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RESUMEN

El marchitamiento vascular causado por Fusarium oxysporum Schlechtend.: Fr. [1] y el tizon
temprano causado por Alternaria alternata (Fr.) Keissler [2] representan una problematica
fitosanitaria importante en la produccién del cultivo de jitomate (Solanum lycopersicum L.).
La incidencia de estas enfermedades ocasiona grandes pérdidas econdmicas. Evaluaciones in
vitro en esta investigacion revelan que la cepa de Trichoderma asperelloides Samuels,
mostré antagonismo hacia los dos hongos fitopatogenos A. alternata y F. oxysporum. En
tanto, la cepa de Bacillus licheniformis present6 actividad antagonista solo contra F.
oxysporum. En evaluaciones in vivo en plantas de jitomate, el uso individual de B.
licheniformis y T. asperelloides redujeron los sintomas de enfermedad causada por A.
alternata en 60 y 70%, respectivamente. Mientras que el uso combinado de estos agentes de
biocontrol disminuyd en un 80% los sintomas de la enfermedad. Los resultados en los
tratamientos contra F. oxysporum, mostraron que el uso individual de B. licheniformis y T.
asperelloides disminuyeron en un 77.8 y 66.7% la incidencia de enfermedad,
respectivamente; sin embargo, el uso combinado s6lo disminuyo ésta en un 37.5%. Por otra
parte en la evaluacion de parametros agronémicos, el tratamiento combinado de B.
licheniformis y T. asperelloides contra A. alternata, incremento significativamente (p < 0.05)
la velocidad de crecimiento y la altura de las plantas en un 34 y 19%, respectivamente. En lo
que se refiere al peso seco de biomasa, el tratamiento combinado contra A. alternata,
disminuyd en un 15%, respecto a las plantas testigo. Finalmente, en los parametros de altura
y velocidad de crecimiento, los tratamientos individuales y combinado de B. licheniformis y
T. asperelloides contra F. oxysporum, no presentaron diferencia significativa. El sinergismo
entre T. asperelloides y B. licheniformis potencian el efecto antagonista contra la incidencia
de la enfermedad del tizon temprano causada por A. alternata; ademas incrementa la
velocidad de crecimiento y la altura de las plantas de jitomate. Por otra parte, B. licheniformis
disminuye el dafio causado por A. alternata mediante la induccién de resistencia sistémica.
Finalmente, el uso combinado de estos agentes de biocontrol no incrementa el antagonismo
contra F. oxysporum, causante del marchitamiento vascular en plantas de jitomate.
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1. INTRODUCCION

Los microorganismos fitopatdgenos representan un factor limitante en la produccion mundial
de los alimentos. En los cultivos agricolas y en especial de jitomate, los hongos, las bacterias,
los oomicetos, los virus y los neméatodos causan grandes pérdidas en la produccion agricola
y por lo tanto en la economia de los agricultores [3]. Los métodos usados para el control de
enfermedades son muy variados. En los métodos indirectos se tienen los genéticos y las
técnicas culturales, mientras que los métodos directos incluyen los métodos mecanicos,
fisicos, quimicos y biologicos [4]. En la actualidad, los métodos quimicos son los méas usados
para el control de enfermedades en jitomate y también son los que han contribuido de manera
importante a los dafios causados al medio ambiente debido a la contaminacién del aire y el
agua [5], el deterioro del suelo y la muerte de los microorganismos benéficos de la rizosfera
[6]. El uso de fungicidas quimicos ha sido también fuente de riesgos a la salud humana, por
ingestion y exposicion. Por otra parte, en diferentes estudios se ha comprobado la
residualidad de los fungicidas en los alimentos, lo que conlleva graves dafios a la salud
humana por bioacumulacion [7].

Ante este contexto, es necesario brindar alternativas para el control de las enfermedades
de las plantas. Es por esto, que en las ultimas décadas se ha incrementado el estudio de
organismos benéficos que son inocuos para el ser humano y que aprovechan las sinergias
naturales del agroecosistema para ser utilizados como agentes eficientes de biocontrol.
Respecto al control de enfermedades causadas por fitopatdgenos, existen diversos
microorganismos que poseen cualidades para usarse como agentes de biocontrol. Especies

del género Trichoderma son agentes efectivos en el control bioldgico contra una serie de



enfermedades de los cultivos. La capacidad de Trichoderma spp. para suprimir enfermedades
de las plantas, se relaciona con el micoparasitismo sobre el patégeno fungico [8], a su
capacidad para competir por espacio y nutrientes [9] y a su capacidad para producir enzimas
liticas: quitinasas y B-1,3-glucanasas [10]. Por otra parte, cepas del género Bacillus, tienen
una alta actividad como antagonistas mediante mecanismos de competencia por espacio y
nutrientes y produccién de compuestos antibioticos inhibores [3]. También se ha reportado
que Trichoderma spp. y Bacillus spp. inducen resistencia sistémica a las plantas mediante la
induccion de hormonas de crecimiento y enzimas de defensa contra agentes fitopatogenos
[11].

Con base a lo anterior, el presente estudio tiene como finalidad evaluar el grado de
efectividad biocontroladora de Trichoderma asperelloides (VSL4) y de Bacillus
licheniformis (MV1) contra los hongos fitopatdgenos, Fusarium oxysporum (VSL302) y

Alternaria alternata (VSL314) en plantas de jitomate cultivadas en invernadero.



2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1.  Cultivo de jitomate

El jitomate pertenece a la familia botanica Solanaceae, que tiene mas de 3000 especies de
plantas. Solanum es el género mas grande de la familia Solanaceae, abarca entre 1250 y 1700
especies [12]. El jitomate (Solanum lycopersicum, L.) es una de las especies mas importantes
de esta familia. Las especies del género Solanum estan presentes en todos los continentes, en
zonas templadas y tropicales y son notables por su diversidad morfoldgica y ecoldgica. Las
especies de jitomate silvestre son nativas de América del Sur occidental a lo largo de la costa
de los Andes, desde el centro de Ecuador y Perd, hasta el norte de Chile. El jitomate crece en
gran variedad de habitats que van desde el nivel del mar en la costa del Pacifico hasta 3300
msnm [13].

AUn no se ha determinado el origen de la domesticacion del jitomate. Existe una hipotesis
que postula que esta planta fue domesticada en Per( y otra sostiene que el lugar de su origen
fue en México. El origen del jitomate en México fue propuesta por Jenkins en 1948, quien
argumento que la palabra “jitomate” proviene de la palabra nahualt "tomatl" que se refiere a
"las plantas dando frutos globosos y jugosos" [14]. En Sudamérica, es probable que la
geografia andina, los diversos habitats ecoldgicos y los diferentes climas contribuyeron a la
gran diversidad de jitomate.

El jitomate ha sido fuente de interés para los cientificos y se ha convertido en un
organismo modelo para los programas de investigacién dado que presenta caracteristicas
como: posibilidad de crecer en diferentes condiciones, ciclo de vida relativamente corto,

capacidad de florecer y producir semillas, alta autofertilidad y homocigosis, facilidad de



polinizacién controlada e hibridacion, simplicidad de su genética con un genoma

relativamente pequefio y capacidad para ser propagado asexualmente [13].

2.1.1. Importancia comercial. El jitomate en afios recientes se ha convertido en una de las
hortalizas de mayor consumo a nivel mundial. Debido a que es la base para la preparacion de
una gran cantidad de platillos crudos o cocidos. La industria de los alimentos ofrece una
diversidad de presentaciones de esta verdura siendo entre otras: concentrados, jugos,
jitomates pelados, jitomates triturados, salsas y purés [15].

Actualmente, el consumo del jitomate es generalizado en todo el mundo y es una de las
hortalizas de mayor importancia econdmica. El fruto se comercializa en fresco, en alimentos
procesados y en productos transformados como sopas, pastas, concentrados, zumos, y salsas
[16]. La demanda del jitomate seguramente continuara en crecimiento, debido al aumento de
la poblacion, la diversificacion fenotipica y genotipica de este fruto y los cambios en la dieta
actuales que tienden hacia el consumo de este tipo de hortalizas [17].

Después de la papa, el jitomate es el cultivo vegetal mas importante en el mundo. El
jitomate encabeza la lista de las hortalizas en conserva. La produccion mundial de jitomate
en el afio 2012, fue de 211 millones de toneladas de producto fresco. La Tabla 1 muestra que
China fue el principal pais productor de jitomate en el 2012 con 50 millones de toneladas
(23.75% del total mundial) [18]. Actualmente la produccion mundial estd dominada por
paises asiaticos, cuando hace 20 afios eran los paises de Europa y de América los productores
mas importantes. Por otra parte, los paises con el mayor rendimiento en kg ha son los del
norte de Europa, a pesar de que las condiciones climaticas en estos paises no son las mas
favorables [13]. México ocupa la décima posicion en la produccion de jitomate a nivel

mundial (Tabla 1).



Tabla 1. Produccion de jitomate a nivel mundial [18]

Pais Produccion en 2012
(Millones de ton)
China 50.13
India 17.50
EE.UU. 13.21
Turquia 11.35
Egipto 8.63
Irén 6.00
Italia 5.13
Espafa 4.01
Brasil 3.87
México 3.43

La produccion de jitomate en México en el afio 2013 fue de 3.43 millones de toneladas
con una superficie cosechada de 47,100 ha. Sinaloa es el estado que cuenta con mayor
produccidn a nivel nacional con el 28.65% del total nacional (Tabla 2). En esta tabla también
muestra que Oaxaca ocupa el octavo lugar a nivel nacional en la produccion de jitomate con
96,693 ton y rendimiento de 116.27 ton por ha, siendo éste uno de los mas altos a nivel
nacional. El alto rendimiento por unidad de produccidn, indica que en Oaxaca la mayor parte
de la produccion de jitomate se realiza mediante ambientes controlados como los

invernaderos [19].



Tabla 2. Produccidn de jitomate en México [19]

Produccion Sup. Cosechada Rendimiento

Estado
(Ton) (Ha) (Ton/Ha)
Sinaloa 083,288.14 15,263.06 64.42
Baja California 196,452.90 2,782.50 70.60
Zacatecas 143,905.20 2,872.72 50.09
San Luis Potosi 141,108.25 2,310.35 61.08
Jalisco 134,436.65 1,589.50 84.58
oaja California — 10g,421.60 1,968.20 55.09
Michoacéan 98,435.06 3,640.75 27.04
Oaxaca 96,693.30 831.65 116.27
Sonora 91,856.30 1,259.20 72.95
Guanajuato 82,352.00 692.90 118.85

2.1.2. Importancia nutricional. El valor nutricional del jitomate no s6lo consiste en sus
contenidos de proteinas, lipidos y azUcares, puesto que éstos son bajos. Su relevancia en la
dieta radica en que sus frutos proveen al ser humano de compuestos bioactivos, entre los
cuales se encuentran el licopeno, vitamina A (B-caroteno) y vitamina C (acido ascorbico)
apreciados por su actividad antioxidante [20]. El jitomate también contiene compuestos
fendlicos, flavonoides, vitamina E y tocoferoles. Estos antioxidantes se han relacionado con
la prevencion de enfermedades cronicas asociadas con el estrés oxidativo, como el cancer y
las enfermedades cardiovasculares [21].

El jitomate representa la principal fuente natural de licopeno. Este compuesto que contiene
el jitomate ha recibido gran interés recientemente debido a sus propiedades antioxidantes y
a su papel en la reduccion del riesgo de incidencia de enfermedades cronicas [22].
Adicionalmente, se ha reportado que los alimentos que contienen licopeno y vitamina E,

tienen un efecto protector contra el cancer de prostata humano [23].



2.1.2.1. Caracteristicas fisicoquimicas del fruto. Los solidos solubles representan azlcares
y acidos organicos cuya relacién, junto con la composicion del aroma volatil, caracteriza el
sabor de la fruta. Por otra parte, los acidos organicos son un factor de calidad importante
para determinar el sabor caracteristico del jitomate y determinan el pH del producto final
[13]. Adicionalmente, los acidos también son importantes en la estabilidad microbiana [17].
Finalmente, los sélidos insolubles, constituidos por proteinas y componentes de la pared
celular, definen la firmeza de la fruta, pero también la viscosidad de los productos finales
tales como jugos, salsas, sopas y pastas [13].

El color del fruto es una caracteristica de calidad que ha recibido gran atencién por los
consumidores e industrias de procesamiento de jitomate fresco. Este parametro también es
un indicador importante de la etapa de madurez del fruto. El color final en el fruto de jitomate
estd condicionado por la cantidad total y la proporcién de los diferentes carotenoides como
el licopeno, B-caroteno, fitoeno, fitoflueno, que se encuentran en el jitomate crudo y

procesado [24].

2.1.3. Sistema de produccién de jitomate. El jitomate es un cultivo que se ha adaptado a
una gran diversidad de condiciones agroedafoldgicas y medioambientales. Actualmente los
mayores rendimientos (200 ton/ha) [25], se han obtenido bajo condiciones de ambientes
controlados (invernaderos, casas sombra, microtuneles, etc.), riegos presurizados y una
diversidad de sustratos [14].

Las plantas de jitomate pueden establecerse directamente en el suelo. El jitomate tiene un
mejor desarrollo en suelo con una profundidad entre 60 y 80 cm. Los suelos 6ptimos para el

desarrollo del jitomate son aquellos con buen drenaje. El jitomate también se puede
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establecer en bolsas de polietileno. La bolsa actia como contenedor del sustrato. La bolsa
también debe contener orificios de salida lateral como drenaje y evitar que las raices tengan
contacto con el ambiente externo. Los requerimientos nutricionales de la planta del jitomate,
tanto de macro y de microelementos, deben ser suministrados en forma adecuada y oportuna

a lo largo del ciclo de cultivo [26].

2.1.4. Enfermedades fungicas en jitomate. La produccion de jitomate se ve disminuida por
el ataque de diversos patdgenos y plagas que sufren las plantas durante su ciclo de cultivo.
Los hongos y oomicetos patdgenos, representan una importante causa de la reduccién en el
rendimiento del cultivo o pérdida total. Algunos patdgenos de jitomate importantes incluyen
los hongos Botrytis cinerea, Alternaria solani, Alternaria alternata (Fr.) Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici y los oomycetes Phytophthora infestans.

2.1.4.1. Importancia economica de los hongos fitopatégenos Fusarium y Alternaria. Los
fitopatdgenos del género Fusarium y Alternaria son causantes de una gran cantidad de
enfermedades en la plantas.

Fusarium spp. El fitopatdgeno Fusarium oxysporum, es responsable de una enorme gama
de enfermedades de las plantas, que suelen implicar un sindrome de marchitamiento vascular.
Las cepas que causan el marchitamiento vascular son especificas para un pequefio nimero
de plantas huésped y se diferencian en base a la patogenicidad como formas especiales [27].
F. oxysporum cuenta con diferentes formas especiales (f. sp.) que en conjunto infectan a mas
de 100 especies de plantas entre las cuales se encuentran cultivos de importancia economica
mundial como jitomate, meldn, algodon, platano y cereales [28]. F. oxysporum tiene como

habitat natural el suelo, lugar en donde inicia la infeccion de las plantas. Los sintomas que

8



presentan las plantas infectadas por este hongo son el marchitamiento vascular, la epinastia
de las hojas, retraso en el crecimiento, defoliacion y muerte de la planta. La colonizacién del
hongo aumenta la resistencia al flujo de agua dentro de la planta, lo que resulta en déficit de
agua en la hoja y puede reducir la fotosintesis y la longevidad de la hoja [29]. Los
marchitamientos causados por Fusarium se ven favorecidos por las condiciones ambientales
y del suelo en los invernaderos. Este fitopatdgeno produce tres tipos de conidios asexuales:
microconidios que tienen de una a dos células y son las conidios que el hongo produce con
mayor frecuencia y abundancia; macroconidios, son conidios que estan constituidas de 3a 5
células, se adelgazan gradualmente y se encorvan hacia ambos extremos y las clamidosporas
que estan constituidas por una o dos células, son de pared gruesa y son conidios redondas
que sobreviven durante mayor tiempo [30].

Alternaria spp. El hongo fitopatdgeno Alternaria afecta principalmente a las hojas, tallos,
flores y frutos de una variedad de hortalizas. Las enfermedades causadas por Alternaria
aparecen en forma de manchas y tizones foliares. El color de las manchas foliares varia de
café oscuro a negro, a menudo son numerosas y cuando se extienden casi siempre forman
anillos concéntricos [30]. El tizon temprano causado por Alternaria solani y A. alternata, ha
cobrado gran importancia econdmica en la produccion de jitomate a nivel mundial, debido a
que en algunos paises las pérdidas de cosechas por causa de estos fitopatogenos llega a ser
hasta del 100% [11]. En sistemas agricolas de produccion intensiva se utilizan variedades
con cierta resistencia a tizones foliares. Sin embargo esta resistencia no siempre previene el
ataque de los patogenos. A la fecha las préacticas culturales y la aplicacion de fungicidas

quimicos, han constituido la base de los programas de manejo de estas enfermedades.



2.1.4.2. Procedimiento para aislar y caracterizar a los hongos fitopatdgenos Fusarium y
Alternaria. Cuando un patdgeno se encuentra en una planta enferma se puede identificar
usando procedimientos y manuales especializados. En caso de que se quiera comprobar que
determinado patégeno es la causa de la enfermedad, se deben considerar los siguientes
postulados de Koch [30]:

El patogeno debe estar asociado con la enfermedad en todas las plantas enfermas
examinadas.

El patdgeno debe aislarse y desarrollarse en un cultivo puro en medios nutritivos o sobre
una planta hospedante susceptible y registrar su presencia y efectos.

El patogeno que se desarrolle en un cultivo puro debe ser inoculado en plantas sanas de la
misma especie en gque aparecid la enfermedad y debe producir la misma enfermedad en las
plantas inoculadas.

El patdgeno debe aislarse una vez mas en un cultivo puro y sus caracteristicas deben

corresponder a las anotadas en el segundo punto.

2.2. Métodos de control y su impacto ambiental

2.2.1. Control quimico. El control quimico se refiere al uso de productos quimicos para el
control de enfermedades de las plantas causadas por hongos, virus, bacterias y nematodos
[4]. A partir de la revolucién verde en los afios cuarenta, los fungicidas quimicos han sido la
base principal para el control de diversas enfermedades [31]. Los fungicidas quimicos pueden
ser de amplio espectro o especificos para determinada enfermedad y cultivo (Tabla 3). El
modo de accion de los fungicidas es por contacto o sistémico. Estos productos quimicos estan
compuestos por ingredientes activos como hidroxido de cobre, clorotalonil, mancozeb y el

ion zinc entre muchos otros.
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Tabla 3. Fungicidas comerciales usados para el control quimico de enfermedades de

jitomate [32-34].

