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Resumen

La pudricién parda causada por Monilinia fructicola, es la enfermedad fungica més
importante en el cultivo de duraznero a nivel mundial, reduce la calidad y rentabilidad de
las cosechas. Bacillus subtilis es un biopesticida que utiliza diferentes mecanismos en el
control de fitopatdgenos, sin ejercer un impacto negativo en el entorno. Por ende, el
objetivo de este trabajo fue, evaluar el efecto antifungico de dos cepas de Bacillus subtilis
(CB10 y CB11), y un fungicida (Dicloram) contra la pudricion parda causada por
(Monilinia fructicola) en duraznero. En pruebas in vitro se evallo la tasa y halo de
inhibicion del patdgeno. En frutos se evallo la tasa de inhibicidn y el porcentaje de
severidad de la enfermedad después de la inoculacion con el patégeno. Segun, los
resultados en pruebas in vitro se demostraron que la cepa CB10 de B. subtilis registro una
tasa de inhibicion del 88, 5% y un halo de inhibicion de 14 mm controlando el crecimiento
y esporulacion del patdgeno. En frutos inoculados con la misma cepa, se registré una tasa
de inhibicion del 95% y una severidad menor al 10%. Los tratamientos con el fungicida y la
cepa CB11 de B. subtilis, la tasa de inhicion fue del 70% y la severidad fue del 30 — 35% en
frutos inoculados. Como conclusion de este trabajo se puede afirmar que la cepa CB10 de
B. subtilis puede utilizarse en el control biolégico de M. fructicola, garantizando un manejo

maés eficiente y ecoldgico de este patdgeno.

Palabras clave: Control bioldgico, pudricion parda, severidad, tasa de inhibicion.



Abstract

Brown rot caused by Monilinia fructicola, is the most important fungal disease in peach
cultivation worldwide, reduces the quality and profitability of crops. Bacillus subtilis is a
biopesticide that uses different mechanisms to control plant pathogens, without having a
negative impact on the environment. Therefore, the objective of this work was to evaluate
the antifungal effect of two strains of Bacillus subtilis (CB10 and CB11), and a fungicide
(Dicloram) against brown rot caused by (Monilinia fructicola) in peach tree. In vitro tests
evaluated the rate and halo of inhibition of the pathogen. In fruits, the inhibition rate and
the percentage of severity of the disease were evaluated after inoculation with the pathogen.
According to, the results in in vitro tests showed that the B. subtilis strain CB10 registered
an inhibition rate of 88, 5% and a halo of inhibition of 14 mm controlling the growth and
sporulation of the pathogen. In fruits inoculated with the same strain, an inhibition rate of
95% and a severity of less than 10% were recorded. Treatments with the fungicide and the
CB11 strain of B. subtilis, the inhibition rate was 70% and the severity was 30 - 35% in
inoculated fruits. As a conclusion of this work, it can be stated that the CB10 strain of B.
subtilis can be used in the biological control of M. fructicola, guaranteeing a more efficient

and ecological management of this pathogen.

Keywords: Biocontrol, brown rot, inhibition rate, severity.
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Introduccion

El cultivo del duraznero en Colombia es uno de los mas representativos en el trépico
alto, en especial en los departamentos de Boyaca, Norte de Santander y el Huila entre otros.
La produccién nacional de esta fruta para el afio 2018 fue de 34.862 toneladas (AGRONET,
2019). En la actualidad se han establecido sistemas productivos tecnificados con variedades
tempranas e intermedias, lo que les ha permitido a los productores programar las cosechas
durante todo el afio (AGRONET, 2019). Algunas condiciones que le dan esta ventaja a
Colombia es: la ubicacién en la zona tropical, la existencia de microclimas y el recurso
hidrico (Castro & Puentes, 2012, p. 370-391). Pero, son las enfermedades y plagas las

principales limitantes en produccion de duraznero en cultivos establecidos.

La enfermedad fungica mas importante en el cultivo del duraznero es la “pudricion
parda” que tiene como agente causal a Monilinia fructicola (G. Winter) Honey. Este
patdgeno afecta ramas, flores y frutos, (Agrios 2005, p. 181-182). Esta presente en todas las
zonas productoras a nivel mundial causando pérdidas entre un 50 a un 70%, e
incrementando el costo de produccién (Agrios 2005, p. 181-182). En paises como Hungria

y Chile es considerado un patdgeno cuarentenario (Petrdczy, 2007; Torres, 2012).

Monilinia fructicola, es un patégeno que causa la pudricion parda en el duraznero y en
otras especies de los Prunnus. Su infeccion inicia con la produccion de enzimas como las
cutinasas y toxinas; que se desarrollan muy rapidamente en células epidérmales de los
tejidos mas susceptibles como; frutos, ramas y flores en donde el patégeno penetra
directamente o por heridas (Agrios, 2005, p. 507-510). Posteriormente el hongo secreta

enzimas como las pectinasas que causan la oxidacion de compuestos fenolicos en los
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tejidos susceptibles, hasta colonizarlos y cubrirlos con un denso micelio de color gris. La
enfermedad es favorecida por la alta humedad en el ambiente y bajas temperaturas (Agrios,

2005, p. 235, 251).

En trabajos previos, han demostrado la efectividad de Bacillus subtilis, en el biocontrol
de Fitopatogenos como Monilinia fructicola (G. Winter) Honey, tanto en campo, como en
poscosecha (Yanez, et al, 2012; Wang, et al, 2018a). Uno de las sustancias producidas por
esta bacteria para el control de este patdgeno son: los compuestos organicos volatiles
(VOCs) como el benzotiazol y el CF-3 24Hfb, que inhiben la accion de enzimas sobre los
tejidos (Zhou, Li, & Wu, 2019). Otra sustancia que produce son los lipopéptidos en
especial de la fengimicina, que tiene un efecto antifingico, al debilitar la pared celular y
causar dafio en las vacuolas (Yéanez, et al, 2012). El uso de este biocontrolador se ha
extendido ampliamente como acondicionador de suelos en diferentes cultivos sin afectar el
microbioma del suelo (Wong et al, 2016); y controlando de patégenos de la raiz como en el

cultivo de tabaco (You et al, 2016).

Otra particularidad de este biocontrolador es la capacidad de infectar y causar la
mortalidad en las larvas del mosquito Anophelis culicifacies, que es el insecto vector
primario de malaria en el centro de la India (Balakrishnan, Indira, Srinivasan, 2015). Es
antagonica hacia muchos hongos pat6genos de plantas, este control se da por varios
mecanismos incluyendo la competencia de nutrientes, colonizacion de la rizésfera y la
filésfera, Quorum sensing, la produccion de: lipopétidos, toxinas, sider6foros, enzimas
liticas, antibidticos e induciendo la resistencia sistémica, por tanto, es considerado un
eficiente agente de control bioldgico de plagas y enfermedades en plantas (Bent, 2006;

Garcia, Zeriouh & Romero, 2013). El riesgo potencial asociado con el uso de esta bacteria
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en los cultivos es bajo, en este enfoque el uso se orienta a la bioseguridad agricola y en el

uso en cultivos organicos (Levitus, et al, 2004, p. 102-107).

Bajo este contexto se desarroll6 esta investigacion que buscé evaluar el biocontrol de
dos cepas (CB10 y CB11) de Bacillus subtilis, contra la pudricién parda causada por
Monilinia fructicola (G. Winter) Honey en duraznero. Las cepas de B. subtilis se
seleccionaron dentro de 32 aislamientos por su efecto antagonico contra otros hongos
fitopatdgenos. En pruebas in vitro se evallo la tasa y halo de inhibicion del patdgeno. En

frutos de duraznero se evalulo la tasa de crecimiento y la severidad de la enfermedad.

Los resultados mostraron en pruebas in vitro la cepa CB10 de B. subtilis registré una
tasa de inhibicion del 88, 5% y un halo de inhibicion de 14 mm controlando el desarrollo
del patégeno, en contraste la cepa CB11 que registro un menor control. En frutos
inoculados con la cepa CB10 de B. subtilis, la tasa de inhibicion del patdgeno fue del 95%
y la severidad menor del 10%, en comparacion con los tratamientos evaluados. La cepa
CB11 B. subtilis y el fungicida Dicloram, presentaron resultados similares una severidad
promedio del 35% y una tasa de inhibicién del 70%. Estos resultados son muy
esperanzadores en la formulacion de estrategias de manejo de enfermedades en plantas,
mas ecoldgicas que generen un mayor beneficio a productores y consumidores con

productos més limpios.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la eficiencia de Bacillus subtilis cepas (CB10 y CB11) para el control bioldgico
de Monilinia fructicola (G. Winter) Honeyy en frutos de duraznero (Prunus persica [L.]

Batsch).

Objetivos especificos

* Realizar una revision de literatura actualizada del cultivo de duraznero
(Prunus persica [L.] Batsch, la pudricién parda (Monilinia fructicola) y de Bacillus
subtilis.

« Evaluar el antagonismo de 2 cepas de B. subtilis (CB10 y CB11) contra Monilinia
fructicola (G. Winter) Honey en pruebas in vitro.

» Determinar el efecto de la aplicacion de dos cepas de B. subtilis (CB10 y CB11) y
un fungicida en el control de Monilinia fructicola (G. Winter) Honey, en frutos de

duraznero.
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Capitulo 1. Marco tedrico. Generalidades del cultivo de duraznero
(Prunus persica [L.] Batsch), la pudricién parda (Monilinia fructicola

Honey ex Whetzel) y Bacillus subtilis

1.1 Duraznero (Prunus persica [L.] Batsch)

El duraznero es una especie de frutales caducifolios, y su nombre cientifico es “Prunus
persica (L.) Batsch”. Como lo describe Castro & Puentes, (2012), p. 370-379. “Es un arbol
arbusto de copa ovalada, con tronco de tamafio mediano con una corteza de color pardo, las
flores son hermafroditas que cambian de color de un tono blanco hasta un rosado intenso”.
Los frutos son drupas casi esféricas, con una piel pubescente, de colores variados desde un
amarillo intenso hasta un verde, con tonalidades pupuras a rojizas en el centro de los frutos
se encuentran las semillas en forma de nuéz, que puede estar adherida o separada de la
pulpa del fruto (Cardenas & Fischer, 2013, p. 21-28). (En la Figura 1 se muestra un arbol

de duraznero de la variedad dorado en estado productivo).

Figura 1. Planta de duraznero (Prunus persica), CV. Dorado. Municipio Sotaquira. Fuente M.
Patifio (2019)
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Esta planta es originaria de la China Septentrional y fue cultivada en Persia (Iran en la
actualidad) y posteriormente introducida a Europa. Durante el descubrimiento de América
en el siglo XVI, una gran cantidad de especies animales y vegetales dentro los que figuraba
los frutales caducifolios fueron introducidos al nuevo mundo (Campos & Tarmin, 1991, p.
7-14). En Colombia las comunidades religiosas jugaron un papel muy importante en su

expansion y su conservacion desde la época de la colonia.

Por la ausencia de estaciones y localizacion en el tropico en Colombia, cultivos como los
frutales caducifolios pueden programarse forzadamente empleando productos que simulen
horas frio (defoliantes inorganicos), asi es como las plantas entran a un estado de latencia,
por tal razon, se ha podido programar cosechas duarante todo el afio con cultivares con
poco requerimiento de horas frio (Castro & Puentes, 2012, p. 370-379). La fruticultura de
clima frio presenta ventajas como: el tipo de suelo, sistemas de riego, condiciones
agroecoldgicas y la vocacion agricola donde se cultiva esta especie, lo que representa una

gran ventaja para los productores (Castro & Puentes, 2012, p. 370-379).

Segln The Plant List (2019), el melocotonero o duraznero tiene la siguiente clasificacion
taxondmica: Dominio Eucaria, Reino Plantae, Division Magnoliophyta (Angiospermas),
Clase Magnoliopsida (Dicotiledoneas), Orden Rosales, Familia Rosaceae, Subfamilia

Prunoideae, Género Prunus, Especie Prunus pérsica (L.) Batsch (1801), Stokes 1812.

