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RESUMEN

El tomate durante su ciclo vegetativo es atacado por diversas enfermedades entre las que
destaca la marchitez vascular cuyo agente etioldgico es Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol), hongo fitopatdégeno que esta diseminado en muchas partes del mundo disminuyendo la
produccion y calidad del producto, la aplicacion indiscriminada de agroguimicos para reducir las
pérdidas causadas por el patégeno ocasiona contaminacion y reduccion de las biodiversidad
edafica ademas de producir alimentos con residuos toxicos afectando la salud humana y
ecosistemas. En la actualidad el uso de soluciones basadas en la naturaleza es una alternativa
prometedora, el biocontrol con microorganismos antagonistas como Trichoderma harzianum y
Bacillus subtilis tiene gran potencial, porque la capacidad de estas especies ha sido demostrada
desde hace mucho tiempo al inhibir fitopatdgenos, ademas de estimular el crecimiento e inducir
mecanismos de resistencias en las plantas; por otra parte, el biocebado es una herramienta eficaz
que protege a la semilla del ataque de patgenos, mejorando la geminacion, vigor, emergencia
homogénea y desarrollo de las plantulas. El objetivo de esta investigacion fue determinar la
efectividad de las cepas comerciales Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum sobre un
aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en semillas de tomate var. CENTA
CUSCATLAN a nivel in vitro e in vivo. Se evalué el comportamiento de los biocontroladores a
diferentes concentraciones y con biopolimeros para inhibir el crecimiento in vitro de Fol, estimular
la germinacidn de las semillas y el desarrollo de las plantas de tomate. Los resultados demostraron
la capacidad antagonista in vitro de los biocontroladores al inhibir el crecimiento micelial del
patdgeno. En el bioensayo de germinacion in vitro se comprob6 que T9 (Th 108 esp/ml? + Al)
incrementd el nimero de semillas germinadas, mientras que en el ensayo de germinacion in vivo
T6 (Th 10° esp/ml™* + Ga) destac por tener mayor porcentaje de germinacion, pero T8 (Bs 108
esp/ml™ + Ga) redujo el tiempo de germinacion de las mismas. Las variables fenoldgicas: largo de
raiz, largo del tallo, largo total, peso fresco y peso seco fueron superiores con T5 (Th 10° esp/ml?
+ Al), mientras que T4 (Bs 10° esp/ml™* + Ga) favorecié el aumento del diametro del tallo. Este
estudio es un esfuerzo para contribuir en la busqueda de tecnologias innovadoras como el
biocebado de semillas y aplicacion de métodos de biocontrol para desarrollar un sistema de
produccion agricola sostenible, estratégico frente a las actuales condiciones climaticas; ademas de
ser la primera investigacion y reporte de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en El Salvador.

Palabras claves: Marchitez, Fol, Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum, biocebado.
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ABSTRACT

The tomato during its vegetative cycle is attacked by various diseases, among which
vascular wilt stands out, whose etiological agent is Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), a
phytopathogenic fungus that is widespread in many parts of the world, decreasing the production
and quality of the product, the indiscriminate application of agrochemicals to reduce the losses
caused by the pathogen causes contamination and reduction of soil biodiversity in addition to
producing food with toxic residues affecting human health and ecosystems. Nowadays, the use of
solutions based on nature is a promising alternative, biocontrol with antagonistic microorganisms
such as Trichoderma harzianum and Bacillus subtilis has great potential, because the capacity of
these species has been demonstrated for a long time to inhibit phytopathogens, in addition to
stimulate growth and induce resistance mechanisms in plants; on the other hand, biopriming is an
effective tool that protects the seed from the attack of pathogens, improving germination, vigor,
homogeneous emergence and seedling development. The objective of this research was to
determine the effectiveness of the commercial strains Bacillus subtilis and Trichoderma harzianum
on an isolate of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici in CENTA CUSCATLAN tomato seeds in
vitro and in vivo. The behavior of the bio controllers at different concentrations and with
biopolymers to inhibit the in vitro growth of Fol, stimulate seed germination and the development
of tomato plants was evaluated. The results demonstrated the in vitro antagonistic capacity of the
bio controllers by inhibiting the mycelial growth of the pathogen. In the in vitro germination
bioassay, it was found that T9 (Th 10® esp/ml™ + Al) increased the number of germinated seeds,
while in the in vivo germination assay T6 (Th 108 esp/mIt + Ga) It stood out for having a higher
germination percentage, but T8 (Bs 10® esp/ml™ + Ga) reduced their germination time. The
phenological variables: root length, stem length, total length, fresh weight and dry weight were
higher with T5 (Th 10%esp/ml™* + Al), while T4 (Bs 10°esp/ml™ + Ga) favored the increase in stem
diameter. This study is an effort to contribute to the search for innovative technologies such as
seed biopriming and the application of biocontrol methods to develop a sustainable, strategic
agricultural production system against current climatic conditions; besides being the first
investigation and report of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici in El Salvador.

Key words: Wilt, Fol, Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum, biopriming.



1 INTRODUCCION

El cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) representa uno de los principales cultivos
tanto a nivel mundial como nacional, debido a la importancia que tiene para el consumo, asi como
para su utilizacion en la agroindustria. Sin embargo, cada afio los rendimientos son afectados en
gran parte por la incidencia de enfermedades causadas por hongos del suelo (Jiménez &
Sanabria, 2008; Lugo et al., 2001). Entre estos hongos se presenta Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol), causante de la fusariosis 0 marchitez del tomate, el cual se ha reportado en
diferentes siembras alrededor del mundo (Jiménez, 2004; Lugo & Sanabria, 2001).

El tomate es una hortaliza con gran demanda nacional, y es considerada una de la mas
importantes en el rubro econdmico como en el sector alimenticio por su alto contenido de
vitaminas y minerales. Se puede sembrar todo el afio mediante regadios, y en alturas que
comprenden los 100-1,500 msnm, se adapta a clima célido o templado (Larin et al., 2018).

Con el fin de reducir la marchitez vascular que ocasiona Fol, aunado a la variabilidad de
las razas que éste patdgeno presenta y al uso desmedido de los fungicidas se han desarrollado
tecnologias que permiten disminuir la incidencia de la enfermedad en el campo al aplicar productos
a base de microorganismos (Beltran-Acosta & Garces de Granada, 2005), como por ejemplo
especies del género Trichoderma, que ejerce un efecto de hiperparasitismo sobre este hongo.

En esta investigacion se evalu6 la capacidad antagonista (agresividad) de las cepas
comerciales Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum en condiciones in vitro e in vivo sobre

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, en semillas de tomate.



2 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Determinar la efectividad de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum sobre Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en semillas de tomate (Solanum lycopersicum var. CENTA
CUSCATLAN) a nivel in vitro e in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
Aislar e identificar a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. de tejidos con marchitez
vascular en plantas de tomate var. CENTA CUSCATLAN, para ser utilizado como cepa

infectiva.

Evaluar la actividad antagonica in vitro de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum

sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, a traves del porcentaje de inhibicion.

Evaluar la efectividad de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum a diferentes
concentraciones (10, 108 esp/ml™) y con adherente de biopolimeros (almidén y goma
arabiga) sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en semillas de tomate, mediante

pruebas in vitro e in vivo.



3 JUSTIFICACION

Por la importancia econdémica y nutricional el tomate constituye una de las principales
hortalizas en todo el mundo, se cultiva en més de 100 paises siendo china uno de los principales
productores, seguido de Estados Unidos, India, Turquia y Egipto. La produccién global del tomate
estd en constante crecimiento, tanto por las areas cultivadas como también por la aplicacion de
tecnologias que permiten a los agricultores elevar el rendimiento del cultivo
(Monardes et al., 2009).

En EI Salvador el tomate (Solanum lycopersicum L.) constituye una de las hortalizas de
mayor cultivo y consumo. Se caracteriza por ser un cultivo intensivo, realizado durante todo el afio
por pequefios y medianos productores, cuya produccion se ha concretado en la busqueda de nuevas
tecnologias, como la identificacion de mejores materiales genéticos con alto rendimiento y con
tolerancia a plagas y enfermedades, uso de diferentes fuentes organicas, riego, fertirriego,
hidroponia, manejo del cultivo en general, en condiciones protegidas y a campo abierto.

Esta hortaliza a nivel mundial es cultivada aproximadamente en 5 millones de ha, con una
produccion de 170.08 millones de toneladas de tomate fresco en el afio 2014. Actualmente, Asia
domina el mercado, con préacticamente un 60% de la produccion global (FIRA, 2017), seguido por
India y Estados Unidos (Manrique, 2018) este ultimo es el mayor productor de pasta de tomate
siendo la pulpa, el principal producto que se obtiene del proceso agroindustrial
(Monardes et al., 2009).

La produccion de tomate esta limitada por factores bidticos y abidticos. En el periodo de
2014-2015 el tomate a nivel nacional fue cultivado en un area de 1,060 mz, con una produccion
total de 19,396,600 kg, cifra muy por debajo de la demanda ($109,554,703 kg); como consecuencia
se import6 alrededor de 90,158,103 kilogramos con valor de $12,165,670.00 (MAG, 2016). Para
2021 la superficie de produccion se redujo a 603 mz, mientras que el volumen de produccién fue
de 506, 638 gq con un rendimiento total de 840.3 qg/mz, presentando incremento en la importacion
de 125, 522, 975 kg con un valor de inversion de $18,563,456 (MAG, 2022). Para lograr suplir la
demanda interna se requieren sembrar alrededor de 3,990 ha* e implementar medidas como: a)
aplicacion de nuevas tecnologias con el uso de infraestructura protegido (microtunel, macrotunel,
casa malla, invernadero), riego, fertirriego, hidroponia, agricultura organica, variedades tolerantes
a plagas y enfermedades; b) incrementar las areas de siembra; c) los productores dispongan de la

tecnologia (Larin et al., 2018).



La presion por practicas sostenibles transversales a los organismos reguladores y el
creciente problema de la resistencia a los plaguicidas, estan obligando a encontrar alternativas a
los agroquimicos. El control bioldgico, se esta utilizando en nichos especificos de la agricultura y
puede ser efectivo, si se tiene una comprension clara del agroecosistema y sus limitaciones; un
ejemplo son las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR) que tienen gran potencial,
porque ademas de promover el crecimiento de las plantas, reducen la severidad de enfermedades
e inducen mecanismos de resistencia (Antoun, 2013).

La Fitoepidemiologia, se ha convertido en una estrategia para el manejo sostenible de los
agroecosistemas. Existe un grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos
antagdnicos contra otros microorganismos y esta accion puede ser aprovechada como una forma
de control bioldgico de patdgenos vegetales (Fernandez-Larrea, 2001), pues los métodos de control
bioldgico, integrados a las précticas culturales, podrian colaborar en la prevencion y en la
disminucion de la incidencia y severidad del patégeno. En este aspecto, se presentan como
métodos promisorios la biofumigacion y aplicacién de microorganismos utilizados para el control
de fitopatogenos fungicos como el hongo antagonista Trichoderma spp (Perniola et al., 2014),
también bacterias del género Bacillus spp. (Martin & Travers, 1989; Meadows et al., 1992) debido
a que tienen la facilidad de digerir la quitina, ademas de la produccion de antibiéticos como:
bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina y circulina, entre otros (Bernal et al., 2002).



4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tomate es la segunda hortaliza de mayor importancia econdmica, por lo que su
produccidn, comercio y demanda mundial esta en continuo aumento; Sin embargo, dentro de los
factores limitantes de la produccion juegan un papel primordial aquellos de orden fitosanitario,
porque causan severas pérdidas econdmicas, especialmente en el producto para la industria
(Arreaza, 2001).

El control basado en hongos como Trichoderma spp, es una estrategia efectiva a largo
plazo, ya que es necesaria la adaptacion del microorganismo al ambiente y su establecimiento en
los ecosistemas, un mecanismo muy diferente al de los productos quimicos, que son compuestos
inertes. Todos estos aspectos deben tenerse en cuenta dentro del manejo integrado de
enfermedades de plantas. Los mecanismos empleados por los agentes de control bioldgico son
muchos y complejos, asi también dependen del tipo de interaccion hospedero-patdégeno. Estos
mecanismos pueden verse influenciados por el tipo de suelo, la temperatura, pH, y humedad del
ambiente, asi como por otros miembros de la microbiota (Guédez et al., 2012).

Los microrganismos del género Bacillus spp. representan una amplia variedad de bacterias
del suelo, Gram positivas, aerobias estrictas o anaerobias facultativas y pertenecen al grupo de las
bacterias formadoras de endospora (BAFES). Son un grupo de bacterias que tienen la capacidad
de resistir condiciones climaticas adversas como temperatura extrema, radiacion UV, agentes
oxidantes y corrosivos, sequias, fuertes lluvias, y procesos de esterilizacion debido a su potencial
de formacion de esporas (Bai etal.,, 2002; Bashan etal., 2010; Kloepper & Ryu, 2006;
Vessey, 2003). Ademas, este género es considerado como una fabrica microbiana para la
produccion de una amplia variedad de moléculas biol6gicamente activas y potencialmente
inhibitorias para el crecimiento de fitopatégenos (Ongena & Jacques, 2008). Las bacterias de este
género, son consideradas de las mejores candidatas para el desarrollo de productos biopesticidas
y biofertilizantes eficientes desde un punto de vista tecnolégico, por su capacidad para producir
esporas resistentes lo que hace que los productos tengan larga duracion, su formulacion y
produccion sea mas facil (Earl et al., 2008; Hamdache et al., 2011). Entre ellos, se destacan las
cepas de B. subtilis como las méas utilizadas para la promocién de crecimiento y para controlar
enfermedades cuando se aplica desde semillas hasta a plantulas (Kokalis-Burelle et al., 2006).

Hasta el momento existen muy pocas investigaciones en cuanto a Fusarium oxysporum f.

sp. lycopersici (Fol) y su manejo en el cultivo de tomate en Centro América. En el caso de El



Salvador a la fecha, no hay registros sobre este patdogeno en los datos presentados por
CABI (2021b), por esta razon con este estudio se ha logrado tener evidencia de su existencia por
lo que esta investigacion es de caracter basica, pionera e inédita que contribuira a que futuras
investigaciones estén dirigidas hacia la basqueda incesante de soluciones basadas en la naturaleza
como el biocontrol de la marchitez vascular. Segun Vallejo (1999), el control de la marchitez es
muy dificil, sobre todo cuando las condiciones ambientales son favorables al hongo, pues se
disemina por medio del agua de superficie, implementos agricolas, insectos, plantulas
contaminadas, uso de semilla infectada entre otros (Dixon & Tilston, 2010). Debido a que el
hongo se establece como enddfito en células y tejidos vasculares, se dificulta su control
(Hossain et al., 2013), lo que sugiere un manejo integrado, que permita reducir la poblacion del
patdgeno y obtener los rendimientos necesarios para tener un cultivo rentable. El uso de variedades
resistentes reduce la incidencia de la enfermedad; sin embargo, la emergencia de nuevas razas del
hongo y de nuevos biotipos dentro de las razas, supera su resistencia, conllevando a la busqueda
de nuevas estrategias (Horinouchi et al., 2011).

Con la finalidad de reducir las pérdidas economicas debido a la enfermedad de marchitez
vascular, los agricultores aplican un gran nimero de productos quimicos por ciclo y en ocasiones
sin tener un control adecuado sobre el niUmero y momento de las aplicaciones, concentracion e
ingrediente activo, entre otros; lo que frecuentemente implica contaminacion ambiental; esto
ocasiona riesgos para el equilibrio ecologico y la salud humana (Ledn & Arosemena, 1980). La
practica del monocultivo y la contaminacién por el uso indiscriminado de agroquimicos, han
impactado el medio ambiente, reduciendo la biodiversidad (microorganismos) de los
agroecosistemas edaficos, ocasionando la inestabilidad de los mismos, la cual se refleja, entre otros
efectos nocivos, en una mayor incidencia y severidad de esta enfermedad en las plantas de tomate.
Esto y los problemas de seguridad y salud publica inherentes a la fabricacion y uso de
agroquimicos han conducido a la busqueda y establecimiento de alternativas ecoldgicas para el
manejo de las enfermedades (Béez-Valdez et al., 2010).

Por las razones expuestas anteriormente la presente investigacion estableci6 como objetivo:
determinar la efectividad de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum sobre Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici a nivel in vitro e in vivo con la finalidad de aportar conocimientos al
sector agricola productivo como una solucidn alterna basada en la naturaleza para el desarrollo

sostenible de los ecosistemas.



5 MARCO TEORICO

5.1  Origeny resefia historica del tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta originaria de la region andina, que se
extiende desde el sur de Colombia hasta el norte de Chile desde alli, se traslad6 a Centro América
y México donde se domesticd y ha formado parte de la dieta alimenticia durante siglos.
Posteriormente los conquistadores la llevaron a Europa (Monardes et al., 2009). Fue introducida a
Europa en el siglo XVI, al principio era considerada planta ornamental, pero cuando la cultivaron
en la regién Napolitana y utilizaron con propdsitos culinarios se expandio por todo el Mediterraneo
y centro de Europa (Gorini, 2018); sin embargo se empez0 a cultivar desde el siglo X1X con fines
comerciales, desde entonces inicié la industrializacion y mejoramiento de las variedades para mesa
e industria (InfoAgro, 2018). Hoy en dia este cultivo es un componente vital de la alimentacion
diaria y se consume como frutos frescos, asi también como diversos tipos de productos procesados
(Blancard et al., 2011; Brookie et al., 2018).

La presion de seleccion ejercida por el hombre a través de la diversidad en el uso de este
cultivo, los diferentes tipos de clima y la presion de los patdgenos han originado la gran
variabilidad genética existente en Solanum lycopersicum y sus parientes silvestres (Agrios, 2005).
En la region andina del Perd, se encuentran a lo largo y ancho, numerosos parientes silvestres y
cultivados del tomate; también en Ecuador y Bolivia, asi como en las islas Galapagos
(Alcazar-Esquinas, 1981). Esos parientes silvestres ocupan distintas condiciones ambientales
basadas en latitud - altitud y representan un amplio grupo de genes para el mejoramiento de la
especie (Alcazar-Esquinas, 1981; Rick, 1986).

Dentro de las especies de hortalizas es una de la mas importantes en muchos paises del
mundo y presenta una variedad de cultivares que difieren en color, forma, sabor y tamafio
(Eshbaugh, 2012). La importancia del tomate radica en su contenido nutricional y gran prestigio
en la alimentacion (Vera-Guzméan et al., 2011). En la Actualidad se reconoce su valor debido al
alto contenido de vitamina C (Mateos et al., 2013); ademas, posee propiedades terapéuticas como
analgésico, anti-inflamatorio y antioxidante (Gonzalez-Zamora et al., 2015), incluso se destaca por
sus propiedades anti carcinogénicas (Lin & Salveit, 2012). El fruto es fuente de vitaminas A, B1,
B2, B6, C y E, y de minerales como fosforo, potasio, magnesio, manganeso, zinc, cobre, sodio,
hierro y calcio; incluyendo proteinas, hidratos de carbono, fibra, &cido félico, acido tartérico, &cido

succinico y acido salicilico. El aporte de cada 100 g de nutrientes del tomate en agua es del 93,5%.



En cuanto a calorias es de 23 kcal, proporcionando al organismo la energia diaria que necesita
(CCB, 2015). Son considerados importantes fuentes de carotenoides en la dieta humana, de entre
los cuales el licopeno representa el componente principal ya que comprende de un 80% a 90% de
los pigmentos que contiene (Rao et al., 2006).

Por tantos beneficios esta hortaliza ocupa el segundo lugar mundialmente debido a su nivel
de produccion, la cual es superada solamente por el cultivo de la papa (SAGARPA, 2005). Su
demanda aumenta continuamente y con ella su cultivo, produccién y comercio, siendo esta una de
las especies vegetales mas consumidas en todos los paises ademas de ser una de las de mayor
valor econdmico (Bosland et al., 2010; Hernandez et al., 2014).

5.2  Principales paises productores

A nivel mundial esta hortaliza es cultivada aproximadamente en 5 millones de hectareas,
con una produccion de 170.08 millones de toneladas de tomate fresco en el afio 2014. Actualmente,
Asia domina el mercado, con practicamente un 60% de la produccion global (FIRA, 2017), seguido
por India y Estados Unidos (Manrique, 2018). Este ultimo es el mayor productor de pasta de
tomate siendo la pulpa, el principal producto que se obtiene del proceso agroindustrial
(Monardes et al., 2009). La produccidon global en el 2017 fue de 241.641.489t. (FAOSTAT, 2017).
En el afio 2013, la extension que ocupd el cultivo mundialmente fue de 4,734,000 ha, con una
produccion de 163 millones de t; donde China fue el primer productor con 50 millones de t, seguido
por India con 18 millones de t, Estados Unidos con 12 millones de t. (ver Anexo.1). México se
ubica en la décima posicion con 3,282 millones de t. (FAO, 2013).

Segin FAOSTAT (2017) el tomate se cultiva en mas de 100 paises para consumo fresco
e industrial; el 81% de la produccion, se concentra en China, India, Estados Unidos, Turquia,
Egipto, Iran, Italia, Espafia, Brasil y México. EI consumo promedio en paises desarrollados es de
86 g diarios per capita y en via de desarrollo, 27 g. Colombia produjo 714.314 t en el 2017, con
un rendimiento promedio de 33,94 t/ha. El rendimiento promedio mundial es de 55,27 t/ha, cifra
por debajo de la obtenida en areas con mayor rendimiento y gran tecnificaciéon como Bélgica
(496 t/ha), Reino Unido (388,95 t/ha) y Noruega (320,39t/ha) (FAOSTAT, 2017,
Véasquez & Castafio, 2017).

La clasificacion taxondmica del tomate se detalla en la Tabla.1 de la siguiente manera:



Tabla. 1
Clasificacion taxonomica del tomate, Adaptaptado de ITIS (2021).
Reino: Plantae

Division:  Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia:  Solanaceae
Género:  Solanum
Especie:  lycopersicum
5.3  Caracteristicas botanicas del tomate
Son plantas dicotiledoneas herbaceas anuales o perennes (Cestoni et al., 2006) autégamas,
de hasta mas de 1,5 m de altura, vellosas e inermes. De porte arbustivo, se desarrolla de forma
rastrera, semi-erecta o erecta, dependiendo de la variedad (Larin et al., 2018).
Tallo
Inicialmente el tallo tiene una apariencia herbacea; estd compuesto de epidermis con pelos
glandulares, corteza, cilindro vascular y tejido medular (Escobar & Lee, 2009). Sus caracteristicas
son de color verde pubescente y anguloso. Mide entre 2 y 4 cm de ancho y es méas delgado en la
parte superior. En el tallo principal se forman tallos secundarios, que dan origen a hojas nuevas y
racimos florales, y en la porcién distal se ubica el meristemo apical, de donde surgen nuevos
primordios florales y foliares (Monardes et al., 2009).
Hoja
Es pinnada y compuesta. Presenta de siete a nueve foliolos peciolados que miden 4-60 mm
x 3-40 mm, lobulados y con borde dentado, alternos, opuestos y, por lo general, de color verde,
glanduloso-pubescente por el haz y ceniciento por el envés (Fig.1A). Se encuentra recubierta de
pelos glandulares y dispuestos en posicion alterna sobre el tallo (Monardes et al., 2009). La
posicion de las hojas en el tallo puede ser semi-erecta, horizontal o inclinada. Puede ser de tipo
enana, hoja de papa, estandar, peruvianum, pimpinellifollium o hirsutum (IPGRI, 1996).
Flor
Es perfecta y regular. Los sépalos, los pétalos y los estambres se insertan en la base del

ovario. El caliz y la corola constan de cinco 0 mas sépalos y de cinco pétalos de color amarillo,
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que se encuentran dispuestos de forma helicoidal. Poseen cinco o seis estambres que se alternan
con los pétalos (Fig.1B), formando los érganos reproductivos. El ovario tiene dos 0 mas segmentos
(InfoAgro System S.L., 2016).

Las flores se agrupan en inflorescencias de tipo racimo, en grupos de tres a diez en
variedades comerciales de tomate medianas y grandes. Las inflorescencias se ubican en las axilas,
cada dos o tres hojas (INTA, 2014). Es normal que se forme la primera flor en la yema apical,
mientras que las demas aparecen en posicién lateral y por debajo de la primera, siempre
colocandose alrededor del eje principal, siendo el pedicelo el que une la flor al eje floral (InfoAgro
System S.L., 2016).

Figura. 1
Organos de la planta de tomate. A) Tipos de hojas. B) Flor. Fuente: Lopez-Marin (2017).

Fruto

De tipo baya que puede tener dos 0 mas léculos, con un peso que puede alcanzar hasta
600 g. Esta compuesto por el pericarpio, el tejido placentario y semillas (Gorini, 2018).
Semilla

Son ovoides, comprimidas, lisas 0 muy velludas, parduzcas y estan envueltas en una
abundante masa mucilaginosa dentro del fruto (Fig.2), presentan un tamafio promedio de
5x4x2 mm. Cada semilla estd conformada por el embrion, el endospermo y la cubierta seminal
(Diaz & Hernandez, 2003). Almacenarlas durante periodos prolongados es recomendable hacerlo
a una humedad del 5%. Por otra parte una semilla de calidad tendra por lo menos el 95% de
germinacion (Larin et al., 2018).

Figura. 2
Morfologia de la semilla de tomate. Fuente: Larin et al. 2018.
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Germinacion
Comprende tres etapas:
e Raépida absorcion de agua, que dura 12 horas.
e Reposo durante 40 horas, el cual absorbe agua nuevamente.
e Las capas de células que rodean las semillas se disuelven en la madurez, formando una

masa gelatinosa rica en granos de almidon (Larin et al., 2018).

Lépez-Marin (2017) menciona que la semilla germina en promedio de cinco a ocho dias
después de la siembra. Sin embargo, la germinacién depende de la calidad de la semilla (vigor),
en la que influye la temperatura (0ptima de 16°C a 28°C) y la humedad del sustrato (capacidad de
campo).

Sistema radicular

Es importante conocer la estructura radical por ser un elemento fundamental en su
crecimiento para llegar a un pleno desarrollo, al germinar la semilla se desarrolla una raiz vertical
que puede conseguir una profundidad de 60 cm cuando se realiza el trasplante, este pivote se rompe
y lo sustituyen raices ramificadas o adventicias (Gorini, 2018); estas ultimas son numerosas y
potentes y no superan los 30 cm de profundidad (INTA, 2014; Monardes et al., 2009).

El interior de la raiz presenta tres partes: epidermis, cortex y cilindro vascular. La epidermis
contiene pelos que absorben el agua y los nutrientes, mientras que el cértex y el cilindro vascular
cumplen la funcion de transportar los nutrientes (InfoAgro System S.L., 2016).

Tipos de crecimiento

Desde el punto de vista sistemético, por el habito de crecimiento la planta de tomate se
divide en dos grupos:

e Plantas de crecimiento determinado. Tienen forma de arbusto, las ramas laterales son de
crecimiento limitado. Estas plantas presentan en cada extremo de crecimiento una yema floral
y tienen periodos definidos de floracion y formacion de frutos. EI tamafio de la planta varia de
acuerdo a la variedad; pudiendo ser plantas compactas, medianas y largas. La mayoria de
cultivares de pasta o cocina sembrados en el pais se encuentran dentro de esta clasificaciéon y
la produccion se obtiene en un periodo relativamente corto (Larin et al., 2018).

e Plantas de crecimiento indeterminado. Son plantas cuyos tallos principal y lateral crecen en
un patron continuo, siendo la yema terminal del tallo la que desarrolla el siguiente tallo. La

floracion, fructificacion y cosecha se extienden por periodos muy largos. Poseen condiciones
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adecuadas para un crecimiento continuo, pues forman hojas y flores de manera ilimitada. La
aparicion de flores en los racimos y su grado de desarrollo son escalonados: las primeras flores
del racimo pueden estar totalmente abiertas, mientras que las Gltimas ain no se abren
(L6épez-Marin, 2017)

Temperatura de crecimiento

La temperatura Optima de desarrollo del cultivo oscila entre 20°C y 30°C durante el dia 'y
entre 10°C y 17°C durante la noche. Temperaturas superiores a los 30°C reducen la fructificacion
y fecundacién de los dvulos, afectan el desarrollo de los frutos y disminuyen el crecimiento y la
biomasa de la planta. Temperaturas diurnas inferiores a 12-15°C pueden originar problemas en el
desarrollo. Las plantas de tomate se desarrollan mejor con temperaturas de entre 18°C y 24°C
(MAG, 2007).

5.4  Principales plagas y enfermedades del tomate

El cultivo de tomate durante su ciclo vegetativo es atacado por distintos agentes causales
de plagas, entre los principales destacan: nematodos, hongos, bacterias, virus, insectos y acaros;
todos ellos son causantes de la baja productividad y calidad del fruto. La incidencia de
enfermedades es un problema muy grande en el desarrollo de este cultivo, gran parte de los hongos
fitopatdgenos ocasionan pérdidas entre 10 y 100% de la produccién, ademas la mayor parte de
hongos varian en dependencia de su region, variedades sembradas y condiciones ambientales
(Sanogo & Ji, 2012).

Tal como expresa Agrios (2005), los hongos fitopatdgenos causan pérdidas elevadas a nivel
global tanto econdémicas como agricolas. Segun, datos relevantes de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2019), la agricultura mundial, tiene
una pérdida anual del 12% de su produccion por dafios causados por hongos fitopatdgenos, mas
que por cualquier otro agente. Existen méas de 100.000 especies de hongos y un 8% son capaces
de colonizar los tejidos vegetales causando asi una enfermedad en la planta. El estilo de vida de
estos hongos fitopatdgenos es muy diverso lo que les ha permitido desarrollar diferentes estrategias

para interactuar con sus huéspedes (Agrios, 2005).
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De acuerdo a Horbach et al. (2011) los hongos fitopatdgenos se han clasificado tradicionalmente

en funcion de su estilo de vida, de igual manera, se establecen tres grupos:

¢

Patogenos bidtrofos: colonizan las células vivas de su huésped y toman los nutrientes que
necesitan para vivir, los cuales le ayudan a completar parcialmente su ciclo de vida, causando
dafos relativamente diminutos en la pared celular vegetal.

Patdgenos necrotrofos: infectan de manera especializada, provocando una muerte celular de
los tejidos de su hospedador secretando toxinas y enzimas degradadoras de la pared celular.
Posteriormente se alimentan de forma saprofitica de esta materia organica muerta. Alternaria
spp., Botrytis spp. y Verticillium spp; son algunos ejemplos.

Patogenos hemibidtrofos: presentan una primera fase de vida biotréfica durante la cual el
hongo penetra dentro del huésped y se establece en el tejido colonizado, en la siguiente fase de
su vida necrotrofica utiliza los nutrientes de las celulas del huésped ya muertas, se incluyen en

este grupo hongos como Fusarium oxysporum, y Colletotrichum spp.

Entre las enfermedades mas importantes en el cultivo del tomate causadas por hongos, de acuerdo

a Velasco et al. (2011), se encuentran:

Tizon tardio (Phytophthora infestans): esta enfermedad se propaga en climas frios y himedos,
causando la pérdida total del cultivo, lesiones de forma irregular, hundidas y de color verdoso,
y ataca a todas las partes de la planta.

Tizon temprano (Alternaria solani): esta enfermedad, es propicia en humedades relativas
superiores al 70%. La presencia de los sintomas en las hojas son manchas circulares de color
café y negro, en el fruto causan lesiones hundidas y oscuras debilitando asi el tallo.

Moho gris (Botrytis cinerea): se presenta cuando existe una humedad relativa superior al 90%,
ocasionando dafios a las flores, frutos y el tallo causando manchas de color gris.

Damping off o ahogamiento del tallo (Phytophthora spp, Pythium spp, Fusarium spp y
Rhizoctonia spp): ataca a las semillas y a las plantulas emergentes, se presenta por condiciones
de alta humedad y mal drenaje del sustrato, causando problemas de germinacién y mortalidad
de plantulas en los semilleros.

