UNIVERSIDAD ESTATAL DE SONORA

UNIDAD ACADEMICA SAN LUIS RIO COLORADO
MAESTRIA EN CIENCIAS EN SISTEMAS DE PRODUCCION BIOSUSTENTABLES

“FORMULACION DE UN FUNGICIDA BIOLOGICO CONTRA EL PATOGENO
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici A BASE DE Fusarium oxysporum NO
PATOGENICO Y Pseudomonas fluorescens”

TESIS

QUE COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS EN SISTEMAS DE PRODUCCION BIOSUSTENTABLES
PRESENTA:

DIANA VALERIA RIOS CORTEZ

SAN LUIS RIO COLORADO, SONORA AGOSTO 2016



UES
UNIVERSIDAD ESTATAL DE SONORA

FORMATQ F&

ACTA DE LIRERACION DE TESIS
SROCEDIVIENTO PARA LA OBTENCION DEL GRADC DE MAESTRO.
OPCION TESIS

i

Los miembros dei Comité de Tesis de la alumna Diana Valeria Rios Cortez

recomendamos gue el documento fitulade: Formuiacion de un Fungicida
Brologice contra et Patogeno Fusarium oxysporum f. sp lycopersicl & base de
Fusarium oxvsporum ne patogenioe \ Pseudomonas fluorescens ses aceplado
como Reguwsitc Parsia pare obilener e gragc ge Maestriz en Ciencias en

Sistemas de Produccior Biosusientabies

=

Dr. No ‘drt 4

Director V ,

Sandra Alcaraz

-~ Dra.
- n
Sinodal



AGRADECIMIENTOS

CONACYT

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, a la Universidad Estatal de Sonora

y

A la empresa Gowan Company LLC por el apoyo cientifico, técnico y

economico, para la realizacion de esta investigacion.



AGRADECIMIENTOS

To Jon and Juli Jessen, thank you for your support during the development

of this research project, | really appreciate your interest, trust and time.

Al comité de Tesis el Dr. Noé Ortiz Uribe, Dr. Lorenzo Valenzuela
Vasquez y Dra. Sandra Alcaraz, por la enorme ayuda impartida, gracias al
profesionalismo, experiencias y conocimientos que aportaron a cada fase

de esta investigacion, sin ustedes no hubiera sido posible.

A Frank Jaime por su gran ayuda, por compartir su conocimiento y sus

experiencias.

A mis comparfieras Claudia Caro y Marisol Lépez Arellano por su ayuda

incondicional en todos los ensayos realizados.

A los compainieros de la Universidad de Arizona, Dr. Mike Matheron, Martin
Porchas y Humberto Hernandez, por su asesoria técnica, al igual que la

Dra. Ann Chase



DEDICATORIA

Gracias a Dios por guiarme, darme fuerza y capacidad para permitirme

terminar esta etapa profesional.

A mi hijo Alejandrito y a mi esposo Alejandro, por siempre ser constantes, y

pacientes dandole animo, esperanza y sonrisas.

A mis papas Rosy y Luis por su apoyo incondicional en cualquier paso de

mi vida, por su ayuda y sacrificios.

A mis tias Finat, Lupet, Eva, Chelo, Gloria y Alicia, Zonia y a mi suegra

Rosa Delia gracias por su apoyo.

A hermano Luis y mis primas Fatima, Rocio, Paola, Mdnica y Verenice,

A mis eternas amigas Lupita e Isabel.



RESUMEN

El tomate (Solanum lycopersicum) es considerado como una de las hortalizas de mayor
importancia en muchos paises del mundo, ocupando el segundo lugar en produccion a
nivel mundial La marchitez vascular de tomate producida por el patégeno Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Snyder y Hansen) es la principal enfermedad que causa
problemas en el cultivo de tomate, disminuyendo el rendimiento en un 60% y afectando
la calidad del producto. En la actualidad existen muy pocos productos tanto quimicos
como bioldégicos que reduzcan significativamente la enfermedad de marchitamientos por
Fusarium. Las nuevas investigaciones se estan enfocando en la aplicacion de
microorganismos como control bioldgico, estos presentan mecanismos de produccién de
metabolitos secundarios como: sideréforos, antibidticos, compuestos volatiles, enzimas

y fitohormonas.

La cepa de Fusarium oxysporum no patogénica Fo47 controla los marchitamientos por
Fusarium en clavel, tomate, melén, sandia, platano, esparrago y linaza (Lemanceau,
1992. Alabouvette, 1993. Blok, 1997. Duijff, 1999). Por su parte la bacteria Pseudomonas
flourescens controla varias enfermedades de la raiz, y también es efectiva contra
enfermedades como mal del pie del trigo (Gaeumannomyces graminis), pie negro del
tabaco (Thielaviopsis basicola), damping-off en betabel (Pythium ultimum), inhibe el
crecimiento de pudriciones blandas por bacterias y nematodos, tiene propiedades

antivirales, e induce el crecimiento y vigor en las plantas (Showkat, 2012).

La compaiia Gowan, tiene mas de 50 afios de haberse fundado, con base en Yuma,
Arizona, Estados Unidos y cuenta con 55 productos, dos laboratorios de formulaciones,
y uno de investigacion y tamizaje de productos nuevos. La compafia Gowan necesita
invertir en la investigacion y manufacturacion de productos mas ecoldgicos, ya que es la
tendencia que se esta demostrando en empresas de mayor impacto. Existe la necesidad
de un producto para combatir las enfermedades por marchitamiento de Fusarium, a base
de un microorganismo o mezcla de microorganismos (Fusarium oxysporum no

patogénico y Pseudomonas flourescens).

En esta investigacibn de se realizaron ensayos in-vitro de los microrganismos

antagonista para evaluar el porcentaje de inhibicion del patégeno. Los agentes



antagonistas redujeron significativamente el crecimiento del patégeno a los cuatro y a los
siete dias después del establecimiento de los experimentos en cultivo dual (78%), en
cultivo dual integrado (69%), y en la exposicién individual de Fol a Fo47 (32%) y a Pf-5
(46%). La exposicion a compuestos organicos volatiles de los antagonistas combinados

también redujo significativamente el crecimiento de Fol.

Se realizaron pruebas para determinar la concentracion ideal de la combinacion de
ambos biocontroles, y se determind que se requiere de una concentracion de 108y 108
UFC/ml para Fo47 y Pf-5, respectivamente para mantener a ambos microrganismos

viables y para presentar antagonismo contra Fol.

En los estudios in-vivo con semillas de tomate se presentaron diferencias significativas
cuando se inocularon Fo47 y Pf-5 al mismo tiempo que Fol, mostrando un 100% de

germinacion y un 40% de semillas infectadas.

Para los estudios con plantulas de tomate inoculadas por el método de inmersion de raiz,
se presentaron diferencias significativas, mostrando que el control biolégico comercial
Serenade Soil™ y |la formulacion B es la que redujo mayormente la incidencia y severidad
de Fol. Se presentaron diferencias en la variable de numero de brotes laterales, en donde
los tratamientos que contenian los biocontroles sobresalieron con un 82% mas que el

control positivo.

Para los dos estudios en invernadero con plantas de tomate se mostraron diferencias
significativas en los valores de incidencia y severidad de la enfermedad, en las cuales la
formulacion B consiguié disminuir los signos de la enfermedad después de 6 semanas
en el primer ensayo y 25 dias para el segundo ensayo. Para las evaluaciones de las
variables de analisis de crecimiento, se obtuvo una diferencia significativa (>45%) en el
numero de frutos en las plantas tratadas con la formulacién B; para las variables de
altura, grosor de tallo, niumero de brotes laterales y niumero de flores no se presentaron

diferencias significativas.

Se realizaron evaluacion poscosecha de peso fresco y peso seco de la parte aérea de la
planta, raices y frutos, no se reportaron diferencias significativas, sin embargo, se pudo
observar que para los tratamientos que contenian los biocontroles se mostré que la

mayor parte del peso total de las plantas fue destinada a la produccién de frutos.



La asociacion de Fo47 con Pf-5 es una forma de controlar al patégeno Fol muy viable
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INTRODUCCION

El tomate cultivado (Solanum lycopersicum) es considerado como una de las hortalizas
de mayor importancia en muchos paises del mundo, ocupando el segundo lugar en
importancia entre las hortalizas mundialmente, debido a su nivel de produccion. Los
principales paises productores son: Estados Unidos, Canada, Grecia, Italia, México,

Turquia, Egipto, India y Espaina (Jiménez, 2003).

En México, esta considerado como la segunda especie horticola mas importante, debido
a la superficie sembrada, (SAGARPA, 2005), sembrandose alrededor de 81,000
hectareas donde se obtienen cerca de 2 millones de toneladas, siendo los principales
estados productores: Sinaloa, Baja California, San Luis Potosi, Sonora, Nayarit, Morelos

y Michoacan (Jiménez, 2003).

La marchitez vascular de tomate producida por el patégeno Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (Snyder y Hansen) es la principal enfermedad que causa problemas en el
cultivo de tomate, disminuyendo el rendimiento en un 60% y afectando la calidad del
producto. Esta enfermedad, la cual se ha reportado en por o menos 32 paises
(Jones, 1991), prospera en una diversidad de condiciones ambientales desde trépicos

secos hasta climas templados (Cai., 2003).

La presion de seleccidn ejercida por el hombre a través de la diversidad en el uso de este
cultivo, los diferentes tipos de clima y la presion de los patdégenos han originado la gran
variabilidad genética existente en el género Lycopersicon y sus parientes silvestres
(Agrios, 1991). En México no se tienen reportes sobre trabajos de busqueda de fuentes

de resistencia a la marchitez vascular.

En la actualidad existen muy pocos productos tanto quimicos como biolégicos que
reduzcan significativamente la enfermedad. Como reporto Tramier y Bettacchini (1974),
Leski (1977) y Gullino (1986). Debido a esto, los agricultores hacen multiples
aplicaciones quimicas en ocasiones sin un control adecuado sobre el numero y momento
de las aplicaciones, concentracion e ingrediente activo, entre otros; lo que

frecuentemente da lugar a mayores costos de produccién y contaminacion ambiental.
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Se reporta que el dafo por uso desmedido de pesticidas afecta mundialmente las
siguientes areas: Resistencia genética, Alteraciones en el ecosistema, Provocar la
aparicion de nuevas plagas, Acumulacion en la cadena trofica, Movilidad en el ambiente,

Riesgos para la salud humana (Hernandez, et al., 2007).

El control biolégico ofrece nuevas alternativas para combatir este y muchos patégenos
del suelo (Spadaro, Guillino, 2005). Actualmente las nuevas investigaciones se estan
enfocando a la aplicacion de microorganismos como control biologico, ya que se
descubrié la produccion de metabolitos secundarios como lo son los sideroforos,

antibidticos, compuestos volatiles, enzimas y fitohormonas (Gupta, 2001).

Se ha reportado previamente el éxito en los resultados al utilizar un método de control
biolégico en contra de las enfermedades por Fusarium de varios cultivos. La cepa de
Fusarium oxysporum no patogénica Fo47, controla los marchitamientos por Fusarium en
clavel, tomate, melén, sandia, platano, esparrago y linaza (Lemmanceau, 1992.
Alabouvette, 1993. Blok, 1997. Duijff, 1999).

