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1. RESUMEN

La Cueva de los Tayos se encuentra ubicada al sureste del Ecuador, en la
provincia de Morona Santiago. Su acceso es limitado por diversos factores que se
establecen en la zona, de manera que se dificulta la investigacion cientifica. En
noviembre de 2018, el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Ciencias
Biologicas de la PUCE, formo parte de una expedicion exploratoria a esta cueva,
liderada por el M. Sc. Santiago Burneo, en la que se colectaron muestras de suelo,
agua, ambiente y pared con la finalidad de identificar la diversidad microbiana
presente en la Cueva y los potenciales usos biolégicos de los microorganismos
encontrados. Se identificaron 37 aislados bacterianos a través de Matrix-assisted
laser desorption-ionization-time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF). Fueron
seleccionadas cuatro bacterias con potencial actividad antifungica: Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y Breviacillus parabrevis. Se
realizaron ensayos de antagonismo microbiano basados en la capacidad inhibitoria
de los aislados bacteriano frente al crecimiento fangico de dos hongos
fitopatdgenos: Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum en tres temperaturas: 21 °C,
25 °Cy 28 °C; considerando el rango de temperaturas Optimas de los organismos
analizados. Se encontré que Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis y Brevibacillus
parabrevis presentaron antagonismo medio y antagonismo positivo con Botrytis
cinerea, a las tres temperaturas a excepcién de Bacillus pumilus, ya que, solamente
presentdé antagonismo positivo a 25 °C y a 28 °C. Por otro lado, se obtuvo que
Bacillus licheniformis y Brevibacillus parabrevis presentaron antagonismo medio
para Fusarium oxysporum a 21 °C y 25 °C, respectivamente. Finalmente,
Lysinibacillus fusiformis se caracterizé por ser un antagonista negativo con
porcentaje de inhibicion menor al 10% para Botrytis cinerea a las tres temperaturas,
mientras que para Fusarium oxysporum fue una antagonista bajo a 21 °C y 25 °C,
y un antagonista negativo a 28 °C. Se concluye que Bacillus pumilus, Bacillus
licheniformis y Brevibacillus parabrevis son efectivas controlando a Botrytis cinerea
y con respecto a Fusarium oxysporum, se observé que Bacillus licheniformis y
Brevibacillus parabrevis son eficientes para el control de este hongo. Por ultimo, se
reporté que Lysinibacillus fusiformis no tuvo efecto antagénico eficiente contra los
dos hongos.

Palabras clave: antagonismo bacteriano, temperatura, hongos patdgenos,
Cueva de los Tayos, bacterias antagonistas.



2. ABSTRACT

The Tayos Cave is located in southeastern Ecuador, in Morona Santiago
province. Its access is limited due to several factors of the area, making it difficult to
conduct scientific research. In November 2018, Santiago Burneo M. Sc. led an
exploratory expedition with the Laboratory of Microbiology from the School of
Biological Sciences of PUCE to this cave. There, samples of soil, water, and
environment were collected with the main purpose of identifying microbial diversity
in the cave, and their possible biological uses. There were 37 bacteria identified
through matrix-assisted desorption-ionization-time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF). Four bacteria with possible antifungal activity were selected: Bacillus
licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis and Breviacillus parabrevis.
Microbial antagonism assays for inhibitory capacity of bacterial isolates were tested
against fungal growth for two phytopathogenic fungi: Botrytis cinerea and Fusarium
oxysporum; at three optimal temperatures: 21 °C, 25 °C and 28 °C. Bacillus pumilus
showed antagonism towards Botrytis cinerea at 25 °C and 28 °C; the remaining
species (Bacillus licheniformis and Brevibacillus parabrevis), however, showed an
effective antagonism at the three temperatures tested. Meanwhile, Bacillus
licheniformis and Brevibacillus parabrevis presented medium antagonism towards
Fusarium oxysporum at 21 °C and 25 °C, respectively. Finally, Lysinibacillus
fusiformis was characterized as a negative antagonist with an inhibition percentage
less than 10% for Botrytis cinerea at the three optimal temperatures tested. As
opposed to its biological activity towards Fusarium oxysporum, categorizing it as a
low antagonist at 21 °C and 25 °C and a negative antagonist at 28 °C. In conclusion,
Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis and Brevibacillus parabrevis are effective
antagonists against Botrytis cinerea. As to Fusarium oxysporum, Bacillus
licheniformis and Brevibacillus parabrevis were the ones who better controlled its
growth. Finally, it was found that Lysinibacillus fusiformis had no antagonistic effect

against Fusarium oxysporum and Botrytis cinerea.

Keywords: bacterial antagonism, temperature, pathogenic fungi, Tayos cave,

antagonistic bacteria.



3. INTRODUCCION

3.1 CUEVADELOSTAYOS

La Cueva de los Tayos se encuentra ubicada en la selva tropical al sureste
de Ecuador, en la provincia de Morona Santiago. Esta cueva se caracteriza por ser
de formacion karstica; es decir, se constituye principalmente de piedra caliza. Esta
piedra se forma por el contacto de agua y piedras carbonatadas y sulfatadas, dando
lugar a rocas estalactitas y estalagmitas. La Cueva de los Tayos tiene una
profundidad de 201 m y 4800 m de largo. Su nombre se debe a un ave nocturna,
Steatornis caripensis, que habita en esta cueva, conocida cominmente como tayo

0 pajaro aceitoso (Constantin, Toulkeridis, Moldovan, Villacis y Addison, 2018).

Los organismos que habitan en cuevas han desarrollado adaptaciones
especiales para poder vivir en condiciones de oscuridad, alta humedad, variaciones
de temperatura, entre otras. Estas condiciones no se observan en otros habitats,
haciendo de las cuevas lugares excepcionales para la investigacion biologica.

Son pocos los reportes con un analisis biolégico completo de su diversidad
y mucho menos un andlisis microbioldgico; principalmente, porque la cueva tiene
un acceso limitado tanto por su ubicacion, entorno y por el control gubernamental
gue se establece en la zona, lo que limita también la investigacion geoldgica,

arqueoldgica, biolégica, entre otras (Constantin et al., 2018).

En noviembre de 2018, el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de
Ciencias Biologicas de la PUCE, formé parte de una expedicion multidisciplinaria a
la Cueva de los Tayos, organizada por el M. Sc. Santiago Burneo; con la finalidad
de identificar la diversidad microbiana presente en la cueva. Se identificaron 37
cepas bacterianas, de las cuales se seleccionaron cuatro bacterias Gram positivas,
con potencial antifingico: Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus

fusiformis y Brevibacillus parabrevis.



3.2 BACTERIAS CON POTENCIAL ANTIFUNGICO

3.2.1 Bacillus pumilus

Bacilo Gram positivo aerobio, comunmente aislado de suelo y otros
ambientes como alimentos y muestras clinicas. La morfologia colonial es variable,
ya que, puede ser rugosa e irregular con margenes ondulados pero la mayoria son
lisas y opacas. El tamafio de las colonias es de 0,6- 0,7 por 2,0- 3,0 um. Esta
bacteria puede crecer a una temperatura minima entre 5 °C y 15 °C hasta una
temperatura maxima entre 40 °C a 50 °C. Con respecto a su actividad antifungica

se ha reportado que esta especie puede degradar la quitina (Logan y Vos, 2015a).

3.2.2 Bacillus licheniformis

Bacilo Gram positivo anaerobio facultativo, cominmente aislado de suelo.
Las colonias son de forma redonda a irregular, con un diametro entre 2 a 4 mm.
Estas son de color blanquecino y puede volverse cremoso o marron. En medios
enriquecidos con carbohidratos que contienen hierro, las colonias son mucosas y
de color rojizo. Ademas, presentan un margen ondulado. Esta bacteria puede
crecer en un rango de temperatura entre 15 °C a 55 °C. Con respecto a la actividad
antifangica, al igual que B. pumilus, también posee la capacidad de degradar la

quitina (Logan y Vos, 2015a).

3.2.3 Lysinibacillus fusiformis

Bacilo Gram positivo aerobio estricto, cominmente aislado del suelo. Las
colonias son opacas y lisas. Esta bacteria crece entre 17 °C a 37 °C (Logan y Vos,
2015a). En relacion a la actividad antifingica, se ha visto que esta bacteria es eficaz
controlando a una amplia gama de patdgenos flungicos de plantas, mediante la

produccion de quitinasas (Singh et al., 2012).

3.2.4 Brevibacillus parabrevis

Bacilo Gram positivo aerobio estricto, produce colonias planas, lisas y de

color gris amarillento. El tamafio de estas es de 0,5- 0,9 um por 2,0- 4,0 um. La



temperatura de crecimiento se encuentra entre 15 °C a 50 °C y es aislado
mayormente de muestras clinicas (Logan y Vos, 2015b).

Se ha reportado que las especies del género Brevibacillus han sido una
fuente de péptidos antimicrobianos, siendo asi usadas en el ambito clinico y como
agentes del biocontrol (Panda et al., 2014).

3.3 BIOCONTROL

El biocontrol se define como el uso de organismos vivos para suprimir la
poblacién de un organismo plaga especifica haciéndola menos abundante o menos
dafiina (Haek y Eilenberg, 2018).