Marchitez vascular. Producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder y
Hansen es la principal enfermedad que causa problemas en el cultivo, disminuye en un 60% el
rendimiento y afecta la calidad del producto. Esta enfermedad, se ha reportado en por lo menos
32 paises (Jones et al., 2001), ha sido identificada como una de las més devastadoras en todas
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las regiones del mundo donde se cultiva el tomate (Marlatt et al., 1996), prospera en una
diversidad de condiciones ambientales desde tropicos secos hasta climas templados
(Cai et al., 2003).
55  Postulados de Koch
Los postulados de Koch formulados en 1882, sirven para determinar cuando un
microorganismo es el agente causal de una enfermedad infecciosa en un hospedero susceptible.,
estan detallados en el libro Brock. Biologia de los Microorganismos (Madigan et al., 2015) y en

Robledo D’Angelo (2016) se resumen de la siguiente manera:

1. El agente causal de la enfermedad o patdgeno debe estar siempre presente en los organismos
hospederos enfermos y ausente en los sanos.

2. EIl patogeno debe aislarse y multiplicarse in vitro en cultivo puro, a partir del hospedero
enfermo.

3. El patdgeno aislado, debe provocar la misma enfermedad cuando es inoculado en hospederos
sanos susceptibles.

4. EIl patdgeno debe reaislarse a partir de los hospederos que fueron inoculados, obtenerse
nuevamente un cultivo axénico de éste, presentando las mismas caracteristicas observadas en
el aislamiento original.

56  Descripcion de Fusarium spp.

5.6.1 Sistema de clasificacion taxonomico

En el afio de 1809, Link describio por primera vez el género Fusarium spp, que lo definio
como una forma de canoa o banana, siendo éste su caracter primario distintivo, puesto que esta
descripcidn se baso en las observaciones de Fusarium roseum, primera especie descrita, y debido

a su falta de informacion, se podria aplicar al menos 50 géneros de Hyphomycetes

(Marasas et al., 1984; Nelson et al., 1994). Es por ello que la definicion original ha sufrido una

serie de modificaciones quedando como: especies con macroconidios fusoides, ligeramente

curvados, septados y con una célula basal pedicelada. Con microconidios y clamidosporas
terminales o intercalares, que pueden estar ausentes o presentes (Nelson et al., 1994). Por lo tanto,
se han realizado investigaciones que aun existen desacuerdos en la sistematica de Fusarium spp,

que exhibe un grado notable de variacidn con respecto a caracteristicas morfoldgicas, culturales y

fisioldgicas. De tal manera que, la variacion ha conducido a dificultades considerables en el

desarrollo de un sistema taxondmico estable y extremadamente aceptado por el género (Leslie &



15

Summerell, 2006; Summerell et al., 2003). En Fusarium spp se han reconocido entre nueve y 78
especies, dependiendo del sistema taxonomico utilizado, el cual se basa principalmente en las
caracteristicas culturales de las colonias y de las esporas del hongo. Snyder y Hansen, Messian y
Cassini reconocen nueve especies, Gordon considera 26 especies, Booth 44 especies, Wollenweber
y Reinking 65 especies y Gerlach reconoce 78 especies (Nelson & Ploetz, 1990). Esto muestra la
complejidad taxondmica del género; por tal razon, la identificacion de las especies debe ser hecha
por expertos para evitar errores (Arbelaez-Torres, 2000) debido a que han sido descritas mas de
1.000 especies, variedades y formas, mencionadas en base a observaciones superficiales
(Toussoun & Nelson, 1975). La exigencia de buscar un sistema correcto y fiable de clasificacion,
se produjo cuando especies del género Fusarium causaron serias enfermedades en muchas plantas.
A partir de 1913 -1935 se estudio este género, y se redujo el nimero de especies, variedades y
formas de Fusarium a 142, agrupados en 16 secciones (Nelson et al., 1994).

La especie Fusarium oxysporum se clasifica de forma taxonémica en la Tabla.2.

Tabla. 2

Clasificacion taxonomica de Fusarium oxysporum, Adaptado de CABI (2021a).
Dominio: Eucariota

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycete
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: Fusarium oxysporum

5.6.2 Patogeniay prevalencia

Una de las fitopatologias de mayor importancia para el cultivo de tomate es la marchitez
vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) este hongo estd completamente
extendido en todo el mundo haciendo su aparicion en Europa en el siglo XIX
(Blancard et al., 2011). Sin embargo, esta enfermedad continda apareciendo como consecuencia
del cultivo intensivo de tomate y otras especies vegetales, causando pérdidas entre 21y 47% en
campos a libre exposicién y bajo cubierta (Ramyabharathi et al., 2012). De tal manera, que la
forma de infeccion de este patdgeno penetra por las raices tanto activa como por aberturas naturales

(Enespa & Dwivedi, 2014). La produccion de clamidosporas, microconidios y macroconidios; se
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han relacionado con la diseminacion aérea, lo que sugiere una fase policiclica, no comin en
patogenos habitantes del suelo (Katan et al., 1997).

Los suelos acidos, altas temperaturas, deficiencias de nutrientes y el ataque de nematodos
son aspectos que favorecen la invasion del hongo en el hospedero (Agrios, 1996). EI hongo puede
sobrevivir en el suelo como micelio o como esporas en ausencia de sus hospederos. Se disemina a
distancias cortas, mediante el agua, equipos agricolas y herramientas infestadas y a distancias
largas, por medio de semillas, plantas enfermas o suelo adherido a ellas. Una vez el suelo es
infestado, permanece asi indefinidamente (Joshi, 2018; McGovern, 2015).

Para el caso especifico del cultivo de tomate se puede decir segun Garcia et al. (2012) que
la micosis se manifiesta por una podredumbre intensa de la raiz principal, que alcanza la base del
tallo con una necrosis de color marrén que se describié por primera vez, como “Mancha
chocolate”. El sistema radicular secundario puede expresar una podredumbre marrén mas o menos
intensa. El xilema se necrosa hasta una altura de 50 cm o mas desde la base del tallo. En
consecuencia, la planta se marchita irreversiblemente y termina por morir. Esta forma
especializada (F. oxysporum f. sp. lycopersici) se diferencia en que no ocasiona podredumbre
radicular y necrosa el xilema en su totalidad. La forma especial (f. sp.) lycopersici infecta solo a
plantas de tomate susceptibles (Inami et al., 2014); no obstante, Fassihiani (2000) comprob6 que
esta forma especial es capaz de colonizar las raices de plantas pertenecientes a otros géneros, como
Oryzopsis sp, Digitaria sp, Amaranthus sp y Malva sp; ademas de plantas de zanahoria (Daucus
carota), trigo (Triticum aestivum), berenjena (Solanum melongena) y chile (Capsicum annuum).

En las etapas tempranas del cultivo, las plantulas son susceptibles al mal del talluelo
causado por el patdégeno debido a la carencia de lignina en el tallo, lo que facilita la rapida
colonizacion en el xilema vascular; causando finalmente el colapso del tejido (Agrios, 2005). Pero
cuando el hongo infecta a una planta adulta produce la marchitez vascular, ocasionando
amarillamiento foliar que comienza por las hojas inferiores que posteriormente mueren, la base
del tallo adquiere color oscuro y se produce taponamiento de los vasos del xilema torndndolos
color pardo oscuro, mientras que la médula permanece sana (ver Anexo.2), y en ocasiones ocurre
infeccion en el fruto, que se detecta porque el tejido vascular muestra decoloracion interna
(Jones, 1991). Algunas ramas pueden expresar sintomas, en donde las hojas presentan marchitez
en los foliolos de un lado del peciolo y del lado opuesto se ven sanos. Los sintomas de marchitez

se observan mejor después de la floracion y formacion de frutos y durante los periodos mas
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calurosos del dia, pues temperaturas altas alrededor de 28°C, aplicacién de fertilizantes
amoniacales y pH bajo del suelo facilitan la virulencia de Fol (McGovern & Datnoff, 1992).

El pat6geno puede sobrevivir en el suelo en forma de clamidosporas, como saproéfito o en
restos vegetales, donde se mantiene viable hasta por 10 afios (Kant et al., 2011). Cuando una planta
sana crece en suelo infestado, el contacto con las raices induce la germinacion de los conidios, el
tubo germinativo de la espora o el micelio penetra directamente por el apice de las raices o ingresa
a éstas, a través de heridas o de los puntos de formacion de las raices laterales. EI micelio avanza
por medio del cortex de las raices intercelularmente y cuando alcanza los vasos del xilema entra
por los extremos. ElI micelio permanece en los vasos y se transloca a través de ellos,
principalmente, hacia arriba, hacia el tallo y la corona de la planta (Agrios, 2005). En los vasos, el
micelio se ramifica y produce microconidios, que son liberados y llevados hacia el apice en la
corriente de la savia. Los microconidios germinan en el punto en donde el movimiento se detiene,
el micelio penetra la pared superior del vaso y se producen méas microconidios en el proximo vaso.
El micelio también avanza lateralmente, dentro de los vasos adyacentes, penetrando por los
extremos. La combinacion de estos procesos, llamado taponamiento de los vasos por micelio,
esporas, gel, gomas y tilides y el aplastamiento de los vasos por proliferacion de células adyacentes
de parénquima, es la responsable de la marchitez (Yadeta & Thomma, 2013). Luego, el hongo
invade todos los tejidos vegetales, alcanza la superficie externa de la planta muerta y alli esporula.
Las esporas pueden ser diseminadas a nuevas plantas por el viento, el agua y asi, sucesivamente
(Dixon & Tilston, 2010; Srinivas et al., 2019).

Las especies de este género afectan una amplia variedad de hospedantes la marchitez
vascular es uno de los problemas mas comunes que produce Fusarium spp y es catalogado como
uno de los hongos fitopatdgenos mas importantes del suelo no solo por los dafios, sino también
por la frecuencia con que se presentan (Duarte et al., 2016). Cultivos de importancia econémica
son perjudicados por este tipo de hongo, ya que existen registros de que también afecta a cultivos
de algodon, aguacate, platanos y los mayores reportes son en solanaceas como la papa, ajies y el
tomate. El efecto negativo en los cultivos mencionados puede llegar a ocasionar grandes pérdidas
econdmicas al ocasionar la muerte de las plantas en mas del 50% del cultivo y si las condiciones
son favorables para el desarrollo del hongo puede terminar con el cultivo completo
(Gonzales et al., 2002; Lugo & Sanabria, 2001; Miller et al., 1996). Los sintomas que causa el

género Fusarium spp, pueden confundirse con otros agentes fitopatdgenos o bacterianos. Ademas,
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puede llegar afectar en distintas etapas del desarrollo de la planta y en distintas zonas de ella
(Agrios, 1996).
5.6.3 Formas especiales

Fusarium oxysporum se caracteriza por producir distintas formas especiales (formae
speciales) Snyder & Hansen (1940) reconocieron 25 formas especiales, Booth (1971) registr6 70
formas especiales asi mismo Armstrong & Armstrong (1981) reconocieron 72 formas especiales
patdgenas de cultivos de gran importancia econdémica; de acuerdo a otros autores, las formas
especiales de la especie podrian pasar de un centenar. Farr et al. (1989) reconocieron 41 formas
especiales causando enfermedades en plantas de importancia econémica en los Estados Unidos.
Pardo-Cardona (1995) registro la presencia en Colombia de diez formas especiales, pero ademas
menciond 21 tipos de plantas atacadas por F. oxysporum.

A pesar del gran nimero de plantas afectadas por diversas formas especiales de F.
oxysporum, se observa una muy alta especializacion en las plantas hospedantes que pueden atacar.
La mayoria de las formas especiales son muy especializadas en los géneros de plantas hospedantes
que pueden infectar. Por ejemplo, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ataca solamente tomate
(Arbeléez-Torres, 2000).

5.6.4 Razasy variedades

Tres razas del hongo Fol se han reportado, las cuales se distinguen por las proteinas de
virulencia en materiales diferenciales de tomate que contienen diferentes genes de resistencia
(Cai et al., 2003; Panthee & Chen, 2010; Scott et al., 2004). La existencia de razas fisiologicas en
Fol fue demostrada mediante pruebas de patogenicidad, donde las razas son distinguidas por su
virulencia sobre variedades de tomate que llevan genes especificos para resistencia
(McGrath et al., 1987; Stall, 1961).

La existencia de la raza 1 fue descrita por primera vez en 1886 (Booth, 1971) y la
resistencia a esta raza fue encontrada en el locus | de Solanum pimpinellifolium P1-79532, que
conferia resistencia a la raza 1 del Fol (Bohn & Tucker, 1940), la raza 2 fue identificada
inicialmente en 1945 en Ohio (Alexander & Tucker, 1945) y la resistencia a esta nueva raza a
eliminar se encontrd en el nuevo locus (1-2) del hibrido natural S. esculentum x S. pimpinellifolium
P1-126915 (Alexander & Hoover, 1955). La raza 3, capaz de atacar los cultivares con los loci para
resistencia 1 y (1-2) fue identificada en Queensland, Australia en 1978 (Grattidge &
O'Brien, 1982). Esta raza se ha observado en Estados Unidos de América (Bost, 2001;
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Chemelli etal., 1992; Davis etal., 1988; Marlatt etal., 1996) en México (Ascencio-
Alvarez et al., 2008; Valenzuela-Ureta et al., 1996) y en Brasil (Reis et al., 2004). La fuente de
resistencia a esta nueva raza se encontro en la especie silvestre Solanum pennellii P1414773
designando al locus que le confiere control a esta raza de Fol (1-3) (McGrath et al., 1987).
Actualmente pocos cultivares comerciales con resistencia a la raza 3 estan disponibles
(Cai et al., 2003; Chemelli et al., 1992).

Se asume que la interaccion entre Fol y el tomate sigue la teoria de Flor, gen por gen
(Flor, 1956), puesto que las tres razas presentan resistencias monogénicas dominantes
(Enriguez-Acosta, 2019). Por lo tanto, se han descrito tres razas del hongo 1,2y 3 00,1y 2, las
cuales, se han identificado en los loci: I-1, I-2 e 1-3, otorgando resistencia al patdgeno (Panthee &
Chen, 2010; Scott et al., 2004). Segun Inami et al. (2012) la raza 2 de Fol. surgi6 de la raza 1, por
la pérdida del gen avrl, por insercion de un trasposén, mientras que la raza 3 emergié cuando un
punto de mutacion ocurrio en el gen avr2. Diferentes razas del hongo portan en varias
combinaciones tres genes de avirulencia, a saber: avrl, avr2 y avr3, que activan respuestas de
defensa contra el hongo, al ser reconocidos por los correspondientes genes de resistencia en tomate.
5.6.5 Genes de avirulenciay proteinas efectoras de Fol

Los patdgenos fungicos de plantas tienen estrategias para reconocer al hospedante
adecuado, penetrar e invadir el tejido vegetal, superar las defensas de la planta y optimizar su
crecimiento dentro de la misma. Para realizar estos procesos, generalmente, el hongo tiene que
percibir las sefiales quimicas y fisicas del hospedante y responder con los cambios metabolicos y
morfogenéticos requeridos para el desarrollo patogénico (Fourie, 2011; Moretti, 2009). De acuerdo
a Di Pietro et al. (2001) tales cambios requieren la sintesis de productos génicos especificos y
dependen de las vias de transduccion de sefiales conservadas involucradas con la activacion de
proteinas G, las sefiales de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) y las cascadas de proteinas
quinasas activadas por mitégenos (de sus siglas en inglés MAPK).

El hongo Fol. es capaz de secretar enzimas y pequefias proteinas durante la colonizacion
de los vasos xilematicos de la planta de tomate (Houterman etal., 2007). Estas proteinas
promueven la colonizacién del hospedante, por ejemplo por la supresion de los mecanismos de
resistencia basales de la planta (Chisholm et al., 2006; Jones & Dangl, 2006). El repertorio de
proteinas efectoras, determina la virulencia de un patégeno hacia un hospedante particular
(Bray-Speth et al., 2007).
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Se han identificado 11 proteinas de Fol, las cuales se han denominado proteinas secretadas
en el xilema (SIX) (Houterman et al., 2007; Lievens et al., 2009). Tres de estas proteinas son
contrarrestadas por los genes | de tomate: Avrl (SIX4) es reconocida por los genes | e 1-1 no
alélico (Houterman et al., 2008), Avr2 (SI1X3) es reconocido por I-2 (Houterman et al., 2009); y
Avr3 (SIX1) es reconocido por 1-3 (Amaral et al., 2008). Avr2, Avr3 (Amaral etal., 2008;
Houterman et al., 2009) asi como SIX6, son efectores genuinos, y se ha encontrado que
contribuyen con la virulencia general. Esto se ha evidenciado por la reducida virulencia del
respectivo gen en cepas que no lo contienen, un efecto que usualmente es mejor observado en la
infeccion de plantas adultas que en los retofios. Avrl no es requerido para la virulencia general.
Este gen tiene la funcion de suprimir especificamente la habilidad de 1-2 e 1-3 para conferir
resistencia contra las cepas de la raza 1 (Houterman et al., 2008).

5.6.6 Identificacion y caracteristicas de Fusarium spp

La mayor parte de las especies de Fusarium presentan distintas caracteristicas en medios
de cultivo sintéticos, como pueden ser; colonias blancas, cremas, naranjas, pardo, pardo rojizo,
rojo carmin, rosa, parpura e incluso azuladas (ver Anexo.3). Esta pigmentacion puede estar dada
por la coloracion del micelio o por la difusion de algun pigmento en el medio de cultivo en el cual
se desarrolla el hongo (Arvayo-Ortiz etal., 2011). Sin embargo, los medios de cultivo son
utilizados con la intencién de poder valorar aspectos morfolégicos tanto macro y microscopicos;
ademas, de conseguirse una buena esporulacion. Con Agar Papa Dextrosa (PDA) se valora muy
bien el aspecto morfoldgico y coloracidn de la colonia; su alto contenido en carbohidratos ejerce
un mayor crecimiento en la esporulacion, que suele retrasarse y los conidios pueden ser atipicos
(Leslie & Summerell, 2006).

El hongo se caracteriza por producir colonias de crecimiento rapido y tres tipos de esporas
asexuales denominadas: microconidias, macroconidias y clamidosporas (ver Anexo.4). Las
microconidias son esporas unicelulares, sin septas, hialinas, de elipsoidales a cilindricas, rectas o
curvadas, se forman sobre fidlides laterales, cortas y simples, o sobre conidi6foros poco
ramificados. Los microconidios miden entre 5 y 12 um de largo por 2,5 a 3,5 um de ancho
(Leslie & Summerell, 2006; Nelson, 1981).

Las macroconidias, son esporas de pared delgada, fusiformes, largas, moderadamente
curvadas, con varias células y de tres a cinco septos transversales, con la célula basal elongada y

la célula apical atenuada. Se forman en esporodoquios de color naranja palido, generalmente
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abundantes cuando se siembran en agar de papa dextrosa (PDA) complementado con hojas de
clavel (Leslie & Summerell, 2006; Lugo & Sanabria, 2001). Los macroconidios del hongo
producidos sobre los tejidos del hospedante pueden ser transportados por el viento, las gotas de
lluvia, la maquinaria agricola o por los humanos, entre otros. Las infecciones secundarias suelen
producirse a través de las raices, aunque también son posibles a través de heridas en la parte aérea
de las plantas (Kranz, 1982).

Las clamidosporas son esporas formadas a partir de la condensacion de células de las hifas
0 de las macroconidias y se caracterizan por poseer paredes bastante gruesas (Agrios, 1996;
Arbelaez-Torres, 2000; Nelson et al., 1994). Las clamidosporas permiten al hongo sobrevivir por
largo tiempo; se producen a partir de la modificacion de hifas o células conidiales; su formacién
esta relacionada con factores de estrés como la ausencia del hospedante, agotamiento de nutrientes
y ambientes adversos (Smith, 2007). Este tipo de células germinan en condiciones favorables,
incluyendo la presencia de exudados radicales; se ha demostrado que resisten temperaturas altas y
sobreviven mas tiempo en el suelo que los conidios, ademas que causan sintomas mas severos que
los microconidios (McGovern, 2015).

Algunas especies de Fusarium producen las tres formas de esporas (macroconidios,
microconidios y clamidosporas), mientras que otras no. Por lo tanto, el macroconidio es el 6rgano
primario para la caracterizacion, su forma y tamafio varia segun la especie. Este se puede formar
en una estructura especializada Ilamada esporodoquio, como también en monofialides, polifialides
y en el micelio aéreo. Para algunas especies es una caracteristica relativamente constante y estable,
pero se debe utilizar cautelosamente como criterio taxondmico (Leslie & Summerell, 2006).

El reconocimiento de géneros y de especies puede ser muy complejo. Es asi, como la
identificacién basada en la morfologia presenta un importante grado de dificultad, sobre todo, para
distinguir especies cercanas, con caracteristicas fenotipicas muy similares. Los métodos
moleculares se han convertido en una herramienta eficiente para confirmar la identidad de especies
dentro del género, basada, especialmente, en marcadores especificos, que amplifican una region
de su genoma (Unda et al., 2011).

5.6.7 Habitat

Fusarium spp es un patégeno facultativo con alta capacidad de sobrevivir en materia

organica en el suelo y a su vez tiene la capacidad de atacar la planta cuando esta sufre algun tipo

de desbalance (Michielse & Rep, 2009), asimismo puede durar en el suelo por varios periodos
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esperando a su vez un hospedero. Es uno de los hongos méas comunes del suelo, siendo cosmopolita
cuyo comportamiento es de dos tipos; el primero, como un saprofito comun de suelos que puede
competir con saprofitos obligados con algunos hongos que infectan raices para colonizar tejido
vegetal muerto; y el segundo, se comporta como un importante hongo vascular sobre muchas
especies de plantas a nivel del mundo (Zaquinaula, 2018). Sin embargo, las diferentes formas
especiales (f. sp.) de Fusarium oxysporum a menudo tienen distintos grados de distribucion
(Bawa, 2016; Debbi et al., 2018).

5.7  Alternativas para el control de la marchitez

Con la finalidad de reducir las pérdidas econdmicas debido a la enfermedad de Marchitez
vascular, los agricultores aplican un gran nimero de productos quimicos por ciclo y en ocasiones
sin tener un control adecuado sobre el nUmero y momento de las aplicaciones, concentracion e
ingrediente activo, entre otros; lo que frecuentemente da lugar a mayores costos de produccion y
contaminacion ambiental; esto ocasiona riesgos para el equilibrio ecolégico y la salud humana
(Ledn & Arosemena, 1980).

La practica del monocultivo y la contaminacion por el uso indiscriminado de agroquimicos,
han impactado el medio ambiente, reduciendo la biodiversidad (microorganismos) de los
agroecosistemas, ocasionando la inestabilidad de los mismos, la cual se refleja, entre otros efectos
nocivos, en una mayor incidencia y severidad de esta enfermedad en las plantas de tomate. Esto y
los problemas de seguridad y salud pablica inherentes a la fabricacion y uso de agroquimicos han
conducido a la busqueda y establecimiento de alternativas ecologicas para el manejo de las
enfermedades (Baez-Valdez et al., 2010).

Existen muy pocas investigaciones en cuanto a Fusarium oxysporum y su manejo en el
cultivo de tomate. Vallejo (1999), enfatiza que el control de la marchitez es muy dificil, sobre
todo cuando las condiciones ambientales son favorables al hongo, pues se disemina por medio del
agua de superficie, implementos agricolas, insectos, plantulas contaminadas, uso de semilla sin
contaminacion entre otros (Dixon & Tilston, 2010). Debido a que el hongo se establece como
enddfito en células y tejidos vasculares, se dificulta su control (Hossain et al., 2013), lo que sugiere
un manejo integrado, que permita reducir la poblacion del patégeno y obtener los rendimientos
necesarios para tener un cultivo rentable. El uso de variedades resistentes reduce la incidencia de

la enfermedad; sin embargo, la emergencia de nuevas razas del hongo y de nuevos biotipos dentro
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de las razas, supera su resistencia, conllevando a la blsqueda de nuevas estrategias
(Horinouchi et al., 2011).

La presion por practicas sostenibles transversales a los organismos reguladores y el
creciente problema de la resistencia a los plaguicidas, estan obligando a hallar alternativas a los
agroquimicos. EIl control bioldgico, se estd utilizando en nichos especificos de la agricultura y
puede ser efectivo, si se tiene una comprension clara del agroecosistema y sus limitaciones; un
ejemplo son las PGPR que tienen gran potencial, porque ademas de promover el crecimiento de
las plantas, reducen la severidad de enfermedades e inducen mecanismos de resistencia
(Antoun, 2013). La Fitoepidemiologia, se ha convertido en una estrategia para el manejo sostenible
de los agroecosistemas. Existe un grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos
antagdnicos con otros microorganismos y esta accion puede ser aprovechada como una forma de
control bioldgico de patégenos vegetales (Fernandez-Larrea, 2001), pues los métodos de control
bioldgico, integrados a las précticas culturales, podrian colaborar en la prevencion y en la
disminucion de la incidencia y severidad del patdgeno. En este aspecto, se presentan como
métodos promisorios la biofumigacion y aplicacién de microorganismos utilizados para el control
de fitopatogenos fungicos como el hongo antagonista Trichoderma spp (Perniola et al., 2014),
también bacterias del género Bacillus spp. (Martin & Travers, 1989; Meadows et al., 1992) debido
a que tienen la facilidad de digerir la quitina, ademas de la produccién de antibi6ticos como:
bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina y circulina, entre otros (Bernal et al., 2002).

5.8  Control bioldgico en la agricultura

En el desarrollo sostenible de la agricultura moderna, la utilizacién de microorganismos
para el manejo de plagas y enfermedades constituye una alternativa viable para asegurar la
produccion de alimentos sanos (Funes-Aguilar & Monzote, 2006; Lépez-Bucio et al., 2015;
Lopez-Mondéjar etal., 2011). La baja eficiencia de productos quimicos para el control de
enfermedades promueve la busqueda de otras alternativas como el control biolégico. Una respuesta
positiva es la utilizacion de microorganismos antagonicos para proteger los cultivos de patégenos
del suelo (Rosero, 2008).

En patologia vegetal el control biologico se entiende como: “la destruccién o inhibicion
total o parcial de poblaciones del patdgeno por otros microorganismos” (Ciampi & Silva, 1991).

La utilizacion de microorganismos saprofitos, especialmente seleccionados, pertenecientes

a la microbiota de los suelos agricolas para controlar patdgenos vegetales representa una
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importante herramienta de control bioldgico (Ciampi & Silva, 1991). Por ejemplo, muchos
microbios asociados a plantas tienen actividades antagonistas contra Fol y se han utilizado como
BCA (Agentes de Control Bioldgico), incluidos Bacillus spp., Pseudomonas spp., Lactobacilli
spp., Rhizobia spp., Trichoderma spp. y Gliocladium spp. (Larkin & Fravel, 1998;
Nuzzo et al., 2020; Ousley et al., 1993). Las especies de BCA tienen diferentes mecanismos en la
supresion de enfermedades, incluida la competencia por la nutricion y los nichos ecologicos, la
produccion de componentes antibidticos y la resistencia sistémica inducida de la planta
(Kwak et al., 2018; Mendes et al., 2011). El uso de estos antagonistas se basa en su promocién
(ocurriendo naturalmente) y en la introduccion artificial de ellos, siendo este Gltimo el mas
utilizado en el control bioldgico (Wainwright, 1992).

Los microorganismos antagonistas ofrecen varios beneficios para los cultivos entre ellos
se encuentran: que permiten mayor absorcién de nutrientes (Behie etal., 2012; Behie &
Bidochka, 2014; lgiehon & Babalola, 2018; Plett et al., 2014) mayor tolerancia al estrés biético y
abidtico (Schirawski & Perlin, 2018; Stringlis et al., 2018) e inducen sistemas de defensas en
plantas (Beckers etal.,, 2009; Hermosa etal., 2012; Jayaraman etal., 2014;
Malmierca et al., 2015).

59  Mecanismos de accidn en interacciones antagonicas

Varios autores han puntualizado que en las interacciones antagonicas pueden estar
involucrados diversos mecanismos de accion. Incluso pueden manifestarse de forma simultanea
en un mismo aislado, no siendo excluyentes ninguno de ellos. Por tanto, el éxito en el control del
patdgeno dependera de la eficacia de cada uno de los mecanismos de accién o de la combinacion
entre ellos y pueden ser directos e indirectos (Hoyos-Carvajal etal.,, 2008; LOpez-
Mondejar et al., 2010; Martinez et al., 2008). En el primer grupo se encuentran la antibiosis
(Morton etal.,, 2004; Vinale etal., 2008), la competencia por espacio Yy nutrientes
(Bélanger et al., 1995; Harman, 2000) y el micoparasitismo (Larralde-Corona et al., 2008; W00 &
Lorito, 2007). Mientras, en el segundo grupo de mecanismos se encuentran la estimulacion del
crecimiento (Harman et al., 2004; Mathivanan etal., 2005; Parets, 2002) y la induccion de
resistencia a estrés bidtico y abidtico (Harman, 2006; Jayaraman etal., 2014; Schirawski
& Perlin, 2018; Stringlis etal., 2018; Vinale etal., 2008). Se plantea que algunos de estos
mecanismos actlan de forma indirecta sobre los patdgenos, debido a que su accion consiste en

elicitar los mecanismos de defensa fisioldgicos y bioquimicos en la planta. La multiplicidad de
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estos mecanismos en un aislado es una caracteristica importante para su seleccién como agente de
control biolégico (Companioni et al., 2019).

Para que un antagonista susceptible se convierta en un eficaz agente de control bioldgico,
debe ser capaz de producir indculo abundante en cualquier condicion climéatica. Ademas, debe ser
genéticamente estable y poseer una alta especificidad sobre el hospedero al que se quiere controlar.
También debe infectar y destruir eficazmente al patdgeno en un amplio rango de condiciones
ambientales y ser inocuo para el medio ambiente y animales. Como condicion final tiene que
tolerar la accion de otros antagonistas (Morales, 1997).

Agrios (1997), sefiala que los mecanismos usados por los microorganismos antagonicos que

afectan a las poblaciones de patdgenos no siempre son claros, pero en general se pueden

mencionar:

¢ Parasitismo directo y muerte del patogeno.

¢ Competencia con el patdgeno por el alimento.

¢ Efectos toxicos directos sobre el patdgeno por medio de sustancias antibioticas liberadas por
el antagonista.

¢ Efectos toxicos indirectos sobre el patégeno por sustancias volatiles, como el etileno, liberadas
por la actividad metabdlica del organismo antagonista.

Existen algunos factores que limitan el uso de controladores biolégicos como la menor
competitividad con respecto al control quimico; el nivel sociocultural del agricultor; la dificultad
de obtener resultados positivos que se repitan afio tras afio y en distintas localidades; el tener un
efecto relativo en el control de enfermedades policiclicas y ademas por la variable estabilidad en
cuanto a los resultados del control por efecto de las condiciones ambientales y edéficas sobre la
adaptacion del microorganismo controlador (Campbell, 1989).

Los hongos poseen caracteristicas que los hacen potencialmente ideales como agentes
biocontroladores. Muchos de ellos, como saprofitos antagonizan a patdgenos de plantas, malezas
e insectos, ademas son facilmente cultivables, pudiendo ser producidos econémicamente en
grandes cantidades, para luego liberarlos principalmente como inéculo en forma de esporas o
fragmentos miceliares al medio ambiente. Los in6culos del agente germinan o crecen para producir
micelio activo, los cuales pueden parasitar o inhibir el patdgeno objetivo sin dafar los otros
organismos. Sobreviven relativamente por largos periodos de tiempo como cuerpos inactivos, para

luego germinar, crecer y controlar la poblacion objetivo (Wainwright, 1992). En este marco, una
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alternativa a los productos quimicos para el control de enfermedades es el uso de agentes
bioldgicos entre los que se encuentran especies y cepas de Trichoderma (Pérez et al., 2013). Se
conocen mas de cien especies que funcionan como agentes biocontroladores de patégenos causales
de enfermedades en especies vegetales de interés agricola (Kubicek etal., 2008). Hongos
Trichoderma spp han sido ampliamente utilizados como agentes de control bioldgico debido a su
alta capacidad antagonica frente a otros organismos como invertebrados, bacterias y hongos
(Verma et al., 2007).