Por su parte la bacteria Pseudomonas flourescens controla varias enfermedades de la
raiz, y también es efectiva contra enfermedades como mal del pie del trigo
(Gaeumannomyces graminis), pie negro del tabaco (Thielaviopsis basicola), damping-off
en betabel (Pythium ultimum), inhibe el crecimiento de pudriciones blandas por bacterias
y nematodos, tiene propiedades antivirales, e induce el crecimiento y vigor en las plantas
(Showkat, 2012).

Aislamientos de Fusarium oxysporum no patogénico y Pseudomonas flourescens son
frecuentemente asociadas a la supresién de marchitamientos de Fusarium. Estudios
preliminares de campo en plantulas mostraron una supresion de la enfermedad de 50-
80% (Larkin, 1998).

La compania Gowan, tiene mas de 50 afios de haberse fundado, con base en Yuma,
Arizona, Estados Unidos es una empresa familiar que se encuentra establecida en el
mercando internacional ofreciendo productos como fungicidas, insecticidas, herbicidas y
miticidas. Cuenta con 55 productos, dos laboratorios de formulaciones, y uno de

investigacion y tamizaje de productos nuevos.
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En los ultimos afos se ha registrado un crecimiento de la empresa, llegando a paises
tales como India, China, Sudafrica, Espafia, Inglaterra, y varios paises de América del
Sur.

Gowan tiene un enfoque a productos pesticidas quimicos, contando con solo un producto
insecticida a base de extractos de planta, Aza Direct (extracto de Neem, azadirectina)
(Gowan, 2014).

En la empresa existen directores que pueden cuestionar si es viable o no el uso de
productos de control bioldgico, esto debido a algunas inconsistencias en los resultados
de inhibicion de los patdgenos, ademas los agricultores, muchas veces al no tener
acceso a la informacion de los beneficios que trae el utilizar estas alternativas “verdes”,

también llegan a poner en duda su efectividad.

La compafia Gowan necesita invertir en la investigacién y manufacturacion de productos
mas ecoldgicos, ya que es la tendencia que se esta demostrando en empresas de mayor
impacto, como lo son Syngenta, Bayer, etc. Se debe de percibir a Gowan como una

empresa mediana, innovativa, futurista y abierta a alternativas de productos “verdes”.

Para lograr llegar a cumplir estos objetivos, se requiere un trabajo conjunto de directores,
supervisores, e investigadores y empezar a producir, en este caso, un producto para
combatir las enfermedades por marchitamiento de Fusarium, a base de un
microorganismo o mezcla de microorganismos (Fusarium oxysporum no patogénico y

Pseudomonas flourescente).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El hongo Fitopatégeno Fusarium oxysporum, causante de las enfermedades llamadas
‘marchites por Fusarium” afecta una gran cantidad de cultivares en todo el mundo

disminuyendo hasta un 60% y afectando la calidad del producto (Jones, 1991).

Especificamente hablando de marchitamientos o fusariosis en el cultivo de tomate
(Lycopersicon esculentum) causado por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), es
uno de los problemas fitosanitarios limitantes de la produccion del cultivo de tomate a
nivel mundial y nacional, tiene mayor incidencia en regiones de clima calido, ocasionando

grandes pérdidas economicas.

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
sélo lado de la planta, y en ocasiones s6lo en la mitad de éstas (Cardenas, 2000). Las
hojas afectadas se marchitan y mueren, aunque pueden permanecer adheridas al 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).

El control de esta enfermedad puede manejarse de manera quimica, o bioldgica,
utilizando fungicidas como benomyl, carbendazim, prochloraz, fludioxonil,
bromuconazole y azoxystrobin para el control quimico y se recomienda para el control
biolégico el uso de microorganismos antagonistas tales como Bacillus spp.

Pseudomonas spp. Brevibacillus, Fusarium oxysporum no patogénico, etc.

La compania Gowan LLC, fundada en 1965, basa sus ventas principalmente en ofrecer
productos pesticidas (herbicidas, fungicidas, bactericidas e insecticidas) de caracter
quimico. Con las recientes regulaciones y una creciente concientizacion en el medio
ambiente, se presenta un cambio en el mercado de las empresas de pesticidas quienes
han comenzado a invertir en la creacidon de productos de control biolégico

Actualmente existe una necesidad en la compafia Gowan LLC de un producto efectivo
de control bioldgico que disminuya los dafos causados por el hongo Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici, por tal razén es necesario la formulacién de un producto a
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base de los microorganismos antagonistas Fusarium oxysporum no patogénico y

Pseudomonas flourescente.

¢ Qué efecto de inhibicion tendra la formulacion de un producto a base de Fusarium
oxysporum no patogénico y Pseudomonas flourescens contra la enfermedad de

marchitamiento por Fusarium de Tomate?
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2. OBJETIVOS
2.1.0bjetivo General

Formular un fungicida biolégico a base de Fusarium oxysporum no patogénico y
Pseudomonas flourescens para combatir la enfermedad de causada por el hongo

Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici.
2.2.0bjetivos Especificos

e Evaluar in-vitro el porcentaje de inhibicién del patdbgeno Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici obtenido por ambos microrganismos (Fusarium oxysporum no
patogénico y Pseudomonas flourescens).

e Evaluar distintos medios de cultivo para la formulacién del producto.

e Determinar la estabilidad de la mezcla a de microorganismos a diferentes
concentraciones de ambos.

e Evaluar en plantas en invernadero, el producto ya formulado con ambos

microorganismos para determinar su eficacia.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de tomate es indiscutiblemente uno de los cultivos con mayor importancia
mundialmente, y todo lo que se relacione a sus practicas culturales, hasta obtener el fruto
maduro de buena calidad es indispensable para asegurar su establecimiento en el

mercado.

Los sintomas que causa el hongo F. oxysporum en el fruto son pustulas de esporas de

color blanco y rupturas en el fruto, haciendo muy dificil su comercializacion.

Existen muy pocos productos para tratar esta enfermedad, siendo estos los de control
quimico del grupo de los benzimidazoles y debido a su bajo nivel de control se deben de
hacer varias aplicaciones, produciendo grandes gastos econdmicos y dafos al medio
ambiente ya que cuando se degrada en los suelos, deja residuos toxicos muy dafiinos

para humanos (Juraske, Sanjuan, 2011) .

Gupta y Dikshit, (2010) reportaron que algunos de los beneficios de utilizar biopesticidas
son los minimos residuos y la mayoria son biodegradables, poseen un manejo muy facil
para su aplicacién, son menos dafinos a la fauna benéfica, son mas especificos a su
hospedero, y en general son de manejo preventivo a enfermedades. Ademas, la
formulacion de los productos a base de microorganismos, contienen medios a base de
varios materiales organicos como caldos de cultivo, desperdicios, etc., los cuales apoyan

la estabilidad y sustentabilidad de los suelos agricolas (Soesanto, 2014)

Los costos de registro de un nuevo biopesticida en EPA (Environmental Protection
Agency), es aproximadamente una cuarta parte de lo que se invierte para registrar un
producto quimico, a su vez, se requieren una cantidad mucho mayor de diversas pruebas

de toxicidad para humanos y otras especies (EPA, 2014).
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4. MARCO TEORICO

4.1. Marchitez por Fusarium en Tomate (Fusarium oxysporum f. sp

lycopersici)

Las enfermedades inducidas por patégenos del suelo son unas de las mas dificiles de
controlar. Este es el caso de los marchitamientos por Fusarium, causado por Fusarium
oxysporum, el cual es un hongo cosmopolita que existe en muchas formas patogénicas,
parasitando mas de 100 especies de plantas Gimnospermas y Angiospermas, gracias a
los diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer las defensas de muchas plantas
(Bosland, 1988).

El cultivo de Tomate es parasitado por un gran numero de patégenos, principalmente por
la llamada marchitez vascular producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Sacc.) (Snyder y Hansen, 2003) es la principal enfermedad que causa problemas en el
cultivo de tomate, disminuye en un 60% el rendimiento y afecta la calidad del producto.
Esta enfermedad, la cual se ha reportado en por lo menos 32 paises (Jones et al., 1991),
prospera en una diversidad de condiciones ambientales desde trépicos secos hasta

climas templados (Cai et al., 2003).

Se han reportado tres razas del hongo Fusarium oxysporum f. sp.lycopersici, que se
distinguen por su virulencia en materiales diferenciales de tomate que contienen
diferentes genes de resistencia (Cai et al., 2003). La raza 1 se describio inicialmente en
1886 y la raza 2 se reportd primero en 1945 en Ohio. La raza 3 se observo en Australia,
Brasil, Gran Bretafna, lIsrael, Marruecos, Holanda, Iraq y México, en 1978 vy
posteriormente en varios estados americanos: California, Florida, Georgia, Arkansas y

Carolina del Norte y Tennessee (Snyder, 2003).

El micelio del hongo (Fol) son delicados de color blanco a rosado, con un tinte purpura
(Figura 1), y pueden presentarse escasas o0 abundantes. El hongo produce tres tipos de
esporas: microconidias (Figura 2), macroconidias (Figura 3) y clamidosporas (Figura 4).

Las microconidas nacen de simple fidlides, elevandose lateralmente y son abundantes,
con Figura oval-elipsoidal, derechas o curveadas, (5-12 x 2.2-3.5 ym). Las macroconidias

pueden ser escasas o abundantes, nacen en conidiosporas ramificadas o en la superficie
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de esporangias y poseen una pared delgada con tres a cinco septas, las cuales miden
27- 46 x 3-5 ym y 35-60 x 3-5 ym respectivamente, con ambos extremos puntiagudos y
una base pedicelada. Las clamidosporas, pueden tener pared lisa o rugosa, son
abundantes, usualmente se encuentran separadas, pero ocasionalmente se puede
observar en pares o formando una cadena, pueden sobrevivir por mas de 20 afos, en

condiciones favorables y en el suelo como saprdfito, (Wong, 2003).

. i ~ i

Figura 2. Microconidias de Fusarium oxysporum f.

Figura 1. Caja de petri mostrando al sp. lycopersici.
hongo Fusarium oxysporum f. sp. Fuente:
lycopersici. http://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/s

Fuente: Rios, 2014
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Figura 3. Macroconidias de Fusarium oxysporum  Figura 4. Clamidosporas de Fusarium oxysporum f.
f. sp. lycopersici.. sp. lycopersici.
Fuente: McGinnis, 2000 Fuente: Rahman, 2013

Es un hongo de temperatura calidas el desarrollo 6ptimo se presenta a 20 °C, el rango
va de 12 a 28°C. Esta temperatura acompafada de alta humedad relativa, dias cortos
de baja intensidad luminica favorecen el desarrollo de la enfermedad. Otros factores son
los suelos acidos, arenosos, con bajo pH, pobres en nitrégeno y alto suministro de
potasio (Gonzalez, 2006). Una vez que el patdégeno se establece, sobrevive en el campo

por varios afnos, afectando las producciones futuras de los cultivos.

