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RESUMEN GENERAL 

RESISTENCIA SISTÉMICA A Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 
INDUCIDA POR Bacillus subtilis Y Bacillus pumilus EN Solanum 

lycopersicum L. 

 

La marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici es una 

enfermedad grave que conduce al retraso en el crecimiento, el marchitamiento 

progresivo y la muerte de cultivos de tomate. Una estrategia para reducir los efectos 

de esta enfermedad es el control biológico con bacterias del género Bacillus. En este 

estudio se evaluó la actividad antagónica de Bacillus pumilus ATCC 700814 y Bacillus 

subtilis QST-713 contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici con la técnica de cultivo 

dual en placas de PDA. Los ensayos de confrontación mostraron que las bacterias 

inhibieron el halo de crecimiento del hongo entre 31 y 42 %. Además, 24 horas después 

de la inoculación, el patógeno degradó el ARN de la raíz de las plántulas. Mediante 

RT-qPCR y la expresión relativa de PR1 y GLUB, se confirmó que, en plántulas de 

genotipos susceptibles al patógeno, ambas cepas activaron la expresión de genes 

asociados, tanto con la resistencia sistémica inducida, como con la adquirida. Los 

niveles más altos de expresión génica se observaron en plántulas tratadas con las 

cepas de Bacillus y posteriormente inoculadas con Fusarium. Estos hallazgos sugieren 

que ambas cepas de Bacillus podrían utilizarse para contrarrestar los efectos de 

Fusarium oxysporum en los cultivos de tomate. 

Palabras clave. Actividad antagónica, control biológico, expresión génica. 
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GENERAL ABSTRACT 

SYSTEMIC RESISTANCE TO Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici 
INDUCED BY Bacillus subtilis AND Bacillus pumilus IN Solanum 

lycopersicum L. 

 

Vascular wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici is a serious disease that 
leads to stunted growth, progressive wilting and death of tomato crops. One strategy 
to reduce the effects of this disease is biological control with bacteria of Bacillus genus. 
In this study, the antagonistic activity of Bacillus pumilus ATCC 700814 and Bacillus 
subtilis QST-713 against Fusarium oxysporum was evaluated with the dual culture 
technique on PDA plates. The confrontation tests showed that the bacteria inhibited the 
growth halo of the fungus between 31 and 42%. Additionaly, 24 hours after inoculation, 
the pathogen degraded the RNA of the seedling roots. By means of RT-qPCR and the 
relative expression of PR1 and GLUB. It was observed that on the seedlings of 
susceptible genotypes to Fusarium, both strains activated the expression of genes 
associated with both induced and acquired systemic resistance. The highest levels of 
gene expression were observed in seedlings inoculated with Bacillus strains and 
subsequently inoculated with Fusarium. These findings suggest that both Bacillus 
strains could be used to counteract the effects of Fusarium oxysporum on tomato crops. 

Keywords: Antagonistic activity, biological control, gene expression. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la hortaliza con mayor producción a nivel 

nacional tanto por su importancia económica como por su valor nutrimental (SIAP, 

2022). Este cultivo se encuentra expuesto a diversas enfermedades, entre las que se 

encuentran la marchitez vascular, la pudrición de corona y raíz (Vitale et al., 2014) 

causadas por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), (Jogaiah et al., 2018). 

La colonización por F. oxysporum en la planta conduce a la necrosis de los tejidos 

infectados, colapso de los vasos vasculares, retraso en el crecimiento y al 

marchitamiento progresivo causando la pérdida del cultivo (Zhang et al., 2021). La 

marchitez vascular en tomate puede causar daños en cualquier etapa de producción; 

especialmente forma parte del complejo “damping off” caracterizado por el ataque en 

plántula (Chávez & Aquino-Jara 2012; Chitwood-Brown et al., 2021). La aplicación 

inadecuada de fungicidas para el control de Fusarium en cultivos de tomate representa 

un riesgo para el ambiente y la salud debido a sus propiedades tóxicas y a su 

residualidad en el suelo (Selim et al., 2023).  

Una posible solución para el manejo de enfermedades es control biológico, a través 

de la activación de la resistencia sistémica adquirida (RSA) dependiente del ácido 

salicílico (AS); y la resistencia sistémica inducida (RSI) dependiente del etileno (ET) y 

el ácido jasmónico (JA) (Jaiswal et al., 2020), comúnmente atribuida a las rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal en las que se encuentra el género Bacillus 

(Choudhary & Johri, 2009).  

La RSI es una resistencia de amplio espectro y de largo plazo, capaz de suprimir una 

enfermedad entre el 20 y 85 % (Gouda et al., 2018; Abbasi et al., 2019). Por lo cual, 

es de interés aprovecharla mediante la interacción directa de rizobacterias antes del 

comienzo de enfermedades causadas por Fusarium y otros patógenos, para disminuir 

la gravedad de los efectos de estas enfermedades (Abbasi et al., 2019). 

La RSA es una respuesta de defensa de las plantas a patógenos que confiere 

inmunidad más allá del sitio de infección inicial (Wang et al., 2018; Holmes et al., 2019). 

La señalización mediada por el AS es esencial para la activación de la RSA. El AS se 
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acumula en las plantas después del ataque de un patógeno, los efectos de esta 

fitohormona pueden cambiar la actividad enzimática, activar los genes de defensa, 

generar radicales libres y mejorar respuestas de defensa (Shah et al., 2014; Kim & 

Lim, 2023), además la RSA se puede transmitir a la progenie a través de la regulación 

epigenética (Fu & Dong, 2013). 

Se ha demostrado que varias especies del género Bacillus como; Bacillus 

amyloliquefaciens, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus cerus, Bacillus mycoides 

y Bacillus sphaericus, son capaces de activar la RSI, y esto tiene como consecuencia 

una disminución significativa de la severidad de enfermedades causadas por hongos 

fitopatógenos en cultivos de tomate, pimiento, melón, sandía, tabaco, Arabidopsis, y 

pepino, tanto en condiciones bajo invernadero o campo abierto (Akram et al., 2013). 

La RSA generalmente se considera inducida por patógenos, esta señal puede 

conferirse en poco tiempo, mientras que la RSI puede ser activada por infección de 

patógenos o por microorganismos benéficos (Yu et al., 2022; Salwan et al., 2023). En 

el caso del género Bacillus se ha detectado que activa a los genes PDF1.2, ETR4, Pti4 

y PI-I involucrados en la RSI (Nie et al., 2017, Constantin et al., 2019; Pazarlar et al., 

2022), esto sugiere que probablemente no son los únicos genes que puede estar 

activando esta especie.  

Las cepas de Bacillus subtilis y Bacillus pumilus tienen la capacidad de actuar como 

agentes de control biológico contra hongos patógenos mediante la RSI y la RSA, la 

habilidad de formar endosporas y biopelículas en las superficies de las raíces y la 

estimulación del crecimiento de las plantas, de manera que pueden usarse para 

suprimir enfermedades (Kumar & Tabassum, 2019). 

El objetivo de esta investigación fue evaluar la resistencia sistémica inducida y la 

resistencia sistémica adquirida por las cepas Bacillus subtilis y Bacillus pumilus en 

variedades de tomate susceptibles a Fusarium oxysporum, a través de una prueba 

fitopatológica en invernadero y la realización de RT-qPCR para medir la expresión 

relativa de PR1 y GLUB relacionados con las vías de RSI y RSA, respectivamente, 

comprobando que la inoculación de raíces de tomate con Bacillus subtilis y Bacillus 
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pumilus inducen la resistencia sistémica a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici,  

mediante la activación los genes. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

Importancia mundial del tomate 

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es la segunda solanácea más cultivada a nivel 

mundial después de la papa, los países con mayor producción son China, India, 

Estados Unidos, México, Turquía, Rusia e Italia (Ali et al., 2020). En el año 2023, 

México se posicionó como el 9° productor mundial de tomate con una producción de 

más de tres millones de toneladas (Secretaría de Agricultura y Desarrollo Rural, 2023). 

Entre los hongos que infectan a los cultivos de tomate con mayor frecuencia son 

Alternaria solani, Septoria lycopersici, Botrytis cinerea, Verticillium dahliae, 

Phytophthora infestans, Fusarium oxysporum f. sp. radicis – lycopersici y Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici (Panno et al., 2021; Karačić et al., 2024). Estos patógenos 

representan un problema para la seguridad alimentaria, en productos perecederos 

como el tomate (Adedayo et al., 2022). 

Impacto de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en el cultivo de tomate 

Los países con mayor producción de tomate han reportado enfermades trasmitidas por 

el suelo causadas por diversos patógenos entre ellos los hongos como Fusarium 

oxysporum y Pythium sp., estas enfermedades pueden representar grandes pérdidas 

económicas (Ma et al., 2023). 