El antagonismo es una técnica derivada del biocontrol que se usa
principalmente para describir a microorganismos que atacan a patdgenos de
plantas y se define como la inhibicién, deterioro o muerte de un organismo por

accion de otro (Pérez, Gonzales y Muiioz, 2014).

De esta forma, existen diferentes tipos de interacciones entre el antagonista
y el patdégeno, como por ejemplo la produccién de antimicrobianos para matar a los
competidores (antibiosis), otra manera es la de parasitar al patdgeno
(micoparasitismo) y también la competencia por nutrientes o espacio, asi

suprimiendo a este (Haek y Eilenberg, 2018).

Se ha visto la necesidad de reemplazar a los fungicidas sintéticos con
técnicas alternativas como el biocontrol, ya que, los residuos de estos quimicos son
toxicos para humanos y para el medio ambiente (Chen, Wang, Gao, Gao y Zhang,
2019).

3.4 Botrytis cinerea
Las especies del género Botrytis son responsables de grandes pérdidas de

cultivos econdmicamente importantes. La mayoria de especies presentan un rango

de hospederos limitados, ya que, atacan a pocas plantas ya sean



monocotiledéneas o dicotiledoneas. Por otro lado, B. cinerea infecta a
monocotileddneas, dicotiledéneas, también a gimnospermas, pteridofitas, briofitas
y macroalgas. Por lo que B. cinerea es la especie mas importante y comun dentro
del género Botrytis (Fillinger y Elad, 2016).

Botrytis cinerea es un hongo patégeno necrotréfico, agente causal del moho
gris en mas de 1000 especies de plantas que representa pérdidas econémicas de
mas de 1000 millones de euros a nivel mundial. Este hongo ocasiona deterioro
posterior a la cosecha de frutas, como las uvas, fresas, tomate, manzana, rosas,
entre otras. Las epidemias de este hongo ocurren generalmente en campos

abiertos, huertos e invernaderos con alta humedad (Fillinger y Elad, 2016).

Una caracteristica importante de B. cinerea, es que no es especifico del tipo
de hospedero y la virulencia varia en diferentes hospederos de plantas. Debido a
gue este hongo posee un amplio espectro de hospederos, asi causando pérdidas
significativas, ha sido considerado como el segundo patdgeno fungico mas

importante a nivel mundial (Chen et al., 2019).

3.4.1 CONTROL DE Botrytis cinerea

El control de B. cinerea esta vinculado principalmente a pesticidas quimicos,
ademas del manejo cultural como limitar la humedad alrededor de la planta,
también extractos vegetales y antagonistas (Fillinger y Elad, 2016).

El manejo cultural también incluye la reduccion en la densidad de la siembra,
el manejo del dosel para permitir mayor ventilacion, calentamiento solar de
invernaderos, evitar la cosecha en dias lluviosos, entre otros. Sin embargo, una
combinacion de tratamientos puede llegar a ser mas efectivo, es decir, el manejo

cultural y un uso minimo de fungicidas (Fillinger y Elad, 2016).

3.5 Fusarium oxysporum

El género Fusarium posee varias especies patdogenas de importancia a nivel

mundial de plantas, animales y también de humanos. Con respecto a los cultivos



de importancia econdmica estas especies tienen graves efectos como clorosis,
necrosis, caida prematura de las hojas y marchitez de la planta (Khan, Maymon y
Hirsch, 2017).

Las especies de Fusarium presentan una alta especificidad del hospedero y
se han identificado mas de 120 formae speciales, es decir formas especificas del
hospedero. Dentro de este género F. oxysporum es una de las especies que
registra mayores pérdidas economicas (Michielse y Rep, 2009).

Fusarium oxysporum es un hongo saprofito que se encuentra en el suelo y
en la rizésfera de las plantas. Este hongo penetra la raiz de la planta y provoca la
pudricion y también invade el sistema vascular. Cuando penetra los vasos del
xilema, provoca el marchitamiento de la planta, ya que, no permite el movimiento

de agua en los haces vasculares (Fravel, Olivain y Alabouvette, 2003).

3.5.1 CONTROL DE Fusarium oxysporum

El manejo de F. oxysporum se lleva a cabo por dos técnicas. La primera y
mayormente usada es la fumigacion quimica del suelo antes de sembrar las
plantas, en donde se usan quimicos con el bromuro de metilo, que es perjudicial y

toxico para el medio ambiente (Fravel et al., 2003).

La segunda es el manejo de este hongo por el cultivo de variedades
resistentes de plantas a través del fitomejoramiento; sin embargo, una desventaja
de esta técnica es el tiempo que se requiere para el desarrollo de estas variedades,
ademas la resistencia no es permanente, ya que, el patdbgeno siempre esta
evolucionando y supera la resistencia de la planta hospedero. De esta forma los
fungicidas sintéticos siguen siendo la manera mas barata, facil y efectiva de usar
(Khan et al., 2017).



3.6 OBJETIVOS

3.6.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antagonista de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus,
Lysinibacillus fusiformis y Brevibacillus parabrevis, bacterias procedentes de la
Cueva de los Tayos, frente a dos hongos fitopatdégenos, Botrytis cinerea y Fusarium

oxysporum a diferentes temperaturas.

3.6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la eficiencia de Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis Lysinibacillus
fusiformis y Brevibacillus parabrevis, bacterias procedentes de la Cueva de
los Tayos, para el control de Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum.

e Determinar la mejor temperatura del efecto antagénico de Bacillus pumilus,
Bacillus licheniformis, Lysinibacillus fusiformis y Brevibacillus parabrevis
frente a Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum.

e Realizar el andlisis estadistico de datos.



4, MATERIALES Y METODOS

4.1 MUESTREO E IDENTIFICACION DE BACTERIAS EN LA CUEVA DE
LOS TAYOS

El muestreo fue realizado por la M. Sc. Camila Cilveti y el Ph.D. Jaime
Costales en la Cueva de los Tayos. Durante la expedicion realizada del 14 al 16 de
noviembre de 2018. Se tomaron muestras de ambiente, suelo, agua e hisopados
de las paredes en zonas conocidas como Sumidero, Daylight, Domo y Bosque de

estalagmitas y estalactitas.

Las muestras fueron enviadas para analisis microbioldgico de ambientes por
sedimentacion y analisis de superficies por hisopado en DISerLAB donde se usaron
técnicas estandares para recuento de mohos y levaduras, recuento de mesdfilos
aerobios, recuento de bacterias fijadoras de Nitrégeno, nUmero mas probable de
coliformes totales y E. coli. El reporte de este andlisis se encuentra adjunto (Anexo
1). Las placas con crecimiento bacteriano fueron nuevamente encaminadas al
Laboratorio de Microbiologia de la Escuela de Ciencias Biologicas para la
identificacion de las bacterias. Para esto se procedi6 a reactivar en Agar Sangre y
la incubacion se realizé a 37 °C por 24 horas (DIPCO, 1945). Posteriormente, cada
colonia bacteriana se reaislo en agar nutriente para la identificacion de las especies
por espectrometria de masas (MALDI- TOF). Esta prueba fue realizada por el Dr.
Henry Parra de URANTICORP en Guayaquil, Ecuador.

4.2 MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

Las cepas fueron conservadas en agar nutriente con crecimiento por 24 h a
37 °C en tubos 10x120 mm con tapa de caucho hermética. Estos cultivos son
mantenidos en recipientes cerrados a temperatura ambiente. Adicionalmente, las
cepas también fueron conservadas por congelamiento. Para esto, las cepas fueron
cultivadas en 5 ml de caldo infusion cerebro corazon (BHI) a 37 °C por 24 h. Se
adiciond 30% de glicerol estéril, asi se obtuvo alicuotas de 1ml fueron transferidas

a microtubos estériles, en seis copias, para ser congeladas, tres copias a -20 °C y
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tres copias a -85 °C. De esta manera se establecio una bacterioteca en temperatura

ambiente y otra en congelamiento.

4.3 POBLACION DE ESTUDIO

En este estudio se usaron cuatro cepas bacterianas de la Cueva de los
Tayos de suelo, identificadas como Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis,
Lysinibacillus fusiformis y Brevibacillus parabrevis. Con nimeros de CBQCA 5588,
5589, 5599 y 5613, respectivamente.

Con respecto a los hongos, F. oxysporum fue donado por la Mtr. Jeniffer
Yanez, docente de la PUCE. Mientras que B. cinerea aislado de botones de rosa

fue proporcionado por la Lcda. Vismeli Santana del DISerLAB.