) . Tipo de
Producto Ingrediente activo enfermedad Empresa

Metalaxil-M: (R)-2-[(2,6- .

RIDOMIL  GOLD® 480 i ctilfenily metoxiacetilaming}  *"PHO Syngenta

SL . L o espectro
acido propionico metil éster.
Difenoconazole: 3-Cloro- 4-[-4-
metil- 2-(1H-1,2,4-triazol-1- Tizén

SCORE 250® CE ilmetil)-1,3-dioxolan-2-il] fenil 4- temprano Syngenta
clorofenil éter.

CLOROTALONIL 720 clorotalonik: L Tizén tardio  Tridente
Tetracloroisoftalonitrilo

COBRE HX Hidroxido caprico Tizén foliar ~ Tridente

Captan: N-triclorometiltio-4-

CAPTAN E 50 PH ciclohexeno-1,2-dicarboximida.

Tizén tardio  Tridente

METALKIL CL Metalaxil + Clorotalonil Tizén tardio  Tridente
Oxicloruro de cobre (59% de Tizon

CUPRAVIT® MIX cobre) Mancozeb: ion zincy etilen temprano y  Bayer
bis-ditiocarbamato. tardio
Mancozeb: Producto de la .,

inacié | ion zinc con el Tizon

FUNCOZEB® 800 co_ordmgmqn_ de temprano y Bayer
etilen-bis-ditio-carbamato de tardio
manganeso.

Los fungicidas quimicos utilizados para el tratamiento de enfermedades de las plantas,
tienen diversos mecanismos de accion incluyendo la inhibicion de la biosintesis de esterol,
del ensamblaje de los microtdbulos y de la cadena respiratoria mitocondrial [35].

Los fungicidas azdélicos afectan al conjunto de membranas celulares de los hongos
mediante el blogueo de la sintesis del ergosterol, un componente esencial de la membrana
celular. Estos fungicidas inhiben la enzima 14-a-desmetilasa que conduce a la disminucion
del ergosterol. Como resultado, la estructura de la membrana plasmatica se vuelve mas

susceptible. Los az6licos son uno de los grupos mas importantes de fungicidas [6] (Tabla 4).

11



La inundacion del suelo y su fumigacion son algunas de las principales estrategias utilizadas
para controlar la enfermedad causada por Fusarium [36]. Se ha reportado que para el control

de F. oxysporum, el fungicida benomyl ha resultado maés efectivo.

Tabla 4. Fungicidas sintéticos usados contra Fusarium oxysporum f.sp. [37]

Grupo quimico Ingrediente activo
Benzimidazol Benomyl
Compuestos de cobre  Oxicloruro de cobre
DMI-imidazol Prochloraz
DMI-triazol Ciproconazol/propiconazol
DMI-triazol Propiconazol
Acido fosforoso Fosetil-Al
Phthlalimida Captab
Estrobilurinas Azoxistrobina
Estrobilurinas Cresoxima-metin

2.2.2. Resistencia de patdgenos a los fungicidas sintéticos. Desde el punto de vista agricola,
la resistencia de organismos patogenos a fungicidas sintéticos, es la seleccion de un caracter
heredable cuya expresion fenotipica se traduce en una falta de control del fitopatdgeno a la
dosis minima efectiva en campo [38]. La resistencia a fungicidas limita la sustentabilidad de
los métodos quimicos para controlar enfermedades. Los hongos fitopatdgenos resistentes
tienen la capacidad de desarrollarse, vivir y reproducirse en ambientes contaminados por

fungicidas [30].

2.2.3. Efecto de fungicidas sintéticos en la salud humana. El uso intensivo de plaguicidas
en cultivos causa su persistencia en los productos alimenticios, que con base a su

concentracion y toxicidad pueden ser perjudiciales para la salud de los consumidores. En
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México se ha detectado que la presencia de residuos de fungicidas en hortalizas y frutas es
frecuente en productos para consumo nacional y de exportacion. No obstante, en algunos
casos, las concentraciones de fungicidas no rebasan los limites maximos de residuos
permitidos (LMR) [39].

En otras investigaciones se ha determinado la concentracion de los plaguicidas captan
(tetrahidroftalimida, THFI), carbofuran, endosulfan, malation y metamidofos, en jitomate,
calabacita y tomate verde en el estado de Oaxaca. La concentracion de metamidofos en
tomate verde llego a ser 15 veces superior al LMR y 42 veces superior en jitomate. La
concentracion de captan (THFI) en jitomate fue 258 veces superior al LMR. EI malation se
cuantifico en calabacita, tomate verde y jitomate con concentraciones 25.5, 1.3 y 1.2 veces
el LMR, respectivamente. La concentracion del endosulfan en jitomate fue 10.9 veces el
LMR [7]. Los productos vegetales estudiados no se pueden considerar seguros para el
consumo humano, ya que rebasaron el LMR establecido por la Comunidad Europea y pueden
afectar la salud de los consumidores.

El uso generalizado de productos quimicos en los sistemas agropecuarios durante varias
décadas ha incrementado significativamente los riesgos a la salud humana. Los efectos sobre
la salud de estos productos varian de acuerdo con la duracion de la exposicién y la dosis,
pudiéndose presentar intoxicaciones agudas, crénicas y otras sintomatologias como
neuropatia retardada y desregulacion de las hormonas reproductivas [39].

Por otra parte, la evidencia epidemiologica demuestra que hay una asociacion entre la
exposicion temprana a los fungicidas y los canceres pediatricos, la disminucion de la funcion
cognitiva y problemas de comportamiento. Los nifios al estar expuestos al contacto o ingesta

de fungicidas, tienen susceptibilidades a su potencial toxico. Mas alla de la intoxicacion
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aguda, las influencias de las exposiciones de bajo nivel sobre la salud de los nifios son cada

vez mas preocupantes [40].

2.2.4. Impacto ambiental de los fungicidas sintéticos. El uso constante de productos
quimicos en la agricultura para incrementar los rendimientos y para disminuir las pérdidas
por plagas y enfermedades, ha causado degradacion del suelo, disminucion de recursos
hidricos por contaminacion y salinidad, aumento de la incidencia de enfermedades en
animales de granja y dafios a la salud humana [31].

Los fungicidas sintéticos representan un riesgo para los ecosistemas debido a que afectan
negativamente a los microorganismos benéficos del suelo. También se ha determinado que
los tratamientos de control quimico crean desequilibrios en la comunidad microbiana, que
son desfavorables para las actividades de organismos benéficos [4]. Por otra parte, en el
medio acudtico, los fungicidas se pueden disolver o unir a la materia en suspension y a los
sedimentos. De esta manera, los fungicidas pueden ser transferidos a los tejidos de los
organismos acuaticos provocando su bioacumulacion, con consecuencias adversas para
especies no objetivo [41].

En los altimos 30 afios, se ha reportado que fungicidas organicos persistentes emitidos en
zonas de produccion son transportados por vias naturales hasta el Artico. Se ha reportado un
aumento en las concentraciones de algunos productos quimicos de uso actual; como el
clorpirifos, endosulfan, trifluralina, asi como la bioacumulacion de compuestos como
pentacloroanisol, clorpirifos, endosulfan y metoxicloro [42].

El clorotalonil es un fungicida organoclorado que se ha detectado en el aire en
concentraciones altas en Europa y América del Norte y en menores cantidades en el

continente asiatico [42]. El clorotalonil también se ha detectado en el agua de mar y en el
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aire del Artico [5], asi como en los ncleos de nieve desde el Artico canadiense [43]. Por
otra parte, las aplicaciones frecuentes de fungicidas de cobre han dado lugar a laacumulacién

de este metal pesado en los suelos y aguas subterraneas [44].

2.2.5. Control bioldgico. En la actualidad, los sistemas de produccion agricola que usan el
minimo de insumos quimicos han adquirido gran importancia en muchos paises
industrializados, con la finalidad evitar dafios a la salud humana, reducir el dafio ambiental y
la basqueda de lo natural [45]. El enfoque de reducir el uso de fertilizantes y fungicidas
consiste en sistemas agricolas integrales en donde se aproveche las sinergias entre los factores
bioticos, abidticos y el cultivo de interés. Bajo estas condiciones se espera que las plantas
reciban los beneficios que proporcionan los microorganismos benéficos de la rizosfera del
suelo y de la parte aérea [46].

El control biologico implica el uso de organismos benéficos, que reducen los dafos de los
agentes fitopatdgenos, promueven respuestas positivas de la planta y evitan los efectos
negativos de los fungicidas quimicos. Las interacciones entre la planta y la comunidad
microbiana pueden usarse como medios de control para suprimir el desarrollo de patdgenos
en plantas [47].

Se ha determinado que las especies del género Trichoderma utilizan diversos mecanismos
de control bioldgico entre los cuales se encuentran el micoparasitismo, la antibiosis, y la
competencia por espacio y nutrientes. Por otra parte, se le ha conferido a este genero la
capacidad de promover el crecimiento y desarrollo, e inducir la respuesta de defensa de las
plantas [48]. Varias especies de hongos del género Trichoderma tienen una gran capacidad
para proteger las plantas y para regular las poblaciones de patdgenos bajo diferentes

condiciones agroedafoldgicas. Estos hongos han sido ampliamente estudiados e incluso
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comercializados en el mercado como bioplaguicidas, biofertilizantes y enmiendas del suelo
[49].

La combinacion de diversos agentes de control biologico hace més eficaz la supresion de
enfermedades de las plantas, proporcionando mejores resultados que con el uso de cepas de
control bioldgico individuales. La combinacion de una cepa de T. harzianum y una cepa de
Pseudomonas sp. indujo un mayor nivel de resistencia contra Fusarium oxysporum en plantas
de pepino. Este resultado fue asociado con la expresion de un conjunto de genes relacionados
con la defensa contra Fusarium [48]. Asi también, la combinacion de bacterias fluorescentes
del género Pseudomonas, T. harzianum y hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
proporcionaron un mejor control del dafio de F. oxysporum, en plantas de jitomate, al reducir
la incidencia y gravedad de la enfermedad en un 67% [50]. Por otra parte, la combinacion de
Bacillus subtilis y T. harzianum mostraron mayor capacidad para el control de las
enfermedades de marchitez bacteriana, damping-off y viruela en plantas de tabaco causado
por Ralstonia sp, Pythium sp y Cercospora sp, respectivamente [51].

Las bacterias de la rizdsfera (rizobacterias) tienen la capacidad de colonizar el sistema
radicular de las plantas y competir con la microflora del suelo. Las especies de Bacillus
constituyen la mayoria de este tipo de bacterias en los reportes de aislamientos a partir de
muestras de suelo rizosférico. Especies endofiticas y epifitas del género Bacillus, tienen el
potencial de reducir la patogenicidad de microorganismos fitopatdgenos debido a la
produccion de enzimas hidroliticas como las glucanasas y los lipopéptidos con actividad
antibidtica como surfactina, fengicina e iturina [52]. El género Bacillus incluye varias
especies (subtilis, licheniformis, amyloliquefaciens, pumilus, thuringiensis, etc.) que se han
usado en el biocontrol de enfermedades de cultivos agricolas [3]. Estos microorganismos

benéficos se reconocen como inocuos para el ser humano, forman endosporas, son resistentes
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a la disecacion y son secretoras de enzimas y antibioticos. Estas bacterias también actlan
como micopardsitos y compiten con los microorganismos fitopatdgenos por nichos

ecologicos en la rizdsfera [2].

2.3. Uso de Trichoderma sp. en el biocontrol de fitopatdgenos

2.3.1. Caracteristicas del género Trichoderma. La rizosfera es un habitat rico en nutrientes
y alberga una gran variedad de bacterias y hongos que pueden ser benéficos, nocivos, o sin
ningun efecto en la planta. Estos microorganismos del suelo juegan un papel importante en
la transformacion de los nutrientes de las plantas de las formas no disponibles a las
disponibles, lo que conduce a una mejora de la fertilidad del suelo [48].

El género Trichoderma comprende un gran nudmero de cepas de hongos filamentosos
competentes de la rizosfera que se encuentran en una gran variedad de ecosistemas. A este
género se le ha conferido la capacidad de mejorar el crecimiento de la planta por diferentes
mecanismos. Diferentes reportes indican que la interaccion de la planta con Trichoderma sp.
se correlaciona con una mejor disponibilidad de fésforo y con el crecimiento de la planta
[46]. ElI hongo Trichoderma tiene capacidad antagonista alta y gran actividad de
micoparasitismo [53]. Varias cepas de Trichoderma son simbiontes oportunistas de plantas.
Estas especies se han utilizado como agentes de control bioldgico contra enfermedades de
plantas, mientras que otras como Trichoderma reesei, son hongos filamentosos
industrialmente importantes por su produccion de celulasas [54]. Por otra parte, se ha
reportado que Trichoderma incrementa el crecimiento de raices y brotes asi como el indice

de vigor del area foliar de las plantulas de jitomate [11].
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2.3.2. Crecimiento de Trichoderma en su habitat natural. Los miembros del género
Trichoderma son componentes cosmopolitas y habitantes de diferentes ecosistemas en una
amplia gama de zonas climaticas. La aparicion de especies de Trichoderma esta regulada por
varios factores que incluyen el microclima, la disponibilidad de sustratos y las interacciones
ecologicas complejas. La supervivencia en diferentes habitats geograficos esta relacionada
con la diversidad metabdlica, alta capacidad reproductiva y capacidades competitivas [55].
Los hongos del género Trichoderma se nutren de los polisacaridos altamente hidratados de
la capa de mucigel secretada por la raiz, asi como de los monosacaridos y disacaridos
excretados por las raices de las plantas en la rizosfera. Se ha observado que la sacarosa
derivada de plantas es un recurso importante utilizado por las células de Trichoderma para
facilitar la colonizacion de la raiz, la coordinacién de los mecanismos de defensa, y el

aumento de la tasa fotosintética de las hojas [56].

2.3.3. Crecimiento de Trichoderma in vitro. El género Trichoderma es facilmente cultivado
in vitro. EI medio de cultivo agar papa y dextrosa (APD) es el mas recomendado para el
cultivo de hongos. Se han obtenido conidios de T. harzianum en placas de APD colocadas
bajo luz blanca fluorescente con una alternancia de luz/oscuridad de 12 ha 25 + 1 °C [11].

También se han obtenido in6culos de Trichodermaen APD en 7 y 14 d a 28 °C [48].

2.3.4. Mecanismos de accion antifungica. Las cepas de Trichoderma usadas en el
biocontrol, colonizan eficazmente la superficie de las hojas y los sistemas de raices y la capa
del suelo circundante. A su vez, influyen en forma positiva en la planta protegiéndola de la
infeccion de fitopatogenos a través de tres mecanismos principales: micoparasitismo y

antibiosis, competencia por espacio y nutrientes e induccion de resistencia sistémica.
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Micoparasitismo. Los hongos usados para el biocontrol son en general habitantes de la
rizosfera. Estos hongos deben poseer capacidades para competir con otros microorganismos
que residen en el mismo nicho ecoldgico, e incluso usar a estos Gltimos como fuente de
nutrientes dado que el esqueleto de las paredes celulares de los hongos fitopatogenos
filamentosos contiene glucanos, quitina y proteinas [57]. Trichoderma produce numerosos
compuestos bioldgicamente activos, enzimas degradantes y metabolitos secundarios que se
utilizan para degradar la pared celular de los hongos fitopatdgenos, lo que le permite ser un
agente eficiente de biocontrol [49].

El micoparasitismo de patdgenos de plantas es un mecanismo para el biocontrol de
muchas especies de Trichoderma. Antes del contacto con el fitopatdgeno, Trichoderma inicia
una etapa de reconocimiento temprano, en la que produce y libera enzimas que degradan
ligeramente la pared celular de su presa. Después de esto, Trichoderma crece en direccion de
la presa e inicia una mayor produccion de enzimas, en su mayoria quitinasas, glucanasas y
proteasas [58]. Posteriormente, el hongo Trichoderma se adjunta alrededor de su presa y
forma apresorios para penetrar en las hifas. Estas hifas son degradadas por las enzimas
hidroliticas producidas por Trichoderma [59]. La produccién de estas enzimas le da
facultades al hongo Trichoderma, para ejercer el micoparasitismo Yy su efecto antagonista
[60].

Antibiosis. Se ha demostrado que Trichoderma sp. produce una gran cantidad de
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana contra una amplia gama de
microorganismos [58]. La produccion de metabolitos secundarios depende de la cepa e
incluye compuestos antimicrobianos volatiles y no volatiles pertenecientes a varias clases
quimicas. Estos compuestos incluyen especies quimicas de bajo peso molecular como

pironas, butenolides, antraquinonas, tricotecenos y terpenoides, asi como péptidos no-
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ribosomales y peptaiboles [57]. Se ha demostrado que algunos de estos compuestos actuan
sinérgicamente junto con las enzimas liticas.

Competencia por nutrientes. En un ambiente con limitacion de nutrientes, ocurre la
competencia ya sea por nutrientes o por sitios de colonizacion y de infeccion entre los
microorganismos que tienen los mismos requerimientos fisioldgicos en un nicho ecoldgico.
La competencia por nutrientes y especialmente por carbono es inherente del ambiente
rizosférico en cuestion. Este mecanismo también ayuda a Trichoderma a mejorar su
capacidad de sobrevivencia [61].

La competencia por nutrientes es una de las cualidades mas importantes de Trichoderma.
La cepa T. asperellum compite por hierro en el medio, lo que le permite controlar la
enfermedad causada por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en plantas de jitomate. Las
poblaciones de Fusarium se vuelven menos patogenas en la presencia de esta cepa [62].

Resistencia inducida. Las respuestas de defensa sistémica inducida en las plantas se han
reportado como uno de los mecanismos por los cuales organismos como Trichoderma pueden
reducir las enfermedades en plantas. Los hongos Trichoderma promueven el crecimiento
vegetal por la produccién de hormonas de crecimiento vegetal como auxinas y giberelinas
[11]. El aumento en los niveles de estas fitohormonas, es uno de los mecanismos directos por
el cual los agentes de biocontrol promueven el crecimiento de la raiz y el area foliar en
plantas. Las auxinas y giberelinas también estimulan la captacion de méas nutrientes en el
suelo, la sefializacion entre los 6rganos de la planta y ayudan a integrar éstas para producir
respuestas de defensa adecuada contra la biota patdgena o contra el estrés abiotico [63].

Se ha reportado en la literatura, que T. harzianum incrementa la actividad de las enzimas
relacionadas con la defensa contra el estrés oxidativo, como la peroxidasa, polifenol oxidasa

y superoxido dismutasa. Este incremento en la actividad enzimatica contribuye a la reduccion
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significativa de los dafios causados por A. solani y P. infestans [11]. Por otra parte, se
determind que la cepa T. asperellum ejerce una actividad de proteccion en plantas contra la

toxicidad producida por concentraciones de hierro altas [62].

