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GLOSARIO

Anastomosis. Unién de una hifa o vaso con otros, que da como resultado la

intercomunicacion de sus contenidos.

Antagonismo. Interaccion de efecto negativo entre dos o mas especies de
organismos. Si una de estas especies, corresponde al de un patdégeno y esta siendo
desplazada o inhibida en su crecimiento por otra u otras especies, podemos decir

que estamos frente la accion de antagonistas.

Bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV). Bacterias habitantes de la

raiz que estimulan significativamente el crecimiento de plantas.

Bancos de germoplasma. Consiste en una coleccion de organismos preservada de
manera viable o curatorial. Su mision consiste en ubicar, recolectar, conservar y
caracterizar el plasma germinal de organismos que, por sus atributos son
consideradas de interés prioritario para beneficio de la humanidad, ademéas de
aportar conocimiento cientifico orientado a la optimizacién de la conservacién y uso

de los recursos fito-zoogenéticos y/o microbiolégicos.

Clamidospora. Espora de multiplicacién vegetativa, rodeada de una pared gruesa y

cargada de sustancias nutritivas, que aseguran la conservacion del patégeno.

Epinastia. Es la curvatura hacia abajo que se produce en algunas hojas cuando el

lado adaxial (haz) crece méas que el lado abaxial (envés).

Fanerogamas. Subreino de plantas con los érganos sexuales, es decir, las flores,

perceptibles a simple vista.



Fitopatdgeno. Microorganismo, que causa enfermedades en las plantas por medio
de disturbios en el metabolismo celular causado por la secrecion de enzimas,

toxinas, fitoreguladores y otras sustancias.

Grupo monofilético. Es un grupo donde todos los organismos incluidos en él han
evolucionado a partir de una poblacién ancestral comun, y todos los descendientes

de este ancestro estan incluidos en el grupo.

Microbiota del suelo. Esta formada por una mezcla microscépica de millones de
microorganismos por cada gramo de suelo, que cumplen con un rol esencial en los

procesos biogeoquimicos.

Fusarium oxysporum. Es una de las especies mas importantes del género
Fusarium, debido a las pérdidas econémicas que causa en los cultivos comerciales.
Esta entre las especies mas abundantes, cosmopolitas y complejas pues tiene mas
de 100 formas especiales caracterizadas por su alta especificidad en las plantas

hospedantes que afecta.

Heterocariosis. Caracteristica genética propia de los hongos, consistente en que
los nucleos hallados en un citoplasma comin son genéticamente distintos, ya sea

como consecuencia de una mutacion o por fusion de hifas genéticamente diferentes.

Hifas. Elementos filamentosos caracteristicos de la mayoria de los hongos. Estan
constituidos por una fila de células alargadas envueltas por la pared celular que,

reunidas, forman el micelio.
Hongos micorrizicos arbusculares. Microorganismos del suelo del Phylum
Glomeromycota, colonizan las raices de las plantas superiores y forman relaciones

simbidticas.

Micelio. Es la masa de hifas que constituye el cuerpo vegetativo de un hongo.


http://es.wikipedia.org/wiki/Hongos
http://es.wikipedia.org/wiki/Micelio

Necrosis. Muerte de un conjunto de células o de cualquier tejido del organismo,
provocada por un agente nocivo, o por un programa celular determinado que causa

una lesién tan grave que no se puede reparar o curatr.

Parasexualidad. Es el proceso mediante el cual pueden producirse recombinaciones
genéticas dentro de los heterocariones de los hongos. Esto sucede debido a la fusiéon

ocasional de los dos nucleos y la formacion de un ndcleo diploide.

Patogenicidad. Alteracion que ocasiona un parasito sobre una o varias funciones

esenciales de la planta.

Plagas agricolas. Animales, plantas y microorganismos que tienen un efecto
negativo sobre la poblacion de otro organismo causando enfermedad o devastacion.

Plantas dicotiledéneas. Clase de plantas fanerbgamas angiospermas, cuyos
embriones de las semillas presentan dos cotiledones u hojitas iniciales, opuestos por

lo comun.

Rizosfera. Es una zona del suelo de interaccion Unica y dinamica entre las raices de
las plantas y microorganismos del suelo. Esta regién especializada, esta
caracterizada por el aumento de la biomasa microbiana y de su actividad.

Transposon. Elemento genético movil que puede moverse de una localizacion
gendmica a otra, gracias a la presencia de secuencias repetidas cortas que lo
flanquean y que es capaz de replicar e insertar una copia en un lugar nuevo en el

genoma



RESUMEN

En Sinaloa, México, la pudricion de la corona y raiz del tomate (PCRT) es una de las
enfermedades mas destructivas, cuyo manejo se complica por la escasa cantidad de
hibridos resistentes y por la ineficacia de otros métodos de manejo. La utilizacion de
microorganismos antagénicos es una estrategia de manejo promisoria, pero se
requiere de aislados eficaces contra el patdogeno, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-

lycopersici (Forl), adaptados a la region.

El objetivo de este trabajo fue seleccionar, a (los) aislado (s) mas eficaces
contra Forl, a partir de una bateria de nueve bacterias del género Bacillus,
previamente identificadas molecularmente y analizadas in vitro e in planta, por su
capacidad antagonica contra Forl (Cordero-Ramirez, 2008). En una primera etapa se
realizaron tres bioensayos en semilleros con plantulas de tomate cv. Missouri en
camaras de crecimiento con 12 horas luz a 25°C y 12 horas oscuridad a 22°C.
Plantulas de cinco dias post-siembra, se inocularon por separado con 1.5 x 10°
UFC/ml de cada uno de los nueve aislados. Diez dias después, las mismas plantulas
se inocularon 1 x 10° microconidios/ml de Forl/plantula. Las variables analizadas
fueron altura de la planta, peso seco de la parte aérea, peso seco de la raiz y
severidad de los sintomas. Los valores de esta ultima variable se sometieron a un

analisis de varianza y prueba de Tukey (p<0.05).

En una segunda etapa se realizaron tres bioensayos en rizocono con los
aislados seleccionados del trabajo en semillero los cuales fueron 144, 145 y 537
identificados los primeros dos como Bacillus subtilis y el Gltimo como B. thuringiensis.
La produccién de plantulas fue de manera similar a los experimentos en semillero,
con la diferencia de que en este caso se inoculd el patdogeno al momento de

trasplante a los rizoconos.

Para el bioensayo 1 en semillero, se encontré que el aislado B. subtilis (144),

es potencialmente antagonista contra Forl, obteniendo un 87% de proteccion. En los
\Y



bioensayos 1y 2, los aislados B. subtilis (145) y B. thuringiensis (537) mostraron un
potencial antagonismo contra Forl ejerciendo un 40 y 52% de proteccion al dafio

causado por Forl, respectivamente.

En la segunda etapa (rizoconos) no se detecté antagonismo de ninguno de los
aislados hacia Forl, pero si un desarrollo significativo con respecto al control
absoluto, destacando B. thuringiensis (537), el cual aumentd significativamente la

altura y peso seco de la planta.



ABSTRACT

In Sinaloa, Mexico, the tomato crown and root rot (TFRR) represents one of the most
destructive diseases, whose management is complicated by the small number of
resistant hybrids and the ineffectiveness of other management methods. The use of
microorganism as antagonists is a promising management strategy but it requires
regional isolates against the pathogen Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(Forl). The goal of the present work was to select the isolate(s) that are more effective
against TFRR from a set of nine bacteria from the genus Bacillus previously identified

molecularly and analyzed in vitro and in planta (Cordero-Ramirez, 2008).

In a first stage three bioassay with tomato cv. Missouri seedlings were
evaluated in growth chambers set up at 12 hours light (25°C)/12 hours darkness
(22°C). Five days old seedlings were inoculated with 1.5 x 10° CFU/ml. Ten days later
the same seedlings were inoculated with 1 x 10° Forl microconidia/ml/seedling. The
variables studied were plant height, dry weight of aerial and root part and severity of
symptoms. The values of these variables were subjected to analysis of variance and
Tukey statistical tests (p<0.05).

In a second stage three rhizocone bioassays were mounted with the best
potential antagonists selected from the previous seedling bioassays. These isolates
were 144, 145 and 537 the first tow identified as Bacillus subtilis and the last one as
B. thuringiensis. Plant production was similar to the experiments made in the growth
chamber with the difference that in this case the pathogen was inoculated at the time

of transplantation to rhizocones.

We found in the first stage bioassays that the isolate B. subtilis (144) is
potentially antagonistic to TFRR, getting up to 87% of protection. In the second and
third bioassays from the first stage experiments the isolates B. subtilis (145) and B.
thuringiensis (537) showed potential antagonism against TFRR getting 40 and 52%

protection to damage respectively.
Vi



In the second stage assays (rhizocones) antagonism wasn'’t detected in any of
the isolates against TFRR. However, B. thuringiensis (537) showed significant
development with respect to the absolute control, which significantly increased the

height and plant dry weight.
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I. Introduccién

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas con mayor produccion
en el mundo, debido a su gran aportacion gastronomica y al alto grado de aceptacion
gue tiene en las diferentes culturas, lo cual se evidencia por el hecho de que es el
segundo producto horticola en el consumo mundial. En el 2009 la produccién
mundial de tomate fue 135.59 millones de toneladas y los diez paises con mayor
participacion fueron, en orden de importancia, China, Estados Unidos de América,

Turquia, India, Egipto, Iran, Espafia, Brasil, México y Rusia (Euromonitors, 2009).

En el ciclo 2009-2010 en México (Figura 1) se cosecharon aproximadamente
52 mil hectareas de tomate con una produccion de 2.04 millones de Ton (SAGARPA
2010), lo que nuevamente posiciond al tomate rojo, como la hortaliza mas cultivada
en nuestro pais, con respecto al ciclo anterior. De igual modo que en el ciclo 2008-

2009, los mismos seis principales Estados se mantuvieron como lideres en la

produccion de dicha hortaliza.

es Estados Pro 3
2009

Figura 1. Principales estados productores de tomate en México, en el ciclo 2009-2010.



Lo anterior demuestra el impacto que tiene el tomate en la economia del pais,
ya que su produccién implica una gran aportaciéon de divisas y generacion de
empleos, en todas las fases de la cadena agroalimentaria. Sin embargo, los
productores corren un alto riesgo al invertir su capital en la produccion de esta
hortaliza, ya que tiene la desventaja de ser altamente susceptible al ataque de
enfermedades, de las cuales se conocen aproximadamente 200 (Benton, 2001). En
2010 en México se sembraron 53,572 hectareas de tomate, sin embargo se
cosecharon solo 52,383, ya que, alrededor de 1,000 hectareas se perdieron debido a
plagas, enfermedades o a la falta de los cuidados durante el cultivo (Euromonitors,
2009).

Entre las enfermedades que afectan la produccion de tomate se encuentran
las causadas por microorganismos fitopatdgenos, como lo son los hongos del suelo
Fusarium oxysporum Schlechtend f. sp. lycopersici (Fol) y Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-lycopersici (Forl). El primero provoca la marchitez vascular del tomate (MVT),

mientras que el segundo causa la pudricion de la corona y raiz del tomate (PCRT).

En el Estado de Sinaloa, se report6 la incidencia de Forl en 34 de 40 campos

inspeccionados (Apodaca-Sanchez, 2002).

Los métodos utilizados para controlar los efectos de Fol y Forl no han sido lo
suficientemente eficientes, a pesar de que existen hibridos resistentes a estos
fitopatdgenos, estos no siempre se utilizan porque no satisfacen los requerimientos
necesarios para su mercado. Uno de los problemas de las enfermedades en suelo
causadas por hongos es la ineficiencia del control quimico. La préactica del
monocultivo y la contaminacion por el uso indiscriminado de agroquimicos en la
agricultura, han reducido la biodiversidad (microorganismos) del agro ecosistema,
ocasionando la inestabilidad de los mismos, reflejandose en una mayor incidencia y
severidad de las enfermedades de las plantas (Baez-Valdez et al. 2010). El presente
trabajo tiene como objetivo, buscar microorganismos antagonistas como agentes de

biocontrol contra F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici.