4.4 VARIABLES DE ESTUDIO

Para la determinacion del efecto de la temperatura en la accién antagonista
de Botrytis cinerea y Fusarium oxysporum, se probaron a tres diferentes
temperaturas: 21 °C, 25 °Cy 28 °C, debido a que las bacterias y los hongos usados
en este estudio, presentan un Optimo crecimiento dentro de este rango de
temperatura (Fillinger y Elad, 2016; Logan y Vos, 2015a). Para lo cual B. cinerea y

F. oxysporum se probaron a 25 °C (temperatura ambiente), 21 °C y 28 °C.

45 PRUEBA DE ANTAGONISMO

Los hongos fitopatdgenos, B. cinerea y F. oxysporum, se sembraron en Agar
Papa Dextrosa (PDA) y se incubaron durante siete dias a 21 °C, 25 °C y 28 °C. En
el caso de las bacterias, estas se cultivaron en Infusiéon de Cerebro Corazén (BHI,
por sus siglas en inglés) por 24 horas, sometidas a agitaciéon de 150 rpm en un
agitador con bafio Maria a 30 °C. La concentracion de bacterias se ajust6 a 1,5x108
UFC/ml, tomando de referencia el tubo 0,5 de la escala Mc Farland (Rojas,
Sanchez, Rosales y Lugo, 2017), con una absorbancia entre un rango de 0,616 y
0,632 (Figura 1).
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Figura 1. Proceso de inoculacion de cada aislamiento bacteriano en Agar
Papa Dextrosa (PDA). A, medida para establecer la concentracién bacteriana
ajustada a 1,5x108 UFC/ml, tomando como referencia el tubo 0,5 de la escala Mc
Farland; B, distribucion uniforme de cada aislado bacteriano en la placa de PDA
con la ayuda de un asa de Drigalsky.

Posteriormente se sembré por superficie 100 pl de cada cultivo bacteriano y
con la ayuda de un asa de Drigalsky en la placa de PDA (Figura 1). Se dejo secar
durante 10 min. A continuacion se colocé un cilindro de 4 mm de cada hongo (Figura
2), que inicialmente fue cultivado en PDA, con la ayuda de un obturador de vidrio
(Rojas et al., 2017; Silva, 2018).
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Figura 2. Traspaso del hongo patdégeno a la placa de Agar Papa Dextrosa
(PDA). La placa de PDA contenia previamente la cepa bacteriana y el traspaso se
realizé con la ayuda de un obturador de vidrio de 4 mm

Las placas se incubaron a las tres temperaturas indicadas anteriormente (21,
25 y 28 °C). Se realizaron 5 repeticiones por cada temperatura. Se determiné la
accion antagoénica de las bacterias usadas a través de la medicién del didmetro del
crecimiento del hongo patdgeno en presencia del aislado bacteriano. Las lecturas
de las pruebas de antagonismo se realizaron diariamente por 11 dias. El porcentaje

de inhibicién se midié con la siguiente formula:

% de inbhicion del crecimiento

(&rea micelial de control — &rea micelial con tratamiento) 200
= X

area micelial de control
(Martinez et al., 2014).

De acuerdo al porcentaje de inhibicibn obtenido en los ensayos, se

clasificaron a las bacterias segun Constanza et al. (2011), como antagonista:

e Negativo: ausencia de inhibiciébn o un porcentaje menor al 10% y un
crecimiento fangico similar al tratamiento control.
e Bajo: zona de inhibicion con un porcentaje entre el 10-39% y una

disminucion en el crecimiento de la colonia fangica.
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e Medio: zona de inhibicion con un porcentaje entre el 40-69% y una
disminucién en el crecimiento de la colonia fungica.
e Positivo: zona de inhibicion marcada con un porcentaje entre el 70-
100%.
En este estudio, se escogieron a los antagonistas medios y positivos como

efectivos para el control de estos dos hongos patdgenos.
4.6  ANALISIS DE DATOS
Para el andlisis estadistico se realizé6 un ANOVA de dos vias y una prueba

post hoc Tukey mediante el software estadistico R, J. Anzieta (comunicacion

personal, 6 de septiembre de 2019).
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5. RESULTADOS

5.1 PRUEBAS DE ANTAGONISMO INDIVIDUALES IN VITRO FRENTE A
Botrytis cinerea

La prueba con B. cinerea reportd que B. pumilus, B. licheniformis y B.
parabrevis, fueron los antagonistas mayormente efectivos a las tres temperaturas
a excepcion de B. pumilus que es eficiente solamente a 25 °Cy a 28 °C, mas no a
21 °C (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de los 4 aislados expuestos a 21 °C, 25 °C
y 28 °C frente a Botrytis cinerea

5.1.1 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Bacillus pumilus

Como se menciond anteriormente, B. pumilus presentd un porcentaje de
inhibicién efectivo a dos de las tres temperaturas probadas, siendo antagonista
medio a 25 °C y a 28 °C, con porcentajes de 43,8% y 58,7% respectivamente.
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Mientras que a 21 °C es un antagonista bajo con un porcentaje de 38,3% (Figura
3).

De esta forma se puede observar que a la mejor temperatura que actua B.
pumilus es a 28 °C y en la Figura 4 (C4) se puede notar, como se inhibe el

crecimiento de B. cinerea, comparando con el control (Figura 4, C5).

5.1.2 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Bacillus licheniformis

En relacion a B. licheniformis, se observa que a las tres temperaturas
probadas fue un antagonista efectivo, siendo positivo a los 28 °C con un porcentaje
del 83,9%, y en relacion a las otras bacterias, este fue el porcentaje mas alto que
se obtuvo para el control del crecimiento de B. cinerea en general. Sin embargo, a
21 °C y 25 °C, B licheniformis es un antagonista medio, con un porcentaje de

inhibicion del 67,3% y 66,4%, respectivamente (Figura 3).

De esta forma se puede observar en la Figura 5 (C4), que B. licheniformis a
28 °C, presenta una alta inhibicion contra B. cinerea, siendo asi, una bacteria

efectiva.

5.1.3 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Lysinibacillus fusiformis

Por otro lado Lysinibacillus fusiformis no fue un antagonista efectivo
controlando a B. cinerea, ya que, a 21 °C 25 °Cy 28 °C es un antagonista negativo
con un porcentaje de 0% para 21 °C y 25 °C, mientras que para 28 °C con un 1,7%
(Figura 3).

De esta forma se observa una ausencia de inhibicion (Figura 6, A4, B4y C4),
debido a que, el crecimiento de la colonia del hongo patégeno fue similar a la del
tratamiento control (Figura 6, A5, B5, C5), ademas esto se evidencia en las medidas
del diametro en la Tabla 1.
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Figura 4. Observaciéon de antagonismo de Bacillus pumilus frente a Botrytis cinerea a las tres temperaturas probadas. A,
Bacillus pumilus expuesto a 21 °C; B, Bacillus pumilus expuesto a 25 °C; C, Bacillus pumilus expuesto a 28 °C; (1) enfrentamiento
dia 3, (2) enfrentamiento dia 5, (3) enfrentamiento dia 7, (4) enfrentamiento dia 11, (5) control dia 11.
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Figura 5. Observacidon de antagonismo de Bacillus licheniformis frente a Botrytis cinerea a las tres temperaturas probadas.
A, Bacillus licheniformis expuesto a 21 °C; B, Bacillus licheniformis expuesto a 25 °C; C, Bacillus licheniformis expuesto a 28 °C; (1)
enfrentamiento dia 3, (2) enfrentamiento dia 5, (3) enfrentamiento dia 7, (4) enfrentamiento dia 11, (5) control dia 11. En circulo rojo
se sefala el crecimiento del hongo donde se dificulta ver por efecto de condensacion en la tapa de la placa Petri.
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Figura 6. Observacion de antagonismo de Lysinibacillus fusiformis frente a Botritys cinerea a las tres temperaturas
probadas. A, Lysinibacillus fusiformis expuesto a 21 °C; B, Lysinibacillus fusiformis expuesto a 25 °C; C, Lysinibacillus fusiformis
expuesto a 28 °C; (1) enfrentamiento dia 3, (2) enfrentamiento dia 5, (3) enfrentamiento dia 7, (4) enfrentamiento dia 11, (5) control
dia 11. En circulo rojo se sefiala el crecimiento del hongo donde se dificulta ver por efecto de condensacion en la tapa de la placa
Petri.
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Tabla 1. Porcentaje promedio de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y
Breviacillus parabrevis sobre Botrytis cinérea

Porcentaje de inhibicion

Tempe- Clasifi-

Bacteria ratura Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 -
°C cacion

21 50,5+17,7 81,1#55 82,9+44 844+56 81,9+45 753+37 71,8+25 67,3+4,8 52,0+18,7 459+18,6 38,3+11,3 Bajo

B. pumilus 25 35,0£20,8 70,3+11,2 77,751 83,8+42 82,6£2,5 80,7+40 74,863 72,3%92 650132 59,1+18,6 43,8+21,7 Medio
28 15,3+155 63,1+12,5 64,8+152 75,3+3,1 76,7+6,5 76,6+12,5 74,8+16,1 75,9+16,2 73,0+16,0 68,7+18,8 58,7+22,1 Medio

21 295+254 73,6£3,3 79,5+2,1 82,344 80,7¢53 79,3+53 76,0+7,8 73,6x8,8 70,1+10,3 68,7t11,4 67,3x12,9 Medio

B. licheniformis 25 1294108 69,4460 754459 815#51 80,5#89 79,1+85 73,7+109 67,0484 64,0+14,7 633+14,1 66,4+18,4 Medio
28 1,8+4,1 49,9+13,4 61,4+12,9 71,2483 78,128 81,0+2,1 81,8+16 82,7+16 84,3+2,3 842+23  8309+1,9  Positvo
21 54,7+16,4 67,2¢9,7 52,0+16,7 40,3%9,3 30,1+6,8 8,5+10,2 1,2+2,6  0,0+0,0 0,000  0,0%0,0 0,0£0,0  Negativo
L. fusiformis 25 49,1#17,6 72,9+11,3 64,3+157 459452 19,5+12,6 8,9+109 1,2#26  0,0£0,0 0,000  0,00,0 0,0¢0,0  Negativo
28 30,7425,6 64,0+14,7 42,6+157 450+26,1 22,3+155 9,7+6,0 8,846,8 6,893  8,9+86  572+7,2 1,7+2,6  Negativo

