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El tomate (Solanum lycopersicum) Dominio Plantae

División Magnoliophyta

Clase Magnoliosida

Orden Solanales

Familia Solanaceas

Género Solanum

Especie S. lycopersicum

Planta perenne
 Forma rastrera semirrecta o erecta
Variedades determinadas e indeterminadas
 Su producción se realiza bajo condiciones de

invernadero o al aire libre
Alta producción y consumo a nivel mundial
Alta susceptibilidad a enfermedades.

Cámara de Comercio de Bogotá (2015)

Fuente: 123RF.com
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Autor: Cámara de Comercio de Bogotá. 2015.
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Marchitez vascular

Autor: González P. 2006

Patógeno: Fusarium oxysporum
Distribución: Cosmopólita
Síntomas:
• Clorosis
• Entorchamiento de las hojas
• Pudrición de la raíz, tallo y hojas
• Necrosis
• Pudrición del fruto
• Enanismo
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Fusarium oxysporum

• Hongo filamentoso
• Saprófito del suelo
• Patógeno de diferentes especies de

plantas (Leslie. et al. 2006)

Dominio Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia Nectriaceae

Género Fusarium

Especie F. oxysporum (complejo de 
especies)

Autor: Leslie J. et al. 2006.

Autor: Valencia C. 2018.
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Autor: Araujo E. 2015



Bacillus subtilis
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Dominio Bacteria

Filo Bacili

Clase Bacillale

Orden Bacillales

Familia Bacillaceae

Género Bacillus

Especie B. subtilis

• Bacilos Gram positivos
• Productores de endosporas → resistencia a condiciones

desfavorables en el ambiente (Layton C. et al. 2011)

• No es patógeno o toxigénico de los humanos, animales, o
plantas (Castañeda E. 2015)

• Se conoce que entre un 4 y 5% del genoma, es el
responsable de la síntesis de antibióticos con un potencial
de cerca de 24 compuestos diferentes (Castañeda E. 2015)
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Objetivos de investigación
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Evaluar la actividad antagonista de un producto de Bacillus subtilis frente a 
Fusarium oxysporum in vivo bajo condiciones de invernadero.

Objetivos específicos

 Establecer la viabilidad del producto de Bacillus subtilis in vitro.

 Determinar la actividad antagonista del producto de Bacillus subtilis in
vitro.

 Establecer la viabilidad del producto de Bacillus subtilis in vivo en plantas
de tomate.
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Castañeda, E. 2015

Extracción del DNA
de la cepa B.
subtilis UCMC –
TB2

Amplificación de la
región 16s y de los
genes ITU A y Sfp

Secuenciación y
análisis de
secuencias

Electroforesis de
los productos

Wizard Genomic DNA 
Purification Kit

Gel de agarosa 1.5%

Realizadas por Macrogen
Inc. y analizadas
mediante BLAST

Identificación
fenotípica de B.
subtilis UCMC-TB2

Siembra en AS y 
coloración Gram 

Bacilos Gram 
positivos 

Colonias blancas
rugosas con beta
hemolisis

Se evidenciaron bandas de 577pb
que corresponde a ITU A y 268 pb a 
Sfp

B. subtilis Bs-916 ----- 100%
B. subtilis IHB B 7030 ----- 100%
B. subtilis ATCC 19217 ----- 100%
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Se recuperó la cepa
B. subtilis UCMC –
TB2 de congelación
(-80 °C) en caldo
BHI

Se incubó a
37 °C en
aerobiosis
durante 24
horas

Agar Sangre

Se incubó a
37 °C en
aerobiosis
durante 24
horas

Sanchez , Corrales, & Lancheros, 2010 

Colonias rugosas con
beta hemolisis y sus
bordes extendidos
sobre el medio (Realpe

M. et al. 2002)

Bacilos Gram positivos
con bordes
redondeados (Realpe M.

et al. 2002)

Castañeda, E. 2015
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FASE II: Aislamiento de Fusarium oxysporum y pruebas de antagonismo