El oscurecimiento vascular, el retraso del crecimiento, el marchitamiento progresivo y 

la muerte de la planta son síntomas comunes en plantas infectadas con Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) (Di et al., 2017). Este invade a la planta a través de 

heridas o aberturas en las raíces a través del xilema, las lesiones necróticas pueden 

provocar la pudrición de la corona y con esto desencadenar una clorosis, así como la 

pudrición de la raíz (Ma et al., 2023).  

Los síntomas iniciales de la enfermedad comienzan con una clorosis pronunciada y 

marchitamiento de las hojas basales inferiores que avanza hacia las hojas apicales, 
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generalmente estos síntomas son asimétricos, restringidos a uno o dos tallos de la 

planta, a medida que avanza la enfermedad se produce oscurecimiento en el tejido 

vascular de los tallos, además puede conducir a una maduración acelerada de los 

frutos y a la muerte rápida de la planta (Chitwood-Brown et al., 2021).  

El uso de fungicidas para combatir a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici genera la 

aparición de nuevas cepas resistentes (El-Aswad et al., 2023), debido a que, los 

hongos tienen una alta plasticidad genética que les permite desarrollar resistencia a 

fungicidas e invadir nuevos cultivos (Doehlemann et al., 2017; Almeida et al., 2023).  

Las razas patogénicas de Fol (1,2 y 3) se identifican por sus genes de resistencia a 

fungicidas, las razas 1 y 2 generalmente crecen en cultivos de tomate en diferentes 

regiones del mundo, hay reportes de que la raza 3 se puede encontrar con mayor 

frecuencia en cultivos en el suroeste de Georgia y México (Srinivas et al., 2019), por 

lo que se requiere encontrar alternativas biológicas eficientes para controlar los efectos 

dañinos de Fusarium oxysporum.  

Resistencia Sistémica Inducida (RSI) y Resistencia Sistémica Adquirida (RSA) 

Las plantas reaccionan al ataque de patógenos mediante diferentes mecanismos 

físicos y bioquímicos, la activación de la resistencia es una estrategia con una gran 

capacidad para evitar pérdidas en los cultivos de tomate (Köhl et al., 2019). 

Las plantas colonizadas por bacterias promotoras del crecimiento vegetal pueden 

presentar la activación de la resistencia sistémica inducida (RSI) la cual usualmente 

otorga la capacidad de autoprotección, pero estas bacterias también pueden activar la 

resistencia sistémica adquirida (RSA) (Thepbandit et al., 2024). 

No todas las interacciones microbianas que provocan respuestas sistémicas dan lugar 

a la inmunidad, procesos como las heridas mecánicas pueden dar lugar a una 

resistencia localizada, pero también a una susceptibilidad sistémica, en la mayoría de 

los casos los genes que se atacan durante la susceptibilidad son cruciales para la 

distinción de diferentes vías de resistencia (Wilson et al., 2023). 

La resistencia sistémica está relacionada con la expresión genética relacionada con la 

producción hormonal, cuatro hormonas regulan la defensa de las plantas a los 
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patógenos: acido salicílico (SA), ácido jasmónico (JA), etileno (ET) y ácido abscísico 

(ABA) (Alazem y Lin, 2015), estas vías de señalización son indispensables para la 

resistencia sistémica a través de RSA o RSI (Singh et al., 2022). 

Resistencia sistémica inducida 

La resistencia sistémica inducida (RSI) es un término usado para las plantas que se 

encuentran en un estado inducido de resistencia, el cual es elicitado por inductores 

biológicos o químicos que protegerán a la planta contra ataques de patógenos 

(Pieterse et al., 2014), y está relacionado por estímulos ambientales específicos, que 

activan los mecanismos de defensa de la planta y se potencian contra estreses bióticos 

posteriores (Choudhary & Johri.,2009).   

El estado inducido de resistencia se caracteriza por la activación de mecanismos de 

defensa latentes que se expresan después del ataque de un patógeno, la RSI no solo 

se expresa en el sitio de inducción sino también sistemáticamente en partes de la 

planta que se encuentran alejadas del inductor (Pieterse et al., 2014). Esta resistencia 

tiende a ser de amplio espectro y puede ser duradera, pero rara vez es completa; la 

mayoría de los agentes inductores reducen la enfermedad entre un 20 a 85 %, además 

su expresión depende del huésped por lo cual su eficacia en condiciones de campo 

podría verse influenciada por el ambiente, la nutrición del cultivo y el grado de 

activación de la RSI en la planta (Walters et al., 2013).  

La RSI generalmente se activa después de la colonización por parte de rizobacterias 

promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) y estas preparan 

a los mecanismos de defensa de la planta para la resistencia a enfermedades a través 

del ácido jasmónico y etileno (Constantin et al., 2019). Es eficaz contra una amplia 

gama de patógenos (Doornbos et al., 2012).  

Resistencia sistémica adquirida 

La RSA es de amplio espectro, sin especificidad para la infección inicial, un patógeno 

que causa muerte celular programada de manera local puede inducir RSA a través de 

la generación de señales móviles, la acumulación de la hormona de defensa SA y la 

secreción de proteínas antimicrobianas relacionadas con la patogénesis (PR), el 
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resultado es una planta preparada contra una infección secundaria durante semanas 

o meses (Fu & Dong, 2013). 

Van Der Plank (1963) define la resistencia vertical como la acción de un gene que 

confiere inmunidad contra una raza del patógeno no y la resistencia horizontal opera 

contra varias razas reduciendo la tasa de infección en el hospedante. Por lo que la 

RSA tiene como base la acción de varios genes que se activan contra patógenos y 

funciona de acuerdo con la hipótesis de Van Der Plank. 

Durante la resistencia sistémica adquirida la infección del tejido vegetal primario (local) 

produce señales móviles que se distribuyen para activar respuestas inmunes en tejidos 

secundarios no infectados (Holmes et al., 2019). La SAR se activa en los órganos 

distales libres de patógenos de una planta que han conservado la memoria de una 

infección previa en otro órgano, los tejidos con SAR muestran un estado de 

preparación que se asocia con la activación de defensas rápida y eficiente una 

infección posterior de patógenos (Shah et al., 2014).  

El ácido salicílico es una fitohormona esencial para regular las reacciones SAR 

iniciadas por patógenos y varios elicitores, que se sintetiza a través de la enzima 

isocorismato sintasa o la fenilalanina amonio liasa (Ngou et al., 2022; Pazarlar et al., 

2022). Los niveles de SA aumentan en las plantas después de la infección causada 

por patógenos (Pye et al., 2013). La expresión de genes como NPR1, PR1, y PR5 

están asociados a la RSA por la vía de SA (Chae et al., 2020; Haghpanah et al., 2024). 

Bacillus subtilis y Bacillus pumilus como agentes de control biológico 

El control biológico es una alternativa para combatir enfermedades causadas por 

microorganismos patógenos en los cultivos de tomate, especies del género Bacillus 

han demostrado tener la capacidad de promover el crecimiento vegetal, así como de 

tener efectos antimicrobianos (Karačić et al., 2024). Lo anterior, a través de la actividad 

inhibitoria sobre el crecimiento de hongos patógenos al competir por nichos ecológicos 

e inducir la resistencia sistémica en las plantas (Fira et al., 2018), así mismo, estas 

especies se pueden adaptar mejor que los patógenos a condiciones extremas de pH 

y temperatura (Ramírez et al., 2022). 
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Las cepas Bacillus se reconocen como rizobacterias promotoras del crecimiento 

vegetal debido a su capacidad de producción de reguladores del crecimiento y una 

gran variedad de agentes antimicrobianos (Ramírez-Pool et al., 2024), lo cual las hace 

una opción viable para combatir a hongos fitopatógenos. La capacidad que tienen las 

bacterias de inhibir el crecimiento de hongos patógenos también puede atribuirse a 

que estas crecen más rápido lo cual permite que haya una competencia eficiente por 

los nutrientes y el espacio (Baar et al.,2023).  

La capacidad antagónica in vitro por parte de las PGPR (Baar et al.,2023), puede 

deberse a la producción de enzimas líticas como quitinasas y proteasas, que degradan 

las paredes celulares de hongos y evitan su crecimiento (Baar et al.,2023). Este tipo 

de antagonismo se comprueba mediante el cultivo del patógeno y una PGPR de 

prueba en cajas Petri con la técnica de cultivo dual, mecanismos que han sido 

identificados en Trichoderma (Khan et al., 2018). 

Las PGPR pueden controlar la proliferación de Fol mediante la producción de ácido 

indol acético, producción de sideróforos, solubilización de fosfatos, producción de 

volátiles antifúngicos y la inducción de resistencia sistémica (Ajilogba & Babalola, 

2013). Una vez que las bacterias de biocontrol se establecen en la rizosfera, una 

variedad de mecanismos puede dar como resultado la supresión de patógenos de las 

plantas (Doornbos et al., 2012). 