21 28,7+17,7 71,362 80,9+1,9 851+1,0 854+1,8 835+32 83,3+3,3 83,3+3,3 83,1+3,0 81,9+40 80,2#3,9  Positivo

B. parabrevis 25 13,3+18,8 62,0+13,4 77,5+35 83,4+2,6 83,3+2,3 82,1+3,4 75,3+10,1 73,6+13,7 73,4t13,6 72,9+134 71,5+131 Positivo
28 8,0+17,9 55,7+8,3 63,246 74,9+3,7 79,9+3,2 81,8+43 83,1+45 76,3+7,3 74,7+7.8 762+116 76,2+11,7  Positivo
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5.1.4 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Brevibacillus parabrevis

Se obtuvo que B. parabrevis fue un antagonista positivo a las tres
temperaturas probadas. A 21 °C, la bacteria exhibié un porcentaje de inhibicién del
80,2%, mientras que a 25 °C un porcentaje del 71,5% y a 28 °C un porcentaje del
76,2%. Debido a que B. parabrevis fue un antagonista positivo, a las tres
temperaturas probadas, se considera efectiva, al momento de controlar B. cinerea.
Ademas, se puede observar en la Figura 7, A4, B4 y C4 la alta inhibicion que

produce esta bacteria frente a B. cinerea, en comparacion del control A5, B5 y C5.

5.1.5 Andlisis estadistico de la prueba de antagonismo frente a

Botrytis cinerea

A partir del anadlisis de varianza (ANOVA) realizado, se obtuvo que tanto las
bacterias como las diferentes temperaturas, usadas en este estudio, son
estadisticamente significativas. Las bacterias fueron el factor mayormente
significativo con un valor de P de <2e-16. Estos resultados nos indican que el factor
bacteria y el factor temperatura son importantes al momento de controlar a B.
cinerea. Sin embargo, la interaccién entre estos dos factores no muestra diferencias

significativas (Tabla 2).

En cuanto a la prueba post hoc Tukey realizada con respecto al factor
bacteria (Tabla 3), se observo que B. licheniformis y B. parabrevis presentaron el
mismo efecto mayormente positivo contra B. cinerea. Por otro lado, B. pumilus
mostré un efecto diferente, a pesar de que también se la considera efectiva. No
obstante, L. fusiformis tuvo un efecto diferente a las otras bacterias, sin embargo

fue completamente negativo.

Con respecto a la prueba de Tukey en relacion al factor temperatura (Tabla
4), se determino que 21 °C y 25 °C exhibieron un mismo efecto en el antagonismo
efectuado para B. cinerea, mientras que 28 °C tuvo un efecto diferente, sin

embargo, un poco mas efectivo.
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Figura 7. Observacion de antagonismo de Brevibacillus parabrevis frente a Botritys cinerea a las tres temperaturas
probadas. A, Brevibacillus parabrevis expuesto a 21 °C; B, Brevibacillus parabrevis expuesto a 25 °C; C, Brevibacillus parabrevis
expuesto a 28 °C; (1) enfrentamiento dia 3, (2) enfrentamiento dia 5, (3) enfrentamiento dia 7, (4) enfrentamiento dia 11, (5) control
dia 11. En circulo rojo se sefiala el crecimiento del hongo donde se dificulta ver por efecto de condensacion en la tapa de la placa
Petri.
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Tabla 2. Andlisis de varianza del efecto antagénico de Bacillus licheniformis,
Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y Breviacillus parabrevis con
Botrytis cinerea

Origen de las variaciones Df Pr(<F)
Bacteria 3 <2e-16 ***
Temperatura 2 0,0126 *
Error 54
Total 59

Df, grados de libertad; Pr(<F), valor p

Tabla 3. Prueba post hoc Tukey con respecto al factor bacteria en relacion a
Botrytis cinerea

BACTERIA TUKEY
Brevibacillus parabrevis a
Bacillus licheniformis a
Bacillus pumilus a
Lysinibacillus fusiformis b

a, b, efectos ordenados de acuerdo a su importancia y efectividad

Tabla 4. Prueba post hoc Tukey con respecto al factor temperatura en
relacion a Botrytis cinerea

TEMPERATURA TUKEY
28 a
25 b
21 b

a, b, efectos ordenados de acuerdo a su importancia y efectividad
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5.2 PRUEBAS DE ANTAGONISMO INDIVIDUALES IN VITRO FRENTE A

Fusarium oxysporum

Con respecto a F. oxysporum no se obtuvo ningun antagonista positivo. Sin
embargo, se puede observar que B. licheniformis y B. parabrevis fueron las

bacterias efectivas siendo antagonistas medios a 21 °C y 25 °C, respectivamente.
5.2.1 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Bacillus pumilus

En relacién a B. pumilus se puede observar que a las tres temperaturas se
comporta como antagonista bajo. A 21 °C se obtuvo un porcentaje del 21,9% y a
28 °C un 21,6% de inhibicion, mientras que a 25 °C present6 un 26,4% (Figura 8).
De esta forma se considera a B. pumilus como un mal controlador de F. oxysporum.
Ademas, se puede observar que existe una disminucion en el crecimiento de la

colonia fangica (Figura 9).
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Figura 9. Observacién de antagonismo de Bacillus pumilus frente a Fusarium oxysporum a las tres temperaturas probadas.
A, Bacillus pumilus expuesto a 21 °C; B, Bacillus pumilus expuesto a 25 °C; C, Bacillus pumilus expuesto a 28 °C; (1) enfrentamiento
dia 3, (2) enfrentamiento dia 5, (3) enfrentamiento dia 7, (4) enfrentamiento dia 11, (5) control dia 11
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5.2.2 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Bacillus licheniformis

B. licheniformis se presentd como un antagonista medio a 21 °C con un
40,2% de inhibicién. Por otro lado, fue un antagonista bajo a 25 °C y a 28 °C, con
un 33,9% y 24,7% de inhibicion, respectivamente (Figura 8). Sin embargo, se puede
observar que si existe una pequefa inhibicion micelial (Figura 10). Asimismo, cabe
recalcar que a 21 °C, se obtuvo el porcentaje minimo para que sea un antagonista

medio.

5.2.3 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Lysinibacillus fusiformis

L. fusiformis al igual que B. cinerea es la bacteria menos eficiente, en
comparacion de las otras bacterias, al momento de controlar F. oxysporum. Debido
aque a 21 °Cy a 25 °C se comporta como un antagonista bajo con un porcentaje
de 11,1% y 12,9% de inhibicion, respectivamente. Mientras que a 28 °C es un
antagonista negativo con un porcentaje del 5,6% de inhibicién (Figura 8).

Ademas se puede observar (Figura 11) que, el crecimiento de la colonia
fungica es similar a la del tratamiento control (Tabla 5). De esta forma se deduce

que L. fusiformis no es éptima para el control de hongos patdégenos.

5.2.4 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Brevibacillus parabrevis

Por dltimo, B. parabrevis fue una bacteria efectiva solamente a los 25 °C,
siendo un antagonista medio con un 40,9% de inhibicion. A 21 °C y 28 °C es un

antagonista bajo con un 33,2% y 27,3% respectivamente (Figura 8).

A pesar de que en la Figura 12, se observa una zona de inhibicion
considerable, esto se debe a que todo el micelio no es visible, a consecuencia de

gue este crecia débilmente.
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Figura 10. Observacién de antagonismo de Bacillus licheniformis frente a Fusarium oxysporum a las tres temperaturas
probadas. A, Bacillus licheniformis expuesto a 21 °C; B, Bacillus licheniformis expuesto a 25 °C; C, Bacillus licheniformis expuesto
a 28 °C; (1) enfrentamiento dia 3, (2) enfrentamiento dia 5, (3) enfrentamiento dia 7, (4) enfrentamiento dia 11, (5) control dia 11. En
circulo rojo se sefala el crecimiento del hongo donde se dificulta ver por efecto de condensacion en la tapa de la placa Petri.
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Figura 11. Observacién de antagonismo de Lysinibacillus fusiformis frente a Fusarium oxysporum a las tres temperaturas
probadas. A, Lysinibacillus fusiformis expuesto a 21 °C; B, Lysinibacillus fusiformis expuesto a 25 °C; C, Lysinibacillus fusiformis
expuesto a 28 °C; (1) enfrentamiento dia 3, (2) enfrentamiento dia 5, (3) enfrentamiento dia 7, (4) enfrentamiento dia 11, (5) control
dia 11. En circulo rojo se sefiala el crecimiento del hongo donde se dificulta ver por efecto de condensacion en la tapa de la placa
Petri.