Autor: Koppert biological system. 2016

Centro de Bio-Sistemas de la 
Universidad de Bogotá Jorge 
Tadeo Lozano
• Plantas  de tomate con 

presencia de síntomas
• 4-5 meses de edad

Lavado del
material vegetal

Lavado del material
vegetal con agua de
chorro

2 minutos

Lavado con
hipoclorito de sodio
al 0,5%

2 minutos

Lavado con agua
destilada estéril

Lavado con etanol al
75%

2 minutos

Lavado con agua
destilada estéril

Sánchez L. et al. 2016

Siembra del
material vegetal
en medio PDA

Aislamiento e
identificación
del patógeno

• Raíces
• Hojas
• Tallo

Se incubó a 25ºC durante 8 días

Medio PDA

Sánchez L. et al. 2016

Sánchez L. et al. 2016
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FASE II: Aislamiento de Fusarium oxysporum y pruebas de antagonismo

Pruebas de
antagonismo

Cepa de B. 
subtilis
UCMC-TB2

F. oxysporum

Fuente: Autora

Se  incubaron a 37 °C durante 8 días

La actividad biocontroladora que ejerce B. subtilis frente a F.
oxysporum resulta de la producción de metabolitos secundarios
como surfactina e Iturina A (Layton C. et al. 2011)
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FASE III: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero

PDA

10 mL ss
0.85%

Se homogenizó y se
filtró con gasa estéril

Conteo de conidios en
Cámara de Neubauer

Diluciones hasta conseguir la concentración
deseada1x108 conidios/mL

Inóculo de F. 
oxysporum

Caldo 
BHI

• Peptona
• Maltosa
• Sales
• L-Asparagina
• L- Ácido 

Glutámico

Se incubó a 37 °C
durante 24 horas

Cepa B. 
subtilis
UCMC – TB2

Recuento en Cámara de
Neubauer y ajuste a la
concentración deseada
1x108 UFC/mL

Inóculo de B. subtilis UCMC –
TB2

Castañeda E. 2016Sánchez L. et al. 2016
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FASE III: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero

Autor: Samana S. 2017

 Centro de Biosistemas de la 
Universidad de Bogotá 
Jorge Tadeo Lozano

 Plántulas de tomate chonto
 Variedad sensible a 

fusariosis
 15-20 días de crecimiento

Número de 
plantas 

utilizadas por 
cada control y 
tratamiento

Contenido de cada 

tratamiento

T 1 – Control 

positivo

4 Plántula + 

suspensión de F. 

oxysporum

T 2 – control 

negativo

4 Plántula sin inóculo 

T 3 4 Plántula + 

microencapsulados

de B. subtilis

T 4 4 Plántula + 
suspensión de F. 

oxysporum + 
microencapsulados

de B. subtilis

 Se sembraron en bolsas 
 El suelo no se esterilizó ni se le agregó fertilizantes
 Se llevaron a condiciones bajo invernadero durante 

45 días
 Riego diario 

0% Planta sana

10%
No más del 10% del follaje se encuentra clorótico y/o marchito

25%
Hojas cloróticas y/o marchitas

50-70%
Hojas cloróticas y/o marchitas

100%
Planta muerta o afectada de manera severa. Presenta la mayor parte de su
follaje clorótico, marchito y necróticas, además de presentar defoliación
prematura

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

T 1 T 2 T 3 T 4

Resultados en la escala de severidad de los 
4 tratamientos

Escala de severidad propuesta por el CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical).
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FASE III: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero

Tratamiento 1 a los 12 días. Fuente: Autor. 2018.

Primeros síntomas:
→ Amarillamiento del follaje
→ Caída de las hojas

(González I. et al. 2012)
Tratamiento 1 a los 45 días. Fuente: Autor. 2018.

→Encrespamiento en las hojas
→Oscurecimiento
→Necrosis

(González I. et al. 2012)

→ Oscurecimiento vascular en los
tallos y los pecíolos infectados de
las hojas grandes

(González I. et al. 2012)
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FASE III: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero

Tratamiento 4 a los 45 días. Fuente: Autor. 2018.