5.10 Bioformulados comerciales

Los bioformulados fangicos que se comercializan se formulan con el objetivo de
transportar el mayor namero posible de propagulos (esporas) viables, para el control de
enfermedades fungicas y bacterianas de plantas. Para ello, se debe lograr la estabilidad de las
esporas las cuales deben permanecer viables durante mucho tiempo antes y después de su uso; con
un tiempo minimo de caducidad de 18 meses a 20°C (Deshpande, 1999). Sin embargo, el éxito en
el uso y comercializacion de estos biopreparados fungicos esta en lograr una correcta y optima
formulacién lo cual implica asegurar su facil aplicacion, la concentracion suficiente de inéculo y
la viabilidad de las esporas (Fravel, 2005; Martinez et al., 2008; Montesinos et al., 2008). Ademas,
se debe tener en cuenta durante este proceso la seleccion precisa de cepas a utilizar, asi como del
conocimiento previo de sus mecanismos de accion y contar con un estricto sistema de calidad para
su produccion (Martinez et al., 2013; Montesinos et al., 2008).

En estos formulados fungicos, las especies mas utilizadas son Trichoderma viride y
Trichoderma harzianum (Verma et al., 2007) las cuales constituyen el ingrediente principal siendo
efectivos contra un amplio grupo de hongos patégenos entre los que se encuentran Phytophthora
nicotianae, Rhizoctonia solani, Pythium spp., Phytophthora aphanidermatum, Phytophthora
parasitica, Phytophthora capsici, Rhizoctonia rolfsii, entre otros (Stefanova, 2007). Estos efectos
beneficiosos justifican el uso de los microorganismos antagonistas como alternativas reales a los
fungicidas quimicos. Por lo cual, su uso contribuye al desarrollo sostenible de la agricultura 'y a su
vez permite responder a la demanda de alimentos organicos y protege el entorno ecoldgico
(Karanasios et al., 2012; Stefanova, 1997, 2007; Stefanova et al., 1999; Vasquez, 2010).

Existen cuatro formas fundamentales de produccion de biopreparados: cultivos bifasicos,
fermentacion en estado sélido, fermentacion liquida estatica y liquida agitada (El6segui, 2006).

Por lo general para la reproduccion masiva de las cepas promisorias de Trichoderma spp. se
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utilizan métodos bifasicos, liquido-liquido y liquido-sélido (Stefanova, 2003). La bifasica es la
mas rapida, porque se produce el indculo por fermentacion liquida; que luego se usa para fermentar
el sustrato s6lido (Garcia & Duran, 2006); ademas esta reportado que en medio liquido se producen
sustancias promotoras del crecimiento de la planta como &cido indolacético, acido giberélico,
citoquininas y vitaminas (Lin et al., 2006).
Fermentacion en estado solido

La fermentacion en estado solido o en superficie, se lleva a cabo en medios de cultivos
solidos con presencia o ausencia de agua pues el sustrato debe contener la humedad suficiente para
el desarrollo del microorganismo, ya que los niveles 6ptimos de humedad aumentan la difusion
del microorganismo sobre el medio, donde se vera favorecido el crecimiento del microorganismo
y la degradacion del sustrato (Cruz, 2007; Ward, 1991). Este proceso fermentativo, se caracteriza
principalmente por requerir bajos niveles econémicos y a la vez obtener alta formacion de biomasa
y producto, lo cual se da por su bajo requerimiento de aplicacion de aireacién, control de
temperatura y otros factores que son de caracter necesario en un proceso de fermentacion liquida
(Lecault et al., 2009; Pandey, 2003).
5.11 Taxonomia del género Trichoderma spp

La Taxonomia de este geénero es complicada pues aun en la actualidad se continla
profundizando en este aspecto. Villegas (2005), menciona que el género Trichoderma spp se ubica
en la clase Hyphomycetes, orden Moniliales, familia: Moniliaceae. Su fase sexual (estado
Teleomorfo) se encuentra ubicado en la clase Ascomycetes, serie Pyrenomycetes, orden
Hypocreales, género Hypocrea (Druzhinina et al., 2006; Samuels et al., 2006; Villegas, 2005). Las
especies del género Trichoderma son un grupo de derivados clonales de Hypocrea que han perdido
la capacidad de completar un ciclo sexual (Kuhls et al., 1996). Se distinguen por su morfologia
alrededor de 30 especies del género Trichoderma; sin embargo, el uso de la biotecnologia vegetal
mediante la introduccién de técnicas moleculares en micologia evolutiva en los Gltimos afios, han
permitido revelar la existencia de mas de 100 especies distintas (Druzhinina et al., 2006; Torres-
De la Cruz et al., 2015).

El género Trichoderma fue descrito por primera vez por Peerson (1794), posteriormente,
Rifai en 1969 lo revisd y propuso nueve especies agregadas: Trichoderma piluliferum Webster &
Rifai, Trichoderma polysporum (Link ex Pers) Rifai, Trichoderma hamatum (Bon) Bain,

Trichoderma koningii Rifai, Trichoderma aureoviride Rifai, Trichoderma harzianum Rifai,
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Trichoderma longibrachiatum Rifai, Trichoderma pseudokoningii Rifai y Trichoderma viride Pers
ex S. F Gray (Rifai, 1969). Estas especies se identificaron teniendo en cuenta diferencias
morfoldgicas y fisioldgicas; sin embargo, con la taxonomia establecida sobre caracteres
morfoldgicos no se diferencian satisfactoriamente las especies en el género (Martinez et al., 2015).

En la actualidad, la taxonomia basada en caracteres morfolégicos no permite una
identificacién adecuada de las especies del género. Es por ello que la introduccién de técnicas
moleculares tiene una funcion decisiva en la identificacién y clasificacion de las especies de
Trichoderma. El uso de estas herramientas por Samuels et al. (1999) trajo como consecuencia la
nueva caracterizacion de Trichoderma viride y la descripcion de Trichoderma asperellum
Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg y, en 2010, de Trichoderma asperelloides Samuels como nueva
especie (Samuels et al., 2010). Las técnicas moleculares mostraron su gran potencial en estudios a
nivel inter especifico y, combinadas con criterios morfoldgicos, condujeron a la reubicacion de
algunas especies (Lieckfeldt et al., 1999), la definicion de otras nuevas (Samuels et al., 1999) y/o
conectar fases anamorfas con su teleomorfo (Kuhls et al., 1996).

5.11.1 Clasificacion taxonomica de Trichoderma harzianum

Caracterizados por tener ascos unitunicados en peritecios. Su estado anamorfo es
Trichoderma, y su telomorfo es Hypocrea.

Las especies europeas de Hypocrea identificadas y agrupadas por Jaklitsch (2009) con
ascosporas verdes se distribuyen entre varios clados. Estos son: Chlorospora, Spinulosa,
Harzianum, Strictipilosa y Ceramica. La especie H. lixii teleomorfo de T. harzianun, en esta
clasificacion es ubicado dentro del clado Harzianum.

El clado Harzianum es filogenéticamente complejo e H. lixii es un agregado de especies en
lugar de una especie bien definida. Chaverri & Samuels (2002) establecieron la relacion
teleomorfo/anamorfo de H. lixii y T. harzianum sensu stricto; Sin embargo Druzhininaet al. (2010)
rechazaron la relacién teleomorfo/anamorfo después de un analisis profundo que implicé
numerosas cepas. Los anamorfos de los diferentes linajes H. lixii morfologicamente son dificiles
de distinguir unos de otros, a partir de T. harzianum (ver clasificacion taxonémica de la Tabla.3).
Para ello, se necesitan més aislamientos del teleomorfos 'H. lixii  en todo el mundo.

La ubicacion de las especies en clados reconocidos por Chaverri etal. (2003);
Degenkolb et al. (2006); Jaklitsch et al. (2008) se reafirma en el trabajo de investigacion de

Jaklitsch, (2009). Los nombres de los clados o las secciones se adoptan incluyendo el nuevo clado
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Spinulosa que esta integrado por tres nuevas especies europeas. La seccién Trichoderma esta
integrada por 14 especies que se encuentran en Europa, como una entidad filogenética
(Jaklitsch et al., 2006). Despues de la exclusion de T. aureoviride y el grupo de T. harzianum (a
veces considerados como miembros de esta seccion) por Gams & Bissett (1998); esta seccion esta
concebida como un grupo filogenéticamente homogeéneo, con la inclusién de H. voglmayrii. El
analisis del factor de elongacion (tefl) es necesarios para definir completamente el clado
(Jaklitsch et al., 2006; Samuels et al., 2006).

Tabla. 3

Clasificacion taxondmica de Trichoderma harzianum. Adaptado de Schoch et al. (2020).

Dominio: Eucariota

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum:  Pezizomycota

Clase: Sordaromycetes
Subclase: Hipocreomycetidae
Orden: Hypocreales

Familia Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Especie Trichoderma harzianum

5.11.2 Identificacion molecular

La identificacion de las especies del género Trichoderma resulta ambigua mediante la
caracterizacion morfologica con el uso de claves tradicionales. Por estas razones se introdujeron
técnicas moleculares que apoyaron y facilitaron la caracterizacion e identificacion de las especies
del género con mayor precision (Druzhinina etal., 2006). No obstante, es posible que la
ambigiedad en la identificacion morfoldgica sea una de las causas por lo que existan secuencias
en las bases de datos del GenBank que no se corresponden con las especies nominadas, lo que
exige una revision de las mismas. Dentro de las herramientas moleculares mas usadas para la
identificacion se incluyen: cariotipos electroforéticos y la secuenciacion de las regiones ITS1 e
ITS2 del DNA ribosomal (DNAr) y del Factor de Elongacion (Martinez et al., 2015).

Estas técnicas, ademas de resolver problemas taxondmicos, proporcionan marcadores

especificos de cepas que permiten evaluar la estabilidad genética a través de diferentes
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generaciones sucesivas de propagacion y el monitoreo de la supervivencia y destino ambiental,
después de su liberacion en campo (Brimner & Boland, 2003; Punja & Utkhede, 2003).
5.11.3 Morfologia, crecimiento y reproduccién

Las colonias de los aislamientos de Trichoderma spp presentan rapido crecimiento. En
1969, Rifai sefiald que poseen color blanco y se tornan verde oscuro con abundante esporulacion.
En general, en medio Papa Dextrosa Agar (PDA) este hongo no presenta micelio aéreo y su
pigmentacion puede variar desde verde oscuro hasta verde claro y, en ocasiones, tornarse
amarillento. Algunos aislamientos tienen olor tipico a coco (Harman, 2003; Rifai, 1969;
Samuels, 1996). Durante su desarrollo y crecimiento producen hifas de 5-10 um de ancho
(Rodriguez, 2002) que conforman el micelio septado, con paredes compuestas por quitina y
glucano (Martinez et al., 2015). Poseen conidioforos erectos o arrastrados, altamente ramificados,
mas o menos coénicos; al final del conidi6foro las conidias se agrupan en forma de pelota
(ver Anexo.5). Las conidias son de distinto tamafio y forma, pueden ser subglobosas u ovoides.
Comunmente forma clamidosporas intercaladas o raramente terminales, las cuales pueden ser
azules a verdes (Cook & Kenneth, 1983).

Presentan conidioforos hialinos ramificados, fialides simples o en grupos, conidios de 3 a
5 um de diametro. Posee la capacidad de producir clamidosporas en sustratos naturales. Estas
estructuras toleran condiciones ambientales adversas y son de gran importancia para la
supervivencia del género en el suelo bajo condiciones desfavorables (Harman, 2001). Trichoderma
tiene cinco especies consideradas las de mayor aplicacion en el desarrollo de la agricultura
moderna sostenible como antagonistas: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii,
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma pseudokoningii y Trichoderma viride (Larone, 1995;
Sutton et al., 1998). Estas especies se caracterizan por presentar un rapido crecimiento y una
amplia capacidad de esporulacion y adaptacion a diversos tipos de suelos agricolas
(Companioni et al., 2019).

En el estadio temprano de Trichoderma harzianum (Rifai), el color del micelio es blanco
y eventualmente desarrolla un color verde oscuro después de la esporulacion. Las colonias de
T. harzianum (Rifai), crecen y maduran rapidamente a los cinco dias de incubacion en medio de
cultivo agar de papa-dextrosa (PDA) a 25°C. Las especies de este género generalmente prefieren
un pH &cido de 4.5-5 y, ademas se desarrolla en &reas con un excesivo contenido de humedad y un

estancamiento del bidxido de carbono en la atmésfera (Romero-Arenas et al., 2009).
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El principal mecanismo de reproduccion en Trichoderma spp. es mediante la produccion
de conidios (reproduccion asexual). Estos se producen en repuesta a sefiales de estrés para permitir
al hongo sobrevivir y dispersarse. La induccion de la conidiogénesis es afectada por las
condiciones ambientales como disponibilidad de nutrientes, luz y pH bajo. Por ejemplo la méaxima
produccion de conidios en T. atroviride es a pH 4,4 y en T. harzianum a pH 5,5 y en presencia de
luz (Carreras-Villasefior et al., 2012).

El ciclo de vida de T. harzianum (Rifai), inicia cuando el organismo crece y se ramifica
como una hifa fungica tipica que mide de 5-10 p de didmetro. La esporulacion asexual ocurre
cuando las esporas de 3-5 p de diametro son liberadas en un gran nimero. También se forman
clamidosporas intercaladas, de forma individual, aunque a veces dos o méas clamidosporas se
pueden fusionar (Romero-Arenas et al., 2009).

5.11.4 Hébitat y requerimientos nutricionales

El hongo Trichoderma spp. se distribuye ampliamente en todas las latitudes ha sido
reportado en diferentes ambientes, sustratos naturales y artificiales, lo cual demuestra su capacidad
como oportunista y adaptabilidad a diferentes nichos ecolédgicos (Friedl &Druzhinina, 2012). Se
puede encontrar desde suelos con abundante materia organica y alta densidad radicular como
también asociado a la superficie de plantas y corteza de madera descompuesta (Harman, 1990).
5.11.5 Biocontrol de Trichoderma spp

Los hongos Trichoderma spp poseen buenas cualidades por su versatilidad, adaptabilidad
y facil manipulacion, lo que ha permitido su utilizacion en el manejo de enfermedades causadas
por patdgenos fungicos del suelo, como Phytophthora spp, Rhizoctonia spp, Sclerotium spp,
Pythium spp y Fusarium spp, entre otros (Fernandez-Larrea, 2001; Harman etal., 2004;
Nawrocka & Matolepsza, 2013).

Los mecanismos de accion mediante los cuales los aislamientos de éste género enfrentan
al patogeno, son fundamentalmente de tres tipos: competencia directa por el espacio o los
nutrientes, fungistasis mediante produccién de metabolitos secundarios de naturaleza volatil o no
volatil y parasitismo directo de las especies sobre los hongos fitopatdgenos (Elias et al., 1993;
Ezziyyani et al., 2004).

La habilidad antifingica de Trichoderma spp fue descubierta en 1930, y desde entonces se
ha hecho un esfuerzo extensivo en su uso para el control de enfermedades de las plantas; sin

embargo, su comercializacion es reciente. Varios mecanismos de accidn antagonica del hongo se



32

han demostrado durante afios, lo que explica el control microbiano de fitopatdgenos con su uso en

antibiosis, lisis de células, micoparasitismo, competencia por espacio y nutrientes y persistencia

en el medio ambiente (Ayer & Adams, 1981; Cook & Kenneth, 1983; Papavizas &

Lumsden, 1980). Los primeros estudios a nivel mundial sobre produccion de metabolitos toxicos

en hongos por Trichoderma spp datan de 1934, cuando Weindling, al hacer filtrados de cultivos

de T. lignorum, aisl6 un metabolito organico en forma cristalina, muy toxico adn a altas diluciones
sobre Rhizoctonia solani. Este metabolito recibi6 el nombre comin de Gliotoxin

(Weindling, 1934; Weindling & Emerson, 1936). Posteriormente se publico la produccion de otros

como Viridin por T. viride (Brian et al., 1946), soluble en cloroformo, y Trichodermin en T. viride

y T. polysporum (Dennis & Webster, 1971). Recientemente se ha encontrado que cepas especificas

del hongo pueden colonizar y penetrar los tejidos de las raices de las plantas, e inician una serie de

cambios morfolégicos y bioquimicos, lo cual conlleva a la resistencia sistemética inducida de la
planta (ISR). La capacidad de T. harzianum de promover el crecimiento fue verificada en
experimentos de invernaderos y en sistemas hidropdnicos, donde fue observado 30% de
incrementos en la emergencia de la semilla, y estas plantas presentaron un incremento de 25% del
area radicular, asimismo un incremento en las concentraciones de fosforo y hierro

(Yedidia et al., 1999, 2001).

De acuerdo a Hjeljord & Tronsmo, (1998) los modos de accion de Trichoderma spp. que pueden

ocurrir en una interaccion con otro hongo son:

e Antibiosis, que involucra la produccidn de metabolitos secundarios (volatiles o difusibles) que
inhiben el crecimiento del otro hongo pudiendo provocar la muerte del mismo.

e Competencia, donde Trichoderma spp. limita el acceso del otro hongo a un recurso
compartido por ambos mediante la utilizacion de un amplio rango de sustratos, rapida
velocidad de crecimiento, produccién de enzimas y compuestos antibidticos.

e Micoparasitismo, en el cual se producen enzimas extracelulares para la lisis de la pared del
hospedador (celulasas, quitinasas, glucanasas) y la interaccion es especifica.

5.11.6 Metabolitos secundarios

Trichoderma spp. se caracteriza por producir una gran diversidad de metabolitos
secundarios. Estos son un grupo heterogéneo de compuestos naturales que participan en funciones
bésicas como competencia, simbiosis, trasporte de metales, diferenciacion y sefializacion. Debido

a sus propiedades quimicas y bioldgicas son utilizados en la industria médica, farmacéutica o con



33

fines agronomicos. La produccion de metabolitos secundarios depende de la cepa
(Vinale etal., 2008). Hasta el momento existen reportes de las estructuras de mas de 100
compuestos (Reino etal., 2007; Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998). Estos incluyen
compuestos no polares de bajo peso molecular como pironas, terpenoides, esteroides y policétidos.

Los compuestos volatiles pertenecen a numerosas clases estructurales como mono y
sesquiterpenos, alcoholes, cetonas, lactonas, esteres 0 compuestos C8. Las condiciones de estrés
influyen en la expresion de los metabolitos volatiles (Corallo, 2012), que acttan de forma
antibidtica contra hongos patdgenos de las plantas y pueden promover el crecimiento de las
mismas, asi como otorgarles resistencia sistémica. Estudios recientes reportan la eficacia de
algunas especies del género Trichoderma como inductores de resistencia sistémica contra
fitopatdgenos (Chowdappa et al., 2013). A su vez ha sido demostrado que los metabolitos volatiles
juegan un rol importante en el micoparasitismo. Algunos ejemplos son: el 6-pentilo-alfa-pirona
que reduce la produccion de la micotoxina DON por Fusarium graminearum, reduce el
crecimiento del micelio de Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y promueve crecimiento en
plantas de tomate. Los compuestos C8 (ej. 3-octanona) inducen la conidiaciéon en tanto los
sesquiterpenos exhiben accion antimicrobiana y antiviral. Las especies T. harzianum, T. atroviride
y T.asperellum son muy utilizadas como agentes protectores de plantas y como promotores de
crecimiento (Stoppacher et al., 2010). Adicionalmente, esta reportado que las celulasas producidas
por este hongo son las mas eficientes para la degradacién de sustratos celulsicos en monémeros
de glucosa (Esterbauer et al., 1991). Por lo que se considera a Trichoderma spp. como uno de los
hongos mas Utiles en la produccion de enzimas industriales, la agricultura y la biorremediacion
(Rey et al., 2004).

Romo & Avila (2000) sustentan que Trichoderma spp. tiene propiedades antif(ingicas y
antibacteriales, gracias a que produce sustancias tales como: trichodermina, dermadina,
sequisterpeno, suzukacillina, alamethicina, trichotoxina y acetaldehido; adicionalmente estan
implicadas enzimas extracelulares como -1,3 glucanasa, quitinasa y celulasa que degradan las
paredes celulares del hospedante y posibilitan la introduccién de las hifas del antagonista.

5.11.7 Estudios de la actividad antagénica de Trichoderma spp

Trichoderma spp tiene diferentes tipos de interaccion hifal -como parasitismo-, la cual es

potencialmente usada como biorregulador de otros hongos del suelo (Correa, 1997).

Bernal et al. (2004) encontré enrollamiento y penetracién de hifas de Trichoderma spp. en hifas
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de F. oxysporum f. sp. cubense; por su parte, Harman (2001) observé penetracion en hifas de
Pythium sp. y Rhizoctonia solani. Asi también, Stefanova et al. (1999) informaron la presencia de
metabolitos no volatiles con actividad antiflngica en cuatro aislamientos de Trichoderma sp. y
concluyeron que reducen el crecimiento micelial de Phytophthora nicotianae. Por otra parte,
Rivero (2008) evaluo in vitro, el efecto de antibiosis de dos aislados de Trichoderma spp. en cultivo
dual con Alternaria padwickii, Bipolaris oryzae, Curvularia lunata y Phoma sp., y observo
inhibicion significativa del crecimiento radial de estos patdgenos.

Existen informes de investigaciones donde F. oxysporum puede ser atacado por especies
de Trichodermay se ha observado parasitismo de aislamientos de este antagonista sobre F. solani.
La competencia por nutrientes es un mecanismo empleado por Trichoderma para el control de F.
oxysporum (Benitez et al., 2004). Un ejemplo de competencia por nutrientes es el notificado por
Durman et al. (2003), quienes encontraron una disminucion del crecimiento de R. solani y de la
viabilidad de los esclerocios por la accion de diferentes aislamientos de este biocontrolador.
Recientemente se ha descubierto que, ademas de estos mecanismos, este hongo tiene la capacidad
de incrementar la tolerancia de plantas al estrés ya que promueve la proliferacion de raices,
participa en la solubilizacion y asimilacion de nutrientes inorganicos, activa los mecanismos de
resistencia de las plantas e inactiva las enzimas de los patogenos (Altomare etal., 1999;
Harman, 2000). En este sentido Paez (2006), obtuvo que una cepa de Trichoderma sp, contribuyd
al crecimiento de las raices de maiz (Zea mays L.) y algunos pastos lo cual brind6 a estos cultivos
mayor resistencia a la sequia. En el cultivo de frijol (Phaseolus vulgaris L.) este mismo autor
observd que aislamientos seleccionados de este género flngico estimularon la germinacién y la
altura de plantas de frijol con una ganancia en peso de 60% aproximadamente. Por su parte,
Mathivanan et al. (2005) lograron un incremento significativo del crecimiento y floracién en
plantas de arroz con aplicaciones de T. viride.

Asi, en Cuba la reduccion de la incidencia de varios hongos patégenos de plantas de los
géneros Phytophthora sp, Fusarium sp, Sclerotium sp, Rhizoctonia sp y Pythium sp., que causaron
problemas de importancia econémica, se logré mediante el uso de biopreparados de cepas nativas
de Trichoderma spp (Stefanova, 1995, 1997; Stefanova et al., 1995, 1999). Por todo lo anterior
Trichoderma spp posee buenas cualidades para el control de enfermedades en plantas causadas
por patdgenos fangicos del suelo. Las especies de este género son los antagonistas mas utilizados

para el control de enfermedades de plantas producidos por hongos, debido a su ubicuidad, a su
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facilidad para ser aislados y cultivados, a su crecimiento rapido en un gran namero de sustratos
(Ezziyyani et al., 2004; Papavizas et al., 1982).

Dentro del manejo integrado de fitopatologia es necesario tomar en cuenta que la aplicacion
de Trichoderma spp. es una estrategia a largo plazo y un mecanismo totalmente distinto al de los
productos quimicos que son compuestos inertes, ya que es necesario el establecimiento del
microorganismo en el ecosistema asi como su adaptacion en el ambiente (Bale et al., 2008). Los
mecanismos empleados por los agentes de control bioldgico, para controlar enfermedades de las
plantas son muchos y complejos, y dependen del tipo de interaccion hospedero-patégeno. Estos
mecanismos pueden verse influenciados por el tipo de suelo, la temperatura, pH, humedad del
ambiente y del suelo, asi como por otros miembros de la microbiota (Howell, 2003).

5.11.8 Bioformulados de Trichoderma spp

Aunque las especies de Trichoderma han sido evaluadas durante més de 70 afios como
antagonistas de hongos fitopatdgenos, sélo hasta inicios del siglo XXI se empezaron a
comercializar como biocontroladores agricolas. Las especies mas comunes para este fin son
Trichoderma viride y Trichoderma harzianum (Hermosa etal., 2000), que constituyen el
ingrediente principal de los bioinsumos comercializados; siendo efectivos contra los hongos P.
nicotianae, R. solani, Pythium spp., P. aphanidermatum, P. parasitica, P. capsici, R. rolfsii, entre
otros (Stefanova, 2003). El tratamiento de las semillas es la forma mas extensiva del uso de
Trichoderma spp. porque asegura la proteccion inmediata de la plantula naciente
(Stefanova, 1997).

Trichoderma spp. posee resistencia innata a la mayoria de los agroquimicos, incluyendo a
los fungicidas. Sin embargo, el nivel de resistencia difiere entre cepas. Algunas lineas han sido
seleccionadas o modificadas para ser resistentes a agroquimicos especificos (Harman, 2000).

La produccion de biopreparados a partir de las esporas de este hongo contribuye al
desarrollo sostenible de la agricultura y permite ofertar alimentos libres de fungicidas a los
consumidores (Pineda-Insuasti etal., 2017). Alrededor del 90% de los fungicidas que se
comercializan en el mercado para el biocontrol de agentes patdgenos de plantas contienen como
principio activo las esporas (conidios y clamidiosporas) de Trichoderma spp.
(Ezziyyani etal., 2004; LOpez-Mondejar etal., 2010; Martinez etal., 2013; Martinez &
Pérez, 2015; Whipps & Lumsden, 2001; Woo et al., 2006). Desde el punto de vista de
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Zambrano (2005) las marcas comerciales en el mercado varian desde polvos hidrosolubles,
peletizados (formulados o biopreparados en arroz) a compuestos liquidos.

Es muy importante utilizar el organismo correctamente, como también tener en cuenta que
cualquier organismo de biocontrol no podra proteger las semillas de la misma forma que los
fungicidas quimicos. Pero, por otro lado, el biocontrolador coloniza raices, aumentando su masa y
vigor, proporcionando con ello aumentos en la produccion de la planta, lo que un fungicida
quimico aplicado en dosis comercial no puede hacer (Lisboa-Minguzzi, 2003) .

5.12 Proteccion de semillas con bioformulados comerciales (T. harzianum)

Las semillas constituyen para un gran nimero de cultivos el punto de partida que marca el
futuro de la cosecha por lo que su sanidad es cuestion de primer orden. Las semillas infectadas son
la via principal de diseminacion de hongos, virus y bacterias, los que pueden ocasionar pérdidas
entre 40-60 % en los rendimientos y sobrevivir desde meses hasta mas de 25 afios en condiciones
de almacenamiento (Castellanos et al., 1995).

Entre los principales hongos que las afectan se encuentran Alternaria solani (Ell.et Mart.),
Alternaria alternata Nees, Alternaria spp., Fusarium oxysporum Schlecht, Fusarium solani
(Mart), Fusarium spp., Phoma sp., Rhizoctonia solani Kiihn, Phytophthora spp., Pythium spp. y
especies de los géneros Aspergillus, Penicillium y Rhizopus. Estos patdgenos pueden localizarse
en la parte exterior e interior de la semilla, produciendo diferentes sintomas como enanismo,
exudaciones y bajo poder germinativo. En ocasiones, la semilla puede estar infectada y no
presentar sintomas (Rodriguez et al., 2008).

Existen diferentes métodos para el control de patdgenos en semillas y se conoce que la
aplicacion de Trichoderma sp. a las mismas, ocasiona la multiplicacion del antagonista en el suelo
y/o en la zona radical de la planta para inhibir al patdgeno. La integracion de estos métodos de
aplicacion juega un papel importante en el éxito del control bioldgico hacia los fitopatogenos
(Papavizas, 1985).

Es conocida la ventaja que ofrece la proteccion a las semillas con los biopreparados. En tal
sentido Bhargava (1995), en estudios realizados con el tratamiento a las semillas de col y el uso
de la peletizacién y el antagonista Trichoderma longibrachiatum, aument6 la germinacion de estas
y su establecimiento, asi como se redujo el crecimiento y transmisién del hongo patdgeno
Alternaria brassisicola. También Castellanos et al. (1995), en tratamiento realizado con la cepa

A-34 a semillas de aji chay y tomate, obtuvieron gran efectividad en el control de hongos
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patdgenos, principalmente con el uso de la peletizacion; mientras que Sandoval et al. (1995)
determinaron que el tiempo de tratamiento de T. harzianum a las semillas durante 10 min. y el
secado al sol hasta tres dias era 6ptimo para alcanzar una adecuada cobertura del biopreparado,
con vistas al biocontrol de hongos parasitos. Harman (1996), sefiala que Trichoderma harzianum
protege eficazmente a semillas con o sin tratamientos de fungicidas.

En Cuba, con el tratamiento de semillas de tomate (Solanum lycopersicum L.), pimiento
(Capsicum annuum L.) y en tabaco (Nicotiana tabacum L.) con Trichoderma spp se protege de
forma efectiva a las plantas frente a R. solani sin necesidad de tratamiento al suelo previo a la
siembra (Stefanova, 2007). Otro ejemplo se encuentra en el cultivo de arroz (Oryza sativa L.)
donde Mathivanan et al. (2005) emplearon el tratamiento combinado a semilla y suelo con la cepa
de T. viride (NCC 34) unos 25 dias previos al trasplante y lograron una reduccion de la incidencia
del tizén de la vaina. También, Meneses et al. (2008) proponen el tratamiento de semillas con
Trichoderma sp de forma Optima para el control de Sarocladium oryzae mientras,
Martinez et al. (2008), para el control de Rhizoctonia sp. demostraron que las aplicaciones a las
plantas antes del trasplante y durante el primer estrés hidrico del cultivo se logra una eficacia
técnica de mas del 70% con dos cepas de T. asperellum, incluso se estimula el ahijamiento de las
plantas. Otros autores, en semilleros de algodon (Gossypium hirsutum L.) obtuvieron cerca del
60% de reduccion de la pudricion del cuello, causada por R. solani, cuando se aplicaron dos
aislamientos de T. asperellum (Hoyos-Carvajal et al., 2008). De igual forma, en el cultivo de
tomate Jimenez et al. (2011) realizaron aplicaciones de T. harzianum en la etapa de semillero, en
el momento del trasplante y a los quince dias después. Estos autores observaron efectos
beneficiosos tanto en el crecimiento aéreo como en las raices de las plantulas.