29

Tabla 5. Porcentaje promedio de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y
Breviacillus parabrevis sobre Fusarium oxysporum

Porcentaje de inhibicién

Tempe- Clasifi-
Bacteria ratura Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 cacion
°C
21 53,8+13,1 34,3+17,7 35,8+14,9 39,3+10,0 29,1+8,2 26,4+8,6 24,5+8,9 23,6+9,8 19,3+12,1 18,7+11,3 21,9+65 Bajo
B. pumilus 25 42,2+14,0 38,8+159 50,0#6,1 39,6+18,4 40,5+10,6 40,0+17,7 31,7+16,3 27,6%9,7 20,7+16,2 23,1+153 26,4+8,1 Bajo
28 42,7+11,0 43,6464 42,4+6,3 24,7+8,3 27,649,9 247+8,0 29,3%93 33,1+20,5 26,4+23,6 24,2+234 21,6165 Bajo
21 14,8+255 24,1+13,4 42,8+8,0 42,1+16,1 41,9+17,9 46,3+17,7 39,4+11.4 37,2+10,0 34,3+13,0 34,4+13.8 40,2+8,7 Medio
B. licheniformis 25 12,5+¢12,5 33,5+12,4 37,9+16,5 40,2+125 435+17,2 42,4+18,6 36,7+17,0 38,1+11,6 34,1492 31,0+10,2 33,9+153 Bajo
28 8,8+12,2 42,2487 50,6221,9 40,5+17,8 37,0£18,9 40,5+19,1 35,9+21,1 31,3+22,2 27,7+232 24,8+223 247+240 Bajo
21 55,2+13,3 36,0+25,8 39,5+27,3 282+42 21,7463 212+47 21,841 16,4+7,9 151+14,0 12,6+12,1 11,1+10,3 Bajo
L. fusiformis 25 47,3+19,4 42,1+8,8 30,2480 20,6%59 23,4462 19,2+6,0 19,0t8,4 11,4+11,3 11,2+8,1 11,8+3,3 12,9+3,3 Bajo
28 51,9+12,0 32,0£26,5 21,8+14,6 26,0+154 26,4+20,8 28,6+222 17,9+11,8 16,1+64 13,4+6,3 9,4+10,9 5,6+8,4 Negativo
21 10,0+12,4 20,3+17,0 37,6+13,0 46,9+13,6 40,7+14,8 456+154 46,3+11,2 44,1+4,7 30,6+16,1 28,6+195 33,2+16,4 Bajo
B. parabrevis 25 12,8+12,9 29,6+19,7 36,5+7,3 35,9+10,8 39,4+16,4 39,5+22,8 41,1+231 442+116 38,4497 36,6+13,6 40,9+11,8 Medio
28 9,5+13,4 30,7+155 41,9+10,5 36,8+20,1 27,9+22,7 30,6224,4 29,5+19,1 31,7422,4 29,2129 28,9+11,2 27,3+152 Bajo
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Figura 12. Observaciéon de antagonismo de Brevibacillus parabrevis frente a Fusarium oxysporum a las tres temperaturas
probadas. A, Brevibacillus parabrevis expuesto a 21 °C; B, Brevibacillus parabrevis expuesto a 25 °C; C, Brevibacillus parabrevis
expuesto a 28 °C; (1) enfrentamiento dia 3, (2) enfrentamiento dia 5, (3) enfrentamiento dia 7, (4) enfrentamiento dia 11, (5) control

dia 11.
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5.2.5 Andlisis estadistico de la prueba de antagonismo frente a

Fusarium oxysporum

A partir del andlisis de varianza realizado, al igual que con B. cinerea, se
obtuvo que tanto las bacterias como las diferentes temperaturas, usadas en este
estudio, son estadisticamente significativas. Las bacterias fueron el factor
mayormente significativo con un valor de P de 1,01le-05. Estos resultados nos
indican que el factor bacteria y el factor temperatura son importantes al momento
de controlar a F. oxysporum. Sin embargo la interaccion entre estos dos factores

no muestra diferencias significativas (Tabla 6).

En cuanto a, la prueba post hoc Tukey realizada con respecto al factor
bacteria (Tabla 7), se observé que B. pumilus, B. licheniformis y B. parabrevis
presentaron el mismo efecto contra F. oxysporum, sin embargo este, no es tan alto.
Por otro lado, L. fusiformis mostré un efecto diferente, siendo bajo, con respecto a

las otras bacterias.

Con respecto a la prueba de Tukey en relacion al factor temperatura (Tabla
8), se determind que 21 °C exhibié un efecto similar a 25 °C y 28 °C en el
antagonismo efectuado para F. oxysporum, a pesar de que 25 °C presento un mejor

efecto que las otras temperaturas.

Tabla 6. Analisis de varianza del efecto antagonico de Bacillus licheniformis,
Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y Brevibacillus parabrevis con
Fusarium oxysporum

Origen de las variaciones Df Pr(<F)
Bacteria 3 1.01e-05 ***
Temperatura 2 0.0238 *
Error 54
Total 59

Df, grados de libertad; Pr(<F), valor P
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Tabla 7. Prueba post hoc Tukey con respecto al factor bacteria en relacion a
Fusarium oxysporum

BACTERIA TUKEY
Brevibacillus parabrevis A
Bacillus licheniformis A
Bacillus pumilus b
Lysinibacillus fusiformis c

a, b, c, efectos ordenados de acuerdo a su importancia y efectividad

Tabla 8. Prueba post hoc Tukey con respecto al factor temperatura en
relacion a Fusarium oxysporum

TEMPERATURA TUKEY
25 a
21 ab
28 b

a, b, efectos ordenados de acuerdo a su importancia y efectividad
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0. DISCUSION

6.1 INTERACCION ANTAGONICA DE LAS BACTERIAS FRENTE A HONGOS

Las interacciones antagonistas han sido explotadas en el area de control
biolégico y la mayoria de estudios se basan en que los antagonistas afectan a los
patdgenos. Sin embargo, las respuestas de los patégenos hacia los agentes de

biocontrol, han recibido poca atencién (Duffy, Schouten y Raaijmakers, 2003).

Las relaciones antagonicas entre bacterias y hongos son las més conocidas
y la manera mas comun de limitar el crecimiento fangico por parte de las bacterias
es la produccién de sustancias antibidticas (Mille-Lindblom, Fischer y Tranvik,
2006).

Las bacterias poseen una gran diversidad y cantidad de estos
antimicrobianos. Por ejemplo, la pirrolnitrina, que es producida por especies de los
géneros Pseudomonas, Enterobacter y Serratia, posee actividad contra
fitopatdgenos de importancia econémica como Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea,

Verticillium dahlie y Sclerotinia sclerotiorum (Duffy et al., 2003).

Bacillus es uno de los principales géneros bacterianos productores de
antibiéticos de amplio espectro, como péptidos, lipopéptidos, aminoglucosidos y

sideroforos (Sansinenea y Ortiz, 2011).

Con respecto al género Lysinibacillus, se ha visto que el mecanismo principal
para inhibir el crecimiento de hongos patégenos es la produccion de quitinasa y 8-
glucanasa, entre otras enzimas (Kavroulakis et al., 2010). Por otro lado, el género
Brevibacillus inhibe el crecimiento de hongos patdgenos a través de la produccion

de una amplia variedad de metabolitos para el biocontrol (Panda et al., 2014).

No obstante, los patégenos a modo de defensa, degradan la sustancia téxica
liberada por el organismo antagonista pero la degradacién es lenta o ineficaz. De

esta forma cuando los patdogenos son expuestos a organismos antagonistas,



34

también pueden desarrollar alguna resistencia, pero es muy lenta o no se desarrolla
(Duffy et al., 2003).

6.2 INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN ENSAYOS DE ANTAGONISMO

La temperatura fue un factor principal en nuestro estudio ya que en algunos
casos si se observan diferencias significativas. En la literatura se menciona que la
temperatura juega un papel importante al momento de controlar un patégeno
debido a que va a depender del antagonista, ya que se ha visto que en algunos
casos a temperaturas bajas algunos antagonistas no pueden desarrollarse de
manera correcta. Mientras que otros antagonistas funcionan mejor a bajas

temperaturas (Mari, Guizzardi y Pratella, 1996).

De esta forma, los antagonistas inhiben el crecimiento de los patégenos, ya
sea secretando sustancias antibidticas o compitiendo por espacio o nutrientes (Mari
et al., 1996).

6.3 PRUEBAS DE ANTAGONISMO INDIVIDUALES IN VITRO FRENTE A

Botrytis cinerea

6.3.1 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Bacillus pumilus

B. pumilus tuvo efecto antagdnico sobre B. cinerea siendo un antagonista
medio a 25 °C y a 28 °C con un porcentaje de 43,8% y 58,7%, respectivamente. A
21 °C, B. pumilus fue un antagonista bajo con un porcentaje del 38,3%. En un
estudio realizado por Mari et al. (1996), sefialan que Bacillus pumilus es uno de los
principales biocontroladores de B. cinerea en la pera, con un porcentaje de
inhibicion mayor al 75% a 20 °C, siendo la Unica temperatura analizada en ese

estudio.