2.3.5 Cepas de Trichoderma usadas como biocontrol. Se ha reportado que Trichoderma
harzianum incremento in vitro el crecimiento de raices y plantulas. Esta cepa también mejoro
la defensa de las plantas de jitomate contra los fitopatdgenos Alternaria solani vy
Phytophthora infestans a través de mecanismos de resistencia sistémica como la induccion
de hormonas de crecimiento y el incremento de enzimas de defensa de las plantas [11].

Por otra parte, otro estudio reporté que Trichoderma parareesei mejoré el crecimiento y
el desarrollo de raices laterales de plantas de jitomate. Asimismo, esta cepa mostré potencial
contra fitopatdgenos de plantas de jitomate como Botrytis cinerea [54].

En estudios sobre la resistencia inducida por T. koningiopsis contra el fitopatdgeno
Fusarium en plantas de jitomate en vivero, se report6 que la cepa estimul6 el crecimiento de
la plantay la induccion en las plantas de genes relacionados con mecanismos de defensa [64].
Asi también, se ha evaluado una cepa de T. harzianum combinada con B. subtilis contra los
hongos fitopatdgenos A. alternata y F. oxysporum en hortalizas cultivadas en invernadero.
Los resultados indicaron que Trichoderma y Bacillus tuvieron un efecto positivo en el control
de fitopatgenos en forma individual o combinada [65].

Por otra parte, se reportd que la cepa T. asperellum proporciond proteccion a las plantas
de jitomate contra el fitopatdogeno F. oxysporum f.sp. lycopersici, causante de la marchitez
vascular. Se determin6 que el mecanismo de accion de Trichoderma fue la competencia por

hierro en el medio, con lo cual el crecimiento del fitopatdgeno se vid limitado [62].
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2.4. Uso de cepas bacterianas de Bacillus para el control de fitopatdgenos

El control biolégico de fitopatdgenos transmitidos por el suelo puede proporcionar un mejor
manejo de enfermedades que no pueden ser controladas mediante otras estrategias. La
colonizacion de raices de las plantas es un paso esencial tanto para las rizobacterias benéficas
como para las patdgenas. Patrones de colonizacion han mostrado que las rizobacterias actan
como agentes de control biolégico o como promotoras del crecimiento formando
microcolonias en la zona de exudacion radicular [66]. Las rizobacterias estan presentes en la
superficie de la raiz, zona donde las plantas proporcionan nutrientes mediante los exudados
y lisados radiculares. Ciertas cepas de bacterias se conocen como rizobacterias promotoras
de crecimiento de plantas (PGPR por sus siglas en inglés). La promocion del crecimiento por
parte de estas bacterias se debe principalmente a la reduccion de los patégenos del suelo y
otros microorganismos nocivos. Aunque también se han reportado efectos directos en el
crecimiento de las plantas [67].

Bacillus comprende mas de 60 especies de diferentes fenotipos que tienen propiedades
que los hacen capaces para desarrollarse como agentes de control biolégico. Poseen una
buena resistencia a la tension mecanica, a la presion osmdtica y son capaces de producir
compuestos fungicidas de bajo peso molecular. Los microorganismos pertenecientes al
género Bacillus son aerobios, gram-positivos, saprofitos y forman endosporas. Estas
bacterias crecen en medios simples y producen enzimas hidroliticas como proteasas, manasas
y glucanasas [68]. Las especies del genero Bacillus que son frecuentemente usadas para el
control de enfermedades de plantas son B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis y

B. pumilus [69].
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2.4.1. Crecimiento de Bacillus en su habitat natural. EI género Bacillus abarca una gran
biodiversidad genética. Las cepas de este género se encuentran en una diversidad de
ambientes que van desde el agua, el suelo, hasta en ambientes extremos como las aguas
termales [70]. Estas bacterias son conocidas por vivir en ambientes aerobios. También se ha
reportado que estas cepas pueden comportarse como microorganismos facultativos en
condiciones anaerobias y microaerofilicas [71]. Esto constituye una ventaja importante en la
rizosfera de estas bacterias, ya que la disponibilidad de oxigeno es generalmente baja.
Bacillus licheniformis es una bacteria saprofita muy extendida en el suelo y otros habitats
naturales. La habilidad para producir y secretar numerosas enzimas hidroliticas permite que

las células degraden muchos sustratos [72].

2.4.2. Mecanismos de accidn antifungica. Las cepas bacterianas benéficas colonizan la
superficie de las raices. Estas bacterias tienen la capacidad de proteger a la planta de infeccidn
por patdgenos mediante mecanismos como la competencia por nicho ecologico y por
sustrato, la produccién de aleloquimicos inhibitorios y la induccion de resistencia sistémica
[3,66].

En la Figura 1 se muestra una representacion de la inhibicion en el crecimiento de hongos
por células bacterianas del género Bacillus y la reduccion de la enfermedad de la hoja después
de la inoculacion de la bacteria en las raices de la planta. En esta figura, se presentan los
mecanismos de competencia, antibiosis y resistencia sistémica inducida. En este Gltimo
mecanismo, la emision de sefiales por la percepcion de la rizobacteria en la raiz se trasmite
por toda la planta y existe un refuerzo sistémico contra patdégenos en sitios distantes a la

infeccion [73].
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Figura 1. Interacciones en la planta con lipopéptidos de Bacillus en diferentes mecanismos

de control biologico [73].

2.4.2.1. Competencia por nicho y nutrientes. Los organismos que habitan el suelo
compiten por los recursos, como los nutrientes y el oxigeno. Esta competencia se da
especialmente por los sitios adecuados en la zona radicular. La competencia por los
nutrientes, especialmente por carbono, se considera que es responsable del fenémeno
conocido como fungistasis, que se refiere a la inhibicion de la germinacion de los conidios
de hongos en el suelo [74]. En la rizésfera, la eficiencia de la absorcion de nutrientes y de los
procesos catabdlicos de las bacterias es un factor clave en la competitividad de los
microorganismos. La competencia en el suelo por elementos traza, como hierro, cobre, zinc
y manganeso, también es un factor limitante. Se sabe que el hierro es un elemento esencial
para el crecimiento de todos los organismos vivos; la escasez de su forma biodisponible en
habitats del suelo resulta en una fuerte competencia entre los organismos rizosféricos [75].
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2.4.2.2. Antibiosis: Inhibicion directa de fitopatdogenos. Los miembros de diferentes
especies de Bacillus como B. amyloliquefaciens, B. subtilis, B. cereus, B. licheniformis, B.
megaterium, B. mycoides y B. pumilus son conocidos como productores muy eficientes de
moléculas antibidticas que han sido reportados por su actividad inhibidora contra patdogenos
de plantas [3]. Los lipopéptidos de Bacillus, surfactinas, iturinas y fengicinas, han sido objeto
de estudio por su actividad antagonista contra fitopatdgenos potenciales, como bacterias,
hongos y oomicetos [73].

Las surfactinas son heptapéptidos interrelacionados con un acido graso B-hidroxi para
formar una estructura de anillo ciclico de lactona. Las iturinas también son heptapéptidos que
estan vinculadas a una cadena de acido graso p-amino. Las fengicinas, son decalipopéptidos
con un anillo de lactona y con una cadena de acido graso B-hidroxi [76]. Recientemente se
ha reportado que estos lipopéptidos también pueden influir en la colonizacién de las raices
ya que desempefian un papel importante en la interaccion de Bacillus con las plantas
mediante el estimulo de los mecanismos de defensa del huésped [73]. Las rizobacterias
Bacillus también pueden ser antagénicos a los patdgenos por medio de la excrecion de

enzimas que degradan la pared celular, como las quitinasas, celulasas y glucanasas [77].

2.4.2.3. Parasitismo. La depredacién/parasitismo es también un mecanismo importante
utilizado por algunas bacterias rizosféricas. Este mecanismo se basa en la destruccion
enzimatica de la pared celular de hongos patdgenos. Se ha sugerido la capacidad de las
bacterias para parasitar y degradar conidios o hifas de los patdgenos mediante la produccion
de diversas enzimas que degradan la pared celular [78]. Bacillus ehimensis produce enzimas

degradadoras de quitina. Mientras que B. subtilis muestra fungitoxicidad causada por la
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secrecion de glucosaminidasa N-acetilo y glucanasa [3]. B. licheniformis es conocido por su
capacidad de producir y secretar numerosas enzimas hidroliticas que le permiten al
microorganismo una gran variedad de sustratos y crecer en un amplio rango de fuentes de

nutrientes [79].

2.4.2.4. Induccion de resistencia sistémica. La resistencia inducida es un estado de la
capacidad defensiva mejorada que desarrolla una planta cuando es estimulada
adecuadamente. La resistencia inducida puede ser desencadenada por ciertos productos
quimicos, no dafinos, formas no virulentas de patdgenos y razas incompatibles de patdgenos.
Generalmente, la resistencia inducida es sistémica, porque la capacidad defensiva aumenta
no solo en las partes infectadas de la planta, sino también en los tejidos no infectados que
estan separados espacialmente [80].

En algunas especies de plantas, el acido salicilico producido por las rizobacterias sirve
como transductor para activar la resistencia sistémica inducida (RSI). También se ha sugerido
que algunas bacterias inducen la produccién de etileno o modulan la percepcion de etileno
por la planta. El etileno es considerado como un paso especifico y esencial en la via de
transduccion de sefiales que conduce a la RSI. El &cido jasmonico también ha sido
relacionado con la induccion de varias respuestas defensivas [81].

Las bacterias del género Bacillus pueden inducir la sintesis de hormonas en la planta,
como citocininas, etileno y giberelinas. Asimismo, algunas cepas de Bacillus pueden
solubilizar fosfato presente en el suelo mediante fosfatasas. Por otra parte, la reduccion
quimica del hierro puede ser un mecanismo directo para mejorar la nutricion de la planta
[77]. Finalmente, cepas de Bacillus incrementan los valores de &cido indol-3-acético y de

acido giberélico en las raices de las plantas. Estos compuestos mejoran la resistencia
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sistémica en plantulas de jitomate mediante la induccién de hormonas de crecimiento y

enzimas de defensa [11].

2.4.3 Cepas de Bacillus usadas para el biocontrol de fitopatégenos. Los métodos de
biocontrol basados en Bacillus tienen un gran potencial en el manejo integrado de plagas y
enfermedades en plantas. Estos microorganismos bacterianos exhiben propiedades
antagonistas utiles para la formulacién de biofungicidas. El género Bacillus abarca una gran
cantidad de especies que incluyen varias de las cepas de biocontrol descritas hasta la fecha
[82]. Entre las caracteristicas de biocontrol de estas bacterias estan las siguientes: son
organismos bien estudiados lo que facilita su uso racional; no son patdgenos para los seres
humanos; y tienen la capacidad de producir conidios que las hace capaces de soportar
condiciones ambientales extremas por tiempos prolongados. Lo anterior facilita su uso como
suspensiones bacterianas y formulaciones en polvo [3].

Bacillus firmus ha sido usado como agente de biocontrol contra huevecillos y larvas del
nematodo agallador de raiz Meloidogyne incognita. En condiciones de laboratorio se ha
obtenido una reduccién de incubacion de huevecillos de 98 a 100% Yy en la etapa juvenil, el
100% de inhibicién de la movilidad. Asi también, en condiciones de invernadero con plantas
de jitomate, se ha reducido el nimero de agallas en un 91%, la poblacion en un 76% vy el
namero de huevecillos en un 45% [83].

Estudios anteriores han mostrado que cuatro cepas del género Bacillus con caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas similares fueron capaces de disminuir la gravedad de la
enfermedad del tizon temprano (Alternaria alternata) en plantas de jitomate. La zona de
inhibicion observada sugirio un mecanismo de antibiosis. Adicionalmente, los perfiles

enzimaticos indicaron que las cepas podrian ser potenciales competidores ecologicos [2].

27



Asi también, en otro estudio se selecciono un aislado de Bacillus subtilis como el mejor
antagonista contra Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici en estudios in vitro. La
cepa de B. subtilis fue capaz de reducir la incidencia de la enfermedad en un 75 % [52].

Finalmente, en otro estudio, B. subtilis y T. harzianum inhibieron el crecimiento de
micelio de Alternaria solani y Phytophtora infestans en condiciones in vitro, e incrementaron
el crecimiento de raices y brotes, asi como el area foliar y el vigor de plantas de jitomate.
Estos tratamientos mejoraron los niveles de enzimas relacionadas con el sistema de defensa

de la planta como la peroxidasa, la polifenol oxidasa y la superéxido dismutasa [11].
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3. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

Los hongos Fusarium oxysporum y Alternaria alternata, son fitopatdgenos que causan
grandes pérdidas en la produccion de jitomate a nivel nacional y mundial. Las pérdidas por
dafios y disminucién de la calidad del cultivo de jitomate a nivel estatal y nacional han
Ilegado a ser hasta del 50% de la produccion total. En Sinaloa, el mayor estado productor de
jitomate en México, el hongo Fusarium ocasiona pérdidas en la produccion de jitomate
superiores al 60% [84].

Diversas investigaciones han mostrado que el hongo Trichoderma y la bacteria Bacillus,
presentan mecanismos deseables como agentes de biocontrol: antagonismo, antibiosis,
micoparasitismo, competencia por espacio y nutrientes e inducen la resistencia sistémica en
las plantas de cultivo [3]. Por otra parte, se ha reportado en literatura cientifica que el uso de
las cepas de Trichoderma y Bacillus mejora la interaccion planta-suelo, aumenta las
poblaciones de microorganismos benéficos e inducen el crecimiento de la planta [49].
Finalmente, el uso de estos agentes de biocontrol permite aprovechar las sinergias
ambientales orientadas al desarrollo de la agricultura organica.

Al evaluar las cepas de microorganismos fitopatdgenos y agentes de biocontrol aislados
en el estado de Oaxaca, se contribuye al conocimiento sobre la aplicacion de la microbiota
nativa de suelos de Oaxaca a una problematica de la produccion agricola local, nacional y
mundial. Debido a lo anterior en el presente trabajo se evaluara in vitro e in vivo, el uso de
cepas de Trichoderma asperelloides (VSL4) y Bacillus licheniformis (MV1) como posibles

alternativas para el manejo sustentable de enfermedades del jitomate.
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4. ORIGINALIDAD

Las cepas de hongos fitopatdgenos y de microorganismos biocontroladores que se probaran
en este trabajo de tesis, fueron aisladas y caracterizadas en el estado de Oaxaca, y forman
parte del cepario del grupo de colaboracion de Bioprocesos de la Universidad Tecnologica
de la Mixteca y de la Universidad del Papaloapan. La cepa del hongo fitopatégeno Fusarium
oxysporum (VSL314) fue aislada de plantas de jitomate enfermas cultivadas en invernaderos
en el estado de Oaxaca. Por otra parte, la cepa del fitopatdgeno Alternaria alternata
(VSL302) fue aislada de una planta de jitomate con sintomas de enfermedad de tizon
temprano en un invernadero ubicado en Huajuapan de Leon, Oaxaca. Asimismo, la cepa del
hongo Trichoderma asperelloides (VSL4) se aislo a partir de suelo cultivado con cafia de
azlcar en Tuxtepec, Oaxaca. Finalmente, la cepa de la bacteria Bacillus licheniformis (MV1)
fue aislada de una muestra de suelo rizosférico en el estado de Oaxaca.

El uso de las cepas Trichoderma asperelloides y Bacillus licheniformis no se han
caracterizado en pruebas in vitro ni en evaluaciones in vivo en plantas de jitomate cultivadas
en invernadero. El estudio del uso separado y combinado de estas cepas de biocontrol contra

fitopatdgenos de plantas de jitomate aun no ha sido reportado en la literatura cientifica.
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5. OBJETIVOS

General
Evaluar la actividad de las cepas Trichoderma asperelloides (VSL4) y Bacillus licheniformis
(MV1) como agentes de biocontrol contra los fitopatogenos Fusarium oxysporum (VSL314)

y Alternaria alternata (VSL302) in vitro y en plantas de jitomate cultivadas en invernadero.

Particulares

1. Establecer las condiciones para el cultivo in vitro y la produccion de conidios del
hongo T. asperelloides y de la bacteria B. licheniformis, asi como de los

microorganismos fitopatdgenos F. oxysporum y A. alternata.

2. Determinar la actividad antagonista in vitro de T. asperelloides y B. licheniformis en

contra del crecimiento de los fitopatdgenos F. oxysporum y A. alternata.

3. Evaluar la actividad biocontroladora in vivo de las cepas de T. asperelloides y B.
licheniformis contra los fitopatdgenos F. oxysporum y A. alternata en plantas de

jitomate bajo condiciones de invernadero.

4. Evaluar los parametros agronémicos de velocidad de crecimiento, altura total y peso

seco de las plantas de jitomate obtenidos en los diferentes tratamientos.
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6. METAS

Del objetivo particular 1

Meta 1.1. Propagacion y produccion de conidios de los hongos F. oxysporum, A. alternata y
T. asperelloides en medios de cultivo in vitro.

Meta 1.2. Propagacion y conservacion de la bacteria B. licheniformis en un medio solido y
produccidn de células de esta bacteria en un medio liquido.

Del objetivo particular 2

Meta 2.1. Medicion de las velocidades de crecimiento de los hongos F. oxysporum, A.
alternata y T. asperelloides en medio solido.

Meta 2.2. Confrontacion en cultivo dual de los agentes de biocontrol T. asperelloides y B.
licheniformis contra los hongos fitopatdgenos F. oxysporum y A. alternata.

Del objetivo particular 3

Meta 3.1. Implementacidn de técnicas de inoculacion de los microorganismos en plantas de
jitomate.

Meta 3.2. Evaluacion del antagonismo de T. asperelloides y B. licheniformis contra los
fitopatdgenos F. oxysporum y A. alternata en plantas in vivo en condiciones de invernadero.
Del objetivo particular 4

Meta 4.1. Medicion de la velocidad de crecimiento, altura total y peso seco de las plantas de

jitomate obtenidas de los diferentes tratamientos.
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7. METODOLOGIA

El presente trabajo fue realizado en el Laboratorio de Bioprocesos del edificio de
Laboratorios de la Maestria en Ciencias: Productos Naturales y Alimentos, asi como también

en el invernadero de la Universidad Tecnologica de la Mixteca, Oax. Méx.

7.1. Material bioldgico

Las cepas de los hongos fitopatdgenos Alternaria alternata (VSL302) y Fusarium
oxysporum (VSL314) fueron proporcionadas por el Dr. Vladimir Sanchez Lopez de la
Universidad del Papaloapan. El Dr. Sanchez Lopez realizo el aislamiento de las cepas de F.
oxysporum y A. alternata a partir de plantas de jitomate con sintomas de enfermedad de
marchitamiento vascular y tizén temprano, respectivamente, cultivadas en invernaderos en
el estado de Oaxaca [85].

