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RESUMEN

La introduccion de sistemas sostenibles con el uso de microorganismos se vuelve una alternativa para
ser aplicados al suelo y mejorar el desarrollo de las plantas y adicionalmente hacerlas mas resistente al
ataque de patogenos radicales. BIOQUIRAMA S.A.S propone el producto NEMABAC compuesto por
dos bacterias: Bacillus subtillis y Bacillus thuringiensis var. Kurstaki como opcion para mejorar las
condiciones del suelo y a la vez prevenir el dafio causado por nematodos formadores de nddulos radicales
como Meloidogyne spp., en cultivos de hierbas aromaticas y condimentarias, especificamente tomillo
(Thymus vulgaris). Las pruebas de eficacia para este producto se realizaron en condiciones de campo en
el municipio de la Ceja. Se utiliz6 un disefio experimental de Bloques al azar, con cuatro repeticiones,
cinco tratamientos y acompafiado de un muestreo y analisis de suelo previo a la siembra para el conteo
de nematodos. Los tratamientos correspondieron a: 1) NEMABAC compuesto por los microorganismos
(B. subtilis y B. thuringiensis var. Kusrtaki) aplicado al suelo en dosis alta de 10 mL/L; 2) NEMABAC
aplicado al suelo aplicado al suelo en dosis media de 5 mL/L; 3) NEMABAC aplicado al suelo en dosis
baja de 2.5 mL/L; 4) Producto comercial, registrado ante el ICA compuesto por los microorganismos
Paecilomyces lilacinus y Paecilomyces fumosoroseus aplicado al suelo en dosis de 2gr/L y 5) Testigo
absoluto sin aplicacion de ningn microorganismo. Las variables evaluadas fueron el peso de las raices
y el indice de nudosidad por Meloidogyne. Los resultados indicaron que las tres dosis de NEMABAC
(alta, media y baja) presentaron el mejor desarrollo radical y la menor presencia de dafios ocasionados
por Meloidogyne sp, lo cual se puede atribuir a la capacidad de estas bacterias de solubilizar algunos
minerales que promueven el crecimiento de la panta y la liberacion de sustancias antibidticas que
previenen la accion de nematodos fitoparéasitos.
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INTRODUCCION

La presencia de microorganismos en el suelo tienen la capacidad de presentar antagonismo frente a
organismos fitopatdgenos, de incrementar la tolerancia a condiciones adversas del suelo como bajos
niveles de nutrientes, salinidad o déficit hidrico. Dentro de ellos se encuentran las Rizobacterias que
interacttan con el componente suelo — raiz. Estos microorganismos se conocen como microorganismaos
promotores de crecimiento vegetal (PGPR) y poseen diferentes mecanismos de accion: 1. Antagonismo
0 supresion de microorganismos fitopatogenos. 2. Proporcionando elementos biodisponibles para la
planta (Biofertilizantes), como nitrogeno y fosforo. 3. Produccion de fitohormonas (Saharan y Nehra,
2001).

Las comunidades microbianas en los suelos se consideran vitales para asegurar la sostenibilidad de los
ecosistemas (Mendes et al. 2011, Chaparro et &l. 2012), donde son responsables de funciones tales como:
las transformaciones de carbono, el ciclaje de nutrientes, el mantenimiento de la estructura del suelo y
la regulacion de las poblaciones bioldgicas.

En el rizo - microbioma algunos microorganismos pueden promover el desarrollo de las plantas y
mejorar su estado fitosanitario a través de mecanismos directos e indirectos. Se presentan interacciones
simbidticas donde los costos y beneficios son compartidos entre plantas y microorganismos (Bulgarelli
et al., 2013) y se puede categorizar en dos tipos de interacciones. La primera, interacciones mutualistas
obligadas, que tienen un rango restringido de plantas hospedantes compatibles. Ellas generalmente
permiten la formacion de estructuras especificas dedicadas a la interaccion (p.e nédulos durante la
simbiosis entre rizobios nodulantes y Fabacea, arbusculos en las simbiosis endomicorrizal). La segunda,
cooperaciones (también llamadas simbiosis asociativa) que corresponden a interacciones menos
especificas y obligadas (Drogue et al. 2012). Estas involucran bacterias del suelo que colonizan la
superficie del sistema radical (en algunas ocasiones los tejidos internos de las raices) y estimulan el
crecimiento y sanidad de las plantas, y son referidas como Rizobacterias promotoras de crecimiento en
plantas (PGPR; Barea et al., 2005). La colonizacién es heterogénea en la raiz y su rol es promover el
crecimiento vegetal. Los PGPR interactdan con un gran nimero de especies vegetales, pueden mejorar
la nutricion mediante vias asociativas como la fijacion de nitrégeno, solubilizarian fosfatos o produccién
de fitosideroforos (Richardson et al., 2009). Mejoran el desarrollo radical a través de la produccion de
fitohormonas o actividades enzimaticas y favorece el establecimiento de simbiosis rizobial o micorrizal.
Otros pueden proteger las plantas a traves de la inhibicion de fitoparasitos basados en antagonismo o
competencia y por elicitacion de defensas vegetales como la induccién de resistencia sistémica inducida
(ISR; Kamilova, 2006). Algunos PGRP pueden ayudar a las plantas superar estrés abidtico causado por
contaminacion por metales pesados y otros contaminantes.