1.1.2 Produccion
El mayor productor y exportador mundial de duraznero es China, seguido de Estados

Unidos, La Union Europea y Turquia. En América Latina se destaca paises productores
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como Chile, Argentina y Brasil (FAOSTAT, 2019). En Colombia para el afio 2018 se
produjeron 34.862 toneladas de esta fruta. Los principales departamentos productores
fueron; Boyacéa con 14.256 ton, lo que representa un (39%) en la produccion nacional,
Norte de Santander 9.946 ton (26%); Santander 4.364 ton (12%); Huila 4.027 ton (11%) y
otros departamentos 16.29 Ton /Ha (12%) (AGRONET, 2019). La produccion de duraznero
se ha establece a una altitud entre los 950 a 2.500 msnm, temperaturas en promedios entre
los 12 a 22°C, y precipitaciones entre los 1.000 y 2.000 mm/afio (Castro & Puentes, 2012,

p. 370-379).

1.1.3 Caracteristicas de los suelos y requerimientos nutricionales

En plantas de duraznero el sistema radicular que es mas superficial que otras especies
caducifolios, diferentes expertos recomiendan suelos con buen drenaje para evitar la asfixia
de las raicillas. Es una especie muy sensible a la sequia en regiones con escasa
precipitacion, es importante disponer de reservas hidricas o sistemas de riego. Los suelos
maés recomendables son los limosos y con buen drenaje. Este cultivo se adapta a pH entre
4.5 — 6, los requerimientos nutricionales varian segun el ciclo productivo (Campos &

Tarmin, 1991, p. 7-17).

1.1.4 Variedades

Los durazneros se clasifican de acuerdo a la presencia de tricomas en la piel y por la
adherencia de la pulpa a la semilla de esta forma se clasifican como (Prunus pérsica L), en
cambio, los melocotoneros también llamados priscos presentan una piel aterciopelada, pero
la pulpa no se adhiere a la semilla (Cardenas & Fischer, 2013, p. 21-29). Otro grupo son los
nectarios (Prunus pérsica var. nectarino) que presentan una piel lisa y la pulpa no se une a
la semilla (Olarte, 1991, p. 17-24; Cérdenas & Fischer, 2013, p. 21-29). Las variedades que
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se cultivan en el Departamento de Boyaca (Colombia) son los que se describen a

continuacién. En la Figura 2 se muestran las diferentes variedades de duraznero que se

producen en Colombia.

Figura 2. Variedades de duraznero. De izquierda a derecha variedad. Dorado, Rey negro,
Diamante. Rubidux y Jarillo. Fuente M. Patifio (2019)

Blanco comun. Presenta frutos de tamafio mediano, color amarillo, sabor insipido y
es utilizado como patron para otras variedades de duraznero. Su adaptacion
altitudinal esta entre los 1.800 -3200 (msnm), requerimiento horas frio (RQH) es de
200 a 400.

Dorado. Los frutos son de piel amarilla con pintas rojas, son casi redondos de
tamafio grande, y sabor dulce. Posee buenas caracteristicas para utilizarlo en la
industria. Su adaptacion altitudinal esta entre los 2.400 -3.000 (msnm), (RQH) 300.
Diamante. Los frutos presentan una piel rojiza, la pulpa es de color amarillo, su
tamafio es mediano, y presenta una punta en la base. Es una variedad altamente
productiva. Su adaptacidn altitudinal esta entre los 2.400 -3.000 (msnm) y un
(RQH) 200.

Rey negro. Es un melocoton, los frutos son de piel verde a rojiza, con un pezén

muy pronunciado. La pulpa es de color blanco con tonalidades rojizas cerca de la
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semilla, de tamafio mediano y las cosechas son tempranas. Su adaptacion altitudinal
esta entre los 2.000 -2.700 (msnm) y (RQH) 350 a 450.

- Rubidux, es un melocotdn, sus frutos son de color amarillo, y con tonalidades
rojizas cerca de la semilla. Es de forma redondeada y tamafio grande. Buen
comportamiento poscosecha. Adaptacion altitudinal esta entre los 2.400 -2.800
(msnm) y (RQH) 500 a 700.

- Gran Jarillo, frutos de piel rojiza con tonalidades amarillas. Forma redondeada y
de tamafio mediano. Buen comportamiento poscosecha. Los arboles son de gran
tamafio. Adaptacion altitudinal esta entre los 1800 a 2200 (msnm) y (RQH) 500 a

700.

1.1.5 Aspectos fenoldgicos del cultivo

Los caducifolios tienen un crecimiento periodico o en ciclos. Las plantas inician con un
periodo juvenil en él que se caracteriza por un crecimiento vegetativo (con ausencia de
flores), esto puede durar de dos a tres afios dependiendo la variedad injertada y el porta
injerto. La siguiente etapa es la defoliacion, esta ocurre naturalmente o por la aplicacion de
algunos productos quimicos como: oxicloruro de cobre (110/20 L) + sulfato de Zinc (150-
200 g/20 L). y dependiendo del clima se puede utilizar clorato de sodio (defoliante
inorganico). De esta forma utilizando estos productos se pueden inducir a este estado, lo

que permite programar las cosechas (Castro & Puentes, 2012, p. 379).

Continuando con el ciclo productivo el siguiente estado es la dormancia, en este se
recomienda aplicar la cianamida hidrogenada (Dormex), que es un regulador de
crecimiento o compensador de frio. Durante este periodo inactivo de crecimiento o reposo,

se realizan las podas sanitarias y de formacion del arbol. La siguiente etapa es el desarrollo

21



e hinchamiento de las yemas, también se recomienda aplicacion de fungicidas y
bactericidas para el control de diferentes enfermedades en el cultivo. Por ultimo, ocurre el
periodo de floracion en el que es crucial la fertilizacion para el cuajamiento de los frutos, su
crecimiento y desarrollo, asi garantizar una mayor la calidad de las cosechas (Castro &

Puentes, 2012, p. 377).

1.1.6 Enfermedades

Dentro de las enfermedades mas importantes en el cultivo de duraznero segun Buritica
(1999), p. 106-107 son: las que afectan las hojas como: Torque de las hojas, (Taphrina
deformans Berk), tiro de municion (Coryneum carpophylum Lev) y la roya (Tranzchelia
discolor (Fuckel). Los frutos son afectados por la pudricién café (Monilinia fructicola
Honey, anamorfo Monilia fructicola), cenicilla del durazno (Sphaerotheca pannosa,
anamorfo Oidium leucoconium Desmaz), sarna (Venturia carpophila Fischer anamorfo
Cladosporium carpophylum Thue) y gomosis (Xanthomonas campestris pv. pruni (Smith)
Dye). En tallos y raices se puede observar chancros en la corteza causado por: (Nectria
galligena Bres, anamorfo (Cylindrocarpon heteronemum (Berk y Broome) Wollenweb) y

la agalla de la corona (Agrobacterium tumefasciens (E.F. Smit and Towns) Conn.

Una nueva enfermedad denominada muerte descendente del duraznero, se identificé en
dos municipios en el departamento de Caldas (Colombia), su agente causal es
Pseudomonas syringae pv. syringae. Causé una incidencia del 100% en 4 variedades de
duraznero (Amarillo, Sapote, Newball y Florida). La enfermedad se caracteriza por flacidez
en hojas, defoliacién, muerte de ramas y exudados de goma en los tallos. Los sintomas se

desarrollan mas rapido en condiciones de alta humedad (Rivera & Castafio, 2011).
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1.2 Monilinia

Como describe Agrios, (2005), p. 507-510 “La pudricién morena o Monilinia spp, es la
enfermedad méas importante a nivel mundial en los cultivos de duraznero (Prunus pérsica
L. Batch), nectarines (Prunus nucipersica P. Gaertn., Mey & Scherb), cerezas (Prunus
avium (L.) L”. Recientemente en ciruelo (Prunus salicina Lindl), como hospederos alternos
tiene al Damasco (Prunus armeniaca Marshall) y al almendro (Prunus dulcis (Mill.) D. A.
Weebb). Su mayor incidencia se registra en periodos de alta humedad, en especial en las
etapas de floracion y maduracion de los frutos. Se registra pérdidas entre el 50 al 70% en
los cultivos causado por este patogeno (Agrios, 2005, p. 510). Se presenta en todas las
zonas productores de durazneros, el patdgeno afecta a los tallos, flores y frutos hasta la

poscosecha Agrios, 2005, p. 251).

Existen diferentes especies de Monilinia spp, como agentes causales de la pudricion
morena en frutos y flores de duraznero y nectarinos en todo el mundo. En Europa esta
reportado a M. laxa y M. fructigena afectando estos cultivos (Abarca R, et al, 2017, p. 97-
101). En Norte América, Sur América, en algunos lugares de Africa y Asia, esta reportado
M. fructicola, que es la especie mas destructiva causando tizones en flores y ramas, asi
como la pudricién morena en los frutos (Bryde, & Willetts, 1977 p. 30-49). Mientras que
M. laxa es considerada un problema en almendros y caducifolios causando tizones en flores

y en ramas (Hrustic, et al, 2015).

En Hungria el Departamento de Patologia vegetal report6 a M. fructicola, como un
patdgeno cuarentenario ante el ente regulador de plagas y enfermedades para Europa
“European and Mediterranean Plant Protection Organization” (EPPO, 2009). También esta

reportado por el Subdepartamento de Sanidad vegetal de Chile (Torres, 2012). En cambio
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M. fructigena, es considerada cuarentenaria en Estados Unidos y Australia (Zhu, Chen, &
Guo, 2011). Existe reportes de una nueva especie en Hungria M. polistroma aunque, no se
ha determinado su importancia en el cultivo de los caducifolios (Petroczy, & Palkovics,

2009).

Trabajos hechos por Guarin, Patifio, & Martinez, (2019), identificaron las especies de
Monilinia que afectan las variedades Dorado, Rubidoux, Diamante y Rey negro en el
Departamento de Boyaca (Colombia). Los resultados mostraron que los frutos presentaban
una pudricion generalizada que finalizaba con su momificacion, en las flores causaba
tizones y caidas de pétalos. Se identifico como los agentes causales de la pudricion morena
a Monilinia fructicola en un 62.55%, con una mayor inidencia y severidad en los sintomas
en campo, Monilinia fructigena un 25%, y Monilinia spp un 12,5% de un total de 32
muestras. En pruebas moleculares y segun los resultados en la base de datos del NCBI, de
las secuencias alineadas con otras de mayor similitus confirmo la identidad de los

aislamientos de M. fructicola y M. fructigena.

1.2.1 Clasificacion

Monilinia es un género que se clasifica segun (Index fungorum, 2019) en: el Reino
Fungi, Phylum Ascomycota, Clase Leotiomycetes, Orden Helotiales, Familia
Sclerotiniaceae, Género Monilinia, como sinonimias tiene a; Sclerotinia fructicola,
Especies Monilinia fructigena (Honey 1936); Monilinia fructicola (G. Winter) Honey
(1928) y Monilinia laxa (Aderh. y Ruhland, 1945) Honey. Monilinia es un patégeno
facultativo, que puede aislarse en medios de cultivo, causa momificaciones (pérdida de
agua de los tejidos) y después causa necrosis (muerte de los tejidos del hGesped) (Cepero,

2012). Es un microorganismo mitosporico o conidiales, que comparte caracteristicas
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morfoldgicas con otros hongos. En Colombia solo se presenta el estado asexual (anamorfo),
se caracteriza por la produccién de abundantes conidios y conidiéforos de color gris que
cubre los tejidos afectados, pero no se presenta el estado sexual que corresponde a

Monilinia (Cepero, 2012, p. 199-200).

En paises con estaciones este fitopatdgeno puede reproducirse sexual y asexualmente
(pleomorfismo). El estado sexual o telemorfo es Monilinia produce asocosporas y
esclerocios. El estado asexual forma conidios y conidiéforos corresponde a Monilia. La
invasion del patdgeno ocurre a través de las lenticelas de los frutos, picaduras causadas por
insectos o heridas. EI micelio se propaga a traves de los tejidos del huésped destruyendo las
paredes celulares, por la accion de enzimas en especial de la pectinasa y la cutinasa.