La cepa del hongo Trichoderma asperelloides (VSL4) fue proporcionada por el Dr.
Vladimir Sanchez Lopez, quien hizo la identificacion de la cepa, misma que fue aislada a
partir de suelo de cultivos de cafia de azlcar en Tuxtepec, Oaxaca. Por otra parte, la cepa de
la bacteria Bacillus licheniformis fue aislada e identificada por el M.C. Luis Erick Mota
Pacheco [86] y forma parte del material bioldgico del Laboratorio de Bioprocesos de la

Universidad Tecnoldgica de la Mixteca.
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7.2. Meta 1.1. Propagacion y produccion de conidios de los hongos F. oxysporum, A.
alternatay T. asperelloides en medios de cultivo in vitro.

7.2.1. Mantenimiento de las cepas. Las cepas de los hongos fitopatogenos (F. oxysporum
y A. alternata) y del agente de biocontrol T. asperelloides fueron mantenidas en medio de
cultivo agar papa dextrosa (APD) [87] e incubadas a una temperatura constante de 28 °C,
con fotoperiodo de luz/oscuridad de 12 h. Se realizaron resiembras cada 20 d para mantener
las cepas activas.

La cepa B. licheniformis se mantuvo en medio de cultivo Luria-Bertani (LB) que es un
medio general enriquecido para el crecimiento de bacterias [86]. La formulacion para la
preparacion de este medio consiste en: 1 L de agua destilada, 5 g de peptona de caseina, 3 g
de extracto de levadura, 2.5 g de NaCl y 15 g de agar [88]. La mezcla de los componentes se
esterilizo a 121 °C durante 20 min. A esta formulacion se le adicionaron 15 mL de una

solucion acuosa estéril de Rojo Congo 1:400 [86].

7.2.2. Produccién de conidios de los hongos. Se evalu6 el grado de produccion de conidios
de los hongos (F. oxysporum, A. alternata y T. asperelloides) utilizando distintos medios de
cultivo para elegir aquel que permitiera obtener la mayor cantidad de conidios en el menor
tiempo de incubacion. A continuacion se muestran las condiciones que se evaluaron para
cada una de las cepas.

Alternaria alternata. Para el fitopatdogeno A. alternata se experimentaron 6 diferentes
medios de cultivo (Tabla 5). El agar papa dextrosa (APD) fue preparado siguiendo las
indicaciones del producto. Los ingredientes, las cantidades y procedimiento para la

preparacion del resto de los medios se muestran en el Apéndice 1. En este apartado solo se
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describe la preparacion del medio de cultivo utilizado de manera rutinaria para la produccion

de conidios de este hongo.

Tabla 5. Medios de cultivo usados para la esporulacion de A. alternata

Medio de cultivo

Medio APD
Medio SNA

Agar jugo Ve MA

Agar jugo Ve MB

Medio agar clavel
Medio agar papa-zanahoria

Medio de cultivo agar Jugo Vs. EI medio agar jugo Vs fue preparado para la obtencion
de conidios de A. alternata. Los ingredientes usados por cada L de medio fueron: 900 mL de
agua destilada, 100 mL de jugo Vg, 2 g de CaCOs y 15 g de agar bacteriol6gico [89].

Primeramente, el jugo Vs fue centrifugado a 4000 rpm durante 20 min. El precipitado fue
retirado de la suspension. Posteriormente, se agregé CaCOs al jugo Vs centrifugado y se
agito hasta disolver. La solucién se dejo reposar durante 10 min. Después de esto, la solucion
fue centrifugada a 4000 rpm durante 20 min para clarificar. Se obtuvo el sobrenadante (sin
solidos) hasta completar 100 mL. El agar fue disuelto por separado en agua. A continuacion,
se mezclo la solucion de jugo Vg con el agar disuelto y se aforé a 1 L [89]. Posteriormente,
con el uso de una barra magnetica la solucion se homogenizé en una parrilla eléctrica, se
vacio en matraces y se sometid a esterilizacion. Subsecuentemente, se hizo el vaciado en

cajas Petri a razon de 15 mL cada caja. Finalmente, se inocularon las cajas con un disco con
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micelio de A. alternata y éstas se incubaron a temperatura constante de 28 °C durante 15 d

con fotoperiodo de 12 h de luz/oscuridad.

Para la obtencion de conidios de A. alternata a cada caja con cultivo de la cepa, se
agregaron 15 mL de agua destilada estéril y se raspd el agar con un extensor esteril.
Posteriormente, el desprendido de cada caja de Petri y el agar fue transferido a un matraz de
500 mL y se agitdé en una incubadora orbital durante 45 min para favorecer el
desprendimiento de los conidios. Al término de la agitacion, se hizo un filtrado a través de
una malla de nylon fino estéril para eliminar los fragmentos de agar. Finalmente con el uso
de la camara Neubauer se cuantifico el nimero de conidios/mL presentes en la suspension.

Fusarium oxysporum. Para la obtencion de conidios del fitopatdgeno F. oxysporum se
hicieron pruebas con los medios de cultivo agar clavel y APD. Para realizar esto, las cajas
Petri con 15 mL de medio fueron incubadas a temperatura de 28 °C durante 10 d [27]. A cada
caja Petri se le agregaron 30 mL de agua destilada estéril y se hizo un raspado de conidios
con un extensor estéril. El desprendido y el agar de cada caja Petri fueron transferidos a un
matraz y sometido a agitacién en una incubadora orbital durante 45 min. Posterior a la
agitacion, se hizo un filtrado a través de una malla de nylon fino estéril para eliminar partes
del agar solubilizado. Finalmente, se obtuvo la suspension de conidios en agua estéril. Con
el uso de la camara Neubauer, se cuantifico la cantidad de conidios y se hizo el ajuste hasta
obtener una concentracion de 1.8 x 10° conidios/mL [90].

Trichoderma asperelloides. Para la obtencidn de la suspension de conidios de esta cepa
se hicieron resiembras en cajas de Petri con 15 mL de APD y se incubaron a temperatura de

25 °C durante 7 d, con un fotoperiodo de 12 h luz/oscuridad [11]. Posteriormente se realizo
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la cosecha de conidios con base a las técnicas usadas con las otras cepas fungicas. Se hizo el

conteo de conidios obtenidas y se ajusté a una concentracion de 1.7 x 107 conidios/mL [11].

7.3. Meta 1.2. Propagacion y conservacion de la bacteria B. licheniformis en un medio
solido y la produccidn de células en un medio liquido.

7.3.1. Produccidn de células de Bacillus licheniformis. Para la preparacion de células de B.
licheniformis en suspension, fue empleado el medio liquido NFb modificado por la adicion
de glucosa. La formulacion del caldo consistié en 900 mL de agua destilada, 100 mL de
solucion salina, 5 g de acido DL-malico, 0.5 g de extracto de levadura, 4.8 g de KOHy 10 g
de glucosa. La solucidn salina se prepard con base a la siguiente formulacion: 1 L de agua
destilada, 5 g de KoHPO4, 2 g de MgS04.7H20, 1 g de NaCl, 2 g de FeCl3.6H20 [86]. Los
ingredientes fueron mezclados, homogenizados y vaciado en matraces. Posteriormente, se
esterilizo a 121 °C durante 20 min.

Cada matraz de 500 mL con caldo NFb fue inoculado con tres asadas de la cepa de B.
licheniformis. Los matraces fueron incubados en una incubadora orbital a 150 rpm durante
72 ha 37 °C (asi tambien se realizaron pruebas de incubacidn sin agitacion). A continuacion,
el contenido de los matraces fue vertido en un vaso de precipitados para homogenizar la
suspension. Posteriormente, se hizo la medicion de la densidad éptica del cultivo en un
espectrofotémetro a 610 nm, usando como blanco caldo NFb sin inocular.

Para la cuantificacion de la concentracion de biomasa, una suspension de células se diluyo
en agua pasada por 0smosis en proporciones suspension/agua de 0.8, 0.6, 0.4 y 0.2. Para cada
dilucion se hizo una medicion de la absorbancia y se determind el peso de la biomasa presente
en la suspension. Para obtener el peso de biomasa, con la ayuda de una bomba de vacio, se

hizo pasar la suspension a través de membranas con diametro de poro nominal de 0.45 umy
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asi se retuvo la biomasa de células. Finalmente, se hizo una curva de calibracion para
relacionar la absorbancia de la suspension de células con la concentracién de biomasa
(Apéndice 2). Esta prueba se hizo por duplicado. Mediante la ecuacion de la recta obtenida
a partir de la curva de calibracion concentracion vs absorbancia, se determind la cantidad de
biomasa presente en la suspension de células.

El procedimiento anterior fue considerado como la mejor opcion para la cuantificacion de
B. licheniformis. El conteo de células en placas, para esta bacteria, no se considerd
conveniente debido a que B. licheniformis no presenta un crecimiento de colonias definido,
su crecimiento es mas bien en forma de liquenes. Ademas de esto, la medicion por
absorbancia es un método rapido y eficaz para determinar la densidad Optica de la bacteria,

y posteriormente de la biomasa por medio de la correlacion con las mediciones de masa seca.

7.4. Meta 2.1. Medicion de las velocidades de crecimiento de los hongos F. oxysporum,
A. alternatay T. asperelloides en medio solido.
7.4.1. Velocidad de crecimiento de micelio en medio solido. Primero se determinaron las
velocidades de crecimiento para las diferentes cepas en medio solido APD. Estas mediciones
fueron usadas para colocar el disco de micelio a diferentes tiempos para garantizar que la
confrontacién del cultivo dual se observara a la mitad de la caja. Se obtuvo in vitro, la
velocidad de crecimiento de las cepas fitopatdgenas A. alternata y F. oxysporum, en los
diferentes medios de cultivo solido durante 8 dias. Para la cepa de A. alternata se usaron 4
medios de cultivo diferentes con 5 réplicas (cajas Petri) en cada uno. Para la cepa de F.
oxysporum se probaron 2 medios de cultivo solido con 10 réplicas en cada uno.

Se trazaron cuatro lineas (a, b, ¢ y d) en cada caja partiendo de los bordes, todas las lineas

cruzaron por el centro de la caja, de tal manera que se formaron octavos del area del circulo.
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En cada caja Petri se colocaron 15 mL del medio. En el centro de la caja se deposito un disco
con micelio de inéculo del microorganismo a caracterizar (Figura 2). Con el uso de un
micrémetro vernier se hizo la medicion diaria del crecimiento del hongo a partir del disco
con micelio y a lo largo de las cuatro lineas hasta que invadio por completo la caja. Los datos
de las mediciones fueron analizados y se determind el crecimiento acumulado, promedio de
crecimiento diario y desviacion estandar para cada cepa fangica en diferentes medios de

cultivo. El experimento se hizo por quintuplicado.

Figura 2. Trazado de la caja Petri para medir velocidad de crecimiento de las cepas

fangicas.

7.5. Meta 2.2. Confrontacion en cultivo dual de los agentes de biocontrol T. asperelloides
y B. licheniformis contra los hongos fitopatégenos F. oxysporum y A. alternata

7.5.1. Pruebas in vitro del antagonismo de B. licheniformis contra F. oxysporum y A.
alternata. El efecto antagonista de B. licheniformis contra A. alternata y F. oxysporum se
determiné por el método de confrontacion de cultivos duales en cajas Petri usando el medio
de cultivo APD [91]. La cepa de B. licheniformis fue inoculada alrededor de la caja Petri
mediante el método de estriado. La cepa del fitopatdgeno fue colocada en el centro de la caja
usando un disco de agar de 0.8 cm de didmetro con crecimiento miceliar del hongo (Figura
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3). El experimento se hizo por triplicado y como control positivo se sembro el hongo
fitopatdgeno en cajas de APD en ausencia de la bacteria B. licheniformis. Las cajas fueron
incubadas a 25 °C durante 15 d. Se hicieron observaciones diarias para evaluar las

interacciones bacteria-hongo.

Figura 3. Interacciones en cultivo dual B. licheniformis por estriado y A. alternata en el

centro de la caja Petri.

Para tener un mejor conocimiento de lo sucedido en las interacciones, se tomaron
micrografias con un microscopio electronico de barrido (MEB) con sistema de
criotransferencia de la marca Jeol, modelo IT300. El procedimiento general fue el siguiente:
primero se corté una muestra de unos 5 x 5 mm con ayuda de un bisturi (conteniendo la
menor cantidad de agar posible) directamente de las cajas Petri. La muestra se colocd
directamente sobre un fragmento de cinta de carbono a la cual previamente se le retiro el
protector y se fijo sobre el porta-muestras. El porta-muestras fue colocado dentro del
sputtering (marca Denton Vaccum Modelo Desk V) para recubrir de oro las muestras por
medio de la erosion catddica. Para esto, primero se cred un vacio de 6 x 102 Torr (el tiempo
para alcanzar dicho valor varia de acuerdo al grosor de la muestra). Posteriormente, se

bombarde6 el bloque de oro con cationes, los cuales desprenden fragmentos muy finos de
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oro, los cuales recubren la muestra. Una vez alcanzado el vacio tomo6 aproximadamente 3
min en recubrirse la muestra. El voltaje de aceleracion usado fue 10 y 15 KV dependiendo
de la muestra. Finalmente, se sacd el porta-muestras del sputtering y se coloco en el
microscopio (marca JEOL Modelo JSM-IT300) para la observacion de las muestras. Antes
de realizar la captura de las imagenes se cred un alto vacio dentro del microscopio. La

observacion de las muestras se realizd por medio de una PC.

7.5.2. Pruebas in vitro del antagonismo de Trichoderma asperelloides contra F.
oxysporum y A. alternata. Primeramente se determinaron las velocidades de crecimiento de
los hongos T. asperelloides, F. oxysporum y A. alternata. Estas evaluaciones sirvieron como
base para saber el tiempo al que se tenian que colocar los indculos en las cajas Petri para cada
hongo, con la finalidad que su interaccion en los cultivos duales se realizara en el centro de
la caja. La evaluacion in vitro de la interaccion de T. asperelloides contra los hongos
fitopatdgenos, se hizo mediante cultivos duales en el medio de cultivo APD. Dos discos de
micelio, uno de cada hongo se colocaron diametralmente opuestos, en una caja Petri de 9 cm
de diametro con 15 mL de medio [9] (Figura 4). Las cajas se incubaron a 25 °C y el
crecimiento radial de cada hongo fue medido diariamente con un micrémetro durante 12 d.
El experimento se llevo a cabo por triplicado. Al finalizar la prueba se hizo una evaluacion

cualitativa de la interaccion entre los hongos.
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Figura 4. Interaccion entre T. asperelloides y F. oxysporum en cultivo dual

7.6. Meta 5. Implementacion de técnicas de inoculacién de los microorganismos en
plantas de jitomate
7.6.1. Pruebas in vivo de la patogenicidad de los fitopatdgenos y el efecto de los agentes
de biocontrol en plantas de jitomate. La prueba de patogenicidad se realizo en el periodo
del 13 de noviembre de 2015 al 22 de enero de 2016. Para la realizacion de esta prueba, se
uso la variedad de jitomate Sun 7705. Esta variedad es comercial usada por productores de
la region de Huajuapan de Ledn, ha sido reportada con resistencia al patégeno Fusarium,
mas no asi contra Alternaria [92]. Con la finalidad de contar con mayor certeza de los
resultados en el experimento, fue importante determinar primeramente que los hongos
fitopatdgenos eran infectivos y estaban asociados con la enfermedad de acuerdo a los
postulados de Koch [30].

Estas pruebas de inoculacion y reaislamiento de los fitopatdgenos eran importantes para
confirmar que efectivamente A. alternata y F. oxysporum estaban asociados con la
enfermedad de tizon temprano y marchitamiento vascular, respectivamente, en plantas de

jitomate. Asi también, estas pruebas in vivo eran importantes para conocer si las cepas T.
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asperelloides y B. licheniformis que serian probadas como biocontroles no causaban algin
efecto negativo en las plantas.

La inoculacion de los microorganismos con potencial benéfico y patdgeno se hizo al
momento de hacer el trasplante con base a los diferentes tratamientos (Tabla 6). Las plantas
fueron elegidas aleatoriamente.

Se hicieron 8 mediciones de altura de las plantas y con base a la ultima medicion se

determind la altura final.

Tabla 6. Inoculacion de las plantas de jitomate en las pruebas de patogenicidad y

efecto de los agentes de biocontrol.

Tratamiento Deacripcion tPr I:tr;tri?e?ﬁ;
TRI Plantas + T. asperelloides 6
FUS Plantas + F. oxysporum 6
TES Testigo (Plantas sin tratamiento) 6
BAC Plantas + B. licheniformis 6
ALT Plantas + A. alternata 6
Total de plantas 30

7.6.1.1. Inoculacién de las plantas de jitomate con F. oxysporum y A. alternata. Para la
inoculacion con el hongo F. oxysporum, se removio el sustrato de las raices de las plantas
con agua potable. A continuacion, las plantas se dafiaron en sus raices y tallo con una aguja
de jeringa estéril. Posteriormente las raices se sumergieron en una suspension de conidios del
fitopatdgeno con una concentracion de 1.1 x 107 conidios/mL durante 5 min [1]. Finalmente

las plantulas fueron trasplantadas en bolsas de plastico que contenian el sustrato v,
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adicionalmente 10 mL de la suspension de conidios se colocaron en cada bolsa para asegurar
su inoculacion.

Para el tratamiento con A. alternata, las plantas fueron colocadas en bolsas con sustrato.
Posteriormente, con una aguja de jeringa estéril las plantas fueron dafiadas en las primeras
hojas verdaderas. A continuacién, con un atomizador desinfectado, se asperjo toda el area
con una suspension de conidios del fitopatogeno a una concentracion de 1.0 X 10*
conidios/mL. Finalmente, las plantas fueron cubiertas con una bolsa de polipapel durante 3
d para mantener una humedad relativa alta con la finalidad de tener condiciones adecuadas
para la infeccién del fitopatogeno [2]. Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de
invernadero a una temperatura promedio de 26 °C y a una humedad relativa promedio de
53%. El suministro de agua se hizo en forma diaria y las cantidades variaron conforme al

crecimiento de las plantas.