Il. Antecedentes

2.1 Importancia del cultivo de tomate

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta dicotiledonea, perteneciente a la
familia Solanaceae. Dentro de ésta, el género Solanum posee nueve especies. El
nombre genérico y especifico del tomate fue dado por Linneus en 1753 (Species,
2000).

La palabra jitomate, empleada en la region central de nuestro pais, procede
del nahuatl xictli, ombligo y tomatl, tomate, que significa tomate de ombligo (FAO
2009). En otras regiones en México, como en el Noroeste se emplea de manera

comun la palabra tomate.

El fruto de tomate es de tamafio y forma variable, generalmente eliptico o
globoso (Figura 2). Presenta numerosas semillas, pequefias, aplanadas,
amarillentas-grisaceas, velludas o embebidas en una masa gelatinosa que se
encuentra en el fruto, una vez maduro (placenta). El color del tomate es verde en un
principio y rojo cuando madura, debido a la sustitucion de la clorofila en los

cromoplastos de las células del fruto por carotenos (Vigliola, 2003).

Figura 2. Tomate indeterminado, variedad Ruby bajo invernadero, Pénjamo, Guanajuato, México.



El tomate crece en casi todos los terrenos y climas debido a su adaptabilidad,
sin embargo, las bajas temperaturas y los vientos fuertes suelen afectar
negativamente su sano cultivo. Los principales tipos de tomate son saladette, bola y
cherry. La industria alimenticia procesa todos estos tipos de tomate y da origen a
infinidad de productos tales como jugos, purés, conservas, salsa catsup,
saborizantes, mermeladas, deshidratados y muchos otros (Vigliola, 2003).

Como se menciond anteriormente, la produccion de tomate en México es de
vital importancia para la sociedad desde un punto de vista econémico, debido a su
aportacion en cuanto al numero de empleos. Genera anualmente alrededor de 180
mil empleos directos e indirectos en el Estado de Sinaloa, de los cuales, 83% son
ocupados por jornaleros agricolas de Guerrero, Oaxaca y Veracruz, principalmente.
Los jornaleros vienen a trabajar en la siembra, cosecha, recoleccion y empaque
(Elizalde, 2008).

La produccidon de tomate es constantemente amenazada, debido a la gran
cantidad de insectos plaga y microorganismos patégenos que afectan dicho cultivo.
Estas enfermedades pueden ser causadas por insectos, bacterias, neméatodos,

fitoplasmas, virus u hongos, estos ultimos de interés en este trabajo.

2.2 Hongos fitopatégenos

Los hongos son organismos pequefios que producen esporas microscopicas. Son
filamentosos, carecen de clorofila y tienen paredes celulares que contienen quitina,
celulosa, o ambas, existiendo mas de 8,000 especies de hongos producen

enfermedades en las plantas (Agrios, 2007).

El cuerpo vegetativo de los hongos esta constituido por una serie de
filamentos entrelazados llamados micelio, cuyo conjunto se denomina hifa. Los
hongos se dividen en ocho phyla: Basidiomycota, Blastocladiomycota,

Chytridiomycota, Glomeromycota, Microspora, Neocallimastigomycota, Zygomycota y
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Ascomycota. Ascomycota contiene numerosos géneros de hongos fitopatégenos

importantes, como Fusarium (Species, 2000, http://www.catalogueoflife.org/).

2.3 Clasificacion de Fusarium

La especie Fusarium pertenece al Phylum Ascomycota, Clase Sordariomycetes,
Orden Hypocreales y a la Familia Nectriaceae. Entre los hongos filamentosos, el
género Fusarium es uno de los mas importantes. Fue descrito por primera vez por
Link en 1809, aunque existian datos desde el siglo XVI, basados en las
descripciones de los Aztecas, de la podredumbre que produce en el maiz, una de las
especies de este género. Los primeros estudios sobre los problemas producidos por
Fusarium, comenzaron con una investigacion llevada a cabo por Martius a mediados
del XIX, en la cual un hongo de este género, fue establecido como el agente causal
de la podredumbre en papas almacenadas. Sin embargo, fue hasta finales del siglo
XIX cuando se descubrié su importancia como causante de enfermedades en plantas
y productor de toxinas. Los primeros estudios que demostraron la patogenicidad de

Fusarium en plantas vivas, se publicaron entre 1892 y 1899 (Booth, 1984).

Con el desarrollo de las técnicas de biologia molecular, se ha comprobado que
existe una gran heterogeneidad entre especies del género (Seifert y Gams, 2001).
Usualmente, para la identificacion de las distintas especies, se habian empleado
tanto las diferencias en la forma de los macroconidios como otros caracteres
morfologicos. Desgraciadamente tanto en el caso de Fusarium como en otras
especies de hongos filamentosos, el nimero de caracteres morfolégicos con valor
taxonémico son pocos, faciimente mal interpretables y ademas estan sujetos a

cambios en funcion de condiciones ambientales (Leslie et al., 2001).

Otro factor importante en la clasificacién de estos hongos, es la reproduccién.
Los hongos con formas anamorficas, se clasifican en base a su morfologia asexual
aunque se conozca su forma teleomorfica (sexual) (Carlile et al., 2001), hecho que

s6lo ocurre para el 5 % de las especies anamorficas descritas (Seifert y Gams,
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2001). Dentro del género Fusarium existen especies que presentan formas con
reproduccion sexual como F. solani, y otras como F. oxysporum, en las que no se
conoce dicha etapa. Este hecho complica la clasificacion, ya que, tradicionalmente
las formas sexuales de una especie se han incluido en un grupo diferente y con un
nombre distinto de las que presentan las formas sin reproduccion sexual. Especies
del género Fusarium, situado dentro de los hongos anamorficos, se corresponden a

las formas sexuales del orden Hipocreales (Samuels y Blackwell, 2001).

A pesar de la ausencia de reproduccion sexual en algunas de las especies del
género Fusarium, en algunas especies asexuales como F. oxysporum se han
descrito fendmenos de intercambio genético como la heterocariosis y la
parasexualidad (Burnett, 1984). La heterocariosis es la condicién en la cual, como
resultado de la fertilizacion o anastomosis, las células de las hifas de los hongos o

partes de éstas contienen nucleos que son genéticamente diferentes (Agrios, 2007).

Dos cepas capaces de formar un heterocarionte vegetativo, pertenecen a un
mismo grupo de compatibilidad vegetativa (VCG). En Fusarium, la compatibilidad
vegetativa esta gobernada por al menos diez loci denominados vic. La presencia de
los mismos alelos en cada uno de estos loci permite la formacion de heterocariontes
estables, en el caso de una fusion incompatible, se produciria la muerte de la célula
(Leslie, 1993). No habria que descartar, que en los heterocariontes vegetativos se
produzcan fenébmenos de intercambio genético. Se ha observado que mediante la
fusién de protoplastos de dos cepas del anamorfo F. oxysporum, se producen
reorganizaciones cromosémicas y recombinacién entre el material genético de las
lineas parentales (Teunissen et al., 2002). Parasexualismo es el proceso mediante el
cual pueden producirse recombinaciones genéticas dentro de los heterocariontes de
los hongos. Esto sucede debido a la fusion ocasional de los ndcleos y la formacion
de un ndcleo diploide (plasmogamia). Durante la multiplicacion se produce

entrecruzamiento en algunas divisiones mitéticas y, como consecuencia, aparecen



recombinantes genéticos por la separacion fortuita del nucleo diploide en sus
componentes haploides (haploidizacion) (Agrios, 2007).

Un problema importante a la hora de estudiar la biologia de un patégeno como
F. oxysporum, es la dificultad para definir cuales son los caracteres diferenciales de
cada poblacion al no existir criterios morfolégicos que permitan la separacion a nivel
intra especifico. Para intentar ordenar y explicar toda esta variabilidad se utilizan los
conceptos de formas especiales, razas patogénicas y grupos de compatibilidad
vegetativa (VCG) (Kistler, 2001).

Otro fendmeno que ha sido descrito en Fusarium gracias al avance de las
técnicas de biologia molecular y que, tal vez, tenga una gran importancia en la
evolucion del género, es la presencia de transposones. Estos se encuentran en casi
todos los organismos, pero su presencia en hongos filamentosos habia sido
considerada como extrafia, a pesar de que se habia observado su abundancia en
otros patdégenos de plantas. En F. oxysporum se ha detectado la existencia de
transposones pertenecientes a ocho familias de elementos moviles (Hua-Van et al.,
2000). En cepas de Fusarium en las que habian ocurrido fenémenos de
transposicion se observdé una gran variabilidad en los patrones de cariotipos, asi
como una correlacion entre el elevado polimorfismo de los cromosomas y la

concentracion de elementos méviles (Davier et al., 2001).

Las formas especiales (f. sp.), son cepas morfolégicamente indistinguibles que
se caracterizan por su adaptacion a diferentes hospedantes (Deighton et al., 1962).
Se pueden definir como un conjunto de cepas que atacan a una especie vegetal, 6 a
lo sumo a unas cuantas especies de un mismo género. Este concepto se utiliza
también para definir cepas que producen una patologia diferente aunque parasiten a
la misma especie vegetal. Esta definicibn se refiere fundamentalmente a
capacidades fisiologicas del hongo y no tiene un valor taxondémico, pero
tradicionalmente ha sido un concepto util para los fitopatdlogos (Gordon y Martyn,
1997).



La nomenclatura utilizada para designar a las formas especiales, un trinomio
en latin, con el nombre de las especies seguido de una referencia al huésped al que
parasitan, ha llevado a muchos investigadores a pensar que representan un grupo
monofilético natural. Datos recientes demuestran que dentro de algunas formas
especiales de Fusarium oxysporum (f. sp. melonis, f. sp. lycopersici y f. sp. radicis-
lycopersici) existen aislamientos de origenes independientes (Kistler, 2001). Por lo
tanto, la asociacion de determinadas cepas con un hospedante no implica
necesariamente una divergencia de caracter monofilético. Dentro de F. oxysporum
han sido descritas méas de 70 formas especiales (Armstrong y Armstrong, 1981) cada
una de las cuales, la mayoria de las veces, presentan un rango de hospedantes
restringido a unas pocas especies de un mismo género. Pero algunas de las formas
especiales como F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici pueden causar enfermedades
en otras especies de plantas ademas de tomate, como leguminosas, brasicaceas,

cucurbitaceas, etc., al menos en inoculaciones artificiales (Menzies et al., 1990).

2.4 Importancia de Fusarium en tomate

Numerosos trabajos abordan el estudio del género Fusarium desde un punto de vista
genético. Este interés por las especies de este género se debe a su distribucién
internacional y la capacidad de muchas de ellas de producir enfermedades en
especies vegetales. Representantes del género se han encontrado en la mayoria de
las regiones geograficas, incluso en el desierto (Katan, 1971). Aunque existen
especies que pueden tener una distribucion cosmopolita, también existen otras cuya
distribucion esté limitada a uno o pocos cultivos, climas o zonas ecologicas (Leslie et
al., 2001).

Fusarium spp. es un hongo que habita en el suelo e infecta a las plantas a
través de sus raices, en las que penetra directamente o a través de heridas. Muchos
nematodos pardsitos que viven en el suelo habitualmente incrementan la incidencia
de los marchitamientos por Fusarium, posiblemente debido a que proporcionan un

mayor numero de puntos efectivos de penetracion (Jarvis y Thorpe, 1976).