Bacillus subtilis presenta mecanismos de biocontrol indirectos como la estimulación 

del crecimiento de la planta y la inducción de la resistencia sistémica, para suprimir 

enfermedades causadas por patógenos (Hashem et al., 2019). Esta bacteria es un 

agente de biocontrol y promotora del crecimiento eficiente, capaz de contrarrestar los 

efectos de Rhizoctonia solani y Fol (Rashad et al., 2022; Pandey et al., 2023). Cepas 

de B. pumilus son capaces de suprimir fitopatógenos como Fusarium solani, Fusarium 

oxysporum, Rhizoctonia solani y Fagopyrum esculentum, además B. pumilus puede 

promover el crecimiento de las plantas independientemente de si altera la microbiota 

nativa o no (Dobrzyński et al., 2023). 

Con base en estas interacciones beneficiosas entre plantas y microorganismos, ha 

sido posible desarrollar biofertilizantes comerciales para su uso en la biotecnología 
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agrícola a base del género Bacillus. Estos contienen cepas de Bacillus subtilis, Bacillus 

pumilus, Bacilllus cerus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus thuringiensis, Bacillus 

megaterium, entre otras (Berg, 2009; Abriouel et al., 2011; Miljaković et al., 2020). 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Genotipos evaluados y condiciones de crecimiento 

Se evaluaron tres híbridos de tomate (Solanum lycopersicum L.); dos de ellos (69/47 

y 47/47) susceptibles a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, desarrolladas por el 

proyecto de Mejoramiento Genético de tomate para Invernadero de la Universidad 

Autónoma Chapingo (UACh) y el híbrido comercial “Ramsés” con resistencia al 

patógeno, de la empresa HM Clause®. 

Las semillas se sembraron en charolas de poliestireno de 200 cavidades con sustrato 

de turba, se usó la solución nutritiva de Cadahia (2000) modificada para etapa de 

plántula. El trasplante se realizó 14 días después de la siembra en vasos de 

poliestireno con capacidad de 330 mL con roca volcánica porosa (tezontle), en 

condiciones de invernadero. 

La preparación de las plántulas para los experimentos de RT-qPCR comenzó con la 

desinfección de las semillas, la cual, se realizó en tubos Falcon estériles de 50 mL de 

capacidad, en condiciones de esterilidad se adicionó una solución de etanol al 70 %, 

después de agitar por tres minutos se decantó, se agregó hipoclorito de sodio al 20 % 

y finalmente se enjuagaron con agua destilada estéril. Las semillas se sembraron en 

placas de Petri de 150 mm de diámetro con medio Murashige & Skoog (MS) y se 

incubaron durante 48 horas a una temperatura de 28 °C, las plántulas se trasplantaron 

en tubos de cultivo con 4 mL de medio MS líquido. Las plántulas se mantuvieron a 22 

°C con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad, todas las plántulas se 

utilizaron cuando tenían 11 días de crecimiento. 
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Preparación de suspensiones bacterianas e inóculo fúngico  

Bacterias benéficas 

Bacillus pumilus cepa ATCC 700814 fue donada por el Centro Nacional de Referencia 

de Inocuidad y Bioseguridad Agroalimentaria, del Servicio Nacional de Sanidad, 

Inocuidad y Calidad Agroalimentaria. Se resembró en placas petri de medio LB solido 

durante 24 horas a 28 °C, para el caso de Bacillus subtilis cepa QST-713 fue aislada 

del producto comercial Serenade® producido por Bayer. Posteriormente se sembraron 

en medio líquido, se mantuvieron en agitación constante a 120 rpm durante 24 horas. 

La biomasa se recolectó en una solución de caldo LB y glicerol, esto se ajustó a la 

concentración 1x108 UFC/ mL. 

Recolección y aislamiento de la cepa de Fusarium oxysporum 

Se recogieron muestras de plantas de tomate con síntomas de marchitez y pudrición 

de raíz en el invernadero del Campo Experimental del departamento de Fitotecnia, de 

la Universidad Autónoma Chapingo. Para el aislamiento de Fusarium, los tejidos 

infectados de la raíz se lavaron con agua potable para eliminar los restos de sustrato, 

se cortaron trozos entre 10 y 20 mm, los cuales fueron desinfectados con una solución 

de hipoclorito de sodio al 10 % durante un minuto, se enjuagaron con agua destilada 

tres veces, se secaron en papel filtro estéril.  

Los trozos se transfirieron a placas de agar papa dextrosa (PDA), la cuales se 

incubaron a temperatura ambiente por siete días, a partir del crecimiento micelar se 

volvió a resembrar la cepa con la técnica de punta de hifa en una placa nueva de PDA, 

se dejaron incubar durante 12 días para su posterior uso. 

Se extrajo ADN del patógeno para su identificación, la empresa Humanizing Genomic 

Macrogen se encargó de obtener las secuencias de la especie, las cuales fueron 

registradas en la base de datos de GenBank; donde fueron sometidas a una búsqueda 

de secuencias altamente similares en la base de datos NCBI, con la herramienta 

BLAST, con lo cual se corroboró que el aislado secuenciado pertenece a la especie de 

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici con identidad del 99-100 %; y registrado con el 

número de acceso PP949794.1. 
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Preparación del inóculo fúngico  

Las placas con el patógeno se hidrataron con agua estéril para la recolección de 

conidias, las cuales fueron disueltas en una solución con medio papa dextrosa y 

glicerol, ambos al 50 %. La concentración de esporas conidiales se calculó con una 

cámara de Neubauer y se ajustó a una concentración de 1×104 esporas conidiales/mL 

para inocular plántulas. 

Experimento 1: Confrontaciones in vitro 

Las confrontaciones in vitro de Bacillus subtilis y Bacillus pumilus contra el hongo, se 

realizaron usando la técnica de cultivo dual (cajas de Petri, 90×15 mm) con PDA, que 

consistió en colocar en un lado de la caja, un círculo de papel filtro de seis mm de 

diámetro, impregnado con una suspensión de conidias y micelio del inóculo del 

patógeno y en el lado opuesto de la caja de Petri, se colocó otro círculo de papel filtro 

con biomasa de B. pumilus y B. subtilis (Ríos-Velasco et al., 2016).  

Las cajas de Petri inoculadas se incubaron a 28 °C por ocho días en una cámara 

ambiental. El crecimiento radial de las colonias de hongos se midió cada 24 h para 

ambos microorganismos patógenos y antagonistas. El halo de inhibición, entre las 

colonias de fitopatógenos y antagonistas en confrontación, se midió hacia los puntos 

cardinales de la caja Petri a los ocho días después a la incubación (Aquino-Martínez 

et al., 2008). 

Se realizó un diseño experimental completamente al azar, con 10 repeticiones, 

teniendo como unidad experimental una caja Petri con agar PDA. Se evaluaron seis 

tratamientos:  F. oxysporum, B. subtilis, B. pumilus, F. oxysporum vs. B. subtilis, F. 

oxysporum vs. B. pumilus y el blanco, el cual, se tomó como referencia para descartar 

alguna contaminación por bacterias u hongos distintos a los que se evaluaron.  
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Experimento 2: Evaluación en invernadero 

Diseño Experimental y Tratamientos 

Se utilizó el diseño experimental en bloques completamente al azar con arreglo 

factorial de 2x3x3 con tres repeticiones. La unidad experimental consistió en ocho 

vasos con capacidad de 330 mL, con tezontle estéril como sustrato y una plántula en 

cada uno de ellos.  

Los factores evaluados fueron: dos parcelas una inoculada con F. oxysporum y otra 

sin el patógeno, tres genotipos de tomate y tres tratamientos de control biológico 

inoculados con las cepas de B. subtilis y B. pumilus, y sin bacteria.  

Inoculación 

Se realizó la inoculación con B. subtilis y B. pumilus a una concentración de 1×107 

UFC/mL, en plántulas con dos semanas de edad y a las 72 horas se volvió a inocular 

con las mismas cepas bacterianas. 

Las plántulas de tomate de dos semanas de edad se extrajeron del sustrato, a la raíz 

de cada plántula se le hizo un corte de la raíz tres cm y se colocaron en una solución 

de Fol a una concentración de 1×107 conidias/mL durante 24 horas. Posterior a esto, 

las plantas se colocaron en las macetas con tezontle. 

Las plantas se observaron diariamente durante nueve días después de la inoculación 

para registrar la altura inicial y final, el desarrollo de síntomas, severidad e incidencia 

de la enfermedad. A partir de los valores de severidad se calculó el área bajo la curva 

del progreso de la enfermedad (ABCPE) (Campbell & Madden, 1990) con la siguiente 

ecuación: 

 

𝐴𝐵𝐶𝑃𝐸 = ∑
𝑌𝑖 + 𝑌𝑖+1

2
𝑖

(𝑡𝑖+1 − 𝑡𝑖) 

Donde:  

 𝑌𝑖 = 𝑝𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑗𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑣𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑖 

 𝑡𝑖 = 𝑑í𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑠𝑝𝑢é𝑠 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑖𝑛𝑜𝑐𝑢𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖 
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𝑖 = 1,2,3, … , 𝑛;  𝑛 = 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒𝑜𝑠 

Al finalizar la evaluación, se midió el área foliar separando las láminas foliares del tallo, 

posteriormente los órganos de tallo y hoja se colocaron en una estufa de calor seco a 

50 °C por 72 horas para registrar su masa seca en g. 