5.13 Biocebado de semillas

La demanda del mercado mundial de semillas recubiertas con tratamientos bioldgicos esta
en pleno apogeo (Markets and Markets, 2018). El biocebado protege a la semilla de patégenos
transmitidos por el suelo mejorando la germinacion, vigor y emergencia homogénea de las
plantulas y el potencial de rendimiento (Meena etal., 2017; Shahrajabian etal., 2021). El
biocebado de semillas esta considerado una herramienta eficiente para la inoculacion de diferentes
cultivos, porque se aplica de forma precisa cantidades minimas de indculo (Accinelli et al., 2018a,
2018b; Oliveira et al. 2016; Rocha et al., 2019a, 2019c; Rouphael et al. 2017).
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La inoculacion de semillas es implementada por transportadores que generalmente son
aglutinantes o polimeros que incluye la metilcelulosa (Amutha, 2017; Lopisso et al., 2017) o goma
arabiga (Dawar et al., 2008; Ehteshamul-Haque et al., 2007; Kyei-Boahen et al., 2001) que se
aplican durante o al final del recubrimiento disminuyendo la cantidad de producto en polvo
utilizado (Pedrini et al., 2017) asegurando asi la adhesividad del inéculo en la superficie de la
semilla, su actividad de adherencia, evita la desecacion y prolonga su vida
(Jambhulkar et al., 2016). El biocebado facilita la colonizacién del agente microbiano en la zona
radicular de la planta promoviendo el crecimiento vegetal (Raj et al., 2004; Sarkar et al., 2020).
Pues se envia directamente el agente a la rizosfera del cultivo objetivo, donde se establece un
contacto intimo entre la planta y el microbio desde la germinacion (Philippot et al., 2013). Los
microorganismos PGPM asociados desarrollan mecanismos para proteger a las plantas ante estrés
abidtico (Ajouri et al., 2004; Ibrahim, 2016; Marthandan et al., 2020; Rajendra-Prasad et al., 2016;
Rhaman et al., 2020). Algunos estudios demuestran que aplicar biocebado mejora el rendimiento
de los cultivos en condiciones climaticas extremas, mejora el ciclo de nutrientes, promueve la
actividad enzimatica y acumula estimulos en la rizosfera (Adhikary etal.,, 2021;
Sarkar et al., 2021). En el aspecto bioquimico el biocebado facilita la interrupcion de la latencia
de semillas, cataliza diversas reacciones bioquimicas dentro de ella (Khan etal., 2008)
produciendo un efecto directo en el niUmero de mitocondrias, asegura la sintesis temprana de
proteinas y ADN, division celular, sintesis de acidos nucleicos; seguido de produccion de ATP,
esteroles, y fosfolipidos (Samota et al., 2017). Produccion de fitohormonas ante factores abioticos
como sequias, salinidad, temperaturas extremas, estrés oxidativo o metales pesados
(Hamid etal., 2021). La semilla recibe estimulos que desemboca un conjunto de cambios
intracelulares como la activacion de enzimas, la sintesis de sustancias promotoras del crecimiento,
el metabolismo de los inhibidores de la germinacion y la reparacion del dafio celular
(Chatterjee et al., 2018; Farooq et al., 2019).

El cebado de semillas con agentes de biocontrol es una estrategia viable, econémica y
respetuosa para mantener en equilibrio los ecosistemas y sistemas de produccién sostenible de
alimentos a través de la mejora en la fertilidad de los suelos, reduccién de la contaminacion y
disminucion de la incidencia de patdgenos (Johnson & Puthur, 2021) esta técnica es til para el
biocontrol de patégenos en cultivos que reduce los costos de los pesticidas y aumenta la

productividad de las plantas y resistencia al estrés (Fernando etal., 2020). Por otro lado la
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inoculacién de semillas es una forma rentable de administrar a gran escala microbios en campo
(John et al., 2010; O’Callaghan, 2016).

La seleccidn del tipo y la concentracién adecuados de aglutinante y relleno es crucial para
la germinacion de semillas, el desarrollo de plantas y la viabilidad del inoculante microbiano
aplicado. También se deben tener en cuenta otras caracteristicas como la disponibilidad, el costo,
el origen y los impactos ambientales al elegir los materiales de recubrimiento mas adecuados
(Rocha et al., 2019b). Los factores fisicos, quimicos y biolégicos, como la naturaleza de los solutos
y el contenido de agua, los cebadores, el tiempo, la temperatura, la existencia o no de luminosidad,
la aireacion y el estado de la semilla también controlan el éxito del cebado y deciden la tasa y el
tiempo de germinacion, el vigor de las plantulas y, finalmente, el crecimiento y desarrollo. La
6smosis controla la entrada de exceso de agua en la semilla durante la imbibicion, reduciendo asi
la acumulacion de ROS y protegiendo asi a la célula del dafio oxidativo (Devika et al., 2021).

La técnica del encapsulado con productos biodegradables permite que agentes de control
bioldgico como Trichoderma sp, sean transportados por un recubrimiento en el tegumento de la
semilla en cantidades suficientes y en medios de cultivos apropiados para su establecimiento en el
suelo. El estudio de Caballero et al. (2016) demostro que el encapsulado de Trichoderma sp. en
semillas con biopolimero a base de almidon mejor6 los pardmetros fisiol6gicos como: tamafio de
plantas y rendimiento, asi también una reduccion en la incidencia de enfermedades por Botrytis
sp., Fusarium spp. y Rhizoctonia spp.

5.14 El género Bacillus spp
5.14.1 Descripcion del Género

El filo Firmicutes lo constituyen importantes bacterias formadoras de endosporas,
grampositivas con bajo contenido de G+C, conocidas como Bacillus y Clostridium
(Tortora et al., 2007), dichos generos pertenecen a la familia Bacillaceae, cuyos miembros
comparten la capacidad de formar esporas, y son diferenciados por los requerimientos de oxigeno
al ser Clostridium spp. un anaerobio estricto, mientras que Bacillus spp. son aerobios y anaerobios
facultativos (Murray et al., 2006; Reyes & Léazaro, 2015).

El género fue creado por Cohn en 1872, con Bacillus subtilis como la especie tipo. Los
miembros del género son bacterias que tienen forma de baston aerobios o anaerobios facultativos
y muestran una extraordinaria diversidad metabdlica e incluyen especies termdfilas, psicrofilas,

alcaldfilas y acidéfilas (Bron et al., 1999).
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5.14.2 Caracteristicas de la colonia

A pesar que las especies de Bacillus tienen una amplia gama de morfologias coloniales, en
medios rutinarios generalmente no son dificiles de reconocer: las colonias de Bacillus cereus y sus
parientes son muy variables, pero se reconocen facilmente por ser grandes (2-7 mm de diametro)

y varian en forma desde circular a irregular, con bordes enteros a ondulados, dentados o

fimbriados; tienen texturas mate o granulares, pero las colonias lisas y humedas no son

infrecuentes (\Vos et al., 2001).

MacFaddin (2004) detalla las siguientes caracteristicas del género Bacillus:

e Catalasas variables, por lo comin positivos; son pocas y raras las especies que son
Gramnegativas, pero raras veces se observan en un laboratorio.

e Capsulas, s6lo B. anthracis.

e Movilidad por lo comin positiva excepto B. anthracis y B. mycoides; flagelos peritricos. La
movilidad depende del medio de crecimiento.

e Reduccion de los nitratos variable

e Oxidasa variable.

e OJ/F de la glucosa: F(fermentativos) u O (oxidativos) o ambos (F/O).

e Temperatura 6ptima de crecimiento: 35°C; excepcidn: B. stearothermophilus no crece a 35°C,
crecimiento a 65°C. La céapsula de B. anthracis se destruye a 42-43°C, lo que convierte al
microorganismo en avirulento.

e Especie tipo: B subtilis subesp. subtilis ATTC 6051, CCM 2216, NCIB 3610.

5.14.3 Taxonomia

Bacillus spp es un género muy heterogéneo tanto filogenéticamente como fenotipicamente,
de hecho, en la ultima década, nueve géneros nuevos se han separado de este taxon original

(Ruiz-Garcia, 2005). Este género perteneciente a la familia Bacillaceae, es extremadamente

heterogéneo en su composicion genética entre especies (porcentaje de Guanina + Citocinina de las

diversas especies oscila desde 32 hasta 69), estudios del gen 16 rRNA y 23S confirman que el
género Bacillus puede dividirse en muchos més. En 1991 Ash y sus colegas, usando analisis de
secuencias de 16S rRNA de 51 especies, los clasificaron en cinco grupos filogenéticos (Goldman

& Green 2009; Gomez 2013). La variabilidad metabdlica es directamente proporcional a la

diversidad genética, el contenido de G+C del DNA varia entre las diferentes especies
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aproximadamente 33 a 67% moles, indicando que las 60-70 especies de Bacillus deben reasignarse
a un nimero mayor de géneros mas claramente definidos (Bron et al., 1999).

Bacillus spp puede estar relacionado con otros géneros bacterianos, ya que anélisis del
rRNA por secuenciacion parcial de oligonucle6tidos han indicado una relacion estrecha entre estas
bacterias y los géneros: Planococcus, Spororsarcina, Staphylococcus, y Thermoactinomyces
revelando que Bacillus es un taxon bastante coherente equivalente en profundidad a las
actinobacterias o al grupo de bacterias Vibrio entérico (Priest et al., 1988). Anteriormente los
criterios de clasificacion del género se basaron en la capacidad de esporular y el uso de
caracteristicas bioquimicas, morfoldgicas y fisioldgicas; sin embargo, esto no revela informacion
adecuada sobre las relaciones cladisticas entre las especies. Actualmente analisis de 16S rRNA
han dado lugar a la reasignacion de especies de Bacillus y pueden ser la base para la reasignacion
de especies a nuevos géneros (Bron et al., 1999).

5.14.4 Morfologia celular

Las células de Bacillus tienen forma de baston con extremos redondos, pero las del grupo
B. cereus suelen ser cuadradas; las células pueden ocurrir individualmente, en pares o cadenas (que
pueden ser de gran longitud), y como filamentos, con diametros que oscilan entre 0.4 y 1.8 um y
las longitudes de 0.9 a 10.0 um, pero las células de una cepa particular suelen tener un tamafio
bastante regular, y las especies individuales tienen dimensiones dentro de limites bastante
estrechos (Vos et al., 2001).

5.14.5 Flagelos

Los miembros del género Bacillus spp son moviles por medio de flagelos peritricos, que
suelen ser pocos; aunque este caracter taxonomico no es Util a nivel de género, la ausencia o
presencia de motilidad sigue estando indicada para la descripcion de muchas especies y tiene algin
valor en la identificacion (Vos et al., 2001).

5.14.6 Nutricién y condiciones de crecimiento

Muchas de las especies de Bacillus creceran dptimamente bajo condiciones de laboratorio
en medios rutinarios tales como: agar nutritivo o agar tripticasa de soya, y la mayoria crecera en
agar sangre (\Vos et al., 2001). Crecen bien en medios definidos, pero en condiciones naturales
sobreviven gracias a que su metabolismo utiliza diversas fuentes de carbono produciendo enzimas

extracelulares, como hidrolasas, que rompen polisacaridos complejos, acidos nucleicos o &cidos



42

grasos; convirtiendo estos productos en unidades asimilables a la célula que les sirven como
fuentes de carbono y donadores de electrones (Madigan et al., 2015).
5.14.7 Habitat

Las bacterias del género Bacillus pueden aislarse de diversos ambientes naturales desde el
suelo hasta el agua, pues son microorganismos de los mas ampliamente adaptados en la naturaleza
(Bron et al., 1999). Estas bacterias pueden prosperar en ambientes tan extremos como los lagos y
su habitat incluye suelo normal, agua, y aire (Vinod & More 2013), especificamente es posible
encontrarlos en agua dulce y salada, materia vegetal en descomposicion, desiertos y la Antartida.
Igualmente B. subtilis se ha aislado en alimentos, incluidas las especias, cacao, legumbres,
semillas, y pan (Layton et al., 2011). Se les puede encontrar distribuidos habitando suelos de todo
tipo, desde acido hasta neutral, alcalino, calido, frio, y fértil hasta el desierto, las columnas de agua
y los depositos de fondo de las aguas dulces y marinas (Vos etal., 2001), el éxito de esta
distribucidn es gracias a la longevidad de una estructura peculiar: la endospora (Carrion, 2014).
5.14.8 Fisiologiay desarrollo celular
Esporulacion

A la produccion de esporas se le denomina esporulacion y se trata de una diferenciacion
que estd mediada por factores sigma transcripcionales, este proceso tarda aproximadamente ocho
horas en completarse una vez que ha iniciado la division celular asimétrica y ha sido estudiado en
B. subtilis como organismo modelo (Wan, 2013) Se han definido siete etapas morfologicas
sucesivas de la esporulacion de B. subtilis.

La esporulacién representa en todo caso solo uno de los varios resultados posibles del
crecimiento estacionario tardio, en el que células genéticamente idénticas pueden cambiar
reversiblemente a diferentes estados fisioldgicos o tipos de células para enfrentar y superar las
condiciones ambientales adversas presentes y futuras (Zeigler & Perkins 2008).

Cuando la espora formada, se convierte a su forma vegetativa, las esporas se hinchan,
aumentan de tamafio, incrementa su contenido en agua y se intensifican sus procesos metabélicos
(Piatkin, 1968).

La activacion, germinacion y crecimiento son los tres pasos para que una espora latente se
convierta en una célula vegetativa. En la morfosis de una célula madura a una espora madura estan

implicados al menos 239 genes que gracias a ellos, una célula en crecimiento puede dividirse en
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un compartimiento de dos células en el que se ensamblan las estructuras macromoleculares que
constituyen la espora (Zeigler & Perkins 2008).
5.14.9 Formacion de endosporas y germinacion

El desarrollo de la endospora se da exclusivamente cuando las condiciones ambientales se
tornan desfavorables como resultado de un agotamiento de nutrientes. Una bacteria que forma
endospora detiene su desarrollo y activa el proceso de esporulacion llegando a formar una
endospora por célula (Lépez-Granados etal., 2005), una vez que las condiciones mejoran
comienzan los procesos de activacion, germinacion y crecimiento, los cuales estan regulados por
interacciones proteina-proteinay proteina-DNA (Wan, 2013). Por lo tanto estas estructuras pueden
permanecer latentes durante muchos afios; sin embargo las esporas detectan cuando las
condiciones ambientales se vuelven favorables para el crecimiento, posiblemente gracias a las
enzimas presentes en su superficie, y se convierten en un ciclo celular vegetativo regular a través
de la germinacion (Potot, 2010).

Para que inicie la germinacién las esporas activas deben colocarse en presencia de
nutrientes especificos. A medida la espora germina se vuelve menos resistente, el paso final es el
crecimiento que provoca una inflamacion debido a la captacion de agua y la sintesis de DNA, RNA
y proteinas. Finalmente, la célula crece fuera de la espora rota y reanuda toda la funcion como una
célula normal, hasta que las condiciones ambientales criticas vuelvan a generar el proceso de
esporulacion (Wan, 2013) .

5.14.10 Identificacidn y clasificacion de especies de Bacillus

Para clasificar las especies dentro del género es importante tomar en cuenta la formacion
de endosporas, ya que la morfologia de las esporas tradicionalmente ha recibido un peso
considerable en la clasificacion e identificacion (Priest et al., 1988). Esta caracteristica tipica de
formar endosporas, sirvieron para definir originalmente el género, pero no todas las especies estan
estrechamente relacionadas y muchas se han trasladado a otro género del filo Firmicutes
(Torome, 2015) por lo que la hibridacion cruzada de DNA-DNA, junto con la comparacién del
contenido del genoma %G+C, sigue siendo el "estandar de oro" en la definicién de nuevas
especies; ademas pruebas fenotipicas fisioldgicas y morfoldgicas, junto con la comparacion de la
secuencia del gen 16S rRNA, proporcionan una base sélida para la taxonomia bacteriana
(Zeigler & Perkins 2008). Es asi que a nivel mundial en los diferentes laboratorios se aislan cepas

de este tipo de bacteria tomando en cuenta la capacidad de producir endosporas; aunque, también
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se recurre a la identificacion de cepas de Bacillus spp. por métodos moleculares, con el propdsito
de una mejor identificacion y garantia de seguridad biolégica (Milian et al., 2014).
5.14.11 Grupos de Bacillus spp

Recientemente el género Bacillus spp ha sido ampliamente modificado como consecuencia
de la heterogeneidad filogenética y fenotipica entre las especies (Ivanova et al., 1999). El género
fue descrito por Ferdinand Julius Cohn entre 1870 y 1880, mediante el analisis molecular de la
secuencia del 16S rRNA ha sido subdividido en cuatro grupos: el primer grupo es Bacillus senso
stricto con especies como Bacillus subtilis, el segundo grupo Bacillus sensu lato que incluye
principalmente B. anthracis, B. thuringiensis y B. cereus, (Corrales et al., 2017). En el tercer grupo
hay diez representantes, dentro de los que se encuentra B. polymyxa y B. macerans, los cuales
estan reclasificados en un nuevo género, Paenibacillus. EIl grupo cuatro, lo forman especies
reclasificadas en los géneros Aneuribacillus y Brevibacillus. Finalmente, se han descrito nuevas
especies del género aisladas de diversos ecosistemas que incluyen a B. mojavensis, B. vallismortis,
B. ehimensis, B. chitinolyticus, B. infernus, B. carboniphilus y B. horti (Tejera-Hernandez, 2011).
5.14.12 Bacillus subtilis Cohn 1872

La especie mas antigua de tipo nomenclatural es Bacillus subtilis, quien tiene forma de
baston de tamafio moderado aproximadamente 0.7 a 0.8 pum por 2.0 a 3.0 um, con flagelos
peritricos largos y motilidad fuerte. Puede crecer a temperaturas tan bajas como de 5a 20°C y tan
altas de 45 a 55°C y en salinidades tan altas como 7% de NaCl (peso/vol). Las endosporas
generalmente son redondas pero moderadamente alargadas y estan ubicadas en o cerca del final
de la célula madre (Zeigler & Perkins 2008).

Las colonias son de forma redonda a irregular y de didmetro moderado (2-4 mm), con
margenes que varian de ondulados a fimbriados; el color es blanquecino y puede volverse cremoso
0 marrén; las texturas varian desde himedas y butiricas o mucoides (ver Anexo.6). El crecimiento
se produce entre pH 5,5y 8,5, pero no se han registrado limites (Vos et al., 2001).

El crecimiento se produce en un medio minimo con glucosa y una sal de amonio como
Unicas fuentes de carbono y nitrégeno. Catalasa positiva, oxidasa variable. La caseina, la esculina,
la gelatina y el almidon se hidrolizan, la fenilalanina y la urea no se hidrolizan. La mayoria de las
cepas utilizan el citrato como Unica fuente de carbono; no se utiliza propionato. El nitrato se reduce
a nitrito. Voges — Proskauer positivo. Producen &cido sin gas a partir de la glucosa y de una amplia

gama de otros carbohidratos (Vos et al., 2001).
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5.14.13 Clasificacion del género Bacillus subtilis Cohn 1872

El grupo Bacillus subtilis esta clasificado "Considerado generalmente como seguro™
(GRAS, por sus siglas en inglés) por la Administracion de Drogas y Alimentos y aunque comparte
un 72% de homologia genotipica con el grupo de Bacillus cereus, los Unicos casos de problemas
infecciosos con B. subtilis se informaron en individuos inmunodeprimidos o después de un
traumatismo (Aperce, 2008). El grupo tradicionalmente comprende cuatro especies: B.
amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. pumilus y B. subtilis, pero recientemente mediante estudios
ecoldgicos se han identificado algunos parientes muy cercanos: B. atrophaeus, B. mojavensis y B.
vallismortis y han subdividido B. subtilis en subsp. subtilis y subsp. spizizenii. El grupo tradicional
puede distinguirse fenotipicamente, pero B. mojavensis, B. subtilis y B. vallismortis son
indistinguibles y solo pueden identificarse por medios moleculares (European Comission, 2000).
La clasificacion taxonémica actual de Bacillus subtilis aparece en la Tabla.4.
Tabla. 4

Clasificacion taxondmica de Bacillus subtilis. Adaptado de CABI (2019) y Vos et al. (2001).
Dominio: Bacteria

Filum XIIl:  Firmicutes

Clase I. “Bacilli”

Orden 1. BacillalesAt™m

Familia I. Bacillaceae”t

Género I. BacillusA-™

Especie: Bacillus subtilis Cohn 1872, 1744,
5.14.14 Capacidad antagonista de Bacillus spp

Las bacterias del género Bacillus spp. han demostrado tener un gran potencial como
antagonistas debido a la cantidad de compuestos que sintetizan, como efectos de control sobre
varias especies de organismos patégenos (Méndez-Ubeda et al., 2017). Producen una amplia
cantidad de metabolitos secundarios en forma de antibiéticos que les sirven para controlar
patdgenos, defender su habitat y colonizar el medio (Shinde et al., 2015). Los antibiéticos que
sintetizan estas bacterias en las primeras etapas de esporulacion son de los mas impresionantes y
diversos que se hayan caracterizado, incluyendo polimixina, Colistina, etc. (Das et al., 2014).
Estas sustancias difieren en cuanto a su espectro de actividad y estructura, desempefiando
funciones reguladoras en las poblaciones vecinas de microorganismos del suelo, agua y aguas
residuales (Khusro et al., 2014).
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Algunos de los antibidticos polipeptidicos utilizados en medicina son gramicidina,
bacitracina, tirocidina y polimixina. Dentro del género las especies que han demostrado producir
mayor cantidad de antibidticos son: B. subtilis, B. licheniformis, B. brevis, B. polymyxa, B.
circulans y B. cereus (Sharif et al., 2016). Por su parte Rafiq et al. (2018), clasifica los compuestos
antimicrobianos polipeptidicos de importancia biotecnoldgica y farmacéutica que estas especies
producen: B. cereus (Zwittermicina, Cerexina), B. brevis (Tirotricina, Gramicidina), B. circulans
(Circulina), B. licheniformis (Bacitracina) B. laterosporus (Laterosporina), B. polymyxa (Colistina,
Polymyxina), B. subtilis (Bacitracina, Polymyxina, Subtilina, Difficidina, Mycobacillina,) vy
B. pumilus (Pumulina).

Entre el espectro de accion de los metabolitos secundarios se menciona a la bacitracina
producida por B. licheniformis asociada a antagonismo de microorganismos gram positivos como
Staphylococcus, Estreptococo, coco anaerdbico, Corynebacterium y Clostridium asi también la
Iturina sintetizada por B. subtilis y la gramicidina que es una mezcla de antimicoticos
polipeptidicos secretada por B. brevis, y es que algunas especies del género Bacillus pueden
dedicar hasta el 8% de su equipo genético en la produccién de estos compuestos antimicrobianos
(Gupta & Rana 2017). En lo que respecta al poder de accién de los antibioticos sintetizados por
estas especies la surfactina posee poder bactericida, modificando la estructura hidrofoba
bacteriana, mientras que otros antibiéticos polipeptidicos pueden destruir bacterias al dafar la
pared celular como la bacitracina o interferir en la funcién de la membrana celular, al destruir la
barrera permeable, como las iturinas y surfactinas (Osman, 2008). Otro de los metabolitos
producidos son las bacteriocinas, compuestos peptidicos que inhiben el crecimiento de especies
que estan o no relacionadas filogenéticamente. Las cepas productoras estan autoprotegidas por
proteinas de inmunidad especificas para sus propias bacteriocinas (Salcido, 2013).

Por ello estos antibioticos de proteina soluble que sintetizan y secretan en el medio de
cultivo, son aprovechados comercialmente debido al bajo costo de produccién y efectividad
(Sharif et al., 2016). Actualmente muchas investigaciones se orientan a la produccion industrial
del género y a la basqueda y analisis de compuestos antimicrobianos de alta calidad que puedan
ser utilizados como agentes terapéuticos (Gupta & Rana 2017). Por lo que varios investigadores
recomiendan seguir en esta incesante busqueda con el objetivo de mantener controladas las

poblaciones microbianas en el futuro (Kuta et al., 2009).
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Bacillus es un género calificado como referente para el desarrollo de productos bioldgicos
que aplicados en campo denotan actividad de control de enfermedades de origen fungico
(Collaguazo & Tenorio, 2018) numerosos estudios demuestran que estas bacterias poseen gran
potencial como biocontroladoras de organismos patogenos (Castillo-Reyes et al., 2015; Lopez &
Pazos, 2005; Méndez Ubeda, 2018), como agentes de control bioldgico (Ariza & Sanchez, 2012;
Osman, 2008) y en la disminucion de las concentraciones de iones amonio, nitrito, nitrato y fosfato
(Lalloo et al., 2007) actuando solos o0 en consorcios bacterianos (L6pez-Granados et al. 2005;
Gutiérrez 2016) por lo tanto este tipo de bacterias presenta un buen potencial por su capacidad
para ejercer actividad antagonica ante el crecimiento de poblaciones patdgenas (Ruiz-
Sanchez et al., 2014). Tariq et al. (2016), mencionan que los caracteres bioquimicos y la riqueza
de las enzimas celulares del género los hacen idéneos para hacer preparados de Microorganismos
Eficientes (EM) para el mantenimiento apropiado de los ecosistemas.

Barsuto-Cadena et al. (2006), demostraron que B. subtilis inhibia in vitro a F. verticilioides,
obtenido en el cultivo de la fresa. Virgen et al. (1990), obtuvieron una reduccién en la incidencia
de Fusarium oxysporum f. sp. niveum en plantas de sandia, mediante el tratamiento de la semilla
con B. subtilis. Podile & Prakash (1996), demostraron que la aplicacion de esta bacteria a las
semillas de cacahuete produce una reduccién en la incidencia de la podredumbre de la corona en
un suelo infestado de A. niger. Lazzaretti et al. (1994), aseguraron que el efecto benéfico de
B. subtilis no se debe exclusivamente al antagonismo proporcionado a los patégenos, sino que
influye positivamente en la germinacién, desarrollo y rendimiento del cultivo debido a la
produccion de sustancias promotoras del crecimiento y al mejoramiento de la nutricion de las
plantas. También se obtuvieron aislados de Bacillus subtilis de semilla de cebolla que inhibian el
crecimiento fangico in vitro y que podian resultar de interés para el tratamiento contra hongos de
la semilla (Hernandez et al., 2012).

5.15 Métodos de conservacion

La cambios degenerativos normales que se producen a nivel celular y que conducen al
envejecimiento y degeneracién de las cepas, en la medida de lo posible se evitan al preservarlas
adecuadamente con algiin método de conservacion (Angel, 2006). Para que la pureza del cultivo
permanezca intacta y asi evitar generaciones sucesivas manteniendo la estabilidad genética y
viabilidad, el método de conservacion aplicado debe tener un minimo o nulo porcentaje de

contaminacion (Hernandez & Loaiza, 2014).
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Existen varios métodos de conservacion de microorganismos, los cuales pueden
clasificarse de acuerdo al tiempo de conservacion, en largo, mediano o corto plazo
(Parra et al., 2006; Pinzon et al., 2009). Para la conservacion a largo plazo existen métodos como
la crioconservacion y liofilizacion, los cuales detienen el crecimiento de células sin causar pérdida
de viabilidad, limitan la aparicion de generaciones sucesivas y la actividad celular durante afios
(Pinzén et al., 2009; Trappe et al., 2009).

Criocongelacién

Los microorganismos pueden ser preservados de -5 a -20 °C durante uno o dos afios por
congelacion en cultivo en caldo o en suspensiones celulares en viales. Para los procesos de
profunda congelacion requieren crioprotectores como el glicerol o dimetil sulfoxido (DMSO),
cuando son almacenados a -70°C o en nitrégeno liquido de -156 a -196°C. Alternativamente, se
puede preparar una suspension de glicerol al 10% v/v de crecimiento del microorganismo desde
cajas de Petri. En este caso la suspension es pipeteada a viales criogénicos o ampolletas, se congela
y se almacenan (Angel, 2006).

Metodos a mediano plazo

Requieren la cepa activa, este método puede estar acompafiado de compuestos
crioprotectores, como el glicerol, que recubre las células e impide la lisis 0 cambios osmoticos
debido a la disminucién de la temperatura en la suspension (Borman etal., 2006;
Fernandez et al., 2012).

Metodos a corto plazo

Son métodos que ayudan al mantenimiento de las cepas, generalmente para el uso frecuente
donde se requiere la cepa activa (Garcia & Uruburu, 2000). Consisten en resembrar los
microorganismos cada cierto tiempo en un medio de cultivo adecuado, este método tiene la
limitante de incrementar el riesgo de contaminacion, o de permitir el crecimiento del
microorganismo, que puede cambiar espontaneamente sus caracteristicas (Parra et al., 2006).

Dentro de ellos, se incluyen los subcultivos o el cultivo seriado, preservacion en aceite
mineral 0 agua destilada estéril y otro grupo de métodos de preservacion denominados métodos
restringidos, basados en la paralizacion del crecimiento mediante la eliminacién del agua
disponible de la célula (Garcia et al., 1991). Entre ellos se destacan la conservacion en suelo y la
desecacion haciendo uso de papel filtro, sal gorda y bolitas de alginato (Acosta-Ovallos, 2019).
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5.16 Andlisis estadistico
5.16.1 Disefio Completamente al Azar (DCA)

Cuando los tratamientos se ensayan en condiciones homogéneas del material experimental,
es decir, las unidades experimentales (UE) son homogéneas (tienen en principio igual capacidad
de respuesta), y cuando solo se tiene como factor de clasificacion los tratamientos y la asignacion
de estos a las UE, se hace en forma aleatoria (aleatorizacion irrestricta), entonces el modelo
caracteriza el Disefio completamente aleatorizado (DCA). Ademas, cada UE tiene igual
probabilidad de asignacion a cualquiera de los conjuntos de tratamientos (Melo et al., 2020).

Un disefio completamente al azar (DCA) es usado para establecer tratamientos ubicados
espacialmente al azar. En cualquier ensayo de investigacion es probable la presencia de una fuente
de variacion que puede alterar los resultados, al conocer esta fuente se la puede controlar y asi
minimizar el error experimental (Martinez & Meza, 2003).

5.16.2 ANOVA

El analisis de varianza (ANOVA) es un método estadistico afin con la comparacion de
medias de varias muestras. Tiene como fin examinar las diferencias significativas existentes en las
medias de las clases (Ostertagova & Ostertag, 2013).

Un andlisis de varianza se caracteriza por su direccion hacia un conjunto especifico de
pruebas estadisticas a través de diferentes condiciones, que se encuentran enfocadas en probar los

efectos principales de cada factor y las interacciones entre los mismos (Henson, 2015).
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6 HIPOTESIS

Hipdtesis nula (HO):

Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum a diferentes concentraciones y con
biopolimeros (almidon y goma arébiga) presentan igual efectividad in vitro sobre Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici en semillas de tomate (Solanum lycopersicum
var. CENTA CUSCATLAN).

Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum a diferentes concentraciones y con
biopolimeros presentan igual efectividad in vivo sobre Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici. en semillas de tomate.

Hipotesis alterna (H1):

Existe diferencia significativa en la efectividad in vitro de Bacillus subtilis y Trichoderma
harzianum a diferentes concentraciones y con biopolimeros, sobre Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici en semillas de tomate.

Existe diferencia significativa en la efectividad in vivo de Bacillus subtilis y Trichoderma
harzianum a diferentes concentraciones y con biopolimeros, sobre Fusarium oxysporum f.

sp. lycopersici en semillas de tomate.
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7 METODOLOGIA

Ubicacidn geografica del area de estudio

Esta investigacion se desarrollé en el Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y
Forestal “Enrique Alvarez Cordova” (CENTA), ubicado en Km 33 1/2, carretera hacia Santa Ana,
Canton San Andrés, Municipio de Ciudad Arce, departamento de la Libertad, El Salvador, Centro
América con coordenadas geograficas de 3°48°09.75°°N y 89°24°02.64"°0, este lugar presenta
temperatura anual promedio maxima de 32.5 °C, y minima de 18.7 °C (MARN, 2022) y una
elevacion de 470 msnm (Fig.3). La fase de laboratorio se realiz6 dentro del Laboratorio de
Parasitologia Vegetal; que es la unidad especialista en diagnostico e identificacion de plagas y
enfermedades de los diferentes cultivos, que tiene como objetivo apoyar a la generacion y
transferencia de tecnologia agropecuaria y forestal (CENTA, 2018). La fase de campo fue
desarrollada en un invernadero, ubicado dentro de las instalaciones de la institucion.