(Traigiano, Windham, & Windham, 2004, p. 131).

1.2.2 Morfologia

Como lo describe Llacer, et al, (2000), p. 885- 890. “Las colonias del género Monilinia
se caracterizan porqué generalmente son: de color café, beige o gris, con textura
aterciopelada o pulverulenta, con bordes ondulados y crecimiento lento (1-2 mm/dia)”.
Visto en el microscopio el micelio vegetativo es septado, de color gris y delgado donde se
forman los conidioforos ramificados, de donde se desprenden los conidios, que presentan
una forma de limén formando cadenas y miden aproximadamente (9-22 x 5-13 um) (Ulloa,
2019). Durante el estado sexual Monilinia, forma. apotecios que son: pedicelados en forma
de embudo, de color marrén o vino tinto, en su interior hay numerosos ascos unitunicados
con ocho ascosporas, que son de forma elipsoidal y aplanada de un solo lado (Cepero,

2012, p. 199-200).
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Este patdégeno también produce esclerocios que son una masa compacta de hifas sobre
frutos momificados, son estructuras de resistencia (Castafio Zapata, 2015, p. 159) (En la

Figura 3 se muestra las estructuras reproductivas desarrolladas por Monilinia spp).

J 3 Parafisis V

{ v "~~~ Apotecios con
hifas ascogenas

/Y

Y
/ &'/ Cariogamia S ’
Conidiéforo \,~ y meiosis N : .
A \~. /
\ ‘ ‘ Estroma

Figura 3. Estructuras de reproduccion de Monilinia. A) estado asexual (anamorfo) Monilia, B)
Estado (teleomdrfo) sexual Monilinia. Fuente (Ulloa, 2019)

1.2.3 Desarrollo de la enfermedad

Como lo describe Agrios, (2005), p. 507, este patdgeno desarrolla sus estructuras de
reproduccion (conidios) sobre: frutos momificados, chancros, ramas, y en flores afectadas.
Los apotecios se desarrollan sobre los esclerocios y frutos momificados, durante la
primavera. Las estructuras de reproduccidén como las ascosporas y conidios se mueven por
viento, agua entre otros, pueden iniciar una nueva infeccion en tejidos susceptibles. Los
primeros en infectarse por lo general son las flores, donde germinan las esporas durante
unas horas formando cadenas de hifas, que rompen la epidermis se proyectan al exterior

formando masas de conidios que mas adelante afectaran a las ramas y a los frutos.

Segln Agrios, (2005), p. 510, las condiciones favorables para la infeccién son periodos
prolongados de lluvias y temperaturas entre los 10° a 25°C, que coincidan con los periodos
de floracion y fructificacion. Los frutos son mas susceptibles en el estado de maduracion, la

penetracion de patdgeno ocurre a través de heridas o por aberturas naturales como los
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estomas o por la cuticula. EI hongo se desarrolla intercelularmente secretando enzimas que
causan una pudricion de los tejidos, sobre las lesiones se proyecta el micelio que se
desarrolla con una gran rapidez. Los frutos afectados terminan en un total estado de
descomposicion, pueden caer al suelo o quedar adheridos a las plantas, transformandose en
momias deformadas y secas en donde se encuentran abundantes hifas y conidios del
patdgeno que son la fuente de indculo (Agrios, 2005, p. 510). En poscosecha los frutos

infectados al estar en contacto frutos sanos pueden infectarse con el patégeno.

1.2.4 Sintomas

Como lo menciona Agrios, (2005), p. 507, los primeros sintomas del patégeno se
observan en las flores con marchitamiento y tizones. En los tallos y ramas se pueden
desarrollar gomas y chancros. En los frutos los sintomas se presentan cerca al periodo de
maduracién, se observan manchas de color marrén de forma circular de crecimiento rapido
que cubre la totalidad del fruto, sobre las manchas se observa masas de conidios de color
ceniza. Por ultimo, causa una pudricion generalizada que finaliza con la momificacién de

los mismos (Llacer, et al, 2000, p. 885-890).

Los sintomas causados por la pudricion marron en los frutos (brown rot), se manifiestan
por la degradacion de la celulosa, hemicelulosa, lo cual cambia su estructura y apariencia.
En la etapa de maduracion de los frutos son mas susceptibles por la presencia de azlcares
solubles, pectinas y prolinas y menos fenoles, protopectinas, por ello, son mas sensibles a
podredumbres (Agrios, 2005, p. 507). Algunos patégenos que causan momificaciones son
principalmente son algunos Basidiomycota y algunos Ascomycota dentro de este grupo esta
el género Monilinia. (En la Figura 4 se muestran los sintomas causado por este patégeno en

el duraznero).
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Figura 4. Podredumbre parda Monilinia fructicola (Winter) Honey en frutos de duraznero (Prunus
persica) A) Fruto de la variedad dorado afectado por la pudricion parda Fuente: Yenny G. (2016).
B) Flores afectadas por el patdgeno C) Flores on atizonamientos. Fuente (Torres, 2012)

1.2.5 Control quimico

El manejo de esta enfermedad se realiza con la aplicacion de productos quimicos,
controles fisicos y culturales como: podas sanitarias y raleo de frutos afectados. EI control
quimico se realiza con la aplicacion de fungicidas durante la etapa de floracion y caida de
pétalos hasta la formacion de los frutos. Dentro de los productos mas utilizados se
encuentran fungicidas de contacto como: Captan, Cloratonil, y fungicidas sistémicos como

Trifloxystrobin, Tebuconazole y Fenhexamid.

Dentro de las recomendaciones hechas por el Comité Internacional de Manejo de
Resistencia a Fungicidas (FRAC, 2019), mencionan que los fungicidas utilizados para el
control de patégenos deben ser aquellos que sean de diferente modo de accion y la dosis
recomendada por el fabricante, evitando la subdosis o la sobredosis lo que resulta para el
primer caso, en una cobertura y una penetracion incompleta en el tejido vegetal y en el
segundo caso intoxicaciones en las plantas (Dowling, et al, 2016). (En la Tabla 1 se
mencionan los principales fungicidas utilizados para el control de Monilinia spp).
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Tabla 1. Listado fungicidas para el control de Monilia spp,

Ingrediente
activo

Grupo quimico

Modo de accién

Periodo de aplicacion

Riesgo de
resistencia

Trifloxystrobin
Piraclostrobina

Azoxistrobina

Oximino-acetates
Methoxycarbamates

Methoxy-acrylates

Inhibicion de la Respiracion
Inhibidor de la Quinoonas

Floracién y cuajado de
fruto y previo cosecha
(hasta 2 veces).

Alto riesgo de
resistencia C3

Tebuconazole

Triazoles

Inhibe biosintesis del esterol.

Floracion y cuajado de
fruto y previo cosecha

Bajo a medio riesgo de
generar resistencia G2

Fenhexamid Hydroxyanilides (hasta 2 veces).
) _ Ipmbluon de Ia_SJnteS|s de Floracién y_cuajado de Bajo a medio riesgo de
Dicloran Aromaticohydrocarbono  lipidos y alteracion de la fruto y previo cosecha - .
generar resistencia F3
membrana celular (hasta 2 veces).
Captan Phthalimides Multistio Desde boton floral hasta Riesgo bajo de generar
Cloratonil Chloronitriles caida de pétalos resistencia M04 y M05
Ciprodinilo Anilino-pyrimidines Inhibicion de la sintesis de frﬁ??%?e%li%uigasizhd: Riesgo medio de
aminoacidos y proteinas (hasta 3 veces). resistencia D1
Fludioxonil Phenylpyrrole Inhibicion de las sefiales de Tratamiento de post Bajo a medio riesgo de

transduccion

cosecha

generar resistencia. E2

Fuente: (FRAC, 2019)

En investigaciones hechas por Schnabe, et al, (2014), determinaron la resistencia de

Monilinia fructicola a fungicidas como azoxistrobin, comprobaron cuando se manejan una

menor dosis de la recomendada por el fabricante, causa una mutagénesis al acelera los

procesos genéticos en la poblacion en general. Una menor dosis causa estrés y una

mutacion en el DNA, lo que provoca cambios en los transposones por la generacién de

oxigeno radioactivo. Lo que demuestra, es que los fungicidas sistémicos que afectan un

solo modo de accion, sin un adecuado manejo se pueden generar una pérdida en la

sensibilidad del producto por parte del patdgeno.

En un estudio reciente evaluaron la resistencia de Monilinia fructicola a niveles subdosis

de azoxistrobin en pruebas in vitro, se evidencio una mutacion en el loci SSR y cambios en

los transposones Mftcl (Chen, et al, 2015). Estos estudios demostrarian el alto riesgo que

presentan estos productos en el desarrollo de resistencia por parte de M. fruticola

(Grimmer, et al, 2015). Algunos reportes indican que los fungicidas pueden producir

cambios genéticos bajo una exposicion continua en campo y una pérdida de sensibilidad del
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producto cuando se maneja una subdosis del producto. Segin la FRAC (2019), clasifica a
Monilinia como un patdgeno que presenta un riesgo medio en generar resistencia a los
fungicidas.

El uso excesivo de pesticidas, ha generado efectos negativos en el medio ambiente, por
la contaminacidn de suelos, fuentes hidricas, alimentos, y perjudica también a la salud
humana. Uno de los fungicidas mas utilizados en el control de Monilinia en duraznero es
Captan, recientemente se ha prohibido su uso por su efecto cancerigeno en Méxicoy en

otros paises (Arellano, & Rendon, 2019).

1.2.6. Controles alternativos

Dentro de los controles alternativos que existe para la pudricion parda (Monilinia
fruticola), se encuentran la aplicacion de productos como fungicidas de sintesis quimica,
como Fludioxonil y el manejo de una temperatura entre los 4 a 6°C (LI&cer et al, 2000, p.

967-980; Mari, et al, 2008; Cassal, et al, 2010a).

En la actualidad, se busca reducir el riesgo asociado a la aplicacion de fungicidas al
medio ambiente y a la salud humana. Investigaciones recientes han buscado nuevas
alternativas de control de esta enfermedad, como es el tratamiento con agua caliente en
frutos cosechados (Mari, et al, 2007), la exposicién a luz ultravioleta (UVV) (Lu, et al
1991), y el uso de sustancias como glucosinolatos derivados de isotiocinatos y acido
paracético (Mari, Gregori, & Donati, 2004; Mari et al, 2008). Otros tratamientos son con el
bicarbonato de sodio y agua caliente (Cassal, et al, 2010b, Cassal et al, 2010c), lo que ha
permitido controlar al patégeno sin efectos duraderos. Lo que implica que puedan
desarrollarse nuevas infeccciones si los frutos al entran en contacto con frutos enfermos.

Algunos de estos productos cambian la apariencia y sabor de los frutos.
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1.2.7 Control bioldgico

En la actualidad, el control bioldgico es una nueva estrategia de manejo de plagas y
enfermedades en plantas empleando microorganismos e insectos que actan como
antagonistas, depredadores o parasitoides denominados “bioplagicidas”. Se considera una
alternativa sostenible al uso de pesticidas sintéticos. Dentro de estos se destacan las
bacterias que ejercen efectos positivos en el crecimiento de las plantas y como
controladores bioldgicos. Dentro de estas una de las mas estudiadas es Bacillus subtilis, que
se reporta como un inductor en el crecimiento vegetal y biocontrolador de numerosos
patdgenos que afectan las hojas (fildsfera superficie de las hojas) y las raices en espacial en

(la rizésfera superficie e interior de las raices) de las plantas (Rudrappa, et al, 2008).

1.3 Bacillus subtilis

Bacillus es un género son bacterias cosmopolitas distribuidas en todos los agro-
ecosistemas. En la actualidad se emplean en la bioremediacion de los suelos y acuiferos,
como agentes de biocontrol de fiopatdgenos e inductor de la resistencia a enfermedades, y
como probiotico (Akram, Mahboob, & Javed, 2013). Su especificidad en el control de
patogenos depende de la produccion de: bactericidas, toxinas, enzimas, antibioticos y
sideroforos que limitan el crecimiento y desarrollo de los patdgenos. Otro mecanismo que
realiza para el control es por la competencia de nutrientes y por exclusion de espacio

(Ramirez & Kloepper, 2010).