Experimento 3: Expresión génica  

Prueba in vitro  

El diseño experimental fue similar a la evaluación en invernadero, modificado para 

aplicarse en condiciones in vitro. Las plántulas se colocaron en tubos de cultivo de seis 

mL con medio MS líquido, en donde se inocularon con dos cepas benéficas de Bacillus, 

después de 48 horas se inocularon con el hongo patogénico, las raíces se expusieron 

a este por un minuto, para posteriormente pasarlas a una placa con medio sólido MS 

donde se incubaron con el patógeno por 24 horas hasta la extracción de ARN. 

Extracción de ARN y análisis de expresión génica mediante RT-qPCR 

Después de 24 horas de la inoculación con el patógeno se recolectaron todas las hojas 

de cada tratamiento para la investigación molecular. La extracción de ARN se llevó a 

cabo por el método CTAB. El ARN que se extrajo se cuantificó con un 

espectrofotómetro NanoDrop, luego se almacenó a -20 °C. Para la síntesis de ADNc 

se utilizó una mezcla de reacción de con un volumen total de 10 µL, la cual contenía 1 

µL de ADNc molde, 3.6 µL agua libre de nucleasas, 0.2 µL de cada cebador especifico 

directo e inverso (Cuadro 1) con una concentración de 10 µM y un 5 µL del kit Maxima 

SYBR Green qPCR Master Mix (2X), se utilizó el termociclador Piko Real 96, Thermo 

Scientific, con número de serie PR0961400539 para realizar la RT-qPCR. Los 

cebadores fueron diseñados por el Dr. Saúl Jijón Moreno del Laboratorio de Genómica 

Funcional y Comparativa del Instituto Potosino de Investigación Científica y 

Tecnológica, A. C. Los datos brutos fueron analizados usando el método 2 -∆∆Ct (Livak 

& Schmittgen, 2001) y normalizados al nivel de transcripción del gen actina, los datos 

de ARN de las plántulas control fueron fijados a 1.0. Los niveles de transcripción de 
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genes analizados en cada muestra de ARN fueron medidos para dos experimentos de 

inoculación independientes con tres réplicas. 

Cuadro 1.. Marcadores moleculares para RT-qPCR. 
Marcador Secuencia 5´-3´ Longitud GC Tm 

Sl ACT Fw CATCGTCCTCAGTGGTGGTA   20 pb 55%  55 °C 

Sl ACT Rv AGATCCTCCGATCCAGACAC  20 pb 55%  57 °C 

Sl_GluB_Fw TCTTCTGGGATGGAACACGC   20 pb 55%  59 °C 

Sl_GluB_Rv GAAGTGCCAGTAACAGGGCT   20 pb 55%  59 °C 

Sl PR1a at+181 Fw ATCAAAGAGCTGGGGACTGC   20 pb 55%  59 °C 

Sl PR1a at +289 Rv CCCACATCTTCACAGCACCA  20 pb 55%  57 °C 

GC: Contenido total de guanina y citosina, Tm: Temperatura de amplificación.  

Análisis de información 

En las tres evaluaciones, actividad antagónica, prueba de patogenicidad y expresión 

de genes, se realizaron análisis de varianza y comparaciones múltiples de medias de 

Tukey (P≤0.05) con el programa SAS-studio ©.  

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Potencial antagónico in vitro de Bacillus subtilis y Bacillius pumilus frente a 
Fusarium oxysporum 

Los análisis de varianza del diámetro de crecimiento indicaron diferencias estadísticas 

en las cinco oportunidades de medición (3, 4, 5, 6 y 7 días después de la incubación). 

Los coeficientes de variación fueron mayores que 36 %, causado por la variación 

aleatoria observada entre las repeticiones de cada tratamiento. 

En la prueba de confrontación in vitro realizada durante siete días (Figura 1), el 

tratamiento “blanco”, con ausencia del patógeno no tuvo crecimiento de ningún tipo, 

en el caso de Fol como único elemento no tuvo restricciones para su crecimiento, por 

lo que siempre mostró el mayor diámetro, Bs y Bp (en ausencia de Fol) mostraron un 

crecimiento menor que el patógeno y similar entre ellos (Cuadro 2).  
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Figura 1. Confrontaciones in vitro en placas de PDA. a) Bacillus subtilis vs Fusarium oxysporum; b) 
Bacillus pumilus vs Fusarium oxysporum; c) Fusarium oxysporum; d) Bacillus subtilis; e) Bacillus pumilus 
y f) control. 

Los tratamientos que evaluaron el antagonismo mostraron reducciones significativas 

en el crecimiento de Fol con ambas cepas, las cuales mostraron un desempeño similar 

al inhibir el crecimiento de este patógeno durante los siete días de evaluación (Cuadro 

2). 

Bacillus pumilus redujo el crecimiento de Fusarium oxysporum, aunque de acuerdo 

con la Figura 1, su efecto no fue igual de contundente que Bacillus subtilis, las colonias 

de esta cepa se observan con mayor crecimiento, el tratamiento de B. subtilis vs. Fol 

tuvo una disminución de crecimiento del patógeno del 42 %, el tratamiento con B. 

pumilus vs. Fol mostró una disminución menor del patógeno la cual fue del 31 %. Aun 

así, esto no excluye la posibilidad de que tenga la capacidad para activar genes de 

resistencia a enfermedades, como en el caso de la investigación realizada por Kim et 

al. (2023); quienes encontraron que la bacteria Brevibacillus cepa B-4359 no 

antagonizó directamente a hongos patogénicos como Fol y Colletotrichum, tampoco 

inhibió la germinación de esporas, pero sí indujo la expresión del gen de respuesta 

sistémica de la planta CaPR1 (Kim et al., 2023). 
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Cuadro 2. Comparación de medias del halo de inhibición entre las colonias de Fusarium 
oxysporum y las especies antagónicas de Bacillus a los 3, 4, 5, 6 y 7 días después de la 
incubación. 

          Diámetro de crecimiento (mm)  

Tratamiento 3 días 4 días 5 días 6 días 7 días 

Blanco 6.00  Dz 6.00  E 6.00 D 6.00 D 6.00 D 

Fol 34.77  A 40.72 A 50.38 A 60.94 A 70.16  A 

Bs 20.81  B 24.06  BC 26.78 B 29.21 B 30.87  B 

Bp 8.59  CD 9.27 DE 10.55 CD 11.68 CD 12.73  CD 

Bs vs. Fol 20.77  B 24.54 B 26.37 B 28.12 B 29.65 B 

Bp vs. Fol 12.51  C 15.37  CD 17.38 BC 19.51 BC 21.51 BC 

           

C.V 36.50  42.24  44.65  47.84  49.87  

DMSH 6.50  8.78  10.41  12.35  13.94  

zLas letras en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Tukey 
(P≤0.05). Fol: Fusarium oxysporum; Bs: Bacillus subtilis; Bp: Bacillus pumilus. 

 

Los resultados de este experimento mostraron que Bacillus pumilus ATCC 700814 y 

Bacillus subtilis QST-713 tuvieron un efecto antagónico contra Fol. Bouchard-Rochette 

et al. (2022) han informado que hay capacidad antagónica por parte de B. pumilus 

PTB180 y B. subtilis PTB185 contra Fusarium oxysporum, debido a la producción de 

surfactinas (ambas cepas) así como iturina y fengicina (B. subtilis). En esta misma 

investigación también se reportó que inhibieron el crecimiento de varios patógenos de 

plantas, incluidos Botritis cinerea, Rhizoctonia solani, Pythium ultimum y Phytophthora 

capsici.  

Es altamente probable que los efectos observados en este experimento de 

antagonismo sean debido a que las bacterias del género Bacillus producen varios 

metabolitos y moléculas que median la antibiosis, dedicando el 5-10 % del genoma 

total a su biosíntesis (Fira et al., 2018), las bacteriocinas (péptidos ribosómicos); 

actúan destruyendo la pared celular o alterando la membrana citoplasmática (Caulier 

et al., 2019; Karačić et al., 2024) lo cual las hace eficientes para la competencia in vitro 

contra hongos fitopatógenos. La realización de este experimento mostró la capacidad 
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de Bacillus pumilus ATCC 700814 y Bacillus subtilis QST 713 para contrarrestar el 

crecimiento del micelio de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. 

Evaluación fenotípica en invernadero 

El análisis de varianza arrojó diferencias significativas en los factores de Genotipo 

(GE), Bacteria (BA) y Fusarium oxysporum (Fol) en todas las variables (Cuadro 2), en 

las interacciones Bacteria-Genotipo se mostraron diferencias significativas a los tres y 

seis días después de la inoculación. El área bajo la curva del progreso de la 

enfermedad mostró diferencias en todos los factores de variación. 