Figura. 3
Mapa que muestra la ubicacion del CENTA.
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7.1  FASE DE LABORATORIO
7.1.1 Preparacion de los medios de cultivo
Medio de cultivo agar nutriente

Medio de cultivo nutritivo no selectivo, en el cual la pluripeptona y el extracto de carne
constituyen la fuente de carbono, nitrogeno y aporta nutrientes para el desarrollo bacteriano
(ver Anexo.7). El agregado de cloruro de sodio mantiene el balance osmético y el agar es el agente
solidificante (Britania Laboratorios, 2015).

Medio de cultivo Papa dextrosa

Este medio de cultivo cumple con las recomendaciones de la American Public Health
Association for food y la United States Pharmacopeia (Vanderzant & Splittstoesser, 1992). La
infusion de carbohidratos y papa promueve el crecimiento de levaduras y mohos, mientras que el
valor de pH bajo inhibe parcialmente el crecimiento de la microbiota bacteriana acompafante
(ver Anexo.8). Los hongos crecen en este medio para desarrollar una morfologia tipica
(Beever & Bollard, 1970; MERCK, 2017).

Durante la ejecucion de los experimentos se utilizé el medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
marca HIMEDIA para el crecimiento de los hongos, mientras que agar nutriente para el desarrollo
de la bacteria. Para la preparacion se siguieron las indicaciones del proveedor, asi también las
recomendaciones de Romero-Arenas etal. (2017) y los manuales de Sanchez (2004) y
Guerrero (2016).

Antes de efectuar cada uno de los procedimientos experimentales, se desinfecto el area de
trabajo con alcohol etilico 70° y papel toalla descartable, practicando principios y medidas de
bioseguridad como uso de mascarilla, redecilla, bata de laboratorio, zapato cerrado, evitando
derrames toxicos y contaminacion microbioldgica, tal como estd detallado en el manual de
Guerrero (2016).

7.1.2 Aislamiento e identificacion de Fusarium spp

Los aislamientos fueron obtenidos de plantas de tomate variedad CENTA CUSCATLAN
afectadas, que presentaban sintomas caracteristicos por Fusarium sp. como marchitez,
amarillamiento y pudricion radicular, provenientes de muestras de las parcelas San Andrés | y
Zapotitan, departamento de La Libertad (ver Anexo.9). Secciones a nivel de raiz y tallo se cortaron
para ver la existencia de sintomas de marchitez y decoloracion vascular del tejido y luego

seleccionar aquellas zonas donde se evidencié manchas marrones o parduzcas tipicas de fusariosis



53

(Carrillo-Fasio et al., 2003). Utilizando una pinza anatomica y bisturi se hicieron cortes de 1 cm?
de la zona necrosada del tallo o raiz de la planta (French & Hebert, 1980), que luego se
desinfectaron 1 min. en alcohol etilico (96°) y en hipoclorito de sodio al 3% durante otro 1 min.,
posteriormente se lavaron 3 veces con Agua Destilada Estéril (ADE) y se secaron en papel filtro
estéril para absorber los restos de agua presentes en las muestras en condiciones de asepsia dentro
de una camara de flujo laminar (Cardona-Piedrahita & Castafio-Zapata, 2019; Reyes-
Zambrano et al., 2020; Rojas, 2011). Tiempo después se sembraron de forma equidistante en cajas
Petri de vidrio de 9 cm de didmetro conteniendo medio de cultivo PDA con 2 repeticiones e
incubaron a temperatura ambiente. Se realizaron observaciones periddicas hasta la aparicion de
colonias desarrolladas al final de 7 dias con crecimiento micelial algodonoso blanquecino
(Robles et al., 2017), las cuales fueron identificadas a partir de la caracterizacion morfologica de
sus estructuras de reproduccion asexual hasta género siguiendo las claves taxondmicas descritas
por Barnett & Hunter (1998); Burgess & Trimboli (1986); Finch & Finch (1971) con basesen la
coloracion de colonias y comparacion morfoldgica de las conidias, macroconidias, clamidosporas
y esporodoquios, segin Leslie & Summerell (2006).

Las cepas de las diferentes muestras se identificaron con el codigo FM1, FM2 y FM3 por
sus siglas en espariol (Fusarium Muestra 1, 2 'y 3).

7.1.3 Cultivos puros de Fusarium spp

De acuerdo a Covacevich & Consolo (2014) se deben obtener cultivos puros generados a
partir de una sola espora. Un cultivo puro es aquel en que esta presente unicamente el hongo de
interés sin ningun tipo de contaminante (Gomez et al., 2014).

Después del tiempo de incubacion se observaron las caracteristicas culturales
macroscopicas del micelio con aspecto algodonoso blanquecino y tipo de pigmentacion difusible
rosa o violeta caracteristicas del género Fusarium. Se examind la morfologia con el microscopio
compuesto de campo claro, extrayendo una porcion del micelio con aguja de disecciony realizando
un frotis fresco en un portaobjetos, tifiendo con azul de metileno, para luego seleccionar aquellas
colonias que presentaron caracteristicas propias de las estructuras asexuales de Fusarium
oxysporum (Hernandez-Amasifuen et al., 2019; Pérez & Garcia, 2019). El hongo se purificé con
la técnica de cultivos monospdricos, mediante repiques, transfiriendo pequefios trozos de micelio
a cajas con nuevo PDA para su desarrollo en condiciones asépticas (Dickinson & Lucas, 1987;

Santiago et al., 2017). Las cajas fueron selladas con papel parafilm con su respectiva identificacion



54

e incubadas a temperatura ambiente durante 7 dias, bajo condiciones de luz continua
(Cardenas, 2010; Robles et al., 2017; Samaniego-Fernandez et al., 2018).
7.1.4 Prueba de patogenicidad
Semillas de tomate var. CENTA CUSCATLAN se sembraron en bandejas de poliestireno
de 200 celdas conteniendo sustrato esterilizado en autoclave a 121°C, 15 psi por 30 min. Cuando
las plantulas alcanzaron una edad de 15-20 dias se determind la patogenicidad de las cepas de
Fusarium spp. anteriormente aisladas de las muestras de plantas de tomate que presentaban
fusariosis. Mediante las pruebas de patogenicidad y los postulados de Koch (ver Anexos.10y 11),
se evidencid la capacidad infectiva de estos hongos., al ser inoculados en plantulas sanas de tomate
a partir de varios cultivos axénicos de 7 dias de crecimiento (Cordova, 2003; Retana et al., 2018).
Para determinar un método de inoculacion eficaz se compararon los métodos adaptados de

las investigaciones de Carmona (2019) e Inami et al. (2012) que comprenden:

A. Inmersion de puntas de raiz,
B. Aplicacion de una suspension al suelo y
C. Combinacion de Ay B (inmersidn de puntas de raiz e inoculacion directa en el suelo).

Para el método de inmersion de puntas de raiz, a los 15 dias de germinacion, las plantulas
se extrajeron con cuidado de los alvéolos de la bandeja y se elimind con agua de grifo el suelo
adherido a ellas (Inami et al., 2012; Williams, 1981), teniendo cuidado para mantener integras las
raices, a las cuales se hicieron pequefias heridas cortando con tijeras aproximadamente dos
centimetros del &pice radicular (Ascencio-Alvarez etal., 2008), en seguida, se sumergieron
durante 15 min. en una suspension de conidios a una concentracion de 10° con/ml* de Fusarium
spp. cepas FM1, FM2 y FM3, la concentracion de cada una se determind mediante conteos con
camara de Neubauer ajustando a los volimenes y concentraciones requeridos, con la férmula
sugerida en Pefia & Paez (2014): C1V1= C2V2 (ver Anexo.12). Posterior a la inoculacién las
plantulas se trasplantaron en vasos de poliestireno marca Dipsa, con tierra esterilizada.

En laaplicacion de la suspension directa al suelo, las plantulas se extrajeron de las bandejas
y se sembraron directamente en el suelo contenido en vasos desechables de poliestireno, luego se
aplico con jeringa 1 ml de la suspension del patdgeno a la misma concentracion anteriormente
descrita, inoculando cerca de las raices. En el método de inoculacion C, se combinaron ambos
métodos anteriores; es decir inmersion de puntas de raiz e inoculacion del suelo con la suspension

del patégeno a la misma concentracion. Las plantas control se inocularon solo con ADE (Carrillo-
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Fasio et al., 2003). Los tratamientos se distribuyeron completamente al azar manteniendo bajo
proteccion contra los insectos con una malla a temperatura ambiente promedio de 27°a 30°C, se
fertilizaron a los 15 dias con una solucion de 1g/L™, 30-15-30 (NPK) y regaron cada tercer dia con
agua de chorro. En este ensayo se utilizaron 3 réplicas de plantas por cada tratamiento y 15 en
total.

La evaluacion de la respuesta a la prueba de patogenicidad se realizé con base a la presencia
o ausencia de sintomas de la enfermedad (ver Anexo.13), considerados estos como: amarillamiento
foliar, marchitez, coloracion amarillenta o café de los haces vasculares y coloracion café en la raiz
(Hernandez et al., 2014). La respuesta de las plantas de tomate a la inoculacion del patdgeno se
determind en funcion de la escala del 1 al 5 de Marlatt etal. (1996) modificada por
(Gayosso etal., 2021), para estimar la severidad de la enfermedad, donde cada numero
corresponde a:
1 Planta libre de sintomas,
2 Planta con clorosis leve en las hojas inferiores,
3 Clorosis moderada,
4. Clorosis severa 'y
5 Planta muerta.
7.1.5 Conservacion de las cepas de Fusarium spp

Para evitar el envejecimiento de las cepas y asegurar la estabilidad de las propiedades
morfoldgicas y fisioldgicas es necesario preservarlas adecuadamente y retardar los cambios
degenerativos que ocurren en las células (Covacevich & Consolo, 2014).
7.1.5.1 Conservacion en Agua Destilada

A cepas de Fusarium spp. con 7 dias de desarrollo en placas, se adicionaron 10 ml de
ADTE. Con un asa esteéril se desprendieron los conidios; la suspension resultante se filtro con gaza
y se vacid en un Erlenmeyer, luego se introdujo 5 ml en tubos de ensayo estériles para luego
homogenizar en vortex, obteniendo una suspension de 108 esp/ml™ mediante conteo en camara de
Neubauer. Seguidamente se dispens6 1.8 ml en tubos eppendorf los cuales se rotularon por lotes,
con una vifieta que contenia: codigo del hongo, fecha, tipo de medio, nimero de cepa y se

conservaron a 4°C en una refrigeradora General Electric (Acosta-Ovallos, 2019; Angel, 2006).
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7.1.5.2 Conservacion en Glicerol

Ya que el glicerol viene a una concentracion del 100% (v/v) entonces se diluyd hasta una
concentracion final del 10% (v/v), se esteriliz6 a 121°C por 15 min. a 15 libras de presion por
pulgada cuadrada (psi). Este crioconservante se utiliza en un rango de 10 al 20% (v/v) ya que si
supera esta concentracion llega a ser toxica para el microorganismo (Camero & Linares, 2013,;
Ocares & Castro, 2020). A tubos de ensayo con tapa roscas estériles, se le introdujo 5 ml del
glicerol al 10% y posteriormente, se transfiri6 el microorganismo a preservar; con un asa
esterilizada en Ilama se cortaron bloques de 1 cm? del hongo esporulado y se inoculé cada tubo.
Las cepas se rotularon con vifieta de identificacion y mantuvieron a 4°C (Stocco, 2014).
7.1.5.3 Conservacion en tubos con pico de flauta

Se transfirio 1cm? del hongo esporulado a tubos con PDA inclinado los cuales se
recubrieron con glicerol al 10%. Luego se guardaron en refrigeracién a temperatura de 4°C,
asegurando de esta forma una conservacion hasta por un afio (Gémez et al., 2014). Otros tubos con
agar inclinado se inocularon con 1.8 ml de la suspension de Fusarium spp y se recubrieron con
glicerol al 10% (Caicedo & Chacon, 2017).
7.1.5.4 Conservacion en papel filtro

En este método se cortaron con perforador, discos de papel filtro Whatman N°1 absorbente
que se esteriliz6 en autoclave y después se impregné con una suspension de 108 esp/ml, se sec
al aire en la camara de flujo laminar y una vez secos los discos se colocaron en tubos Eppendorf
estériles y guardaron a 4°C dentro de una refrigeradora (Acosta-Ovallos, 2019; Sosa et al., 2011).
7.1.6 Reproduccion y conservacion de Fusarium spp
Preparacion del sustrato

El sustrato utilizado fue arroz blanco, el cual se lavé varias veces hasta que el agua salié
transparente descartando el liquido con un colador, una vez limpio se introdujo en frascos de vidrio
y Erlenmeyer estériles ocupando 1/3 de su capacidad volumétrica (Michael-Aceves et al., 2005),
en seguida se sellaron con torundas de gaza y algoddn para luego esterilizar en autoclave a 121°C,
15 psi por 15 min. (Troya & Vaca-Granda, 2014).
Siembra por parche

De las placas con crecimiento de Fusarium sp. cepas FM1, FM2 y FM3, se cort6 con un
bisturi (previamente flameado y enfriado) un cuadrado de 1 cm del medio de cultivo con la cepa

esporuladay se inoculé cada una por separado en el arroz dentro de cada uno de los botes, teniendo
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cuidado de flamear la boca del frasco al abrir y cerrar, agitando el recipiente para que fuera
distribuido el inéculo homogéneamente por todo el sustrato (Michael-Aceves etal., 2005;
Sandoval & Belesansky, 2020).
Siembra por lavado

Al tubo con agar inclinado que contenia el cultivo se le introdujo 10 ml de ADE y Tween
20 al 0.1% y con un asa estéril se removid con cuidado el micelio para obtener las esporas, paso
siguiente se filtro con gaza estéril, de esta solucién obtenida se tomaron 2 ml para inocular las
matrices de arroz (Fernandez-Larrea, 1997; Pineda-Insuasti et al., 2017).
Almacenamiento

Los frascos inoculados con el hongo se almacenaron en un cuarto protegido de la luz solar,
hasta la produccion de esporas. Para impedir la formacion de grumos y facilitar la colonizacion
del sustrato, se agitaron los frascos cada dos dias verificando también la diseminacién a través del
desarrollo de coloracién del hongo, con la consecuente produccion de micelio sobre los granos
(Sandoval & Belesansky, 2020). Eliminando aquellos recipientes donde el sustrato presentd
contaminacion (Gomez et al., 2014).
Secado

Este proceso se realiza para que los conidios y clamidosporas permanezcan viables durante
el almacenamiento (Sivila & Alvarez, 2013).

En bandejas desinfectadas con hipoclorito de sodio al 3% y alcohol 70° se colocé papel
Kraft y dispensé el sustrato contenido en los frascos, con el fin de reducir la humedad hasta el
15%, para favorecer la colonizacién y esporulacion del hongo dejando en incubacion hasta que
estuviera completamente colonizado en un lugar con buena ventilacion, finalmente el bioproducto
seco Yy colonizado se cosechd.
Cosecha de conidias

Consistio en separar las conidias del hongo y recolectarlas para su formulacién posterior
(ver Anexo.14). La conidias fueron cosechadas manualmente mediante frotacion con un tamiz de
600 um marca Fisher Scientific (Gomez et al., 2014).
Determinacion de la concentracion

Se determind la concentracion de esporas por conteo directo en camara de Neubauer
haciendo diluciones logaritmicas, tomando 1 gramo de sustrato colonizado més 9 ml de ADE

dentro de un tubo de ensayo, posteriormente se homogeniz6 en vértex luego se diluy6 hasta obtener
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una dilucion 10 (Vasquez, 2010), en seguida fue realizado el conteo de esporas en los reticulos
de la camara de Neubauer con microscopio de campo claro (Sandoval & Belesansky, 2020).
7.1.7 Identificacion genética de Fusarium spp

Placas Petri con cultivos puros de los hongos FM1, FM2 y FM3 de 7 dias de crecimiento,
se enviaron a identificar al Laboratorio de Biologia Molecular “CENEM?” propiedad de la empresa
MICSA. Por otro lado tubos eppendorf con discos de agar, y papel filtro inoculados con las cepas;
se enviaron a la Universidad de Florida, para la extraccion del DNA, amplificacion mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para asi obtener la secuencia completa con los
cebadores correspondientes e identificacion con una base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI), utilizando el programa BLAST para una confirmacién exacta
de la especie Fusarium oxysporum que fue el patdgeno de interés en este estudio (ver Anexos.15,
16y 17).

7.1.8 Aplicacién de los bioformulados (B. subtilis y T. harzianum)

Los experimentos se realizaron a partir de biopreparados comerciales provenientes de la
empresa productora e importadora de insumos para el manejo integrado de plagas y enfermedades
de los cultivos (MICSAe) que son utilizados como control bioldgico en estrategias fitosanitarias
(MICSA & Salvagro, 2021). Estos bioformulados son a base de esporas del hongo Trichoderma
harzianum llamado comercialmente “Rikodermae” y de la bacteria Bacillus subtilis registrada
comercialmente “Radicilluse” los cuales fueron facilitados por el investigador del CENTA,
M.Sc. M. Lopez (comunicacion personal, 9 de abril de 2021).

Diluciones decimales

Los aislamientos comerciales, en presentacion solida (polvo) se multiplicaron en medios
de cultivo; para lo cual se aplic6 el método de diluciones seriada descrito en el manual de
Cervera (2011) y Méndez (2011), el cual consistio en pesar 10 g de cada biopreparado y diluirlo
en 90 ml de agua destilada estéril dentro de en un Erlenmeyer con capacidad de 500 ml (dilucién
10). Seguidamente se tomd 1 ml y diluy6 en 9 ml de ADE en un tubo de ensayo el cual se agit6
durante 5 min. en vortex, transcurrido este tiempo se realizé la siguiente dilucion hasta 107
(ver Anexo.18). De la dilucion 102 y 107 se tomd con una jeringa 1 ml y deposit6 en placas Petri
de 9 cm por triplicado, luego se extendié por agotamiento en el medio de cultivo Papa Dextrosa
Agar (PDA), para Trichoderma harzianum. Las placas Petri se sellaron con papel parafilm e
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incubaron boca abajo a temperatura ambiente en hielera de poliestireno, durante siete dias hasta el
desarrollo de colonias fungicas de color verdoso.

Para el desarrollo de Bacillus subtilis se tomé con una pipeta de la dilucion 102y 103 e
inocul6é 1 ml en placas Petri de 9 cm por triplicado, luego se sembré por agotamiento en el medio
de cultivo Agar Nutriente (AN) Merck Millipore. Las placas Petri se sellaron con papel parafilm
e incubaron de forma inversa, a temperatura ambiente hasta el crecimiento de la bacteria después
de 48 h. con colonias de color crema mucoides (Gonzéles, 2016; Guédez et al., 2012; Lopez &
Pazos, 2005; Santiago et al., 2017).

7.1.9 Morfologia microscépica de B. subtilis y T. harzianum

A los microorganismos provenientes de los bioformulados en polvo hidrosolubles y
desarrollados en las placas, se observé la morfologia microscopica a traves de frotis utilizando un
microscopio compuesto Nikon Eclipse E400, observando de Trichoderma harzianum la

disposicion de sus filides y conidias (Fig.4). Mientras que Bacillus subtilis fue visualizado con

el objetivo de inmersion (100X) para ver la forma bacilar y posible presencia de esporas
bacterianas (Tariq et al., 2016; Vos et al., 2001).

Figura. 4
Morfologia de los biocontroladores. A) Bacillus subtilis; B) Trichoderma harzianum, vistos a
100X
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7.1.10 Evaluacion del porcentaje de inhibicion y capacidad antagdnica

Para evaluar la capacidad antagénica de los biopreparados, se realizaron cultivos duales
enfrentando la cepa patégena FM1 identificada previamente como Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Fol) con cada antagonista de acuerdo a los estudios de: Garcia etal. (2006);
Gonzales (2016); Martinez-Scott (2016); Rojas et al. (2011); Tejera-Hernandez (2011).

En la técnica de cultivo dual (hongo vs hongo), a cultivos de siete dias de crecimiento tanto
de T. harzianum como de Fol. se cortd un tapén de 5 mm de diametro con una punta de micropipeta
estéril, del borde de la colonia que es la zona en crecimiento activo segin Corallo (2012) y se
confrontaron los discos en cada extremo de una caja de Petri de 9 cm conteniendo 20 ml de medio
de cultivo PDA.

La capacidad antagonica de Bacillus subtilis se determiné por el método de contacto directo
descrito por Pérez & Garcia (2019) con algunas modificaciones. Este experimento consistié en
ajustar la concentracion inicial del bioproducto formulado a 2.4 x 108 UFC/mI™ a la concentracion
final de 10® UFC/mI?, mediante la ecuacion: C1V1=C2V2. Posteriormente se sembrd por
agotamiento con un hisopo estéril la suspension bacteriana, en una placa con medio PDA e
inmediatamente se coloco en el centro un tapdn de 5 mm del fitopatégeno (ver Anexo.19). Como
testigos se dispusieron placas Petri inoculadas en el centro con un tapon del hongo fitopatogeno
sin la presencia de los antagonistas, posteriormente, los cultivos se dispusieron completamente al
azar con tres repeticiones, cada repeticion estuvo compuesta de 10 placas Petri e incubaron a
temperatura ambiente. Se realizaron mediciones del crecimiento radial de Fol. cada 24 horas post
siembra (Sénchez etal., 2015). Y se continué con las mediciones hasta que el testigo sin
antagonista llend la placa Petri (Martinez-Scott, 2016).

Con las mediciones obtenidas se determiné el porcentaje de inhibicion, aplicando la ecuacion que
aparece en Rojas-Badia et al. (2017).

o, D.C.C—-D.C.P
% de inhibicion = x 100

D.C.C
Donde:

D.C.C: Diametro de la colonia control (cm).

D.C.P: Diametro de la colonia problema (hongo patégeno en presencia de los antagonistas) (cm).
El antagonismo se evidencié estudiando el diametro de crecimiento radial del hongo
fitopatdgeno en presencia del antagonista y porcentaje de inhibicion del crecimiento radial.

Considerando como indice de antagonismo la invasion de T. harzianum sobre la superficie del
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micelio patdgeno, empleando la escala mostrada en la tabla.5. Escala empleada por
Ezziyyani et al., (2004) y modificada por Moran Quintero (2007).
Tabla. 5
Escala de evaluacion de antagonismo in vitro, tomando en cuenta la invasion de la superficie,
colonizacion y esporulacion de los microorganismos sobre Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. Adaptada de Moran Quintero 2007.
Grado Capacidad Antagonica

0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.

Invasion del 25% de la superficie de la colonia del hongo patégeno.

Invasion de 50% de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
Invasion de 75% del total de la superficie de la colonia del hongo patégeno.

B WOIDN| -

Invasion del 100% de la superficie de la colonia del hongo patdgeno y esporulacion
sobre ella.
La tasa de crecimiento micelial del patogeno se evalud en cm/dia, y se determiné teniendo en

cuenta el radio de crecimiento micelial de la colonia fungica, calculando su magnitud mediante la
expresion sugerida por Mead et al. (1993).
T.C= (Cf-Ci) / (Tf -Ti)
Donde:
Cf: es el crecimiento final.
Ci: es el crecimiento inicial (dia uno) expresado en cm.
Tf: es el tiempo final.
Ti: es el tiempo inicial (dia uno).
El comportamiento de inhibicion mostrado por los antagonistas se agrup6 como recomienda
Bautista (2000) en:
e Negativo: ausencia de zona de inhibicién o un porcentaje menor de 10% y crecimiento
normal de la colonia fangica, de forma similar al control.
e Baja: ausencia de zona de inhibicion o con un porcentaje entre 10-39% y con disminucion
en el crecimiento de la colonia fangica.
e Media: ausencia de zona de inhibicidén o un porcentaje entre 40—69% Yy con disminucion
en el crecimiento de la colonia fangica.

e Positivo: presencia de zona de inhibicion definida o en un porcentaje entre 70—-100%.
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Se determiné el tipo de interaccion presentada por el biocontrolador T. harzianum sobre el
patogeno (Tabla 6), con la clasificacién adaptada de Badalyan et al. (2004) y Molla et al. (2001):
Tabla. 6

Caracteristicas de los tipos de interacciones evaluados en enfrentamientos duales entre

Trichoderma harzianumy F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Identificacion Descripcion
A Inhibicion en el punto de contacto (el crecimiento de ambos hongos se detiene
en el punto de contacto).
B Inhibicion a la distancia (el crecimiento se detiene sin contacto micelial)
C Reemplazo (uno de los hongos crece sobre el otro).
D Entremezcla mutua (ninguno de los dos hongos detiene su crecimiento después

del punto de contacto).
Con el fin de evaluar el tipo de interaccion a nivel del micelio, se realizaron preparados de

la zona de contacto y se observo al microscopio compuesto con aumento de 100X, donde se
identifico la interaccion de las hifas antagonistas con las del patdgeno, asi también el modo de
accion por micoparasitismo (Guédez et al., 2012). Para ello, bajo condiciones asépticas, con cinta
adhesiva se tomaron muestras en 3 puntos cercanos a la zona de interaccion entre las colonias
(ver Anexo.20). Cada muestra se colocé entre un portaobjeto y un cubre objeto con una gota del
colorante azul de metileno. Metodologia adaptada de Corallo (2012).
7.1.11 Bioensayo de la efectividad in vitro

La efectividad de los biopreparados en la proteccion de semillas de tomate de la variedad
CENTA CUSCATLAN se evalu6 a través de los tratamientos que consistieron en diferentes
dosificaciones de los biocontroladores (10°y 108 esp/ml™) y una sola dosificacion de la cepa FM1
identificada previamente como Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (10° esp/ ml™).
Preparacion y cuantificacion del in6culo

Los indculos tanto del patégeno como los bioformulados se obtuvieron a partir de la
formula: C1V1= C2V2 ajustando la suspension a las concentraciones establecidas.

Placas con colonias de Fol con siete dias de crecimiento se recubrieron con 5 ml de ADTE,
luego se raspo la superficie de las colonias con un asa estéril y se agité de forma circular por 25
segundos. A continuacién, la suspension resultante se filtrd con gasas estériles para eliminar restos
de micelio o medio de cultivo e introdujo en un Erlenmeyer con 100 ml de agua destilada,

agregando 0.1 ml de Tween 20 al 0.1%, se homogeniz6 en vortex para asegurar el desprendimiento
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total de las esporas. La concentracion de la suspension inicial se ajusté en cdmara de Neubauer
(Covacevich & Consolo, 2014). Una vez la suspensién estuvo libre de impurezas, paso siguiente,
se tom6 0.01 ml con una pipeta y colocé en el centro de la cdmara de Neubauer; en seguida se
cubri6 con el cubreobjetos evitando la formacion de burbujas y que la gota no se derramaré ni se
saliera de los campos de conteo. Esto daria un dato erréneo, ya que el excedente arrastraria las
esporas (Pefia & Paez, 2014) y con la ayuda del microscopio compuesto se ajusté a la suspensién
10° esp/mlt. Mientras que las concentraciones de los antagonistas se obtuvieron de los
bioformulados ajustando a las dosis requeridas de 1x10° y 10® UFC/mI?' (Gonzélez-
Cérdenas et al., 2005; Lopez, 2011; Muller, 2021; Rodriguez et al., 2005).

Desinfeccion de las semillas

Las semillas de tomate var. CENTA CUSCATLAN se clasificaron seglin tamafio para que
todas fueran lo mas homogéneas posibles, posteriormente fueron distribuidas al azar en botes de
vidrio por cada tratamiento, para la desinfeccion.

Como primer paso se lavaron las semillas dos veces con agua de chorro, separandolas del
liquido con colador de metal mediano, luego se desinfectaron superficialmente sumergiéndolas 3
min. en alcohol 96° a continuacién se enjuagaron 1 min. agitando levemente, después se dejaron
reposando 2 min. en hipoclorito de sodio al 4% luego se enjuagaron 5 veces con ADE, se filtraron
con el colador y colocaron sobre una placa Petri con papel absorbente para su secado dentro de la
camara de flujo laminar (Rodriguez et al., 2008; Salinas-Ventura & Soriano-Bernilla, 2014).
Cebado de semillas con biopolimeros.

Las semillas fueron peletizadas con biopolimeros a base de almidon y goma ardbiga al 25%
que se prepararon un dia antes, adaptando la metodologia de los trabajos de Caballero et al. (2016)
y Chinet al. (2021, 2022) con ciertas modificaciones. Los ingredientes y sus respectivas cantidades
se detallan en los Anexos 21y 22.

Elaboracion del biopolimero con almidén:

Se aplic6 500 ml de recubrimiento con biopolimero (polisacarido), logrando una cobertura
homogénea de las semillas.

La elaboracion consistio en agregar 15 ml de agua para hidratar 15 g del almidén, evitando
la produccion de grumos y 8 ml de agua para hidratar 0.45 g de gelatina sin sabor. La cantidad
restante de agua (464 ml) se introdujo en un Erlenmeyer y calent6 en un hotplate a 50°C. Posterior

a esto se procedid a disolver 12.5 ml de glicerinay agit6 con un agitador magnético, a 50°C durante
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30 min. Luego se agrego la gelatina previamente hidratada y se dej6 con agitacion constante por
30 min. Por ultimo, se afiadi6 el almidén previamente disuelto, agitando durante 1 hora a 70°C
aproximadamente, para iniciar el proceso de gelatinizacion del almidon, se enfrié a temperatura
ambiente para luego conservar en refrigeracion a 4 °C. El producto final obtenido fue una solucion
de moderada viscosidad, con aspecto a gel y de condicién blanquecina; que se us6 para el
encapsulado de las semillas.

Elaboracion del biopolimero con goma arébiga:

Para elaborar la goma ardbiga se midié en una probeta 125 ml de goma arabiga, paso
siguiente se introdujo en un Erlenmeyer, luego se adicionaron 370 ml y los otros 5 ml restantes
fueron agregados con gotero Pasteur hasta aforar 500 ml, seguidamente se introdujo un agitador
magnético y la disolucion se colocd sobre un hotplate hasta la completa disolucion durante
aproximadamente 45 min. a 50°C, finalmente se almacend bajo refrigeracion por 24 h.
Transcurrido el tiempo, se realizaron las suspensiones 10° y 108 esporas/ml™? de Trichoderma
harzianum y B. subtilis, se tomaron 6 ml de estas suspensiones para mezclar con los respectivos
biopolimeros de almidén y goma arabiga elaborados el dia anterior e incorporados a temperatura
ambiente (Fig.5A-B). Cada tratamiento se independizo utilizando botes de vidrio estériles y
rotulando segun fuera el caso de la suspension mas el tipo de biopolimero, paso siguiente las
semillas de tomate previamente esterilizadas se recubrieron con la mezcla compuesta por los
agentes de biocontrol inmersos dentro de cada biopolimero durante 30 min. a la razén siguiente:
Detalles de los tratamientos

T1 100 semillas Inoculadascon  Agua Destilada Estéril (ADE)
T2 100 semillas Inoculadas con — ------------mn-- 10° esp/mlt  Fol

T3 100 semillas biocebadascon  almidén 10% esp/mlt  B. subtilis

T4 100 semillas biocebadascon  gomaardbiga  10° esp/mlt  B. subtilis

T5 100 semillas biocebadas con  almidén 105 esp/mlt  T.harzianum
T6 100 semillas biocebadascon  gomaardbiga  10° esp/mlI?  T. harzianum
T7 100 semillas biocebadascon  almidén 108 esp/mlt  B. subtilis
T8 100 semillas biocebadascon  gomaarabiga 108 esp/mlt  B. subtilis
T9 100 semillas biocebadascon  almidén 108 esp/ml?  T. harzianum
T10 100 semillas biocebadascon  gomaardbiga 108 esp/mlt  T. harzianum
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Una vez aplicados a las semillas, posteriormente se colectaron con un colador metalico y
depositaron en una placa Petri con papel filtro absorbente estéril, dejando secar durante 30 min. en
camara de flujo laminar (ver Anexo.23). Una vez secas se distribuyeron 10 semillas por placa Petri
de 9 cm con medio de cultivo PDA previamente inoculado con 10° esp/ml™ de Fol (Fig.5C). Se
incubaron a temperatura ambiente en oscuridad dentro de una hielera de poliestireno hasta la
germinacion de las semillas (Mdller, 2021). Se aplicé un DCA con tres repeticiones evaluando 100
semillas por cada tratamiento, donde cada replica estuvo conformada por tres unidades
experimentales. Considerandose como unidad experimental una caja de Petri. EI conteo de las
plantulas se realizo todos los dias a partir de la siembra hasta el término del dia 7 y 15, en donde
se obtuvo el porcentaje total de emergencia (ET) considerando como semillas germinadas aquellas

en las que hubo protrusion radicular.

