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Resumen

La productividad del cultivo de frutilla (Fragaria x ananassa) se encuentra comprometida por
la presencia de enfermedades como la Antracnosis y Mancha marron, las cuales son
responsables de pérdidas de hasta 70% de la produccién. Una alternativa prometedora y
sustentable, es el control biolégico mediado por rizobacterias, como Bacillus subtilis. Para
evaluar el efecto del producto biolégico a base de B. subtilis sobre la Antracnosis y la
Mancha marron en plantines de frutilla, fue realizado un experimento in vivo, en la FCA-
UNA, en el periodo de enero a mayo del 2017. Se determind la incidencia, severidad e
intensidad de dafio ocasionadas por los fitopatdgenos Colletotrichum fragariae y
Pestalotiopsis sp. con cinco tratamientos y cinco repeticiones, cada unidad experimental
estuvo constituida por cinco macetas conteniendo una planta de frutilla cada una. EI mismo
estuvo dispuesto en un Disefio completamente al azar. Los resultados obtenidos fueron
sometidos al ANAVA vy al test de Tukey al 5% de error. La dosis maxima del producto
bioldgico present6 baja incidencia y severidad de la Antracnosis y Mancha marrén. Asi
también, la dosis maxima del producto registré una leve intensidad de dafio de la

Antracnosis y muy leve para la Mancha marron.

Palabras clave: Bacillus subtilis, Colletotrichum fragariae, Pestalotiopsis sp., Fragaria x

ananassa
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La frutilla (Fragaria x ananassa), en el Paraguay, es un excelente rubro de renta para los

pequefios productores, pero esta aptitud se encuentra altamente comprometida por la
aparicion de enfermedades fungicas como la Antracnosis y la Mancha marron que afectan
toda la parte aérea de la planta y por ende, reducen su rendimiento.

Siendo la frutilla, mayormente de consumo fresco y debido a la tendencia mundial de una
reduccion del uso de agroquimicos para el control de enfermedades, urge la necesidad de
otras medidas de control alternativo. El control biolégico constituye una estrategia segura
para el control de microorganismos y plagas, ofreciendo ventajas ecoldgicas, como no dejar
residuos en los cultivos, suelo y agua, ademas de no presentar riesgos a quienes lo

manipulan.

Tejera et al. (2012) afirman que una alternativa es la utilizacion de productos a base de
bacterias que presentan efectos biocontroladores, entre las cuales se destaca Bacillus
subtilis por ser uno de los microorganismos mas eficientes en estrategias de control, debido

a sus diversos efectos antagonicos, teniéndose disponible en el mercado.

Giassi et al. (2015), Moreira (2013), Ferro (2009) y Hernadndez-Suarez et al. (2010)
registraron bajos porcentajes de incidencia de Colletotrichum acutatum, C. gossypii var.
cephalosporioides y Fusarium sp. al utilizar Bacillus sp. y B. subtilis, en condiciones de
invernadero. Asi también, Okigbo y Osuinde (2003) obtuvieron con B. subtilis un 100% de

control de Pestalotiopsis mangifera.
Objetivos

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto del producto bioldgico a base de Bacillus subtilis
sobre la Antracnosis y la Mancha marrén en plantines de frutilla, a través de la
determinacion de la incidencia, severidad e intensidad de dafio causadas por Colletotrichum

fragariae y Pestalotiopsis sp..

Materiales y Métodos

El experimento se llevé a cabo en el invernadero de la Division de Fitopatologia del Area de
Proteccion Vegetal, de la Facultad de Ciencias Agrarias (FCA) situada en el campus de la
Universidad Nacional de Asuncion (UNA), San Lorenzo, departamento Central, Paraguay.

Realizado en los meses de enero a mayo del 2017.

1918 2018

S8 UNIVERSIDAD CENTENARIO
NAC'ONAL DE CUYO DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

c\nﬂ= Asociacién de Universidades
&S GRUPO MONTEVIDEO




XXVI jj I A 100 ANOS DE LA REFORMA UNIVERSITARIA

JORNADAS DE JOVENES HACE LIBRE
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina 17, 18 y 19 de octubre de 2018
Los materiales biolégicos fueron plantines de frutilla de la variedad Sweet Charlie; el

producto bioldgico fitop-Flora-S, el cual esta compuesto de la cepa 7048 de B. subtilis en
una concentracion de 1x10° CFU/g y acido humico de turba; aislados puros de C. fragariae y

Pestalotiopsis sp.; y como material quimico el fungicida Oxicloruro de cobre (Fungitec).

Fue utilizado un Disefio completamente al azar, con cinco tratamientos y cinco repeticiones.
Cada unidad experimental estuvo constituida por cinco macetas conteniendo una planta de
frutilla cada una, totalizando 125 plantas para cada patogeno (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos y dosis utilizados en el experimento. FCA-UNA, San Lorenzo,

Paraguay. 2017.