7.6.1.2. Inoculacion de las plantas de jitomate con T. asperelloides y B. licheniformis

Para el tratamiento con T. asperelloides, primero se removio el sustrato rizosférico de las
plantas con agua potable. Posteriormente, las plantas fueron sumergidas en una suspension
de conidios del agente de biocontrol con una concentracion de 2.33 x 107 conidios/mL [50].
Finalmente, las plantas de jitomate fueron trasplantadas en bolsas de plastico y se les agregd
adicionalmente 10 mL de la suspensién de conidios en la zona radicular de la planta para
garantizar su inoculacion. De manera similar, en las plantas tratadas con B. licheniformis, se
removio el sustrato de las raices de las plantas. Posteriormente, las plantas fueron sumergidas
durante 5 min en una suspension de celulas con una concentracion de biomasa de 0.00316

g/mL [48].
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7.6.1.3. Actividades agronomicas para el desarrollo de la prueba de patogenicidad. Para
la siembra de las semillas de jitomate se usaron conos forestales de germinacion. El sustrato
usado consistié en una mezcla homogénea de 60% peat moss y 40% de agrolita (mineral
triturado). El sustrato fue humedecido mediante la adicion de agua potable. Posteriormente,
el sustrato fue colocado en bolsas de plastico para ser esterilizado a 121 °C durante 40 min.
Los conos fueron desinfectados mediante su inmersion en una solucién de hipoclorito de
sodio al 1% vy cloruro de benzalconio al 0.05% durante 12 h. Finalmente, los conos fueron
secados Yy llenados con sustrato estéril.

Para el trasplante de las plantulas de jitomate el sustrato usado fue una mezcla homogénea
en una proporcion de 1:1, de composta y tierra lama. El sustrato fue vaciado en bolsas de
polipropileno y colocadas en un contenedor de 200 L. La desinfeccién se hizo con calor
himedo mediante un bafio Maria a una temperatura aproximada de 100 °C durante 60 min.

Tratamiento de la semilla. En un vaso de precipitados, se prepararon 30 mL de una
suspension de hipoclorito de sodio comercial al 1%. Las semillas de jitomate variedad Sun
7705 fueron colocadas en la suspension de hipoclorito de sodio durante 5 min con agitacién
a 150 rpm en un agitador orbital. Posteriormente, se retird la solucion clorada de las semillas
y se hicieron dos lavados con 60 mL de agua estéril agitando a 150 rpm durante 10 min para
eliminar los residuos de cloro [1].

Siembra. Los conos de germinacion desinfectados se llenaron con 50 g de sustrato estéril.
En cada cono se coloco una semilla de jitomate a una profundidad de 1 cm aproximadamente.
Posteriormente, la semilla fue cubierta con el sustrato para su germinacion. Los conos de
germinacion fueron regados a capacidad de campo con agua potable y se mantuvieron en el
laboratorio hasta la germinacion de las semillas. Cuando todas las semillas germinaron, las

plantulas fueron trasladadas al invernadero.
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Trasplante. Las plantulas de jitomate con 26 d de crecimiento fueron trasplantadas en
bolsas de polietileno previamente llenadas con 2 kg de sustrato desinfectado [2]. Las plantas
fueron trasplantadas para permitirles desarrollar su sistema radicular y su crecimiento foliar.
Se hizo un pequefio hoyo en el sustrato hiumedo en el centro de cada bolsa y fue colocada
una planta a medida de que sus raices quedaran cubiertas con el suelo. Posteriormente, se
hizo un riego a capacidad de campo para humedecer todo el sustrato contenido en la bolsa y
para mantener la turgencia de las plantas.

Manejo del cultivo. EI manejo del cultivo de las plantas consistié en actividades de riego,
fertilizacion, tutoreo y control de plagas y enfermedades. Durante los primeros 10 d después
del trasplante, el riego se aplico diariamente con 100 mL de agua. Posteriormente la cantidad
de agua se increment6 a 200 mL diarios conforme a las necesidades de las plantas, hasta
llegar a la cantidad de 400 mL diarios. Por otra parte, la fertilizacion consistio en el
suministro de los elementos esenciales para el crecimiento y desarrollo de las plantas a traves
del riego. Los macroelementos nitrégeno (N), fosforo (P) y potasio (K) se aplicaron a las
plantas a través de los fertilizantes comerciales urea, fosfato monoamoénico y nitrato de
potasio, respectivamente. La dosis que se usé fue la recomendada por Stenier con
modificaciones (Tabla 7) a través de una solucién nutritiva [93]. La dosis de fertilizacién no
incluydé microelementos. Se considerd que de acuerdo periodo corto de la prueba, la falta de
alguno de estos nutrientes no afectaba el crecimiento adecuado de las plantas. Ademas, en
los resultados del analisis del sustrato realizado posteriormente, se mostré una disponibilidad
moderadamente alta de magnesio, zinc, boro y disponibilidad moderadamente bajo de hierro,

cobre y manganeso.
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Tabla 7. Solucién nutritiva Steiner modificada para el riego de las plantas de jitomate

Fertilizantes Cantidad
Ca(NOs)2 98.918 g
MgSO4 49.494 g
KNO3 9.126 g
KH2PO4 13.608 g
Urea 26.00 g

Valores para 100 L de agua.

El tutoreo se implementd a los 15 d después del trasplante. Esta actividad se realiz6 para
evitar que las plantas por su tamafio pudieran caerse. Posteriormente, el tutoreo de las plantas
se realizd cada 7 d conforme las plantas lo fueran necesitando. Finalmente, se hizo una
aplicacion del fungicida Mycloss para controlar la enfermedad denominada cenicilla a los 37
d del trasplante. Este fungicida es de contacto y no interfirio con el desarrollo de las

enfermedades de la prueba.

7.7. Meta 3.2. Evaluacion del antagonismo de T. asperelloides y B. licheniformis contra
F. oxysporum y A. alternata en plantas in vivo en condiciones de invernadero
7.7.1. Experimento de biocontrol in vivo en plantas de jitomate. Para hacer la evaluacion
del antagonismo in vivo, la variedad de jitomate que se usé fue Sun 7705. Esta variedad fue
la utilizada en las pruebas de patogenicidad. El experimento fue establecido con 10 plantas
por tratamiento y se realizé por duplicado.

Para estas pruebas in vivo, el primer experimento se realizé del periodo 14 de junio al 22
de agosto de 2016. El segundo experimento se evalud en el periodo 19 de julio al 29 de

septiembre de 2016.
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7.7.1.1. Tratamiento y siembra de la semilla. Las semillas de jitomate fueron tratadas con
hipoclorito de sodio. En un vaso de precipitados, se prepararon 30 mL de una solucién de
hipoclorito de sodio comercial al 1%. Las semillas fueron colocadas en la solucion de
hipoclorito de sodio durante 5 min con una agitacion de 150 rpm. Posteriormente, la solucion
de cloro se retiro de las semillas y se hicieron dos lavados con 60 mL de agua estéril agitando
a 150 rpm durante 10 min para eliminar los residuos del cloro [1]. La siembra fue hecha en
conos forestales de germinacion desinfectados. Los conos se llenaron con 50 g de sustrato
estéril. En cada cono se colocd una semilla de jitomate a una profundidad de 1 cm
aproximadamente y la semilla fue cubierta con el sustrato. Los conos de germinacién fueron
regados a capacidad de campo con agua potable y se mantuvieron en el laboratorio hasta la

germinacion. Una vez germinadas las plantulas fueron trasladadas al invernadero.

7.7.1.2. Trasplante. Para el trasplante se utiliz un sustrato homogéneo de composta y lama
en proporcion 1:1. Este sustrato fue desinfectado mediante calor himedo a una temperatura
aproximada de 100 °C durante 60 min. Con base al analisis de diagndstico de fertilidad del
suelo, este sustrato tuvo un pH de 7.24 que se considera ligeramente alcalino. La
conductividad eléctrica fue de 6.19 ds/m. El sustrato es arcilloso con alta capacidad de
retencion de agua y nutrientes. Asi también es moderadamente bajo en carbonatos, muy alta
salinidad y muy bajo nivel de calcio. El suministro de fosforo y potasio disponible es muy
alto. Suministro importante de nitrégeno inorganico. Con respecto a la disponibilidad de
micronutrientes, el sustrato fue moderadamente alto en magnesio, zinc y boro;
moderadamente bajo en fierro y cobre y pobre en manganeso. Por otra parte, el sustrato

presentd un alto nivel de materia organica.
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El trasplante de las plantulas de jitomate se hizo en un invernadero con una temperatura
promedio de 26 °C y humedad relativa promedio de 53%. La Radiacion Fotosintéticamente
Activa (PAR por sus siglas en inglés) fue medida entre las 11:00 y 15:00 horas, usando un
medidor de luz cuantica Light Scout® Mod. 3415FSE (Spectrum Technology Inc. USA), se
obtuvo un promedio de 515 pmol/m?s.

El trasplante fue hecho a los 29 d después de la siembra. Las bolsas de polietileno se
llenaron con 2 kg de sustrato. En cada bolsa se colocé una planta de jitomate y se rego a

capacidad de campo.

7.7.1.3. Inoculacion de los tratamientos. Se utilizaron 120 plantas de jitomate para llevar a
cabo el experimento del antagonismo in vivo de T. asperelloides y B. licheniformis contra F.
oxysporum y A. alternata. Fueron 12 los tratamientos, con 10 plantas cada uno, los que fueron
evaluados (Tabla 8).

Los tratamientos BAC y TES se utilizaron en la evaluacién de ambos fitopatdgenos. Las
plantas del tratamiento control positivo BAC con B. licheniformis fueron inoculadas en la
zona radicular con 15 mL de la suspension de células con una concentracion de 0.00316 g/mL
de biomasa (este tratamiento fue el mismo utilizado para evaluar el antagonismo contra A.
alternata). Por otra parte, las plantas con el tratamiento TES que corresponden al testigo, no
recibieron ningun tratamiento. Las plantas fueron mantenidas bajo condiciones de
invernadero a una temperatura promedio de 26 °C, a una humedad relativa promedio de 53%
y una PAR de 515 pmol/m?s. Diariamente se hizo el suministro de agua y solucion nutritiva
de acuerdo a la fenologia del cultivo y a sus requerimientos. Las plantas fueron revisadas
diariamente para observar el desarrollo de algun sintoma de incidencia de la enfermedad.

Finalmente, la evaluacion fue realizada al dia 40 después del trasplante.
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Tabla 8. Todos los tratamientos del experimento in vivo en plantas de jitomate

Tratamiento Descripcion
TES Testigo (plantas sin tratamiento)
FUS-TRI Plantas + T. asperelloides + F. oxysporum (ambos en raiz)

FUS-BAC Plantas + B. licheniformis + F. oxysporum (ambos en raiz)

Plantas + B. licheniformis + T. asperelloides + F. oxysporum

FUS-TRI-BAC (todos en raiz)

ALT-TRI Plantas + T. asperelloides + A. alternata (ambos en hoja)

ALT-BAC Plantas + B. licheniformis en raiz + A. alternata en hoja
Plantas + B. licheniformis en raiz + T. asperelloides en hoja + A.

ALT-TRI-BAC  lternata en hoja
FUS Plantas + F. oxysporum en raiz
ALT Plantas + A. alternata en hoja
TRI Plantas + T. asperelloides en hoja
TRI Plantas + T. asperelloides en raiz
BAC Plantas + B. licheniformis en raiz

A continuacion se describe la preparacion de la infeccion de las plantas de jitomate para
cada uno de los tratamientos.

Tratamientos para el biocontrol del fitopatégeno Alternaria alternata. En la Tabla 9
se muestran los tratamientos que fueron establecidos para el biocontrol de A. alternata. Se
inocularon las plantas de los tratamientos ALT-TRI, ALT-BAC y ALT-TRI-BAC, que
corresponden a T. asperelloides, B. licheniformis y a la combinacién de ambos,
respectivamente. Las plantas del tratamiento ALT-TRI fueron asperjadas en las hojas con 15
mL de una suspension con 1.09 x 107 conidios/mL de T. asperelloides. La inoculacion se

hizo con un atomizador de 500 mL estéril, procurando que la totalidad del follaje fuera
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cubierto con la suspension. Las plantas del tratamiento ALT-BAC fueron inoculadas en la
zona radicular con 15 mL de una suspension de células de B. licheniformis con una
concentracion de biomasa de 0.00316 g/mL.

Para la inoculacion de las plantas del tratamiento ALT-TRI-BAC, primero se hizo la
aspersion de 15 mL de la suspension de conidios de T. asperelloides a una concentracion de
1.09 x 107 conidios/mL. Subsecuentemente, las plantas fueron inoculadas en la zona radicular
con 15 mL de la suspension de células de B. licheniformis con una concentracién de biomasa

de 0.00316 g/mL.

Tabla 9. Tratamientos para el biocontrol de Alternaria alternata

Tratamiento Concepto
ALT Plantas + Alternaria en hoja
TRI Plantas + Trichoderma en hoja
ALT-TRI Plantas + Trichoderma + Alternaria ambos en hoja

ALT-BAC  Plantas + Bacillus (en raiz) + Alternaria (en hoja)

Plantas + Bacillus (en raiz) + Trichoderma (en hoja) +

ALT-TRI-BAC  4jternaria (en hoja)

La inoculacion de A. alternata y del tratamiento control, se realiz6 2 d después de la
inoculacidon de los biocontroles. Las plantas de los tratamientos ALT-TRI, ALT-BACy ALT-
TRI-BAC, fueron inoculadas con una suspension de micelio de A. alternata con el contenido
del micelio de una caja Petri de 20 mL de agua. La suspension fue preparada con Twin al
1%. Con el uso de un atomizador estéril de 500 mL esteril se asperjo la suspension de micelio
de A. alternata a razon de 15 mL por planta. La aspersion fue hecha de tal forma que se

cubrio todo el follaje de las plantas. Inmediatamente después de la aspersion, las plantas de
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estos tratamientos fueron cubiertos con una bolsa de polipapel (Figura 5) durante 3 d para
mantener una humedad relativa alta y tener condiciones adecuadas de infeccion [2]. Las
plantas fueron mantenidas en el invernadero a una temperatura entre promedio de 26 °C,
humedad relativa de 53% y una PAR 515 pmol/m?s.

Las plantas del tratamiento ALT que corresponde al control positivo de A. alternata,
fueron inoculadas bajo el mismo procedimiento explicado para los tratamientos ALT-TRI,
ALT-BAC y ALT-TRI-BAC. Las plantas del tratamiento TRI que corresponde al control
positivo con T. asperelloides en hojas, fueron inoculadas bajo el mismo procedimiento

explicado en la inoculacién de biocontroles del tratamiento ALT-TRI.

Figura 5. Cubrimiento de las plantas con una bolsa para generar humedad en la inoculacién

con A. alternata

Tratamientos para evaluar el antagonismo contra Fusarium oxysporum. Para evaluar el
antagonismo de T. asperelloides y B. licheniformis contra F. oxysporum, cinco tratamientos

fueron evaluados. En la Tabla 10 se muestran los tratamientos con el hongo fitopatogeno F.
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oxysporum que fueron inoculados con los agentes de biocontrol T. asperelloides, B.
licheniformis y una combinacién de ambos microorganismos benéficos. Las plantas de
jitomate de los tratamientos con los agentes de biocontrol fueron inoculadas un dia posterior
al trasplante.

Para el tratamiento FUS-TRI, la inoculacién de las plantas con T. asperelloides, se hizo
adicionando 15 mL de una suspension de conidios con concentracion de 1.09 x 107
conidios/mL con una probeta graduada estéril. La suspension fue inoculada en la zona
radicular de la planta de jitomate. EI mismo procedimiento fue usado para la inoculacion de
las plantas en el tratamiento FUS-BAC, usando una suspension de B. licheniformis con una

concentracion de biomasa de 0.00316 g/mL.

Tabla 10. Tratamientos para el biocontrol de Fusarium oxysporum

Tratamiento Concepto
FUS Plantas + Fusarium en raiz
TRI Plantas + Trichoderma en raiz
FUS-TRI Plantas + Trichoderma + Fusarium ambos en raiz

FUS-BAC Plantas + Bacillus + Fusarium ambos en raiz

FUS-TRI-BAC Plantas + Bacillus + Trichoderma + Fusarium todos en raiz

En el tratamiento FUS-TRI-BAC las plantas primeramente fueron inoculadas con T.
asperelloides, agregando 15 mL de una suspension de conidios con 1.09 x 107 conidios/mL;
subsecuentemente se inocularon 15 mL de la suspensién de B. licheniformis con una
concentracion de biomasa de 0.00316 g/mL.

Dos dias después de la inoculacion de los agentes de biocontrol, se hizo la inoculacion del

hongo fitopatdgeno. La suspension de conidios de F. oxysporum fue inoculada a cada una de
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las plantas de los tratamientos FUS-TRI, FUS-BAC y FUS-TRI-BAC. Con el apoyo de una
pipeta graduada se midieron 15 mL de suspension de conidios con una concentracion de 2.35
x 10° conidios/mL. La suspension de conidios fue inoculada en la zona radicular de las
plantas. Este mismo procedimiento fue usado para la inoculacion de las plantas del
tratamiento FUS que corresponden al control positivo F. oxysporum. Las plantas del
tratamiento FUS y TRI en raiz, se inocularon 3 d después del trasplante. Las plantas del
tratamiento TRI que corresponden al control positivo de T. asperelloides fueron inoculadas

en la raiz con 15 mL de la suspension a una concentracion de 1.09 x 107 conidios/mL.

7.7.1.4. Actividades culturales. Antes de establecer el experimento in vivo, se hizo una
fumigacion con un fungicida y un insecticida. El fungicida aplicado fue Mycloss (azufre +
myclobutanil) con una dosis de 3.3 mL/1.5 L de agua. Este fungicida tiene actividad
preventiva sobre cenicillas y otros Ascomicetos. Por otra parte, se hizo la aplicacion del
insecticida Movento. Este insecticida tiene actividad contra la mosquita blanca y otros
insectos chupadores. La dosis aplicada antes de establecer el experimento fue de 6 mL/10 L
de agua. Ademas de hizo otra aplicacion de Movento a los 15 d posterior al trasplante una
dosis de 22.5 mL/20 L de agua. .

Las actividades posteriores al trasplante de las plantulas de jitomate, consistieron en: riego
de plantas y tutoreo. El riego que se aplicd en el momento del trasplante fue a capacidad de
campo. Posteriormente los riegos se aplicaron diariamente con dosis de 100, 150, 200 y 400
mL de agua o solucion nutritiva, conforme al desarrollo fenoldgico de las plantas. Las
aplicaciones de la solucién nutritiva estandar Steiner modificada fueron a los 8, 11, 14, 19,
23, 26 y 30 dias despues del trasplante. Los resultados del anélisis del suelo hecho

posteriormente, mostraron una disponibilidad alta de los macronutrientes: fosforo, potasio y
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nitrégeno inorganico. Ademas, el sustrato tenia disponibilidad alta de azufre, magnesio y
contenido de materia organica. El tutoreo se hizo a los 15 d después del trasplante. El material
utilizado para el tutoreo consistio en un anillo sujetador e hilo de tutoreo para cada planta.
Posteriormente, el enredado de las planta se hizo cada 7 d. No se hizo deshije o poda de las

plantas, debido a que el peso de la biomasa de la planta era un pardmetro a evaluar.