La enfermedad se inicia con el crecimiento de las hifas o con la germinaciéon de las
clamidiosporas en latencia, presentes en los tejidos muertos del hospedante y
estimuladas por los exudados secretados por las raices de las plantas recién sembradas.
Las hifas del hongo penetran directamente la epidermis de las raices, pasan a la corteza
y a la endodermis y entran a los vasos del xilema, las hifas pueden penetrar también, a
través de heridas hechas en forma mecanica o por nematodos, insectos o miriépodos.
Sin embargo, la penetracién directa a través de las raices es el método mas comun de
entrada del patégeno (Figura 5). El hongo una vez dentro de la planta se mueve hacia el
tejido vascular por colonizacion intercelular de los vasos del xilema y los invade cuando
estan maduros o si la penetracion es por herida se situa en ellos. El patégeno coloniza
los vasos del xilema por crecimiento del micelio o por medio del transporte pasivo de las
microconidias producidas en dichos vasos, lo cual ocasiona una colonizacién rapida y

discontinua.
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Figura 5. Raiz de Tomate con
particulas de suelo adjuntas
colonizadas por hifas de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici.

Fuente: Sociedad Americana de
Microbiologia, 2006.

La colonizacion inicial esta restringida a los
tejidos vasculares y cuando el hospedante esta
muy afectado, ocurre la infeccion a los tejidos

adyacentes.

La colonizacion del tallo es unilateral debido a
que la diseminacion lateral y radial del hongo
parece inhibida por las paredes celulares y otras
barreras laterales (Figura 6). Eventualmente
resultando en mortandad (Pinto, 2012,
Abeysinghe, 2006).

4.2, Control de la enfermedad
4.2.1. Variedades Resistentes

Una de las medidas de control mas eficiente es
el uso de cultivares
resistentes. Casi todas las
variedades disponibles en
la actualidad son
resistentes a la raza 1, la
mayoria son resistentes a
la raza 1y 2, y muy pocas

alaraza 3.
4.2.2. Control quimico

Desinfectar el suelo de

semillero o] campo

Figura 6. Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici invade la planta de
tomate por medio de la raiz y causa el marchitamiento. Las hojas
cambian a un color amarillo (izquierda) y si se corta el tallo
(derecha) se puede observar que el xilema se ha puesto café por
la infeccion.

definitivo de siembra con
metan sodio, cloropicrina,
bromuro de metilo o metil

isotiocianato. También se

pueden emplear fungicidas a base de tcmtb (2- ( Tiocianometiltio ) benzotiazol), benomyl,
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carbendazim, procloraz, entre otros. Pueden ser aplicados al suelo o a través del sistema
de riego (Pinto, 2012).

Actualmente no existen fungicidas quimicos efectivos para esta enfermedad, debido a la
gran dificultad que existe para controlar esta enfermedad se ha llevado a la busqueda de

control de tipo biolégico (Borrero, 2004).
4.2.3. Control Biolégico

Los biopesticidas o pesticidas biologicos se enfocan en microorganismos patégenos
especificos a una enfermedad y ofrecen una solucion ecolégica. Los productos biolégicos
pueden proveer a bajo costo un alto nivel de proteccion al cultivo, especialmente en
sistemas de produccion donde el uso inadecuado de quimicos ha creado resistencia en
las plagas, donde los pesticidas son regulados por el dafio que causan al humano, en la
produccion organica de cultivos y donde la reduccion del uso de quimicos es necesaria
para evitar efectos secundarios como la contaminacién de aguas superficiales y

alteracion del habitat de la flora y fauna existente en ambientes sensibles (Mora, 2001).

El interés en los biopesticidas se basa en las siguientes ventajas: (i) inherentemente
menos dafiinos hacia medio ambiente, (ii) estan disefiados para afectar s6lo una plaga
especifica o, en algunos casos, a solo unos organismos, (iii) a menudo son eficaces en
cantidades muy pequenas y con frecuencia se descomponen rapidamente, lo que resulta
en exposiciones mas bajas y evita los problemas de contaminacion, (iv) contribuyen
favorablemente cuando se utilizan como un componente en los programas de manejo

integrado de plagas (Kamilova, 2008).

Un sistema exitoso de control bioldgico incluye microorganismos antagonistas naturales
que son capaces de reducir la actividad de patégenos de plantas. Estos antagonistas
compiten con los patégenos por nutrientes, inhiben el crecimiento del mismo por medio
de la secrecion de antibidticos, o reducen su poblacion por medio de parasitismo.
Ademas, algunos microorganismos antagonistas inducen resistencia a las plantas
hospederas, lo cual mejora la habilidad de defenderse por si misma del ataque del
patégeno (Shishido, 2005).
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Algunos de los microorganismos de control biolégico que generalmente se utilizan

incluyen los de los géneros Bacillus, Trichoderma, y Pseudomonas.

En este estudio se dara un enfoque a los microorganismos antagonistas Fusarium

oxysporum no patogénico Fo47 y Pseudomonas flourescens Pf-5.
4.2.4. Fusarium oxysporum no patogénico Fo47

Fusarium oxysporum se encuentra comunmente en suelos, en donde sobrevive en
estado de propagulos inactivos (clamidiosporas) y crece saprdéfitamente en materia

organica (Olivain, 2004).

Al igual que Fol, Fusarium oxysporum Fo47 comparten la misma morfologia, pero se

diferencian en la patogenicidad hacia su hospedero.

Varios autores han demostrado previamente éxito en el uso de la cepa Fusarium
oxysporum Fo47 para controlar pudricion de clavel (Lemanceau, 1992), tomate, melén
(Alabouvette, 1993), esparrago (Blok, 1997) y linaza (Duijff, 1999).

Blok, (1997) realiz6 estudios
de

Fusarium oxysporum f. sp.

sobre la inhibicion

asparagi, cuando se
inoculaba la cepa no
patogénica de NP,

presentando una reduccion
del 48% en la germinacién

de clamidiosporas. A su vez

\ o=

presento una evaluacidon en

Fo 59

Fo a Fo 47 Fo12 Fo 131

el tamano de la raiz al B

inocular las plantas de

Figura 7. Sistema radicular de plantas de Esparrago en suelos

esparrago con la misma

cepa (Figura 7).

esterilizados co-inouculados con Fusarium oxysporum y diferentes
cepas de Fusarium oxysporum no patogénico. Bl: Sin inocular, Foa:
Inoculada con el patégeno, NP, Fo59, Fo12, Fo131: co-inoculada con
el patégeno y distintas cepas de F. oxysporum no patogénico
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Benhamou, (2005), report6 inhibicion del patogeno Pythium ultimum, una enfermedad

muy importante en pepino, cuando esta en presencia de NP (Figura 8).

Figura 8. Interaccion in vitro entre Fo47 y P. ultimum dos dias después de
Se han la inoculacién del hongo en Agar de Papa. A) P. ultimum B) crecimiento en  propuesto
presencia de Fo47. Fuente: Benhamou, 2005.

principalmente los siguientes mecanismos de accion de Fo47 para la supresion de Fol,
los cuales son la competencia por nutrientes, competencia por sitios de infeccion,
colonizacion de la raiz y mas recientemente induce resistencia en la planta por medio de
estimulacion rapida de respuestas de defensa no especificas, incluyendo barreras
estructurales, y proteinas relacionadas con la patogénesis como quitinasa y -1,3-

glucanases (Benhamou, 2001, 2002).

Alabouvette, (1990), menciono que la eficacia de la cepa Fo47 en controlar la pudricion

por Fusarium, esta relacionada a su habilidad para competir por Carbono.
4.2.5. Pseudomonas flourescens Pf-5

Pseudomonas fluorescens es una bacteria Gran-negativa con forma de baston.
Pertenece al grupo del genero Pseudomonas; analisis de rRNA 16s establece a P.

fluorescens en el género de Pseudomonas fluorescens, de donde obtiene su nombre.

P. fluorescens tiene multiples flagelos (Figura 9), y un metabolismo extremadamente
versatil. Puede ser encontrada en suelos y agua, es un aerobio obligado, pero algunas
cepas son capaces de utilizar nitratos en lugar de oxigeno como acepto final de

electrones durante la respiracion celular.
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Figura 9. P. flourescens en
microscopio electronico. Fuente:
ttp://microbiologyglossary.wikispace
s.com/Pseudomonas+fluorescens.

representadas por el grupo de
PGPR pueden promover el
crecimiento de las plantas y
pueden inhibir patbgenos por
de

mecanismos.

medio multiples
Su aplicacion
como agente de biocontrol ha

llamado la atencién por la

Cuando se hace la prueba de oxidasa, el resultado es
positivo, también es una bacteria no sacarolitica
(Palleroni, 1984)

Existen mas de 230 especies descritas en el género
Pseudomonas. Aproximadamente 50 especies estan
divididas entre cinco mayores subgrupos del cual el
grupo fluorescens es el mas grande (24 especies).
Debido a que existen muchas cepas dentro de este
grupo que se difieren solamente en propiedades
bioquimicas menores, estas se dividieron en
biovares. Por ejemplo P. flourescens contiene 5

biovares (Figura 10).

bacterias Pseudomonas fluorescens

Las

produccion  de  metabolitos Figura 10. Cultivo de P. flourescens en el medio Agar de
secundarios como Triptona (TY) (izquierda), a la derecha se muestra la caja de

) ] o petri bajo luz ultravioleta. Fuente: Ninjatacoshell, 2010.
sideroforos, antibioticos,
compuestos volatiles, enzimas, fitohormonas,2, 4-diacetylphloroglucinol (DAPG),

phenazine (Phz), pyrrolnitrin, oomycin A, viscosinamide, pyoluteorin e hydrogen cyanide

(HCN). (Gupta, 2001).
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Estas bacterias se han estudiado intensamente ya que son responsables de la supresion

de varias enfermedades del suelo como Gaeumannomyces graminis var. tritici, (Weller,

2002), Fusarium oxysporum f. sp. lycipersici
(Tamietti, 1993), Thielaviopsis basicola (Stutz, 1986),
Pythium ultimum (Fenton, 1992). Ademas de su
actividad anti hongos, también poseen propiedades
antivirales (Tada, 1990) y pueden inhibir el
crecimiento de bacterias causantes de la pudricion

blanda y nematodos en papa (Cronin, 1997).

Kamilova, (2008) realizé unos estudios sobre la
inhibicion de esporas de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici en exudados de raices de tomate
utilizando la bacteria P. flourescens WC365 como
metodo de control biologico. Se concluyéo que la
presensia de la bacteria reduce el numero de
germinacion de microconidas de Fol en un 68-75%,
explicando que
cuando se co-
inocularon  las
raices de las
plantas

pequenas se

Figura 11. Microscopio electronico
mostrando la colonizacion por parte de P.

observo QU€ flourescens en hifas del patégeno F.