Como lo describe Realpe, Hernandez, & Agudelo, (2002), p. 106-109 “en medios de
cultivo Bacillus subtilis desarrolla colonias de 2 a 4 milimetros de didametro, de color
blanco, de aspecto mucoide y bordes rugosos u ondulados y de olor fuerte”. Las bacterias

vistas en el microscopio son de forma bacilar, en el interior de estas presenta una endospora
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casi esférica en la parte central, son bacterias que se clasifica como gram positivas y

catalasa positiva.

1.3.1 Clasificacion

Segun el National Center for Biotecnology Information (NCBI, 2019) clasifica a
Bacillus subtilis en el dominio Bacteria, Filo firmicutes, Clase Bacili, Familia Bacillaceae,
Género Bacillus, Especie subtilis. Segin Mandigan & Parker, (2001) p. 423, 519, 725, la
describe como “una bacteria resistente al calor que desarrollar una estructura de resistencia
Ilamada enddspora. Tiene un DNA conformado por un cromosoma y tamafio de su genoma
es 4.214.810 pb”. Este microorganismo se emplea en la transformacion genética, ya que
cuenta con secuencias de reconocimiento de algunas endonucleasas de restriccion, se
designa como BsuRI. Las enzimas de restriccion son una herramienta, que permite el corte

dentro de ellas en una region particular del DNA en procesos de recombinacion genética.

1.3.2 Caracteristicas

Bacillus subtilis presenta falgelos monotricos, crece en pH neutros (neutréfila), se
desarrolla en temperaturas entre los 30 a 45°C. Produce enzimas dentro de las mas
importantes esta las hidrolasas y lipasas (Mandigan et al, 2001, p. 423). Crece en medios
sintéticos que contengan azucares, acidos organicos, alcoholes como fuente de carbono,
amoniaco como fuente de nitrogeno y es capaz de hidrolizar el almidon. Esta bacteria se

clasifica como anaerobio facultativo (Mandigan et al, 2001, p. 423).

1.3.3 Mecanismos de biocontrol
El control biolégico de enfermedades es un nuevo enfoque para el manejo de

enfermedades en cultivos de interés. En estos ultimos afos, se ha estudiado el efecto de las
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aplicaciones de cepas de Bacillus subtilis en la rizésfera y filésfera de las plantas, en donde

se ha podido constatar que esta bacteria se comporta como un simbionte al producir bio-

peliculas que cubren toda la superficie y evitan la invasion de agentes patdégenos (Rudrappa

et al. 2007). (Algunos ejemplos de mecanismos de biocontrol que desarrolla Bacillus spp.

para el control de patdgenos se mencionan en la Tabla 2).

Tabla 2. Mecanismos de biocontrol Bacillus spp para el control de patdgenos.

Mecanismo Cepa Planta/pat6geno Evaluacion Referencias

Ant|b|05|s/_ B. subtilis CPA-8 Durazno Monilinia Poscosecha Casals, et al , 2010c

competencia spp

Antibiosis B. subtilis Durazno Monilinia In vitro Yanez, etal, 2012
fructicola

. . Durazno Monilinia In vitroy

Antagonismo B. methylotrophicus . Yuan, etal, 2019
fructicola Poscosecha

Produccién de - Botrytis cinérea en . Touré, et al, 2004; Onega

lipopéptidos B. subtilis GA1 frutos de manzano In-situ & Jacques, 2008

Quorum quenching  Bacillus spp Erwinia carotovora In vitro Dong, et al, 2000, Lietal,

Formacion de
biopeliculas

Produccién de
antibioéticos
Produccién de

metabolitos
secundarios

Induccion
resistencia
sistémica adquirida

B. subtilis FB17

B. subtilis RB14

Bacillus spp. B.
amyloliquefaciens

B. subtilis GBO3, B.
thuringiensis

Patdgenos de las
raices

Tomate Rhizoctonia
solani

Enfermedades
bacterianas,
podreduembres

Arabidopsis, Erwinia
carotovora

En invernadero

Cémara de
crecimiento, suelo

En camaras de
crecimiento,
cereza

Céamara de
crecimiento, suelo

2013
Rudrappa, et al, 2007

Asaka, & Shoda,
1996

Raaijmakers & Mazzola
2012, Gotor et al, 2017

Ryu, et al, 2004, Ahmed
et al, 2016, Akram,
Mahboob, & Javed, 2013

Los mecanismos empleados por este microorganismo para el control de fitopatégenos

tienen un efecto directo, con la produccion de bacteriocidas, antibidticos, sideroforos,

toxinas, por competencia por especio o nutrientes, y el parasitismo (es la accion enzimas

que degradan la pared celular hifas de los hongos como las quitinasas) (Yan, et al, 2011).

De una forma indirecta, al favorece la promocién del crecimiento de las plantas (PGP) con

33



la produccion de fitohormonas, la solubilizacion de nutrientes y en la induccién de la
resistencia sistémica inducida (SIR) (Cao, et al, 2012; Li, et al, 2013). Esto se explica
porqué, esta bacteria es altamente competitiva y se ha utilizado como un agente de

biocontrol y este efecto lo mantienen a lo largo de su ciclo de crecimiento.

1.3.4 Productos registrados en Colombia para Bacillus subtilis

En Colombia ya se cuenta con numerosos productos bioldgicos cuyo ingrediente activo
es Bacillus subtilis. Se utiliza como un agente microbiano para el control bioldgico de
patdgenos o como inoculante bioldgico para la promocion del crecimiento vegetal. Se
presenta en formulaciones como concentrado soluble o emulsionable, polvo mojable y
granulos dispersables. En algunos casos se combina con otros microorganismos. (En la
Tabla 4, se muestra algunos ejemplos de productos registrados ante el Instituto Colombiano

Agropecuario (ICA).

1.3.5 Inductor de crecimiento

Esta bacteria permite la fijacion del nitrogeno, la solubilizacién del fésforo, la
produccion de sideroforos y fitohormonas, lo que favorece el crecimiento de las plantas.
Debido a su rapido crecimiento mejora la funcionalidad y composicion del microbioma en
el suelo y de la filosfera (You, et al 2016). Como describe Wang, et al., (2018a) p. 225-
250, “otros efectos positivos que se ha demostrado es que promueve el crecimiento de las
plantas por la produccién de fitohormonas como las (auxinas, citoquininas, giberelinas y el
etileno), junto con la mineralizacion de nutrientes como, por ejemplo: la solubilizacion de
fosfatos, Potasio y Zinc”. Algunas especies de Bacillus, son capaces de producir toxinas, y
controlar larvas de insectos en cultivos como en el arroz y en el maiz (Lillian, 2006, p. 16,
204).
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Tabla 3. Insumos registrados ante el ICA 'y permitidos en la produccion ecolégica

Nombre_ Ma’;erlas Primas Ingrediente Clase Formulacion  Blanco Biologico Tipo De
Comercial Activo Producto
ACTIFOS SL Pseudomonas fluorescens, B- Inoculante Concentrado
MYCROS licheniformis, B. subtilis biol6gico Soluble (SI) Inoculante Bioinsumo
BACTOX WP Bacillus subtilis Ag_]ente. Polvo Mojable Botrytis cinérea Bioinsumo
Microbiano (Wp)
ECOTERRA Azotobacter Chroococcum, P. Inoculante GT""“”'OS . -
. - - S Dispersables No Aplica Bioinsumo
WG Aureofaciens, Bacillus subtillis, biolégico (Wp)
Suspension
RHAPSODY® Bacillus subtilis Agente D.e L. Concentrada (P. Infestans) (S. Bioinsumo
1.34SC Control biol6gico (s0) Pannosa)
SERENADE® _ 3 Agente De Suspension (M. Fijiensis) En _ -
Bacillus subtilis . Concentrada Banano vy (R. Solani) Bioinsumo
1.34SC Control biolégico
(Sc) En Arroz
Agente De .
PROPHYTEX . . Control biolégico ~ concentrado Sigatoka Negra -
Bacillus subtilis Emulsionable (Mycosphaerella Bioinsumo
EC (Agente (Ec) Fijiensis)
Microbiano) .
SUBTICROP Bacillus subtilis Agente De Concentrado M. Fijiensis y en Rosa Bioinsumo
SL® Control biolégico  Soluble (SI) S. pannosa

Fuente (MADR, 2019)

En las plantas inoculadas con la bacteria se observa mayor crecimiento y biomasa en

hojas y raices. En suelos con bajos contenido de hierro esta bacteria tiene la capacidad de

producir siderdforos 2 (3- dihidroxibenzoil glicina, treonina éster trimérico bacilibactina),

gue mejora la absorcion de este elemento por parte de las raices (Yu, et al, 2011). Es un

importante inductor de crecimiento vegetal al solubilizar nutrientes y en la produccion de

fitohormonas (En la Tabla 4 se citan ejemplos como esta bacteria se ha utilizado como un

biofertilizante en diferentes cultivos).
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Tabla 4. El efecto como biofertilizante de Bacillus spp. en cultivos

Especie de Bacillus Favorecimiento del crecimiento Referencias

B. subtilis; B. methylotrophicus Incrementa la longitud y la biomasa de raices ~ Barnawal, et al , 2016; Radhakrishnan, &

y hojas Lee, 2016.
— - Incrementa el rendimiento de las cosecha y Kilian, et al, 2000; Dursun, Ekinci, &
B. megaterium; B. subtilis
frutos cosechados Donmez, 2010

Arkhipova, Veselov, & Melentiev, 2005;
Xie, et al, 2014; Radhakrishnan, & Lee,
2016.

Sintesis de hormonas de crecimiento (IAA,

B. subtilis; B. methylotrophicus - . S
citoquininas y espermidinas)

Secreta ACC desaminasa para inhibir la

- Xu, et al, 2014; Pourbabaee, et al, 2016.
senescencia de las plantas

B. subtilis; B. mojavensis

Toro, Azcon , & Barea, 1997; Kang, et

B. ilis, B. megaterium ilizacio
subtilis, g Solubilizacion de fosfatos al, 2014.

1.3.6 Antibidticos

Son los productos desarrollados por los microorganismos que limitan el crecimiento y
desarrollo de otros. Son principalmente proteinas (enzimas), o péptidos, se pueden
sintetizar en el ribosoma o en otro organelo, Dentro de ellos estan los lipopéptidos,
estructuralmente péptido ciclicos unido a una cadena de acido graso B-hidroxi o 3-amino,
tienen una importante funcion para la bacteria en procesos celulares como: la antibiosis, la

formacion de biopeliculas y la motilidad (Villarreal, et al, 2017).

Lipopéptidos (biosurfactantes), no-ribosomales son los mas importantes, se clasifican
como: surfactinas con efecto antibacterial. antiviral y antimicoplasmitico (Meena &
Kaanwar, 2015), iturinas tiene un efecto altamente antimicético y antibacterial (Wang, et
al., 2015) y fengicinas que limita el crecimiento de hongos filamentosos, alterando la
estructura de la membrana celular provocando a formacion de poros y un desbalance
osmético (Radhakrishnan, et al, 2017). Es importante resaltar que existe un sinergismo
entre fengimicina y la iturina lo que incrementa su efectividad en el biocontrol de

fitopatogenos (Onega & Jacques, 2008). Recientemente se ha podido establecer que
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lipopéptidos (LPs), altera otras funciones celulares en otros microorganismos fitopatdgenos
produciendo homeostasis intracelular del calcio, alteracion en la sintesis del RNA, y en el

metabolismo celular (Zhang, et al, 2016).

Otros compuestos que desarrolla Bacillus subtilis son los llamados bacteriocidas. Como
los describe Mandigan et al, (2001), p. 403. “Esta bacteria produce compuestos que matan
o inhiben otras especies estrechamente relacionadas. Son de 4 tipos (I - V) tienen un
espectro de accion mas amplio”. Son péptidos producidos en los ribosomas con algunas
modificaciones postraduccionales. Los genes que codifican a estos productos se encuentran
en plasmidos. Produce subtilisinas que se unen a receptores especificos sobre la superficie
de células susceptibles, este producto mata a las células alterando funciones vitales, he
inhibe el crecimiento en un amplio espectro en especial en bacterias fitopatogenas
(Mandigan, et al, 2001, p. 403). Las mas representativas son Lantibioticos, (tipo Ay B) que

tiene una amplia actividad antimicrobial (Kumar, 2012).

