31)
obtuvieron valores idénticos y redujeron en 91,4
% la infeccion. El hecho de que existan varias
cepas del mismo género con posibilidades de
controlar a este patégeno resulta muy
beneficioso, debido a que probablemente ellas
utilicen diferentes mecanismos para ejercer su

accion biocontroladora.

Encontrar microorganismos capaces de controlar
a Fusarium oxysporum es muy importante, este
hongo es un fuerte fitopatdgeno, comunmente
asociado a la marchitez vascular y pudricion de
las raices en una gran variedad de cultivos. La
obstruccion de los vasos destinados a la
circulacion de agua y de nutrientes en el interior
del vegetal causa clorosis y muerte prematura
de las plantas (damping-off). Ademas, es capaz
de persistir en los suelos por mucho tiempo y de
trasmitirse en multiples generaciones a través de
las semillas infestadas, sobre todo cuando
existen condiciones favorables para su
desarrollo. En otras regiones calidas las plantas
en produccién son afectadas por muchas
especies de Fusarium y se ha comprobado la
inefectividad de la fumigaciéon con productos
quimicos a los suelos y en las posturas, debido a
las fuentes de in6culo que permanecen en el
suelo por periodos superiores a los diez afios
(Bettiol et al., 2014 y Pastrana et al., 2017).

De manera general, las cepas que mostraron un
comportamiento integral fueron B-28 y B-31, ya
que estimulan a la vez mas de un indicador
relacionado con el crecimiento del cultivo y
mostraron eficiencia en el control de dos de las

tres especies fungicas estudiadas.

El uso de estas cepas para la formulacién de
nuevos bioproductos constituye una alternativa
factible para el biocontrol de especies fungicas,
asociadas a distintos cultivos de interés
economico en los sistemas wurbanos 'y

tradicionales de produccion.

Se impone comenzar los estudios encaminados
a la determinacion de los metabolitos que
inducen esta respuesta en las plantas y de sus

mecanismos de accion.



Agrotecnia de Cuba, 2018, 42 (2): 13 - 22

CONCLUSIONES

® La cepa B-17 resultd efectiva para la
estimulacion del crecimiento de las
plantas de tomate en la etapa de

posturas.

® |las cepas B-28 y B-31 resultaron
eficientes para el control de los hongos
Alternaria alternata y Cladosporium
oxysporum, ya que lograron superar el

80% de control “in vivo”

® B-51 y B-61 se destacan en el control
de Fusarium Oxysporum f.sp
lycopersici, ambas logran un 97 % y 94
% de control respectivamente e
impidieron la presencia de la marchitez

vascular y el damping-off.
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