De igual manera, tal como lo afirma Agrios (2005) los nematodos del genero Meloidogyne spp son
causantes de darios en las raices de las plantas, originando nédulos o agallas en las raices, su distribucion
es a nivel mundial, pero con mayor frecuencia y abundancia en regiones con clima célido y térrido e
inviernos cortos y moderados. Estos nematodos se encuentran también en los invernaderos donde se

usan suelos no esterilizados. Atacan mas de 2.000 especies de plantas incluyendo a la mayoria de las
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plantas cultivadas reduciendo aproximadamente un 5% de su produccion y rendimiento, aunque estudios
recientes hablan de un porcentaje de dafio mayor, originando pérdidas de plantas y bajas considerables
en la produccion.

Debido a la alta plasticidad y sobrevivencia de los nematodos en el suelo y en especial del genero
Meloidogyne spp. Con lo mencionado anteriormente BIOQUIRAMA S.A.S, ha desarrollado la
aplicacion de agentes de control biolégico de plagas, el cual adquiere una importancia relevante como
una alternativa en el desarrollo de una agricultura sostenible que preserva los recursos naturales y el
ambiente para las futuras generaciones. La aplicacion controlada en agroecosistemas con organismos
Vivos 0 sus metabolitos secundarios para el control de plagas y enfermedades, implica el mejoramiento
de los cultivos, al proteger las plantas del deterioro producido por agentes fitopatdgenos Gémez et al
(2002).

El género Bacillus incluye una importante variedad de especies Gram-positivas, no patogénicas, con
propiedades antagonistas. Son buenas secretoras de proteinas y metabolitos, son altamente eficientes
para el control de plagas y enfermedades. Los mecanismos de accion de Bacillus spp., incluyen
competencia por espacio y nutrientes, antibiosis e induccion de resistencia. Ademas, tienen comprobado
efecto en la promocion de crecimiento de las plantas. La capacidad de Bacillus spp., de formar esporas
que sobreviven y permanecen metabdlicamente activas bajo condiciones adversas, las hace apropiadas
para la formulacion de productos viables y estables para el control biolégico Chaves, Méndez (2007) y
Navarro (2013).

El efecto biocontrolador de los nematodos depende se la sincronizacion del ciclo de vida con el del
nematodo Bacillus subtilis, microorganismo cuyo habitat natural es el suelo, se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza. Entre sus principales caracteristicas se encuentra su capacidad para formar
esporas en diversas condiciones de estrés, crecer en un intervalo amplio de temperaturas (desde 15 hasta
55°C), presentar motilidad, aerotaxis y velocidades de crecimiento altas, sobrevivir en concentraciones
salinas (hasta el 7% de NaCl), producir una amplia variedad de antibi6ticos y enzimas hidroliticas
extracelulares Nakamura et al., (1999). Por otra parte, el extracto no celular de B. subtilis, se reporta que
también tiene un alto grado de propiedades larvicidas sobre nudos y quistes de Nematodos. Fernando
de Araujo y col (2009), reportaron que las endotoxinas producidas por B. subtilis, intervienen con el
ciclo reproductivo de Nematodos, en el estadio de ovulacion y eclosion de juveniles, considerando a B.
subtilis, como supresor del nematodo formador de agallas en cultivo de tomate.