7.7.1.5 Cuantificacion y evaluacion de los experimentos in vivo. El efecto de los
tratamientos T. asperelloides y B. licheniformis, en la supresién de la infeccion de F.
oxysporum, fue determinado a los 40 d posterior al trasplante. Se ha determinado que una
cepa de F. oxysporum coloniza la superficie de la raiz en 48 h después de la inoculacién y
que a los 7 d, el patégeno tiene un crecimiento dentro de los tejidos vasculares de la raiz [94].
Para poder observar los sintomas de la enfermedad se considerdé que 40 d después del
trasplante eran suficientes para poder observar algun sintoma. Este periodo basado en las
pruebas de patogenicidad hechas con anterioridad. Para evaluar el dafio en las plantas, éstas
fueron extraidas de su bolsa; sus raices fueron examinadas para evaluar la severidad del dafio
causado por el fitopatogeno [64]. Cabe sefialar que se habia considerado hacer la evaluacién
mediante una escala de desarrollo de la marchitez. Sin embargo no fue posible aplicar la
escala debido a que los sintomas en las pruebas de patogenicidad no fueron evidentes de
acuerdo a la escala. Por ello, la evaluacion que se hizo fue cualitativa, con base a dafio en
raices: dafio externo, interno y pudricion. Pero sin una escala de dafio. Para confirmar la
colonizacion de F. oxysporum en la planta, se realizo un cultivo de muestras obtenidas de las
raices en medio APD. Ademas, se hizo una comparacion de la velocidad de crecimiento,

altura de planta y peso seco de las plantas entre los diferentes tratamientos [9].
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En el caso de A. alternata, la evaluacion de la efectividad de los agentes de biocontrol se
realizd mediante la observacion cualitativa del desarrollo de la infeccion en las hojas de las
plantas de jitomate, a través de la siguiente escala: 0 = planta sana, 1 = hojas con infeccion
intermedia (amarillamiento y dorado) y 2 = hojas con infeccion grave (manchas necroticas)
[87] [95]. Las observaciones se realizaron a partir de los 21 d después de la inoculacion. Lo
anterior con base a reportes en la literatura hechos in vivo que indican que los sintomas tipicos
del tizon en la hoja causado por A. alternata comenzaron a desarrollarse después de 4 d
después de la inoculacion [87] y las manchas de color castafio oscuro y manchas necroticas
de 7 a 10 d después de la inoculacion [95]. Para confirmar que los dafios observados
correspondian a A. alternata, se hizo el cultivo de muestras de hojas con dafio en medio APD.

El dafio de las plantas fue calculado en porcentaje, por la férmula: plantas con
sintoma/plantas inoculadas x 100 [11]. Para confirmar que los dafios observados
correspondian al fitopatdgeno A. alternata, se hizo el cultivo de muestras de hojas con dafio
en medio APD. Otros parametros evaluados en los tratamientos fueron la velocidad de
crecimiento, altura de la planta y peso seco. Los parametros de la floracién y la fructificacion
no fueron evaluados por no ser parte de los alcances de este trabajo de investigacion.

Para evaluar la velocidad de crecimiento de cada tratamiento, para cada planta se hicieron
6 mediciones en un periodo de 22 d, siendo la primera medicion el dia 15 después del
trasplante y la Gltima medicién el dia 37 después del trasplante. Los datos fueron ordenados
y graficados. Se hizo un ajuste de regresion lineal en el que la pendiente de la recta
corresponde a la velocidad de crecimiento (cm/dia) para cada planta. De esta manera se
obtuvieron las medias de velocidad de crecimiento. Por otra parte, se obtuvo la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion para cada tratamiento. La altura total de la planta fue

determinada con base a la tltima medicion de la planta de jitomate. Asimismo, se obtuvo la
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desviacion estandar y el coeficiente de variacion para cada tratamiento. Finalmente, el peso
seco de plantas fue obtenido mediante el secado de cada planta a una temperatura entre 60 y
70 °C durante 6 h. Las plantas secas fueron pesadas y se obtuvieron las medias del peso seco,
la desviacion estandar y el coeficiente de variacion para cada tratamiento.

Cabe sefialar que los 12 tratamientos fueron estudiados durante el mismo lapso de tiempo.

7.8. Disefio de experimentos y analisis estadistico

Para cada medio de cultivo, los valores de las mediciones diarias de cada caja Petri fueron
ajustados a un modelo lineal, en donde la pendiente correspondio a la velocidad de
crecimiento. Se hizo una comparacion de medias de velocidad de crecimiento Duncan con
una significancia del 5% (p<0.05) con el software de andlisis estadistico SAS version 9. Para
la cuantificacion de conidios de A. alternata en los 4 medios de cultivo, y de F. oxysporum
en los 2 medios de cultivo, se realiz6 una comparacion de medias Duncan con una
significancia del 5% (p<0.05) con el software de andlisis estadistico SAS version 9.

Para el establecimiento de los experimentos in vivo, se uso un disefio completamente al azar
(DCA) debido a que las condiciones en el invernadero donde se instalaron los tratamientos
fueron homogéneas. Para cada tratamiento se usaron 10 réplicas y se realizaron dos
repeticiones independientes del experimento. Los valores obtenidos fueron analizados
estadisticamente mediante un andlisis de varianza (ANOVA), se realiz6 comparacion de
medias de Duncan con una significancia del 5% (p<0.05) con el software de analisis

estadistico SAS version 9.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Crecimiento y esporulacion in vitro de los agentes de biocontrol y los hongos
fitopatogenos

El crecimiento y la produccion de conidios de los hongos fitopatdgenos in vitro fue
observado.

Trichoderma asperelloides. Con base a lo observado, el crecimiento del hongo T.
asperelloides al inicio presentd un color blanco que se torno a verde oscuro o amarillento. El
micelio es fino, con maultiples ndcleos (cenocitico). Los conidioforos se observaron en
estructuras que formaron anillos. Los conidios son abundantes y esféricas. EI crecimiento de
T. asperelloides fue rapido en el medio agar papa dextrosa (APD). La velocidad de
crecimiento en este medio fue de 2.84 + 0.03 cm/dia. En cuanto a la esporulacién, en este
medio a los 10 d de incubacion se alcanzaron concentraciones de 2.99 x 107 conidios/mL. El
medio de cultivo que se selecciono para el mantenimiento y esporulacién de T. asperelloides

fue APD (Figura 6).

Figura 6. Crecimiento micelial y produccion de conidios de la cepa T. asperelloides a los 7

d de crecimiento en medio APD a 28 °C.
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Bacillus licheniformis. Para el crecimiento y mantenimiento de la cepa de la bacteria se
usé el medio de cultivo LB. Los bacilos de B. licheniformis son gram positivas, con un
tamario que oscila entre 9.3 x 10% a 1.6 x 103 mm de longitud y un diametro de 5.0 x 10
mm (con base a las imagenes tomadas en MEB). Las colonias de esta bacteria tienen un
crecimiento en forma de liquenes. Las colonias de B. lichenifomis adquieren una coloracién
roja escarlata caracteristica en presencia del colorante Rojo Congo en medio solido (Figura
7A). El crecimiento en medio liquido se observo que no presentd cambios importantes en la
forma de las células bacilares, tal y como se ha reportado para otros medios que tienen como
fuente de carbono al acido maélico, la glucosa y/o el glicerol [86]. Lo anterior fue comprobado
mediante una microscopia, en la cual se observaron las células bacilares de la bacteria con

un aumento de 1000 x (Figura 7B).

Figura 7. A) Crecimiento de B. licheniformis en medio LB durante 48 h a 37 °C, B)

Microscopia de células bacilares con aumento de 1000 x.

Por otra parte, para la obtencion de biomasa de B. licheniformis para ser usada en las
pruebas in vivo se usé el medio de cultivo liqguido NFb modificado. Al hacer la medicién de
la densidad optica a 610 nm después de 72 horas de incubacion, se obtuvo un valor de 0.9.
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Con ayuda de la curva de calibracion (Apéndice 2) se obtuvo que la densidad dptica
correspondid a una concentracion de biomasa de 0.00316 g/mL. Con este medio se obtuvo
una adecuada cantidad de biomasa de la célula bacteriana en un tiempo relativamente corto.
Ademas, se observd que cuando la incubacion se hizo sin agitacion se tuvo presencia de
polimero; en cambio en la incubacion con agitacién se observé una menor presencia de
polimero. Lo anterior fue importante, ya que una cantidad importante de polimero podria
influir en los resultados del experimento in vivo. Este medio de cultivo fue considerado
adecuado para la obtencion de biomasa de B. licheniformis.

Alternaria alternata. La obtencion de conidios de A. alternata resulté un reto muy
importante en el desarrollo de esta investigacion. Se probaron diferentes medios de cultivo
para lograr la obtencién de conidios del fitopatdgeno. EI micelio de A. alternata es grueso de
color oscuro y septado. La cepa de A. alternata contiene conidiéforos primarios rectos o
curvos, cortos o largos, simples o ramificados. Los conidios son obclavos, elipsoides largos,
de tamafio pequefio 0 moderado, septados, ligeramente estrechados cerca de algunos septos
con pocos septos longitudinales, en cadenas moderadamente largas a largas, simples o
ramificadas. El cuerpo del conidio puede estrecharse gradualmente en un pico conico [96]
(Figura 8).

La presencia de conidios de A. alternata se pudo observar en cuatro medios de cultivo. Al
analizar estadisticamente los datos se encontré que no existe diferencia significativa en la

cantidad de conidios para los diferentes medios sélidos (Tabla 11).
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Figura 8. Microscopia del crecimiento micelial y conidios de A. alternata a los 12 d de

crecimiento en medio agar Vg a 28 °C (Aumento 400x).

Tabla 11. Concentracién promedio de conidios (x 10%)/mL de A. alternata en

diferentes medios de cultivo.

Concentracion promedio de

Medio de cultivo esporas (x 104)/mL *

APD NE
SNA NE
Agar jugo Vs MA 1.06 + 0.08%
Agar jugo Vs MB 2.93 £ 0.44b?
Agar clavel 1.00 £ 0.35%
Agar papa-zanahoria 1.18 + 0.092

NE = No se observo esporulacion.
* Diferentes letras indican una diferencia significativa de las medias (p < 0.05)

Sin embargo, una de las dificultades que presentd este medio de cultivo fue mantener el
cultivo axénico, ya que generalmente después de unos dias el medio se contaminaba. Por lo

tanto, debido a esto y con base a la cantidad de conidios, velocidad de crecimiento micelial,
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facilidad de preparacion del medio y riesgo de contaminacion, se seleccion6 al medio de
cultivo agar Vg como sustrato para la produccion de las conidios para las pruebas in vivo.

Es importante sefialar que para el experimento, in vivo, en el cultivo de este hongo en esta
parte del trabajo ya no se lograron observar la formacion de conidios. Posiblemente la
dificultad para que la sepa esporulara se debi¢ a factores como el fotoperiodo luz/oscuridad.
Se ha reportado en la literatura que la luz inhibe la esporulacion cuando la temperatura es
relativamente alta, pero no cuando la temperatura es mas baja. EI mecanismo inhibidor de la
luz se evita a baja temperatura. La esporulacién bajo luz constante disminuye con el aumento
de la temperatura por encima de 24 °C [97]. De acuerdo a lo que se observo en este
experimento y que coincide con lo que se ha reportado en la literatura, los aspectos que
definieron la esporulacion de A. alternata, fue el medio de crecimiento, la temperatura, la luz
y la adicion de CaCOs [98]. De estos parametros, solo la luz no se pudo controlar
adecuadamente, debido a que la incubacion fue a temperatura constante pero a diferente
fotoperiodicidad. El periodo de pruebas de esporulacion fue en los meses septiembre-febrero
y el periodo de incubacion para la obtencién de conidios del experimento in vivo fue en los
meses de abril-agosto. La esporulacion de este hongo es afectada por irradiacion de luz de
manera constante o con periodos alternos de luz y oscuridad de 12 h. Segun la literatura, se
ha logrado la produccién de conidios de A. alternata de manera constante usando irradiacion
con luz ultravioleta [97]. Sin embargo, esta actividad no se consideré como opcion viable en
este estudio, debido a que existiria un alto riesgo de que el fitopatdgeno sufriera algun tipo
de mutacion.

A pesar de que existio dificultad para observar las conidios del hongo, para las pruebas in
vivo se hizo una inoculacion de las plantas con suspension del micelio, observandose los

sintomas de dafio caracteristico de A. alternata.
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Adicionalmente se evaluaron los parametros de velocidad de crecimiento micelial
(cm/dia) de A. alternata en los medios de cultivo en que hubo produccion de conidios. Como
se puede apreciar en la Tabla 12, se encontrd una diferencia significativa (p<0.05) en el
crecimiento micelial del hongo, alcanzandose la mayor rapidez de crecimiento en el medio

clavel (1.40 cm/dia + 0.02).

Tabla 12. Crecimiento promedio (cm/dia) de A. alternata en diferentes medios de

cultivo.

Medio de cultivo Velocidad de crecimiento total

(cm/dia)*
Agar clavel 1.40 £ 0.02 2
Papa-zanahoria 1.06 +0.02°
Agar jugo Vs MB 1.05+0.01°
Agar jugo Vs MA 1.04+0.01°

* Diferentes letras indican una diferencia significativa de las medias (p < 0.05)

Fusarium oxysporum. Dos medios de cultivo fueron evaluados para la obtencién de
conidios de F. oxysporum: APD y agar clavel. En ambos medios se pudo observar conidios.
El micelio de F. oxysporum es redondo sin septos, puede ser flocosa, escasa o abundante y
una coloracion de blanco rosado a violeta palido. F. oxysporum puede producir un pigmento
magenta oscuro o violeta oscuro en el agar [27] (Figura 9). Las conidias que presentan son
microconidias, macroconidias y, ocasionalmente, clamidosporas. En el presente trabajo se
pudo observar los microconidios y macroconidios en el medio clavel. En el medio APD se

observo en forma general las microconidias. Las formas mas comunes de las microconidias
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son de forma oval, reniforme (en forma de rifién), ovoide, piriforme y napiforme. Las
macroconidios son relativamente mas alargados y tienen tres formas bésicas: rectos, con
curvatura dorsiventral y con el lado dorsal superior méas curvado que el lado ventral. Las
clamidosporas tardan mas de 6 semanas en formarse y se presentan mayoritariamente en

medios mas especializados [27].

Figura 9. Crecimiento micelial de F. oxysporum en medio APD a 28°C

Por otra parte, al evaluar la velocidad de crecimiento micelial de F. oxysporum en ambos
medios, se encontraron diferencias significativas (p<0.05), siendo el crecimiento en el medio
clavel el mas rapido con un valor de 1.42 + 0.02 cm/dia. Adicionalmente, al comparar la
cantidad de conidios que se obtuvo en los dos medios de cultivo se encontraron diferencias
significativas. La cantidad de conidios de F. oxysporum que se obtuvo con el medio clavel
fue de 2.7 + 0.15 x 107 conidios/mL, mientras que en el medio APD fue aproximadamente
una orden de magnitud menor (Tabla 13). A pesar de que el medio agar clavel fue el mejor
desde el punto de vista de produccién de conidios y de velocidad de crecimiento micelial,

este medio presentd el problema de ser propenso a contaminarse. Ante este problema se
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decidi6 usar en medio APD para las pruebas in vivo, ya que el crecimiento y produccion de

conidios de F. oxysporum en este medio fue también adecuado.

Tabla 13. Concentracién promedio de esporas (x 106)/mL y crecimiento promedio

(cm/dia) de F. oxysporum en 2 medios de cultivo.

., . Crecimiento
Medio de cultivo SO pgomed',? o promedio
esporas (x 10 °)/mL (cmi/dia)
Agar clavel 27.00 + 1.48 2 1.42 +0.02

“ Diferentes letras indican una diferencia significativa de las medias (p < 0.05)

8.2. Pruebas in vitro

8.2.1. Efecto in vitro de B. licheniformis contra A. alternata y F. oxysporum. Al evaluar
el efecto que tuvo B. licheniformis sobre el crecimiento micelial de A. alternata no hubo una
inhibicion visible, ya que el hongo fitopatdgeno continué su crecimiento extendiéndose en
toda la caja de Petri (Figura 10A). También se observa que los bacilos de B. licheniformis
estan interaccionando con micelio de A. alternata y se puede ver que no ocurre algun tipo de
inhibicion del hongo fitopatdgeno. Pero Ilama la atencién que los bacilos al parecer estan

hospedados en el hongo (Figura 10B).
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Figura 10. A) Interaccion entre B. Licheniformis y A. alternata en cultivo dual. A)

Crecimiento de A. alternata en presencia de B. licheniformis. B) Micrografia electrénica de
la interaccion a los 7 d de su inoculacion. Se observa que Bacillus esta hospedado en el

micelio de Alternaria.

Por otra parte, en la prueba de B. licheniformis contra el hongo fitopatégeno F. oxysporum,

se puede apreciar que en ausencia del biocontrol el fitopatdgeno invade completamente la
caja (Figura 11A). En la confrontacion se observd que en un inicio el hongo creci
rapidamente e invadié toda la caja Petri. Sin embargo, después de 12 d, el crecimiento
micelial del fitopatégeno se replegd alejandose de la zona donde crecié B. licheniformis
(Figura 11B). Es evidente que se observaron zonas de inhibicion en las que el crecimiento
micelial de F. oxysporum empieza a replegarse, siendo muestra del efecto supresor de B.
licheniformis. De hecho, se observé que la zona de inhibicion aument6 conforme transcurrid
la confrontacion. Considerando lo anterior, se puede concluir que la cepa de B. licheniformis
tuvo un efecto antagonista sobre el desarrollo micelial de F. oxysporum en cultivos in vitro
en caja Petri. Estos resultados concuerdan con lo reportado por otros autores, en donde el
porcentaje de inhibicidn del crecimiento de micelio de F. oxysporum a causa de cepas de
Bacillus, llega a ser hasta del 64% [52].
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Figura 11. Confrontacion en cultivo dual de Bacillus licheniformis contra Fusarium

oxysporum. A) Crecimiento micelial s6lo de Fusarium oxysporum (coloracién rosada). B)
Crecimiento de Fusarium oxysporum en presencia de Bacillus licheniformis después de 20

d de incubacion.

