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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto biocontrolador de Pseudomonas spp. en
Nicotiana tabacum L. infectada con Fusarium oxysporum 'y Enterobacter hormaechei bajo condiciones
de invernadero. Se empled un disefio completamente al azar con seis tratamientos y tres repeticiones,
aplicados de manera independiente para cada patégeno. Se evaluaron la incidencia y severidad de la
enfermedad, asi como variables agronomicas como longitud radicular, altura de planta y biomasa de
raiz. Los resultados evidenciaron que la incidencia no presentd diferencias significativas entre
tratamientos; sin embargo, se observaron reducciones en la severidad en plantas tratadas con
Pseudomonas spp..Por otro lado, las variables agronomicas mostraron diferencias estadisticas,
destacandose incrementos en la longitud radicular (hasta 18.17 cm frente a 14.07 cm en el control) y en
el peso fresco de raiz (1.07 g frente a 0.58 g), especialmente en tratamientos con Pseudomonas putida y
Pseudomonas veronii. Estos resultados indican que Pseudomonas spp. no reduce directamente la
infeccion, pero contribuye a disminuir sus efectos y a mejorar el desarrollo de las plantas, lo que respalda

su potencial como agente de biocontrol en el cultivo de tabaco.
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Biocontrol Effect of Pseudomonas spp. on Nicotiana tabacum L. Infected
with Fusarium oxysporum and Enterobacter hormaechei

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the biocontrol effect of Pseudomonas spp. on Nicotiana tabacum
L. infected with Fusarium oxysporum and Enterobacter hormaechei under greenhouse conditions. A
completely randomized design with six treatments and three replicates was used, applied independently
for each pathogen. Disease incidence and severity were evaluated, as well as agronomic variables such
as root length, plant height, and root biomass. The results showed that disease incidence did not differ
significantly among treatments; however, a reduction in disease severity was observed in plants treated
with Pseudomonas spp.. In contrast, agronomic variables showed significant differences, with increases
in root length (up to 18.17 cm compared to 14.07 cm in the control) and fresh root weight (1.07 g
compared to 0.58 g), particularly in treatments with Pseudomonas putida and Pseudomonas veronii.
These findings indicate that Pseudomonas spp. does not directly reduce infection, but helps to mitigate

its effects and improve plant growth, supporting its potential as a biocontrol agent in tobacco cultivation.
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INTRODUCCION

El tabaco es un cultivo de gran importancia a nivel industrial que se ha cultivado durante siglos. Su
produccion se centra principalmente en sus hojas, las cuales se utilizan como materia prima para la
elaboracion de cigarrillos, puros y otros productos derivados del tabaco (Mavroeidis et al., 2024;
Suatunce-Zambrano et al., 2025).

Su productividad y calidad pueden verse seriamente afectadas por diversas enfermedades, entre las que
destaca el marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum, generando obstruccion del
transporte de agua y nutrientes, lo que conduce a la reduccion del crecimiento y, en casos severos, a la
muerte del hospedero (LaMondia, 2015) (Michielse & Rep, 2009).

Diversas bacterias del género Enterobacter también han sido reportadas como agentes asociados a
enfermedades en plantas. Enterobacter hormaechei ha sido identificado como el agente causal de
pudriciones en tallos Hylocereus costaricensis en Costa Rica, confirmandose su patogenicidad mediante
analisis morfoldgicos y moleculares (Retana-Sanchez et al., 2019).

En los ultimos afios, el uso de microorganismos con actividad antagonista ha sido considerado una
alternativa sostenible para el manejo de enfermedades en plantas. Dentro de estos, las bacterias del
género Pseudomonas han sido ampliamente estudiadas debido a su capacidad para producir metabolitos
secundarios con actividad antifingica y antibacteriana, tales como antibidticos, sideroforos y enzimas
hidroliticas que limitan el desarrollo de diversos fitopatogenos (Haas & Défago, 2005; Tienda et al.,
2024)

Aunque numerosos estudios han demostrado la actividad antagonista de Pseudomonas spp. contra
patdgenos vegetales en condiciones de laboratorio, es necesario evaluar su desempefio en plantas bajo
condiciones de invernadero, donde intervienen interacciones mas complejas entre el hospedero, el
patoégeno y el ambiente. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto biocontrolador de
Pseudomonas spp. sobre la incidencia, severidad de la enfermedad y parametros de crecimiento en
plantas de Nicotiana tabacum L. infectadas con Fusarium oxysporum 'y Enterobacter hormaechei bajo

condiciones de invernadero.
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METODOLOGIA