Figura 12. Inhibicién del crecimiento ~ d€SPUes  de 3
de Fol por Pseudomonas

semanas P.
flourescens. Fuente: Showcat, 2012

oxysporum después de 72 horas

flourescens WC365 es la bacteria dominante en el

desarrollo radicular, en donde representé un 90% de la microflora al cultivarse (Figura

11)

Showcat, (2012), realiz estudios in vitro con Pseudomonas flourescens contra Fusarium

oxysporum y encontré que existe un halo de inhibicion cuando se aplican co-inoculados

en cajas de Petri. (Figura 12)
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5. HIPOTESIS

El producto obtenido con base en Fusarium oxysporum no patogénico Fo47 y
Pseudomonas flourescens Pf-5, controlara efectivamente la infeccion causada por

Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi en el cultivo de tomate.
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6. METODOLOGIA
6.1.Seleccioén de cepas

En este trabajo se utilizaron cepas que presentan mayor inhibicion hacia Fol y fueron las

siguientes, Fusarium oxysporum Fo47 y Pseudomonas flourescens Pf-5

Los microorganismos utilizados fueron obtenidos de un banco de organismos llamado

ATCC, localizado en Virginia, Estados Unidos.

El patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici tiene un numero asignado en ATCC

de 34298, el cual fue aislado de una planta de tomate en California, Estados Unidos,

Fusarium oxysporum NP tiene un numero asignado ATCC Mya-1198 y fue aislado del

suelo en Chateaurenard, Francia.

Pseudomonas flourescens Pf-5 tiene un numero asignado ATCC BAA-477 y fue aislada

de la superficie de raices de Algodon.
6.2. Medios de cultivo y Materiales a utilizar

e Agar Dextrosa de Papa (PDA) de la compainia Neogen Corporation (Lansing,

Michigan, Estados Unidos)

Composicion Formulal/Litro
Infusion de Papa de 200 g.......ccoovveiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 4 g*
DEXITOSA. .. 209
AT 15¢g

*4.0 g de extracto de papa es equivalente a 200 g de infusién de papas.
pH final: 5.6 £ 0.2 at 25°C.

e King’'s B Agar / Pseudomonas Agar, Sigma-Aldrich (Saint Louis, Minnesota, Estados
Unidos).

Composicion Gramos/Litro
Peptonacombinada.............cooiiiii i 20.0
Fosfato de hidrogeno di potasiCo............ccoviiiiiiiiiiiiiiiea 1.5
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Sulfato de MagnesiO........o.iiiii 1.5

pH Final 7.2 +/- 0.2 (at 25°C)

e Caldo de nutrientes de la compania Neogen Corporation (Lansing, Michigan, Estados
Unidos)

Composicion Formula / Litro
Digestion enzimatica de gelatina...........cccooovviiiiiiiiiii e, 59
EXtracto de Carne...........oi oo 349

pH final: 6.8 £ 0.2 at 25°C

¢ Medio Komada

Primera parte:

Agua destilada........cooveiii 1L
Naz2B4O7 * TO H20. ... 19
Ko2HP O 4. .o 19
O 05¢g
MGSOa o7 HoO. ..o e e 05¢
Fe-Na-EDTA. .. s e 0.01g
D-galactose. ......coniiii 209
L-aSParagine. ... .uuiie e 29
A G . e 15¢g
PCNB (Terraclor 75 % WP) (pentacloronitrobenzene)................. 1.0g

Segunda Parte:
Oxgall (Bilis bOVING).......oviieiiii e 05g¢g
Sulfato de Estreptomicina............coooiiiiiiiiiii 0.3g
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Para la purificacion y concentracion de los microrganismos se utilizé una centrifuga de la

marca Thermo Fisher Scientific™.
Un bafio a vapor con movimiento para 5 litros Thermo Fisher Scientific™.
Incubadora Thermo Fisher Scientific™.
Pipetas automaticas
Cristaleria para laboratorio (vasos de precipitado, botellas, tubos de ensayo)
Asa de inoculacién
Sacabocados de 5 milimetros
6.3.Evaluacion de los agentes antagonistas por cultivo dual

Se prepard el medio PDA acorde a las instrucciones del fabricante, se esterilizé en
autoclave a 121 °C por 15 minutos, se dejo enfriar hasta 50 °C y se aplicaron 15 ml del
medio en cajas de Petri esterilizadas; una vez sélido el medio, se inoculdé con F.
oxysporum NP cortando 5 mm de una caja de Petri previamente inoculada con el hongo

y se incuba a 25°C durante 7 dias.

Se prepard el medio King’'s B para P. flourescens Pf-5, acorde a las instrucciones, se
esteriliza en autoclave a 121 °C por 15 minutos, se deja enfriar hasta 50 °C y se aplican
15 ml del medio en cajas de Petri esterilizadas; una vez sélido el medio, fue inoculada la
masa de bacteria con un haza de fierro previamente esterilizada para obtener colonias

individuales. Se incuba a 27°C durante 48 horas.

Una vez obtenido el inoculo de ambos antagonistas, con el objetivo de comprobar el
efecto antagonista de ambos microorganismos, se preparé una caja de Petri con Agar
PDA conteniendo 5 mm del hongo patégeno F. oxysporum f. sp. lycopersici y al lado
izquierdo se inoculd con una pieza de 5 mm con F. oxysporum Fo47, se incub6 a 25°C
durante 7 dias (Figura 13 y 15).

Se realizé el mismo procedimiento para P. flourescens Pf-5, solo que aqui se efectud la
inoculacién utilizando un asa de fierro esterilizada, haciendo un patrén lineal de 1 cm al
lado derecho de cada unidad; las cajas de Petri se incubaron a 25°C durante 7 dias
(Figura 14 y 15).
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Ambas pruebas consistieron en 3 unidades o repeticiones (cajas de Petri) y el

experimento se realizé por duplicado.
6.4. Evaluacion de los agentes antagonista combinados

Se llevaron a cabo evaluaciones de los agentes de control combinados, con el objetivo
de comprobar que ambos microrganismo sobrevivirian al estar combinados en un mismo
cultivo; para este procedimiento se inocularon 4 matraces previamente esterilizado y se
le agregaron 50 ml de caldo de crecimiento de papa y dextrosa, y se inoculé con una
pieza de 5 mm del hongo NP, se deposité en una incubadora de agua con movimiento
por 6 dias a 24°C y 100 rpm; para Pf-5 se utilizé el medio caldo de nutrientes y se inoculo
con una colonia de la bacteria, se deposité en una incubadora de agua con movimiento

por 2 dias a 27°C y 100 rpm, se obtuvo un pH final de 4.3.

Se tomaron ambos cultivos por separado y se obtuvo un pH de 8.9 para la bacteria y

Figura 14. Cultivo combinando ambos
microrganismo en donde se aprecia la
presencia de Fo47 y Pf-5

Figura 13. Cultivo combinando ambos
microrganismos Fo47 y Pf-5

4.03 para el hongo; se mezclaron ambos cultivos durante 30 minutos utilizando un
mezclador de magneto hasta obtener un cultivo homogéneo, y se tomé la medida de pH

nuevamente, el cual fue de 5.15. (Figuras 13y 14).

6.4.1. Evaluacion de los agentes antagonistas por cultivo dual por siembra
en la superficie.

Se decidio a su vez, realizar pruebas de cultivo dual también incluyendo la mezcla de

ambos microrganismos contra el patégeno utilizando el tipo de siembra incorporada en
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el agar, asi como la siembra tradicional. Para este método se siguio el procedimiento de
crecimiento anteriormente descrito, pero en lugar de aplicar el cultivo dual de cada lado,
primero se inocularon las cajas de Petri conteniendo 15 ml de Agar PDA con 100
microlitros de la mezcla de ambos microrganismos, una vez secos, se inocularon en el
centro con un disco de 5 mm de diametro del patégeno Fol y se incubaron a 24 °C por 5

dias.

6.4.2. Evaluacién de los agentes antagonistas por cultivo dual por siembra

incorporada.

Debido a lo complicado de diferenciar a simple vista el crecimiento de ambos hongos, se
decidio realizar otros ensayos de inhibicion de crecimiento del patégeno por cultivo dual,
pero esta vez el inoculo es sembrado incorporado al agar, es decir, una vez obtenido el
cultivo de ambos antagonistas con el método anteriormente descrito, se realizaron
diluciones hasta obtener la concentracién deseada y se aplicaron 100 micro litros en las
cajas de Petri; se esterilizd el medio PDA y se dejé enfriar hasta 47°C, entonces se
aplicaron 15 mililitros del agar a cada caja de Petri, realizando movimientos circulares,

con la finalidad de mezclar el medio con el inoculo previamente aplicado.

Se incluyeron evaluaciones de compuestos volatiles para los antagonistas contra el

patdgeno;

Todas las combinaciones se consistieron en 3 unidades o repeticiones (cajas de Petri) y

el experimento se realiz6 por triplicado.
6.4.3. Evaluacion de los agentes antagonistas por compuestos volatiles.

Se decidieron realizar mas estudios para entender la manera en la que funcionan las
cepas antagonistas, la literatura reporta que las bacterias del género Pseudomonas
producen compuestos volatiles, incluyendo aldehidos, ketonas, alcoholes y compuestos
que contienen sulfuro, los cuales pueden llegar a tener efectos de inhibicién en el

crecimiento de varios patdogenos (Hernandez-Leodn et al., 2014). (Figura 15).

El procedimiento consistié en inocular cajas de Petri con el patégeno y otras con los
antagonistas y tomar la parte de la caja en donde contiene el agar, acomodandolas una

frente a otra sin la tapa, y sellandolas con plastico parafilm. Las cajas de Petri fueron
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incubadas a 25°C y se midio el crecimiento del patégeno en centimetros a los 4y 7 dias

después de la inoculacion.
Se consideré como parametros de evaluacion la siguiente ecuacion para obtener el

Fol Fol/Fo47 Fol/Pf-5

Figura 15. Cajas de Petri conteniendo los ensayos de compuestos volatiles

porcentaje de inhibicidn en todas las pruebas mencionadas (Miclea, 2010).

((CP — CPA) * 100)
CP

Porcentaje de inhibicion =

CP = Crecimiento del patégeno (Control)
CPA = Crecimiento del Patdégeno en presencia del Antagonista
6.5.Formulacion

6.5.1. Pruebas para determinar las concentraciones de los microrganismos

antagonistas

Se realizaron pruebas con los microrganismos para determinar las concentraciones mas
adecuadas, ya que se menciona en la literatura (Mamdouh, 2008) que las
concentraciones para una formulacién a base de Fo47 son de 108 y para Pf-5 son de
108,

Para este estudio se inocularon dos matraces conteniendo 50 ml de caldo de dextrosa
de papa y dos matraces conteniendo 50 ml de caldo de nutrientes, se inocularon los

primeros con una pieza de 5 mm de un cultivo de Fo47 previamente crecido y los otros
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dos con uno colonia de Pf-5 previamente inoculado en un cultivo de NA, se incubo Fo47
durante 7 dias y Pf-5 durante 2 a 25°C, en una incubadora con agua y movimiento a 100
rom. Ambos cultivos se colocaron en un centrifuga a 3000 g y se ajustaron a las

concentraciones deseadas por medio de diluciones seriales.

Se decidio probar Fo47 a las concentraciones de 108, 106 y 10*y Pf-5 a 100, 108 y 106

para observar la sobrevivencia de ambos al estar combinados durante 7 dias.