El micelio del hongo, en cuanto entra en contacto con la raiz, penetra y se
extiende hasta el sistema vascular de la planta (xilema), en donde forma
microconidios. Subsecuentemente, el micelio y las esporas del hongo ascienden por
la corriente de transpiracion en la planta a través del xilema. Una vez completado su
ciclo, con el proposito de perpetuarse en el ambiente, el hongo sobrevive en el suelo
0 en restos de plantas, en forma de esporas asexuales de pared gruesa
denominadas clamidosporas; o bien en forma de micelio o conidios en los restos

vegetales infestados (Agrios, 2007).

2.5 F. oxysporum f. spp. radicis-lycopersici (Forl) y lycopersici (Fol)

Existen dos tipos de enfermedades causadas por dos formas especiales de Fusarium
oxysporum en el cultivo de tomate: Fol y Forl. Estas enfermedades se encuentran
distribuidas por todo el mundo, y se reportan en México, Canada, Israel, Inglaterra,
EE.UU. y Japdn, entre otros. En nuestro pais, los dos patdégenos se han reportado
en Sinaloa, San Luis Potosi, Baja California y Michoacéan, los cuales son los Estados

productores de tomate mas importantes (Apodaca-Sanchez et al., 2004).

La persistencia de F. oxysporum se debe a que éste forma clamidosporas
(esporas de conservacion del hongo) en numerosos substratos, suelo y en restos
vegetales. Su propagacion se facilita por medio de los conidios, producidos en
abundancia sobre el cuello de las plantas infectadas, asi como por el polvo de suelo
contaminado. Estos propagulos pueden ser conducidos por el agua (red de riego,
salpicaduras), el viento y las corrientes de aire. Estos hongos parasitos han sido
introducidos en algunas plantaciones de tomate, por medio de sustratos organicos o

plantas contaminadas (Blancard, 2005).

Debido a la similitud entre Fol y Forl, en el siguiente apartado se describen las

caracteristicas especificas de Forl (Apodaca-Sanchez, 2006) y Fol (Agrios, 2007),



con el fin de puntualizar las diferencias fisioldgicas en cuanto a la enfermedad y

sintomas que cada forma especial confiere.

2.5.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) produce marchitamiento vascular en
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.). Esta forma especial fue descrita por
Massee (1895) y se ha reportado en al menos 32 paises. La enfermedad continta
apareciendo como consecuencia del cultivo intensivo de tomate, y es una de las mas

destructivas.

Este patdgeno entra a la planta a través de las raices, ya sea por penetracion
en la punta de la raiz o por las de heridas naturales, por ejemplo a través de los
tejidos de la corteza de la raiz por la formacién de raices laterales (Mes et al., 2000),
donde el micelio del hongo se propaga intercelularmente a través de ésta (Agrios,
2007). Cuando se encuentra en los vasos, el micelio se ramifica y produce
microconidios en su interior, que son desprendidos y llevados hacia la parte superior
de la planta por el flujo ascendente del agua del xilema. Los microconidios germinan
en el punto donde cesa su movimiento ascendente y el micelio penetra la pared
superior del vaso, y ahi, el hongo produce mas microconidios. EI hongo también
avanza a los vasos adyacentes de la misma manera. El hongo invade entonces en
gran escala a los tejidos parenquimatosos de la planta, llega a la superficie de los
tejidos muertos y ahi esporula profusamente. En ocasiones el hongo llega hasta los
frutos de las plantas donde penetra y contamina las semillas, al igual que Forl. Esto
sucede principalmente cuando la humedad del suelo es alta y la temperatura
relativamente baja, condiciones que permiten a las plantas producir buenas
cosechas, aunque sean infectadas por el hongo. Sin embargo, es frecuente que

estos frutos infectados se pudran y desprendan (Agrios, 2007).

El micelio de Fol es incoloro al principio, pero conforme madura adquiere un

color crema o amarillo palido y bajo ciertas condiciones se torna de una tonalidad
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rosa palido o purpura. Este hongo produce tres tipos de esporas asexuales al igual
que Forl (Agrios, 2007).

1. Microconidios. Consisten de una a dos células y son las esporas que el
hongo produce con una mayor frecuencia y en mayor abundancia en todas las
condiciones. Su forma es oval y lisa, mide de 5-12 micras de largo por 2.5-3.5
micras de ancho. Son frecuentes en el interior de los vasos de las plantas

hospedantes que ha infectado.

2. Macroconidios. Son las esporas tipicas de “Fusarium”, estan constituidos de
tres a cinco células, se adelgazan gradualmente y se encorvan hacia ambos
extremos. Son de forma alargadas, moderadamente curva en forma de hoz.
Tienen un tamafo de 27-46 micras de largo por 3.0-4.5 micras de ancho.
Aparecen con gran frecuencia sobre la superficie de plantas que han sido
destruidas por el patégeno y por lo comun se forman en grupos similares a los
esporodoquios, los cuales son estructuras fructiferas que consta de un racimo

de conidi6foros entretejidos en una masa de hifas.

3. Clamidosporas. Estan constituidas por una o dos células, son de pared
gruesa y forma redonda, tienen un tamafio de 5-15 micras de diametro. Se
forman terminal o intercaladamente en el micelio mas viejo, 6 en los

macroconidios del hongo.
Estos tres tipos de esporas se forman en los cultivos del hongo en medio
artificial y quiza también en el suelo, sobresaliendo las clamidosporas como las que

perduran durante mas tiempo en este sustrato (Apodaca-Sanchez, 2006).

Fol es un patdgeno que habita en el suelo y que sobrevive entre los cultivos en

los restos de plantas infectadas que yacen en este sustrato en forma de micelio y en
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cualquiera de sus formas de esporas, y con mayor frecuencia en forma de

clamidospora (Agrios, 2007).

Fol se caracteriza por tener tres razas fisioldgicas numeradas del uno al tres
(R1, R2 y R3), de acuerdo al orden cronoldgico en que fueron descubiertas (revisado
en Gonzalez, 2006). En Sinaloa se han reportado las tres razas mencionadas
(Valenzuela et al., 1996).

2.5.2Fusarium oxysporum Schlechtend. f. sp. radicis-lycopersici

Las plantas se infectan cuando se siembran o se trasplantan en el suelo, 6 sustrato
infestado con clamidosporas. Otra posibilidad es que la semilla se encuentre
contaminada con Forl, de tal forma que la plantula se infecta desde muy temprano
(Figura 3). Las raices jovenes y los pelos radicales de una plantula recién germinada,
liberan sustancias que estimulan la germinacién de las clamidosporas que se
encuentran en el suelo. Una vez que germina la clamidospora, el tubo germinativo se
orienta hacia las raices emisoras de los exudados, haciendo contacto para penetrar
principalmente por las heridas, provocadas por la emergencia de las raices
secundarias (Apodaca-Sanchez, 2006). El ciclo de infeccibn es muy similar al

descrito anteriormente para Fol.

Sin embargo, la sintomatologia es diferente. Los sintomas, se deben al dafio a
la estructura y al taponamiento de los vasos por el desarrollo del hongo, al efecto de
las sustancias téxicas producidas por éste y los restos de tejidos descompuestos que
se acumulan en los vasos. Al bloguearse el paso de agua y nutrientes en las raices y
en la base del tallo, las plantas enfermas terminan por marchitarse y morir pocos dias

después (Apodaca-Sanchez, 2006).

Cuando la humedad ambiental es alta y la enfermedad esta avanzada, Forl
forma altas cantidades de conidios sobre las lesiones en los tallos infectados. Estas

se manifiestan a simple vista en forma de manchas o puntos algodonosos de color
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crema y a veces de color naranja, sobre los tejidos necréticos. Por otra parte, el
micelio que invadié los tejidos, termina por formar también clamidosporas. Cuando la
planta presenta sintomatologia, la diseminaciéon de Forl de plantas enfermas a
plantas sanas no es muy alta bajo sistema de riego por gravedad, y el nUmero de
plantas enfermas depende, principalmente, de la cantidad de plantas que se infecten
con el in6culo ya presente en el suelo al momento del trasplante. En cambio, cuando
el tomate se cultiva bajo sistema de goteo, la humedad constante favorece la
esporulacion en las plantas. Existen evidencias de que puede haber diseminacion
secundaria de estas plantas enfermas a las plantas sanas vecinas (Apodaca-
Sanchez, 2006).

En cada gramo de tejido infectado de las plantas senescentes o muertas, se
forman millones de clamidosporas y pueden estar constituidas por una o dos células
al igual que Fol. La incorporacion de los residuos de cultivo después de la cosecha,
propicia que altas cantidades de in6culo albergado en la materia organica, asegure
Su supervivencia. Las clamidosporas pueden sobrevivir en reposo por varios afios en
la ausencia de algun cultivo susceptible. Ademés, estas clamidosporas pueden
germinar e invadir raices de plantas no hospedantes, cultivadas y de malezas, en las
gque no causan sintomas; pero en donde el hongo se reproduce formando
clamidosporas secundarias; o bien germina y coloniza residuos frescos de otros
cultivos incorporados en los que también pueden formar nuevas generaciones. El
patégeno invade o al menos sobrevive durante periodos prolongados, en la semilla
colectada de plantas infectadas; puede provenir de simple contaminacién externa o

bien invadir la semilla internamente (Apodaca-Sanchez, 2006).

13



Colonizacion de
células de la
corteza

Colonizacion del
sistema vascular

Formacion de
conidios sobre
lesiones en tallos
infectados

Clamidospora germinada
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Figura 3. Ciclo biologico de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl). (Modificado de Agrios
2006).

La principal diferencia entre Fol y Forl, en su mecanismo de ataque al
hospedante, en donde Fol se comporta como un tipico patégeno vascular y
sistémico, mientras que Forl puede colonizar la corteza ampliamente desde etapas

tempranas de la enfermedad (Agrios, 2007).
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2.6 Sintomatologia causada por Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici

y Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en tomate

En las plantas de tomate, los sintomas producidos por Forl son distintos a los
producidos por los aislamientos de Fol. Un signo caracteristico de la enfermedad,
causada por Forl, es la podredumbre que se observa en el sistema radicular, que en
el caso mas grave afecta en su totalidad a las raices principal y secundaria. En
ocasiones, la médula presenta una podredumbre himeda de color marrén intenso,
que se extiende sobre la zona de transicion raiz-cuello. En el tallo también puede
aparecer una necrosis que puede llegar hasta la copa (Tello, 1988). El hongo es
capaz de infectar a las semillas (Jarvis y Thorpe, 1976), pero la planta infectada
experimentalmente, no se marchita normalmente hasta que se producen las
condiciones adecuadas para el nacimiento del fruto (Yamamoto et al., 1974).
Produce una desintegracién extensiva de la pared celular, provocando alteraciones
similares a las producidas por otros patégenos vasculares. La podredumbre de la
raiz y cuello de la planta es el sintoma principal por Forl, aunque también se puede

producir marchitamiento de la planta (Charest et al., 1983).

Forl es capaz de crecer en las paredes celulares del hospedante produciendo
su degradacién (Charest et al., 1983). Debido a su importancia como patdégeno y al
tipo de sintomas que provoca en su hospedante, Forl, podria ser un buen modelo
para estudiar el papel de las enzimas en el proceso de patogénesis y en la

interaccién hospedante patégeno.

Los sintomas mas notables de Fol ocurren al inicio de la floracién, poco
después de la formacion de los primeros frutos (Beckman, 1987; Mendoza, 1993;
Ramirez, 1998). Los sintomas inician con un amarillamiento en las hojas mas viejas,
extendiéndose a toda la planta y ocasionando una clorosis que a veces se presenta
en las hojas de un solo lado de la planta, y en ocasiones solo en la mitad de éstas
(Cardenas, 2000) (Figura 4).
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Figura 4. Sintoma de marchitamiento unilateral de los foliolos de una hoja de una planta de tomate

invadida por Fol. Foto Apodaca-Sanchez.