Para el caso de plantas aromaticas y condimentarias el mercado Colombiano ofrece muy pocos agro
insumos destinados a este tipo de cultivos, las aplicaciones para el desarrollo de plantas se basa
principalmente en el empleo de fertilizantes de sintesis quimica los cuales son utilizados
indiscriminadamente, lo cual causa desbalance o toxicidades.
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METODOLOGIA
Analisis de suelo y siembra del tomillo (Thymus vulgaris)

La ejecucion de las pruebas de eficacia para del producto NEMABAC aplicado al suelo para mejorar las
condiciones del suelo y a la vez controlar nematodos formadores de nddulos radicales (Meloidogyne
spp) con el producto biolégico NEMABAC (Bacillus subtillis y Bacillus thuringiensis var. Kurstaki) en
cultivo de tomillo (T. vulgaris) se ubico en dos areas geograficamente distintas y con una agroecologia
variable. Para efectos del estudio y de la primera prueba se tomaron 5 camas de 18m de largo por 1.20m
de ancho, cada cama se dividié en 4 parcelas para poder generar un total de 20 parcelas de 4.5m?. Las
distancias de siembra fueron de 25cm x 25cm entre plantas para un total de 16 plantas por metro
cuadrado, la procedencia de las plantulas sembradas es de un cultivo elite de la zona del Oriente
Antioquefio. Antes de la siembra se tomaron muestras de suelo de cada cama para anélisis y conteo en
laboratorio por cada 100cc de suelo y lograr diagnosticar poblaciones de nematodos fitopatdgenos
presentes en el area de estudio y evaluacion con el producto NEMABAC vy la comparacién con su
producto homologo comercial (PC) registrado ante el ICA.

Aplicacion de Tratamientos

En la ejecucion del trabajo, pruebas de eficacia para el registro del producto NEMABAC y sus
tratamientos descritos en el protocolo presentado a la entidad reguladora de insumos agricolas, Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) se establecio un disefio experimental de bloques al azar con cinco
tratamientos y cuatro repeticiones. Las aplicaciones de los tratamientos se hicieron con las dosis descritas
del producto en el protocolo presentado, NEMABAC aplicados al suelo: a) 1). NEMABAC a 10 mL/L
(dosis alta). 2) NEMABAC a5 mL/L (dosis media). 3) NEMABAC a 2.5 mL /L (dosis baja) 4) Producto
comercial, registrado ante el ICA (Paecilomyces lilacinus and Paecilomyces fumosoroseus) y 5). Testigo
absoluto sin ninguna aplicacién. El tiempo de evaluacién fue de un ciclo productivo o de corte, donde
se recolectaron plantas completas con su sistema radicular y muestras de suelo para analisis y conteo de
nematodos.

La primera aplicacién se realizd antes de la siembra del tomillo y después del analisis de suelo; las
aplicaciones se realizaron en drench con una bomba de aspersion y una boquilla de baja descarga y
chorro compacto. Cada aplicacion se realiz6 acorde al sorteo realizado para garantizar aleatorizacion de
los tratamientos dentro de cada repeticion. La segunda aplicacion de los tratamientos se realizo a las 5
semanas de la siembra de igual forma, en drench y a dosis descritas. La Gltima aplicacion se realizé a las
13 semanas del cultivo y se esperd hasta cosecha en la semana 16, para realizar diagnéstico de suelo y
raiz con presencia o ausencia de Meloidogyne spp. Ademas de las evaluaciones finales se observo
durante todo el ciclo vegetativo una uniformidad constante del cultivo acompafiado de buen estado
fitosanitario y sin presentar sintomatologia de dafios por nematodo, dichos sintomas segin Navarro
(2015) pueden ser clorosis 0 amarillamiento de las plantas, enanismos o baja productividad de las mimas.
Las aplicaciones de nematicidas fueron acompafiadas por un manejo agronomico desde el inicio, con
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una fertilizacion adecuada y manejo de plagas y enfermedades acorde al trabajo para que no afectase los
resultados de las parcelas evaluadas.

Variables evaluadas

Con el proposito de registrar el producto NEMABAC ante el ICA de la empresa Bioguirama S.A.S se
realizaron una serie de evaluaciones mediante pruebas de eficacia in vivo. Se realizé la medicién de la
biomasa del sistema radical de las plantas y para el caso de los nematodos se utilizé una escala de medicién
de estos nematodos endoparasitos sedentarios del genero Meloidogyne spp se establecieron valores de cero (0) a
cinco (5) teniendo como referencia un porcentaje de infestacion. De acuerdo con esta escala: (0) corresponde a
plantas sin sintomas, (1) ente el 1% al 10% de infestacion; (2) entre el 11% y 25% de infestacidn (3) entre el 26%
y el 50% de infestacion; (4) entre el 51% Yy el 75% de infestacion y (5) entre el 76% y 100% de infestacion.