Cuadro 3. Análisis de varianza de las 18 combinaciones de tres genotipos de tomate, tratados 
con dos diferentes cepas de Bacillus e inoculados con Fusarium oxysporum y tres niveles de 
Bacillus. 

        Alturas (cm)   

FV GL MSH (g) MST (g) AF (cm2) 3 DDI 6 DDI 9 DDI ABCPE 

GE 2 0.308 ** 0.043 ** 20070.4 ** 33.46 ** 15.92 ** 11.59 ** 42.26 ** 

BA 2 0.113 ** 0.023 ** 5553.4 ** 22.99 ** 25.38 ** 17.02 ** 174.13 ** 

Fol 1 6.822 ** 0.418 ** 326338.9 ** 0.07  126.20 ** 177.81 ** 1887.52 ** 

BAxGE 4 0.004  0.001  373.8  2.07 * 2.05 * 1.10  31.39 ** 

FolxBA 2 0.013  0.000  114.4  0.24  0.15  0.04  174.13 ** 

FolxGE 2 0.063 * 0.010 ** 2490.3 * 1.04  0.23  0.06  42.26 ** 

FolxBAxGE 4 0.015  0.002  1195.1  0.47  0.37  0.56  31.39 ** 

                

CV  13.560  13.882  12.2  13.43  12.12  11.49  109.21  

Media  0.876  0.289  207.2  6.22  7.45  8.24  2.09  

*Significativo con P≤0.05; ** Significativo con P≤0.01; FV: Factor de variación; GL: Grados de libertad; 
CV: Coeficiente de variación; MSH: Materia seca de hoja; MST: Materia seca de tallo; AF: Área foliar; 
DDI: Días después de la inoculación; ABCPE: Área bajo la curva del progreso de la enfermedad. 

Se observó que la materia seca de hojas fue menor en las plantas tratadas con B. 

pumilus y B. subtlis en un intervalo de 14 y 15 % (P≤0.05), en comparación con las 

plántulas no tratadas (Cuadro 4). Un efecto similar se midió en la materia seca de tallo, 

área foliar y alturas a los 9 días después de la inoculación (DDI), las plántulas tratadas 

con B. subtilis y B. pumilus mostraron un 40 % y 67 % de severidad de la enfermedad 

respectivamente.  
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Cuadro 4. Comparación de medias de materia seca, hoja y tallo, área foliar, alturas a los 3, 6 
y 9 días después de la inoculación con Fusarium. oxysporum, severidad de la enfermedad 
(ABCPE), en plántulas de tomate inoculadas con Bacillus pumilus y B. subtilis. 

    Alturas (cm)  

BA MSH (g) MST (g) AF (cm2) 3 DDI 6 DDI 9 DDI ABCPE 

Blanco 0.967 Az 0.330 A 227.470 A 6.596 A 7.858 A 8.664 A 3.257 A 

B. pumilus 0.835 B 0.272 B 197.955 B 5.7993 C 7.026 C 7.881 B 1.073 C 

B. subtilis 0.825 B 0.266 B 196.225 B 6.254 B 7.469 B 8.169 B 1.941 B 

DMSH 0.097 z 0.033 z 20.689 z 0.232 z 0.251 z 0.305 z 0.633 z 
zLetras mayúsculas diferentes en la misma columna, muestra diferencia significativa con P≤0.05; BA: 
Bacteria; MSH: Materia seca de hoja; MST: Materia seca de tallo; AF: Área foliar; DDI: Días después de 
la inoculación; ABCPE: Área bajo la curva del progreso de la enfermedad; DMSH: Diferencia mínima 
significativa honesta. 

 

El híbrido produjo una menor cantidad de materia seca de hoja y tallo con respecto a 

los otros dos genotipos evaluados. Este mismo comportamiento se observó en el resto 

de las variables evaluadas (Cuadro 5). Los genotipos 69/47 y 47/47 fueron los más 

altos y con mayor área foliar, las diferencias fueron significativas (P≤0.05). 

Cuadro 5. Comparación de medias de materia seca, hoja y tallo, área foliar, alturas a los 3,6 
y 9 días después de la inoculación con Fusarium oxysporum, severidad de la enfermedad 
(ABCPE), en tres genotipos de plántulas de tomate. 

    Alturas (cm)  

GE MSH (g) MST (g) AF (cm2) 3 DDI 6 DDI 9 DDI ABCPE 

69/47 0.966 Az 0.319 A 231.017 A 6.427 A 7.565 A 8.407 A 2.316 A 

47/47 0.936 A 0.315 A 221.593 A 6.557 A 7.714 A 8.449 A 2.487 A 

H1 0.726 B 0.233 B 169.047 B 5.665 B 7.080 B 7.862 B 1.472 B 

DMSH 0.097 z 0.033 z 20.689 z 0.236 z 0.251 z 0.305 z 0.633 z 
zLetras mayúsculas diferentes en la misma columna, muestra diferencia significativa con P≤0.05; GE: 
Genotipo; H1: Híbrido; MSH: Materia seca de hoja; MST: Materia seca de tallo; AF: Área foliar; DDI: 
Días después de la inoculación; ABCPE: Área bajo la curva del progreso de la enfermedad; DMSH: 
Diferencia mínima significativa honesta. 

La materia seca de hoja y tallo, y el área foliar mostraron una disminución en las 

plántulas inoculadas con Fusarium oxysporum entre 58, 47 y 56 %, respectivamente 

(P≤0.05) (Cuadro 6). Las alturas mostraron una disminución significativa hasta el día 

6 del 14 % y a los 9 días fue del 17 %. 

Cuadro 6. Comparación de medias de materia seca, hoja y tallo, área foliar, alturas a los 3, 6 
y 9 días después de la inoculación con Fusarium oxysporum, severidad de la enfermedad 
(ABCPE), en plántulas de tomate sin inocular e inoculadas con Fol. 

    Alturas (cm)  

Fol MSH (g) MST (g) AF (cm2) 3 DDI 6 DDI 9 DDI ABCPE 

S 1.231 A 0.377 A 284.958 A 6.229 A 7.990 A 8.974 A 0.001 B 
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I 0.520 B 0.201 B 129.480 B 6.204 A 6.912 B 7.491 B 4.181 A 

DMSH 0.066 z 0.022 z 14.010 z 0.158 z 0.171 z 0.208 z 0.432 z 
*Letras mayúsculas diferentes en la misma columna, muestra diferencia significativa con P≤0.05; Fol: 
Fusarium oxysporum; S: Sin inoculación con Fol; I: inoculación con Fol; MSH: Materia seca de hoja; 
MST: Materia seca de tallo; AF: Área foliar; DDI: Días después de la inoculación; ABCPE: Área bajo la 
curva del progreso de la enfermedad; DMSH: Diferencia mínima significativa honesta. 

La interacción de Fol y los genotipos 69/47, 47/47 e híbrido (Cuadro 7) mostraron tener 

efecto en todas las variables, las plántulas de los tres genotipos mostraron una 

disminución de materia seca de hojas y tallos, así como en el área foliar. Los genotipos 

69/47 y 47/47 tuvieron una disminución del 58 % de materia seca de hoja, el híbrido 

solo tuvo una disminución del 56 %. En la variable de materia seca de tallo el genotipo 

que mostro una menor disminución fue el Híbrido y el más afectado por Fol fue 47/47, 

en el área foliar los genotipos 69/47, 47/47 y H1, tuvieron un comportamiento similar, 

una disminución del 55, 52 y 56 % respectivamente. Los genotipos solo mostraron 

cambios en la altura hasta los 6 días después de la inoculación, la severidad de la 

enfermedad fue menor en H1 con respecto a los otros genotipos. 

Cuadro 7 Comparación de medias de la interacción de Fusarium oxysporum (Fol) y tres 
genotipos (GE) de tomate. 

          Alturas (cm)    

Fol GE MSH (g) MST (g) AF (cm2) 3 DDI 6 DDI 9 DDI ABCPE 

S 69/47 1.36  Az 0.42 A 320.10 A 6.535 A 8.118 A 9.12 AB 0.01 C 

I 69/47 0.57 C 0.22  C 141.93 C 6.319 A 7.013 C 7.68 C 4.63 A 

S 47/47 1.32 A 0.42  A 300.13 A 6.544 A 8.204 A 9.202 A 0.01  C 

I 47/47 0.55 C 0.21  C 143.10 C 6.569  A 7.210 C 7.672 C 4.97  A 

S H1 1.01 B 0.29  B 234.65 B 5.608 B 7.647 B 8.598 B 0.01 C 

I H1 0.44  C 0.17  C 103.45 D 5.722 B 6.496 D 7.101 D 2.94 B 
zLetras mayúsculas diferentes en la misma columna, muestra diferencia significativa con P≤0.05; Fol: 
Fusarium oxysporum; S: Sin inoculación con Fol; I: inoculación con Fol; GE: Genotipo; H1: Híbrido; 
MSH: Materia seca de hoja; MST: Materia seca de tallo; AF: Área foliar; DDI: Días después de la 
inoculación; ABCPE: Área bajo la curva del progreso de la enfermedad. 