Las unidades formadoras de colonias de los antagonistas se calcul6 utilizando la

siguiente formula:

Promedio de nimero de colonias X Factor de dilucion

Unidades Formadoras de Colonias = —
Tamafio de la muestra

Se realizaron los siguientes tratamientos de concentraciones:

1. Control (Fol)

2. Pf-5(10"°) + Fo47 (108)
3. Pf-5(10"0) + Fo47 (10°)
4. Pf-5(10") + Fo47 (10%)
5. Pf-5(108) + Fo47 (108)
6. Pf-5(108) + Fo47 (10°)
7. Pf-5(108) + Fo47 (10%)
8. Pf-5(10°8) + Fo47 (10%)
9. Pf-5(108) + Fo47 (10°)
10.Pf-5 (10°) + Fo47 (10%)

Una vez obtenidas las diluciones deseadas para cada combinacion de los
microrganismos antagonistas, se tomaron 100 pl de cada tratamiento y se inocularon en
la superficie de cajas de Petri conteniendo 15 ml de agar de dextrosa de papa, utilizando
un haza de metal previamente esterilizada; se dejaron secar por 15 minutos y se

incubaron por 5 dias a 24 °C.
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6.5.2. Formulaciones del Producto.

Con el objetivo de determinar los componentes de una formulacién comercial de la

Figura 16. Imagen capturada de Clamydiospora de
Fo47 a 100X

Figura. 17. Tinciéon de Gram de Pf-5 100X

mezcla de los biocontroles, se
inocularon 4 matraces con 75 ml
de medio PDA con Fo47 y se
incubd por 7 dias en bafo a vapor
con movimiento a 125 rpm a 25°C
para  producir clamidiosporas
(Figura 16). Se inocularon 4
matraces con 75 ml de caldo de
nutrientes con una colonia de Pf-5
y se incubdé por 2 dias en
incubadora de agua con
movimiento a 27°C y 100 rpm
(Figura 17). Ambos cultivos
fueron mezclados (Figura 18) y
la suspension se introdujo en un
centrifuga (Thermofisher
Scientific) a 3000 g por 10
minutos y se ajusté a 5 x 108
microconidia mL™' y 2.7 x 107
clamidiosporas mL™'. Se tomd
una muestra de cada cultivo por
separado y en mezcla para
contabilizar las esporas del

hongo, utilizando un

hemocitometro, a su vez también se utilizaron 100 pl para inocular cajas de Petri con

agar de dextrosa y papa y con agar de nutrientes, realizando diluciones seriales para
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confirmar la concentracién del cultivo (Figura 19). El pH de los microrganismos fue de

Figura. 18. Microrganismos en caldo de cultivo después de ser incubados durante 48 horas

4.88 para Fo47, 8.17 para Pf-5 y 6.02 al combinarse.

Figura. 19. Caja de Petri mostrando el crecimiento de la combinacién de
Fo47 y Pf-5.
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Formulacién Sélida
Se utilizaron los siguientes ingredientes:

e 38 g deingrediente 1
e 4gde ingrediente 2
e 6 g deingrediente 3
e 2 gdeingrediente 4
e 2 mlde ingrediente 5

e 20 ml de ingrediente 6

Se prepard una masa moliendo los ingredientes. La masa se paso6 por una maquina para
hacer pasta, y se repitié el procedimiento 10 veces. Se produjo una lamina de 1 mm de
grosor, y se dejo secar a temperatura ambiente, se molié y tamizé en tamanos (Figura
20) de 151-500 pm y 501-2000 pm). (Figura 20).

Figura 20. Proceso de formulacién A. Cultivos de Fo47 y Pf-5, e ingredientes para la formulacién B.
Masa pasando por un rodillo para pasta. C. Masa de 1 mm de grosor dejandose secar, D. Moliendo la
masa hasta obtener granulos.

Formulaciéon Liquida
Para esta formulacién se utilizaron solo dos ingredientes siendo estos

e 10 g deingrediente 7
e 200 ml de ingrediente 6

Esta formulacion fue guardada en refrigeracion a 4 °C. Para la formulacion A y B se

tomaron muestras a los dias 0, haciendo una dilucién 1:10 (1 g o ml de la formulacién en
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9 ml de agua estéril), se mezcld y se inocularon 100 ul en cajas de Petri conteniendo
PDA.

Formulaciéon A
Para esta formulacion se utilizaron los siguientes ingredientes:

e 52 gdeingrediente 8
e 2.5 gdeingrediente 4
e 2.5gdeingrediente 3

e 3 ml de ingrediente 6

En el caso de Fo47 se utilizaron dos tipos de esporas (microconidias y macroconidias) a
las concentraciones previamente

descritas y para Pf-5.
Formulacién B

Los ingredientes para esta

formulacién fueron los siguientes:

e 60 gdeingrediente 8
e 60 g de ingrediente 7

e 6 mlde ingrediente 7 (Figura

21). Figura 21. Agregando los microrganismos de biocontrol a la
Formulacion B.

6.5.3. Estudios de estabilidad de las formulaciones

Se realizaron estudios de estabilidad de cada producto semanalmente, tomando en

cuenta los siguientes factores:

e Temperatura
e Sobrevivencia de los microorganismos

e Evaluacion in vitro de las formulaciones

Utilizando la técnica de cultivo dual en caja de Petri que se describio en la seccién 4.2
se tomo un gramo o un mililitro de cada muestra, mezclandose con 9 ml de agua

destilada, se realizaron diluciones seriales y se inocularon 100 microlitros en cajas de
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Petri conteniendo 15 mililitros de Agar PDA. Las cajas de Petri se incubaron por 5 dias a

25°C. Cada evaluacioén consiste en 3 repeticiones (cajas de Petri) por cada tratamiento.
El procedimiento se repitio a los 0, 4, 8, 15 y 30 dias después de la inoculacion.

Las formulaciones solida, A y B fue mantenidas a temperatura ambiente, mientras que la

formulacién liquida se mantuvo a 4°C.
6.6. Estudios in-vivo
6.6.1. Estudios en semilla

Se utilizo la variedad de tomate John Beer, y se inoculd con un cultivo de Fol, Fo47 y PF-

5 obtenido con el método y concentracién ya mencionados.

Segun el método descrito por Sarker, 2013, se tomaron 240 semillas de cada variedad y
se colocaron 40 dentro de vasos de precipitado previamente esterilizados (Figura 22) y

se expusieron a 10 mililitros por 30 minutos de los siguientes tratamientos:

1) Control absoluto (3% Hipoclorito de Sodio)

2) Fol (108 CFU/mI)

3) Fo47 (10 CFU/ml)

4) Pf-5 (108 CFU/mI)

5) Fo47 + Pf-5 (108 and 108 CFU/ml respectivamente)

6) Serenade Soil (Bacillus subtillis cepa QST 713, 10° CFU/g)

7) Control (solo semillas)
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La evaluacion de la prevalencia de Fol en las semillas se determin6é por medio del
método de papel para filtrado (ISTA, 1996), en donde 10 semillas se colocaron en 3
papeles de filtro esterilizados (Whatman No. 1) en cada caja de Petri, contando con
4 repeticiones (cajas de Petri) por tratamiento. Estas fueron incubadas a 25°C durante
ciclos 12/12 horas de luz y oscuridad por 7 dias. Cada semilla fue observada con el

fin de recolectar informacion sobre la presencia del patégeno después de 7 dias de

Figura 22. Vasos de precipitado con semillas de tomate siendo inoculadas pr 30 minutos con 20
mililitros de cada tratamiento.

inoculacion basandose en el habito de crecimiento, utilizando un estereoscopio
(Fisher Scientific™); a su vez también se recolectaron los datos sobre la germinacion
de las semillas. Los resultados se presentan como porcentaje de incidencia de la

enfermedad en una escala del 0-100. (Figura 23).
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Figura 23. Semillas de cada tratamiento fueron colocadas en cada caja de Petri con papel
de filtro y 3 mililitros de agua esterilizada.

6.6.2. Estudios en plantula por método de inmersioén de raices

El primero de Febrero de 2016 se sembraron semillas de tomate de la variedad John
Beer en charolas de plastico de 50 cavidades conteniendo peat moss y perlita (2:1
vol/vol). Las charolas fueron depositadas en un invernadero, con una temperatura
constante de 22 °C durante el dia y 15 °C por la noche; se utilizo riego automatizado, 2

veces por dia, durante 5 minutos.

Una vez que las plantulas de tomate alcanzaron las 3 hojas verdaderas, se llevaron al
laboratorio, en donde se extrajeron de las charolas y cuidadosamente se lavaron con

agua para limpiar el sustrato hasta dejar descubierto el sistema radicular (Figura 24).

Figura 24. Plantulas de Tomate en el laboratorio al ser desprendidas de las charolas
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El ensayo consistio en los siguientes tratamientos:

1) Control absoluto (Agua)

2) Control positivo (Fol)

3) Control biolégico (Serenade Soil ) / Fol
4) Control quimico (Actigard) / Fol
5) Fo47

6) Pf-5

7) Fo47 / Fol

8) Pf-5/Fol

9) Fo47 + Pf-5

10)Fo47 + Pf-5/ Fol
11)Formulacién A / Fol
12)Formulacién B / Fol
13)Formulacién A 3X / Fol
14)Formulacién B 3X / Fol

Se utilizaron vasos de precipitados previamente esterilizados, para preparar un total de

200 mililitros de los tratamientos, como se indica:

1) 200 ml de agua destilada

2) 200 ml de el patégeno Fol a una concentracion de 104 CFU/ml

3) Serenade Soil (2 ml/ 200 ml de agua)

4) Actigard (0.08 gramos / 200 ml de agua)

5) 200 ml del hongo Fo47 a una concentracion de 108 CFU/ml

6) 200 ml de la bacteria Pf-5 a una concentracion de 108 CFU/ml

7) 200 ml del hongo Fo47 a una concentracion de 106 CFU/m

8) 200 ml de la bacteria Pf-5 a una concentracion de 108 CFU/ml

9) 100 ml del hongo Fo47 (108 CFU/ml) + 100 ml de la bacteria Pf-5 (108 CFU/ml)
10) 100 ml del hongo Fo47 (106 CFU/ml) + 100 ml de la bacteria Pf-5 (108 CFU/ml)
11) Formulacién A (2 g / 200 ml)

12) Formulacién B (2 g / 200 ml)

13) Formulacion A 3X (2 g /200 ml)
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14) Formulacion B 3X (2 g / 200 ml)

Una vez que las plantulas estuvieron libres de sustrato, se distribuyeron y etiquetaron

6 repeticiones aleatoriamente para cada tratamiento (Figura 25).

FB-100-250

Figura 26. Aplicacion de los tratamientos por medio del método de inmersion de raiz

Se
dejaron secar por 20 minutos mientras se preparaban los tratamientos. Se inocularon los
tratamientos por el método de inmersion de raiz, en el cual se sumergieron las plantulas

a la altura de la raiz durante 5 minutos (Figura 26).
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Una vez que se aplicaron los tratamientos, se dejaron secar las plantulas nuevamente
por 5 minutos, y se trasplantaron en macetas conicas de plastico de 15 x 5 cm y se

trasladaron al invernadero (Figura 27).

S w1y

Figura 27. Plantulas, ya tratadas y trasplantadas a macetas cénicas

Después de 5 dias de la aplicacion de los tratamientos preventivos, se inoculd el
patogeno Fol, a una concentracion de 10* CFU/ml, aplicando 20 ml de la solucion,

unicamente a los tratamientos 3, 4, 7, 8, 10, 11, 12, 13, y 14.