Figura. 5

Tratamientos para evaluar la efectividad de los biocontroladores sobre el patégeno en la
germinacion de semillas de tomate A) Biopolimero de Almidéon; B) Biopolimero de Goma
Arabiga; C) Disposicion de las semillas de tomate dentro de la caja Petri.
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7.2  FASE DE CAMPO
7.2.1 Bioensayo in vivo

Los ensayos in vivo se llevaron a cabo en un invernadero ubicado dentro de las
instalaciones del CENTA contiguo a la Unidad Planta Sana (Fig.6), para ello se recolecté suelo de
una parcela ubicada a las afueras del laboratorio de Parasitologia Vegetal. Este suelo se esterilizd
en autoclave a 121°C y 15 psi durante 1 h, se midieron los parametros fisico-quimicos presentando
pH de 6.14, CE=0.152 mS/cmy T°=27°C, luego el suelo se dispensé en bandejas de germinacion
de 200 alveolos y con medida de 53 x 27.5 x 4 cm, las cuales se distribuyeron al azar seguin
correspondiera y se marcaron para identificar cada uno de los tratamientos y posteriormente fueron

utilizadas en el montaje del ensayo (Ezziyyani et al., 2004; Osorio & Guerrero, 2020).

Figura. 6
Invernadero utilizado para los ensayos in vivo.

7.2.2 Obtencion de los in6culos

El ensayo de campo fue conducido con semillas de tomate de la variedad mejorada CENTA
CUSCATLAN, las cuales se desinfectaron siguiendo el mismo protocolo descrito en los apartados
anteriores del bioensayo in vitro (Pérez & Garcia, 2019). También se procedié a preparar las
respectivas suspensiones de los microorganismos a analizar, para lo cual placas Petri con F.

oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) se cubrieron de agua y se rasparon con un asa esterilizada en



67

Ilama, luego se filtr6 con doble gaza estéril y el filtrado obtenido se agitd en vortex durante un
minuto. A continuacion, se agreg0 esta suspension a un Erlenmeyer con 1 L de ADE y se tomé
0.01 ml con una jeringa estéril, se deposit6 en camara de Neubauer y con la ayuda del microscopio
compuesto se determind el nimero de conidios/ml y mediante dilucion se ajusté a las
concentraciones requeridas por tratamiento. Para el indculo de T. harzianum y B. subtilis se
ajustaron con la formula: C1.V1=C2.V2 hasta obtener las dosis deseadas (Constanza-
Corrales et al., 2010; Gonzélez-Céardenas et al., 2005).

7.2.3 Inoculacion del sustrato y semillas

Suelo estéril se inoculd con Fol 10° esporas/ml™, después de 24 h. se peletizaron las
semillas estableciendo por tratamiento de acuerdo a la tabla.7, las semillas con sus respectivos
tratamientos se depositaron en frascos de vidrio estéril durante 30 min., tiempo después se filtraron
con colador y se depositaron en papel absorbente dejando secar en la camara de flujo laminar. El
testigo sano fueron 100 semillas sembradas en suelo sin inocular asperjadas con agua esterilizada.
El testigo enfermo fueron 100 semillas en suelo inoculado con el patdgeno 10%sp/ml. Finalmente
se sembraron en las bandejas y llevaron al invernadero a una temperatura promedio de 27°C
(Eraso et al., 2014; Figueroa-Rivera et al., 2010; Gonzales, 2016; Osorio & Guerrero, 2020). Los
tratamientos se dispusieron en un arreglo de bloques completos al azar con 5 repeticiones,
constituyendo cada bandeja la unidad experimental. Se tom6 como criterio de germinacion la
emergencia total de la plantula con los respectivos cotiledones, y se realizo el conteo diario y se
suspendio hasta que el 100% de las semillas ya habia germinado (ver Anexo.24).

A los 15 dias después de la siembra las plantulas se fertilizaron con una solucion nutritiva
(30%N, 15%P, 30%K) a razon de 1g/L™* de ADE. Los riegos se llevaron a cabo cada tercer dia,
con el fin de mantener la humedad requerida para la germinacion y desarrollo de la plantula. El
agua de riego presentd los siguientes parametros de calidad pH=7.7, T° promedio=27°C,
TDS=219 ppm, EC=0.415 mS/cm. A los 20 dias de germinacion las plantulas de tomate se
extrajeron de las bandejas y se trasplantaron en bolsas para alméacigo de 15x23 cm, se reinoculd el
suelo estéril con una nueva suspension de Fol 1x10° esp/ml™. Los tratamientos fueron 10 los cuales
se dispusieron en un DCA con 3 repeticiones, cada repeticion estuvo conformada por 10 unidades
experimentales siendo cada bolsa la unidad experimental.

El conteo de las plantulas se realizé todos los dias a partir de la siembra hasta el término

del décimo dia, en donde se obtuvo el porcentaje total de emergencia (ET), el cual consistio en
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contabilizar cada una de las plantulas emergidas hasta el Gltimo dia de la evaluacion y el resultado
se consiguid dividiendo el nimero total de plantulas emergidas por tratamiento, entre el nimero
total de semillas sembradas multiplicando por cien (Garcia et al., 2016).

N¢ de plantas emergidas

o4E =
7ok N2 de semillas sembradas x100

El indice de velocidad de germinacion (IVG) se calcul6 de acuerdo a la formula propuesta por
Brown & Mayer (1988):

IVG =P1/T1 + P2/T2+....+Pn/Tn
donde:

P = numero de semillas germinadas;
T = tiempo en que germinaron; y

n = dia del altimo control.

El Tiempo Medio de Germinacion (TMG) se calculé de acuerdo con Garcia et al. (1982):

TMG = [(x1 d1)+ (x2 d2)+ ... (x10 d10)]/X10

donde: x1, x2, x10 son las semillas germinadas en el d 1, 2,...10; d1, d2,... d10 son los dias de
incubacion, y X10 es el numero total de semillas germinadas en el dia 10 cuando se realizo el

conteo final de semillas germinadas.

A los 52 dias después de la siembra en bandeja y 31 dias después del trasplante, se realizd
un muestreo destructivo extrayendo el 50% de plantulas de cada repeticion tomando la muestra al
azar para las respectivas evaluaciones de las variables fenoldgicas: longitud del tallo, longitud de
la raiz, longitud total de la planta, didmetro del tallo, peso fresco y peso seco total. Al finalizar el
ensayo se procedié a medir con una regla graduada las variables de las plantas de tomate para
determinar diferencias entre estas. Las raices se lavaron con agua de chorro para eliminar la tierra,
seguidamente las plantas se secaron en un horno a 50 °C por tres dias para determinar su peso

seco en una balanza analitica A&D Company (Constanza-Corrales et al., 2010).
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Tratamientos para evaluar la efectividad de los biocontroladores sobre el patogeno en la

germinacion de semillas de tomate.

TRATAMIENTO DESCRIPCION CONCENTRACION BIOPOLIMERO N DE
espora/ml? SEMILLAS
T1 ADE - - 100
F. oxysporum f.
T2 sp. lycopersici 1x10° - 100
(Fol)
T3 Bacillus subtilis 1x 108 Almidon 100
T4 Bacillus subtilis 1x 106 Goma arébiga 100
T5 T. harzianum 1x10° Almidon 100
T6 T. harzianum 1x10° Goma arabiga 100
T7 Bacillus subtilis 1x 108 Almidon 100
T8 Bacillus subtilis 1x 108 Goma arébiga 100
T9 T. harzianum 1x 108 Almidon 100
T10 T. harzianum 1x108 Goma aréabiga 100

7.3 Andlisis de Datos

A todos los datos obtenidos se comprobd las premisas de normalidad por el test de Shapiro

Wilk o Francia y la homocedasticidad por la prueba de Levene o Barlett y se practico un Analisis

de Varianza de una via (ANOVA) y cuando existieron diferencias significativas entre los

tratamientos las medias se compararon por el método de Tukey para una significancia de P < 0.05

y 95% intervalo de confianza, usando el Programa Estadistico R-Studio version 7.1.0.
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8 RESULTADOS

8.1  Colectay aislamiento de Fusarium spp

Los aislamientos provienen de dos localidades del departamento de La Libertad. En fechas
diferentes se obtuvieron muestras de plantas de tomate enfermas, la primera y tercera muestra
corresponden a dos parcelas de San Andrés |, y la segunda proviene de Zapotitan, estas parcelas
pertenecen al CENTA. Las muestras se colectaron de plantas de tomate var. CENTA
CUSCATLAN en la etapa de post cosecha que a nivel macroscopico presentaron sintomas de
fusariosis (Fig.7), los aislados de las muestras se designaron con cédigo FM1, FM2 y FM3.

Figura. 7
Plantas de tomate con sintomas de Fusariosis. (A-B) Muestras de San Andrés | de donde se aislo
FM1y FM3; (C) Muestra proveniente de Zapotitan de donde se aislo la cepa FM2.
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8.2  Caracterizacién morfoldgica

La caracterizacion morfoldgica revel6 que el aislado FM1 compartia caracteristicas tipicas
de Fusarium oxysporum. El cultivo en PDA crecié rapidamente a los 7 dias de incubacién present6
colonias con micelio de color blanco en las primeras etapas de crecimiento tornandose violeta
palido con la esporulacion (Fig.8A), micelio delicado y disperso en algunos cultivos mientras que
abundante en otros, y produccion de micelio aéreo; todas estas cualidades corresponden con las
descripciones que estan en el Manual de Fusarium de Leslie & Summerell (2006).

En la morfologia microscopica se observaron las estructuras de propagacion con
caracteristicas claves como microconidias ovaladas, sin septos, unicelulares formadas sobre
fialides cortas, macroconidias en forma de hoz compuestas por 4-6 septos con células apicales
cortas ligeramente curvas y células basales puntiagudas con forma de gancho, muy abundantes en
el medio de cultivo segin Nelson et al. (1983), la formacidon de estas estructuras es comun en este
tipo de colonias. Formacion abundante de clamidosporas intercaladas en las hifas, apareciendo
solas o en pares con paredes de aspecto rugoso, se forman en cultivos viejos cuando se agotan los
nutrientes en el medio de cultivo siendo una estructura de resistencia del hongo (Fig.8B-F).

Entre los caracteres macroscopicos de los aislados FM2 y FM3 se encuentran como
cultivos algodonosos de color blanquecino a marron con abundante produccion de esporodoquios
de color crema (Fig.9). A nivel morfoldgico los cultivos presentaron macroconidias con 3-4 septos
muy anchas y robustas formadas sobre esporodoquios largos, con célula apical redonda, pie recto
y ligeramente redondeado. Microconidios anchos de forma ovalada con un septo, presentes en el
micelio aéreo que es muy abundante. De acuerdo a Barnett & Hunter (2006) y Leslie &
Summerell (2006) estos caracteres morfolégicos son correspondientes a Fusarium solani que es
muy comun aislarlo en plantas de tomate, basandose en el nicho ecolégico y la morfologia se suele
confundir a F. solani con F. oxysporum, pero se distinguen por la longitud de las monofialides y
que los microconidios de F. solani tienden a ser un poco méas anchos, de forma mas ovalada y

tienen paredes méas gruesas.



Figura. 8

Estructuras propagativas de F. oxysporum producidas en medio de cultivo PDA. A) Cultivos
color violeta palido; B-C) macroconidias (40X); D) Fialides (40X); E) Microconidias (10X) y
F) clamidosporas (40X).
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Figura. 9
Estructuras propagativas de Fusarium solani. A) cultivo de la cepa FM2; B) Macroconidias y
Microconidias (40X); C) cultivo de la cepa FM3; D) Macroconidias y Microconidias (40X).

8.3  Pruebas de patogenicidad de aislamientos de Fusarium spp.

Para determinar la patogenicidad y posible forma especial de Fusarium spp, los
aislamientos se inocularon en plantas de tomate var. CENTA CUSCATLAN evaluando algunos
métodos de inoculacion como: inmersion de raiz; aplicacion en suspension al suelo y combinacion
de ambos tratamientos, las plantas inoculadas con el aislado FM1 mostraron sintomas de marchitez
al finalizar 30 ddi (dias después de la inoculacién) en todos los métodos; por lo que en adelante se
empled la inoculacién directa en el suelo por ser menos invasiva ya que no causa stress adicional
a la planta y es igualmente eficiente. En la segunda prueba de patogenicidad, FM1 produjo los

mismos sintomas de marchitez en donde la planta con el paso de los dias presento6 hojas inferiores
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amarillentas hasta que la marchitez se propagé hacia el apice y hojas superiores ocasionando una
marchitez general, las hojas infectadas se oscurecieron y la base del tallo mostré necrosis de color
marron causando finalmente la muerte de las plantulas a los 45 ddi. En la escala del 1 al 5 de
Marlatt etal. (1996) modificada por Gayosso et al. (2021), para estimar la severidad de la
enfermedad, las plantas presentaron escala 5 que corresponde a planta muerta. Con los postulados
de Koch se confirmo que se trataba del Fusarium oxysporum aislado originalmente de la muestra
de San Andrés | codificada como FM1 (Fig.10) la sintomatologia expresada exclusivamente en las
plantas de tomate inoculadas con el aislamiento se puede asociar a la especificidad del hospedero,
razon por la cual se define como F. oxysporum f. sp. lycopersici. Si bien es cierto que F. oxysporum
tiene muchas formas especiales pero la forma especial “lycopersici”., afecta solo a plantas de
tomate susceptibles a la marchitez vascular (Cardona-Piedrahita & Castafio-Zapata, 2019;
Cordova-Zapata, 2003). Los aislados FM2 y FM3 no expresaron patogenicidad en ninguno de los
ensayos por lo que fueron excluidos de los otros experimentos.

Figura. 10
A-B) Plantas con sintomas de Marchitez vascular; C) Tallo con mancha marrén;
D) Reaislamiento del Fusarium FM1 en medio de cultivo PDA.

8.4 Identificacion de Fol mediante PCR (ITSy TEF-1a.)

El analisis realizado por el laboratorio CENEM y la Universidad de Florida consistio en:

Extraccion de ADN, amplificacion por PCR, secuenciacion y analisis de identidad del marcador



75

ITS1-5.8S-1TS2 (ribosomal internal transcribed spacer) para hongos. Para el analisis de identidad
de la secuencia de ADN obtenida, se utilizo la base de datos de nucle6tidos del NCBI aplicando la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool para nucle6tidos — BLAST®N 2.8.0+ (National
Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine). La amplificacion de
la region ITS asi como el factor de elongacion de traduccion 1-alfa (TEF-1a) confirmaron que a
nivel molecular el aislamiento FM1 se encuentra dentro de la especie Fusarium oxysporum con
100% identidad. La amplificacion de pares de bases de las cepas FM2 y FM3 codificaron para
Fusarium solani; por lo que fueron excluidos de los siguientes experimentos de esta investigacion.
8.5  Conservacion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Los métodos para la preservacion del hongo en ADTE, glicerol al 10%, tubo inclinado y
en papel filtro fueron eficientes, ya que al hacer el control de calidad el hongo se desarrollé
perfectamente en el medio de cultivo, conservando las caracteristicas del cultivo inicial.

Respecto a la conservacion y reproduccion en matrices de arroz; el hongo se diseminé en
todo el sustrato invadiendo completamente los granos de arroz tornandolos de color violeta, sin
embargo se presentaron algunos inconvenientes dentro de los cuales estd el factor tiempo,
considerando este metodo demasiado extenso ya que la cosecha de conidias se realizo hasta los 30
dias después de la inoculacion que es en promedio lo que se tardo en colonizar por completo los
granos y secarse en el papel Kraft; por otra parte no se pudo determinar la concentracién del
producto resultante, porgque solo se cosecho restos de micelio, de modo que el ingrediente activo
del hongo se encontro presente dentro del polvo cosechado; porque al hacer la siembra en PDA el
cultivo crecié con abundante produccion de macroconidios. Es muy probable que durante la
manipulacion del secado, algunos de los granos se contaminaron con los hongos del ambiente pues
algunas placas presentaron contaminacion, por lo que para preservacion de la cepa pura no es
recomendable este método, pero si para mantener activa la virulencia del hongo; ya que en ensayos
de patogenicidad se aplico polvo cosechado proveniente de matrices sin contaminacion, a plantas
sanas de tomate causando marchitez mas rapidamente y de mayor impacto que con una solucion
obtenida directamente de cultivos en placas Petri, siendo por lo tanto econdmica y viable esta
forma para mantener la virulencia de Fol para pruebas de patogenicidad.

8.6  Antagonismo in vitro
Los biocontroladores comerciales B. subtilis y T. harzianum fueron capaces de inhibir el

crecimiento radial del fitopatégeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fig.11). El anélisis de
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varianza detect6 diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05) lo cual indica que hay
evidencia estadistica para rechazar la Hipdtesis nula (Tabla 8). El porcentaje de inhibicion (PI) en
los tres dias de evaluacion vari6 desde O en el testigo hasta 65.3%, 70.3% y 72.7 % en Bacillus
subtilis, siendo éste el mayor porcentaje que en la escala de inhibicién de Bautista (2000), se agrupa
dentro de antagonismo positivo; mientras que T. harzianum vari6 de 30.4%, 39.7% a 52.9% y se
ubica en la escala como antagonismo medio. Asi mismo, los Pl obtenidos a los 2, 6 y 8 dias de
enfrentamiento parecen indicar que a medida que avanza el tiempo de enfrentamiento, aumenta la
capacidad de biocontrol del antagonista frente al patégeno en referencia (Fig.12).

La comparacion de medias para la Tasa de Crecimiento micelial (TC) muestra que Fol
crecié 0.4 cm/dia’, en el tratamiento con T. harzianum 0.2 cm/ dia™, el menor crecimiento se
obtuvo con el tratamiento B. subtilis del orden de 0.1 cm/dia™, lo cual concuerda con el mayor
porcentaje de inhibicion presentado por este microorganismo (Fig.13).

Figura. 11
Inhibicion de crecimiento de Fol in vitro. A) Control; B) B. subtilis, la zona clara es el halo de
inhibicion; C) T. harzianum. La fotografia corresponde a unidades representativas.

A. Control B. B. subtilis C. T. harzianum
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Tabla. 8
Porcentaje de inhibicion de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis sobre F. oxysporum f. sp.
Iycopersici (a= 0.05; valor de P=4 x107'°, F= 3994) y Tasa de Crecimiento micelial por dia en
cm (TC). Medias con la misma literal entre columnas son iguales. Tukey (P<0.05).

Porcentaje de Inhibicién

TRATAMIENTOS Dia 2 Dia 6 Dia 8 TC

Fusarium oxysporum f. sp lycopersici 0.0a 0.0a 00a 04c

Trichoderma harzianum 304D 39.7b 529b | 0.2b

Bacillus subtilis 65.3 ¢ 70.3 ¢ 727¢c 0.la
Figura. 12

Porcentaje de inhibicion de B. subtilis y T. harzianum sobre Fol después de 8 dias de
crecimiento in vitro (p< 0.05).
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Tasa de crecimiento micelial de Fol después de 8 dias de crecimiento in vitro. Letras diferentes
representan diferencias significativas entre tratamientos Tukey (P<0.05).
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Trichoderma harzianum presenté grado 4 de antagonismo donde las colonias crecieron y
esporularon sobre el patégeno Fol, en cuanto al tipo interaccién descritos por
Badalyan et al. (2004) y Molla et al. (2001), predominé el tipo C reemplazo (Fig.14), este se asocia
con el rapido crecimiento de las especies de Trichoderma y con mecanismos de micoparasitismo
y antibiosis, en los cuales principalmente mediante la produccion de enzimas liticas, Trichoderma
sp. tiene la capacidad de usar al patdgeno como sustrato de crecimiento, creciendo inicialmente
sobre su micelio y finalmente reemplazandolo progresivamente gracias a la degradacién de éste
(Hoyos-Carvajal et al., 2009). La figura 14.C muestra a Trichoderma harzianum micoparasitando

las hifas de Fol. por enrollamiento y estrangulacion.

Figura. 14

Antagonismo de Trichoderma harzianum. A) Antagonismo grado 4 y de tipo C reemplazo;
B) Esporulacion; C) Micoparasitismo. Las hifas de color verde de T. harzianum se enrollan
sobre las hifas gruesas Fusarium oxysporum f. sp lycopersici (100X).
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8.7  Bioensayo in vitro

Semillas biocebadas con mezcla de biopolimeros Almidon y Goma arabiga, asi como
bioformulados comerciales de T. harzianum y Bacillus subtilis se evaluaron para determinar la
efectividad en ensayos de germinacion in vitro frente a un aislamiento de F. oxysporum f. sp.
lycopersici, en semillas de tomate variedad CENTA CUSCATLAN.

En esta prueba se obtuvieron porcentajes de germinacién muy bajos en los tratamientos, lo
cual estuvo influenciado porque al sembrar las semillas in vitro en conjunto con Fol este colonizé
completamente la caja de Petri cubriéndola con sus hifas e impidiendo la germinacion de las
semillas (Fig.15), ademas las condiciones de incubacion fueron poco apropiadas por estar bajo
oscuridad y sin control de luz y temperatura en la hielera. En ensayos de germinacion in vitro las
condiciones de incubacion deben ser apropiadas para la germinacién optima de semillas de tomate
donde no esté en desventaja, pero tampoco el patdgeno pues en condiciones naturales normalmente
el hongo prevalece en suelos infestados reduciendo la germinacién. Una opcion podria ser utilizar,
un medio con mayor humedad como agar agua en tubos de ensayo (Corallo, 2012) en discos de
papel filtro como usualmente se hace (Gorrin etal., 2015; Rodriguez et al., 2008) o segun las
normas técnicas del ISTA (International Seed Testing Association) en condiciones controladas de
humedad, temperatura y luz, para determinar la capacidad germinativa.

Para mejorar las condiciones e inducir la germinacion a los 8 dias después de la siembra se
trasladaron a un cuarto con luz ultravioleta; no obstante, a pesar de las circunstancias hubo
diferencias entre algunos tratamientos (Tabla.9). La grafica (Fig.16) muestra que para el dia 7 el
menor porcentaje de germinacion estuvo en T7 con solo 1% y el mayor porcentaje de germinacion
60% lo obtuvo T9 que comparado al tratamiento testigo sano lo super6 en 328% (a= 0.05; valor
de P=4.5 x10"°, F= 8.322).

En el dia 15 el nimero de plantas germinadas disminuyé debido a que algunas plantas
murieron por la resequedad del medio, pero con diferencias significativas en algunos tratamientos
(a= 0.05; valor de P=5.2 x10*, F= 5.813). En T6 y T7 aumenté el porcentaje de semillas
germinadas 23%-24%, aun asi, todos los tratamientos son similares entre sus medias a excepcion
de T2y T9 con valores opuesto extremos (1%, 48%). Con el tratamiento T9 (T. harzianum 108 +
Almidon) algunas semillas lograron germinar porque el biopolimero de almiddn logré conservar

la humedad en la semilla y con T. harzianum 108 esp/mlI™ protegi6 la semilla de la invasion del



80

patdgeno por los metabolitos secundarios que este tipo de antagonista libera al competir en el

medio.

Figura. 15

Interaccion de Fol, y los biocontroladores comerciales sobre la germinacion de las semillas de
tomate. A: Germinacion en el tratamiento testigo sano; B: El micelio de Fol colonizé el medio
impidiendo la germinacion de las semillas de tomate.

Tabla. 9
Porcentaje de germinacion in vitro en semillas de tomate. Evaluacion a los 15 dias después de la

siembra. Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas para Tukey (P<0.05).

TRATAMIENTOS (T)

N° ., Dia 7 Dia 15
Descripcion

T1 Testigo sano 14 ab 14 ab
T2 Testigo enfermo 9ab la
T3 Bs 108 + Almidon 18 ab 9ab
T4 Bs 10° + Goma aréabiga 9ab 7 ab
T5 Th 10° + Almidén 13 ab 6 ab
T6 Th 10° + Goma aréabiga 31 abc 24 abc
T7 Bs 108 + Almidon la 23 abc
T8 Bs 10® + Goma aréabiga 4 ab 14 ab
T9 Th 108 + Almidén 60 c 48 ¢
T10 Th 10® + Goma aréabiga 34 be 30 be
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Figura. 16
Porcentaje de germinacion in vitro de semillas de tomate biocebadas con biocontroladores y
biopolimeros. Evaluacién a los 7 y 15 dias después de la siembra.
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8.8  Bioensayo in vivo
8.8.1 Germinacion in vivo

El analisis de varianza mostré efectos significativos entre tratamientos (P<0.05). La prueba
de medias de Tukey, indicé que para el dia 3 el T8 tuvo un 45% de germinacion muy superior a
los demas y 125% superior al testigo sano, la menor germinacién se produjo en los tratamientos
T5 (1%), T9 (0%) y T10 (0%) que no se diferencian de forma estadistica. En el dia 10 la situacién
cambia, el mayor porcentaje de germinacion lo obtuvo T6 con el 100% los demas tratamientos no
difieren, pero con buenos rangos de porcentajes T3 (77%), T4 (82%), T5 (84%), T7 (92%), T8
(91%), T9 (75%), T10 (81%), mientras que el menor se registrdé en T2 con 35% y T1 con 56%.
Estos resultados demuestran que con T8 se alcanza mayor velocidad de germinacion, pero T6
favorece un mayor nimero de semillas germinadas y que la combinacién goma arabiga mas
biocontroladores induce mayores porcentajes de germinacion.

Los valores del indice de Velocidad de Germinacion (IVG) fueron mayores en los
tratamientos T3 (3.55), T4 (3.45), T5 (3.33), T6 (4.01), T7 (4.43), y T10 (3.43) con respecto a

Testigo enfermo (T2) que presenta un VG muy bajo de 1.69. Con el tratamiento T8 se consigue
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un valor alto 5.12, esto demuestra que semillas de tomate var. CENTA CUSCATLAN inoculadas
con B. subtilis 108 esp/mI™* mas goma aréabiga (T8) germinan a mayor velocidad con un aumento
de 103% en comparacion al testigo sano con el IVG de 2.52 que no se diferencia de forma
estadistica del T2 (Fig.17).

El TMG indica el tiempo requerido para que germine el 50% de las semillas. Los resultados
demuestran que los tratamientos T3 (5.43), T4 (6.11), T5 (5.94), T6 (5.87), T7 (5.38), T8 (4.44),
T9 (6.21), T10 (6.02) no presentan diferencias significativas entre ellos (Tabla.10) y tampoco hay
mucha diferencia respecto al T1 (6.48), Gnicamente el tratamiento T2 presentd diferencia
significativa (P<0,05), con el valor mas alto 8.49. Lo que podria indicar que semillas infectadas
con F. oxysporum f. sp. lycopersici tardan en germinar y se obtienen promedios bajos de
germinacion. Aunque T8 no se diferencia respecto al testigo sano, presenta la menor media de 4.44
respecto a todos los tratamientos por lo que se deduce que las semillas germinan en menor tiempo
aplicando este tratamiento.

Tabla. 10

Porcentaje de germinacion in vivo en semillas de tomate biocebadas con diferentes
concentraciones de biocontroladores y biopolimeros. Evaluacion a los 10 dias después de la
siembra. (a=0.05; valor de p=6.91x10"%; F= 18.3). indice de Velocidad de Germinacion (IVG),
Tiempo Medio de Germinacién (TMG). Las letras distintas entre columnas indican diferencias
significativas para Tukey (P< 0.05). Los resultados mostrados corresponden al promedio entre
las réplicas.

N° TRATAMIENTOS (T) Germinacion
Descripcion Dia 3 Dia 10 VG TMG (dias)

T1 Testigo sano 20b 56 ab 2.52 ab 6.48 ab
T2 Testigo enfermo 9ab 35a 1.69a 8.49Db
T3 Bs 10° + Almiddn 9ab 77 bc 3.55 abc 543a
T4 Bs 10° + Goma arébiga 5ab 82 bc 3.45 abc 6.11a
T5 Th 10° + Almiddn la 84 bc 3.33 abc 5.94a
T6 Th 10° + Goma aréabiga 2 ab 100 ¢ 4.01 bc 5.87 a
T7 Bs 108 + Almidon 18 ab 92 be 4.43 be 5.38a
T8 Bs 10 + Goma aréabiga 45¢ 91 be 5.12¢ 4.44 a
T9 Th 108 + Almidon Oa 75 bc 2.94 ab 6.21a

T10  Th 108 + Goma arébiga Oa 81 bc 3.43 abc 6.02 a
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Figura. 17
Porcentaje de germinacion a los 3y 10 dias e indice de Velocidad de Germinacion (IVG).
Letras diferentes representan diferencias significativas entre tratamientos por dia (P<0.05).
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Las variables morfomeétricas de las plantas de tomate se evaluaron a los 52 dias despues de
la siembra para determinar la efectividad técnica de los biocontroladores comerciales B. subtilis y
T. harzianum a 10%y 102 esp/ml de concentracion y en combinacion con biopolimeros almidon y
goma arabiga, para establecer las diferencias entre los tratamientos. En la tabla 11 se muestran los
resultados de las variables: diametro del tallo, longitud de raiz, longitud del tallo, longitud total,
peso fresco y peso seco.

Tabla. 11

Medias de las variables biométricas diametro del tallo, longitud de raiz, longitud de tallo,
longitud total, peso fresco y peso seco de plantas de tomate. Medias con la misma literal entre
columnas son iguales estadisticamente de acuerdo a Tukey (P<0.05)

TRATAMIENTOS VARIABLES BIOMETRICAS
NP Diametro Longitud Longitud Longitud Peso Peso
Descripcion Tallo Raiz Tallo Total Fresco Seco
(cm) (cm) (cm) (cm) () (),
T1 | Testigo sano 0.41cde 6.50ab 53.6ab 60.9ab  10.27abc 0.93ab
T2 | Testigo enfermo 0.39bcd 6.38ab  56.4abc 62.8ab  11.49bcd 0.89a
T3 | Bs 10° + Almiddn 0.44de 6.62ab 585abcd 65.1abc 11.27 bcd 1.08 abc
T4 | Bs10°+ Gomaarabiga 0.49e 6.25ab 62.0bcd 68.2bc 1399de 1.44d
T5 | Th 10® + Almidén 0.41cde 6.75b 66.5d 73.2¢C 1530 e 151d
T6 | Th10°+ Gomaarabiga 0.40cde 6.75Db 63.6 cd 70.4bc  12.88cde 1.45d
T7 | Bs 108 + Almidén 0.28 a 4.88 a 62.6 cd 67.5abc 7.07 a 1.26 bcd
T8 | Bs10®+ Gomaaradbiga 0.33abc 5.88ab 52.6a 58.5a 9.07 ab 1.37cd
T9 | Th 10% + Almidon 0.30ab 6.25ab  57.9abcd 64.1abc 9.02 ab 1.20 abcd
T10 | Th10® + Gomaarabiga 0.24a 512ab 64.8cd 69.9bc  10.05abc 1.42d
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Diametro del Tallo

El analisis de varianza detect6 diferencias altamente significativas (valor-P= 6.91x107°,
F=18.3) entre tratamientos. El mayor diametro lo consiguié T4 con 0.49 cm, logrando aumentar
en un 20% el didmetro en comparacion al testigo sano. Los diametros de menor longitud estuvieron
en T7y T10 con 0.28-0.24 cm respectivamente (Fig.18A).