Tratamiento Descripcion Dosis
T1 Producto biolégico Dmin 1g/L
T2 Producto biolégico Dmed 2,5¢g/L
T3 Producto biol6gico Dmax 5g/L
T4 Testigo quimico 3g/lL
T5 Testigo absoluto -

* Dmin = Dosis minima, Dmed = Dosis media, Dmax = Dosis maxima
Instalaciéon del experimento

Para la preparacion de los tratamientos, las dosis correspondientes al producto bioldgico
fueron diluidas en 1 litro de agua destilada, esterilizada, a una temperatura de 38-42 °C, y se

dejaron reposar durante 48 horas, con el fin de activar las colonias de bacterias.

Para la inoculacién de las plantas se utilizaron inéculos de cultivos puros de 7 dias de
crecimiento; de los cuales se prepararon suspensiones de conidios para C. fragariae y
Pestalotiopsis sp. ajustando a una concentracion de 1.10° conidios/500mL de suspension.
Los conidios fueron cuantificados utilizando la cAmara de Neubauer, segin la metodologia
de French y Hebert (1980).

La inoculacién se realiz6 mediante la técnica de aspersion de suspension de conidios,
aplicados al follaje de las plantas de frutilla, asperjando hasta el punto de goteo, dejandolas

en cadmara hiumeda por 48 horas.

La aplicaciéon de los tratamientos con el producto biolégico y los testigos fue realizada a los 8
dias antes de la inoculacién y luego, a los 8, 16 y 24 dias después de la inoculacién (DDI) de

los hongos fitopatégenos.
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Las variables fueron la Incidencia, Severidad e Intensidad de dafio de las enfermedades, las

cuales fueron evaluadas a los 8, 16 y 24 dias después de la aplicacién de los tratamientos
(DDA).

- Incidencia: para ambas enfermedades se determindé mediante férmula de French y Hebert
(1980), la cual es I=(N° de plantas con sintomas/ N° total de plantas) x 100. Y también, se
utilizo la escala de riesgo de Wilson et al. (1990) para la Incidencia de la Antracnosis y de la
Mancha marrén clasificando en baja (0-15 %), moderada (16-50%) y alta (51-100%).

- Severidad: para la Antracnosis se determiné mediante la escala propuesta por Tanaka et
al. (2001) y, se establecieron tres niveles de severidad de la misma: baja (del 1 al 2),
moderada (3) y alta (4). Para la Mancha marrén se utilizé la escala de Knauft et al. (1988),
también se establecieron tres niveles de severidad de la enfermedad: baja (del 1 al 4),
moderada (del 5 al 7) y alta (del 8 al 10).

- Intensidad de dafio: fue determinada mediante los datos obtenidos en la incidencia y
severidad de la Antracnosis y la Mancha marrén, utilizando la férmula de Ferndndez Valiela
(1978):

nO)+n(M+n@2)+n(3)+n@)+n(5)...+ n(X)

I.D. = Sn x5 x 100

Ademas, se establecieron 4 niveles de intensidad de dafio de las enfermedades: muy leve
(1-25%), leve (26-50%), moderada (51-75%) y alta (76-100%).

Resultados y discusién
Incidencia de la Antracnosis y la Mancha marrén en plantines de frutilla

En la Figura 1 se observan los porcentajes de incidencia de la Antracnosis a los 8, 16 y 24
DDA. El producto bioldégico con la Dmax obtuvo una baja incidencia con 8% en las tres
evaluaciones, mientras que la Dmed y la Dmin registraron una alta incidencia de 64-84% y
72-88%, respectivamente. Al igual que los testigos absoluto con 100% y quimico con 72-

96% presentaron alta incidencia de la enfermedad.

Resultados similares fueron obtenidos por Moreira (2013) y Giassi et al. (2015) quienes
utilizaron cepas de Bacillus sp. para el control de Colletotrichum acutatum, en el cultivo de

manzano y frutilla, registrando una baja incidencia de 8-13% y 5,4-26,4%. Mientras que
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Ferro (2009), obtuvo una incidencia de 32 y 37% de C. gossypii var. cephalosporioides en

plantas de algoddn aplicadas con cepas de B. subtilis.

Por otro lado, Herndndez-Suarez et al. (2010) registraron 0 a 12% de incidencia de
Fusarium sp. aplicando cepas de B. subtilis en plantas de tomate. Sin embargo, Avila (2010)
con el producto Rhapsody (B. subtilis) registrd6 67% de incidencia de Fusarium oxysporum
en plantas de babaco (Vasconcellea x heilbornii).
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Figura 1. Incidencia de la Antracnosis a los 8, 16 y 24 DDA. FCA - UNA, San Lorenzo,
Paraguay. 2017.