Se realizaron evaluaciones al dia 0, 23 y 43 después de la aplicacion de los tratamientos,

considerando las siguientes variables:

e Altura de la planta (cm)

e Grosor de tallo (mm)

e Numero de brotes laterales
e Numero de flores

e Numero de frutos

e Incidencia (%)

e Severidad (Escala de 0-4)
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6.6.3. Estudios en Invernadero

Se sembraron a mediados de noviembre de 2015, 50 macetas de 7 de galdn
conteniendo una mezcla de 80:10:10 vol/vol (tierra para maceta, peat y perlita), con la
variedad organica de Tomate John Beer obtenidas de la tienda electronica Seed Savers
Exchange, debido a que no han sido modificadas genéticamente. El invernadero utilizado
para esta investigacion se encuentra ubicado en el Centro de Investigacion Agricola de
la  Universidad de
Arizona, en la ciudad
de Yuma, Arizona
(Figura 28) y presenté
una temperatura
promedio de 27°C, y
una humedad relativa
de 70%, el sistema de
riego automatizado se
programo para
encender 1 minuto 2

Figura 28. Invernadero utilizado para los estudios en planta i
veces al dia.

Se preparo el inoculo de la enfermedad, y del hongo antagonista tomando una pieza de
5 mm de cajas de Petri conteniendo los hongos previamente cultivados y agregandolo a
4 matraces para cada uno, previamente esterilizados conteniendo 50 mililitros de caldo
de dextrosa de papa, a su vez se utilizd una colonia de una caja de Petri de
Pseudomonas flourescens y se inocularon 4 matraces con 50 ml de Caldo de nutrientes.
Se incubaron ambos hongos durante 7 dias en incubadora en agua con movimiento a
25°C y 100 revoluciones por minutos y la bacteria por 2 dias a la misma temperatura y

movimiento.

Los cultivos se mezclaron y se utilizd una centrifuga (Thermo Fisher Scientific) a 3000 g
por 10 minutos para concentrar los microrganismos; estos se re suspendieron en agua
destilada estéril hasta obtener la concentracion deseada de 102 para Fol y para Fo47, y
108 para PF-5 se lleg6 a la concentracion de 108 CFU/ml, respectivamente.
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Se tomdé una muestra de cada microrganismo y se inocularon cajas de Petri para

corroborar las concentraciones.

Se decidié utilizar las formulaciones A y B debido a la sobrevivencia de ambos

microrganismos antagonista.
Los tratamientos fueron los siguientes:

1. Control absoluto

2. Control positivo (Fol)

3. Control Biologico Comercial (Serenade Soil 4 quarts/Acre) / Fol
4. Control quimico (Actigard .5 oz/Acre) / Fol
5. Fo47 + Pf-5 (cultivo puro)
6. Fo47 + Pf-5/ Fol

7. Formulacién A/ Fol

8. Formulacion B/ Fol

9. Formulacion A 3X/ Fol

1

0.Formulacién B 3X / Fol

Se utilizaron 5 macetas (repeticiones) por tratamiento, el experimento se organizd por
bloques completamente al azar utilizando el programa estadistico ARM asignando

distintos colores por tratamiento.

Cuando las plantas de tomate tenian alrededor de 3-4 hojas verdaderas se prepararon
los tratamientos, aplicando soélo los benéficos, agregando 200 mililitros de cada
tratamiento a cada maceta; se decidio utilizar este volumen de agua, ya que se realizo
una prueba anteriormente para obtener el punto de saturacion del sustrato y el resultado

fue tal cantidad para el tamafio de planta y maceta (Figura 29).
Los tratamientos se mezclaron de la siguiente manera:

. 1L de agua (200 ml x 5 macetas)
. Fol 1021 Litro por tratamiento

1
2
3. 10 ml de Serenade Soil en 1 L de agua
4. 0.38 g de Actigard en 1 L de agua

5

. 1:1 vol/vol de Fo47 (108) y Pf-5 (108) 500 ml de cada uno = 1 Litro
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1:1 vol/vol de Fo47 (10°) y Pf-5 (108) 500 ml de cada uno = 1 Litro
10 gramos de Formulacion A en 1 L de Agua
10 gramos de Formulacion B en 1 L de Agua
30 gramos de Formulaciéon A en 1 L de Agua

6.
7.
8.
9.
1

0.30 gramos de Formulacion B en 1 L de Agua

10 dias después de la
aplicacién de los
tratamientos benéficos, se
aplicaron 200 ml de una
suspension del patogeno
Fol previamente preparada
en Caldo de Dextrosa de

Papa a una concentracion

de 10% para cada maceta
(Figura 30).
Figura 29. Plantas de Tomate el dia 0 de la aplicacion de los

tratamientos Fol fue inoculado en el

sustrato de las macetas a una concentracion de 103 segun reportd Alabouvette, et al.,
200, en la investigacién que realizo inoculando el patégeno en plantas de tomate (Figura
31).

La duracién total del estudio fue de 6 semanas en total repitiendo la aplicacién de los

benéficos en la 42 semana.

Figura 30. Tratamientos del 1-10 excepto 2 (Fol), el cual fue aplicado 10 dias después
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Figura 31. Aplicacion de los tratamientos en el sustrato.

Cada semana se evaluaron las siguientes variables (Figura 32):

e Altura de la planta (cm)

e Grosor de tallo (mm)

e Numero de brotes laterales
e Numero de flores

e Numero de frutos

e Incidencia (%)

e Severidad
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Figura 32. Evaluacion semanal de los valores de crecimiento de las plantas

El porcentaje de incidencia de 0-100 se midié de acuerdo a la escala mencionada por
Srinivasa et al., 2009, en donde 0- sin infeccidn; <25 sintomas iniciales de clorosis de
las hojas y marchitamiento inicial con una o dos hojas amarillas; >25- <50 clorosis severa
del follaje y marchitamiento inicial durante las horas mas calientes del dia; >50-<75
Marchitamiento severo, sintomas incipientes de clorosis en las hojas e inhibicion del
crecimeinto; <75- <100 hojas completamente amarillas, marchitamiento de la planta

seguido por la muerte.
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El nivel de severidad de la enfermedad se evalud utilizando la escala de severidad que

siguio Validov, et al., 2011, en donde plantas sanas se les dio un valor de 0, las plantas

Figura 33. Estadios de las plantas al paso del tiempo.

con lesiones pequefias ( <2 mm ) se les dio un valor de 1, las plantas con

lesiones desarrollados recibieron un valor de 2 , y las plantas con lesiones grandes (pie
podrido, inmensa podredumbre de la raiz ) un valor de 3. El valor de plantas muertas fue
de 4 (Figura 33).

A su vez también se realizaron evaluaciones poscosecha (Figura 34), considerando las

siguientes variables:

e Peso fresco y seco de la planta completa
e Peso fresco y seco de los frutos

e Peso fresco y seco de las raices

e Contenido de agua

e Biomasa

Una vez terminado el estudio en la 6ta semana, se procedio a pesar la parte aérea de
cada planta al igual que los frutos y las raices fueron remojadas en cubetas de agua para
poder extraer el sustrato, ya que, por el tamafo de la planta y la maceta, el sistema

radicular se encontraba muy compactado.

Ya que se obtuvo el peso fresco se guardd cada muestra en bolsas de papel y se secaron
a 85°C durante 48 horas.

Posteriormente se pesaron las muestras deshidratas y se obtuvo el contenido de agua

con la siguiente ecuacion:
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Peso fresco (g) — Peso seco (g) = Contenido de agua

El ensayo en invernadero se replico en la primavera del 2016, utilizando los siguientes

- : ?’ : [ ;‘. ’2:.

Figura 34. Peso fresco de los frutos
tratamientos:

1) Control absoluto

2) Control positivo (Fol)

3) Control Biolégico Comercial (Serenade Soil 4 quarts/Acre) / Fol
4) Control quimico (Actigard .5 oz/Acre) / Fol

5) Fo47 / Fol

6) Pf-5/Fol

7) Fo47 + Pf-5 (cultivo puro)

8) Fo47 + Pf-5/ Fol

9) Formulacién B/ Fol

10)Formulacién B 3X/ Fol

El procedimiento y las variables fueron exactamente las mismas del primer ensayo.

Aislamiento del Patégeno Fol del sustrato de las macetas

Por ultimo, se tomaron muestras de 10 gramos del sustrato de cada tratamiento en donde
estuvieron presentes las plantas de tomate.

Las muestras fueron llevadas al laboratorio de Gowan y se mezclaron con 90 mililitros

de agua destilada estéril en una bolsa de plastico “stomacher” (Figura 36), para asi
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obtener una dilucion de 1:10; las muestras fueron homogenizadas por 1 minutos en un

Stomacher® 80 Biomaster a 135 revoluciones por minuto.

Se prepararon previamente cajas de Petri conteniendo medio Komada, el cual es

selectivo para el patégeno Fusarium oxysporum (Komada, 1976).

Una vez homogenizadas las muestras, se tomaron 100 microlitros para inocular cajas de
Petri conteniendo el medio Komada por triplicado. Las muestras se incubaron a 25°C por
5 dias.

Figura 36. Bascula conteniendo 10 g de sustrato obtenido de una de las macetas de
las platas de Tomate que seran mezclado en 90 ml de DI H20 en una bolsa
"stomacher".

6.7.
Analisis Estadisticos

Se utilizé el programa estadistico ARM (Agricultural Research Manager) para analizar
los resultados, con una comparacién de medias simple utilizando la prueba de Duncan

de rango multiple, con una confianza del 95% (a=0,05)

Se decidio utilizar esta prueba debido a que los tamafios de las muestras presentadas
en esta investigacién eran bastante similares y los tratamientos presentan una relacién
ordinal.
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Es conveniente aplicarla cuando los tamafos de las muestras son iguales y los
tratamientos presentan una relacion ordinal, es decir, pueden ordenarse de manera
ascendente o descendente en una escala no numérica, a diferencia de los tratamientos
que responden a variables continuas en las que procede un analisis de regresion.
Navarro (2006) y Montgomery (2003) presentan las formulas de calculo y

particularidades de esta prueba.

Las diferencias observadas entre las medias son probadas, comenzando con la mayor

versus la menor y luego entonces comparadas.

A seguir, una nueva diferencia entre las medias es calculada, comenzando con la
proxima mayor versus la proxima menor, y entonces comparada con. El proceso continuo
hasta el final. Si una diferencia observada fuera mayor que la correspondiente amplitud
de minima significancia, se concluye que el par de medias en cuestion es

estadisticamente diferente.

Para evitar contradiccion, ninguna diferencia entre un par de medias sera considerada
significante, si esas dos medias envueltas estuvieran entre dos medias que no difieran

significativamente.