Longitud de Raiz

La variable fenologica longitud de raiz (LR) varié de 4.88cmenel T7a6.75cmenT5y
T6, estos ultimo no difieren de forma estadistica, pero presentan el valor mas alto y un aumento
de longitud 3.8% respecto a testigo sano. El analisis de varianza detectd diferencias significativas
entre tratamientos (valor-P=0.01, F=3.062). La prueba de Tukey indica que T5 y T6, fueron
mejores al incrementar la longitud de raiz y la menor longitud esta en T7 los demas tratamientos
no difieren estadisticamente (Fig.18B).

Longitud del Tallo

El andlisis de varianza determiné diferencias altamente significativas entre tratamientos
(valor-P=3.77x10%°, F=6.60). La prueba de medias indica que T5 (66.5) presentd la mayor
longitud del tallo superando un 24% al testigo sano asi también T6 (63.6), T7 (62.6) y T10 (64.8)
gue, aunque tienen medias similares fueron superiores al testigo, no asi T8 con el menor valor de
52.6 (Fig.18C).

Longitud Total

En este caso el anélisis de varianza detectd diferencias altamente significativas entre
tratamientos (valor-P=2.00 x10*#, F=5.42). La prueba de medias indica que T5 (73.2%) presentd
la mayor longitud de las plantas de tomate logrando un aumento del 20% mas que en comparacion
al testigo sano (Fig.18D). Ocurre lo opuesto con T8 que presentd el menor valor (58.5), seguido
de T1 (60.9) y T2 (62.8).

Peso Fresco Total

Todos los tratamientos mostraron efecto sobre la variable biométrica peso fresco, la cual
vario de 7.07 g en T7 a 15.30 g en T5. El analisis de varianza detectd diferencias altamente
significativas entre tratamientos (valor-P=2.30 x107, F=11.06). La prueba de medias muestra que
T5 estadisticamente tuvo el mayor peso fresco superando en 49% al testigo sano, todo lo contrario,
resultd con T7 (7.07), T8 (9.07) y T9 (9.02) al tener el menor peso (Fig.18E).

Peso Seco Total

Todos los tratamientos mostraron efectos sobre la variable biométrica peso seco. la cual
varié de 0.89 g en T2 a 1.51g en T5. El andlisis de varianza detect6 diferencias altamente
significativas (P<0.05) entre tratamientos (valor-P=7.15 x107, F=9.94). La prueba de Tukey indica
que T4 (1.44), T5 (1.51), T6 (1.45) y T10 (1.42) son estadisticamente similares en sus medias, al
aumentar el contenido de biomasa en las plantas de tomate (Fig.18F).



Figura. 18

A) Diametro del tallo; B) Longitud de raiz; C) Longitud del tallo; D) Longitud total; E) Peso
fresco; F) Peso seco. Letras distintas indican que existen diferencias significativas (p=0.05)
entre tratamientos por el test de Tukey.
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9 DISCUSION

El tomate es un cultivo de importancia mundial por su alto contenido nutricional y valor
alimenticio; sin embargo, es preocupante el bajo rendimiento de la cosecha debido a la marchitez
vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. En esta investigacion se aislaron
especies de Fusarium a partir de plantas de tomate con sintomas de marchitez; la capacidad
infectiva se determind practicando los postulados de Koch mediante pruebas de patogenicidad, las
cuales evidenciaron que el aislado FM1 coincidi6 con los sintomas que expresa Fol, ya que de esta
manera Cérdova-Zapata (2003); Jamil et al. (2021); Maurya et al. (2020) y Srivastava et al. (2010)
demostraron en sus respectivas investigaciones que los Fusarium oxysporum aislados pertenecian
a la forma especial “lycopersici”. Un factor clave para el desarrollo de la enfermedad en las plantas
de tomate es la temperatura de incubacion, algunos estudios reportan que la temperatura 6ptima
en el suelo para que Fol exprese la virulencia es de 28 °C, hasta un méaximo de 33 °C y minimo de
20 °C (Boix-Ruiz etal., 2015; Clayton, 1923; Ibrahim & Baghdadi, 2003). En este caso la
temperatura ambiental promedio de los ensayos fue de 27-30°C, valores adecuados para la
expresion de los sintomas de la enfermedad en las plantas de tomate CENTA-CUSCATLAN.

Mediante la prueba de antagonismo dual se evidencio la eficacia de la cepa comercial
B. subtilis al reducir la tasa de crecimiento micelial e inhibir 72.7% el crecimiento in vitro del
patdgeno Fol a los 8 dias de incubacion, de igual forma Ramyabharathi et al. (2016), evaluaron la
capacidad de B. subtilis EPCOL16, al inhibir en un 44% el crecimiento micelial de Fol, gracias a
los antibioticos que la bacteria produce. La habilidad de las especies de Bacillus para inhibir a F.
oxysporum se ha reportado en muchas ocasiones (Jangir et al., 2018; Ramirez-Carifio et al., 2020;
Xu et al., 2020; Zhao et al., 2014), como también su capacidad contra mdltiples fitopatdgenos
(Liu et al., 2016; Wang et al., 2003). En este sentido Sotoyama et al. (2016), demostraron que la
suspension y el filtrado de B. amiloliquefaciens IUMC7 inhibi6 la germinacion de conidios de Fol,
esto se correlaciona bien con Boubakri et al. (2015), quienes confirman que las sustancias filtradas
de las cepas Bsl y Bs2 de B. subtilis redujeron el crecimiento de Botrytis cinérea; mientras que
Slama et al. (2019), consideran a B. halotolerans un guardian contra la fusariosis en las plantas.
Por otro lado se verificé la efectividad de 22 cepas de B. subtilis en la inhibicién del crecimiento
micelial de F. oxysporum (en un rango de 17-48%) y de F. graminearun (Zhang et al., 2009). Del
mismo modo se reportd en Diabankana et al. (2021), que la cepa B. mojavensis PS17 ejercio

inhibicidn contra varios patdgenos, entre ellos Fusarium sp. y A. pisi. En Kejela et al. (2017), a
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través de ensayos de cultivo dual encontraron que 40 aislamientos de Pseudomonas sp. y el aislado
PT11 inhibieron en un 72% a Fusarium oxysporum mientras que un 70% a C. gloeosporoides,
situacion similar informaron Jangir et al. (2018), cuando el antagonista present6 una alta tasa de
inhibicion de 79.37 a 87.5%. Para Zhu et al. (2020), las altas tasas de inhibicion son directamente
proporcionales a una mejor formulacidn, que se traduce en una mayor densidad celular con la
consecuente produccion de metabolitos secundarios. Uno de los mecanismos antagdénicos
empleados por estas bacterias es la liberacion de compuestos volatiles, tal como se evidencié en
De la Cruz-Lépez et al. (2022); He et al. (2020); Ramirez et al. (2022); Zhang et al. (2020), dentro
de los compuestos volatiles esta el dimetilsulféxido, 1-butanol y 3-hidroxi-2-butanona (o acetoina)
(Lim et al., 2017), la produccion de fitohormonas como el acido indol-3-acético o los sider6foros
gue son moléculas que facilitan la absorcion de hierro en las plantas (Knezevi¢ et al., 2021). Otras
de las sustancias producidas son los lipopéptidos que ya han sido extraidos en cultivos de B. subtilis
(Cossus et al., 2021), La capacidad de inhibir patdgenos esté relacionada con la habilidad para
producir metabolitos secundarios con propiedades antimicrobianas Keswani et al. (2020).

El ensayo de antagonismo in vitro evidencié también la capacidad antagonica de
Trichoderma harzianum, que redujo en un 52.9% el crecimiento de las hifas de Fol en cultivo dual,
y mostro hiperparasitismo creciendo por encima del micelio del patdgeno reemplazéndolo
progresivamente, con la consecuente degradacion de las hifas por la produccion de sustancias
antifangicas, aunque la reduccion con este tratamiento fue menor; este modo de accion es algo
distinto a lo que la cepa B. subtilis pudo realizar. Un efecto similar se obtuvo al aislar cepas de
Trichoderma, siendo el aislado Th-8 (T. harzianum) quien present6 una inhibicién significativa
53% sobre Fol, atribuyendo el efecto inhibitorio a la competencia y/o antibiosis
(Maurya et al., 2020), asi también Babychan & Simon (2017), encontraron que el crecimiento
micelial radial de Fol in vitro era inhibido en un 58.4% por el aislado Trichoderma MiT-4, mientras
que Cubilla-Rios et al. (2019), obtuvieron inhibicion entre 55.6 a 52.8%. Por otra parte Michel-
Aceves et al. (2009), evaluaron a Trichoderma sp. e indicaron valores de PICR en intervalos de
16.4. a 77.8% para Fol y de 13.1 a 94.4% para S. rolfsii, estos resultados concuerdan con
Carmona (2019), que evalué elicitores fungicos en la reduccion de la marchitez del tomate. El
ensayo de antagonismo in vitro con cepas de Trichoderma indicé que el producto Tricotec produjo
el PICR mas alto 56% en comparacion a las otras cepas. Por otra parte Badawy & Rabea (2011),

evidenciaron una inhibicion en las distintas etapas de desarrollo del patdgeno; a saber: durante el
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crecimiento, esporulacién, viabilidad, germinacion de esporas y en Ultima instancia la produccién
de factores de virulencia fungica. Posteriormente en Bhujbal et al. (2021), los agentes biologicos
Trichoderma sp. redujeron el crecimiento del patégeno en un 61.49-84.84%, seguido de B. Subtilis
79.25% y P. fluoreces 62.36%. El efecto hiperparasitico de Trichoderma sp. fue notorio cuando
invadio el micelio del patdgeno en Martinez-Martinez et al. (2020).

En las interacciones antagonicas de Trichoderma spp. los mecanismos principales se basan
en la competencia por nutrientes y espacio, el micoparasitismo, la antibiosis, secrecion de
metabolitos secundarios para el crecimiento y defensa vegetal (de Aguiar et al., 2014; Hernandez-
Melchor etal.,, 2019; Sandle, 2014; Vargas-Hoyos & Gilchrist-Ramelli, 2015), siendo el
micoparasitismo el modo de accion mayormente empleado por estas especies, el cual inicia cuando
el antagonista reconoce al hospedante y se une a las hifas mediante apresorios, posteriormente
degrada la pared celular mediante la secrecion de enzimas, principalmente quitinasas, [3-1,3-
glucanasas, celulasas, proteasas y fosfatasas (Qualhato etal., 2013), también provocan la
retraccion de la membrana plasmatica y la desorganizacion del citoplasma e inhiben la
germinacion de esporas y la elongacion del tubo germinativo (Romero-Cortes et al., 2016). La
agresividad para micoparasitar y la velocidad de crecimiento que debe ser superior al patégeno, es
una cualidad importante para la seleccibn de cepas promisorias de Trichoderma
(Guédez et al., 2012).

Los resultados de este estudio indican la efectividad del biocebado de semillas con agentes
de control bioldgico mas adhesivos para inducir la germinacion de semillas de tomate var. CENTA
CUSCATLAN que se encuentran en entornos infectados por Fol. Por ejemplo, en el bioensayo in
vitro el biocebado con T. harzianum 10% esp/mIt y Almidén (T9) estimulé un 60% de la
germinacién de semillas de tomate. Un resultado distinto fue en el bioensayo in vivo ya que T6
que consistio en T. harzianum 10° esp/mI™ mas Goma Arabiga logro que el 100% de semillas
germinaran, esto indica que el éxito de la germinacion depende del tipo de microorganismo mas
el biopolimero empleado durante el biocebado, y que concentraciones altas de indculo no
necesariamente mejoran los parametros; ya que se puede conseguir buenos resultados con
concentraciones bajas de producto, tal como ocurri6 en el caso de T. harzianum 10° esp/mlty
Almiddn (T5) que logré incrementos en las variables fenoldgicas: diametro del tallo, largo de raiz,
longitud del tallo, longitud total, peso fresco y peso seco. Esto concuerda con la investigacion de

Pullupaxi (2016), quien evalud cepas de Trichoderma lignorum y T. harzianum evidenciando el
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biocontrol ejercido por este Gltimo en Fusarium oxysporum en el cultivo de tomate rifion, pues
presentd mejores resultados en cuanto las variables: porcentaje de incidencia, diametro del tallo,
namero de flores, altura de la planta y longitud del tallo; también en Srivastava et al. (2010),
semillas de tomate impregnadas con T. harzianum y P. fluorescens (individualmente y en
combinacidn) aplicando el indculo en polvo (portador) o aglutinante (goma arabiga) consiguieron
disminuir el tiempo de germinacidén, aumento en la tasa de germinacion y reduccion de la
incidencia de marchitez por Fusarium spp. tanto en maceta y a nivel de campo. El porcentaje de
germinacion in vitro fue altamente efectivo con semillas de okra recubiertas con T. harzianum
suplementado con 2% de almidon (p/v) como adhesivo y concluye que podria ser una alternativa
para reducir las pérdidas por la geminacion tardia (Mukhtar, 2008). Por otro lado
Moghaddam et al. (2019), mencionan que el biocebado de semillas con Trichoderma y
Pseudomonas incremento el porcentaje de germinacion, tasa de germinacion y los indices de vigor
en condiciones Optimas y de estrés por sequia. Las inoculaciones con Trichoderma y la
estimulacion de crecimiento e incrementos en la productividad han sido observados en especies
como clavel, rabano, tomate, lechuga, mani, frijol, entre otros (Ayyandurai etal., 2021;
Gravel etal.,, 2007; Gupta etal., 2014; Hoyos, 2011). En este sentido, aplicar consorcios
microbianos (Trichoderma harzianum, Azospirillum lipoferum, Pseudomonas fluorescens,
Rhizobium spp., Bacillus spp., etc.) beneficiosos mejora las propiedades del suelo, el crecimiento
de las plantas y la actividad simbidtica de los microorganismos (Javaid, 2010; Sarkar et al., 2020),
la aplicacion combinada de Pseudomonas aeruginosa, T. harzianum, y Mesorhizobios sp. usando
goma arabiga como ligante en semillas, fueron eficaces para promover el crecimiento vegetal y
biosintesis de &cido fendlico en garbanzos infectados con el patdgeno Sclerotium rolfsii en
comparacion a la inoculacion individual y control sin inocular (Singh et al., 2014). Del mismo
modo al recubrir semillas de tomate con consorcios formulados a base de Trichoderma parareesei
+ Pseudomonas fluorescens +Bacillus subtilis + Azotobacter chroococcum se redujo de forma
significativa la incidencia de la marchitez causada por Ralstonia solanacerarum y condujo a mayor
rendimiento de fruto (Nath et al., 2016).

Trichoderma sp. es un hongo ampliamente utilizado para el recubrimiento de semillas por
sus multiples beneficios para controlar agentes patdgenos como Fusarium spp. (Babychan
& Simon, 2017; Sivan et al., 1987; Sivan & Chet, 1986) en condiciones de invernadero y campo.

Es importante recalcar que son capaces de aumentar el crecimiento temprano y la vegetacion de
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plantulas en condiciones Optimas y bajo estrés, reduciendo la produccién de etileno derivada de la
reduccion del precursor del acido 1-aminociclopropano 1-carboxilico (Fazeli-Nasab et al., 2022;
Fazeli-Nasab & Sayyed, 2019) y la produccién de auxinas (Contreras-Cornejo et al., 2009). Es
conocido que los agentes de biocontrol activan la resistencia sistémica inducida (ISR) en plantas
infectadas, fortaleciendo el sistema inmunitario para resistir las enfermedades
(Abdelrahman et al., 2016), esto se logra al liberar metabolitos secundarios (Keswani et al., 2016).
La produccion de metabolitos secundarios mediada por este agente, juega un papel crucial en la
fisiologia vegetal, por ejemplo Trichoderma sp. estimula el crecimiento de las plantas por la
sintesis de Acido Indol Acético y giberelinas (AIA, GA3), disminuye el nivel de etileno cuando
coloniza la raiz (Harman, 2011; Lépez-Bucio etal., 2015; Paramanandham etal., 2017;
Prasad et al., 2020). El mecanismo directo por el cual promueve el crecimiento de las raices, tallos
y area foliar en plantas de tomate es a través de la induccion en los niveles de AlA y GA3
(Cai etal.,, 2015; Olowe etal., 2022), induce el crecimiento temprano en las plantas
(Eltlbany et al., 2019) e incrementa la germinacién de semillas de tomate y produce &cido
harzianico (Vinale etal., 2013). La mejora en el crecimiento y rendimiento también esta
influenciada por la produccién de sustancia antifungicas como Trichodermina (Balode, 2010),
endoquitinasas, 3-glucosidasa, a-1,3-glucanasa (Monteiro et al., 2011). Este microorganismo tiene
la capacidad de entrar en las raices de las plantas y vivir como endoéfito; esto mejora aspectos como
el peso fresco y seco de las plantas de tomate (Kleifeld & Chet, 1992) y facilita la absorcion de
nutrientes de la planta huésped (Chaudhary & Shukla, 2018; Igbal & Mukhtar, 2020;
Li etal., 2018) lo cual se logra cuando T. harzianum suprime la patogenicidad de Fol por lo que
la planta puede absorber sin ningn problema los nutrientes. La accion del patégeno se restringe
al producir fenol que conduce a la lignificacion-suberizacion (Abd-El-Khair et al., 2019; Abo-
Elyousr et al., 2008), asi también la resistencia sistémica puede aumentar con un cambio en el pH
del citoplasma de la célula vegetal hospedante, por el aumento en el contenido fendlico, lo que
inhibe el desarrollo de patdégenos (Benhamou et al., 2000).

El biocebado con Bacillus subtilis 108 esp/ml* mas goma arabiga como aglutinante (T8),
mejor6 la germinacion de semillas de tomate CENTA CUSCATLAN reduciendo el tiempo de
germinacion y la velocidad de germinacién fue superior. Asi también se evidencio la eficacia de
esta bacteria al mejorar la germinacién y vigor de plantulas de berenjena, algodon, pepino
(Podile & Dube, 1988), okra (ElI-Mohamedy, 2004), guisante (El-Mohamedy & Abd
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El-Baky, 2008), sorgo (Prathibha & Siddalingeshwara, 2013), mijo perla (Saxena et al., 2013) y
tomate (Bellishree etal., 2014). En otro estudio el recubrimiento de semillas de tomate con
B. subtilis 10° ml** suplementado con goma arabiga al 3% favorecid los parametros de crecimiento,
inhibié in vitro a R. solani, redujo la pudricion de la raiz, e indujo la expresién de genes
relacionados con la defensa en la planta (Rashad et al., 2022), situacion similar ocurrié cuando se
probd un producto de Bacillus subtilis y aplic6 como microcapsulas en plantas de tomate
previamente infectadas con F. oxysporum evidenciando la capacidad antagonista de la bacteria,
promocidn del crecimiento vegetal y reduccion de la severidad del patégeno en pruebas in vivo e
in vitro (Valencia, 2018). Mejores resultados en porcentaje de germinacion, velocidad de
germinacién, longitud total de plantula, longitud de brotes menos caracteristicas anormales en
plantulas de lechuga se obtuvieron con semillas cebadas con 0.4% B. subtilis durante 12 h
(Kangsopa et al., 2021). La inoculacion de B. subtilis 10 en dos variedades de trigo aumento la
tolerancia al estrés por sequia inducida, disminuy6 el impacto negativo en la germinacién y
crecimiento de los cultivares, indujo un aumento en los niveles de clorofila fotosintética (Chl) a,
Chl b y carotenoides (Car) en las hojas, promovio la elongacion y acumulacion de biomasa, tanto
en condiciones normales como de sequia en el trigo del cv. E70 (Lastochkina et al., 2020). En el
estudio de Jalapathi et al. (2018), semillas de berenjena biocebadas con Bacillus subtilis 8%
durante 6 h, presentaron un mejor desempefio al aumentar la velocidad y porcentaje de
germinacion, longitud del brote, longitud de raiz, indice de vigor, produccion de biomasa y
aumento en la poblacion de biocontrol. Cuatro cepas de Bacillus 102 cel/ml~fueron probadas en
cultivos de maiz, tomate y zanahoria las cuales mostraron un efecto estimulador de la germinacion
de las semillas de maiz, presentando mayor porcentaje e indice de germinacién y vigor; destacando
las cepas RM5, RC9 y RC15, pero en tomate y zanahoria los resultados fueron variables (Rojas-
Badia etal., 2020). Bajo condiciones de salinidad, el biocebado mejor6 el porcentaje de
germinacion de semillas y el crecimiento de rabano y trigo (Lastochkina etal., 2017;
Lutts et al., 2016).

Bacillus subtilis es una rizobacteria que promueve el crecimiento, germinacién y desarrollo
de las plantas, es cosmopolita, por lo que se encuentra en las raices y suelo sin causar dafio, por el
contrario la presencia de este microorganismo beneficia mucho a las plantas, por ello
Gomez-Molina et al. (2017), proponen la aplicacién como indculo en cultivos como alternativa

para disminuir el uso de fertilizantes, presentan potencialidades para ser utilizados como
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promotores de la germinacion y sus capacidades fisioldgicas (Araujo et al., 2012). Un aspecto
interesante es que promueve el crecimiento en plantas de tomate incluso si estan infectadas con
patdgeno, esto de acuerdo a lo informado por Gohil et al. (2022), pues la aplicacion de B. subtilis
estimulé el crecimiento en plantas de mani. Se ha informado que el compuesto promotor del
crecimiento es la produccion del compuesto bioactivo 2,3-butanodiol (Wu etal., 2019). Asi
también esta bacteria produce alrededor de 200 antibidticos con estructuras y potencialidades
variables, y que los modos de accion incluye competencia por el espacio y/o los nutrientes ademas
de la antibiosis, a través de la produccion de un conjunto diverso de antifingicos volatiles y no
volatiles y/o enzimas antifingicas (Fadiji & Babalola, 2020; Sansinenea & Ortiz, 2011), gracias a
esto y a la produccidn de fitohormonas, la induccion en la resistencia sistémica y tolerancia a estrés
se logra la estimulacién en el crecimiento a través de la disponibilidad mejorada de los
macro/microlementos (fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fosfato, secuestro de hierro)
(Egamberdieva et al., 2017; Lastochkina et al., 2019; Singh et al., 2015).
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10 CONCLUSIONES

Se aislo una cepa infectiva de marchitez vascular en plantas de tomate var. CENTA
CUSCATLAN identificada molecularmente y mediante pruebas de patogenicidad como

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Bacillus subtilis presenté mayor porcentaje de inhibicion sobre Fol (65.3, 70.3 y 72.7%),
alos 2, 6y 8 dias de enfrentamiento, por el contrario, Trichoderma harzianum tuvo menor

antagonismo in vitro (30.4, 39.7 y 52.9%) a los 2, 6 y 8 dias de evaluacion.

Los biocontroladores y biopolimeros fueron efectivos para la germinacion de semillas de
tomate var. CENTA CUSCATLAN. Un 60% de germinacion in vitro se logré en T9
(T. harzianum 108 esp/ml™* + Almidon) y el 100% de la germinacion in vivo con T6
(T. harzianum 10° esp/mI + Goma arabiga). Las variables largo de raiz, largo del tallo,
longitud total, peso fresco y peso seco aumentaron con el tratamiento T5 (T. harzianum 10°
esp/ml™t + Almiddn) y T4 (B. subtilis 10° esp/mlI™ + Goma arabiga) favoreci6 incremento

en el didmetro del tallo.
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11 RECOMENDACIONES

Aislar cepas nativas de T. harzianum y B. subtilis del suelo o raices para evaluar el
antagonismo presentado sobre Fol en comparacion a las cepas comerciales de los

biopreparados empleados en este trabajo.

Biocebar semillas de tomate var. CENTA CUSCATLAN con T. harzianum
10° esp/mlIt mas Goma arabiga (T6), para obtener mayores porcentajes de germinacion, lo
cual también contribuira al control de Fol y a la reduccion de la incidencia de la marchitez

vascular.

Aplicar biocebado a semillas de tomate var. CENTA CUSCATLAN con T. harzianum
108 esp/mlt mas Almidon (T5) para lograr mejores parametros de crecimiento en el cultivo

de tomate.

Determinar la efectividad de los biopreparados para la reduccion de la marchitez vascular

causada por Fol en plantas de tomate CENTA CUSCATLAN en condiciones de campo.

Realizar ensayos sobre el efecto producido por los factores concentracion, tiempo de
biocebado, tipo de biopolimero y biocontrolador en la germinacion de semillas y

rendimiento del cultivo de tomate.

Continuar con estudios enfocados en el biocebado de semillas para una agricultura integral
y sostenible ante los requerimientos exigentes del ambiente.
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13 ANEXOS

Anexo.1.

Paises lideres mundiales de produccion de tomate equivalente a toneladas.

Fuente: Cardona 2018.

EELIL

INDIA

PRINCIPALES PRODUCTORES DE TOMATE
EN EL MUNDO (millones de toneladas)

Anexo.2.

A. Sintoma del marchitamiento vascular causado
por Fusarium oxysporum f. sp lycopersici en una
planta de tomate. B. Sintoma en detalle de la
obstruccion del xilema. C. Sintoma detallado de
la enfermedad en la base de una planta de tomate.
D. Macroconidios de Fusarium oxysporum f. sp

lycopersici. Fuente: Vasquez & Castafo 2017.



Anexo.3.
Caracteristicas culturales y morfologicas de Fusarium oxysporum f. sp. Ilycopersici.

A. Colonia de Fusarium oxysporum en PDA. B. Vista microscdpica de macroconidios abundantes,

comunmente septados (40X).

Anexo.4.
Esporas asexuales de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. A. Microconidios de Fol. a (10X).

B. Macroconidios (40X). C. Clamidosporas a 40X.
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Anexo.5.
Descripcion de T. harzianum (Rifai). A-B. Conidioforos de forma piramidal. C-D. Fialides y
conidios. Resolucion 100Xy 10X




Anexo.6.
A. Bacillus subtilis: esporas elipsoidales, centrales, paracentrales y subterminales.

Fuente: Vos et al. 2001. B. Cultivo en agar nutriente.
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Anexo.7.
Medio Agar Nutriente. Adaptado de Britania Laboratorios 2015.

FORMULA (en gramos por litro)

PIUTIPEPIONA. ....eoiiiieiiie ettt e et eerae e eereeeeans 5.
EXtracto de CArme........cocuieiiriieiiirieiiieieeesestee et 3.0.
ClOTUro de SOAI0. ... .eiiuiieiieiiiete ettt 8.0.
N | S UURRRRPUPRPNE 15..

pH final: 7.3 £ 0.2

Anexo.8.
Medio Papa Dextrosa Agar. Adaptado de MERCK 2017.

Infusion de Papa (Infusion para 200 g de papas) 4 ¢g/L

D(+)-Glucosa (=Dextrosa) 20 g/L

Agar-Agar 15 g/L




Anexo.9.

Aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Seleccion de zonas con manchas

Colecta de las muestras de .
marrones o parduzcas del tallo y raiz

plantas de tomate CENTA
CUSCATLAN

Identificacion de los caracteres

morfologicos en microscopio de Siembra en PDA y desarrollo de
campo claro colonias fungicas de color blanco
algodonoso



Anexo. 10.

Postulados de Koch con la prueba de patogenicidad

Presencia del patgeno en Aislamiento del patégeno Al inocularse en plantas

la planta hospedante. en cultivo axénico sanas de tomate causé la
enfermedad inicial.

]I

Reaislamiento del patdgeno
presentando las mismas
caracteristicas del aislamiento
original.




Anexo. 11.

Prueba de patogenicidad inicial

Inoculacion y establecimiento de los
tratamientos

Caracterizacion morfologica de los
macroconidios con forma de canoa y
tabique



Anexo.12.

Preparacion y recuento de células en camara de Neubauer. A. Estas cdmaras ocupan un volumen
especifico (10-15 ulL) y presentan una cuadricula que consta de un cuadrado central de 1 mm de
lado, dividido en 25 cuadrados. B. Cada uno de ellos a su vez, se encuentran divididos en 16
cuadrados mas pequerios para permitir el conteo. La camara se cubre en su superficie por un
cubreobjetos de vidrio. C. El espacio entre el portaobjetos y el cubreobjetos es de 0,02 mm. La
rejilla tiene un drea total de 1 mm? y un volumen total de 0,02 mm. D. Se introduce la suspension
bajo el cubreobjetos, usando una pipeta y con la ayuda del microscopio compuesto se determina
el numero de UFC/ml. El conteo se repite por lo menos seis veces y se saca un promedio. Este
promedio de células contenidas en dicho volumen se expresa por ml de muestra.

Fuente: Covacevich & Consolo 2014.

Camara Neubauer — 1mmg

A Canal transversal e .

O \ o— ; e

b 3 y _~ - ; i ~
Canales longitudinales

g 1 mm "x‘

Colocar cubreobjeto

o

5 1

o
| BE- |

Conteo por cuadrantes

Adicionar 0,1 mL
do solucion




Anexo.13.

Tabla de contingencia del grado de patogenicidad

Fecha inicio: Fecha final:
Hora inicio: Hora final:
_ Control FM1 FM2 FM3
Escala de Severidad
T1 T2 T3 T4
1:Plantas sin sintomas
X X X
2: Planta con clorosis
leve en las hojas
inferiores
3: Clorosis moderada
4: Clorosis severa
X
5: Planta muerta X




Anexo.14.

Conservacién y reproduccion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en arroz

Matrices de arroz inoculadas
con Fol en frascos de vidrio

Cosecha del hongo:
Pulverizacion del sustrato

Tamizaje con tamiz de 600
um mediante frotacion
manual

Conservacion del ingrediente activo del
hongo en tubo Falcon



Anexo.15.
Identificacion molecular de Fusarium oxysporum en el laboratorio CENEM, empresa MICSA

CODIGO 10.C-IF-FTP-001 V1, muestras 22-037
Guatemala, 13 de junio de 2022

Ing.
Karen Corado
Presente

A continuacion, se describe el resultado obtenido para los andlisis realizados a la(s) muestra(s) enviada(s) al laboratorio:

Tipo de An_allsus* Cédigo de Aislamiento microbiolégico Resultado identificacion molecular*
muestra realizado muestra

3 A partir del cultivo en caja de Petri, Aislado “a”: Fusarium oxysporum,
Aislado . . X .
SR i s se re-aislaron 2 variantes de 100% identidad.

fungico en Identificacion P it
4 22-037 Fusarium sp. macroscépicamente 2 o : g
caja de molecular 5 : T g Aislado “b”: No identificado
R diferentes (Aislado “a” y aislado “b”).
petri 2 :
Véase Figuras 1y 2.

*Los resultados presentados corresponden al proceso descrito a continuacion:

El analisis consistid en: Extraccion de ADN, amplificacion por PCR, secuenciacidon y analisis de identidad del marcador 1TS1-5.85-ITS2
(ribosomal internal transcribed spacer) para hongos. Para el andlisis de identidad de la secuencia de ADN obtenida, se utilizé la base de
datos de nucledtidos del NCBI utilizando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool para nucledtidos — BLAST®N 2.8.0+ (National
Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine); excluyendo muestras no cultivadas/ambientales, optimizada para
secuencias altamente similares (megablast).

Consideracion importante: El resultado antes descrito corresponde Unicamente a la muestra recibida en el laboratorio; el
resultado no concluye que todo el lote en mencidn tiene las mismas caracteristicas.

Esperamos haber atendido su requerimiento a la altura de sus expectativas. Si tiene alguna duda o consulta, por favor
comuniquese con nosotros.

Moa B it

Lic. Eduardo Arrivillaga Lic. Maria Fernanda Lainfiesta
Técnico Coordinacion
Servicios Microbioldgicos Servicios Microbioldgicos

Lic. Elena Dardon Fresse
Jefatura
CENEM

Km. 36.5 Carretera a El Salvador 10km a la derecha, Aldea El Jocotillo, Villa Canales



CENEM

CENTRO DE EXCELENCIA MICROBIANC

Figura 1. Cultivo en medio PDA (agar papa dextrosa) : Izquierda — Aislado “a”, derecha — Aislado “b”.