A mismo esta bacteria produce antibioéticos que son: metabolitos secundarios como, los
polyketidos como Bacillaena, que inhiben la sintesis de proteinas en procariota, un ejemplo
es macrolatina que es un inhibidor de la deformilasa en Staphylococcus areus (Wang, et al.,
2015). Otros productos son los terpenoides, fitohormonas y las issocumarinas. Y, por
Gltimo, proteinas como las bacisubina y fosfolipidos como bacilysocina tienen efecto
bactericida y fungicida (Wang, et al., 2015). (En la Figura 5 se menciona los mecanismos

utilizados por B. subtilis para el control de agentes infecciosos).
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Microblota Promotor de crecimlento

Colonizacion raices y hojas Solubilizacion de fosfatos
Excluye patogenos por espacio Fijacion de nitrogeno

Permite la quelacion Fe, Zn Sintesis de fito-hormonas

Antibloticos Hojas

Surfactinas Filosfera y rizézferas es el
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Se forman agregados que Quorum Sensing (QS)
secretan polisacaridos Forman fibrillas para adherancia

extracelelares (Biofilm) Quimiotaxis

Figura 5. Control biologico de Bacillus subtilis en la filésfera. Fuente (Patifio, Bustamante, &
Vésquez, 2012).
1.3.7 Efectos directo sobre los patégenos

Bacillus subtilis es una bacteria que produce hormonas, enzimas y productos volatiles
para el control de patégenos (Ryu, et al, 2004; Ryu, et al, 2014). Hasta el momento se han
identificado algunos compuestos que produce este microorganismo y que tienen un efecto
directo sobre otros. Esto se ha podido determinar por pruebas in vitro, empleando
metodologias como cultivos duales, doble capa de agar y antagonismo en medio liquido,
entre otros (Cesa, et al, 2020). En investigaciones recientes se determind que después, de la
aplicacion de esta bacteria algunos nematodos, quedan paralizados por accion de sustancias
inhibitorias y en plantas después de ser inoculadas con la bacteria los sintomas causados
por virus eran mas leves (Wong, et al, 2016). Estudios reportan el efecto de las enzimas
liticas, producidas por B. subtilis SL13, como las quitinasas controlan patdgenos como
Rhizoctonia solani (Yan, et al, 2011).
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Las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) por ejemplo, Bacillus subtilis
producen siderdéforos que son metabolitos secundarios de bajo peso molecular, que
secuestran elementos como el Hierro (Fe), Cobre (Cu), Zinc (Zn) en suelos con bajos
niveles de estos elementos que son escenciales para el metabolismo microbiano (Bent,
2006). Algunas plantas tienen la capacidad de aprovechar estos metabolitos incrementando
la asimilacién de estos elementos por parte de las raices (Aguado, et al, 2012). Diferentes
aislamientos inducen a la resistencia sistémica inducida en plantas (SIR), al activar especies
de oxigeno radioactivo que son, productos toxicos para agentes patdgenos, es producido por

las plantas (Villarreal, et al, 2017).

1.3.8 Resistencia inducida en plantas (SIR)

“Bacillus subtilis activa los mecanismos los defensas en las plantas después del ataque
contra patdgenos e insectos, produciendo cambios en las plantas como alteraciones
citoquimicas y cambios estructurales” (Wang, et al., 2018b). Como describe Pieterse, et al,
(2014), estos estimulos son percibidos por receptores como PRRs (pattern recognition
receptors) y NB-LRRs (nucleotide-binding-leucine-rich repeat) que se encuentran en todas
las células vegetales. Los productos que son reconocidos por la planta son, por ejemplo, la
quitina en los hongos y en las bacterias las proteinas como la flagelinas que se conocen
como PAMPs o0 MAMPs, (pathogen o microbe associated molecular patterns), y

desencadena una reaccion en cadena de defensa en las plantas (Villarreal, et al, 2017).

Una ruta conocida que pueden desencadenar respuesta de defensa este biocontrolador es
activada por las proteinas efectoras de los patégenos, percibida por receptores como NB-
LRRs en las plantas (Boller & Felix, 2009). Esto genera una cascada de reacciones se da

por la traduccidn de sefiales dependiente de la ruta del &cido jasmonico (JA), del etileno, o
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por la ruta del &cido salicilico, que conduce a una respuesta por parte de la planta en el
punto de infeccion. Un estudio reciente que demostré la activacion de resistencia con esta
bacteria fue al evaluar las aplicaciones de la cepa UMAF6616 de B. subtilis que indujo a la
resistencia al mildéu polvoso (Erysiphe cichoracearum D.C.) en el cultivo de melén,
activando la ruta del acido jasmonico y acido salicilico, desencandenando una respuesta de

defensa en las plantas (Garcia, et al, 2013).

Con respecto a lo anterior, estudios han demostrado que esta bacteria induce resistencia
a patogenos, lo que se ve reflejado en una menor expresion en la severidad de los sintomas
causado por virus, hongos, nematodos, bacterias y micoplasmas (Cesa et al, 2020). En
cuanto a los cambios que produce B. subtilis en el interior de las plantas estan: un mayor
grosor de la pared celular, incremento en los depdsitos de calosa, lignificacion de los
tejidos, y la produccién de proteinas relacionadas con patogénesis (PR) como; la quitinasa,
glucanasas y en la sintesis de fitoaléxinas (Wang, et al, 2018b). (En la Tabla 5 se

mencionan algunos ejemplos de B. subtilis como inductor de resistencia contra patégenos).

Tabla 5. Bacillus subtilis como inductor de resistencia contra patdgenos.

Microorganismo Efecto o cambio Patégeno Referencia

Activacion de proteinas PR (PAL y

B. subtilis AUBS1 POD).

Rhizoctonia solani enarroz ~ Jayaraj, et al, 2004

Activacion de enzimas de defensa Phytophthora infestans en

B. subtilis OTPB1 Chowdappa, et al, 2013

(POD, PPO, SOD) y hormonas tomate
. Activacion de enzimas de defensa Ralstonia solanacearum en .
B. subtilis AR12 (PAL, POD, PPO, SOD) tomate Li, etal, 2008
. Inhibidor de de enzimas producidas  Hongos y nematodos en Adam , Heuer, &
B. subtilis Sb4-23 por patdgenos tomate Hallmann, 2014

Incremento en la produccion de
lipoxigenasa e hidroperoxidos

Sailaja, Podile, &

B. subtilis AF-1 Reddanna, 1997

Aspergillus niger, en mani

Abreviaturas PAL.: fenilalaninaamoniaco liasa, POD: peroxidasa, PPO: polifenol oxidasa, SOD:
superéxido dismutas
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1.3.9 Control de Monilinia fructicola (Wint) Honey con Bacillus subtilis.

Es la primera bacteria reportada como controlador bioldgico de la pudricidn parda
(Monilinia fructicola) (Wint) Honey, en frutos de duraznero (Wilson, & Wisniewski,
1989). Se han identificado numerosos antibiéticos y lipopéptidos como: fengicina, iturina y
surfactina que produce esta bacteria para el control de este patdgeno (Ongena, et al, 2005).
Trabajos hechos por Yéanez, et al, (2012) con la cepa CPA-8 de Bacillus subtilis, demostrd
una fuerte actividad antifingica contra dos aislamientos de M. Laxa y M. fructicola. Dentro
de los compuestos los mas importantes para el control de este fitopatdgeno, esta los
lipopéptidos en especial de la fengimicina (fenB) que demostro su efecto en una cepa
trasformada genética no poseia el gen encargado de la sintesis de fenB, present6 una menor
actividad antifungica contra el patogeno.

Otro de los compuestos que ha desarrollado por esta bacteria para el control de este
patdgeno son los compuestos organicos volatiles. (VOCs). Trabajos hechos por Zhou, et al,
(2019) con la cepa CF-3 de B. subtilis en pruebas in vitro e in vivo investigd estos
compuestos para inhibir el crecimiento de M. fructicola. Determinaron que los compuestos
como benzotiazol y el CF-3 24Hfb, inhiben la accion de enzimas producidas por el
patégeno como las (pectinasa y celulasa), lo que evitd la descomposicion de los tejidos y el
dafio celular e indujo la sintesis de enzimas como la fenilalanina amoniaco-liasa, quitinasas
y la B-1,3-glucanasa en los frutos inoculados, controlando el crecimiento del patégeno y
generando resistencia al mismo.

Trabajos hechos por Xue, et al, (2019), evaluaron la aplicacion de B. methylotrophicus
en el control de M. fructicola en pruebas in vitro. Demostré que esta bacteria inhibe en un
81% el crecimiento de este fitopatdgeno en pruebas in vitro. En pruebas hechas en brotes y

frutos, se controlo la enfermedad en un 64.3%, los conidios y micelio de M. fructicola,
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presentaban una forma anormal. En observaciones hechas en el microscopio electronico se
observé que las paredes celulares del fitopatdgeno eran mas delgadas casi trasparentes y las

vacuolas estaban deformadas, por ello se recomend6 su uso para el biocontrol de esta

enfermedad.
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Capitulo 2. Control bioldgico de pudricion parda (Monilinia fructicola)
(G. Winter) Honey), con dos cepas de Bacillus subtilis en duraznero

(Prunus persica [L.] Batsch

2.1 Materiales y métodos

2.1.1 Microorganismos

Para este estudio se utilizo el aislamiento (JEDO-107) de Monilinia fructicola, se aislo
de frutos de duraznero (Prunus persica [L.] Batsch) de la variedad Dorado del municipio en
el Jenesano (Boyaca-Colombia). Se seleccion6 por su alta patogenicidad >80% en frutos de
duraznero en las variedades (Rubidux, Dorado y Rey negro) (Guarin, et al, 2019). El
aislamiento de M fructicola, se cultivo en agar papa dextrosa agar (200 g de papa, 20 g de
dextrosa, 17 g de agar- agar, 1 It de agua destilada H>O y 0.05g de cloranfenicol), durante

15 dias a una temperatura de 25°C.

Dos aislamientos de Bacillus subtilis (CB10, CB11), se evaluaron para el control de este
fitopatdgeno. El método utilizado para su aislamiento fue por dilucion seriada (102 g/mL,
102 g/mL, 10* g/mL, 10° g/mL y 10 g/mL (Yuan, et al, 2019). Las bacterias se aislaron
de 10 g de suelo rizosférico de un cultivo de duraznero, variedad Rubidux del municipio de
Sotaquiré (Boyaca-Colombia). La muestra que se colecto a una distancia de 20 cm del tallo
y 30 cm de profundidad tomando 10 gr de suelo. Las bacterias se seleccionaron por su
eficacia en estudios preliminares en el control de la pudricién parda (M. fructicola), y de
otros patdgenos en pruebas in vitro. Las bacterias se purificaron en medio de cultivo agar

nutritivo glucosa (5.0 g de peptona, 3 g de extracto de carne, 2.5 g de glucosa, 20 g de agar-
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agar, en 1 It de agua destilada), se dejé en incubacién durante 4 dias a una temperatura de

28°C.

2.2.2 ldentificacion de los microorganismos

En trabajos hechos por Guarin, et al, (2019), dentifico el aislamiento (JEDO-107) por
pruebas morfoldgicas y moleculares. Caracteristicas morfolégicas como: el color, formay
tipo de micelio, y en observaciones hechas en el microscopio determind, la formay el
angulo de apertura de los ramoconidios, se clasificd segun la clave de Barnett, (1960) p. 46-
47 y Agrios, (2005) p. 510 como Monilinia fructicola. Para confirmar su identidad los
investigadores realizaron pruebas moleculares, se amplifico regién del DNA fangico con
los iniciadores ITS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’), con la secuencia alineada BLAST se buscé su
semejanza con bases de datos del genbank del NCBI confirmd la especie a la que
corresponde antes dicho.