La prueba de Duncan es muy efectiva en detectar diferencias entre medias, cuando
diferencias reales existen. Esa es la razén por la cual la prueba utilizada en esta

investigacion es bastante popular para ensayos en agricultura.
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7. RESULTADOS
7.1. Resultados de Evaluaciones in-vitro

Los agentes antagonistas redujeron significativamente el crecimiento del patégeno a los
cuatro y a los siete dias después del establecimiento de los experimentos en cultivo dual
(t=2.1475, p=0.0389), en cultivo dual integrado (t=1.5737, p=0.1248), y en la exposicion
individual de Fol a Fo47 (t=1.1477, p=0.2590) y a Pf-5 (t=2.8934, p=0.0066). La
exposicidn a compuestos organicos volatiles de los antagonistas combinados también
redujo significativamente el crecimiento de Fol (t=2.4399, p=0.0200). En el caso del
cultivo dual los patégenos redujeron el crecimiento cuando se aplicaron solos (Figura 37
y 38) y en mezcla. Comparando el efecto de cada antagonista por separado, se
determind que el Pf-5, presenta mayor reduccion del crecimiento del patégeno que el
Fo47 (Figura 39) (t = 17.1408, p=0.0001). La aplicaciéon de los antagonistas en mezcla
detuvo totalmente el crecimiento de Fol a los cuatro dias, aunque a los 7 dias este

presentaba crecimiento equivalente a un 21.7% (Cuadro 1) comparado con el control.

Los compuestos volatiles que emiten tanto Fol, como Pf-5, afectan el crecimiento del

patogeno (Figura 40).

Figura 37. Cultivo dual de Fol Figura 38. Cultivo dual de Fol
con Fo47 con Pf-5
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Cultivo Dual Cultivo Dual Fol
Fol/Pf-5 Fol/Fo47

Figura 39. Cajas de Petri conteniendo ensayos in-vitro por cultivo dual de los microrganismos benéficos
en presencia del patégeno Fol.

Figura 40. Cajas de Petri conteniendo los ensayos in-vitro por compuestos volatiles de los microrganismos
benéficos en presencia del patdgeno Fol.
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7.2 Resultados de los estudios de las concentraciones de Fo47 y Pf-5

La utilizacion de concentraciones crecientes de Fo47 y Pf5, no mostraron un posible
efecto antagonico entre ellos (Figura 41). Asi mismo, se encontré que el crecimiento de
ambos en presencia uno del otro, se mantiene estable a través de un amplio rango de
concentraciones. Sin embargo, se obtuvo la mayor sobrevivencia de ambos, cuando

Fo47 estaba a una concentraciéon de 106y Pf-5 a 108

La inhibicion del crecimiento del patégeno, el cual fue sembrado en el centro de cada
caja de Petri, no se vio afectada por ninguna de las concentraciones, comportandose

muy similar en cada unidad.

Se decidid usar concentraciones de 10° para Fo47 y Pf-5 a 108 ya que existen
antecedentes de publicaciones cientificas en las cuales se realizaron investigaciones con
Fod47 y Pf-5 por separado y dichas concentraciones fueron las utilizadas en dichos

trabajos.
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Figura 41. Crecimiento de Fo47 y Pf-5 en diversas combinaciones de concentraciones de inoculo: 1.Pf-5 (10'0) + Fo47
(108), 2.Pf-5 (10"0) + Fo47 (10°), 3. Pf-5 (10"°) + Fo47 (10%), 4. Pf-5 (108) + Fo47 (108), 5. Pf-5 (108) + Fo47 (10°) 6. Pf-
5 (108) + Fo47 (10%), 7. Pf-5 (108) + Fo47 (108), 8. Pf-5 (108) + Fo47 (108), 9. Pf-5 (108) + Fo47 (10*). Se muestra una

imagen representativa de los resultados de cada tratamiento.
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7.3 Resultados de los estudios de las formulaciones

Las evaluaciones realizadas respecto a la sobrevivencia de los microrganismos
benéficos en formulaciones elaboradas con inertes liquidos (figura 43) y solidos (figura
44) previamente descritos, mostraron al inicio, una concentracién ideal de 108 para Fo47
y 108 para Pf-5, sin embargo, después de 4, 8, 15 y 30 dias las formulaciones
suspendidas en liquido presentaron una concentracion similar al dia 0 para Pf-5 y un
decline de 2 logaritmos para Fo47. En la formulacion suspendida en inertes solidos los
resultados fueron opuestos, a los 8 dias después de la elaboracion la bacteria Pf-5
disminuyo su concentracion hasta 0 unidades formadoras de colonias detectadas y Fo47

estuvo oscilando su concentracién entre 10°y 10* UFC/gramo. (Figura 42).

9 == Liquida Pf-5 == Liquida Fo47 Sélida Pf-5 =>¢=S0lida Fo47
8
B & C $ . g
7
6
X =[]
)
w5
=)
o
w 4
S
3
2
1
0

0 4 8 15 30
Dias despues de la Inoculacion

Figura 42. Sobrevivencia de los microrganismos antagonistas a los 0, 4, 8 15 y 30 dias después de la
inoculacién en formulaciones sélida y liquida.
Los resultados mostraron mayor sobrevivencia de UFC en medio liquido, ya que este
fue almacenado a una temperatura de 4°C, al final se optd por continuar con los
siguientes ensayos utilizando solo inertes contenidos en la formulacion liquida para

suspender los microrganismos estudiados.
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Figura 43. Formulacion liquida de Fo47 y Pf5, en diluciones 10°, 101, 103, 105,
107, después de 4 dias de la inoculacion.

Figura 44. Formulacion sélida de Fo47 y Pf5, en diluciones 10°, 101, 103, 10-5,
107, después de 4 dias de la inoculacion.
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7.4 Resultados de evaluaciones en semilla

El ensayo in-vivo mostro, que la inoculacion de las semillas con los biocontroles, tienden

a reducir los porcentajes de semillas infectadas, e incrementan el porcentaje de

germinacion. Respecto porcentaje de semillas infectadas, los tratamientos con los

biocontroles de Pf-5y la mezcla de Fo47 + Pf-5 presentaron los niveles de infeccion mas

bajas en semillas (40%); le siguieron Fo47 y el producto comercial Serenade Soil™ con

un 50%, todas comparadas con el control positivo Fol, el cual obtuvo un 100% de semillas

infectadas (Figura 45).

El porcentaje de semillas germinadas fue del 100% para el tratamiento de la combinacién

de Fo47 + Pf-5; para los demas tratamientos, hubo una germinacion de 80-90%. (Figura

45, Cuadro 2)

[
o

Numero de Semillas
O R, N W » U1 O N 0 O

Control
(Cloro)

Fol

m Semillas infectadas

H Semillas germinadas

Fol + Fo47  Fol + Pf-5

Fol + (Fo47 +
Pf-5)

Fol +
Serenade soil

Solo Semillas

Figura 45. Infeccion y germinacién de semillas de tomate Solanum lycopersicon, bajo combinaciones de tratamientos
de infeccion con Fusarium oxysporum f. sp.lycopersici, y los biocontroles Fo47 y Pf5.
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Cuadro 2. Efecto de combinaciones de Fo47 y Pf-5 en el porcentaje de semillas de tomate infectadas y germinadas,
en comparacion con el Control Positivo (Fol) a 6 dias después de la inoculacion.

Tratamiento Semillas Semillas
infectadas germinadas
(%) (%)
Fol 100 90+1.5
Control (Cloro) 0 90 £ 0.96
Fol + Fo47 50+ 0.5 90 +1.15
Fol + Pf-5 40 £1.29 80 £ 1.41
Fol + (Fo47+Pf-5) 40 £ 0.58 100 £ 0.58
Fol + Serenade soil 50 £+ 1.41 80+1.5
Solo Semillas 0 90+ 0.5

Figura 46. Respuesta de semillas de tomate (Solanum lycopersicum) sometidas a infeccion con Fol y
combinaciones de Fo47 y Pf-5 después de 6 dias de inoculacion.
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7.5 Resultados en Plantulas por el Método de Inmersion de Raiz

Incidencia

Los signos de la enfermedad se manifestaron en la segunda evaluacion, que se realizo

a los 23 dias después de la inoculacién de todos los tratamientos.

La tercera evaluacion, realizada 43 dias después de la inoculacion, se presentd una

diferenciacion muy notoria de la respuesta a los tratamientos de cada planta; los

tratamientos que mostraron diferencia en comparacién al control positivo (Fol) fueron el

control biolégico (Serenade Soil™), y la formulacion B, los cuales presentaron una

reduccion de la infeccion del 34.1 y 19.8% respectivamente, cuando se compara al

tratamiento del control positivo (Fol) unicamente (Figura 47 y Cuadro 3).
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=== Control Absoluto
=== Control Biologico (Serenade)
Formulacion B / Fol

== Control Positivo
==@==F047 + Pf-5/Fol

23

Dias después de inoculacion

43

Figure 47. Porcentaje de Incidencia de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en plantulas de tomate. Cada punto
representa la media (+ ES) de 6 repeticiones.
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Cuadro 3. Comparacion de medias para la variable porcentaje de incidencia de infeccion por Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici en plantulas de tomate. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren
significativamente (P=.05, Duncan's New MRT).

Dias
Tratamientos 0 23 43
Control Absoluto 0 a 0 b 12.3 a
Control Positivo Fol 0 a 9 a 72.5 a
Control Biologico (Serenade) 0 a 0.3 b 247 a
Fo47 +Pf-5/Fol 0 a 3.7 ab 51.2 a
Formulacion B / Fol 0 a 3.7 ab 58.6 a
LSD P=.05 (% mean diff) i 5.68 - 8.09 (145%|48.37 - 50.84 (751
Standard Deviation 0(0.60t 25.441
CVv 0(120.71t 62.26t
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Severidad

Para la escala de severidad de la enfermedad los resultados siguieron con la misma
tendencia que la variable de incidencia; los tratamientos que presentaron un menor nivel
de severidad de la enfermedad fueron el control biolégico (Serenade Soil™), Pf-5 sin el
patogeno y la formulacion B. Estadisticamente solo Pf5 obtuvo una diferencia

significativa en comparacion al control positivo. (Figura 48 y Cuadro 4).

=¢==Control Absoluto == Control Positivo
=== Control Biologico (Serenade) ==@==F047 + Pf-5/Fol
Formulacion B / Fol

w »
ul ~ O
1

Escala de Severidad
= N
= (0] N (0] w

0 23 43

Dias después de inoculacién

Figura 48. Evaluacién de Severidad (0-4) de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en plantulas de tomate.
Cada punto representa la media (+ ES) de 6 repeticiones.

Cuadro 4. Comparacion de medias para la variable Severidad de Infeccion por Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici en plantulas de Tomate. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren
significativamente (P=.05, Duncan's New MRT).