Las hojas afectadas se marchitan y mueren, aunque pueden permanecer
adheridas al tallo. Si se realiza un corte transversal del tallo, se observa una necrosis
vascular de color café en forma de anillo, la cual se extiende hacia la parte apical de
la planta de acuerdo con la severidad de la enfermedad, marchitando y matando a

las plantulas o plantas adultas (Sanchez, 1998) (Figura 5).

Figura 5. Tallo de tomate cortado longitudinalmente donde se aprecia el dafio en el sistema vascular

causado por Fol. Foto Apodaca-Sanchez.
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Las plantas mas viejas pueden marchitarse y morir repentinamente. Sin
embargo, comunmente muestran achaparramiento, epinastia, amarillamiento de las
hojas inferiores, marchitez de las hojas y tallos jovenes, defoliacion, necrosis

marginal de hojas y finalmente la muerte de la planta (Sanchez, 1998).

Los sintomas de la pudricion de la corona y raiz del tomate (PCRT), producida
por Forl consisten de una pudricion radical caracterizada en algunos casos por
coloraciéon purpura en el sistema radical de la planta (Figura 6) y lesiones necroticas
extensivas en el cuello y base del tallo (Figura 7), marchitez y muerte de la planta;
también puede provocar secadera de plantulas en invernadero (Jarvis, 1988). Las
lesiones necréticas con frecuencia ascienden hasta 30 cm a partir del cuello de la
planta y estas mueren generalmente al inicio de la maduracién de los frutos
(Apodaca-Sanchez et al., 2001).

Figura 6. Raiz de tomate dafiada por Forl. Se aprecia coloracion purpura, frecuente en los tejidos

invadidos. Foto Apodaca-Sanchez.
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Figura 7. Plantula de tomate cv. Missouri dafiada por Forl (izquierda) y sana (derecha).

Parece que estos hongos pudieran atacar a cualquier temperatura del suelo.
Hasta hace poco se consideraban estos hongos como parasitos de los suelos 6 de
los substratos relativamente “frios” (las temperaturas 6ptimas reportadas eran de 18
a 20°C) que afectan especialmente a las plantas de cultivo precoz y a las zonas de
los cultivos bajo cubierta. En ciertos paises, y recientemente en Francia, estas
enfermedades han ocurrido con frecuencia en los periodos calurosos en los cuales
las temperaturas fueron superiores a 26 °C. La gravedad de la enfermedad también
depende de la agresividad de las cepas y parece mas importante cuando las raices
han sufrido estrés hidrico durante el cultivo (exceso de agua) o térmico (temperaturas
demasiado altas) (Blancard, 2005). En México, se ha reportado que éste hongo
presenta una temperatura 6ptima de desarrollo de 28°C. Las plantas parecen ser
particularmente sensibles a la enfermedad cuando necesitan nitrégeno, fésforo y
calcio, y cuando estan sometidas a dias cortos y poco luminosos. Algunas
variedades de tomate resistentes a la fusariosis manifiestan a veces sintomas de
esta enfermedad, especialmente durante el ataque de nematodos o cuando las

plantas han sufrido asfixias radicales (Blancard, 2000).
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Fol y Forl son capaces de afectar el rendimiento en campo del cultivo del

tomate hasta en un 50% (Apodaca-Sanchez et al., 2004).

Se han utilizado un gran nimero de microorganismos para el biocontrol de Forl,
como cepas bacterianas y hongos antagonistas que generalmente pertenecen a los
géneros: Bacillus, Streptomyces, Pseudomonas asi como cepas no patogénicas de

Fusarium spp. y Trichoderma spp. (Bolwerk, 2005).

2.7 Mecanismos de accion de microorganismos antagonistas

Los mecanismos de accion, mediante los cuales los microorganismos antagonistas
afectan a las enfermedades causadas por fitopatdbgenos, son: competencia, mico
parasitismo, induccion de mecanismos de resistencia y antibiosis, (Goldman et al.,
1994; Benhamou et al., 1997; Michel, 2006; Punja, 1997). Estos mecanismos no son
reciprocamente excluyentes, y aunque alguno de ellos puede actuar como

mecanismo principal, también pueden funcionar en conjunto (Michel, 2006).

2. 7.1 Antibiosis

Antibiosis se refiere a la produccion, por parte de un microorganismo, de sustancias
toxicas que inhiben o destruyen estructuras de la pared celular o atacan diferentes
mecanismos celulares importantes en los organismos sensibles. En el caso de las
bacterias antagonistas que producen antibiéticos como las iturinas, bacilomicinas y
micosubtilinas (Stein, 2005), estas disuelven o dafian polimeros estructurales de
pared celular en la mayoria de los hongos fitopatdogenos; tales como quitina y B-1-3-
glucanos, produciendo un efecto adverso sobre su desarrollo y diferenciacion
(Goldman et al., 1994; Michel, 2006).

Para el caso de bacterias antagonistas del género Bacillus, se ha encontrado
que existe la produccion de una amplia variedad de sustancias toxicas, que

sustentan el uso de este género como un poderoso agente de control biolégico. De
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acuerdo con el estado actual de conocimiento, se sabe que hay varios mecanismos
que pueden explicar el desarrollo de las plantas por bacterias que existen en la
rizosfera. Uno de los aspectos principales de esta estimulacién es sin duda, la
supresion de las enfermedades causadas por fitopatégenos (Toure et al., 2004). La
produccion de agentes anti microbiales por rizobacterias promotoras de crecimiento
vegetal (BPCV o PGPR por sus siglas en inglés: Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) tiene un importante papel (Leclere et al., 2005). Se ha detectado que
Bacillus subtilis, el representante mas comun de este género, tiene amplias
propiedades de supresion in vitro de mas de 23 tipos de fitopatdgenos, debido a su

capacidad para producir una gran abundancia de antibi6ticos (Stein, 2005).

Una fraccion importante de los antibidticos producidos por B. subtilis son
lipopéptidos de la familia de la iturina (Figura 8), que muestran una potente actividad
antifangica y suprime el crecimiento de una amplia gama de fitopatégenos (Toure et
al., 2004). Las iturinas son producidas por B. subtilis y generalmente por otras
especies del mismo género como B. amyloliquefaciens (Suoto et al., 2004). EI grupo
de las iturinas comprende las bacilomicinas D, F y L, iturinas A-E y las micosubtilinas
(Stein, 2005). Todas estas moléculas interrumpen la formacion de la membrana
plasmatica, por la formacion de pequefias vesiculas y por la liberacion de electrolitos
de alto peso molecular que degradan fosfolipidos (Maget-Dana & Peypoux, 1994). La
sobreproduccién de micosubtilina, uno de los miembros méas conocidos de la familia
de las iturinas, por el género Bacillus, tiene importantes propiedades antagonicas
frente a hongos fitopatdgenos como Botrytis cinerea, F. oxysporum y Pythium
aphanidermatum (Leclere et al., 2005). El momento éptimo de crecimiento para la
obtenciéon de micosubtilina, ocurre durante la transicibn entre el crecimiento
exponencial y el inicio de la fase estacionaria, que es cuando se observa una

produccion maxima de esta molécula (Toure et al., 2004)
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Figura 8. Estructura quimica de la iturina (Le Gall, 2005).

2.8 Uso de Bacillus spp. como agente de biocontrol

El género Bacillus posee caracteristicas especiales, entre las que destaca la
formacién de endosporas resistentes a agentes perjudiciales como la desecacion, la
radiacion, los acidos grasos y los desinfectantes quimicos. Estas estructuras le
conceden la posibilidad de ocupar un lugar importante, como agentes de control
bioldgico. Habitualmente, se localizan en el suelo y constituyen parte de la rizosfera
de las plantas. Se comportan como colonizadores eficaces, debido a que son
productoras de sustancias como hormonas, antibioticos y otros metabolitos, que le
proporcionan la capacidad de conquistar determinados ambientes agricolas y, por
ende, impiden el establecimiento de microorganismos patégenos (Todar, 2003). En
relacion con el biocontrol, especificamente de F. oxysporum, se han realizado
trabajos donde se ha demostrado su eficacia. Dentro de estas investigaciones se

pueden mencionar los siguientes trabajos:
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1. Mojica-Marin et al. (2009). Determinaron la capacidad antagénica de 64 cepas
de Bacillus thuringiensis sobre Rhizoctonia solani Kiihn, Phytophthora capsici
y F. oxysporum mediante cultivos duales en placas Petri. Las cepas de B.
thuringiensis provinieron de la Coleccién Internacional de Bacilos
Entomopatégenos de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Leodn. Dieciséis cepas de B. thuringiensis redujeron
significativamente el crecimiento micelial de R. solani, 19 de P. capsici y ocho
de F. oxysporum; de éstas Ultimas las cepas GM-23 (43.02%) y HD-121
(42.04%) fueron las mejores. Por otra parte, las mejores cepas bacterianas se
evaluaron en semillas de chile variedad Anaheim mediante pruebas de
germinacion bajo condiciones in vivo. Se observdé un incremento en el
porcentaje de germinaciéon en el caso del tratamiento de inoculaciéon con B.

thuringiensis sobre R. solani.

2. Guillén-Cruz et al. (2006). Probaron a Bacillus spp. como agente de biocontrol
en un suelo infestado con Fusarium spp., R. solaniy P. capsici, y su efecto en
el desarrollo y el rendimiento del cultivo de chile. Los objetivos de esta
investigacion fueron conocer el potencial de biocontrol en campo de cuatro
aislados de Bacillus y la mezcla de éstos (B1, B3, B9 y B13) sobre los
patdgenos causantes de pudricion de raiz, asi como su efecto en el desarrollo
y rendimiento del cultivo de chile. Las bacterias inoculadas incrementaron la
altura de la planta un 20% y el rendimiento al final del cultivo en 270%.
También, se redujo la incidencia en 80% vy la severidad en 39% de la pudricién
de raiz, respecto al testigo. El aislado de Bacillus Bl se identific6 como
Bacillus amyloliquefaciens, B3 como B. licheniformis y B9 y B13 como B.
subtilis. Las plantas tratadas con el aislado B13 presentaron mayor altura con
un 20% mas respecto al testigo y 14% respecto al tratamiento tradicional, lo
cual sugiere también un efecto promotor de crecimiento vegetal para estos

aislados.
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2.9 Trabajo previo del grupo de Ecologia Molecular de la Rizosfera del CIIDIR-
Sinaloa

Anteriormente se obtuvo un banco de microorganismos de suelo asociados a la
rizosfera de tomate con 705 aislados, los cuales fueron criopreservados a -70 °C
(Cordero-Ramirez et al., 2011).

En la segunda etapa, se descongelaron un total de 254 especimenes del
banco de germoplasma y se utilizaron 231 muestras que resultaron viables in vitro e
in planta a nivel laboratorio, seleccionandose potenciales antagonistas del patogeno
(Forl). De la prueba in vitro los tratamientos que mostraron un nivel alto de inhibicion
fueron los aislados 144, 145, 160, 162, 163, 164, 168, y 758. Posteriormente se
realizd una prueba in planta, determinando que los mejores aislados fueron el 144,

145, 151,y 171 (Cordero-Ramirez, 2008; articulo en preparacion).

Durante el presente trabajo de tesis se propuso realizar las pruebas en
invernadero a nivel semillero y rizoconos para probar los antagonistas seleccionados
144, 145, 151 y 171. Ademas se probaron los aislados 162 y 163 cuyos niveles de
proteccién contra Forl in vitro fueron intermedios, y los aislados 167, 537 y 758 los
cuales no presentaron proteccién alguna contra Forl (in planta) pero si hubo un

efecto significativo a nivel in vitro.
En la Tabla 1 se describe el género y especie de las bacterias utilizadas en

este trabajo ademas de su nivel de proteccion a Forl en estudio previo (Cordero-

Ramirez, 2008; en preparacion, 2011).
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Tabla 1.Bacterias seleccionadas como potenciales antagonistas a Forl en pruebas in vitro e in planta

en placa Petri. Tomado de Cordero-Ramirez, 2008.