Anexo.16.
Resultados de la identificacion molecular de la Universidad de Florida
BLASTN

Los cebadores utilizados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) incluyeron ITS4
(5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3') para
ITS (White et al., 1990), y EF1 (5-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC- 3) y EF2 (5-
GGAAGTACCAGTCATCATGTT-3") para TEF (O'Donnell et al., 1998). Los tamafios de
amplicon de FM1 ITS y TEF fueron 538 pb y 688 pb, respectivamente. Los productos se
purificaron utilizando exonucleasa | y fosfatasa alcalina de camardn para eliminar el exceso de
cebadores y dNTP antes de la secuenciacion de Sanger. La comparacion de la secuencia de TEF
obtenida del aislado FM1 con la base de datos del NCBI mostr6 una identidad del 99,85 % y una
cobertura de consultas del 99-100 % con respecto a la secuencia de TEF de los aislados dentro del
complejo de especies de F. oxysporum. Mientras que una comparacion de la secuencia ITS de FM1
mostré una cobertura de consulta del 100 % para aislamientos del complejo de especies de
F. fujikuroi, pero un mayor porcentaje de identidad (99,41 %) para aislamientos del complejo de
especies de F. oxysporum. El valor E de los resultados proporcionados para TEF e ITS fue 0, lo
que indica una coincidencia exacta con los resultados consultados. Los resultados del analisis
filogenético de las dos secuencias con resultados consultados de la base de datos Genbank ilustran

aln mas los resultados.



TEF and ITS sequences of FM1:

>FM1_TEF_consensus_sequence
GGAGGACAAGACTCACCTTAACGTCGTCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGCAGTCGA
CCACTGTGAGTACTCTCCTCGACAATGAGCATATCTGCCATCGTCAATCCCGACCAA
GACCTGGCGGGGTATTTCTCAAAGTCAACATACTGACATCGTTTCACAGACCGGTCA
CTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGG
TTAGTCACTTTCCCTTCAATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTACGACTCGA
AACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTAATTTTTT
TGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGAAGGGAGCGTTTGCCCTCTTACCATTC
TCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGCAGTCACTAACCATTCAACAAT
AGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGC
TCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCTGGAAGTTCGAGA
CTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTTCATTCTACTTCT
CTTCGTACTAACATATCACTCAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACAT
GA

>FM1_ITS_consensus_sequence

Las secuencias del aislado FM1 codifican para Fusarium oxysporum

TATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGG
GGTTTAACGGCGTGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGCTAT
GGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGCGAATTAACGCGAGTCCCA
ACACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAA
TACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTT
GTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTT
TAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGC
AACAAGTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCG
CTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTT




Resultados Blastn de la secuencia TEF

Job Title

RID

Program
Database
Query ID
Description
Molecule type
Query Length
Other reports

FM1_TEF_consensus_sequence

VTMHKZADO16 Search expires on 01-11 09:46 am Download All v
BLASTN@  Citation v

nt  See details v
Icl|Query_30441
FM1_TEF_consensus_sequence
dna

688

Distance tree of results MSA viewer @

Taxonomy

Filter Results

Organism only top 20 will appear

| exclude

| Type common name, binomial, taxid or group name ‘

+ Add organism

Percent Identity

Query Coverage

to

| to

Graphic Summary Alignments

Sequences producing significant alignments Download Selectcolumns ¥ Show ]
] select all 0 sequences selected

Desrpion SouneNare | L oo o vle | et | Lon | Asesen

v v v | -

(] Fusarium oxysporum partial tefla gene for factor 1 alpha Fusarium oxyspo.. 1256 1256 99% 0.0 99.85% 686 LS4200661
[] Fusarium oxysporum isolate SAT77 factor 1a gene, partial sequence Eusarium oxyspo.. 1254 1254 99% 0.0 99.85% 684 DQ465933 1
(] Fusarium oxysporum isolate F87-Kritd translation factor 1-alpha (tef-1alpha) gene, partial cds Fusarium oxyspo.. 1262 1262 100% 0.0 99.71% 714 KF574856.1
(] Fusarium oxysporum f. sp, asparagi isolate MA_FOA24 factor 1-alpha (tef1) gene._partial cds Fusarium oxyspo... 1256 1256 99% 00 99.71% 687 MT568946.1
(] Fusarium oxysporum isolate MA_FOA19 factor 1-alpha (tef) gene, partial cds Eusarium oxyspo.. 1256 1256 99% 0.0 99.71% 687 MT5689431
(] Fusarium oxysporum f sp. fragariae strain 16C-30KFsa factor 1-alpha gene_ partial cds Eusarium oxyspo.. 1254 1254 99% 0.0 99.71% 687 KJT767461
(] Fusarium oxysporum . sp, fragaria strain 18-13KFs translation factor 1-zlpha gene, partial cds Fusarium oxyspo... 1254 1254 99% 0.0 99.71% 693 KJT76745.1
(7] Fusarium oxysporum f. sp. fragariae strain 23C-12KFsa factor 1-alpha gene. partial cds Fusarium oxyspo... 1254 1254 99% 0.0 99.71% 689 KJT76744.1
[T] Fusarium oxysporum f sp. asparagi isolate GR_FOAS factor 1 alpha (teft) gene partial cds  Fusarium oxyspo.. 1254 1254 99% 0.0 99.71% 693 MT3051851
(] Fusarium oxysporum strain NRRL 44500 ion el factor 1-alpha (EF1-2) gene. partial cds Fusarium oxyspo.. 1253 1253 99% 0.0 99.71% 685 GU1705411
(] Fusarium oxysporum isolate DET-45 translation factor 1-zlpha (tef1) gene, partial cds Fusarium oxyspo... 1256 1256 100% 0.0 99.57% 713 MN2234351
7] Fusarium oxysporum isolate FR3 ! factor 1-alpha gene_partial cds Fusarium oxyspo.. 1256 1256 100% 0.0 99.57% 1001 MK172058.1
[[] Fusarium oxysporum f_sp. cubense isolate CAV2611 translation el factor 1 alpha (tef) gene partialcds  Fusarium oxyspo.. 1256 1256 100% 0.0 9957% 695 KX3554001
(] Fusarium oxysporum isolate EKT 01 translation factor 1-alpha (TEF1) gene, partial cds Fusarium oxyspo.. 1256 1256 100% 0.0 99.57% 703 KU985430.1

Resultados Blastn de la secuencia ITS (F. foetens y F. inflexum pertenecen al complejo de especies

de F. oxysporum)

Job Title FM1_ITS_consensus_sequence Filter Results
RID VTIMGYHUDO13 Search expires on 01-11 0949 am Download All v o
i ly top 20 will
Program BLASTN @ Cilation v ST panis e R o [ Mooy
N | Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Database rRNA_typestrains/ITS_RefSeq_Fungi  See details v
+ Add organism
Query ID Icl|Query_25813
Description FM1_ITS_consensus_sequence Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ ‘ to ‘ | ‘ | to | ‘ ‘ | to | ‘
Query Length 538
Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Desci ns Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ™ Select columns > Show 2]
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
g ST Sere Seore Cover ek laemt  Len | AcEsssn
v v - v -
Fusarium foetens CBS 110286 ITS region; from TYPE material Fusarium foetens 918 918 93% 0.0 99.41% 511 NR 159865.1
Fusarium inflexum NRRL 20433 ITS regien: from TYPE material Fusarium inflexum 939 939 96% 0.0 99.23% 521 NR 1529411
Eusarium circinatum CBS 405 97 ITS region; from TYPE material Eusarium circinatum 963 963 100% 0.0 98.89% 580 NR_120263.1
Fusarium succisae NRRL 13613 ITS region; from TYPE material Fusarium succisae 929 929 96% 0.0 98.85% 522 NR 1748761
Eusarium bactridioides CBS 100057 ITS region: from TYPE material Eusarium bactridioides 957 957 100% 0.0 9870% 557 NR_120262.1
Eusarium i NRRL 13592 ITS region: from TYPE material Eusarium pseudonygamai 924 924 96% 0.0 98.66% 522 NR 1371621
Fusarium CBS 407 97 TS region; from TYPE material Fusarium denticulatum 789 789 82% 0.0 9865% 444 NR 1383591
Eusarium pseudocircinatum CBS 449 97 ITS region: from TYPE material Eusarium pseudocircinatum 887 887 92% 0.0 9861% 502 NR_163683.1
Eusarium fici CBS 125178 ITS region; from TYPE material Fusarium ficicrescens 743 743 77% 00 $857% 421 NR 1520151
Fusarium CBS 414.97 ITS region from TYPE material Fusarium 952 952 100% 0.0 9852% 557 NR_163682.1
Eusarium gutiiforme CBS 409 97 ITS region; from TYPE material Eusarium guttiforme 952 952 100% 0.0 9852% 555 NR_ 1202641
Eusarium begoniae CBS 452 87 ITS region; from TYPE material Fusarium begoniae 9456 946 100% 0.0 $833% 556 NR 1118641
Eusarium ramigenum NRRL 25208 TS region: from TYPE matersial Eusarium ramigenum 913 913 96% 0.0 98.28% 522 NR_111888.1
Eusarium lactis NRRL 25200 ITS region; from TYPE material Eusarium lactis 907 907 96% 0.0 98.08% 522 NR_1118871
Fusarium CBS 125535 [TS region: from TYPE material Fusarium werrikimbe 937 937 100% 0.0 97.97% 550 NR_175624.1




Arbol filogenético basado en las principales secuencias TEF recuperadas durante una consulta
de la base de datos Genbank

This tree was produced using BLAST pairwise alignments. more.
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Arbol filogenético basado en las principales secuencias ITS recuperadas durante una consulta de
la base de datos Genbank:
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Arbol filogenético basado en las principales secuencias de TEF recuperadas durante una consulta

de la base de datos Genbank, pero limitado a secuencias del complejo de especies de Fusarium
oxysporum (taxid: 171631):
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Arbol filogenético basado en las principales secuencias ITS recuperadas durante una consulta de

la base de datos Genbank, pero limitdndose solo a las secuencias de la secta Fusarium.
Setofusarium (taxid:5506):
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Anexo.17.

Resultados de la identificacion molecular de FM2 y FM3
>FM2_ITS_consensus_sequence

La secuencia de la cepa FM2 codifica para Fusarium solani

MTCCGGAGSKGGGRTGTYTTANGRCGYGGYCRCGCCGCWCWCSAGCTGCGAGGTGT
TAGCTACTACACAATGGAAGCTGCGGCGGGACCGCCACTGTATTTGGGGGACGKCG
TTGTGACCGCAGGSGGCTTCCGCMGATCCCCAMCGCCAGGCCCGGGGRCMTSAGGG
WWGTAAWGRCGCTCGAACAGGCATGCACGCCAGAATACTGGCRGGCRCAAKGWG
CGTTCAAAGATTCKATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAATTACTTATCGCATTTCGC
TGCKTTCTTCATCGAYGCCAGASCCAAGAGATCCGTWGTWGAAAGWWWWMATTT
ATTGCTKGTTTACTSAGAAGAAACATTATAGAAACAGAGCTAGKKGGTCCTCTGGCG
GGGGCGGCCCGTGTCACGGGCYGTCTGTWCCCGCMGAGGCRACGTTAT

>FM3_ITS_consensus_sequence

La secuencia del aislado FM3 codifica para Fusarium solani

GATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATTCGAGGTCAACATTCAGAAGTT
GGGTGTTTTACGGCGTGGCCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGAGGTGTTAGCTACTACGC
AATGGAAGCTGCGGCGGGACCGCCACTGTATTTGGGGGACGGCGTTGTGCCCGCAG
GGGGCTTCCGCCGATCCCCAACGCCAGGCCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATGACGC
TCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCG
ATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATTTATTTGCTTGTTTACTCA
GAAGAAACATTATAGAAACAGAGTTAGGGGGTCCTCTGGCGGGGGCGGCCCGTGTT
ACGGGGCCGTCTGTTCCCGCCGAGGCAACGTTATAGGTATGTTCACAGGGTTGATGA
GTTGTATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAG

Anexo.18.
Preparacion de diluciones decimales en tubos de ensayo. Adaptado de Quistian 2014.

1ml 1ml 1 ml

/‘\/\/’\/’\/\

-
k 9 ml de medio
liquido en cada
< who
= diluciones 1:100
muestra

1:10.000 1:100 000




Anexo.19.
Antagonismo dual de los biopreparados sobre Fol. A. confrontacion dual entre Trichoderma
harzianum y el fitopatogeno en uno de los extremos de la placa. B. Estrias en toda la placa con la

bacteria Bacillus subtilis y en medio el disco con Fol.

A

Anexo.20.

Puntos de la zona de interaccion entre los hongos.




Anexo.21.

Materiales para la elaboracion del biopolimero. Modificado de Caballero et al. 2016

Materiales Cantidad

Agua 500 ml

Almidén I5¢g

Glicerina 125¢g

Gelatina sin sabor 045¢g
Anexo.22.

Preparacion del biopolimero goma arabiga al 25%.
Hacer los respectivos célculos teniendo en cuenta que la cantidad de soluto en un disolvente es
posible expresarlo en forma cuantitativa en varias formas como por ejemplo el porcentaje en masa,

el cual se obtiene con la siguiente formula:

P masa de soluto
%—= - — X100%
v volumen de disolucion

En este caso se van a preparar 500 ml de goma arabiga a una concentracion de 25%
Datos:

% enp/v= 25%

masa de disolucion = 500 ml

2504 = g de soluto X100%
T T 20mL 0

Al despejar la formula se obtiene:

25% g/ml

g de soluto = 100%

X500ml=125g



Anexo.23.
Aplicacion de los bioformulados y biopolimeros a semillas de tomate CC

Cf'-_(’at C!"f ‘e,

Elaboracion de biopolimeros Semillas de tomate var. CENTA
CUSCATLAN

Bioformulados B. subtilis y T. harzianum
en polvo hidrosoluble 10° y 108 esp/ml*

Dispensacidon de semillas en placas Petri
(Bioensayo in vitro)



Anexo.24.
Bioensayo in vivo en bandejas de germinacion

Semillas biocebadas con la mezcla de

Inoculacion del suelo con la ) . )
biopolimeros y biocontrolador
n

suspension de Fol 10° esp/ml*
| |

&

< =

Siembra de semillas por
tratamiento

Germinacion de las semillas
en las bandejas

)

Trasplante en bolsas




Anexo 25.

Lista de simbolos y abreviaturas

Simbolo:
°C

C.E

cm
cm/diat
Con/ml?
Esp/ml*
et al.

g

h

ha

Km

kg
mS/cm
min

ml

um

mz

pH

qq

PPM

T1
TO

Abreviatura
Al
ANOVA
ADE
ADTE
AMPc
BAFEs
BCA

Bs

CABI
CCB

Término

Grados Celsius
Conductividad Eléctrica
Centimetros
Centimetros por dia
Conidios por mililitro
Esporas por mililitro

et alii (y otros)

Gramo

Horas

Hectareas

Kilometro

Kilogramo

mili Siemens por centimetro
Minutos

Mililitro

Micrémetros
Manzanas

Potencial de Hidrogeno
Quintales

Partes Por Millén
Segundos

Tratamiento 1
Temperatura

Término

Almidén

Anaélisis de la Varianza

Agua Destilada Esterilizada

Agua Destilada Tres Veces Esterilizada
Adenosin Monofosfato Ciclico
Bacterias Formadoras de Endospora
Agentes de Control Bioldgico

Bacillus subtilis

Centre for Agricultural Bioscience International
Camara de Comercio de Bogota



CENTA
DCA
DBCA
DNA
DNAr
EM
FAO
FIRA
Fo

Fol
Ga
INTA
IPGRI
ISR
ITIS
MAG
msnm
NCBI
NPK
PCR
Pl
PICR
PGPM
PGPR
ROS
SAGARPA
UE
SIX
PDA
RNA
TDS
Th

uv

Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal “Enrique Alvarez Cérdova
Disefio Completamente al Azar

Disefio de Bloques Completos al Azar

Acido Desoxirribonucleico

Acido Desoxirribonucleico ribosomal
Microorganismos Eficientes

Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
Fideicomisos Instituidos en Relacion con la Agricultura
Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Goma arabiga

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
International Plant Genetic Resources Institute
Resistencia Sistematica Inducida

Integrated Taxonomic Information System

Ministerio de Agricultura y Ganaderia

metros sobre el nivel del mar

National Center for Biotechnology Information
Nitrégeno-Fdsforo-Potasio

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Porcentaje de Inhibicion

Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial
Microorganismos promotores del crecimiento vegetal
Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal

Especies Reactivas del Oxigeno

Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
Unidades Experimentales

Proteinas Secretadas en el Xilema

Papa Dextrosa Agar

Acido ribonucleico

Solidos Totales Disueltos

Trichoderma harzianum

Ultravioleta



AnNexo.26
Glosario

A

Acaros: Son animales diminutos con un tamafio que va de 0.1 mm a 3 cm de longitud. Pertenecen
a la clase Arachnida, y viven tanto en medios terrestres como acuaticos.

Acidos grasos: Son los componentes orgéanicos (pequefias moléculas que se unen para formar
largas cadenas) de los lipidos que proporcionan energia al cuerpo y permiten el desarrollo de
tejidos.

Acidos nucleicos: Constituyen el material genético de los organismos y son necesarios para el
almacenamiento y la expresion de la informacion genética.

Aerdbios: Organismos que pueden vivir o desarrollarse en presencia de oxigeno

Agroecosistemas: Es cualquier tipo de ecosistema modificado y gestionado por los seres humanos
con el objetivo de obtener alimentos, fibras y otros materiales de origen biético.

Agroindustria: Es la actividad econémica que se dedica a la produccion, industrializacion y
comercializacién de productos agropecuarios, forestales y otros recursos naturales biolégicos.

Anaerobios: Son microorganismos que son capaces de sobrevivir y multiplicarse en ambientes
que no tienen oxigeno.

Anamorfo: Constituyen un ensamblaje artificial de los estados asexuales de hongos ascomicetos
y basidiomicetos. En sentido estricto, se definen como los hongos que carecen de estructuras
sexuales y que producen esporas asexuales.

Antagonista: Es la interaccion que provoca que una sustancia o un organismo no puedan realizar
una actividad al estar en contacto con otro.

Antibiosis: Involucra la produccion de metabolitos secundarios (volatiles o difusibles) que inhiben
el crecimiento del otro hongo pudiendo provocar la muerte del mismo.

Anticancerigenas: Relacionado con la prevencion o el retraso de la aparicion del cancer.

Antifungico: Sustancia que tiene la capacidad de evitar el crecimiento de algunos tipos de hongos
o0 incluso de provocar su muerte.

Autbgamas: Consistente en la union de dos gametos de sexo distinto formados en un mismo
individuo.

B

Bacteria: Son organismos procariotas unicelulares, que se encuentran en casi todas las partes de
la tierra. Son vitales para los ecosistemas del planeta. Algunas especies pueden vivir en
condiciones realmente extremas de temperatura y presion.

Biodiversidad: Es la variabilidad de organismos vivos de cualquier fuente, incluidos, entre otros,
los ecosistemas terrestres y marinos y otros sistemas acuaticos, y los complejos ecologicos de los



que forman parte; comprende la diversidad dentro de cada especie, entre las especies y de los
ecosistemas.

Biocebado: Es un proceso de tratamiento bioldgico de semillas que combina la hidratacion de
semillas y la inoculacion con microbios benéficos para lograr la proteccion de semillas contra
patdgenos transmitidos por el suelo mejorando la germinacion, el establecimiento de plantulas y
el crecimiento vegetativo.

Biocontroladores: Son productos, de origen biolégico, que actian como antagonistas frente a
microorganismos patdgenos que producen dafio en los cultivos. Este tiene la caracteristica de no
dejar residuos, y no ser perjudiciales para la salud humana, como tampoco para el medio ambiente.

Biofumigacion: Es una técnica que permite utilizar la materia orgénica asi como los productos de
su descomposicion en el control de patdgenos presentes en el suelo.

Biomasa: Cantidad total de materia viva presente en un organismo, comunidad o ecosistema.

Biopolimero: Son compuestos sintetizados por los seres vivos y cumplen funciones biologicas
(como el caso de las proteinas, acidos nucleicos), estructurales (polisacéridos) y de defensa o
mantenimiento de la actividad acuosa (biopeliculas).

Biopreparados: Son sustancias y mezclas de origen vegetal, animal o mineral presentes en la
naturaleza que tienen propiedades nutritivas para las plantas o repelentes y atrayentes de insectos
para la prevencion y control de plagas y/o enfermedades.

Biorregulador: Son aquellos que en su formulacion contienen moléculas protagonicas para la
expresion o inhibicién de un cierto proceso, estas moléculas generalmente son fitohormonas
(idénticos a los compuestos naturales) o bien compuestos de efecto tipo hormona.

Biotipo: Referido a aquellas cepas que poseen caracteristicas morfoldgicas representativas de su
especie, es decir, la forma tipica que puede considerarse modelo de su especie, variedad o raza.

C

Células conididgenas o Fialides: Ceélula terminal del coniodiéforo y productora de conidios, en
forma de botella que se une por su base en la métula y la cual constituye el soporte de los conidios.

Cepas: Es un conjunto de microorganismos, que comparten rasgos comunes, como por ejemplo,
su virulencia, su expansion, sus mutaciones o su resistencia hacia algun agente, por ejemplo
un antibidtico.

Clamidospora: Es un tipo de espora de paredes gruesas de varias clases de los hongos.

Clima calido: Es muy estable en cuanto a temperatura se refiere, ya que no tiene grandes
variaciones durante el afio como en zonas cercanas a la linea ecuatorial.

Clima templado: Sus temperaturas promedio rondan los 15 °C y sus precipitaciones se sitlan
entre los quinientos y los mil milimetros al afo.

Colonia: Agrupacion de bacterias originadas a partir de una bacteria madre que se establecen y
extienden por determinado medio.

Conidias: Son esporas asexuales, no méviles de un hongo.


https://deconceptos.com/general/expansion
https://deconceptos.com/general/resistencia
https://deconceptos.com/ciencias-naturales/antibiotico

Conidiogénesis: Proceso de formacion de esporas asexuales.

Contaminacién: Es aquella que se produce por los diferentes macroorganismos o agentes
contaminantes bioldgicos patdgenos que descomponen la materia, la calidad del aire, agua y suelo.

Control bioldgico: Consiste en el uso de uno o mas organismos benéficos (enemigos naturales)
para reducir la densidad de otro ser vivo, una planta o animal que causa dafio al hombre (plagas)

Cosmopolita: Se aplica a los organismos que pueden hallarse en cualquier regién del mundo, pero
solo en condiciones propicias para su habitat, sin que implique que ocupe todos y cada uno de los
rincones de estas regiones.

D

Dampig off o Ahogamiento del tallo: Enfermedad que ataca a las semillas y a las plantulas
emergentes, causada por Fusarium spp, Pythium spp, y Rhizoctonia spp. se presenta por
condiciones de alta humedad y mal drenaje del sustrato.

E

Enddfitos: Microorganismos que pasan la mayor parte o todo su ciclo de vida colonizando los
tejidos de la planta hospedera, sin causar dafio evidente.

Esporodoquios: Cuerpo fructifero constituido por un racimo de conidioforos entretejidos que
forman una masa de hifas.

Espora: célula generativa que reproduce nuevos individuos sin necesidad de fusionarse.
Esporulacion: Es el mecanismo de reproduccion asexual a través de esporas y endosporas.

Enzimas: Es un catalizador biol6gico. Es una proteina que acelera la velocidad de una reaccion
quimica especifica en la célula. La enzima no se destruye durante la reaccion y se utiliza unay otra
vez.

F

Fitopatogeno: Microorganismo, que genera enfermedades en las plantas a través de disturbios en
el metabolismo celular, al secretar enzimas, toxinas, fitorreguladores y otras sustancias y, ademas,
absorbiendo nutrientes de la célula para su propio crecimiento.

Fol: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) (Sacc.) Snyder y Hansen, hongo causante de la
marchitez vascular en plantas de tomate.

Foliolo: Pinna o cada una de las piezas separadas en que a veces se encuentra dividido el limbo de
una hoja.

Fusariosis: Infeccion superficial, diseminada y localmente invasiva de las especies patogenas del
hongo Fusarium, que a menudo se encuentra en el suelo y en el agua.

Fungicidas: Sustancias que se emplean para eliminar o impedir el crecimiento de hongos y mohos
perjudiciales para las plantas.



G

Genes: Son secciones de ADN (&cido desoxirribonucléico) que estan presentes dentro de la célula,
funcionan como almacenes de informacion genética, sintesis de proteinas entre otras sustancias.

Germinacidn: Es el proceso mediante el cual una semilla se desarrolla hasta convertirse en una
nueva planta.

H

Herbaceas: Se caracterizan por carecer de un tallo lefioso, su estructura principal, en cambio, es
flexible y tierna. Se conoce como plantas herbaceas anuales o plantas de temporada a aquellas
cuya germinacién y florecimiento se produce en el mismo afio de la muerte.

Hidroponia: Es un sistema de produccion en el cual las raices de las plantas no se encuentran
establecidas en el suelo, sino en un sustrato o en la misma solucion nutritiva utilizada.

Hifa: Filamento microscopico pluricelular del micobionte que unido con otros filamentos forma
el cuerpo vegetativo de los hongos llamado micelio.

Hiperparasitismo: Se emplea para designar la asociacion bioldgica en la cual un parasito a su vez
se encuentra parasitado por otro.

Hiperparasito: Organismo parasito que vive sobre un hospedero y que a su vez parasita a otra
especie. Los hiperparasitoides son a menudo obligados, es decir que se desarrollan necesariamente
a partir de un parasitoide. Pero, pueden tambien ser facultativos, cuando su desarrollo tiene lugar
tanto sobre una especie parasitoide como sobre una especie libre.

Homogéneo: Significa igual, uniforme, semejante.

Hongos: Son organismos eucariontes y, como tales, poseen una organizacion celular muy
compleja, asi como células nucleadas y organulos rodeados por membrana.

Hongo antagonista: Organismo hetero6trofo (falta de fotosintesis) que posee células quitinizadas
normalmente no moviles y que se caracteriza por su escasa toxicidad sobre otros organismos del
ambiente, por su actitud para ser tratado industrialmente y ser comercializado como un insecticida

Hospedero: Se llama huésped, hospedador u hospedante a aquel organismo que alberga a otro en
su interior o lo porta sobre si, ya sea un parasito, un comensal o un mutualista.

Hortalizas: Son vegetales comestibles cuyo cultivo se realiza en huertas, por lo general, el
concepto de hortaliza incluye las legumbres y las verduras, dejando fuera los cereales y las frutas.

Incubacion: Es el proceso de cultivar celular microbianas en un entorno controlado (incubadora)
de temperatura, humedad y luz, con el fin de promover su crecimiento y desarrollo.

Inhibicion: Suspensidn transitoria de la actividad de un 6rgano o del organismo mediante la accion
de un estimulo.

Insectos: Son animales invertebrados del filo de los artrépodos.

Inermes: Se refiere a plantas desprovistas de plas o espinas.


https://www.quimica.es/enciclopedia/Parasitismo.html

In6culo: Mezcla de propagulos, micelio o esporas de un hongo capaz de colonizar una raiz o un
substrato.

Inoculacion: Transferencia de un patdgeno a otro medio, a una planta hospedante o a un 6rgano
de ella.

L

Latente: Reposo o de desarrollo suspendido, pero capaz de volverse activo en condiciones
favorables.

Lisis de la célula: Se refiere al deterioro de una célula debido a una lesion en su membrana
plasmatica (exterior).

M

MICSA: Empresa de Guatemala productora e importadora de insumos para el manejo integrado
de plagas y enfermedades de los cultivos.

Micosis: Enfermedad infecciosa producida por hongos microscopicos que pueden afectar
cualquier organismo.

Micoparasito: Hongo que parasita a otro hongo.

Micoparasitismo: Simbiosis antagonica entre organismos, en el que generalmente estan
implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas, celulasas, y que se corresponden con la
composicion y estructura de las paredes celulares de los hongos parasitados.

Monocultivo: Se refiere a las plantaciones de gran extension con el cultivo de una sola especie,
con los mismos patrones, resultando en una similitud genética, utilizando los mismos métodos de
cultivo para toda la plantacién (control de pestes, fertilizacion y alta estandarizacion de la
produccion).

Morfosis: Cambio de forma durante el desarrollo de un organismo.

Moho Gris: Se presenta cuando existe una humedad relativa superior al 90%, ocasionando dafios
a las flores, frutos y el tallo causando manchas de color gris.

N

Necrosis: Cambios morfoldgicos que siguen a la muerte celular en el tejido vivo, derivados en
gran parte de la accidon degradativa progresiva de las enzimas sobre las células mortalmente
lesionadas.

P

Parasitismo: Es un tipo de simbiosis, una estrecha relacion en la cual uno de los participantes, el
parasito, depende del otro, el huésped, (también Ilamado hospedante, hospedador o anfitrion) y
obtiene algun beneficio.

Patdgeno: Son agentes infecciosos que pueden provocar enfermedades a su huésped. Este término
se emplea normalmente para describir microorganismos como los virus, bacterias y hongos, entre
otros.



Peletizado: Proceso en el que se aplican polvos o liquidos cuidadosamente seleccionados, para
formar una cascara o cobertura alrededor de la semilla.

pH: Medida del grado de acidez o alcalinidad de una sustancia o una solucién.
Plaguicida: Es una combinacién de sustancias que se emplea para eliminar las plagas.

Pulpa: Parte comestible de la fruta (carnosa) que ha sido separada de la cascara y semillas por
procedimientos ya sea manuales o industriales.

R

Rizobacteria: Es un tipo de bacteria que coloniza las raices de algunas plantas en una
relacion simbidtica beneficiosa para ambas partes (mutualismo).

S
Saprofito: Se alimenta de materias organicas en descomposicion.
Simbiosis: Es la asociacion o interaccion que se establece entre dos 0 mas organismos vivos.

Sustrato: Esta vinculado a la superficie en la que vive un individuo, que estd formada tanto por
factores bioticos como abidticos.

T

Temperatura: Es una magnitud que mide el nivel térmico o el calor que un cuerpo posee. Toda
sustancia en determinado estado de agregacion (sélido, liquido o gas), estd constituida por
moléculas que se encuentran en continuo movimiento.

Termofilo: Organismo adaptado a temperaturas altas, como las que se alcanzan en aguas termales
y géiseres, en fuentes hidrotermales submarinas, y en las tuberias domésticas de agua caliente.

Teleomorfo: Estructura reproductiva, de un hongo, resultado de la plasmogamia, con nueva
combinacién nuclear (reproduccion sexual).

U
Ubicuo: Habilidad que tiene un organismo que le permite estar en todos lados, al mismo tiempo.

Unidad formadora de colonia (UFC): Célula bacteriana viva y aislada que en las condiciones
adecuadas da lugar a la produccion de una colonia de bacterias.

V
Virulencia: El grado de patogenicidad de un agente infeccioso. Implica invasién y toxigenicidad.

Virus: Fragmentos cortos de ADN o ARN (genoma) y que estd rodeado por una cubierta
de proteina o capside y, en algunos casos, por una envoltura lipoproteica.

X

Xilema: Es un tejido conductor de agua y minerales disueltos, desde la raiz hasta el resto de la
planta. También proporciona sostén.


http://es.wikipedia.org/wiki/Simbiosis
http://es.wikipedia.org/wiki/Mutualismo_(biolog%C3%ADa)
http://www.botanica.cnba.uba.ar/Pakete/3er/LosCompuestosOrganicos/1111/AcidosNucleicos.html
http://www.botanica.cnba.uba.ar/Pakete/3er/LosCompuestosOrganicos/1111/Proteinas.htm