En la Figura 2 se puede observar el porcentaje de incidencia ocasionada por la Mancha
marron a los 8, 16 y 24 DDA. Se verifica que el porcentaje mas bajo de incidencia fue
registrado con la Dmax de 10%. Resultados similares fueron obtenidos por Gomes (2000),
guien registr6 una incidencia de 10 a 20% al utilizar cepas de B. subtilis en el control de

Cylindrocladium spathulatum en mudas de yerba mate.

Por otro lado, la Dmed y la Dmin registraron alta incidencia de 64-84% y 72-88%,
respectivamente. Similares resultados fueron obtenidos por Jesus (2010) quien registré una
incidencia de 74 y 85% de Aspergillus niger en plantas de Agave sisalana, con la aplicacién

de cepas de Bacillus sp..

Por otra parte, Shiomi et al. (2015) realizaron aplicaciones foliares con un aislado de B.
subtilis en el control de Exserohilum turcicum en plantas de maiz, obteniendo una incidencia
de 58%.
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Sin embargo, Okigbo y Osuinde (2003), constataron un 100% de efectividad de B. subtilis en

control de Pestalotiopsis mangiferae, causante de la mancha gris en las hojas de plantas de

mango.

Mientras que, los testigos absoluto y quimico registraron 100% y 74-96% de incidencia,

respectivamente, correspondiendo a los tratamientos con mayor porcentaje de la misma.
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Figura 2. Incidencia de la Mancha marrén a los 8, 16 y 24 DDA. FCA - UNA, San Lorenzo,
Paraguay. 2017.

Severidad de la Antracnosis y la Mancha marrén en plantines de frutilla

En la Figura 3 se presenta la severidad de la Antracnosis registrada a los 8, 16 y 24 DDA. La
Dmax y la Dmed fueron las que presentaron una baja severidad con 3% y 21-23,5%,
respectivamente. Por otro lado, la Dmin y el testigo quimico presentaron una moderada
severidad con 23,5-29% y 24-34,5%, respectivamente. Mientras que el testigo absoluto

presentd una alta severidad de 75-90%, con respecto a los demas tratamientos.

Cabe destacar que, a los 8, 16 y 24 DDA todos los tratamientos con el producto biol6gico

registraron una reduccion de 75-97% de la severidad de la Antracnosis.

Resultados similares fueron registrados por Sartori et al. (2017), quienes emplearon cepas
de Bacillus spp. en el control de Exserohilum turcicum en plantas de maiz, y obtuvieron a los
20 DDI reducciones de 95, 95 y 99%. Del mismo modo, Guillén-Cruz et al. (2006)
comprobaron la efectividad de cepas de Bacillus spp. sobre Fusarium spp. en plantas de

Capsicum annuum, registraron 52,4; 69; 75,0 y 76,1% de reduccion de la severidad.
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Al igual que Mejia-Bautista et al. (2016), quienes al utilizar cepas de B. subtilis registraron

una reduccion de 47,7% de la severidad de Fusarium spp. en el cultivo de locote. Asi
también, Yu et al. (2011) obtuvieron un 57% de reduccion de la severidad de Fusarium

oxysporum al aplicar una cepa de B. subtilis.
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Figura 3. Severidad de la Antracnosis a los 8, 16 y 24 DDA. FCA - UNA, San Lorenzo,
Paraguay. 2017.

En la Figura 4 se observa la severidad de la Mancha marrén registrada a los 8, 16 y 24
DDA, destacandose el tratamiento con la Dmax con una baja severidad de 2%, sin embargo,
con la Dmed de 13,8-28,7% y Dmin de 18,2-31,9% se registré una moderada severidad. Se

constato una alta severidad con el testigo absoluto de 36,8-76,7%.

Con respecto a la reduccion de la severidad, en las tres evaluaciones los tratamientos con el
producto biolégico presentaron una reduccién de 60-74% a los 8 DDA, a los 16 DDA se
registraron de 50-74% y a los 24 DDA de 40-74% de reduccién.

Los resultados fueron similares a los obtenidos por Ludwig et al. (2009), quienes evaluaron
cepas de Bacillus spp. sobre Gerlachia oryzae en el cultivo de arroz, y registraron una
reducciéon de la severidad de 71,4 y 57,1%. Asi también, Kishore et al. (2005) constataron
una reduccion de 58% de la severidad de Phaeoisariopsis personata en el cultivo de mani

utilizando B. circulans.

Por otro lado, Martins (2013) obtuvo 90 y 95% de reduccién de la severidad de Rhizoctonia

solani con la aplicacién de cepas de B. subtilis. De esta forma, Oliveira (2011), utilizé cepas
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de Bacillus sp. para el control de Rhizoctonia solani en plantas de Vigna unguiculata y

registré bajos porcentajes de reduccion de 4, 10, 10, 15 y 28%.
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Figura 4. Severidad de la Mancha marrén a los 8, 16 y 24 DDA. FCA - UNA, San Lorenzo,
Paraguay. 2017.