Nivel de inhibicién

Aislado Nombre cientifico Severidad (%) C
in vitro
144 Bacillus subtilis 6.68 Alto
145 B. subtilis 6.45 Alto
151 B. subtilis 7.33 Alto
171 B. cereus 5.66 Alto
162 B. subtilis 15.75 Intermedio
163 B. subtilis 16.58 Intermedio
167 B. subtilis 27.74 Bajo
537 B. thuringiensis 21.6 Bajo
758 B. megaterium 35.07 Bajo

Los microorganismos que muestran niveles bajos de inhibicién del patégeno
en la prueba in vitro Forl, pudieran tener una respuesta diferencial en los bioensayos
in planta. En condiciones de crecimiento en una placa Petri con los organismos
aislados no siempre se tienen todos los elementos que los microorganismos
necesitan para su buen funcionamiento. Las plantas proveen a los microorganismos
de metabolitos presentes en los exudados radicales que pueden ayudar a los
mismos a establecer un mecanismo efectivo de combate, contra ciertos patégenos
para la planta (Marilley et al., 1999). Esta interaccion no esta presente y no puede ser
evaluada en el ensayo microorganismo vs. microorganismo, por lo que el ensayo con
plantulas de tomate es indispensable pues es en este sistema donde se pueden

evaluar este tipo de interacciones.
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. Justificacién

El tomate es una de las hortalizas mas importantes en México, por su alta aportacion
al sector socioecondémico, ya que es generador de empleos, y de rigueza para
México. No obstante, uno de los problemas més graves que afecta a este cultivo son
las enfermedades causadas por los hongos Forl y Fol, las cuales limitan el desarrollo
y produccion de este cultivo, ocasionando pérdidas significativas para los

productores.

El uso de hibridos resistentes para la produccién de tomate no siempre es la
mejor opcién para satisfacer las demandas del consumidor y del mercado. El empleo
de agroquimicos para el control de Forl, ha sido una opcién utilizada por los
agricultores sin éxito. Sin embargo, se ha demostrado que el uso irracional de estos
productos tiene un efecto negativo a la salud de los consumidores por su
residualidad en algunos casos, ademas de afectar la homeostasis ecologica que

existe en la rizosfera del cultivo.

Para reducir el efecto negativo al medio ambiente por el uso de estos
qguimicos, se ha intentado utilizar productos comerciales para el control bioldgico, los
cuales no han sido efectivos, ya que son elaborados con cepas provenientes de otras
regiones edafo-geograficas. Todo esto nos indica que existe la necesidad de

encontrar una alternativa de control biol6gico que sea particular a nuestra region.

En la actualidad se estd recurriendo al manejo integrado de plagas y
enfermedades (MIPE), el cual se asocia con las practicas de control biol6gico en
cultivos de significancia econdmica. El uso de bacterias antagonistas para el

tratamiento de Forl en Sinaloa, se ha estudiado y documentado poco.
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V. Objetivos

4.1 Objetivo general

Evaluar aislados de la rizosfera de tomate (Bacillus spp.) seleccionados
anteriormente en trabajo in vitro e in planta como potenciales antagonistas contra F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici bajo condiciones de camaras de crecimiento e

invernadero.

4.2 Objetivos especificos

1. Probar el efecto antagonista de nueve bacterias seleccionadas in vitro e in
planta, sobre la PCRT causada por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici en

semillero.

2. Conocer la cinética de crecimiento de los aislados 144, 145 y 537 para

determinar el tiempo adecuado para su inoculacion.

3. Probar el efecto antagonista de las bacterias seleccionadas a nivel semillero
sobre la PCRT causada por Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici en

rizoconos.

4. Determinar la compatibilidad entre aislados 145 y 537 para conocer si pueden

aplicarse en conjunto como tratamiento.
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V. Hipotesis

El comportamiento de Bacillus spp. evaluado in vitro e in planta previamente
analizado contra Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici presentara un

comportamiento diferente en su severidad en condiciones de camara de crecimiento

e invernadero.
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VI. Materiales y métodos

6.1 Bioensayos de patogenicidad contra Forl en semillero

Para realizar estas pruebas, se utilizaron semillas de tomate var. Missouri (Seminis
®), susceptible a éste patdgeno que se esterilizaron superficialmente lavandolas con
etanol al 70% por 2 minutos. Luego se lavaron con hipoclorito al 0.05% durante 10

minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril cinco veces durante 1 minuto.

Las charolas se lavaron por inmersion con una solucion 1:10 de hipoclorito de
sodio (Cloralex ® 5.25%) por 12 hrs. Luego se enjuagaron cinco veces con
abundante agua potable. Para eliminar posibles contaminantes, las charolas se
esterilizaron en autoclave a 121°C durante 30 minutos con una presion 1.5 kg/cm?.
Se utilizé como sustrato “peat most” (turba) Kekkila ®, y para cubrir la semilla
sembrada se utilizé vermiculita. Los tratamientos por triplicado (Tabla 2) que se
utilizaron en los bioensayos uno y dos in planta de Forl, se asignaron de acuerdo a la
figura 9. Se utilizaron semilleros de plastico, fraccionados en unidades

experimentales para cuatro plantulas.

6.1.1Reactivacién de bacterias antagonistas en medio liquido LB para la

prueba en semillero

Se utilizaron nueve bacterias previamente seleccionadas (Cordero-Ramirez, 2008)
como potenciales antagonistas, en base a diferentes niveles de inhibicién en pruebas
in vitro e in planta (Tabla 1) en placa Petri (Cordero-Ramirez, 2008), para realizar dos
bioensayos de selecciéon y efectuar un tercer bioensayo con los tres mejores
aislados. Para el bioensayo uno y dos, a partir del banco de germoplasma,
preservado en el ultra congelador a -70°C estas bacterias se tomaron, realizando un

raspado con un asa bacteriolégica de un criovial de 0.6 ml, para obtener un
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fragmento de hielo, mismo que se sembré en cajas Petri con medio sélido LB. Las
placas Petri se incubaron durante 24 hrs a 25°C.

Posteriormente, a partir de los cultivos de 24 h, se tom6 una colonia con un
pica-dientes estéril y se coloco en matraces de 125 ml con 50 ml de medio liquido
LB; se incubaron a 25°C en agitacién orbital constante (200 rpm) durante 17 horas
para los bioensayos uno y dos. Una vez obtenido crecimiento de las bacterias, éstas
se centrifugaron a 5000 g por 10 minutos (Beckman, Microfuge 8) para empastillar la
suspensién de bacterias. Posteriormente, se re-suspendid la pastilla en H,O

destilada estéril para la inoculacion de plantulas al dia de emergencia.

Para realizar el bioensayo tres, antes se realizO una curva de crecimiento
(cinética) para cosechar durante su fase exponencial-estacionaria (descrita en la
seccién 6.2). El proceso de inoculacién fue similar al utilizado en los bioensayos uno

y dos.

Tabla 2. Aislados bacterianos probados contra F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici en los

experimentos uno y dos, realizados en plantulas de tomate cv. Missouri en semillero.

Controles Tratamientos (+Forl)
Control absoluto Control de patogenicidad
(-Forl) (+Forl)

Control de efecto del aislado

144 144
145 145
151 151
162 162
163 163
167 167
171 171
537 537
758 758
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6.1.20btencién y siembra del in6culo Forl.

Se utilizo el aislado 1045 de Forl, proporcionado por el Dr. Miguel Angel Apodaca
Sanchez, que se mantenia en un ultra congelador a -70°C. A partir de un tubo
congelado, se rasp6 con un asa bacterioldgica fragmentos del material fungico, que
se sembraron en 40 placas Petri con medio PDA. Las placas se incubaron a 25°C
durante cuatro semanas, para obtener esporulacion de Forl (microconidios) en

cantidad suficiente para la prueba de patogenicidad.

Los tratamientos (Tabla 3) que se utilizaron en el bioensayo tres in planta de

Forl en semillero, se asignd de acuerdo a la figura 10.

Tabla 3. Aislados bacterianos probados contra F. o. f. sp. radicis-lycopersici en el experimento tres,

realizado en plantulas de tomate cv. Missouri en semillero.

Controles Tratamientos (+ Forl)
Control absoluto Control de patogenicidad
(- Forl) (+ Forl)

Control de efecto del aislado

144 144
145 145
537 537

En los tres bioensayos, una vez realizada la siembra, se colocaron las charolas
en una camara de crecimiento (Binder®) con 12 horas luz a 25°C y 12 horas
oscuridad a 22°C. La intensidad luminica se mantuvo a 450 l[imenes de acuerdo a lo
sugerido (400-650 limenes) por Mojarro, (2008). Al emerger la plantula (5 dias
después de la siembra) se inocularon con los aislados 144 y 145 con una
concentracion de 6.6 x 10° UFC/mI (0.6074 O.D.) y 537 con una concentracion de 1.3
x 10® UFC/ml (0.8914 O.D.). La inoculacién se realizé de acuerdo a la distribucién
que se le asigné al disefio experimental completamente al azar. A los 10 dias

después de inocular con las bacterias, se realizo la inoculacion con Forl.
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Para obtener el inoculo fungico, se tomaron las placas Petri previamente
sembradas con Forl y se suspendieron las esporas en agua destilada estéril, frotando
suavemente la superficie de la colonia con la ayuda de un triangulo de acero
inoxidable. Se preparé una dilucion conidial 1:10 y se estimé su concentracion
mediante una camara de Neubauer. Cada plantula se inocul6 con 1 ml de 1 x 10°
microconidios. Las plantulas se regaron dos veces al dia, una por la mafiana y otra
por la tarde. Las plantulas se fertilizaron con la solucién de Steiner modificada (Tabla

4). Todas las soluciones Stock se prepararon a 1X.

Tabla 4. Solucion Steiner modificada, de acuerdo con Snyder (2006).

Compuesto mg/L Solucién stock (ml/L)
Fosfato de Potasio (KH2POy) 136 1
Sulfato de Potasio (K2SO4) 87 3
Nitrato de Calcio (Ca(NOs3)>) 91 9
Sulfato de Magnesio (Mg(SO.)) 123 4
Nitrato de Potasio (KNOs3) 101 3
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CONTROLES (-Forl)

162| 162 171) 171 163| 163
162| 162 171 171 163| 163|
167| 167 144| 144 CTL |CTL 167| 167 537| 537
167| 167 144| 144 CTL |CTL 167| 167 537| 537

163| 163 537| 537
163| 163 537| 537

758 758
758 758

171] 111 162] 162 163| 163

171 11 162| 162 163| 163

144| 144 758 753 cTL |cTL

1aa] 144 758| 758 L o 124] 144
CONTROLES (-Forl) TRATAMIENTOS (+Forl)
537| 537 537| 537
537| 537 537| 537
167] 167 167| 167,
167| 167 167| 167,
162] 162 162] 162
162] 162 162| 162
i cTL e
L e crL e
171 11 171] 171
171 11 171] 171

TRATAMIENTOS [+Forl)

162| 162 171 171 163| 163
162] 162 171 11 163| 163
167] 167 144] 144 L e 167] 167 537| 537
167| 167 144] 144 L e 167| 167 537| 537
163] 163 537] 537

163| 163 537| 537

171] 111 162] 162 163| 163

171 11 162| 162 163| 163

144| 144 758|758 cTL |cTL

144| 144 758 758| crL Jen

Figura 9. Distribucién aleatoria de las unidades experimentales correspondientes a los diferentes
tratamientos, arreglados bajo un disefio completamente al azar en los Bioensayos 1 y 2 en camara de
crecimiento. Controles indica — Forl; Tratamientos indica + Forl. CTL indica control absoluto en el caso
donde no se adiciona Forl y en donde se indica adicién de Forl se refiere a control de patogenicidad.