Los genotipos 69/47 y 47/47 mostraron una mayor sensibilidad al patógeno, mientras 

que H1 mostró una mayor resistencia a la severidad de la enfermedad causada por 

Fol (Cuadro 8). El genotipo 47/47 al ser tratado con B. subtilis y B. pumilus mostró 33 

y 70 % de severidad de la enfermedad respectivamente. 

Cuadro 8 Comparación de medias en la interacción de tres genotipos de tomate y dos 
bacterias (Bacillus subtilis y B. pumilus). 

        Alturas (cm)   
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GE BA MSH MST AF 3 DDI 6 DDI 9 DDI ABCPE 

69/47 

Blanco 1.088 Az 0.369 A 249.78 A 6.654 AB 7.875 A 8.771 A 4.26 A 

B. pumilus 0.903 ABC 0.295 AB 229.66 AB 6.138 B 7.152 BCD 7.944 BC 1.24 CD 

B. subtilis 0.905 ABC 0.294 AB 213.61 AB 6.490 AB 7.669 AB 8.486 AB 1.45 CD 

                

47/47 

Blanco 1.017 AB 0.345 AB 238.59 AB 6.825 A 7.981 A 8.767 A 3.80 AB 

B. pumilus 0.907 ABC 0.293 AB 213.63 AB 6.129 B 7.259 BC 8.094 
AB
C 

1.12 CD 

B. subtilis 0.885 ABC 0.307 AB 212.56 AB 6.717 A 7.881 A 8.450 AB 2.53 BC 

                

H1 

Blanco 0.796 BC 0.276 BC 194.06 BC 6.309 AB 7.719 AB 8.428 AB 1.71 CD 

B. pumilus 0.696 C 0.208 C 150.58 C 5.131 C 6.638 D 7.548 C 0.87 D 

B. subtilis 0.686 C 0.215 C 162.51 C 5.556 C 6.858 CD 7.572 C 1.84 CD 

zLetras mayúsculas diferentes en la misma columna, muestra diferencia significativa con P≤0.05; BA: 
Bacteria; GE: Genotipo; MSH: Materia seca de hoja; MST: Materia seca de tallo; AF: Área foliar; DDI: 
Días después de la inoculación; ABCPE: Área bajo la curva del progreso de la enfermedad. 

 

En el Cuadro 9, se observó que la materia seca de hoja fue menor en las plántulas de 

tomate inoculadas con F. oxysporum del genotipo 69/47, entre 61, 58 y 52 %, en las 

condiciones de tratamiento del inductor Blanco (testigo), B. pumilus y B. subtilis, 

respectivamente. Así mismo la materia seca de tallo también fue menor en los tres 

genotipos inoculados con el patógeno y el área foliar mostró ser mayor en este 

genotipo. Este experimento mostró una disminución de la materia seca de tallo y hoja 

en los tratamientos inoculados con Fol. De acuerdo con los estudios de Abdelaziz et 

al. (2022), el crecimiento vegetativo (altura de planta, número de hojas, tamaño de tallo 

y longitud de brotes) del tomate se redujo significativamente debido a F. oxysporum.  

Cuadro 9 Comparación de medias, en la interacción de tres genotipos de tomate, dos 
bacterias (Bacillus subtilis y Bacillus pumilus) y Fusarium oxysporum. 

         Alturas (cm)   

GE BA Fol MSH MST AF A1 A2 A3 ABCPE 

69/47  

Blanco 
 

S 1.564  Az 0.483  A 355.15   A 6.871  A 8.459  A 9.617  A 0.001  D 

I 0.612  DC 0.255  D-G 144.40  E 6.438  AB 7.292  DE 7.925  E-H 8.521  A 

B. pumilus 
 

S 1.277  AB 0.377  A-D 316.61  AB 6.158  ABC 7.683  A-D 8.617  A-F 0.001  D 

I 0.530  D 0.213  E-H 142.72  E 6.117  ABC 6.621  EFG 7.272  GHI 2.479  C 

B. subtilis 
 

S 1.244  AB 0.384  ABC 288.54  ABC 6.575  A 8.213  ABC 9.128  A-D 0.001  D 

I 0.566  D 0.204  E-H 138.68  E 6.404  AB 7.125  DEF 7.844  E-I 2.896 BC 

                 

47/47  

Blanco 
 

S 1.434  A 0.454  A 322.07  AB 6.779  A 8.429  AB 9.444  AB 0.001  D 

I 0.601  D 0.236  E-H 155.12  ED 6.871  A 7.533  B-E 8.089  D-G 7.604  A 

B. pumilus S 1.266  AB 0.389  ABC 288.91  ABC 6.025  ABC 7.658  A-D 8.811  A-E 0.001  D 



 

23 

 I 0.548  D 0.198  FGH 138.34  E 6.233  ABC 6.860  D-G 7.378  GHI 2.229 CD 

B. subtilis 
 

S 1.258  AB 0.423  AB 289.41  ABC 6.829  A 8.525  A 9.350  ABC 0.001  D 

I 0.511  D 0.190  FGH 135.71  E 6.604  A 7.238  DEF 7.550  F-I 5.063  B 

                 

H1  

Blanco 
 

S 1.054  B 0.325  B-E 244.90  BC 6.263  ABC 8.317  AB 9.094  A-D 0.001  D 

I 0.537  D 0.227  E-H 143.22  E 6.354  AB 7.121  DEF 7.761  E-I 3.417 BC 

B. pumilus 
 

S 1.019  B 0.287  C-F 223.41  CD 5.113  D 7.233  DEF 8.372  B-G 0.001  D 

I 0.372  D 0.129  H 77.74  E 5.150  D 6.042  G 6.725  I 1.729 CD 

B. subtilis 
 

S 0.966  BC 0.271  C-G 235.63  C 5.450  CD 7.392 CDE 8.328  C-G 0.001  D 

I 0.407  D 0.158  GH 89.38  E 5.663 BCD 6.325  FG 6.817  HI 3.688 BC 

zLetras mayúsculas diferentes en la misma columna, muestra diferencia significativa con P≤0.05; GE: 
Genotipo; H1: Híbrido; BA: Bacteria; Fol: Fusarium oxysporum; S: sin inoculación; I: inoculación con Fol; 
MSH: Materia seca de hoja; MST: Materia seca de tallo; AF: Área foliar; DDI: Días después de la 
inoculación; ABCPE: Área bajo la curva del progreso de la enfermedad. 

 

Es probable que la destrucción de los rasgos de crecimiento vegetativo puede estar 

relacionada con factores como la alteración hormonal, la explosión oxidativa, el control 

de patógenos sobre el contenido celular, lo cual puede provocar la alta presión 

osmótica (Kang et al., 2021; Abdelaziz et al., 2022). Estudios previos han demostrado 

que la aplicación de bacterias del género Bacillus mejoran las características 

morfológicas del tomate y bioestimulan la resistencia de las plántulas a condiciones de 

estrés biótico (Kumar & Tabassum, 2019; Ramírez et al., 2022; Dobrzyński et al., 

2023), sin embargo en este estudio la inoculación con ambos microorganismos pudo 

representar un estrés debido a la edad de las plántulas, lo cual sugiere que este 

experimento debería evaluarse por más tiempo y con plantas adultas. De acuerdo con 

los resultados de Syed et al. (2021) la inoculación con Fol y con una cepa de Bacillus 

puede aumentar la altura de la planta y la materia seca, con una suspensión de 

esporas de 1x10 6 conidias/mL, después de 14 días, lo cual sugiere que la inoculación 

con el patógeno en este experimento fue alta (1x10 8 conidias/mL) y no permitió que 

las bacterias benéficas tuvieran un efecto promotor del crecimiento vegetal en las 

plántulas. 

Los informes de Bouchard-Rochette et al. (2022) mostraron que B. subtilis y B. pumilus 

tienen capacidad de biocontrol contra Botrytis cinérea en plantas adultas de tomate en 

condiciones de invernadero y que las bacterias pueden sobrevivir en la planta hasta 
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21 días, estos resultados sugieren que las cepas de este estudio podrían ser una 

alternativa para otros hongos patogénicos, no solo Fol. 

Los resultados de la severidad de la enfermedad fueron una guía para identificar si 

había posibilidad de que se activaran las vías de resistencia sistémica en las plantas 

tratadas con las bacterias, así mismo informaron que Fol muestra un efecto destructivo 

en las plántulas de tomate, las cuales mostraron los síntomas típicos de marchitez. 