Andlisis Estadistico

La homogeneidad de varianzas y la normalidad de los datos fueron comprobadas en el paquete
estadistico Rwizard 1.3. Para las raices se realiz6 un disefio completamente al azar y se realizd un analisis
de varianza para determinar diferencias entre los tratamientos. Para las variables de nudosidad en raices
de las plantas, parcial o total en la escala propuesta por Safiudo et al. (2003) y Sharma et al. (2006). Para
hallar las diferencias significativas se realiz6 la prueba de 2 Pearson (Prueba de diferencias entre teoria
y observacion) el cual sirvié para comprobar diferencias y homogeneidad de los datos y su varianza
junto con la independencia. En la totalidad del ensayo se hallé las diferencias significativas con una
probabilidad de: p = 0.007.

RESULTADOS

En la tabla 1 se presentan los resultados correspondientes a la evaluacion de los tratamientos: 1).
NEMABAC a 10 mL/L (dosis alta). 2) NEMABAC a5 mL/L (dosis media). 3) NEMABAC a 2.5 MI/L
(dosis baja) 4) Producto comercial, registrado ante el ICA (Paecilomyces lilacinus and Paecilomyces
fumosoroseus) y 5). Testigo absoluto sin ninguna aplicacion de nematicida.

De acuerdo con el anélisis que se presenta en la figura 1 se observa que en todos los tratamientos donde
se empled el NEMABAC se obtuvo el mayor peso de las raices, mientras que el producto de comparacion
y el testigo absoluto mostraron los datos mas bajos de peso del sistema radical de las plantas de tomillo.
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Tabla 1. Evaluacion final de Monitoreo directo en campo y anélisis de Laboratorio en Bioquirama S.A.S.
sobre el desarrollo radical y el control de nematodos formadores de nddulos radicales Meloidogyne spp.
En plantas arométicas y condimentarias, especie trabajada tomillo (T. vulgaris) en la finca Santa Maria
del municipio de la Ceja- Antioquia

Bloque Tratamiento Peso raiz Calificacion

1 1 13.1 0
8.9

18
7.1
3.7

10.7
11.6
10.5
6.7
4.7
104
11.9
8.6
5.8
4.3
8.7
8.6
10.9
3.8
9.7
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Figura 1. Efecto de tres dosis de NEMABAC, un producto de comparacion y un testigo absoluto [T1:
NEMABAC a 10 mL/L (dosis alta) T2: NEMABAC a 5 mL/L (dosis media). T3: NEMABAC a 2.5 mL
/L (dosis baja), T4: Producto comercial, registrado ante el ICA (Paecilomyces lilacinus and
Paecilomyces fumosoroseus) y T6). Testigo absoluto sin ninguna aplicacion de nematicida

El valor o umbral para determinar una parcela como positiva frente a los sintomas y signos de la
presencia de nematodos de nddulos radicales en plantas de tomillo fue con una escala de 0 sin presencia
de la plaga y de 5 como limite (presencia), donde se halla 0 no a los nematodos ocasionando dafios
significativos con su respectiva sintomatologia. Con base en lo anterior, podemos decir que hay
diferencias observadas durante la calificacion y que son notorias dentro de los tratamientos y las
repeticiones, mas no generan un dafio significativo o econdmico para el cultivo, pues las poblaciones
halladas estan por debajo de la tolerancia del cultivo. Sin embargo, se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos y las repeticiones evaluados para el control de
nematodos agalladores o de los nodulos radicales, los cuales son el género Meloidogyne spp. Este primer
hallazgo genera una conclusion frente a las dosis aplicadas en cada tratamiento, las cuales influyen
directamente en el control de dichos fitoparasitos Ver tabla 2.
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El andlisis estadistico realizado mediante la prueba de ¥ de Pearson logro determinar los tratamientos
evaluados y las diferencias significativas entre cada uno y sus dosis respectivas, ademas de este tipo de
andlisis se realiz6 el conteo de nematodos por cada 100 gramos de suelo y o gramo de raiz, hallando una
poblacion baja con tendencia a cero en algunas de las parcelas evaluadas. Entre los tratamientos
evaluados se hallaron diferencias estadisticamente significativas con una probabilidad de p = 0.007. Con
lo cual se puede decir y evidenciar que los tratamientos 1, 2 y 3 presentaron una correlacion proxima a
la escala de evaluacion 0, de la variable dependiente (calificacion). Mientras que los tratamientos 4 y 5
presentaron una correlacion y tendencia hacia los valores 1 y 3 de la escala variable (calificacion)
respectivamente. Por ende, se concluye que los mejores tratamientos son el 1, 2 y 3 con un indice entre
0 -2 hacia el valor 0 de la escala propuesta por la investigacion y prueba de eficacia. El control ejercido
por las bacterias Bacillus subtillis y Bacillus thuringiensis var. Kurstaki sobre los nematodos
Meloidogyne spp fue de gran efectividad para evitar dafios en las raices y controlar las pocas poblaciones
halladas. El control efectuado por las bacterias y sus metabolitos secundarios fue de alta eficacia como
se habla en literatura revisada y trabajos realizados por Navarro y Garcés (2015).