Intensidad de dafio de la Antracnosis y la Mancha marrén en plantines de frutilla

En el Tabla 2 se aprecia la intensidad de dafio causada por la Antracnosis, hubo diferencias
significativas entre los tratamientos a los 8, 16 y 24 DDA. Se constata que, el tratamiento de
Dmax registrdé un dafio de 27% y la Dmed una intensidad del 42-48% correspondiendo a una
leve intensidad de dafio; la Dmin fue de 51-56% Yy el testigo quimico de 51-69% siendo una
moderada intensidad de dafio. Cabe destacar que el testigo absoluto fue el que present6

una mayor intensidad de dafio con 80-98%.

Tabla 2. Intensidad de dafio de la Antracnosis luego de la aplicacion de los tratamientos.
FCA - UNA, San Lorenzo, Paraguay. 2017.

Intensidad de dafio (%)

Tratamiento Descripcion 5 DDA 16 DDA >4 DDA
T1 Producto biolégico Dmin 51 b 52 bc 56 b
T2 Producto biolégico Dmed 42 b 43 b 48 b
T3 Producto biolégico Dmax 27 a 27 a 27 a
T4 Testigo quimico 51 b 56 c 69 c
T5 Testigo absoluto 80 c 91 d 98 d
C.V. (%) 9,49 8,77 10,05

*Test de Tukey: medias con letras diferentes indican una diferencia significativa al 5 % de
probabilidad de error.
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Resultados similares fueron obtenidos por Michel-Aceves et al. (2014), quienes registraron

un dafio de 43,53% de Fusarium oxysporum f. sp. gladioli en Gladiolus grandiflorus, luego
de aplicar el producto Serenade (B. subtilis). Asi también Corrales et al. (2011) evaluaron
cepas de Bacillus spp. sobre Fusarium spp. en Rosmarinus officinalis encontrando un dafio
15 a 30%.

Por otra parte, Jacques (2015) obtuvo un dafio de 12 a 17% de Colletotrichum graminicola
en plantas de maiz con el producto Serenade (B. subtilis).

En la Tabla 3 se presenta la intensidad de dafio causada por la Mancha marrén. En la cual,
se observa que a los 8, 16 y 24 DDA, hubo diferencias significativas entre los tratamientos.
Se verifica con la Dmax una muy leve intensidad de dafio de 10,8%, los tratamientos con la

Dmin, Dmed Yy el testigo quimico presentaron una leve intensidad de dafio.

Tabla 3. Intensidad de dafio de la Mancha marron luego de la aplicacién de los tratamientos.
FCA - UNA, San Lorenzo, Paraguay. 2017.

Intensidad de dafio (%)

Tratamiento Descripcion

8 DDA 16 DDA 24 DDA
T1 Producto biolégico Dmin 244 b 316 ¢ 364 ¢c
T2 Producto biolégico Dmed 18,8ab 208 b 26,8 b
T3 Producto biolégico Dmax 10,8 a 10,8 a 10,8 a
T4 Testigo quimico 276 b 288 ¢ 344 c
T5 Testigo absoluto 42 c 61,6 d 71,6 d

C.V. (%) 19,43 13,37 10,5

*Test de Tukey: medias con letras diferentes indican una diferencia significativa al 5 % de
probabilidad de error.

Similares resultados fueron reportados por Sousa (2015), al verificar la capacidad
biocontroladora de 9 cepas de Bacillus spp. en el control in vivo de Pyricularia oryzae en
plantas de arroz, de esta forma todas controlaron al patégeno, registrando valores de 35 a
70%.

Asi también, estudios realizados por Srimai y Akarapisarn (2014), exponen sobre el control
de la cercosporiosis ocasionada por Cercospora lactucae-sativae al ser controlada con B.
subtilis y luego de tres evaluaciones obtuvieron 12, 14 y 20% de intensidad de dafo, datos

similares a los registrados en este experimento.

Considerando las variables evaluadas es factible la utilizacién del producto biolégico a base
de Bacillus subtilis en un plan de produccion de plantas de frutilla, para mejorar la

produccion y la calidad fitosanitaria de las mismas.
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Conclusién

En base a los resultados obtenidos se puede concluir que la Dosis maxima del producto
biolégico a base Bacillus subtilis registra baja incidencia de la Antracnosis con 8% y la

Mancha marrén con 10%.

El producto biolégico en su dosis maxima presenta baja severidad de la Antracnosis (3%) y
de la Mancha marrén (2%).

La dosis maxima del producto biol6gico registra una leve intensidad de dafio de la

Antracnosis y muy leve para la Mancha marrén.
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