32



CONTROLES

TRATAMIENTOS

Figura 10. Distribucidon aleatoria de las unidades experimentales correspondientes a los diferentes
tratamientos arreglados bajo un disefio completamente al azar en el Bioensayo 3 en camara de
crecimiento. Controles indica — Forl; Tratamientos indica + Forl. CTL indica control absoluto en el caso
donde no se adiciona Forl y en donde se indica adicién de Forl se refiere a control de patogenicidad.
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6.1.3Eficacia bioprotectora de los antagonistas contra Forl en semilleros

La eficacia bioprotectora contra Forl, se estimé en funcion de las variables: altura de
la planta, peso seco de la parte aérea, peso seco de la raiz y severidad de los
sintomas. La severidad se estim6 mediante la escala reportada por Wang et al.
(2000) (Tabla 5).

Los datos originales de nivel de dafio, se transformaron en base logaritmica
para su posterior analisis de varianza (ANOVA); con una prueba de Tukey (p<0.05).
En base a los resultados obtenidos en los ensayos uno y dos, se escogieron las tres

bacterias que sobresalieron con una mayor inhibicion del desarrollo de Forl.

Tabla 5. Escala de severidad de la PCRT causada por Forl en plantulas de tomate utilizada en este

trabajo para evaluar los tratamientos (Wang y Jeffers, 2000).

Nivel de Sintomas observables
Severidad

Ningun efecto sobre coloracion en la raiz

Ligera decoloracién del tejido vascular en la raiz

Decoloracion extensiva del tejido vascular de la raiz

Ligera decoloracion del tejido vascular y cortex en la corona del tallo
Decoloracion extensiva del tejido vascular y cértex en la corona del tallo
Necrosamiento completo de la corona

ahrwdMNDEFLO
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El porcentaje de severidad por tratamiento se obtuvo con la formula de

Townsend and Heuberger, (1943), la cual se describe a continuacion:

SEVERIDAD (%) = [): ]1*100

(n=*t)
hx N
n = nimero de plantulas de cada categoria.
t = valor numérico de acuerdo a la escala asignada por categoria.

5 = valor maximo de la escala de severidad.

N = namero total de plantulas por unidad experimental.
6.2 Cinética de crecimiento de los aislados

Se realiz6 una cinética de crecimiento bacteriano midiendo cada dos horas la
densidad Optica (O.D. por sus siglas en inglés) a 595 nm en un lector multimodal
(Beckman dtx880). Se utilizaron los tres aislados (144, 145 y 537), que mostraron ser
mas promisorios en los ensayos 1y 2. Para iniciar, se tomaron las bacterias del ultra
congelador a -70°C. Posteriormente se raspd con un asa bacteriolégica para obtener
un fragmento de hielo y se sembré en cajas Petri con medio sdélido LB, donde se
colocaron a crecer durante 24 hrs en incubadora a 25°C. Consecutivamente, estas
bacterias se sembraron en 5 ml de medio liquido LB contenidos en tubos de 15 mly
se incubaron a 25°C en agitacién orbital constante (200 rpm). Posteriormente se
tom6 1 ml y se inocularon matraces de 125 ml con 50 ml de medio liquido LB y se
incubaron a 25°C en agitacién orbital constante (200 rpm), siendo este momento el
tiempo cero. Posteriormente cada dos horas se realizaron muestras, concluyendo a

las 26 horas.
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6.3 Pruebas de antagonismo en rizocono

Se utilizaron los dos aislados antagonistas 145 y 537 (A y B correspondientemente)
para la prueba en rizoconos. El método de reactivacion de las bacterias fue el mismo
que se menciono en los bioensayos de semillero. Es pertinente sefialar que antes de
realizar el tercer bioensayo, se realiz6 una prueba de compatibilidad in vitro entre
estos dos aislados (seccion 6.4). El inéculo de Forl se obtuvo empleando la misma

metodologia del experimento de semillero.

En los tres bioensayos se probaron las dos bacterias seleccionadas de los
bioensayos anteriores contra Forl para analizar el efecto antagonista de los aislados

en la siguiente etapa de produccion de plantas de tomate.

Para realizar esta prueba, las plantulas de tomate se trasplantaron en
recipientes llamados rizoconos, que puede contener 125 gr de suelo, colocados en
una estructura cubierta con malla antiafido. La preparacion de semilla, su
esterilizacion superficial, asi como la preparacion de sustrato, se realizd6 de manera

similar a los bioensayos en semillero.
La inoculacion de los antagonistas para estos bioensayos fue en su medio de
cultivo donde fueron crecidos (LB). Se empled un disefio completamente al azar para

los tratamientos (Tablas 6 y 7) que se utilizaron en los tres bioensayos en rizoconos.

Para el bioensayo uno, se montaron en las charolas tres repeticiones con

cuatro plantas cada una (Figura 11).

Para los bioensayos dos y tres, se montaron en cada charola, dos repeticiones

con seis plantas cada una (Figura 12).
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Tabla 6. Tratamientos utilizados en los experimentos uno y dos de rizoconos.

Controles Tratamientos (+Forl)
Control absoluto Control de patogenicidad
(-Forl) (+Forl)
Control del efecto del aislado
145 145
537 537
145 + 537 145 + 537

Tabla 7. Tratamientos utilizados en el experimento tres de rizocono.

Controles Tratamientos (+Forl)
Control absoluto Control de patogenicidad
(-Forl) (+Forl)
Control del efecto del aislado
145 145
537 537

Control medio LB

(- Forl y + Forl)
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| CONTROLES (-FORL) |

A A A A AB AB AB AB
B B B B B B B B
B B B B AB AB AB AB
AB AB AB AB

| TRATAMIENTOS (+FORL) |

N W

A A A A AB AB AB AB
B B B B B B B B
B B B B AB AB AB AB

e W w5 1w

Figura 11. Distribucion aleatoria de las unidades experimentales correspondientes a los diferentes
tratamientos, arreglados bajo un disefio completamente al azar en el bioensayo uno de rizoconos en
condiciones de invernadero.
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Figura 12. Distribucion aleatoria de las unidades experimentales correspondientes a los diferentes
tratamientos arreglados bajo un disefio completamente al azar en los bioensayos dos y tres de
rizocono en condiciones de invernadero.



La siembra se realiz6 en charolas de germinacion (semilleros) (Tabla 8) y la
inoculacién con los aislados bacterianos se realiz6 al dia de la emergencia de las
plantulas, esto es aproximadamente cinco dias después de siembra (dds). A los 35
dds se trasplantaron a los rizoconos, y estos se colocaron en el invernadero. Un dia
después del trasplante, se inocularon 1x10° microconidios de Forl en la base del tallo
de cada planta. Las plantas se regaron una vez por dia, alternando los riegos con

solucion nutritiva Superfos ® de GBM ® (10 ml/dia) y solo con agua.

Tabla 8. Fechas de siembra y temperaturas promedio de los bioensayos en rizocono

Bioensayos Fecha Temperatura
Inicio Fin Maxima  Minima
1 13 noviembre 2010 12 enero 2011 30°C 2°C
2 24 noviembre 2010 20 enero 2011 30°C 2°C
3 01 marzo 2011 29 abril 2011 39°C 15°C

Las variables estimadas que se emplearon para determinar el mejor
tratamiento fueron: altura de la planta, peso seco de parte aérea y raiz y la severidad
de la PCRT, esta ultima de acuerdo a la escala reportada por Validov et al., 2009
(Tabla 9). El tratamiento estadistico fue idéntico al andlisis de los experimentos en

semillero.

Tabla 9. Escala de severidad de la PCRT causada por Forl en plantulas de tomate utilizada en este
trabajo para evaluar los tratamientos en los experimentos en rizocono
(Validov et al., 2009)

Nivel de Severidad Sintomas observables
0 Planta sana
1 Plantas con pequefias lesiones
2 Plantas con lesiones desarrolladas
3 Plantas muertas
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6.4 Prueba de compatibilidad entre aislados

Se realizé una prueba de compatibilidad entre los aislados 145 y 537 para determinar
si pueden mezclarse como un posible tratamiento potencial. Se realizo el crecimiento
de los aislados hasta el punto determinado para inoculacion de plantulas del mismo
modo descrito anteriormente (Seccion 6.2). Del matraz se tomaron 100 ul de cada
aislado y se colocaron en una placa Petri en cada extremo. La medicion se realizo a
los 7 dias de la siembra de los aislados en placa Petri. El criterio usado para
compatibilidad es si estos dos aislados pudieran crecer y entrar en contacto uno con

el otro.
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VII. Resultados
7.1 Bioensayos de patogenicidad contra Forl en semillero
7.1.1 Bioensayo 1
En el bioensayo 1 a los dos dias post inoculacion (dpi) de Forl, las plantas inoculadas

s6lo con Forl (control de patogenicidad), empezaron a mostrar una pudricion de la

corona, sintoma caracteristico de Forl (Figura 13).

Figura 13. Pudricion de la corona en plantula de tomate 2 dpi. La flecha indica el sintoma
caracteristico de pudricién causado por Forl en la base del tallo de la plantula. Foto Lugo-Martinez,
2010.

En el bioensayo 1 (Figura 14) el analisis de varianza indicé que el aislado
Bacillus subtilis (144), es significativamente antagonista contra Forl pues las plantas
inoculadas con este aislado presentaron una severidad del 13%, lo que significé una
proteccion contra PCRT del 87% a los 30 dpi con Forl. También, las plantas
inoculadas con los aislados 145, 163, 167 y 171 presentaron una severidad del 56,
45, 42 y 54%, lo que significo un efecto inhibitorio intermedio contra Forl, con un nivel
de proteccion de 44, 55, 58 y 46% respectivamente. Los aislados 145, 163 y 167
fueron identificados como B. subtilis, y el 171 como B. cereus (Cordero-Ramirez,

42



2008). Los aislados 151, 162, 537 y 758 no fueron diferentes estadisticamente al

control con Forl. Los controles bacterianos y el control absoluto no presentaron
efectos de severidad de la PCRT (Figura 16).

% Severidad
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171

758
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Figura 14. Efecto protector de aislados bacterianos en plantulas de tomate var. Missouri en semillero.

Bioensayo 1. CTL indica control de patogenicidad, esto es, las plantulas inoculadas sélo con Forl.

Medias con letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey.

p<0.05.
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7.1.2 Bioensayo 2

En el bioensayo 2 el control de patogenicidad (+ Forl), empez6 a mostrar pudricion
de la corona a los 2 dpi con Forl.

El andlisis estadistico del ensayo 2 (Figura 15) indicé que el aislado 144, a
diferencia del bioensayo 1 en el que mostré 87% de proteccion, solamente protegio
a las plantas de tomate en 29%, aunque no fue significativamente diferente al control
(Figura 16). Asi también, contrario a los resultados del bioensayo 1, en el ensayo 2
dos aislados (145 y 537) fueron los Unicos que mostraron diferencias significativas
con el control, ejercieron 50% de proteccién en la severidad de PCRT. El aislado 537
(Figura 17) previamente habia mostrado solamente un 30% de proteccion al dafio y

no mostrod diferencia significativa con el control de patogenicidad.

110
100

% Severidad

144 145 151 162 163 167 . 111 537 . 7584 CTL
Aislado

Figura 15. Efecto protector de aislados bacterianos en plantulas de tomate var. Missouri en semillero.
Bioensayo 2. CTL indica control de patogenicidad, esto es, las plantulas inoculadas con Forl. Medias

con letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos (Tukey. p<0.05).
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Figura 16. Comparacion de tratamientos en los bioensayos 1y 2 en planta de tomate cv. Missouri a 30
dpi con Forl con el aislado 144. A) Representa una repeticion del bioensayo 1, izquierda: - Forl;

derecha: + Forl. B) representa una repeticion del bioensayo 2, izquierda: - Forl; derecha: + Forl.