Segun la literatura se sabe que la temperatura juega un papel importante al
momento de controlar un patégeno, ya que, algunos antagonistas a temperaturas

bajas no poseen la capacidad de desarrollarse y alcanzar la concentracion 6ptima
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para un efectivo control (Mari et al., 1996). De esta forma se podria explicar porque

B. pumilus fue mayormente efectiva a 25 °Cy a 28 °C.

Es importante recalcar que en el estudio de Mari et al. (1996), B. pumilus fue
una bacteria enddfita y se menciona que su actividad antifUngica se debe
mayormente a la competencia por nutrientes, mas que a la produccion de
sustancias antibioticas. Esto puede llegar a ser importante, ya que se ha visto que
antes de que inicia la germinacion de algunos hongos como B. cinerea, estos pasan
por una fase saprofitica temporal, de esta forma son mas sensibles a la

competencia por nutrientes.

Sin embargo, se ha reportado la produccién de sustancias extracelulares
como polimeros que provocan la inhibicién de la germinacion y alargamiento de la
hifa germinativa (Duffy et al., 2003). También se sabe, que B. pumilus secreta
quitinasas y son efectivas contra varios patdogenos, ya que, lisan la pared celular de

quitina de hifas maduras, conidios y esclerocios (Ghasemi et al., 2010).

6.3.2 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Bacillus licheniformis

B. licheniformis present6 un efecto antagénico positivo a 28 °C con un
porcentaje del 83,9%, mientras que a 21 °C y a 25 °C se comporté como un
antagonista medio con un porcentaje de 66,4% y 67,3% respectivamente. En un
estudio realizado por Mehetre y Kale (2011), resalta que B. licheniformis puede ser
usada para el control de hongos patdgenos a temperaturas mayores en
comparacién de otros antagonistas como Trichoderma spp, debido a que este
antagonista solo puede funcionar 6ptimamente hasta una temperatura maxima de
25 °C. Por esta razén se podria explicar que B. licheniformis haya funcionado mejor
a 28 °C.

Ademas, en estudios previos (Haidar et al., 2016; Lee et al., 2006), se
comprobd que B. licheniformis es un buen agente de control bioldégico y ain mas
con B. cinerea. Se ha reportado que esta bacteria secreta varias sustancias
extracelulares, que han sido usadas en la industria de la fermentacion por muchos

afios. Ademas, se ha visto que también estas sustancias poseen actividad
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antifingica, como péptidos, biosurfactantes, quitinasa y lacasa (Tang, Hai y Li,
2012).

Adicionalmente, se sabe que B. licheniformis inhibe el crecimiento a B.
cinerea por medio de la formacion de biofilm, por competencia de hierro, produccion
de compuestos orgénicos volatiles (COV), enzimas que degradan la pared celular
y antibiéticos lipopeptidicos. Con respecto a la produccidén de compuestos volatiles,
se ha reportado que B. licheniformis produce cetona, alcohol, aldehido, olefina,
éster, alcano y fenol. Estos compuestos son nuevos agentes para el control de
hongos, y lo mas importante es que son seguros para el ser humano y el medio
ambiente, ademas de que no tiene algun efecto negativo en las plantas hospederas
(Chen et al., 2019).

La produccion de biofilm, juega un papel muy importante en B. licheniformis,
ya que, se considera su principal mecanismo de antagonismo contra hongos
patogenos. El biofilm actia como barrera fisica y quimica al momento de controlar

a los patégenos (Herrera, Grossi, Zawoznik y Groppa, 2016).

La produccién de antibiodticos lipopeptidicos, como iturinas, fenicinas y
surfactinas, solamente tienen efectos inhibitorios sobre los hongos patégenos mas
no en la planta. Ademas, estos antibioticos pueden controlar a los patégenos

fungicos por largos periodos, ya que son estables (Chen et al., 2019).

Estos son los principales modos de accion que presenta B. licheniformis al

momento de inhibir el crecimiento de hongos patdgenos.

6.3.3 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Lysinibacillus fusiformis

L. fusiformis presento actividad antagonica solamente a 28 °C con un 1,7%,
ya que a 21 °C y a 25 °C no se observo inhibicién. A pesar de los resultados
obtenidos en nuestro estudio, se ha reportado que L. fusiformis posee actividad
antifangica contra una amplia gama de patégenos fungicos de plantas. La
produccion de quitinasa es el principal mecanismo, al degradar las paredes

celulares fungicas. Ademas, posee otra caracteristica importante, al ser un
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promotor de crecimiento de las plantas, llegando a ser un 6ptimo biocontrolador
(Singh et al., 2012).

No obstante, se ha visto que las quitinasas son activas en un amplio rango
de temperatura y pH, dependiendo de la fuente de bacterias de las que se han
aislado (Bhattacharya, Nagpure y Gupta, 2008). De esta forma se podria explicar
nuestros resultados, ya que, las temperaturas que se probaron en este estudio

pudieron no ser las éptimas para que este aislado bacteriano secrete quitinasa.

6.3.4 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Brevibacillus parabrevis

B. parabrevis tuvo efecto antagbnico positivo a las tres temperaturas
probadas con un porcentaje del 80,2% a 21 °C, 71,5% a 25 °Cy 76,2% a 28 °C. En
la literatura se indica que, las especies del género Brevibacillus son potenciales
agentes del biocontrol y han sido efectivos controlando a insectos, nematodos.
Ademas, con respecto a la actividad antifngica se tiene pocos reportes de B.
parabrevis; sin embargo, existe un mayor registro de B. laterosporus y B. brevis
(Panda et al., 2014). Por lo cual no hay estudios del efecto de la temperatura en el
efecto antagonico de B. parabrevis.

Algunos péptidos antimicrobianos como la edeina, gramicidina S, tirocidinas,
laterocidinas, entre otros, han sido mayormente reportados de las especies de
Brevibacillus mencionadas anteriormente. Sin embargo, el Unico péptido reportado
para B. parabrevis es la tirocidina (Yang y Yousef, 2018). La tirocidina, posee una
potente actividad antifungica, provocando anormalidades morfolégicas en el micelio
(Lee y Kim, 2015). De esta forma, se presume que este péptido antimicrobiano
influyé en la inhibicién del crecimiento de B. cinerea ya que este fue un antagonista

positivo.
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6.4 PRUEBAS DE ANTAGONISMO INDIVIDUALES IN VITRO FRENTE A

Fusarium oxysporum

6.4.1 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Bacillus pumilus

B. pumilus tuvo un efecto antagonico bajo con un porcentaje de 21,9% a 21
°Cy 21,6% a 28 °C, mientras que a 25 °C un porcentaje de 26,4%. Siendo ineficaz
controlando a F. oxysporum, a pesar de que en la literatura se indica que las
especies del género Bacillus antagonizan directamente a los patdogenos fungicos al
competir por nichos y por nutrientes esenciales o también por producir compuestos
toxicos, como ya se menciond anteriormente con respecto a B. cinerea (Khan et al.,
2017).

No obstante otra forma de inhibir el crecimiento de hongos patégenos es la
produccion de sideréforos por parte de las bacterias como es el caso de B. pumilus
frente a F. oxysporum, promoviendo asi el crecimiento de las plantas de dos
maneras, la primera es el suministro de hierro a la planta y la otra es quitar este

nutriente a los hongos (Khan et al., 2017).

Aungue también se ha reportado que B. pumilus inhibe el crecimiento
micelial de F. oxysporum por medio de metabolitos antifingicos extracelulares
(Gheorghe et al., 2008).

6.4.2 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Bacillus licheniformis

B. licheniformis tuvo un efecto antagdnico medio a 21 °C con un porcentaje
del 40,2%, mientras que a 25 °C y a 28 °C el efecto antagonico fue bajo con

porcentajes de 33,9% y 24,7%, respectivamente.

B. licheniformis ha sido usada para el control biol6gico de F. oxysporum por
su producciéon de enzimas quitinoliticas y su presencia en la rizosfera de cultivos es
beneficiosa, debido a que, suprime a los hongos patégenos de las plantas cerca de
la zona de la raiz. Esto se da por la capacidad de degradar las paredes celulares

fungicas ricas en quitina lo que conlleva a otros efectos secundarios como la
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inhibicion de la germinacion de esporas, puntas hifales y alargamiento del tubo
germinal (Gomaa, 2012).

Ademas, factores como la temperatura influyen en la cantidad de quitinasa
gue puede producir la bacteria y se ha visto que B. licheniformis produce la mayor
cantidad de quitina a 30 °C (Gomaa, 2012). Sin embargo, en este estudio se puede
observar que a menor temperatura (21 °C) se produce una mejor inhibicion del
crecimiento micelial. La temperatura no es el unico factor que influye en la inhibicion
del crecimiento micelial puede también deberse al pH, las condiciones de
incubacion, la presencia de iones metalicos, entre otros. Factores que son

importantes para la buena produccién de la quitina (Gomaa, 2012).

No obstante, se ha identificado una proteina denominada F2 que es eficiente
inhibiendo a F. oxysporum (Tang-Bing et al., 2012).

6.4.3 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Lysinibacillus fusiformis

L. fusiformis present6 una actividad antagénica baja y negativa ya que a 21
°Cy a 25 °C exhibi6 un porcentaje del 11,1% vy el 12,9%, respectivamente; mientras
gue a 28 °C un porcentaje del 5,6%. A pesar de los resultados obtenidos en este
estudio, como ya se menciond anteriormente con respecto a B. cinerea, en la
literatura se menciona que L. fusiformis tiene enzimas quitinoliticas siendo asi
efectiva contra patégenos fungicos y entre ellos F. oxysporum, uno de los méas
importantes. Ademas, se evidencié que L. fusiformis presentd un porcentaje mayor

al 60% siendo efectiva para el control de F. oxysporum (Singh et al., 2012).