Efecto de Fusarium oxysporum sobre la integridad de ARN total extraído de 

raíces de plántulas de tomate 

Se extrajo ARN de las raíces de las plántulas de tomate (Figura 2) así como de las 

hojas (Figura 3), el ARN extraído de raíz mostró degradación a comparación del ARN 

extraído de hojas. Los tratamientos control de cada genotipo no mostraron 

degradación (banda 1, 7, 13). Los tratamientos que fueron inoculados con Fusarium 

oxysporum mostraron ARN degradado (banda 3, 4, 6, 9, 10, 12, 15 16, 18), no se 

encontraron reportes de degradación de ARN causada por Fol, pero se han indicado 

que Fusarium oxysporum está relacionado con la degradación de componentes 

estructurales de la raíz. Se tienen registros que Ustilago maydis, hongo fitopatógeno 

del maíz, secreta ribonucleasas que podrían funcionar como factores de virulencia en 

la degradación de ARN del huésped (Blank & Dekker, 1975, Göhre et al., 2013). 

 
Figura 2. ARN extraído de raíces 24 horas después de la inoculación con Fol. Tratamientos: 1) 69/47 

(control); 2) 69/47 (Bacillus subtilis); 3) 69/47 (Fusarium oxysporum); 4) 69/47 (Bacillus subtilis vs. 
Fusarium oxysporum); 5) 69/47 (Bacillus pumilus); 6) 69/47 (Bacillus pumilus vs. Fusarium oxysporum); 
7) 47/47 (control); 8) 47/47 (Bacillus subtilis); 9) 47/47 (Fusarium oxysporum); 10) 47/47 (Bacillus subtilis 
vs. Fusarium oxysporum); 11) 47/47 (Bacillus pumilus); 12) 47/47 (Bacillus pumilus vs. Fusarium 
oxysporum); 13) Híbrido (control); 14) Híbrido (Bacillus subtilis); 15) Híbrido (Fusarium oxysporum); 16) 
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Híbrido (Bacillus subtilis vs. Fusarium oxysporum); 17) Híbrido (Bacillus pumilus); 18) Híbrido (Bacillus 
pumilus vs. Fusarium oxysporum).  

 

 

Figura 3.  ARN extraído de hojas 24 horas después de la inoculación con Fol. Tratamientos: 1) 69/47 
(control); 2) 69/47 (Bacillus subtilis); 3) 69/47 (Fusarium oxysporum); 4) 69/47 (Bacillus subtilis vs. 
Fusarium oxysporum); 5) 69/47 (Bacillus pumilus); 6) 69/47 (Bacillus pumilus vs. Fusarium oxysporum); 
7) 47/47 (control); 8) 47/47 (Bacillus subtilis); 9) 47/47 (Fusarium oxysporum); 10) 47/47 (Bacillus subtilis 
vs. Fusarium oxysporum); 11) 47/47 (Bacillus pumilus); 12) 47/47 (Bacillus pumilus vs. Fusarium 
oxysporum); 13) Híbrido (control); 14) Híbrido (Bacillus subtilis); 15) Híbrido (Fusarium oxysporum); 16) 
Híbrido (Bacillus subtilis vs. Fusarium oxysporum); 17) Híbrido (Bacillus pumilus); 18) Híbrido (Bacillus 
pumilus vs. Fusarium oxysporum). 

F. oxysporum generalmente invade desde las heridas de la raíz de la planta huésped, 

o directamente a través de la epidermis de la raíz y los pelos radicales dañando la 

pared celular para ingresar a la planta huésped y colonizar los vasos del xilema de las 

raíces y los tallos (Zhang et al., 2021; Zhu et al., 2017). En este experimento la raíz 

solo se expuso al patógeno por 30 segundos, lo cual, aumenta la posibilidad de que el 

hongo dañó la pared celular para colonizar a la plántula. 

La pared celular de la planta es la primera barrera que se encuentra cuando los 

patógenos infectan las plantas y está compuesta principalmente de componentes 

como pectinas, hemicelulosas, celulosas y β-1, 3- glucanos (Zhang et al., 2021). Los 

patógenos secretan enzimas degradadoras de la pared celular, como pectinasas, 

celulasas, hemicelulasas y ligninasas, para penetrar la pared celular de la planta 

(Kubicek et al., 2014; Zhang et al., 2021). La defensa de la planta se dirige a la biología 

del ARN fúngico y viceversa, los patógenos suprimen el silenciamiento del ARN del 

huésped durante la protección de la planta (Göhre et al., 2013). 
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Los efectos observados en este experimento probablemente se deban a que tras la 

infección, el patógeno suprimió la inmunidad del huésped liberando micro ARN dentro 

del sistema inmunológico de la planta para la progresión de la enfermedad, sin 

embargo, las plantas también pueden iniciar la expresión de genes de resistencia y 

ARN pequeños que se dirigen a genes vitales del patógeno para detener la 

colonización del mismo, este es el principal ejemplo de comunicación cruzada entre 

dos reinos distintos, que implica una competición por la supervivencia (Chauhan & 

Rajam, 2022). Otra posible causa se deba a la necrosis inducida, la cual, puede ser el 

resultado de la muerte celular programada después del reconocimiento del patógeno 

en una interacción incompatible (donde se produjo una respuesta hipersensible) 0 de 

la muerte celular causada por la acción del patógeno en una interacción compatible 

(Camarena-Gutiérrez & Torre-Almaráz, 2007). Las proteínas intercambiadas 

mutuamente entre patógeno y hospedante actúan sobre los componentes del ARN de 

la vía de defensa-virulencia de la planta, por lo cual, la biología del ARN surge como 

un campo de investigación importante con el potencial de identificar puntos clave en la 

patogenicidad de los hongos con interés agrícola (Göhre et al., 2013). 

Activación de las vías de RSI y RSA en plántulas 

Para determinar si la aplicación de Bacillus subtilis y Bacillus pumilus contra Fol estaba 

asociada con la inducción de genes relacionados con la defensa se seleccionaron y 

diseñaron iniciadores para monitorear la expresión de dos genes, uno para la vía RSI 

(GLUB) y otro para la vía RSA (PR1), se extrajo ADNc y se analizaron sus niveles de 

expresión mediante RT-qPCR. La inoculación de las plántulas con las bacterias 

benéficas fue en condiciones in vitro (Figura 4), con cuatro plántulas en cada tubo, con 

lo cual se evitó la contaminación por otros microorganismos, después de 48 horas, las 

plántulas se inocularon por 30 segundos con Fol y se colocaron en placas de medio 

MS sólido durante 24 horas (Figura 5) posteriormente se realizó la extracción de ARN.  

Se seleccionaron dos genes de defensa de las plantas, los cuales están relacionados 

con la patogénesis (PR) que representan las vías de señalización del ácido salicílico 

(SA) y el ácido jasmónico (JA), para el presente estudio para evaluar la actividad 

inductora de dos cepas de Bacillus. La glucanasa, un miembro de la familia PR-2, es 
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conocida por romper las paredes celulares de los hongos fitopatógenos al hidrolizar 

los enlaces glucósidos B-1,3 en las moléculas de glucano (Osei-Obeng et al., 2024).  

 
Figura 4. Plántulas de tomate en cultivo in vitro, después de la inoculación con Bacillus subtilis y Bacillus 
pumilus. 

 
Figura 5. Plántulas de tomate en cultivo in vitro, después de la inoculación con Fusarium oxysporum en 
cajas Petri con medio MS. 

 

Para comprobar la integridad del ADNc se realizó corrimiento electroforético de 

muestras de ARN de tomate tratadas con DNasa (Anexos, Figura 8), un análisis por 

PCR para comprobar la eliminación del ADN genómico (Anexos, Figura 9) y la 

amplificación del gen ACT por PCR del ADNc de los 18 tratamientos (Anexos, Figura 

10). Los niveles de expresión relativos de los genes relacionados con la defensa a las 

24 horas después de la inoculación con el patógeno se resumen en las Figuras 6 y 7. 

Los niveles de transcripción de PR1 que codifica las vías de resistencia sistémica 

adquirida se analizaron a las 24 horas después de la inoculación con Fol (Figura 6). El 

análisis de la expresión de genes por RT-qPCR mostró que a comparación con el 

tratamiento control (Blanco), hubo una regulación positiva en los tratamientos 

inoculados con B. subtilis vs. Fol, con los genotipos 47/47 y H1, en los tratamientos 

inoculados B. pumilus vs. Fol, con el genotipo 69/47 también se mostró una regulación 
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positiva. El H1 mostró una mayor expresión relativa de PR1 con la inoculación de Fol, 

con respecto a los genotipos 69/47 y 47/47.  Las proteínas PR son producidas por las 

plantas en respuesta a la invasión de patógenos o estímulos no biológicos, cuando se 

someten a estrés biótico, los niveles de expresión de los genes PR aumentan 

rápidamente, por lo cual, son utilizados como marcadores para detectar la activación 

inmune de las plantas (Zhao et al., 2024), emplear PR1 mostró que no solo el estímulo 

de las bacterias benéficas es suficiente para activar la respuesta inmune de la planta 

sino también la infección con el patógeno, esto se puede observar con un mejor efecto 

en los genotipos 47/47 y 69/47. 