Figura 17. Comparacion de tratamientos en los bioensayos 1 y 2 en planta de tomate cv. Missouri a
30 dpi con Forl con el aislado 537. A) Representa a una repeticion del bioensayo 1, izquierda: - Forl;

derecha: + Forl. B) Representa a una repeticion del bioensayo 2, izquierda: - Forl; derecha: + Forl.
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7.1.3 Bioensayo 3

Antes de llevar a cabo el bioensayo 3, se realizaron curvas de crecimiento para
determinar la cinética de crecimiento de cada uno de los aislados a probar (Figura
20). En particular se requeria determinar el momento del fin de la fase exponencial e
inicio de la estacionaria, la cual es la fase en la cual se obtiene una mayor
produccion de los antibidticos y metabolitos secundarios responsables del
antagonismo (Toure et al., 2004). Esto nos permitid6 planear la obtencion de los
cultivos en esta fase y asi aumentar las posibilidades de éxito en cuanto a su
potencial antagonico.

En este bioensayo en el que se evaluaron los aislados que mostraron mayor
proteccion a las plantulas en los bioensayos 1y 2, los cuales fueron: 144, 145 y 537
hubo una tendencia similar que en el bioensayo 2. A partir de los 3 dpi, el control de
patogenicidad mostrd sintomas de pudricion de la corona. A los 30 dpi, los aislados
145 y 537, disminuyeron la severidad de la PCRT en 40 y 52% respectivamente
(Figuras 18 y 19).
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Figura 18. Efecto protector de tres aislados bacterianos en plantulas de tomate var. Missouri en semillero

% Severidad

contra Forl (Bioensayo 3). CTL indica control de patogenicidad, esto es, las plantulas inoculadas con Forl.

Medias con letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.
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Figura 19. Bioensayo 3 en planta de tomate cv. Missouri a 30 dpi con Forl y aislados de Bacillus. A)
Tratamiento 144, izquierda: - Forl; derecha: + Forl; B) tratamiento 145, izquierda: - Forl; derecha: +

Forl; C) tratamiento 537, izquierda: - Forl; derecha: + Forl.
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7.2 Cinéticade crecimiento de los aislados

Antes de iniciar el ensayo 3 en semillero, se realiz6 una cinética de crecimiento
(Figura 20) de los aislados 144, 145 y 537, con el objetivo de determinar el tiempo
optimo de incubacién de las bacterias en el medio de cultivo; todo esto con el fin de
estandarizar la cantidad y calidad (edad) del in6culo. De acuerdo a las curvas de
crecimiento (Figura 20), se seleccion6 un tiempo de crecimiento de 12 horas para los
aislados 144 y 145 y se determino una concentraciéon de 5.1 x 10° Unidades
Formadoras de Colonia (UFC) y 6.6 x 10° UFC, respectivamente, y una O.D. de 0.6
(densidad Optica por sus siglas en ingles); y un tiempo de 24 horas para el aislado

537, con una concentracion de 1.3 x 108 UFC, a una O.D. de 0.9

afjs144
el 145
a=$un537

Densidad 6ptica (OD)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 24 26

Horas

Figura 20. Cinética de crecimiento de los aislados bacterianos B. subtilis 144, B. subtilis 145 y B.

thuringiensis 537, para establecer su fase exponencial-estacionaria, y a su vez determinar la oportuna
inoculacién, de acuerdo a la entrada a la etapa estacionaria, con la consecuente produccion de

antibioticos.

48



7.3 Bioensayos de patogenicidad contra Forl en rizocono

7.3.1 Bioensayo 1

En el bioensayo 1, el control de patogenicidad (Figura 21A) y algunas plantas
inoculadas con el aislado 145, empezaron a mostrar pudricién de la corona, a los 11
dpi. Las plantas inoculadas con la mezcla de los aislados 145 + 537, mostraron

sintomas hasta los 13 dpi, mientras que aquellas sometidas al aislado 537,

exhibieron sintomas de la PCRT hasta los 15 dpi (Figura 21C).

Figura 21. Sintomas caracteristicos de PCRT observados en el bioensayo 1 en rizoconos en planta de
tomate cv. Missouri. A) Control de patogenicidad a los 11 dpi con Forl; B) Aislado 145 a los 19 dpi con
Forl; C) Aislado 537 a los 15 dpi con Forl.

Para el bioensayo 1 el analisis de varianza indicdé que ninguno de los aislados
ejercio antagonismo a Forl, puesto que la severidad de la PCRT fue similar entre
ellos y con el control (Figura 22). Sin embargo, las plantas inoculadas solo con los
aislados (controles), nos indic6 que existia diferencia significativa en cuanto a la
altura de las plantas. El aislado 537 mostro una altura significativamente mayor en
comparacion con el control y el aislado 145 (Figura 23).
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Figura 22. Efecto de aislados bacterianos en la severidad de PCRT a los 23 dpi con Forl, en plantas
de tomate var. Missouri en rizocono, en el bioensayo 1. CTL indica control de patogenicidad (+ Forl).
Medias con letras iguales indican que no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos.
Tukey p<0.05.
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Figura 23. Efecto de los aislados bacterianos en altura de las plantas de tomate var. Missouri en
rizocono, al finalizar el bioensayo 1 (23 dpi). CTL indica control absoluto. Medias con letras iguales

indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey p<0.05.
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7.3.2 Bioensayo 2

En el bioensayo 2, a los 10 dpi, el control de patogenicidad (Forl), asi como algunas
plantas inoculadas con el aislado 145 y la mezcla de los aislados, mostraron

sintomas caracteristicos de PCRT. A los 11 dpi las plantas inoculadas con el aislado

537, empezaron a mostrar sintomas caracteristicos de la enfermedad (Figura 24).

Figura 24. Sintomas caracteristicos de PCRT observados en el experimento dos de rizocono. Se
muestran algunos ejemplos en los que esta presente el aislado antagonista retado con Forl. A)
Control de patogenicidad a los 15 dpi con Forl; B) Aislado 145 a los 12 dpi de Forl; C) Aislado 537 a
los 13 dpi con Forl.

Para el bioensayo 2 el analisis estadistico indic6, de manera similar al
bioensayo uno que, ninguno de los aislados ofrece antagonismo a Forl (Figura 25).
En este bioensayo, a diferencia del primero, no se encontrd diferencia significativa

en cuanto a la altura de plantas entre los diferentes aislados y el control (Figura 26).
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Figura 25. Efecto de aislados bacterianos 145, 537 y 145 + 537 en plantas de tomate cv. Missouri en
el bioensayo de rizocono dos. CTL indica control de patogenicidad. Medias con letras iguales indican

gue no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.
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Figura 26. Efecto de los aislados bacterianos en altura de las plantas de tomate var. Missouri en el
bioensayo de rizocono dos. CTL indica control absoluto. Medias con letras iguales indican que no

existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.
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7.3.3 Bioensayo 3

Durante el bioensayo 3 no se mostraron sintomas caracteristicos de la PCRT. Sin
embargo, a los 15 dpi con Forl, el control de patogenicidad y algunas plantas
inoculadas con los aislados 145 y 537 vs. Forl, empezaron a mostrar una disminucion
en el desarrollo de planta (altura) en comparacion con las plantas en las que no se

inoculé Forl (Figura 28).

Figura 28. Bioensayo tres en rizocono, en el que se inocularon plantulas de tomate cv. Missouri con
Forl. A los 13 dpi, se muestran las diferencias de altura en algunas plantas en los que esta presente el
aislado antagonista retado con Forl. A) Controles, izquierda superior; B) Aislado 145, derecha

superior; C) Aislado 537, inferior.

Para el bioensayo 3 el analisis estadistico indic6 (Figura 29), de manera
similar a los bioensayos en rizocono uno y dos, que ninguno de los aislados ofrece
antagonismo a Forl. En este bioensayo se observaron diferencias significativas en
cuanto a la altura de las plantas inoculadas con los aislados B. subtilis (144) y B.

thuringiensis (537) (Figura 30) con respecto al control absoluto.
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Figura 29. Efecto de aislados bacterianos en la severidad de la PCRT en plantas de tomate cv.

Missouri, en el bioensayo de rizocono tres. B. subtilis (144) y B. thuringiensis (537); CTL indica control
de patogenicidad. Medias con letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre
tratamientos. Tukey, p<0.05.
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Figura 30. Efecto de los aislados bacterianos en altura de las plantas de tomate var. Missouri en el
bioensayo de rizocono tres. B. subtilis (144) y B. thuringiensis (537); CTL indica control absoluto.
Medias con letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey,
p<0.05.
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7.4 Pruebade compatibilidad entre aislados

Al llevar a cabo la prueba de compatibilidad entre las bacterias 145 y 537, ésta nos
indicé que no son compatibles (Figura 27), lo cual se manifest6 como una inhibicion
del crecimiento entre ellas y nunca alcanzan a sobrelaparse las colonias. Por lo
anterior, en el bioensayo 3 de rizoconos, se omiti6 el tratamiento a base de la

combinacion de los aislados 145 + 537.

Figura 27. Resultados de la prueba de compatibilidad de Bacillus subtilis (144) vs. B. thuringiensis
(537) a los 7 dpi en medio LB sélido. El hecho de que ambas bacterias se inhibirdn entre si, sugiere

que también podrian ser incompatibles en la naturaleza.
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VIIl. Andlisis de resultados

8.1 Bioensayos de patogenicidad contra Forl en semillero

Se determind por medio de bioensayos en semillero, el efecto de nueve bacterias, de
las cuales, dos presentaron un potencial efecto antagdnico contra Forl en tomate var.
Missouri, las cuales fueron el aislado 145 que corresponde a Bacillus subtilis y el 537
identificado como B. thuringiensis.

En el bioensayo 1 el aislado Bacillus thuringiensis (537) no ejercié efecto
sobre la severidad de la PCRT al ser inoculado junto con Forl en las plantas de
tomate. En los bioensayos 2 y 3 se redujo el 53% y 51% la severidad de la PCRT en
estos experimentos en semillero (Figuras 14 y 15). Cordero-Ramirez (2008) report6
gue en ensayos con semilla de tomate cv. Missouri sembradas en placa Petri con
agua-agar, éste presenté aproximadamente un 80% de inhibicion de la enfermedad.
En ensayos realizados in vitro antagonista vs. patdégeno, este mismo aislado mostré
un nivel de Unicamente 5% de inhibicion de la PCRT (Cordero-Ramirez, 2008). Esto
sugiere que los microorganismos que muestran niveles bajos de inhibicién del
patégeno en pruebas in vitro antagonista vs. patégeno, pudieran tener una respuesta
diferente en bioensayos in planta, lo cual concuerda con Marilley et al., 1999, quienes
indican que en condiciones de crecimiento en una placa Petri, no siempre se tienen
todos los elementos que los microorganismos necesitan para su buen
funcionamiento, ya que no consideran el efecto de la presencia de las plantas en
estos ensayos. Las plantas producen metabolitos presentes en los exudados
radicales que pueden ayudar a los microorganismos a establecer un mecanismo
efectivo de combate a este patdgeno. El trabajo reportado por Validov et al., (2007),
en camara de crecimiento en semilleros con tomate var. Carmello, demostré que una
cepa de Pseudomonas putida redujo la presion de PCRT de 46% a 83% en sus

diferentes bioensayos, lo cual concuerda con éste bioensayo en semillero.
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Bacillus subtilis (145) presentd diferencia significativa con respecto al control
de patogenicidad reduciendo en un 43%, 50% y 43% la presion de la PCRT en los
bioensayos en semillero 1, 2 y 3 respectivamente. Cordero-Ramirez en el 2008
reportd que, este mismo aislado mostré 60% de inhibicion en los ensayos in vitro. En
el ensayo que realizo in planta en placa Petri con semilla de tomate, este aislado
presentd aproximadamente un 93% de inhibicién del patégeno. Esto concuerda con
Guillén-Cruz et al., 2006, quienes encontraron que B. subtilis tiene un potencial
efecto antagonico contra diferentes enfermedades fungosas, entre ellas las causadas

por especies del género Fusarium.