8.2.2. Efecto in vitro de T. asperelloides contra A. alternata y F. oxysporum. Al hacer la
evaluacion de las velocidades de crecimiento de las cepas, la cepa que fue mas rapida fue T.
asperelloides con un crecimiento de 2.85 cm/dia, mientras que las cepas de F. oxysporum y
A. alternata presentaron velocidades de crecimiento de 0.61y 0.79 cm/dia, respectivamente.
Con base a estos valores, F. oxysporum fue inoculada 3 d antes que T. asperelloides. Se
observo que T. asperelloides no sélo inhibio6 en el crecimiento micelial de F. oxysporum sino
que también sobrecrecid sobre el micelio del fitopatdgeno (Figura 12). Después de 14 d de
confrontacién de ambos microorganismos, la cepa de T. asperelloides crecio, esporuld e
invadié a la cepa de F. oxysporum, la cual dejé de crecer en el medio. Estos resultados

demuestran y confirman lo reportado por otros autores que mencionan que especies del
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género Trichoderma presenta mecanismos antagonistas de tipo micoparasitario hacia los

fitopatdgenos [49].

Figura 12. Confrontacion de T. asperelloides contra F. oxysporum en cultivo dual. A)
Fusarium oxysporum (coloracion rosada) con 3 d de crecimiento y adicion de disco con
micelio de T. asperelloides (coloracion verde). B) Crecimiento micelial de ambos
microorganismos en 3 d de confrontacion. C) Inhibicion del crecimiento micelial de
Fusarium oxysporum con 7 d de confrontacién. D) Sobrecrecimiento de Trichoderma

asperelloides sobre Fusarium oxysporum a los 14 d de inicio de la confrontacién.

En el proceso de micoparasitismo, las cepas de Trichoderma secretan enzimas hidroliticas
(quitinasas, B-1, 3-glucanasas) que hidrolizan los principales compuestos estructurales de las
paredes celulares de los hongos, quitina y B-glucano. Las cepas de Trichoderma en presencia
de paredes celulares de Fusarium incrementan sus actividades enziméticas [10,65].

Adicionalmente, la habilidad para crecer rapidamente de Trichoderma posiblemente le da
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una ventaja que le permite competir por espacio y nutrientes presentes en el medio en
comparacion con el fitopatdgeno.

Respecto a la evaluacion in vitro de T. asperelloides contra A. alternata, la inoculacion
del fitopatogeno se hizo 3 d antes respecto al agente de biocontrol, debido a que crece mas
lento. A los 7 d de crecimiento de A. alternata se observo una invasion de Trichoderma sobre
el patdgeno, demostrando nuevamente su actividad antagonista mediante mecanismos de
parasitismo (Figura 13). De acuerdo a las observaciones, parece evidente que T. asperelloides
utiliza la biomasa del patdgeno para alimentarse. Trichoderma obtiene nutrientes de las hifas
parasitadas después de la excrecion de enzimas que degradan la pared celular del

fitopatdgeno que facilitan su penetracion [65].

Figura 13. Confrontacion de T. asperelloides contra A. alternata en cultivo dual en APD.

A) Inicio Alternaria alternata (coloracién oscura) con 3 d de crecimiento. B) Crecimiento

micelial de ambas cepas a los 3 d de confrontacion C) Inhibicion del crecimiento micelial
de A. alternata con 7 d de confrontacion. D) Sobrecrecimiento de Trichoderma

asperelloides (coloracion verde) sobre A. alternata a los 14 d de inicio de la confrontacién.
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Los Conidios de T. asperelloides pueden desarrollarse sobre el micelio del fitopatdgeno.
Estos resultados coinciden con reportes en la literatura, en donde, cepas del género
Trichoderma han mostrado sobrecrecimiento y un efecto reductor en el crecimiento de A.

alternata [65].

8.3. Pruebas de patogenicidad de los hongos fitopatdgenos y los agentes de biocontrol
en plantas de jitomate

8.3.1. Efecto de patogenicidad de A. alternata en plantas de jitomate. La necrosis de las
hojas de jitomate se observo a los 14 d de haber hecho el trasplante e inoculacion de la planta
con la aspersion de la suspension de micelio de A. alternata. La necrosis fue antecedida por
un amarillamiento en los margenes y en el apice de la hoja. Esta necrosis también se observo
en las zonas cercanas a las microheridas realizadas a las hojas. Al dia 43 del trasplante, la
necrosis presentd una mayor area de dafio en las hojas. En un estudio similar en la literatura
se menciona que los sintomas de hojas dafiadas inician con un amarillamiento y
oscurecimiento de las hojas inferiores. Luego los sintomas se van extendiendo de las puntas
de las hojas y de los margenes del peciolo al resto de la hoja [87].

Para confirmar que los dafios fueron causados efectivamente por A. alternata, se
desprendieron las hojas de 2 plantas que presentaban dafio y se colocaron dos muestras del
tejido afectado en cajas Petri con medio APD. Se incubaron las cajas a 28 °C y después de
varias resiembras en diferentes medios (clavel y Vsg), se logro aislar micelio y conidios que
concuerdan con las caracteristicas de la cepa patogena original de A. alternata. Con estos

resultados, se pudo comprobar que efectivamente la infeccion mostrada en las hojas de las
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plantas de jitomate se debieron al dafio provocado por la cepa inoculada de A. alternata,

quedando de manifiesto la capacidad infectiva de la cepa.

8.3.2. Efecto de patogenicidad de F. oxysporum en raices de plantas de jitomate. Las
plantas con el tratamiento de F. oxysporum fueron extraidas de las bolsas de plastico a los 43
d después del trasplante. Las raices de las plantas se limpiaron y revisaron para observar si
presentaban algun dafo: externo en la raiz principal, necrosamiento o pudricion de las raices
secundarias. La raiz principal de las plantas inoculadas con F. oxysporum mostraron dafios
notorios: reblandecimiento de pared celular de la raiz y fisura longitudinal, observandose el
mayor dafio en la parte media de la raiz. Internamente, los dafios se presentaron como un
oscurecimiento a lo largo de los haces vasculares de la raiz que se encuentran en la parte
central.

Para determinar si efectivamente los dafios observados fueron causados por la presencia
de F. oxysporum, se tomaron muestras de las partes dafiadas de las raices y se inocularon en
medio de cultivo APD. A partir de estos cultivos se observd crecimiento de colonias de
hongos caracteristicos del fitopatdgeno F. oxysporum. Con estos resultados se pudo
comprobar la capacidad infectiva (patogenicidad) de la cepa de F. oxysporum en las raices

de plantas de jitomate.

8.3.3. Efecto de la inoculacion de T. asperelloides y B. licheniformis en las plantas de
jitomate. EIl efecto en raiz a causa de los agentes de biocontrol B. licheniformis y T.
asperelloides fue observado después de 43 d de crecimiento de las plantas. Se hizo una
revision de las raices de ambos tratamientos y no se observd ningun sintoma de dafio. Para

confirmar la presencia y sobrevivencia de estos agentes de biocontrol en la zona radicular, se
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hizo un reaislamiento a partir de las raices tratadas con los agentes de biocontrol. En todas
las muestras se obtuvieron aislamientos con caracteristicas similares a las cepas originales.
Con estos resultados, se demostrd que durante el periodo de evaluacién, el uso de estos
agentes no tiene efectos negativos en las estructuras vasculares de las plantas.

Otro de los criterios que se empled para conocer el posible efecto que tenian los agentes
de biocontrol y las cepas fitopatogenas fue la medicion de la velocidad de crecimiento de las
plantas de jitomate (Tabla 14). Al hacer en andlisis de la velocidad de crecimiento de los
tratamientos, se observd que solo las plantas inoculadas con A. alternata mostraron una
velocidad de crecimiento estadisticamente inferior a los demas tratamientos (p < 0.05). Lo
que indica que la infeccion de A. alternata afecta el crecimiento y desarrollo de las plantas

de jitomate.

Tabla 14. Velocidad de crecimiento promedio de plantas de jitomate (cm/dia) en la
prueba in vivo para los tratamientos de las cepas usadas en la prueba de

patogenicidad

. ., Crecimiento promedio
Tratamiento Descripcién P

(cm/dia) *
TRI Plantas + T. asperelloides 1.84 +0.33 2
FUS Plantas + F. oxysporum 1.81+0.16°2
TES Testigo (plantas sin tratamiento) 1.74+0.292
BAC Plantas + B. licheniformis 1.71+0.152
ALT Plantas + A. alternata 1.26 £0.18"

* Diferentes letras indican una diferencia significativa de las medias (p < 0.05)
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8.4. Resultados del experimento in vivo

8.4.1. Efecto antagonista de T. asperelloides y B. licheniformis contra A. alternata in vivo.
Al final del experimento, se hizo una valoracion y cuantificacion de las plantas que
presentaron algan sintoma relacionado con la enfermedad de tizon temprano causada por A.
alternata. Se observaron los sintomas de necrosis (Figura 14), amarillamiento y dorado de
las hojas inferiores a partir del apice de la hoja y a lo largo del margen del peciolo foliar

(Figura 15). Estos sintomas se habian observado en las pruebas de patogenicidad.

Dafio
en hoja

Figura 14. Dafios en hojas de plantas de jitomate causados por la inoculacion de A.

alternata. A) Planta con dafio de necrosis por Alternaria alternata B) Planta testigo.

Figura 15. Amarillamiento y dorado en hojas de jitomate causado por A. alternata.

Se hizo la cuantificacién de las plantas que presentaron algun sintoma en los diferentes

tratamientos y se determind el porcentaje de plantas con dafio de A. alternata (Figura 16). En
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el tratamiento que incluyé unicamente A. alternata, todas las plantas mostraron algin
sintoma de la enfermedad. Como era de esperar los controles testigo positivo con T.
asperelloides y positivo con B. licheniformis, no mostraron ningun sintoma de enfermedad.
En las plantas con los tratamientos individuales T. asperelloides y B. licheniformis contra A.
alternata, se observé un 30 y 40% de dafio, respectivamente. Por otra parte, en el tratamiento
combinado de los dos agentes de biocontrol contra A. alternata, sélo se observo un 20% de

las plantas con algun sintoma de enfermedad.
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Figura 16. Porcentaje de plantas de jitomate con dafio en hojas causado por A. alternata.
TES testigo, ALT Alternaria, TRI Trichoderma, BAC Bacillus, ALT-TRI Alternaria-
Trichoderma, ALT-BAC Alternaria-Bacillus y ALT-TRI-BAC Alternaria-Trichoderma-

Bacillus

Asi también se hizo la valoracion de los dafios con base a la escala sefialada en la

metodologia (Tabla 15). El tratamiento positivo con A. alternata, mostré un puntaje de 1.3,
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que indica que todas las plantas tuvieron al menos el sintoma de amarillamiento y dorado de

las hojas, sin embargo no todas las plantas mostraron la necrosis.

Tabla 15. Escala de dafio en plantas de jitomate en los tratamientos con A. alternata

Tratamientos Escala de dafo

TES 0
ALT 1.3

TRI 0

BAC 0
ALT-TRI 0.3
ALT-BAC 0.6
ALT-TRI-BAC 0.4

Muestras de las plantas observadas con sintomas fueron incubadas en medio de cultivo
APD. Los crecimientos de hongos con morfologia parecida a A. alternata fueron reaislados
y mediante microscopia comparados con las cepas originales. Los resultados de las
microscopias hechas de los reaislamientos mostraron que era la cepa de A. alternata. Con
esta prueba pudo comprobarse que los sintomas observados en las hojas de las plantas
correspondian a la presencia de A. alternata.

Por otra parte, se puede inferir que el biocontrol de A. alternata por B. licheniformis esta
asociada con el efecto de resistencia sistémica inducida (RSI), debido a que la inoculacion
de ambas cepas se hizo en tejidos diferentes de la planta, aplicando en hojas A. alternata y
en la raiz B. licheniformis. De hecho, se ha reportado que las cepas del género Bacillus son
eficientes en el control bioldgico debido a que pueden activar los sistemas de defensa de la

planta huésped. La reduccién de la enfermedad por parte de la cepa bacteriana es mediante
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la estimulacion de un estado cebado en la planta huésped que permite una activacion
acelerada de las respuestas de defensa ante el ataque de patogenos, lo que conduce a una
resistencia mejorada contra la cepa atacante [99] .

La RSI se puede ver como un proceso de tres pasos: i) la precepcion por las células
vegetales de los estimulos producidos por los agentes inductores que inician el fendmeno, ii)
la transduccidn de sefiales que ayuda a propagar el estado inducido sisteméaticamnte a través
de la planta y iii) la expresion de mecanismos de defensa que limitan o inhiben la penetracion
de patogenos en los tejidos del huésped [100]. Las moléculas de defensa incluyen
fitoalexinas, proteinas relacionadas con la patogénesis (quitinasas, beta-1,3-glucanasas,
inhibidores de proteinasas, etc.) y lignina para reforzar paredes celulares [3].

La resistencia sistémica de B. licheniformis contra A. alternata es un mecanismo que se
pudo observar en los resultados obtenidos, pero que se debera estudiar con mayor detalle en
futuros trabajos para entender con mayor precisién los mecanismos intrinsecos de esta
resistencia.

En lo que se refiere al biocontrol de T. asperelloides contra A. alternata se ha reportado
en la literatura que los mecanismos de cepas de Trichoderma para suprimir el desarrollo de
hongos fitopatdgenos es a través de la competencia por nutrientes, micoparasitismo y
rompimiento de la pared celular de los patdgenos. El proceso de micoparasitismo inicia
cuando Trichoderma detecta al fitopatogeno y crece hacia €l [65]. Este fendmeno fue
observado en el experimento de antagonismo in vitro contra A. alternata.

El uso combinado de los agentes de biocontrol B. licheniformis y T. asperelloides reducen
en un 80% la incidencia de la enfermedad causada por A. alternata. Es posible que exista
sinergismo entre las cepas que potencian el efecto protector. Ademas, en plantas de jitomate

se ha comprobado que las enzimas relacionadas con su defensa, como la peroxidasa (PO),
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polifenol oxidasa (PPO) y superoxido dismutasa (SOD), se incrementan con la presencia de
especies de los géneros Bacillus y Trichoderma [11]. Este es uno de los factores que pueden
explicar la reduccion de la incidencia de la enfermedad con la aplicacion de los dos

microorganismos en el mismo tratamiento.

8.4.1.1. Efecto de la inoculacion de T. asperelloides, B. licheniformis y A. alternata en la
velocidad de crecimiento, altura y peso seco de las plantas de jitomate. Los parametros
de altura total y velocidad de crecimiento de las plantas tratatadas con los agentes de
biocontrol y el fitopatdgeno A. alternata fueron mas altos que los de las plantas tratadas solo
con los agentes de biocontrol. Es decir, al parecer la presencia de A. alternata en combinacién
con los agentes de biocontrol tuvo un efecto promotor del crecimiento. En general, los
agentes de biocontrol aumentaron apreciablemente la velocidad de crecimiento y la altura de
plantas de jitomate.

El tratamiento combinado B. licheniformis y T. asperelloides contra A. alternata causé
que la altura y velocidad de crecimiento de las plantas de jitomate, fueran significativamente
(p < 0.05) superior sobre los otros tratamientos (Tabla 16, Figura 17). La velocidad de
crecimiento y la altura de las plantas esta relacionada con la interaccién entre el agente de
biocontrol y su hospedero. La interaccidn fisica entre Trichoderma y la planta se limita a las
primeras capas de células de la epidermis vegetal. En esta interaccion ocurre una
conversacion molecular directa y muy activa. Elicitores de Trichoderma activan la expresion
de genes implicados en el sistema de defensa y promocidn de crecimiento de la planta [101].

Se ha reportado en la literatura que cepas de Trichoderma secretan compuestos
relacionados con la promocion del crecimiento como la harzianolida una fitohormona auxina

que incrementa el crecimiento de plantulas de jitomate. La investigacion sugiere que los
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metabolitos secundarios de Trichoderma pueden influir en las primeras etapas del
crecimiento de la planta promoviendo un mejor desarrollo de la raiz, mejorando su puntas y

su longitud [102].

Tabla 16. Velocidad de crecimiento de las plantas de jitomate (cm/dia) en el

experimento in vivo en los tratamientos contra A. alternata.

Tratamientos Concepto \_/el_oudad it ]
crecimiento (cm/dia)
ALT-TRI-BAC Alternaria-Trichoderma-Bacillus 5.13 £ 0.40%
ALT-BAC Alternaria-Bacillus 4.67 +0.77%
ALT-TRI Alternaria-Trichoderma 4.31 +0.64
BAC Bacillus 4,04 +0.28%
TES Blanco 3.83 £ 0.49
TRI Trichoderma 3.74 +0.70%
ALT Alternaria 3.46 + 0.65°

“Diferentes letras indican una diferencia significativa de las medias (p < 0.05)

Adicionalmente, el hongo Trichoderma también estimula el crecimiento de las plantas
mediante sustancias similares a las fitohormonas y el suministro de fésforo (P), que
promueve el desarrollo del sistema radicular y el crecimiento de la planta. Ademas de esto,
Trichoderma también es capaz de solubilizar micronutrientes como Fe, Cu, Mn y Zn por

quelacion que ayudan a mejorar la captacion de estos compuestos por las raices [103].
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Figura 17. Altura total de plantas de jitomate en los tratamientos con A. alternata. TES,
testigo; ALT, Alternaria; TRI, Trichoderma; BAC, Bacillus; ALT-TRI, Alternaria-
Trichoderma; ALT-BAC, Alternaria-Bacillus y ALT-TRI-BAC, Alternaria-Trichoderma-
Bacillus. Las barras de error representan la desviacion estandar calculada a partir de 10
réplicas. Diferentes letras indican una diferencia significativa de las medias (p < 0.05). F =

19.02, P = 0.0001, CME = 56.41, C.V. = 6.66.

Por otra parte, estudios anteriores han mostrado que algunas cepas de B. licheniformis
tienen efectos de promocién de crecimiento. En un estudio reportado en la literatura, los
parametros aéreos de altura de plantas y area foliar se incrementaron con la inoculacién de
B. licheniformis en plantas de pimiento y jitomate; aunque en el caso de las plantas de

pimiento, sélo la altura fue significativamente superior. Estos incrementos se deben a la
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capacidad de esta cepa para producir fitohormonas como auxinas y giberelinas y su capacidad
de colonizar en forma eficiente el sistema radicular de las plantas [104].

Adicionalmente, se ha reportado en la literatura que algunas cepas de Bacillus tienen
funciones benéficas que incluyen la solubilizacion del fésforo (P) y una capacidad de
nitrificacion heterotrofica eficiente. Estos microorganismos son una parte indispensable de
la biota de la rizosfera. Las rizobacterias exhiben tipicamente la funcion de promocion de
crecimiento de la planta dando como resultado velocidades de crecimiento mas rapidas que
las plantas normales [105]. Ademas, se ha reportado en la literatura que las rizobacterias
promueven el crecimiento de plantas mediante la sintesis de fitohormonas (auxinas,
citoquininas, giberelinas, acido abscisico y etileno), la produccion de sideréforos y la
competencia de solubilizacion mineral. Con las fitohormonas se favorece la asimilacion de
los nutrientes mediante la activacion de las raices y la estimulacion de la division celular de
los tejidos radiculares. Los sider6foros son quelantes del hierro (I11) y por lo tanto, juegan un
papel importante en la nutricion del hierro de las plantas [106].