Para los dos aislamientos de Bacillus (CB10, CB11), se identificaron por pruebas
morfoldgicas, bioquimicas recomendadas por el método comun sistematizado para
identificar bioquimicamente de las bacterias (MacFaddin, 2003 p. 34-56; Lippincott &
Wilkins, 2006 p. 19-24; Botero, et al, 2013 p. 201-207). Algunas caracteristicas que se
realiz6 en este estudio, fue la descripcion de las colonias, como la forma, color, elevacién,
en observaciones hechas en el microcopio se determiné la tincion de gram y la presencia de

endosporas, junto con la identificacion por pruebas bioguimicas.

2.2.3 Actividad antifangica in vitro
Para determinar la actividad antifangica k B. subtilis contra M. fructicola, se utiliz6 un el
protocolo descrito por Benitez et al., (2007), con modificaciones en pruebas in vitro. Se
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inicio con cajas Petri con medio Agar Papa Dextrosa (PDA), (papa 4 g L %, glucosa 20 g
L % agar 15 g L %, agua destilada estéril 1 L) (pH = 7.4), a los que se les transfirio discos
de micelio de M. fructicola (d =5 mmy p =5 mm), con ayuda de un sacabocado
esterilizado. Con anterioridad se prepard un caldo nutritivo liquido (pluripeptona5g L 2,
extracto de Carne 3 g L %, agua destilada estéril 1 L), para cada aislamiento de B. subtilis
se ajusto a una concentracion de (1 x 10° CFU/mL). Con cada aislado se sembré en el
medio con en forma lineal a un 1 cm del borde de la caja. Por ultimo, las cajas petri se

dejaron en incubacion a 25°C en total oscuridad durante 10 dias.

Para medir la actividad de antagonismo se compard el crecimiento con el del control,
donde estaba presente solo el patégeno. Cada dia se midio el diametro del crecimiento del
micelio y zonas de inhibicion del patdgeno durante siete dias. El porcentaje de inhibicion se
determing utilizando la ecuacién propuesta por Badia et al., (2011) descrita mas adelante.
El disefio experimental fue totalmente al azar con cuatro repeticiones. (En la Tabla 6 se

muestran los tratamientos evaluados en este experimento).

D.c.c-D.CP
D.C.C

o Inhibicién = ( ) 100

D.C.C: Diametro de la colonia control (cm). D.C.P: Diametro de la colonia problema (hongo en
presencia de los antagonistas en cm).

Tabla 6. Distribucion de los tratamientos, en prueba in vitro de B. subtilis vs M. fructicola

Tratamiento Sigla Descripcion

1 T1C1 Inoculacidn de la aislamiento CB10 de B. subtilis con M. fructicola en PDA
2 T1C2 Inoculacién de la aislamiento CB11 de B. subtilis con M. fructicola en PDA
3 C1 Aislamiento CB10 de B. subtilis cultivado en PDA

4 Cc2 Aislamiento CB11 de B. subtilis cultivado en PDA

5 T1 Cepa (JEDO-107) de M. fructicola cultivado en PDA

45



2.2.4 Material vegetal

Frutos de duraznero sanos y libres de enfermedades y plagas de la variedad Dorado
fueron esterilizados superficialmente para eliminar agentes infecciosos, con agua jabonosa
e hipoclorito de sodio a una concentracion del 2.5%, luego se lavaron por triplicado con

agua destilada esteril y por ultimo, se secaron en la cabina de flujo laminar.

2.2.5 Actividad antifungica en frutos de duraznero

Para esta evaluacion se utilizé un protocolo descrito por Li et al, (2015), con
anterioridad, se habia preparado un medio de cultivo caldo nutritivo de cada aislamiento de
B. subtilis, (CB10, CB11), durante 3 dias a 28°C en un mezclador rotativo (Shaker).
Después se prepard una solucion a una concentracion de (1 x 10° CFU/mL). En medio de
cultivo PDA, se sembrd el aislamiento (JEDO-107) de M. fructicola durante 15 dias a una

temperatura de 25°C.

Los frutos ya desinfectados y secos se colocaron en una suspension con cada cepa de B.
subtilis (CB10, CB11) junto con un producto coadyuvante, dispersante y adherente (Inex-
A, Cosmoagro), (0.3g/L), su ingrediente activo es (Alquil polieter alcohol etoxilado, alquil
poliglicol y Aril polietoxietanol), por espacio de 4 horas. En este experimento también se
evalué un fungicida comercial para el control del patdgeno, cuyo ingrediente activo era
Dicloram (modo de accion es la inhibicion de la sintesis de lipidos y alteracion de la
membrana celular), usando la dosis recomendada por el fabricante. Como control negativo
se incluyd frutos sanos que solo se inocularon con agua destilada estéril. Los tratamientos

evaluados se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Tratamientos evaluados en frutos de duraznero para el control de M. fructicola

Tratamiento Sigla Descripcion

1 TB1M Inoculacidn con la cepa CB10 de B. subtilis con M. fructicola,

2 TB2M Inoculacién con la cepa CB11 de B. subtilis con M. fructicola

3 TOM Aplicacion de Dicloram e Inoculacidn con M. fructicola

4 ™ Inoculacién de frutos con M. fructicola

5 TC Inoculacidn de frutos con agua destilada estéril (Testigo control)

Con un sacabocados estéril de 0.5 cm de didmetro, se realizaron perforaciones en la zona
ecuatorial de los frutos inoculados con las cepas de Bacillus subtilis. En cada orificio se
depositd un disco de micelio de M. fructicola del mismo tamafio, se dejaron en camaras
himedas en condiciones controladas a una temperatura de 24°C. por espacio de 7 dias. El
disefio experimental fue totalmente al azar con tres repeticiones. Durante el experimento se
registro el porcentaje de severidad, que corresponde al area de tejido afectado por la
enfermedad se establecio segun la siguiente formula y escala de severidad propuesta por

Zapata (2002) Figura 6:

InxD+ Z(nxI)

5 {:%} = N

S (%) = Severidad de la enfermedad expresada en porcentajes del tejido afectado,

n = NUmero de unidades de muestreo clasificado en cada clase, | = indice de severidad por
cada clase segun la escala descrita por Castafio (2002), N = Numero total de unidades de
muestreo observadas

. @ @ Q
ey, oAb
e =
— > = ‘5 2 =
. (10%) (25%) 50

Figura 6. Diagrama de severidad para estimar el dafio en frutos causados por Rofia del manzano
(Venturia inaequalis) adaptado para Monilinia fructicola. Fuente (Castafio Zapata, 2002, Pag 135-
138)
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Otro parametro que se considero fue la tasa de inhibicidn que evalla la efectividad en el
control de la enfermedad segln la férmula propuesta por Yuan, et al, (2019):

To—Tt)

TI (%) = x 100

T 1 (%)= Tasa de inhibicion (%), To = Tamafio de la lesion de los frutos sin tratar (cm?) Tt
= Tamafio de la lesion de los frutos tratados (cm?), Tc = Tamafio de la lesion en el control

2.2.6 Analisis estadistico

Los datos se analizaron aplicando una prueba de varianza ANOVA, para determinar las
diferencias estadisticas entre tratamientos se realizo la prueba estadistica de LSD,
utilizando el paquete estadistico SPSS statistic 11.5 con un porcentaje de significancia del

P<0.05.

2.3 Resultados

Frutos de duraznero (Prunus persica [L.] Batsch), de la variedad dorado infectados con
la pudricion parda (M. fructicola), se colectaron de un cultivo comercial en el municipio de
Jensano (Boyaca- Colombia). Los arboles infectados manifestaron tizones en flores y en los
frutos se observo una pudricion de forma circular, con una capa densa de micelio de color
gris que los cubria rapidamente hasta causar su momificacién (pérdida de agua de los
tejidos), y su pudricion general, los frutos perdian todo valor comercial y eran fuente de
inoculo del patégeno. (En la Figura 7 se muestran los frutos infectados por la pudricion

parda causada por Monilinia fructicola en un huerto de duraznero).
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Figura 7. Frutos de duraznero variedad Dorado infectados por la pudricion parda M. fructicola,
colectados de un huerto comercial. Fuente Patifio 2019.

2.3.1 Identificacion morfolégica Monilinia fructicola

En el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), las colonias de la cepa (JEDO-107),
de Monilinia, presentd una abundante esporulacidn, el color del micelio era color gris en el
centro era de color amarillo. En el adverso de la caja el micelio era de color café oscuro. La
tasa de crecimiento del micelio fue de 8.35 - 9.25 mm/dia. En microscopio se observo
abundantes ramoconidios muy ramificados, los conidiéforos tenian una apertura de 45°, los
conidios eran de forma ovalada o globosa y median aproximadamente 12,0-17,5. Segun las
claves de Barnett, (1960) y Agrios, (2005) Se identificé que la cepa (JEDO-107)
correspsomnde a la especie Monilinia fructicola, (En la Figura 8, se muestra el aislamiento
de M. fructicola en el medio de cultivo papa dextrosa agar y observaciones hecha en el

microscopio para la identificacién vista en el microscopio a 40x).
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Figura 8. Caracteristicas morfologicas de M. fructicola, cepa (JEDO-107). (A y B) Crecimiento en
medio de cultivo Papa Dextrosa Agar. (C) Conidios y conidiéforos visto a (40x)

2.3.2 ldentificacion molecular Monilinia fructicola

Segun el trabajo hecho por Guarin, et al, (2019). Realizaron una busqueda de la
secuencia alineada para el aislamiento (JEDO-107) con el buscador del BLAST de la base
de datos del genbank en el NCBI, dio como resultado que la secuencia alineada del DNA
fangico corresponde a la especie Monilinia fructicola, el peso molecular fue de 535 pb,
después de la visualizacion en geles de agarosa al 2%. EI niUmero de acceso para este

aislamiento es KM652455 en el GENBANK.

2.3.3 Identificacion Bacillus spp.

En laboratorio se identificaron dos aislamientos de Bacillus spp (CB10 y CB11. Las
colonias eran de color blanco, aspecto mucoide, median aproximadamente de 2,5a 4 mm
de diametro, su aspecto era liso, los bordes ondulados, su crecimiento era muy rapido en
medio de cultivo agar nutriente (A.N). Después de 24 horas se realizé la tincion de gram se
identifico como bacilos gram positivos, su forma era bacilar, media cada uno de 1 a 6 um
de largo, con esporas en el centro de las bacterias (En la Figura 9 se muestra las colonias
del aislamiento CB10 y CB11 en medio de cultivo agar nutriente y vista de las bacterias en

el microscopio 100x).
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Figura 9. Aislamientos (CB10 y CB11) de Bacillus subtilis (A) Bacterias después de la tincion de
Gram bacilos gram positivos vistos a 100x para las cepas. (CB10 y CB11). (B) Crecimiento en Agar
Nutriente después de 48 horas de la cepa CB10, (C) Crecimiento en Agar Nutriente después de 48
horas de la cepa CB11. Fuente: Autores (2019)
Caracteristicas bioquimicas

En el laboratorio se realizaron diferentes pruebas bioquimicas para identificar la especie
que correspondia los dos aislamientos de Bacillus (CB10 y CB11). Se determind que eran
anaerobios facultativos, presentaban hidrolisis de la gelatina y crecimiento positivo en
medio salino al 7%. (En la Tabla 8 y en la figura 10 se muestran los resultados, que las
identifica como Bacillus subtilis, segun MacFaddin, (2003) p. 34-56; Botero, et al, (2013)

p. 201-207.

Tabla 7. Caracteristicas diferenciales para la especie Bacillus subtilis

Medios de prueba CB10 CB11

Reaccién coloracién de Gram + +
Reconfirmacion del Gram con KOH al 3% - -

Presencia de endéspora central + +
Crecimiento en caldo nutritivo + NaCl 7% + +
Catalasa + +
Medio KB - -
Licuefaccién en gelatina a 22°C + +
Medio YDC - -
Forma Bacilar Bacilar
Respiracion AF AF
Olor Fuerte Leve

Fuente: Autores (2019)
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- Segun el método descrito por MacFaddin, (2003) p. 34-56, Se realiz6 la tincién de
gram a las 24 horas después de sembrarlos en medios agar nutriente. En observaciones
hechas en el microscopio se determin6 que los aislamientos CB10 y CB11 eran gram

positivos y su forma era bacilar.