Microorganismos utilizados

Los fitopatogenos Fusarium oxysporum y Enterobacter hormaechei empleados en el presente estudio
corresponden a aislados previamente obtenidos a partir de plantas enfermas y posteriormente
identificados mediante analisis molecular por PCR (Guanoquiza Calero, et al., 2025a). Por otra parte,
las cinco cepas de Pseudomonas spp. utilizadas como bacterias antagonistas fueron previamente
evaluadas por su actividad de biocontrol frente a estos patdgenos en ensayos de antagonismo in vitro
(Guanoquiza Calero, et al., 2025b). Para el presente experimento, todos los microorganismos fueron
reactivados en medios de cultivo apropiados antes de su utilizacion en los ensayos realizados bajo
condiciones de invernadero.

Condiciones de invernadero

Las semillas fueron sembradas en bandejas de germinacion con sustrato preparado y mantenidas bajo
riego periodico hasta la germinacion. A los 25 dias después de la germinacion, las plantulas fueron
trasplantadas a recipientes plasticos con orificios de drenaje, los cuales contenian una mezcla de suelo,
turba y vermiculita en proporcion 2:1. Durante el desarrollo del experimento, las plantas recibieron
fertilizacion y riego periddico cada tres dias con aproximadamente 500 mL de agua por planta. El ensayo
se mantuvo bajo condiciones de invernadero con una temperatura promedio de 33 °C. Se establecieron
dos ensayos independientes, uno para cada fitopatdégeno evaluado (Fusarium oxysporumy Enterobacter
hormaechei).

Inoculacion de los fitopatogenos

A las cuatro semanas de edad las plantas fueron inoculadas con Fusarium oxysporum y Enterobacter
hormaechei en ensayos independientes. Para la inoculacion de F. oxysporum se utilizo el método de
herida descrito por Berruezo et al. (2021), mediante la colocacion de un disco micelial de 7 mm de
diametro obtenido de cultivos desarrollados en medio PDA. El disco fue fijado en el punto de
inoculacion (tallo) con algodoén humedecido y sellado con Parafilm para favorecer la colonizacion del

patogeno.
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Para la inoculacion de E. hormaechei, se prepar6 una suspension bacteriana con una concentracion de 1
x 10° UFC mL™". Posteriormente, se inyectaron 5 pul. de la suspension en el tallo de las plantas, a
aproximadamente 5 cm por encima del nivel del suelo y con un angulo de 30°.

Aplicacién de Pseudomonas spp.

Las cepas de Pseudomonas spp. se cultivaron en 50 mL de caldo nutritivo King B bajo agitacion
constante de 150 rpm durante 48 h. Luego, se prepard una suspension bacteriana con una concentracion
de 1 x 10° UFC mL™". La inoculacion se realizéo mediante la aplicacion de 5 mL de la suspension
bacteriana en cada planta. Este procedimiento se efectud en dos ocasiones, durante la tercera y quinta
semana de edad de las plantas, aplicando cada cepa de forma individual de acuerdo con el tratamiento
correspondiente.

Evaluacion de incidencia y severidad

Incidencia

Se determiné a los 25 dias después de la segunda inoculacién de Pseudomonas spp, contabilizando el
numero de plantas que presentaron sintomas visibles en cada tratamiento. El valor se expresé como
porcentaje con respecto al total de plantas evaluadas, utilizando la siguiente ecuacion:

Numero de plantas enfermas 100

Incidencia =
Numero total de plantas

Porcentaje de Severidad

Se estim6 mediante una escala descriptiva de cuatro categorias basada en Cristiane-Delmadi et al. (2018)
y adaptada para el estudio. Los sintomas observados en las plantas se clasificaron en los siguientes
niveles: sano (0-25 %), leve (25-50 %), moderado (50-75 %) y severo (75—-100 %). Esta escala se

utilizo para evaluar el grado de dafio ocasionado por Fusarium oxysporum'y Enterobacter hormaechei

en los grupos experimentales,




Tabla 1. Escala visual utilizada para la evaluacion de la severidad de la enfermedad en plantas de
Nicotiana tabacum L.

Sintomas Sana Leve Moderada Severa
Agente
externos de la Grado 1 Grado 2 Grado 3 Grado 4
causal
hoja (0%-25%) (25%-50%) (50%-75%) (75%- 100%)
Marchitez,
manchas
foliares,
F
reduccion del
Oxysporum
tamaifio de las
hojas y
deformacion.
Necrosis foliar,
deformaciones,
E.
marchitez,
hormoechei

reduccion del

tamafo.