Asimismo, se indica que el efecto de factores fisicos y nutricionales como
fuentes de carbono y nitrégeno influyen en la produccion de estas enzimas (Singh
et al., 2012).

6.4.4 PRUEBA DE ANTAGONISMO DE Brevibacillus parabrevis

B. parabrevis exhibié un efecto antagonico medio a 25 °C con un 40,9%,

mientras que a 21 °C y a 28 °C un porcentaje de 33,2% y 27,3%, respectivamente.
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Como ya se mencion06 anteriormente, no se tiene un registro de los mecanismos
que intervienen al momento de controlar a los hongos patégenos por medio de B.
parabrevis (Panda et al., 2014). Sin embargo, de igual manera que con B. cinerea,
puede ser que la tirocidina haya influido al momento de controlar a F. oxysporum
(Lee y Kim, 2015).
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7. CONCLUSIONES

. Brevibacillus parabrevis, proveniente de la Cueva de los Tayos, presenté el
mayor efecto antagdnico al momento de controlar a Botrytis cinerea a las
tres temperaturas probadas (21 °C, 25 °C vy 28 °C).

. Bacillus pumilus, B. licheniformis y B. parabrevis fueron antagonistas
efectivos contra Botrytis cinerea a las tres temperaturas probadas (21 °C, 25
°Cy 28 °C), a excepcién de B. pumilus que fue eficiente solamente a 25 °C
y 28 °C, mas no a 21 °C.

. Bacillus licheniformis y Brevibacillus parabrevis fueron eficientes a 21 °C y
25 °C, respectivamente, controlando a Fusarium oxysporum.

. Lysinibacillus fusiformis no fue una bacteria antagonista efectiva con Botrytis

cinerea ni contra Fusarium oxysporum.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Andlisis microbiolégico de ambientes por sedimentacion y andlisis
de superficies por hisopado en DISerLAB

Av. 12 de Ocrubre 1076 y Rocs

L

l'l e, E-MAIL: diserlib®puce eduec

é é Pontificia Universidad o\ DI S er l_ A B Xlic: IDAsas0i001

|'| Catolica del Ecvador @ - PUCE Dessso. imoipacin Ut
Servities. Labecatonion Quito - Ecuadar

RESULTADOS DE LA MUESTRA N°: M1, Ambiente Sumidero Suelo Muestra 1

-Recuento de Mesdfilos Aerobios: 114 UFC / 5 minutos de exposicién,
-Recuento de Coliformes Totales: 122 UFC / 5 minutos de exposicion.
-Recuento de Mohos: 1 UFC /S minutos de exposicién.
-Recuento de Levaduras: Menor a 1 UFC / 5 minutos de exposicidn.

Resultado viélido sélo para la muestra analizada

ABREVIACIONES:

N*: Léase Numero

PUCE: Léase Pontificia Universidad Catélica del Ecuador
PT: Léase Procedimiento Técnico

DIS:  Léase DISerLAB

MAA: Léase Microbiologia de Aguas y Alimentos

v, R Léase Grados Centigrados

%: Léase Por Ciento

UFC:  Léase Unidades Formadoras de Colonia

V.A:  Léase Volumen Aspirado

INFORMACION:
La muestra analizada: N*: M1, llega al laboratorio luego de 4 dias a partir de |a toma de muestra; las

cajas con medios de cultivo se encuentran selladas en fundas pldsticas y transportadas en cooler
hasta su entrega en el laboratorio.

PONTIFICIA LUNIVERSIDAD
CATOLICA UEL ECUADOR

DISerLAB - PUCE

AREA DE MICROBIOLOGIA. SELLO DEL LABORATORIO
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Anexo 2. Porcentaje de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y

Brevibacillus parabrevis sobre Botrytis cinerea, primera réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Tempoecrat“ra Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7  Dia8 Dia9 Dial0 Dia1l Sliacfg;

21 30,0 75,0 75,8 75,0 76,5 76,5 69,4 67,1 60,0 55,3 52,9 Medio

B. pumilus 25 0,0 65,5 73,8 80,0 81,2 81,2 67,1 62,4 54,1 45,9 45,9 Medio
28 0,0 44 4 61,5 74,4 79,6 82,8 84,1 83,3 75,3 67,1 49,4 Medio
21 20,0 75,0 81,8 85,0 83,5 83,5 78,8 69,4 65,9 65,9 62,4 Medio

B. licheniformis 25 12,5 75,9 80,3 80,0 81,2 72,9 62,4 54,1 38,8 38,8 36,5 Bajo
28 0,0 33,3 53,8 72,1 77,8 81,3 82,6 83,3 85,9 85,9 85,9 Positivo
21 60,0 72,5 45,5 25,0 37,6 24,7 59 0,0 0,0 0,0 0,0 Negativo

L. fusiformis 25 50,0 86,2 72,1 41,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Negativo
28 50,0 72,2 30,8 25,6 11,1 1,6 2,9 0,0 0,0 0,0 0,0 Negativo
21 40,0 70,0 81,8 85,0 85,9 78,8 78,8 78,8 78,8 76,5 76,5 Positivo

B. parabrevis 25 12,5 48,3 75,4 81,3 81,2 77,6 77,6 77,6 77,6 77,6 72,9 Positivo
28 0,0 44 .4 61,5 76,7 81,5 84,4 85,5 63,9 62,4 57,6 57,6 Medio
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Anexo 3. Porcentaje de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y

Brevibacillus parabrevis sobre Botrytis cinerea, segunda réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Temperatura .1 pla2  Dia3  Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0 Dia11 = o@sifi-
C cacién
21 33,3 85,3 85,2 88,6 84,7 69,4 69,4 62,4 24,7 24,7 24,7 Bajo
B. pumilus 25 429 52,9 73,3 78,7 80,0 81,2 81,2 81,2 81,2 81,2 78,8 Positivo
28 20,0 70,0 80,0 79,5 79,2 81,0 75,0 73,8 88,2 87,1 85,9 Positivo
21 0,0 73,5 77,0 82,3 72,9 72,9 72,9 72,9 69,4 69,4 69,4 Medio
B. licheniformis 25 28,6 61,8 68,3 73,3 65,0 67,1 67,1 67,1 67,1 67,1 67,1 Medio
28 0,0 70,0 77,1 79,5 83,0 84,5 82,8 83,1 87.1 87,1 85,9 Positivo
21 33,3 55,9 26,2 43,0 32,9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Negativo
L. fusiformis 25 42,9 55,9 36,7 41,3 16,3 3,5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 Negativo
28 20,0 80,0 57.1 65,9 49,1 52 0,0 0,0 16,5 12,9 5,9 Negativo
21 0,0 61,8 82,0 86,1 82,4 82,4 82,4 82,4 82,4 81,2 78,8 Positivo
B. parabrevis 25 0,0 47,1 76,7 81,3 82,5 81,2 77,6 77,6 76,5 75,3 72,9 Positivo
28 0,0 65,0 65,7 72,7 77,4 75,9 78,1 78,5 74,1 74,1 74,1 Positivo




49

Anexo 4. Porcentaje de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y

Brevibacillus parabrevis sobre Botrytis cinerea, tercera réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Temperatura  nip7  pia2z  Dia3  Dia4 Dia5 Dia6 Dia7  Dia8 Dia9 Dial0 Diall  Clasifi-
C cacion
21 583 875 846 886 847 741 729 659 576 50,6 435 Medio
B. pumilus 25 455 750 808 850 89 847 80 788 612 51,8 378 Bajo
28 00 563 714 77,3 818 846 87,3 871 647 600 517 Medio
21 583 775 87 873 859 89 859 89 859 847 847  Positivo
B. licheniformis 25 00 700 769 838 847 847 847 776 776 753 753  Positvo
28 00 438 629 705 764 800 835 847 847 835 835 Positvo
21 41,7 57,5 67,3 494 200 00 00 00 00 0,0 0,0  Negativo
L. fusiformis 25 545 750 404 450 200 00 00 00 00 0,0 00  Negativo
28 200 438 71,4 773 127 154 139 00 00 0,0 00  Negativo
21 a7 775 788 81 81,1 871 871 871 859 859 859  Positivo
B. parabrevis 25 455 75,0 76,9 85,0 83,5 82,4 57,6 49,4 49,4 49,4 49,4 Medio
28 00 625 743 795 836 862 886 824 824 824 824  Positvo
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Anexo 5. Porcentaje de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y