-Prueba de KOH 3%, confirmd los resultados de la tincién de Gram, esta prueba fue
negativa no se formo un hilo de aspecto mucilaginoso. EI KOH destruye las paredes
celulares de las bacterias gram negativas, liberando el DNA que es de aspecto viscoso por

lo cudl, los dos aislamientos se clasifican como Gram positivos por no formar estos hilos.

- Prueba de tolerancia sal, que es la capacidad de las bacterias en crecer en una
concentracion del 7% de Cloruro de Sodio (NaCl), en el agar nutriente con un indicador de
pH puarpura de bromocresol. El resultado fue positivo por el cambio de color de parpura a

amarillo y por la turbidez que se observo en los tubos.

- Prueba de la catalasa, es una prueba que determina la presencia de la enzima catalasa
que es la encargada de descomponer el peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua. El

resultado fue positivo por la formacion de burbujas,

- Licuefaccion de la gelatina, es una prueba que determina la presencia de las enzimas
proteoliticas, despues de incubar las bacterias durante siete dias a 35°C, en medio agar

gelatina, los dos aislamientos fueron positivos.

- Crecimiento en medio KB, este es un medio que permite identificar especies de

Pseudomonas fluorescens, que emiten fluorescencia, en este caso fue negativo.
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- Crecimiento en medio YDC, medio que permite identificar el género Xanthomonas
spp, en este caso, si perteneciera a este género las colonias serian amarillas en este caso fue

negativo para los dos aislamientos.

- En medio de cultivo agar nutriente las colonias eran grandes e irregulares con bordes
ondulados, las cepas eran anaerobias facultativas al desarrollarse en presencia o ausencia de

oxigeno.

Figura 10. Pruebas bioquimicas de los, aislamientos (CB10 y CB11) de Bacillus subtilis (A) Prueba
catalasa positiva. (B) Prueba de licuefaccion de gelatina positiva. (C) Prueba de KOH 3% negativa,
(D) crecimiento en agar nutritivo + NaCl 7% positivo, (E) Crecimiento en agar KB, negativo Y, por
altimo (F) Crecimiento en Agar YDC, resultado negativo. Fuente: Autores (2019)

2.3.5 Actividad antifungica in vitro

Este experimento se disefi6 para establecer la actividad antifingica de dos cepas de
Bacillus subtilis CB10 y CB11 de para el control de Monilinia fructicola (JEDO-107). Los
resultados mostraron que la cepa CB10, present6 una mayor inhibicion en el crecimiento
micelial de M. fructicola entre un 90%, a diferencia de la cepa CB11 que registré una tasa

de inhibicién entre un 70 - 60%. (En la Figura 11 se muestra el efecto antiflngico in vitro).
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Figura 11. Prueba in vitro de Bacillus subtilis para el control de Monilinia fructicola (JEDO-107).
A) cepa CB10 de B. subtilis x M. fructicola, B) cepa CB11 B. subtilis x M. fructicola, C) Cepa
CB10 de B. subtilis, D) Cepa CB11 de B. subtilis. Fuente: Autores (2019)

Junto con el crecimiento micelial se determind el halo de inhibicion para evaluar el
biocontrol de las dos cepas de Bacillus subtilis contra M. fructicola. Los resultados
mostraron que la cepa CB10 present6 un halo de inhibicion de 14 mm, superior que la cepa
CB11 con diferencias altamente estadisticas. En cultivos duales con cepa CB10 y
fitopatdgeno, se observd una mayor disminucion en el crecimiento y esporulacion de M.
fructicola. Para la cepa CB11 el tamafio del halo fue menor de solo 7,5 mm. Por tanto, se
observa que hay una diferencia en el crecimiento de los halos de inhibicion esto se debe a
ciertos productos desarrollados por las cepas bacterias evitan el crecimiento del
fitopatdgeno y por la competencia por espacio (En la Tabla 8 se muestra los resultados de la

tasa y halo de inhibicion de dos cepas de B. subtilis contra M. fructicola)

Tabla 8. Tasa y halo de inhibicion de dos cepas de B. subtilis contra M. fructicola

Tratamientos Tasa de inhibicion (%) Tamafio halo de inhibicion (mm)
M. fructicola x B. subtilis CB10 88,5+ 1,73 14+1,141b
M. fructicola x B. subtilis CB11 70+1,41 75+129a

*Significado Letras de diferentes presenta diferencias estadisticas de acuerdo a la prueba de LSD P < 0,05
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Otro parametro que se determino fue el crecimiento individual de las dos cepas de
Bacillus subtilis (CB10 y CB11) y del aislamiento de Monilinia fruticola (JEDO-107), en
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). Segun los resultados, la tasa de crecimiento
fue mayor en la cepa CB10 de aproximadamente 35 mm/dia, lo que le permite ocupar mas
rapido espacio, lo que es una ventaja en el control por espacio. La cepa CB11 registrd un
crecimiento promedio de 25 mm/dia. Para el caso del fitopatogeno el crecimiento en el
medio de cultivo fue menor en promedio 10 mm/dia, con diferencias altamente estadisticas
con otros tratamientos. De acuerdo a lo anterior, esto daria una ventaja en el biocontrol de
B, subtilis contra este fitopatdgeno, cabe resaltar que hay un mejor control se estableci6 con
el aislamiento CB10 de B. subtilis. (Los resultados del crecimiento individual de los

microorganismos se muestran en la Figura 12).
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Crecimiento (mm/dia)
=
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=
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B. sutilis CB10 B. sutilis CB11 M. fructicola

Tratamientos

Figura 12. Tasa de crecimiento del aislamiento (JEDO-107) de Monilinia fruticola y de las cepas
CB10 y CB11 de Bacillus subtilis. *Significado. Letras de diferentes presenta diferencias
estadisticas de acuerdo a la prueba de LSD P < 0,05
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2.3.6 Actividad antifungica en frutos de durazno

Frutos duraznero (Prunus persica [L.] Batsch) de la variedad dorado, desinfectados se
inocularon con dos cepas de B. subtilis, (CB10 y CB11) y un fungicida (Dicloram). Un
control negativo con agua destilada estéril. Luego, fueron inoculados con el fitopatdgeno
(M. fruticola), menos el tratamiento control. Los frutos se les perforaron con un
sacabocados en la zona ecuatorial, donde y se depositaron discos de micelio del patdgeno
de 5 mm, se dejaron en incubacion (En la Figura 13, se muestra el proceso de inoculacion

en frutos de duraznero).

Inéeulo patégeno

Figura 13. Método de inoculacion de Monilinia fructicola en frutos de duraznero. A) Aislamiento
de Monilinia fructicola en medio PDA. B) Frutos de duraznero variedad Dorado, C) Fruto
desinfectado con una perforacion. D) Inoculacion con las cepas bacterianas E) Fruto inoculado con
el aislamiento de Monilinia fructicola F) Montaje de camaras himedas. Fuente: Autores (2019)

Después de la inoculacion con M. fructicola (JEDO-107) en frutos de duraznero,
inoculados con las dos cepas de B. subtilis, (CB10 y CB11) y con un fungicida comercial
(Dicloram), se pudo determinar una disminucion en el crecimiento y esporulacion del
patdgeno, comparadas con los frutos inoculados con el patégeno. La concentracion

evaluada 1x10° UFC/mL B. subtilis, aunque un muy alta permitié un control del patgeno,
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registrandose un mejor efecto antifingico y antiesporulante con el aislamiento CB10 de B.
subtilis. Hay que resaltar, que esta cepa registré un mejor control que la cepa CB11, este
altimo, mostré un comportamiento similar con el fungicida (Dicloram) en el control del
patdgeno. Los resultados demuestran que las aplicaciones de Bacillus subtilis cepa CB10
ofrecen un mejor control de la pudricién parda (Monilinia fructicola) en frutos de
duraznero, a diferencia de los otros tratamientos (En la Figura 14 se muestran los resultados
del efecto antiflngico de dos cepas de B. subtilis (CB10 y CB11), y un fungicida

(Dicloram) contra M. fruticola en frutos de duraznero).
a‘
a. ' . d‘ .e.

Figura 14. Efecto antifingico de cepas de dos aislamientos de B. subtilis (CB10 y CB11), y un
fungicida (Dicloram) contra M. fruticola aislamiento (JEDO-107) en frutos de duraznero a los 3y 6
dias. A) Frutos inoculados con M. fructicola B) Frutos inoculados con agua destilada estéril. C)
Frutos inoculados con la cepa CB11 de B. subtilis y M. fructicola. D) Frutos inoculados con la cepa

CB10 de B. subtilis y M. fructicola. E) Frutos asperjados con Dicloram y M. fructicola. Fuente:
Autores (2019)

2.2.7 Severidad

Durante 7 dias se determind la severidad que corresponde al porcentaje de tejido
afectado por el patdgeno para cada tratamiento. Los resultados mostraron que los frutos
inoculados con M. fruticola, la enfermedad se desarrollé muy rapido afectado en mas del

57



60% de la superficie de los frutos en menos de seis dias. En los frutos tratados con el
fungicida Dicloram la enfermedad afect6 solo un 35%, registrando un resultado similar con
el tratamiento con la cepa CB11 de B. subtilis. El tratamiento con la cepa CB10 de B.
subtilis, se registrd el menor porcentaje de severidad solo un 10%, considerandose una
medida eficaz para el control de esta enfermedad, en comparacion con otros tratamientos.

(En la Figura 15 se muestran estos resultados de severidad en los tratamientos evaluados).
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Figura 15. Porcentaje de severidad de la pudriciéon parda (Monilinia fructicola) (JEDO-107) en
frutos de duraznero, inoculados con dos cepas de B. subtilis (CB10 y CB11) y un fungicida
(Dicloram). Fuente: Autores (2019)

Tasa de inhibicion

Para determinar el control dos cepas de B. subtilis y un fungicida contra la pudricion
morena (Monilinia fructicola), se evallo la tasa de inhibicion que corresponde al efecto en
el control sobre el fitopatdgeno. Los resultados mostraron que el tratamiento que
corresponde a la cepa CB10 fue el mas efectivo, registrando un menor radio de crecimiento
promedio 0,53 mm dia, y una mayor tasa de inhibicion > 95%, lo que significa en un mayor
control a diferencia de otros los tratamientos, con diferencias altamente estadisticas.

58



Los resultados muestran que existe un efecto antiesporulante y antifingico que produce
Bacillus subtilis en especial la cepa (CB10). Para los tratamientos del control quimico
(Dicloram) y con la cepa CB11 de B. subtilis, la tasa de inhibicidén fue muy similar entre un
70%, sin diferencias estadisticas entre ellos. Para el control los frutos inoculados con el
patdgeno, registrd el mayor crecimiento promedio de 4,53 mm/dia, con una abundante
esporulacion de color gris que afectaba muy rapido los frutos (En la Tabla 10 se muestran
los resultados de la tasa de inhibicidn y crecimiento promedio de M. fructicola, para los

tratamientos evaluados).