El aislado 144 (B. subtilis) reportado por Cordero-Ramirez en el 2008 en
experimento in planta en placa Petri como posible potencial antagonista en
experimentos en maceta, en este trabajo, en los bioensayos 2 y 3 mostré baja
proteccion a la planta con aproximadamente 30% de inhibicion de la PCRT. Esto se
debié posiblemente a que no hubo suficiente in6culo al momento de hacer la
aplicacion de dicho aislado en comparaciéon al bioensayo 1 donde muestra un alto
nivel de inhibicion. En base a estos resultados se definid en el transcurso del trabajo
realizar curvas de crecimiento para establecer un nivel de inéculo adecuado para las

siguientes etapas de bioensayos.

8.2 Cinética de crecimiento de los aislados

Al realizar la estandarizacion de crecimiento de los aislados se selecciond el
momento oportuno de cosecha de éstos para realizar la inoculacion de las plantas,
ya gue marcan el momento de transicidn entre el crecimiento exponencial y el
estacionario, que es cuando se observa una produccion maxima de metabolitos
secundarios los cuales muestran una potente actividad antifungica y suprime el
crecimiento de una amplia gama de fitopatégenos (Toure et al., 2004). Bacillus spp.
produce moléculas con capacidad antibiética llamadas iturinas, las cuales son
lipopéptidos que interrumpen la formacion de la membrana plasmatica del hongo,

estos compuestos forman un grupo que comprende las bacilomicinas D, F y L,
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iturinas A-E y las micosubtilinas. EI mecanismo de accién de estos compuestos para
controlar el crecimiento del hongo fitopatbgeno es a través de la formacion de
pequefias vesiculas y por la liberacidn de electrolitos de alto peso molecular (Stein,
2005).

Una vez analizadas las curvas de crecimiento de los aislados, se definié
emplearlos a una determinada densidad de indculo, ya que es posible que el usar los
aislados a la misma densidad Optica (O.D.) no resultaba el procedimiento Optimo
para calcular la cantidad de inéculo. Esto, probablemente haya contribuido a que en
el bioensayo 1, al no saber la concentracién del in6culo, se haya colocado una mayor
cantidad del aislado 144 y no en los siguientes bioensayos, por lo que éste pudo
haber mostrado un efecto menor en los posteriores bioensayos. De igual modo, es
posible que para el aislado 537 en el bioensayo uno se haya colocado una menor
concentracion de células bacterianas y esto influyera para una menor eficiencia, en

comparacion con los bioensayos 2 y 3 en semillero.

8.3 Bioensayos de patogenicidad contra Forl en rizocono

En los bioensayos en rizocono, en plantas de aproximadamente 60 dias, la
aplicacion de los aislados 537 y 145 (B. thuringiensis y B. subtilis) a los 35 dpi con
Forl, no presentaron diferencias significativas en la proteccion a la planta con
respecto al control de patogenicidad (Forl) (Figura 22, 25 y 28). Esto difiere con el
trabajo reportado por Shanmugam et al.,, (2011), donde ellos probaron diferentes
especies de Bacillus vs. Fol en tomate var. Solan Vajr, a nivel maceta en
invernadero, teniendo como resultado una reduccion del indice de enfermedad entre
54.9% y 53.8%. Pudiéramos elucubrar que los aislados no mostraron un efecto
antagonico hacia Forl, porque el volumen radical de los rizoconos es reducido, y por
lo tanto, el espacio limitado ejercid presion contra el establecimiento de los aislados
bacterianos en el trasplante, en comparacion con el uso de maceta, como en los

experimentos mencionados anteriormente, donde hay menor presion por espacio.
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La aplicacion del aislado 537 (B. thuringiensis) presenté diferencia significativa
con respecto al control absoluto, en cuanto a la altura en los bioensayos 1y 3 en
rizocono (Figura 23 y 29), incrementando la altura de la plantula un 25% y 10%
respectivamente con respecto al control absoluto. El aislado 145 (B. subtilis) presento
diferencia significativa con respecto al control absoluto, en cuanto a la altura de las
plantas en el bioensayo 3 (Figura 30), obteniendo un incremento de altura del 13%.
Mojica-Marin et al., (2009) reportan que tratar semillas de chile (Capsicum annuum
L.) con B. thuringiensis es favorable, ya que aumenta el vigor de las semillas
significativamente. Comparandolo con este trabajo, es similar en el sentido que las
plantas tratadas con B. thuringiensis mostraron el aumento en altura de la planta.
Airola-Gallegos (2010), reporté que la inoculacion de aislados de Bacillus subtilis
aumento el peso seco de las plantulas, altura de plantulas, volumen de raiz y grosor
de tallo en tomate cv. Missouri. Hernandez y Chailloux (2004) obtuvieron un efecto
promotor de crecimiento en plantulas de tomate para altura de plantula y grosor de
tallo, solo que utilizando otros microorganismos tales como Glomus, Pseudomonas,

Azospirillum y Burkholderia

En el bioensayo 1 en rizoconos, la mezcla de los aislados 145 y 537, mostré
un incremento del 13% con respecto al control absoluto. Sin embargo, en el
bioensayo 2 no se observaron diferencias significativas estadisticamente entre
tratamientos. Shanmugam et al., 2011, y Airola-Gallegos, 2010, demostraron que
empleando mezclas de bacterias promotoras de crecimiento vegetal se puede
obtener un incremento de vigor, altura y peso fresco en la planta. El hecho de que en
los dos bioensayos presentaran resultados distintos, pudiera deberse a la
incompatibilidad entre los aislados. Otro factor que pudiéramos elucubrar es que
durante la etapa de plantula en el bioensayo 1, estas sufrieron estrés por baja de
temperatura, lo cual pudo afectar el desarrollo de la planta y a su vez el

establecimiento de los aislados durante el ensayo.

La falta de respuesta patogénica de Forl en el tercer bioensayo en rizocono

pudo deberse a diferentes factores que evitaron que se estableciera, por ejemplo a la
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permeabilidad del sustrato utilizado, el cual permitié un buen drenaje del agua y pudo
haber influenciado para que el indculo inicial, no tuviera las condiciones exactas de
humedad que se requieren para que se desarrolle efectivamente el hongo (Cordero-
Ramirez, 2008). En cuanto a la humedad del sustrato se reporta que la gravedad de
la enfermedad también depende que las raices hayan sufrido estrés por exceso de
agua durante el cultivo (Blancard, 2005). En los bioensayos en rizocono, no se
provocé dicha condicion, lo que pudo haber influido en la no manifestacion de la
PCRT.

Por otra parte, la variacion en las condiciones del cultivo tales como humedad y
temperatura, probablemente no fueron las Optimas que requiere el hongo para
desarrollarse durante los bioensayos. Por ejemplo, en cuanto a temperatura, se
reportan 28°C (Blancard, 2000) como la temperatura 6ptima de crecimiento, y
durante el tercer bioensayo se registraron temperaturas maximas de 36°C (datos no
mostrados). Estas son variables que deben ser mejoradas para llevar a cabo un buen
bioensayo de antagonismo. Por razones de tiempo, estos parametros no fueron
optimizados en este trabajo, pero pudieran ser factores que favorecieran a que las
plantas inoculadas con Forl, no mostraran efectos de enfermedad, ya que los
ensayos 1 y 2 en rizocono fueron establecidos en los meses de noviembre a enero
en relacion al tercer ensayo iniciado en los meses de marzo a abril. Existen reportes
en donde se muestra que un organismo patdégeno es capaz de causar una infeccion
efectiva cuando alcanza un limite de concentracién en la rizosfera de una planta, o
bien cuando el patégeno afecta a la planta en cierta etapa de su desarrollo de tal
manera que sea capaz de invadir el sistema radical y causar enfermedad (Bolwerk et
al., 2003). Es posible imaginarse que las diferencias en las condiciones climaticas
(temperatura, luz, fotoperiodo) en los bioensayos realizados en diferentes periodos
del afio pudieran afectar el desarrollo de las plantas de tomate y esto contribuir a las
diferencias observadas en cada bioensayo en relacion a la severidad del ataque del

patdgeno.
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8.4 Prueba de compatibilidad entre aislados

En la prueba de compatibilidad de los aislados (Figura 30), se demostré6 que los
aislados 145 y 537 no son compatibles entre si. Por lo anterior, esta combinacion, se
descarté para ser evaluada en el bioensayo 3 de rizoconos. A diferencia con lo
reportado por Shanmugam et al., (2011), Airola-Gallegos, 2010, Cavaglieri et al.,
2005, quienes reportan que la mezcla de aislados bacterianos pueden ser efectivos
para contrarrestar diferentes enfermedades, ademas de brindarle a la planta un
efecto promotor, en nuestro caso esto no fue observado, posiblemente porque las

bacterias no fueron compatibles entre si de acuerdo a nuestro ensayo in vitro.
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IX. Conclusiones

Los aislados 145 (Bacillus subtilis) y 537 (B. thuringiensis) mostraron
capacidad antagonista a la PCRT causada por Forl en los bioensayos en

semilleros.

Se determiné a partir de las curvas de crecimiento el tiempo de cultivo para
alcanzar el momento de transicion de la fase exponencial a la fase
estacionaria y colocar como indculo a los aislados B. subtilis (144 y 145) y B.
thuringiensis (537) después de 12 y 24 horas respectivamente.

En los bioensayos en rizocono se observo el efecto promotor de crecimiento
del aislado 537 (B. thuringiensis) en dos de tres ensayos, aun cuando no se

mostro un efecto antagonico contra la PCRT causada por Forl.

La incompatibilidad mostrada in vitro entre las bacterias B. subtilis (145) y B.
thuringiensis (537), descarta su utilizacion combinada a nivel de bioensayos
en planta.

El comportamiento de las cepas de Bacillus, respecto al efecto protector
contra la PCRT, vari6 dependiendo de las condiciones realizadas en los

diferentes bioensayos.
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X. Recomendaciones y perspectivas

La seleccion de los nueve aislados utilizados en este trabajo proviene de un
andlisis, realizado por Cordero-Ramirez en el 2008, en el cual se probaron
254 especimenes del banco de germoplasma CIIDIR-001. Sin embargo, se
recomienda para futuros trabajos realizar un escrutinio del resto de esta
coleccidbn que consta con 705 microorganismos criopreservados, para
identificar otros posibles potenciales antagonistas a Forl, asi como de analizar
su posible actividad como bacterias promotoras de crecimiento vegetal.

En futuros bioensayos en invernadero, se recomienda utilizar macetas en
lugar de rizoconos, para poder observar de una forma mas natural, la
interaccidn de los aislados antagonistas y del patégeno a estudiar con las

plantas de tomate.

A pesar de no haber visto efecto antagonista en los ensayos en rizoconos con
las mejores bacterias seleccionadas del trabajo en semillero, sugerimos que
se vuelvan a realizar estos ensayos en otro tipo de contenedores con mayor
espacio, con el fin de obtener un mayor volumen radical. Asi mismo, se
requiere de escoger la época adecuada del afio para que las plantas se

desarrollen en invernadero, sin estar sometidas al estrés térmico e hidrico.

Las bacterias estudiadas en este trabajo no mostraron el efecto antagénico
esperado, sin embargo, el estudio realizado, permiti6 observar el efecto
promotor de crecimiento de estos microorganismos, parametro que debe de

ser estudiado de manera mas completa en el futuro.
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