Variables de crecimiento

Al finalizar el periodo experimental, se midieron; altura de la planta (cm), longitud de la raiz (cm), peso
fresco de raiz (g). Posteriormente, las raices fueron sometidas a un proceso de secado en estufa hasta
obtener peso seco (g).

Andlisis estadistico

Se establecié bajo un disefio completamente al azar con seis tratamientos y tres repeticiones,
considerando cinco plantas como unidades experimentales por repeticion. Este disefio se aplico de
manera independiente para los ensayos con Fusarium oxysporum Yy Enterobacter hormaechei,
evaluandose un total de 180 plantas (Tabla 2).

Los datos correspondientes a la incidencia de la enfermedad y a las variables de crecimiento de las

plantas fueron sometidos a un andlisis de varianza (ANOVA). Cuando se detectaron diferencias

RE d_




significativas entre tratamientos, se aplico la prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel
de significancia de p < 0.05. La severidad de la enfermedad se estimé mediante una escala descriptiva
basada en la clasificacion de los sintomas observados en las plantas. Los analisis estadisticos se
realizaron utilizando el software InfoStat.

Tabla 2. Tratamientos evaluados para el control de patdgenos en plantas de Nicotiana tabacum

Tratamientos Descripcion Repeticiones
T1 Pseudomona putida BMR 2-4 + Patdgeno 3
T2 Pseudomona putida PB 3-6 + Patogeno 3
T3 Pseudomona putida BO 4-4 + Patogeno 3
T4 Pseudomona protegens CHAO + Patogeno 3
TS Pseudomona veronii R4 + Patdgeno 3
Control Control (Patogeno) 3
RESULTADOS
Incidencia

No presento diferencias significativas entre los tratamientos en plantas inoculadas con Fusarium
oxysporum (F=1.95; p=0.173) ni con Enterobacter hormaechei (F=1.59; p= 0.249). Los tratamientos
con Pseudomonas spp. no evidenciaron una reduccion significativa en la proporcion de plantas enfermas
en comparacion con el control inoculado tnicamente con el patégeno (Figural).

Figura 1. Incidencia de la enfermedad en Nicotiana tabacum bajo tratamientos con Pseudomonas sppL
Letras iguales no difieren segtin la prueba de Tukey (p<0.05)
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Porcentaje de severidad

Se observo variaciones entre los tratamientos para ambos patoégenos. En plantas inoculadas con
Fusarium oxysporum, los tratamientos T1, T2, T3 y T4 se clasificaron en nivel 3 de severidad (50-75
% de afectacion), mientras que el control y el tratamiento TS5 presentaron nivel 4 (75-100 % de
afectacion) (Figura 2). De forma similar, en la inoculacion con Enterobacter hormaechei, los
tratamientos T1 y T2 se ubicaron en nivel 3, mientras que el control y los tratamientos T3, T4 y T5
mostraron nivel 4 de severidad, indicando un mayor grado de dafio en las plantas (Figura 3).

Figura 2. Grado de severidad de la enfermedad causada por Fusarium oxysporum en plantas de
Nicotiana tabacum bajo diferentes tratamientos con Pseudomonas spp.

™ T2 T3 T4 T5 Control

Grado 3 Grado 3 Grado 3 Grado 3 Grado 4 Grado 4

Figura 3. Grado de severidad de la enfermedad causada por Enterobacter hormaechei en plantas de
Nicotiana tabacum bajo diferentes tratamientos con Pseudomonas spp.

T T3 T4 T5 Control
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Longitud radicular

La longitud de raiz inoculada con Fusarium oxysporum mostrd diferencias significativas entre
tratamientos (F= 13.54; p= 0.0003). Los tratamientos con Pseudomonas spp. presentaron mayores
valores radiculares que el control, destacando T2 (Pseudomonas putida PB 3-6) y T5 (Pseudomonas
veronii R4). En plantas inoculadas con Enterobacter hormaechei también se observaron diferencias
significativas (F= 3.43; p= 0.046), donde T3 (Pseudomonas putida BO 4-4) registré6 el mayor
crecimiento radicular (Figura 4).

Figura 4. Longitud de raiz de plantas de Nicotiana tabacum inoculadas con Fusarium oxysporum y

Enterobacter hormaechei bajo diferentes tratamientos con Pseudomonas spp. Letras iguales no difieren
segun la prueba de Tukey (p<0.05)
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Hubo diferencias significativas entre tratamientos, Fusarium oxysporum (F =5.27; p=0.0125) como con
Enterobacter hormaechei (F= 5.17; p= 0.0133). En presencia de F oxysporum, el tratamiento T2
(Pseudomonas putida PB 3-6) presento el mayor crecimiento en comparacion con el control. De manera

similar, en plantas inoculadas con E. hormaechei, el tratamiento T1 (Pseudomonas putida BMR 2-4)

registré la mayor altura de planta (Figura 5).