Calficacion

Tratamiento

Tabla 2. Analisis estadistico mediante la prueba de y? de Pearson para Tomillo en la finca Santa Maria
del municipio de la Ceja — Antioquia. Los datos y grafica presentada muestran diferencias
significativas entre tratamientos y parcelas.
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DISCUSION

El resultado obtenido en el presente trabajo muestra que las bacterias controladoras de nematodos como
Bacillus subtillis y Bacillus thuringiensis var. Kurstaki, aplicados en los distintos tratamientos y dosis
en presiembra y siembra incrementaron significativamente el crecimiento de las plantas, ademas de
ejercer una proteccion y control frente a los nematodos formadores de nodulos y agallas en las raices,
en el caso de este trabajo se comprobo la eficiencia y eficacia del control ejercido por las dos bacterias
benéficas y su despliegue de metabolitos secundarios. Este resultado era una de las hipétesis del trabajo,
el cual arroja un resultado positivo y alentador para el producto NEMABAC, en la prevencion y control
de nematodos formadores de nddulos radicales (Meloidogyne spp) en plantas de tomillo (T. vulgaris).Las
aplicaciones del producto en procesos pregerminativos, presiembra y siembra son eficaces para lograr
establecer las unidades formadoras de colonias de las bacterias (UFC) y lograr con ello un alto
rendimiento del control frente a esta plaga de la mesofauna en los agroecosistemas. La poca presencia 'y
dafio de los nematodos después de la inoculacion y durante la siembra es un resultado positivo para el
manejo de estos gusanos microscopicos no segmentados en cultivos de tomillo, sin embargo esta
herramienta de origen bioldgico se debe apoyar en un manejo agronémico o técnico ideal, un monitoreo
constante y manejos culturales dentro y fuera de los viveros para alcanzar la maxima expresion y
produccion de las plantas.

CONCLUSIONES

La evaluacion realizada durante la ejecucién de las pruebas de eficacia para el producto NEMABAC
arroja un resultado altamente positivo frente al mejoramiento de la calidad de las raices, lo cual les
confiere mayor capacidad de exploracién de nutrientes del suelo y promover el desarrollo; asi mismo
fue positivo el control y manejo de poblaciones de nematodos fitoparasitos del genero Meloidogyne spp
en cultivos de tomillo (T. vulgaris). Dentro de dicha evaluacion se encontr6 que los mejores tratamientos
y resultados estaban con las tres dosis evaluadas (10, 5 y 2.5 mL/L) con una tendencia en la escala de
evaluacion a 0 lo cual indica que las dosis propuestas para el producto generan control sobre este tipo
de plaga de la meso fauna y rizosfera.
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ANEXOS

Fotografia 1. Camas de tomillo (T. vulgaris) con pruebas de eficacia del producto NEMABAC en la
finca Santa Maria del Municipio de la Ceja Antioquia.
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Fotografia 2. Aplicaciones y seguimiento de los
tratamientos de NEMABAC en cultivo de
tomillo de la Finca Santa Maria, para el control
de nematodos formadores de  nddulos radicales
Meloidogyne spp.

Fotografia 3. Toma de muestras en el cultivo de tomillo (Plantas completas) para anélisis de
spp.

nematodos en raiz y suelo Meloidogyne
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