Finalmente, en la literatura se ha comprobado que el uso combinado de agentes de
biocontrol de los géneros Bacillus y Trichoderma incrementa el contenido de P, K, Zn, Cu,
Mn y Fe en hojas y también incrementa la actividad de enzimas fosfatasas en el suelo en la
zona radicular [107].

En nuestra investigacion, con base a los resultados, es posible establecer que existio un
efecto sinérgico entre las cepas B. licheniformis y T. asperelloides que indujeron una mayor
velocidad de crecimiento y altura total de las plantas de jitomate.

El peso seco de las plantas de cada tratamiento fue evaluado al concluir el experimento de

biocontrol. No existio una diferencia significativa en todos los tratamientos (Figura 18), a
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excepcion del tratamiento positivo con A. alternata que fue el que obtuvo el menor promedio

de peso seco.
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Figura 18. Peso seco de plantas de jitomate en los tratamientos de A. alternata. TES,
testigo; ALT, Alternaria; TRI, Trichoderma; BAC, Bacillus; ALT-TRI, Alternaria-
Trichoderma; ALT-BAC, Alternaria-Bacillus y ALT-TRI-BAC, Alternaria-Trichoderma-
Bacillus. Las barras de error representan la desviacion estandar calculada a partir de 10
réplicas. Diferentes letras indican una diferencia significativa de las medias (p < 0.05). F =

15.61, P = 0.0001, CME =15.14, C.V. = 15.59.

Estos datos coinciden con investigaciones anteriores que determinaron que B.
licheniformis no incrementa significativamente el peso seco del follaje en plantas de jitomate,
aunque si lo hace con plantas de pimiento [104]. Sin embargo, contrasta con investigaciones

que han determinado que con el uso combinado de cepas de Bacillus y Trichoderma se
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obtienen los valores maximos de peso seco de hojas y ramas en plantas medicinales del
género Solanum [107].

Con base a los resultados obtenidos en este estudio, se sugiere que para el manejo de la
enfermedad tizon temprano causado por A. alternata es recomendable utilizar en forma
combinada los dos agentes de biocontrol T. asperelloides y B. licheniformis, dado que el
tratamiento combinado tiene potencial no solo para el control de la enfermedad sino también
para incrementar la velocidad de crecimiento y la altura de las plantas bajo las condiciones

aqui establecidas.

8.4.2. Efecto antagonista de T. asperelloides y B. licheniformis contra F. oxysporum in
vivo. La evaluacion de biocontrol contra F. oxysporum fue determinada al dia 40 después del
trasplante. Se hizo una valoracién y cuantificacion de las plantas que presentaron algun
sintoma de dafio causado por F. oxysporum. Los dafios de este hongo pueden presentarse
como pudricion de raices. Al principio se muestra una mancha ligeramente rojiza que
posteriormente adquiere una tonalidad que va de rojo oscuro a pardo y se extiende hasta
cubrir la raiz principal. En la raiz principal aparecen fisuras longitudinales, en tanto que las
pequefias raices laterales son destruidas [30]. Los sintomas visibles de dafio observado en
las plantas inoculadas con F. oxysporum, se mostraron como pudricién en raices laterales
(Figura 19), dafio externo de la raiz (Figura 20) y dafio interno de la raiz principal (Figura
21).

Es importante sefialar que no se observaron sintomas graves de dafio por F. oxysporum
como marchitamiento de las plantas y bloqueo vascular de la raiz, como se ha sefialado en

diferentes estudios. Se ha reportado en la literatura, que la mayoria de las cepas de F.
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0XysSporum no son patégenas porque son incapaces de inducir la enfermedad en la planta. Sin

embargo, son parasitos porque colonizan los tejidos de la raiz de la planta [94].

Figura 19. Pudricion en raiz de plantas de jitomate causado por F. oxysporum. A) Raiz
sana, B) Raiz con coloracién café indica dafio por la presencia de F. oxysporum.

Dario
externo

Figura 20. Dafio externo en raiz de plantas de jitomate causados por la inoculacion de

Fusarium oxysporum. A) Dafio por Fusarium oxysporum B) Planta testigo.

En ocasiones, las plantas colonizadas por Fusarium, forman raices secundarias y
numerosas raicillas que puede ser suficiente para que la planta llegue a la madurez. Sin

embargo, en la mayoria de los casos las plantas infectadas mueren presenten o no los

sintomas [30].
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Dafio
interno

Figura 21. Dafio interno en raiz de planta de jitomate causadas por Fusarium oxysporum.

A) Dafio interno por Fusarium oxysporum B) Planta testigo.

Los resultados muestran que los tratamientos individuales de T. asperelloides y B.
licheniformis controlaron un 70% y 80% de aparicion de los sintomas de la enfermedad,
respectivamente (Figura 22). En contraste, el uso combinado s6lo controld la enfermedad en
un 40%, observandose en este tratamiento los dafios mas relevantes y notorios. Estos
resultados coinciden con reportes de la literatura que indican que cepas de B. subtilis reducen
la incidencia de la enfermedad causada por F. oxysporum en plantas de jitomate en un 52%
[52]. Sin embargo el uso combinado de cepas de Bacillus con cepas de Trichoderma tienen
un debil efecto sinergista contra fitopatdgenos en el suelo [65].

Por otra parte, en la literatura se ha reportado que la competencia por nutrientes es uno de
los mecanismos de la accion antagonista de T. harzianum contra F. oxysporum. La capacidad
competitiva de Trichoderma se mejora con la tolerancia al acido fusarico producido por F.
oxysporum [9]. Se ha reportado en la literatura que las interacciones entre dos o mas agentes
de biocontrol también pueden influir en forma negativa en el control de la enfermedad [108].
La competencia puede ser una limitacion al uso combinado de microorganismos benéficos.

La competencia por nutrientes o espacio y la competencia por hierro, puede limitar la
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colonizacion o actividad de las cepas de biocontrol. La competencia agresiva se expresa
mediante la liberacion de compuestos inhibidores [9]. Esto puede explicar, en alguna medida,

que las plantas en el tratamiento combinado hayan presentado un mayor dafio en las raices.
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Figura 22. Porcentaje de plantas de jitomate con dafio en raiz causado por F. oxysporum.
TES testigo, FUS Fusarium, BAC Bacillus, TRI Trichoderma, FUS-TRI Fusarium-
Trichoderma, FUS-BAC Fusarium-Bacillus y FUS-TRI-BAC Fusarium-Trichoderma-

Bacillus

Con base a los resultados obtenidos en este experimento, para el biocontrol de F.
oxysporum, bajo las condiciones aqui establecidas, se sugiere aplicar los agentes de

biocontrol en forma individual y no combinada.

8.4.2.1. Efecto de la inoculacion de T. asperelloides, B. licheniformis y F. oxysporum en

la velocidad de crecimiento, altura y peso seco de las plantas de jitomate. En los
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tratamientos con F. oxysporum, las plantas del tratamiento control con el fitopatégeno (FUS)
mostraron una mayor altura total y velocidad de crecimiento de las plantas (p < 0.05) con
respecto a los demas tratamientos (Figura 23 y 24). Los tratamientos con Trichoderma
(testigo y Fusarium-Trichoderma) resultaron con la menor velocidad de crecimiento.

Es probable que el acido fusarico liberado por F. oxysporum en el suelo, tiene un efecto
inhibitorio sobre T. asperelloides. Se ha reportado en la literatura que el acido fusarico que
es un metabolito secundario de F. oxysporum, es una fitotoxina que tiene un fuerte efecto

inhibitorio sobre el crecimiento de T. harzianum [9].
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Figura 23. Velocidad de crecimiento (cm/dia) de las plantas de jitomate en los tratamientos
de F. oxysporum. TES, testigo; FUS, Fusarium; BAC, Bacillus; TRI, Trichoderma; FUS-
TRI, Fusarium- Trichoderma; FUS-BAC, Fusarium-Bacillus y FUS-TRI-BAC, Fusarium-
Trichoderma-Bacillus. Diferentes letras indican una diferencia significativa de las medias

(p <0.05). F=14.11,P =0.0001, CME =0.24, C.V. =12.79
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Asi también, es probable que la liberacidn en el suelo de los metabolitos secundarios de
F. oxysporum y de T. asperelloides afectaron en forma negativa el crecimiento y desarrollo

de las plantas de jitomate.
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Figura 24. Altura total de plantas de jitomate (cm) en los tratamientos de F. oxysporum.

TES, testigo; FUS, Fusarium; BAC, Bacillus; TRI, Trichoderma; FUS-TRI, Fusarium-

Trichoderma; FUS-BAC, Fusarium-Bacillus y FUS-TRI-BAC, Fusarium-Trichoderma-
Bacillus. Diferentes letras indican una diferencia significativa de las medias (p < 0.05). F =

4.03,P =0.002, CME =71.58, C.V.=7.59

Al analizar estadisticamente los datos, no se encontrd una diferencia significativa entre
los tratamientos en la variable de peso seco de la biomasa de las plantas (Figura 25). Es
probable que para observar alguna diferencia, se requiera de que las plantas tengan un periodo

mayor de desarrollo.
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Figura 25. Peso seco de plantas de jitomate en los tratamientos de F. oxysporum. TES
testigo, FUS Fusarium, BAC Bacillus, TRI Trichoderma, FUS-TRI Fusarium-
Trichoderma, FUS-BAC Fusarium-Bacillus y FUS-TRI-BAC Fusarium-Trichoderma-
Bacillus. Los tratamientos con la misma letra no difieren significativamente (p < 0.05), P =

0.58, CME =9.02, C.V.=10.19

De manera general los resultados agronémicos en los tratamientos de F. oxysporum
mostraron que el fitopatégeno probablemente pudo ocasionar que las plantas de jitomate
presentaran un mejor desarrollo. Esto no indica que el fitopatogeno indujo el crecimiento,
sino que las plantas pudieron haber respondido al estimulo de la colonizacion de F.
oxysporum. Sin embargo, debido a que es un parastio, con el transcurso del tiempo,
posiblemente le ocasionara a las plantas un efecto negativo o incluso la marchitez y su

muerte.
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9. CONCLUSIONES

9.1. Produccion de conidios de los hongos T. asperelloides, F. oxysporum y A. alternata
y produccién de células de B. licheniformis
Los agentes de biocontrol mostraron capacidad para crecer en medios de cultivo sintéticos.
El medio de cultivo APD fue el adecuado para obtener la maxima produccion de conidios de
T. asperelloides, alcanzando valores superiores a 1 x 107 conidios/mL. En el caso de B.
licheniformis el medio liquido NFb modificado presentd una produccion de células. En este
medio la cepa de B. licheniformis mostré estabilidad celular y no formé polimero abundante.
En relacion a los fitopatdgenos, la cepa de F. oxysporum presentd concentraciones de
conidios en el intervalo de 2 x 10° conidios/mL en medio APD y velocidad de crecimiento
aceptable; ademas de no presentar problemas de contaminacion.

Para la produccién de conidios de A. alternata, el medio mas adecuado fue Vs; sin
embargo requiere de condiciones muy especificas de temperatura y luz. Ante esta
problematica, la inoculacién de plantas con una suspension de micelio resulté adecuada ya

gue mostro infectividad en las plantas de jitomate.

9.2. Determinacion in vitro de la actividad antagonista de T. asperelloides y B.
licheniformis en contra del crecimiento de F. oxysporum y A. alternata

En la pruebas hechas en cultivo dual, ambos agentes de biocontrol inhibieron el crecimiento
micelial de F. oxysporum. La cepa Trichoderma asperelloides (VSL4) inhibi6 e invadi6 in
vitro el crecimiento micelial de los hongos fitopatdgenos Fusarium oxysporum (VSL314)y

Alternaria alternata (VSL302). EI mecanismo de antagonismo que se observo fue el
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micoparasitismo. Por otra parte, la cepa B. licheniformis s6lo mostr6 inhibicion en el

crecimiento micelial de Fusarium oxysporum.

9.3 Evaluacion de la actividad biocontroladora in vivo de T. asperelloides y B.
licheniformis contra F. oxysporum y A. alternata en plantas de jitomate bajo condiciones
de invernadero
El tratamiento combinado de T. asperelloides y B. licheniformis contra A. alternata redujo
en un 80% el sintoma de dafio del tizon temprano. Los resultados llevan a la conclusion de
que existié un efecto sinérgico entre ambos agentes de biocontrol que potenciaron el efecto
protector de la planta. Adicionalmente, el tratamiento individual de T. asperelloides contra
A. alternata redujo en un 70% el dafio en las plantas. Finalmente, el tratamiento individual
de B. licheniformis contra A. alternata redujo en un 60% el dafio. Este Gltimo resultado
mostré que B. licheniformis indujo resistencia sistémica en las plantas de jitomate, debido a
que el agente de biocontrol y el fitopatdgeno estuvieron espacialmente separados.

Por otra parte, el mejor resultado obtenido contra F. oxysporum fue con el tratamiento con
B. licheniformis, el cual disminuyd en un 80% los sintomas de dafio de la enfermedad.
Adicionalmente, el tratamiento con T. asperelloides disminuyd en un 70% los sintomas de
dafo causados por F. oxysporum. Finalmente, el uso combinado de los agentes de biocontrol
fue el menos efectivo debido a que sélo disminuy6 en un 40% los sintomas de dafio de la

enfermedad.
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9.4 Evaluacién de velocidad de crecimiento, altura total y peso seco de las plantas de
jitomate
Como era de esperarse, las plantas tratadas con los agentes de biocontrol presentaron los
mejores resultados en los parametros de productividad agronémica. Los parametros de altura
total y velocidad de crecimiento tuvieron valores mas altos en los tratamientos que incluyeron
los agentes de biocontrol y el fitopatogeno A. alternata. Sin embargo, el tratamiento
combinado de los agentes de biocontrol y A. alternata incrementaron apreciablemente la
velocidad de crecimiento y la altura de las plantas de jitomate. Por otra parte, en la evaluacion
del peso seco de las plantas de jitomate, tuvieron menor biomasa los tratamientos con A.
alternata control y los tratamientos que incluyeron al fitopatdgeno y a los agentes de
biocontrol.

Finalmente, en los tratamientos con F. oxysporum, las plantas tratadas Gnicamente con el
fitopatdgeno, mostraron la mayor altura y velocidad de crecimiento de las plantas de jitomate.
En cambio, en el parametro de peso seco de las plantas no existio diferencia significativa

entre los tratamientos.
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10. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se evalud el efecto antagonista de los agentes de biocontrol T.
asperelloides y B. lichenifomis contra los fitopatdgenos A. alternata y F. oxysporum en
plantas de jitomate bajo condiciones de invernadero. También fue evaluado el efecto de los
agentes de biocontrol en parametros agronémicos de las plantas hasta la etapa de 70 d a partir
de la siembra. Con la finalidad de contar con mayor informacion acerca de los mecanismos
de control de los agentes de biocontrol, es importante estudiar mas a detalle el mecanismo de
la resistencia sistémica inducida. Por otra parte, se requiere que las evaluaciones de los
agentes de biocontrol sean determinadas hasta la produccion del fruto para determinar no
solo el efecto antagonista, sino también el efecto en la productividad y calidad fitoquimica
del fruto. Ademas, se requiere investigar el efecto biofertilizante de T. asperelloides y B.
licheniformis en otros cultivos de importancia econémica en la region mixteca de Oaxaca,

bajo condiciones de invernadero y en cielo abierto.
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13. APENDICES

Apéndice 1. Preparacion de diferentes medios de cultivo usados en el experimento in
vitro
Medio SNA (Nirenberg, 1976)

Ingredientes:

KH2PO, 1g
KNO3 lg
MgSO4 05¢g
KClI 05¢
Glucosa 029
Sacarosa 0.2

Agar 20¢
Agua destilada 1000 mL

Procedimiento de preparacion
Los ingredientes fueron mezclados y disueltos en una parte del agua destilada. El agar se
disolvid en la parte restante del agua. La suspension del agar y el SNA fueron homogenizados

en una parrilla eléctrica.

Agar jugo Vs

Método A
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Ingredientes:

Jugo Vs centrifugado 20 mL

Agar 159

CaCOs 4549

Agua destilada Aforar a 1000 mL
Método B

Ingredientes:

Jugo Vs centrifugado 100 mL

Agar 159

CaCOs3 20

Agua destilada Aforar a 1000 mL

Procedimiento de preparacion

El CaCOs fue agregado al jugo Vs, previamente centrifugado, y fue agitado hasta disolver.
Se dejé reposar durante 10 min. Posteriormente, se sometid a centrifugacion durante 20 min
a 4000 RPM. Se obtuvo el sobrenadante hasta completar la cantidad requerida [89].

Para el método A, se afiadio a la solucién de agar el jugo Vs centrifugado y se aforé a 1000
mL.

Para el método B, utiliz6 900 mL para disolver el agar, mezclando esta solucién con el jugo
Vg centrifugado.

En ambos casos se sometio a esterilizacion a 115 °C durante 20 min y se vacio en cajas Petri.
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Medio Agar Clavel (CLA)
Método A

Ingredientes:

Hojas de clavel fresco 2009
Glucosa 20 g
Agar 20¢
Agua destilada 1000 mL
Método B

Ingredientes:

Hojas de clavel fresco 63.49g
Glucosa 20 g
Agar 209
Agua destilada 1000 mL

Procedimiento de preparacion

Las hojas de clavel fueron licuadas durante 3 min a una sola velocidad. El agar y la glucosa
fueron disueltos en agua destilada ligeramente caliente. El licuado de clavel fue vertido en la
suspension de agar, se homogenizé y se sometio6 a esterilizacién a 115 °C durante 20 min

[27]. El medio es vertido en cajas Petri.

Medio agar papa-zanahoria
Ingredientes:

Papa rallada 20 ¢
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Zanahoria rallada 20 ¢
Agar 189

Agua destilada 1000 mL

Procedimiento de preparacion

La zanahoria y la papa rallada fueron hervidas en 1 L de agua destilada durante 1 h.
Posteriormente, se hizo un filtrado con una malla, se agregd el agar y la infusion fue
homogenizada [109]. La suspension se esterilizo y el medio agar papa-zanahoria fue vertido

en cajas Petri.

Apéndice 2. Curva de calibracion para determinar la cantidad de biomasa de B.
licheniformis con base a la densidad optica del cultivo a 610 nm (ODs10) a diferentes

concentraciones

v =0.004x+ 0.0008

Biomasa (g/mL)
]
(]
[ ]
[ o]
(%)

0.0015

0.001

0.0005

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12
Densidad Optica a 610 nm (ODg;g)
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