Figura 5. Altura de plantas de Nicotiana tabacum inoculadas con Fusarium oxysporum'y Enterobacter
hormaechei bajo tratamientos con Pseudomonas spp. Letras iguales no difieren segun la prueba de
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Biomasa radicular

La biomasa radicular de Nicotiana tabacum inoculada con Fusarium oxysporum presentd diferencias
significativas entre tratamientos. El peso fresco de raiz mostrd diferencias estadisticas (F= 10.95; p=
0.0008), donde el tratamiento T2 (Pseudomonas putida PB 3-6) presentd los valores mas altos en
comparacion con el control (Figura 6). El peso seco de raiz también evidenci6 diferencias significativas
(F= 7.46; p= 0.0037), destacandose el tratamiento TS5 (Pseudomonas veronii R4) (Figura 7). Por otro
lado, las plantas inoculadas con Enterobacter hormaechei no se observaron diferencias significativas
entre tratamientos (Figura 6y 7).

Figura 6. Peso fresco radicular en plantas de Nicotiana tabacum inoculadas con Fusarium oxysporum

y Enterobacter hormaechei bajo tratamientos con Pseudomonas spp. Letras iguales no difieren segiin la
prueba de Tukey (p<0.05).
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Figura 7. Peso seco radicular en plantas de Nicotiana tabacum inoculadas con Fusarium oxysporum y
Enterobacter hormaechei bajo tratamientos con Pseudomonas spp. Letras iguales no difieren segun la
rueba de Tukey (p<0.05).
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DISCUSION

En el presente estudio, aunque no se observaron diferencias significativas en la incidencia de la
enfermedad entre los tratamientos, si se evidenciaron variaciones en la severidad y en algunos
pardmetros de crecimiento vegetal. Resultados similares han sido reportados en investigaciones previas,
donde la inoculacion con bacterias no siempre reduce completamente la incidencia de la enfermedad,
pero puede disminuir la intensidad del dafio y mejorar la tolerancia de las plantas al estrés causado por
los patogeno (Hakim et al., 2021).

En relacion con el efecto promotor del crecimiento observado, la longitud de la raiz y la altura de la
planta mostraron incrementos en los tratamientos con las cepas Pseudomonas putida y Pseudomonas
veronii. Asimismo, se registro un aumento significativo en el peso fresco y seco de la raiz en las plantas
tratadas con P. putida, P. veronii y Pseudomonas protegens. Estos resultados respaldan lo reportado en
diversos estudios que describen a Pseudomonas spp. como rizobacterias promotoras del crecimiento
vegetal (PGPR), capaces de estimular el desarrollo de las plantas debido a la produccion de hormonas
vegetales y la solubilizacion de nutrientes (Abo-Zaid et al., 2023; Hernandez-Hernandez et al., 2018).
Otras investigaciones también han demostrado que Pseudomonas spp. posee una notable capacidad de
biocontrol frente a fitopatogenos del suelo, particularmente hongos como Fusarium oxysporum. Este

efecto antagonista se asocia principalmente con la produccion de metabolitos secundarios con actividad

antimicrobiana, entre los que se incluyen antibidticos, enzimas hidroliticas y sideroforos, los cuales




limitan el crecimiento y la colonizacién de los patogenos en la rizosfera (Molina-Romero et al., 2015;

Pandey & Gupta, 2020) (Bennis et al., 2023) (Santos et al., 2024).

CONCLUSION

La inoculacion con Pseudomonas spp. tavorecio el desarrollo agronomico de Nicotiana tabacum L. en

presencia de Fusarium oxysporum 'y Enterobacter hormaechei, evidenciado en mejoras en variables de

crecimiento y biomasa, a pesar de no registrarse diferencias significativas en la incidencia de la

enfermedad. Estos resultados sugieren que el efecto de estas bacterias se relaciona mas con la atenuacion

del dafio y la mejora de la tolerancia vegetal que con la supresion directa de la infeccion. Las cepas

evaluadas, particularmente Pseudomonas putida y Pseudomonas veronii, destacan por su potencial

como agentes de biocontrol y promotores del crecimiento, lo que respalda su posible incorporacion en

estrategias de manejo sostenible en el cultivo de tabaco.
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