Tabla 9. Tasa de inhibicidén y promedio de radio de la lesion causada por M. fructicola en
frutos de duraznero tratados con dos cepas de B. subtilis (CB10 y CB11) y un fungicida

Tratamientos Tasa de inhibicién (%) Promedio radio de la lesién (mm)
M. fructicola - 453+21,16a

Dicloram 70,33+ 14,43 a 2,32+20,13 Db

B. subtilis (CB11) 71,33+ 13,65a 2,46 +4,61b

B. subtilis (CB10) 95,83+7,21b 0,53 +5,77¢

*Significado Letras de diferentes presenta diferencias estadisticas de acuerdo a la prueba de LSD P
<0,05

2. 4 Discusion

La pudricion parda (Monilinia fructicola), es considerada la enfermedad mas limitante
en el cultivo de duraznero en todo el mundo (Mallvarez, et al, 2001; Mufioz, Moret, &
Bech, 2008; Salgado, 2011). Cabe resaltar que existen diferentes especies de Monilinia spp.
que afecta el cultivo de duraznero, pero en Boyaca Colombia la especie mas destructiva es
M. fructicola, afecta flores, ramas y frutos, causando grandes pérdidas en campo y

poscosecha (Guarin, et al, 2019).
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En la actualidad, existe un gran interés por el consumo de productos organicos, por lo
que se han desarrollado estudios para el manejo de enfermedades con productos inocuos al
entorno como los controladores bioldgicos. Los biofungicidas o (biocontroladores) son una
alternativa sostenible en el manejo enfermedades en cultivos de interés. Bajo ese contexto,
cabe resaltar a Bacillus subtilis es el principal ingrediente activo de numerosos
bioinoculantes y biofungicidas que se encuentran en el mercado en Colombia. Dentro de las
ventajas que ofrece esta en el considerarse un producto seguros, ecolégicos y sostenibles,
con una menor tasa de degradacién, efectivo en pequefias dosis y compatibles con
fertilizantes y la poblacion de microorganismos nativos (microbioma) (Posada, Villegas, &

Romero, 2017).

En estudios recientes ha demostrado que B. subtilis efectivo en el control de Monilinia
en otros paises como China, (Xue, et al, 2019) y en Espafia (Yanez, et al, 2012), por
mecanismos que afectan directamente al fitopatdgeno, como por ejemplo por la produccién
lipopéptidos como: la fengicina, iturinas, surfactinas, en frutos y flores y, por mecanismos
indirectos como la induccion de la resistencia sistémica adquirida en frutos y la inhibicion
de las enzimas producidas por el patdgeno (Zhu, et al, 2011). Como una nueva alternativa
en el control de la pudricion parda, se puede utilizar a Bacillus subtilis, para disminuir los
porcentajes de dafio y contagio en campo y en poscosecha, dando un valor agregado con
cultivos organicos y limpios y asi reduciendo la contaminacion al ecosistema y mejorando

la resistencia a otros patégenos.

El control bioldgico de enfermedades ha sido un nuevo enfoque para el manejo de las
principales enfermedades en cultivos de interés. En estos Gltimos afios, se ha estudiado el

efecto de las aplicaciones de cepas de Bacillus en la fildsfera y rizosfera de las plantas, en
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donde se ha podido constatar la asociacion de estas con las raices y hojas, comportandose
como simbiontes al producir biopeliculas que cubren toda la superficie evitando la invasion

de los agentes patdgenos (Rudrappa et al. 2008).

Trabajos recientes, determinaron que algunas cepas de Bacillus spp. han desarrollado
algunos mecanismos de antagonismo microbiano, que conducen a las plantas a producir
una resistencia sistémica inducida (SIR) (Akinrinlola, et al, 2018). Uno de los productos
que han desarrollado para el control de fitopatdgenos son los antibi6ticos que inhiben el
crecimiento de otros organismos y elementos quelantes del hierro (Fe*?), que es un
elemento que requiere los microorganismos para su crecimiento y desarrollo (Agrios, 2005,

p.509).

Un ejemplo de un control bioldgico para la pudricion parda lo desarrolld Yanez et al,
(2012), quienes evaluaron el control biol6gico de la cepa CPA-8 de B. subtilis contra
aislamientos de Monilinia laxa y M. fructicola. Los resultados demostraron que esta
bacteria inhibe el crecimiento de M. laxa y M. fructicola, reduciendo las infecciones
causadas por estos dos patdgenos. Esto se debe a la produccion de lipopéptidos como las
sulfactinas, bacilomicinas D, iturina A, y fengimicina esta ultima, solo se activa para el

control de M. fructicola.

Algunos productos antes mencionados son los responsables a la respuesta antimicrobial,
de B. subtilis en especial los lipopéptidos, que producen diferentes especies del género
Bacillus, este compuesto es el responsable reducir la severidad causadas por diferentes
microorganismos algunos ejemplos son: la cepa WXCD105 de B. subtilis contra Botritys
cinerea y Cladosporium fulvum en el cultivo de tomate (Wang et al, 2018a). Algunas cepas
de B. subtilis son biocontroladoras de patdgenos foliares como en Sigatoka
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(Mycosphaerella fijiensis) en el cultivo del platano (Ceballos et al., 2012). Otros
compuestos antimicrobiales que producen la mayoria de especies de B. subtilis son los
lipopéptidos (Mosquera et al., 2014). Estos son los responsables en desarrollar un
incremento en la resistencia a patdgenos como: Colletotrichum acutatum en tomate de arbol

y en Botritys cinérea en el cultivo del crisantemo (Mosquera et al., 2014).

Una gran cantidad de antibi6ticos juega un rol muy importante en el control de
fitopatdgenos, existe una evidencia directa se ha demostrado en pruebas in vitro, en donde
se observa que la aplicacion de filtrados de medios de cultivo con esta bacteria inhibe o
frenan el crecimiento de hongos patdgenos. Estos productos juegan un rol muy importante
dentro de los mecanismos de biocontrol de esta bacteria (Patifio, et al, 2012, p. 179-187;

Mosquera et al., 2014).

En este trabajo se realizaron pruebas de laboratorio para dos bacterias aisladas del suelo
de un cultivo de duraznero, posteriormente se realizaron pruebas bioquimicas y
morfoldgicas que permitieron su identificacion, para dos aislamientos CB10 y CB11, que
se identificaron como Bacillus subtilis. Hay que destacar que los aislamientos ejercieron un
control en el crecimiento en medios de cultivo duales y en frutos de duraznero inoculados

con el patégeno.

Segun, los resultados en pruebas in vitro con y en frutos inoculados fueron muy
similares, registrando casi los mismos valores. La cepa CB10 de B. subtilis ejercio un mejor
control contra el patdgeno. Este estudio pudo establecer que existen compuestos
antimicrobianos, que desarrolla B. subtilis contra la pudricion parda que frenan su

crecimiento, pero esto se ve favorecido con una concentracion de 1 x 10° CFU/mL.
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Se demostré que la cepa CB10 de B. subtilis, puede utilizarse en el biocontrol de M.
fructicola por qué; las aplicaciones inhibieron el crecimiento y esporulacion del patdgeno
tanto en pruebas in vitro como en frutos inoculados. Hay que resaltar que esta bacteria
desarrolla multiples compuestos antimicrobainos que limitan el crecimiento y debilita la
pared celular del patdgeno, restringiendo su crecimiento con efectos antiflngicos y
antiesporulantes contra este patdgeno. Este estudio provee informacion necesaria para
implementar controles utilizando este biocontrolador, de enfemedades en caducifolios y asi

reducir las infecciones en campo y en poscosecha.
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3. Conclusiones y Recomendaciones

3.1 Conclusiones

- La pudricion parda causada por Monilinia fruticola, es la enfermedad mas limitante en
el cultivo de duraznero a nivel mundial, afecta tanto a flores, ramas y frutos y registra
cuantiosas péerdidas en las cosechas (Agrios, 2005). En Colombia las epidemias causadas
por este patdgeno son muy recurrentes y devastadoras, hasta el momento no hay resistencia
genética a la enfermedad y el control se realiza Gnicamente con la aplicacion de compuestos

quimicos y practicas culturales.

- Estudios han demostrado diferentes mecanismos de Bacillus subtilis en el control de
agentes infecciosos en plantas, dentro de los que se destacan los lipopeptidos, antibioticos,
entre otros, que reducen la incidencia y severidad de las enfermedades en las plantas (Lui,

etal, 2011).

- En poscosecha y en pruebas in vitro se ha demostrado, la inhibicion en el crecimiento y
desarrollo de fitopatdgenos de Bacillus subtilis, por la produccion de compuestos
antimicrobianos desarrollados para el control de la pudricion parda causada por Monilinia

fructicola (Yanez, et al, 2012).

- En pruebas en laboratorio se identific dos aislamientos bacterianos como Bacillus

sutilis, segun las pruebas bioguimicas como morfoldgicas, utilizando claves especificas.

- En este estudio se reconocio una diferencia en la intensidad del olor entre las cepas
biocontroladoras (CB10 y CB11), siendo mas fuerte en la cepa que registré un mayor

antagonismo frente al patdgeno.
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-En este estudio se demostr6 que la cepa CB10 de B. subtilis, inhibe el crecimiento y
esporulacion aislamiento (JEDO-107) de M. fruticola, a diferencia de otros tratamientos
tanto en pruebas in vitro como en pruebas en frutos de duraznero inoculados con el

patogeno.

3.2 Recomendaciones

- Los resultados demuestran la habilidad que tiene la cepa CB10 de Bacillus subtilis en
el control de fitopatégenos como Monilinia. fructicola, seria recomendable realizar pruebas
en campo para evaluar el efecto inhibitorio de este patdgeno, manejando una concentracion

de 1 x 10° CFU/mL y un coadyudante.

- Se recomienda realizar una identificacion de los compuestos que produce las bacterias
por estudios por HPLC y evaluar su efecto in vitro y en campo y asi utilizarlo en el

biocontrol de otros patdgenos.

- Seria importante evaluar la interaccion de B. subtilis con otras cepas bacterianas, para

emplearlos como biofungicidas o bioinoculantes en diferentes cultivos y en caducifolios.
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4. Anexos

Resumen Estadistico para tamafio del halo de inhibicion en pruebas in vitro

A.Col_1 |Recuento |Promedio |Desviacion Estdndar |Coeficiente de Variacion |Minimo |Mé&ximo |Rango
CB10 4 90,25 1,25831 1,39424% 89,0 92,0 3,0
CB11 4 67,25 2,62996 3,91071% 65,0 70,0 5,0
Total 8 78,75 12,4413 15,7985% 65,0 92,0 27,0
Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio  |Razén-F Valor-P

Entre grupos 1058,0 1 1058,0 248,94 0,0000

Intra grupos 25,5 6 4,25

Total (Corr.) [1083,5 7

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de CB10 en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente
dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 248,941, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media, con un nivel del 95,0% de confianza.

Resumen Estadistico para Tasa de crecimiento del aislamiento (JEDO-107) de Monilinia fruticola y de las cepas
CB10y CB11 de Bacillus subtilis.

A.Col_1 |Recuento |Promedio |Desviacion Estdndar |Coeficiente de Variacion |Minimo |Maximo [Rango
CB11 3 35,3333 1,52753 4,32318% 34,0 37,0 3,0
CB10 3 23,6667 1,52753 6,45433% 22,0 25,0 3,0
M.F 3 11,0 1,0 9,09091% 10,0 12,0 2,0
Total 9 23,3333 10,6066 45,4569% 10,0 37,0 27,0
Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P

Entre grupos {888,667 2 444,333 235,24 0,0000

Intra grupos 11,3333 6 1,88889

Total (Corr.) |900,0 8

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la varianza de Col_2 en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente
dentro-de-grupos. La razdn-F, que en este caso es igual a 235,235, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el
estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Resumen Estadistico. Promedio radio de la lesion (mm)

Col_1 |Recuento |Promedio |[Desviacion Estandar |Coeficiente de Variacion |Minimo |Maximo |Rango
1 3 70,3333 14,4338 20,5219% 62,0 87,0 25,0

2 3 71,3333 13,6504 19,1361% 62,0 87,0 25,0

3 3 95,8333 7,21688 7,53066% 87,5 100,0 12,5
Total |9 79,1667 16,3745 20,6836% 62,0 100,0 38,0
Tabla ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P

Entre grupos  |27,8466 3 9,28219 408,91 0,0000

Intra grupos 0,1816 8 0,0227

Total (Corr.) 28,0282 11

El StatAdvisor
La tabla ANOVA descompone la varianza de Col_2 en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente
dentro-de-grupos. La razdn-F, que en este caso es igual a 408,907, es el cociente entre el estimado entre-grupos y el

estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia
estadisticamente significativa entre la media, con un nivel del 95,0% de confianza. Para determinar cuales medias son

significativamente diferentes de otras, seleccione Pruebas de Multiples Rangos, de la lista de Opciones Tabulares.
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