Los lipopéptidos influyen en el establecimiento de B. subtilis
mediante la regulación de procesos celulares como motilidad y
formación de biopelículas

(Choudhary y Jhori, 2009; Xu et al. 2013)

Síntesis de enzimas líticas → quitinasas y β-glucanasas han
mostrado un efecto inhibitorio contra patógenos de origen fúngico

(Compant et al. 2005)

B. subtilis vs. F. oxysporum → producción de metabolitos secundarios
(surfactin e Iturina A)

(Layton C. et al. 2011)

Actividad biocontroladora
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FASE III: Bioensayos en plantas de tomate bajo condiciones de invernadero
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Promedio de la longitud de la filósfera 

B. Subtilis también promueve el crecimiento y desarrollo de las
plantas así como la disponibilidad de fosforo y nitrógeno y la
síntesis de reguladores de crecimiento como ácido
indolacetico, giberilinas y citocininas

(García et al. 2001) 
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos de la evaluación en el bioensayo, se pudo concluir
que:

 El producto microencapsulado de la cepa de B. subtilis UCMC – TB2 posiblemente
presentó una acción antagónica frente a F. oxysporum in vivo, en plantas de tomate,
gracias a la producción de metabolitos secundarios con acción antifúngica como la
Iturina A y fengicina.

 Se evidenció la viabilidad del producto biológico de la cepa de B. subtilis UCMC – TB2.
Las plantas del tratamiento T4 inoculadas con el patógeno y tratadas con las
microcápsulas no manifestaron síntomas de la enfermedad, lo que indica que el
tratamiento fue el adecuado para el control del desarrollo de la enfermedad.
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Conclusiones

 Se evidenció la capacidad que poseen las bacterias de este género como
microorganismos promotores de crecimiento, debido a la acción inductora del
crecimiento en la filósfera y rizósfera de las plantas tratadas con la cepa de B. subtilis
UCMC – TB2.

Recomendaciones

Se recomienda a futuras investigaciones sobre el mismo campo, manejar las variables
como temperatura y humedad. Hacer un estudio previo físico-químico y microbiológico
del suelo. Además de realizar el estudio en diferentes edades de la planta para
observar su respuesta ante el tratamiento y prolongar más el tiempo del ensayo.
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Identificación de F. oxysporum

Existen tres formas básicas:

• Forma lisa con apariencia de aguja, si las paredes del conidio son delgadas.

• Las esporas tienen una curvatura dorsoventral a lo largo o en una porción
del macroconidio.

• La curvatura es mucho más pronunciada en el lado dorsal que en el lado
ventral.

• Células apicales: en forma de punta, de gancho, papilada y estrecha.

• Células basales en forma de pie, pie alargado, mellada y ligeramente
mellada.

(Leslie y Summerell, 2006). 



• Producción de lipopéptidos → Iturina A, Surfactina, Fengicina

• Producción de sideróforos → Pnas quelantes de Fe

• Producción de enzimas líticas →Quitinasas, glucanasas

Mecanismos de control biológico

(Villarreal M. et al.2018). 
Fuente: Villarreal M. et al.2018. 



Basic Local Asignment
Search Tool

• Programa de
alineamiento de
secuencias de tipo
local ya sea DNA, RNA
o proteínas.

BLAST

Fuente: NCBI. 2018. 



PCR

Gen 16S 

Primers 8F y 1492 R

Denaturación
inicial por 10 
min

94° C

10 ciclos de 
45 s

94° C

30s 46° C

1 min 72° C

20 ciclos de
30 s

94° C

30 s 55°C

2 min 72° C

Extensión 
final por 10 
min

72° C

Gen ITU A

Denaturación
inicial por 10 min

94° C

35 ciclos  de 45 s 94° C

Anillamiento 45 s 64,3° C

Elongación 30 s 72 ° C

Extensión final 
por 10 min

72 ° C

Gen Sfp

Denaturación
inicial por 10 min

94° C

35 ciclos  de 45 s 94° C

Anillamiento 45 s 58,3° C

Elongación 30 s 72 ° C

Extensión final 
por 10 min

72 ° C

Castañeda, E. 2015