 
Figura 6. Expresión relativa de PR1, vía de la Resistencia sistemica adquirida (RSA). Genotipos de 
tomate: 69/47, 47/47 e Híbrido (H1). B.: Bacillus; Fol: Fusarium oxysporum. 
*Letras mayúsculas diferentes en el mismo tratamiento, muestra diferencia significativa con P≤0.05. 

Los niveles de transcripción de GLUB que codifica las vías de resistencia sistémica 

inducida se analizaron a las 24 horas después de la inoculación con Fol (Figura 7). En 

comparación con el tratamiento control (Blanco), se observó una regulación positiva 

en los tratamientos inoculados con B. subtilis vs. Fol, con el Híbrido, en los tratamientos 

inoculados B. pumilus vs. Fol, con el tratamiento 47/47 también mostró una regulación 

positiva. Los resultados de RT-qPCR revelaron que la infección causada por Fol así 

como la aplicación de B. subtilis indujeron niveles de expresión de los dos genes. El 

tratamiento 2 de H1 mostró una expresión relativa de 46.4 con respecto al tratamiento 

control y el tratamiento 4 con el genotipo 69/47 exhibió los niveles más altos, con una 
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expresión relativa de 51.58 en comparación con el grupo control (Figura 7).  Singh et 

al. (2021) documentaron que Chaetomium globosum, activa la RSI en plantas de 

tomate a ser invadidas con patógenos como Fol, al evaluar al gen GLUB no mostró 

una expresión relativa a las 24 horas, pero a las 48 horas aumentó la expresión a 2.5. 

 

Figura 7. Expresión relativa de GLUB, vía de la Resistencia sistemica inducida (RSI). Genotipos de 

tomate: 69/47, 47/47 e Híbrido (H1). B.: Bacillus; Fol: Fusarium oxysporum. 
*Letras mayúsculas diferentes en el mismo tratamiento, muestra diferencia significativa con P≤0.05. 

Cuando las plantas reconocen patógenos invasores, señales de heridas o estrés 

abiótico, se provoca un estado de preparación de defensa mejorada, sin embargo, la 

preparación de defensa también puede ser inducida por algunas sustancias químicas 

orgánicas o sintéticas, en el estado de preparación, las plantas responden al estrés 

biótico con una activación más rápida y una defensa eficiente, lo cual a menudo está 

relacionado con la inmunidad (Conrath et al., 2015), considerando que la inoculación 

no implicó un daño a la raíz es factible considerar que tanto B. subtilis como B. pumilus 

secretaron enzimas relacionadas con las fitohormonas SA, ET y JA para inducir la 

resistencia sistémica. 

Se ha encontrado que las vías de señalización de defensa del tomate pueden 

depender de la dosis de aplicación de un inóculo bacteriano, la aplicación de Bacillus 

amyloliquefaciens activó los genes sensibles al SA; una dosis más alta activó la 

señalización del JA y ET, la dosis correcta logró inducir la comunicación sinérgica entre 
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ambas vías de resistencia sistémica (Dimopoulou et al., 2019; Karačić et al., 2024). La 

inoculación de ambas cepas con una concentración 1x108 UFC mL -1 fue adecuada 

para inducir la RSI y la RSA. 

Es posible que la mezcla de ambas cepas de Bacillus podría aumentar la RSI y RSA 

contra Fol, estudios previos han reportado que la aplicación de consorcios de Bacillus 

pumilus y Bacillus amyloliquefaciens suprimen con mayor eficiencia las enfermedades 

causadas por hongos fitopatológicos como en plántulas de arroz en comparación con 

la aplicación individual de cada bacteria (Nan et al., 2024), esto también podría ser una 

opción para continuar la investigación con consorcios de Bacillus pumilus y Bacillus 

subtilis inoculados en los cultivos de tomate susceptibles a Fol. 

CONCLUSIÓN GENERAL 

La cepa de Bacillus subtilis tuvo un mayor efecto antagónico que Bacillus pumilus en 

condiciones in vitro contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Los tratamientos 

inoculados con B. subtilis y B. pumilus aumentaron la expresión de los genes PR1 y 

GLUB relacionados con las vías de RSA y RSI, respectivamente, por lo tanto, podrían 

utilizarse en campos agrícolas como agentes de control biológico durante un periodo 

mayor al evaluado y con plántulas con un desarrollo más avanzado. Además, la 

combinación de ambas cepas podría activar simultáneamente ambas vías de 

resistencia sistémica, así como aumentar el efecto antagónico contra Fusarium 

oxysporum al competir por nutrientes o evitar que este patógeno dañe la pared celular 

de la raíz, así mismo sería adecuado identificar los compuestos bioactivos que inhiben 

el crecimiento del patógeno en condiciones in vitro para determinar las vías 

metabólicas involucradas en su efecto antagónico ante Fol. 
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ANEXOS 

 
Figura 8. Escala visual de severidad de plántulas en tomate infectadas por Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici. Condiciones de invernadero.  
1= planta sana, 2 = 20 %, 3 = 40 %, 4 = 60 %, 5 = 80 % y 6 = 100 % de daño. 

 
Figura 9. Corrimiento electroforético de muestras de ARN de tomate tratadas con DNasa. 1) 69/47 
(control); 2) 69/47 (Bacillus subtilis); 3) 69/47 (Fusarium oxysporum); 4) 69/47 (Bacillus subtilis vs. 
Fusarium oxysporum); 5) 69/47 (Bacillus pumilus); 6) 69/47 (Bacillus pumilus vs. Fusarium oxysporum); 
7) 47/47 (control); 8) 47/47 (Bacillus subtilis); 9) 47/47 (Fusarium oxysporum); 10) 47/47 (Bacillus subtilis 
vs. Fusarium oxysporum); 11) 47/47 (Bacillus pumilus); 12) 47/47 (Bacillus pumilus vs. Fusarium 
oxysporum); 13) Híbrido (control); 14) Híbrido (Bacillus subtilis); 15) Híbrido (Fusarium oxysporum); 16) 
Híbrido (Bacillus subtilis vs. Fusarium oxysporum); 17) Híbrido (Bacillus pumilus); 18) Híbrido (Bacillus 
pumilus vs. Fusarium oxysporum). 



 

46 

 
Figura 10. Análisis por PCR de muestras de ARN de tomate tratadas con DNasa: comprobación de la 
eliminación del ADN genómico mediante la amplificación del gen ACT. MPM: Marcador de peso 
molecular; 1) 69/47 (control); 2) 69/47 (Bacillus subtilis); 3) 69/47 (Fusarium oxysporum); 4) 69/47 
(Bacillus subtilis vs. Fusarium oxysporum); 5) 69/47 (Bacillus pumilus); 6) 69/47 (Bacillus pumilus vs. 
Fusarium oxysporum); 7) 47/47 (control); 8) 47/47 (Bacillus subtilis); 9) 47/47 (Fusarium oxysporum); 
10) 47/47 (Bacillus subtilis vs. Fusarium oxysporum); 11) 47/47 (Bacillus pumilus); 12) 47/47 (Bacillus 
pumilus vs. Fusarium oxysporum); 13) Híbrido (control); 14) Híbrido (Bacillus subtilis); 15) Híbrido 
(Fusarium oxysporum); 16) Híbrido (Bacillus subtilis vs. Fusarium oxysporum); 17) Híbrido (Bacillus 
pumilus); 18 y 21) ACT control negativo; 19 y 22) ACT control positivo; 20) Híbrido (Bacillus pumilus vs. 
Fusarium oxysporum). 

 
Figura 11. Amplificación por PCR del gen ACT a partir de muestras de cDNA de tomate. 1) 69/47 
(control); 2) 69/47 (Bacillus subtilis); 3) 69/47 (Fusarium oxysporum); 4) 69/47 (Bacillus subtilis vs. 
Fusarium oxysporum); 5) 69/47 (Bacillus pumilus); 6) 69/47 (Bacillus pumilus vs. Fusarium oxysporum); 
7) 47/47 (control); 8) 47/47 (Bacillus subtilis); 9) 47/47 (Fusarium oxysporum); 10) 47/47 (Bacillus subtilis 
vs. Fusarium oxysporum); 11) 47/47 (Bacillus pumilus); 12) 47/47 (Bacillus pumilus vs. Fusarium 
oxysporum); 13) Híbrido (control); 14) Híbrido (Bacillus subtilis); 15) Híbrido (Fusarium oxysporum); 16) 
Híbrido (Bacillus subtilis vs. Fusarium oxysporum); 17) Híbrido (Bacillus pumilus); 18 y 21) ACT control 
negativo; 19 y 22) ACT control positivo; 20) Híbrido (Bacillus pumilus vs. Fusarium oxysporum). 