Brevibacillus parabrevis sobre Botrytis cinerea, cuarta réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Temperatura 1 o pla3  Dia4  Dia5  Dia6  Dia7  Dia8  Dia9 Dial0 Dia11  casifi-
C cacion
21 692 762 841 859 859 788 753 753 741 694 41,2  Medio
B. pumilus 25 333 795 828 869 847 84 765 765 765 765 365 Bajo
28 200 750 806 733 655 544 471 486 500 427 30,8 Bajo
21 538 738 810 756 776 776 716 776 718 706 706  Positivo
B. licheniformis 25 16,7 744 813 857 859 89 859 682 682 671 671 Medio
28 0,0 500 667 578 759 794 800 806 824 827 821  Positvo
21 69,2 738 619 449 271 7.1 0,0 0,0 0,0 0,0 00  Negativo
L. fusiformis 25 250 692 672 536 294 235 5,9 0,0 0,0 0,0 00  Negativo
28 0,0 542 583 400 207 11,8 143 167 176 133 26  Negativo
21 385 762 810 846 859 859 859 859 859 859 824  Positvo
B. parabrevis 25 8.3 66,7 766 821 824 824 824 824 824 824 824  Positivo
28 400 542 694 756 810 838 843 764 743 880 885  Positvo
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Anexo 6. Porcentaje de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y

Brevibacillus parabrevis sobre Botrytis cinerea, quinta réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Temperatura 1 o pla3  Dia4  Dia5  Dia6  Dia7  Dia8  Dia9 Dial0 Dia11  casifi-
C cacion
21 61,5 816 80 838 776 776 718 659 435 294 294  Negativo
B. pumilus 25 533 784 836 882 82 741 694 624 51,8 400 200 Bajo
28 36,4 696 457 720 774 800 803 868 868 868 759  Positvo
21 154 684 803 811 835 765 647 624 576 529 494  Medio
B. licheniformis 25 6,7 649 770 847 859 847 682 682 682 682 859  Positvo
28 9.1 522 657 760 774 800 803 816 81,6 81,6 823  Positvo
21 69,2 763 689 392 329 106 0,0 0,0 0,0 0,0 00  Negativo
L. fusiformis 25 733 784 705 482 318 176 0,0 0,0 0,0 0,0 00  Negativo
28 636 696 229 160 17,7 143 127 171 105 0,0 00  Negativo
21 231 711 820 838 859 835 824 824 824 800 776 Positvo
B. parabrevis 25 0,0 73,0 83,6 87,1 87,1 87,1 81,2 81,2 81,2 80,0 80,0 Positivo
28 0,0 522 571 700 758 786 789 803 803 789 785  Positivo




Anexo 7. Porcentaje de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y

Brevibacillus parabrevis sobre Fusarium oxysporum, primera réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Temperatura 1 o pla3  Dia4  Dia5  Dia6  Dia7  Dia8  Dia9 Dial0 Dia11  casifi-
C cacion
21 60,0 5,0 188 357 288 300 16,1 8,6 147 163 20,0 Bajo
B. pumilus 25 333 571 500 200 271 151 75 12,9 6,8 153 153  Negativo
28 429 429 455 163 308 172 293 376 294 212 188 Bajo
21 60,0 450 563 21,4 269 267 290 357 347 313 282 Bajo
B. licheniformis 25 8,3 476 594 300 229 189 151 243 270 27,1 271 Bajo
28 0,0 524 455 186 173 203 133 7.1 0,0 0,0 00  Negativo
21 600 800 875 310 269 267 290 43 0,0 0,0 47  Negativo
L. fusiformis 25 667 571 375 175 250 17,0 5.7 12,9 6.8 141 141 Bajo
28 429 0.0 9.1 18,6 212 250 187 235 188 188 188 Bajo
21 30,0 5.0 375 524 250 267 290 371 9.3 0,0 59  Negativo
B. parabrevis 25 0,0 4.8 37,5 17,5 12,5 0,0 0,0 24,3 28,4 20,0 20,0 Bajo
28 286 524 394 163 115 172 293 37,6 31,8 318 318 Bajo

52
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Anexo 8. Porcentaje de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y

Brevibacillus parabrevis sobre Fusarium oxysporum, segunda réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Temperatura 1 o pla3  Dia4  Dia5  Dia6  Dia7  Dia8  Dia9 Dial0 Dia11  casifi-
C cacion
21 60,0 450 469 50,0 31,4 259 258 27,1 267 265 200 Bajo
B. pumilus 25 333 462 414 200 333 340 273 274 284 365 318 Bajo
28 333 478 515 163 173 156 432 659 624 624 482  Medio
21 0,0 300 438 571 647 667 532 486 467 482 494  Medio
B. licheniformis 25 8,3 346 345 500 583 600 364 355 351 412 40,0 Medio
28 250 391 545 605 673 703 703 671 624 600 600 Medio
21 60,0 200 313 31,0 255 222 210 243 293 229 247 Bajo
L. fusiformis 25 250 346 207 175 250 12,0 182 0,0 135 141 141 Bajo
28 66,7 696 455 535 615 656 351 188 153 2.4 00  Negativo
21 0,0 400 500 571 647 667 516 429 347 398 412 Medio
B. parabrevis 25 25,0 50,0 48,3 45,0 54,2 56,0 47,3 53,2 40,5 48,2 48,2 Medio
28 0,0 391 606 605 635 688 541 600 435 435 412  Medio
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Anexo 9. Porcentaje de inhibicion micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y
Brevibacillus parabrevis sobre Fusarium oxysporum, tercera réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Temperatura 1 o pla3  Dia4  Dia5  Dia6  Dia7  Dia8  Dia9 Dial0 Dia11  casifi-
C cacion
21 688 30,0 226 357 200 193 156 194 276 265 27,1 Bajo
B. pumilus 25 66,7 143 486 475 51,1 556 500 338 351 329 318 Bajo
28 61,5 500 417 256 174 273 266 143 286 247 247 Bajo
21 6,3 150 387 548 578 632 469 403 447 458 471  Medio
B. licheniformis 25 0,0 429 200 300 383 444 406 471 481 424 423  Medio
28 0,0 500 278 395 391 364 313 214 345 294 294  Medio
21 688 150 194 31,0 156 193 188 134 224 253 188 Bajo
L. fusiformis 25 66,7 381 371 175 191 185 219 0.0 104 141 141 Bajo
28 615 458 250 186 6,5 7.3 6,3 12,9 95 24 00  Negativo
21 12,5 0,0 194 405 422 544 594 448 303 31,3 306 Bajo
B. parabrevis 25 0.0 429 343 400 489 537 531 441 468 494 471  Medio
28 0,0 202 361 163 8,7 9.1 78 8.6 238 247 247 Bajo
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Anexo 10. Porcentaje de inhibiciéon micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y
Brevibacillus parabrevis sobre Fusarium oxysporum, cuarta réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Temperatura 1 o pla3  Dia4  Dia5  Dia6  Dia7  Dia8  Dia9 Dial0 Dia11  casifi-
C cacion
21 417 455 531 488 415 390 369 30,0 0,0 0,0 29,4  Bajo
B. pumilus 25 400 41,7 583 595 50,0 587 425 385 0,0 0,0 32,9  Bajo
28 385 333 371 302 327 339 299 292 0,0 0,0 94  Negativo
21 0,0 136 375 488 283 356 415 400 143 138 41,2  Medio
B. licheniformis 25 333 250 500 571 642 603 61,6 526 246 246 494  Medio
28 0,0 375 87 558 347 458 373 319 162 157 294 Bajo
21 333 31,8 313 268 264 237 200 214 0,0 0,0 00  Negativo
L. fusiformis 25 467 41,7 333 310 321 286 288 256 1,8 7.0 153  Bajo
28 385 208 171 209 184 169 75 6,9 4.4 0,0 00  Negativo
21 0,0 273 500 585 37,7 40,7 446 457 250 207 412  Medio
B. parabrevis 25 26,7 37,5 33,3 35,7 453 46,0 53,4 51,3 28,1 24,6 43,5 Medio
28 0,0 167 371 395 367 407 418 431 368 314 365 Bajo
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Anexo 11. Porcentaje de inhibiciéon micelial de Bacillus licheniformis, Bacillus pumilus, Lysinibacillus fusiformis y
Brevibacillus parabrevis sobre Fusarium oxysporum, quinta réplica

Porcentaje de inhibicion

Bacteria Tempoecrat“ra Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0 Diall EL?:SI(':;‘
21 385 458 375 26,2 24,0 17,9 281 329 275 244 129 Bajo
B. pumilus 25 37,5 348 516 51,2 40,0 36,7 31,3 254 333 309 200 Bajo
28 375 440 364 349 39,6 297 174 184 114 129 71  Negativo
21 7.7 16,7 375 28.6 32,0 39,3 266 214 31,3 329 353 Bajo
B. licheniformis 25 12,5 174 258 341 34,0 283 29,7 310 358 198 10,6 Bajo
28 18,8 320 394 279 264 297 275 289 253 188 47  Negativo
21 53,8 333 281 214 14,0 143 203 186 238 146 71  Negativo
L. fusiformis 25 31,3 39,1 226 19,5 16,0 200 203 183 235 9,9 71  Negativo
28 50,0 24,0 121 18,6 245 28.1 21,7 184 190 235 94  Negativo
21 7.7 292 313 26.2 340 393 469 500 538 512 471 Medio
B. parabrevis 25 12,5 130 290 415 360 417 516 47,9 481 40,7 458 Medio

28 18,8 16,0 36,4 51,2 18,9 17,2 14,5 9,2 10,1 12,9 2,4 Negativo