Dias
Tratamientos 0 23 43
Control Absoluto 0 a 0 a 0.6 b
Control Positivo Fol 0 a 1.1 a 3.8 a
Control Biologico (Serenade) 0 a 0.1 a 1.8 ab
Fo47 +Pf-5/Fol 0 a 0.8 a 2 ab
Formulacion B / Fol 0 a 0.8 a 2.2 a
LSD P=.05 (% mean diff) . 1.01-1.02 (155%1.37 - 2.01 (45%)
Standard Deviation 0(0.23t 2.98t
Ccv 01128.98t 37.19t
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Altura

Para la variable de altura en plantulas de tomate, existieron diferencias significativas con

el control positivo, ya que las plantas tratadas con los biocontroles, incluyendo al control

biolégico comercial Serenade Soil™ mostraron una menor altura de planta. (Figura 49 y

Cuadro 5).
30 =4— Control Absoluto == Control Positivo
== Control Biologico (Serenade) =@==F047 + Pf-5/Fol
s | Formulacion B / Fol

N
o

Altura (cm)
[EnY
(0]

10

50

23

Dias después de inoculacion

43

Figura 49. Altura de plantulas de tomate infectadas con Fol, y tratadas con combinaciones de
microrganismos benéficos. El experimento se llevé a cabo en invernadero, y cada punto (+-ES), representa

la media de 6 repeticiones.

Cuadro 5. Comparaciéon de medias para la variable altura de plantulas de tomate expuestas a distintos
tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente (P=.05,

Duncan's New MRT).

Dias
Tratamientos 23 43
Control Absoluto 4.98 a 14.16 a 231 a
Control Positivo Fol 4.73 a 12.97 a 19.63 ab
Control Biologico (Serenade)| 5.25 a 11.88 a 15.92 b
Fo47 +Pf-5/Fol 4.85 a 11.35 a 16.13 b
Formulacion B / Fol 4.45 a 12.02 a 16.8 b
LSD P=.05 (% mean diff) 1.450 (30%) 2.161 (20%) 3.772 (26%)
Standard Deviation 1.204 1.766 3.046
Cv 24 .81 16.28 20.86
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Numero de Brotes Laterales

El numero de brotes laterales presentd diferencias significativas de los tratamientos

conteniendo a los biocontroles en comparacién con el control positivo (Fol),
especialmente para los que contenian a ambos microrganismos benéficos Fo47 y Pf-5y
la formulacion B, dichos tratamientos presentaron en promedio un 92.7 y 67.3% mayor

produccion de brotes laterales que el control positivo (Figura 50 y Cuadro 6).

14

=@==Control Absoluto == Control Positivo

12

==f=Control Biologico (Serenade) ==@==F047 + Pf-5/Fol

Formulacion B / Fol

Numero de Brotes Laterales

0 23 43

Dias después de inoculacion

Figura 50. Numero de brotes laterales de plantulas de tomate infectadas con Fol, y tratadas con combinaciones de
microrganismos benéficos. El experimento se llevd a cabo en invernadero, y cada punto (+-ES), representa la media
de 6 repeticiones.

Cuadro 6. Comparacion de medias para la variable Numero de brotes laterales de plantulas de Tomate expuestas a
distintos tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente (P=.05,
Duncan's New MRT).

Dias
Tratamientos 23 43
Control Absoluto 2.1 b 4.4 ab 8.7 a
Control Positivo Fol 2.1 b 3.5 b 5.5 b
Control Biologico (Serenade)| 2.2 b 4.1 ab 7.8 a
Fo47 +Pf-5/Fol 2.6 ab 5.6 a 10.6 a
Formulacion B / Fol 3.3 a 55 a 9.2 a
LSD P=.05 (% mean diff) 0.76 - 0.81 (13%)|1.17 - 1.38 (16%)|1.74 - 2.45 (14%)
Standard Deviation 0.18t 0.08t 0.08t
Ccv 10.64t 12.9t 10.77t

68



Grosor de Tallo, Flores, Frutos

Las variables de grosor de tallo, numero de flores y frutos de plantulas no presentaron
diferencias significativas en ninguna de las evaluaciones entre los tratamientos aplicados
(Cuadros 7,8y 9).

Cuadro 7. Comparacién de medias para la variable Grosor de tallo de plantulas de Tomate expuestas a distintos
tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente (P=.05, Duncan's New
MRT).

Dias
Tratamientos 0 23 43
Control Absoluto 0.873 a 1.636 a 2.0695 a
Control Positivo Fol 0.817 a 1.267 a 1.8255 a
Control Biologico (Serenade)| 0.802 a 1.695 a 1.9995 a
Fo47 +Pf-5/Fol 0.812 a 1.38 a 1.6642 a
Formulacion B / Fol 0.84 a 1.63 a 2.055 a
LSD P=.05 (% mean diff) 0.1916 (24%) 0.3281 (25%) 0.29234 - 0.3035(
Standard Deviation 0.1591 0.2681]0.03651t
CV 19.2 20.3]9.76t

Cuadro 8. Comparacién de medias para la variable Numero de Flores de plantulas de Tomate expuestas a distintos
tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente (P=.05, Duncan's New
MRT).

Dias
Tratamientos 0 23 43
Control Absoluto 0 a 0 a 0 a
Control Positivo Fol 0 a 0 a 04 a
Control Biologico (Serenade) 0 a 0 a 0 a
Fo47 +Pf-5/Fol 0 a 0 a 0.4 a
Formulacion B / Fol 0 a 0 a 0 a
LSD P=.05 (% mean diff) . . 0.34 - 0.45 (297%
Standard Deviation 0.00t 0.00t 0.10t
Ccv 0.0t 0.0t 239.91t
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Cuadro 9. Comparacion de medias para la variable Numero de Frutos de plantulas de Tomate expuestas a distintos
tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente (P=.05, Duncan's New
MRT).

Dias
Tratamientos 0 23 43
Control Absoluto 0 a 0 a 0 a
Control Positivo Fol 0 a 0 a 0.3 a
Control Biologico (Serenade) 0 a 0 a 0 a
Fo47 +Pf-5/Fol 0 a 0 a 0.6 a
Formulacion B / Fol 0 a 0 a 0 a
LSD P=.05 (% mean diff) . . 0.65-0.94 (560%)
Standard Deviation 0.00t 0.00t 0.19t
CV 0.0t 0.0t 452.07t
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7.6 Resultados In-vivo en Invernadero

Resultados Primer ensayo en Invernadero

Incidencia

El porcentaje de incidencia no mostré diferencia en las primeras 4 evaluaciones después
de la inoculacién que causé la enfermedad en las plantas; sin embargo, para la quinta
evaluacion, las diferencias entre los controles, absoluto y positivo, eran bastante notorias.
Para la ultima evaluacion, se manifestaron diferencias significativas para los tratamientos
que contenian los biocontroles Fo47 y Pf-5, incluyendo el tratamiento de cultivo puro,
como en producto formulado (Formulacién B), el cual presentd un nivel de incidencia

45.7 y 47% menor que el control positivo (Fol) respectivamente (Figura 51, Cuadro 10).

35
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Semanas después de inoculacién

Figura 51. Porcentaje de Incidencia de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en plantas de tomate. Cada
punto representa la media (£ SE) de 5 repeticiones.
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Cuadro 10. Comparacion de medias para la variable Porcentaje de Incidencia de Infeccion por Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici en plantas de Tomate. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren
significativamente (P=.05, Duncan's New MRT).

Semanas
Tratamientos 0 1 2 3 4 5
Control Absoluto 0 a 0 a 0 a 1.9 a 35 b 6.6 c
Control Positivo Fol 0 a 0 a 2.8 a 7.9 a 20 a 27.6 a
Control Biologico (Serenade) /H 0 a 0 a 24 a 8.3 a 15.2 a 18.9 ab
Fo47 +Pf-5/Fol 0 a 0 a 0.4 a 5.7 a 10.1 ab 15 bc
Formulacion B / Fol 0 a 0 a 0.8 a 2 a 8.2 ab 14.6 bc
LSD P=.05 (% mean diff) 2.90-4.74 (210%) |6.77 - 7.58 (76%) |8.05-11.15 (44%) |8.14 - 11.62 (31%)
Standard Deviation 0 0]0.48t 0.42t 1.11t 0.94t
CcVv 0 0[158.51t 57.64t 33.20t 23.28t

Severidad

La variable de severidad de la enfermedad mostrd

datos muy homogéneos hasta la

cuarta evaluacién, cuando el tratamiento de la Formulacion B presentaba una diferencia
significativa a todos los demas tratamientos, excepto al control absoluto, el cual no fue
inoculado con Fol. Para la siguiente semana hasta el final del ensayo no existi6 diferencia
significativa con el control absoluto, pero la formulacion B continudé presentando los
niveles de severidad mas bajo comparado con los demas tratamientos inoculados con el

patogeno (Figura 52, Cuadro 11)

3.5 === Control Absoluto == Control Positivo Fol
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Semanas después de inoculacion

Figura 52. Evaluacion de Severidad (0-4) de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en plantas de tomate. Cada punto
representa la media (+ ES) de 5 repeticiones.
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Cuadro 11. Comparacion de medias para la variable Severidad de Infeccion por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
en plantas de Tomate. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente (P=.05,
Duncan's New MRT).

Semanas

Tratamientos 1 2 3 4 5 6
Control Absoluto 0 a 0 a 0 a 0.4 b 0.5 b 1 b
Control Positivo Fol 0 a 0 a 0.8 a 14 ab 26 a 28 a
Control Biologico (Serenade) /Fol 0 a 0 a 0.3 a 1.9 a 24 a 26 a
Fo47 +Pf-5/ Fol 0 a 0 a 0 a 1.3 ab 1.9 a 2.8 a
Formulacion B / Fol 0 a 0 a 0.1 a 0.4 b 1.6 a 2 a
LSD P=.05 (% mean diff) . . 0.75-0.80 (186%) |0.98 - 1.22 (57%) [0.58-0.99 (33%) [0.97 (44%)
Standard Deviation 0 0]3.12t 243t 0.1t 0.73
CcV 0 0]140.7t 43.3t 2511t 32.81

Altura

La altura de las plantas, mostré diferencias entre los tratamientos, sin embargo, no fueron
estadisticamente significativas en la mayoria de las evaluaciones realizadas, excepto en
la penultima semana, cuando se detectaron diferencias significativas en comparacion

con control positivo.

En la ultima evaluacion de las plantas, se observo que los tratamientos que contenian a
los biocontroles fueron en promedio 9% mas altos que el control absoluto, siendo el
tratamiento que contenia a los biocontroles Fo47, Pf-5 y el patégeno Fol el que mostro

la maxima altura de planta. (Figura 53, 54 y 55, Cuadro 12).
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Figura 53. Altura de plantas de tomate infectadas con Fol, y tratadas con combinaciones de microrganismos benéficos.
El experimento se llevo a cabo en invernadero, y cada punto (+-ES), representa la media de 5 repeticiones.

Cuadro 12. Analisis de varianza para la variable Altura de plantas de Tomate expuestas a distintos tratamientos. Las medias
seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente (P=.05, Duncan's New MRT).

Semanas
Tratamientos 1 2 3 4 5 6
Control Absoluto | 25.3 a 37.6 a 47.66 a 58.6 a 65.59 ab 76.8 a
Control Positivo F| 22.7 a 33 a 42.7 a 52.3 a 61.29 b 68.6 a
Control Biologico| 23.8 a 36.2 a 47.63 a 56.7 a 66.54 ab 76.5 a
Fo47 +Pf-5/Fol 28.8 a 39.8 a 52.7 a 60.2 a 71.89 a 86.1 a
Formulacion B/Fq 29 a 39.2 a 51.49 a 62.3 a 71.99 a 82.1 a
LSD P=.05 (% mean [9.363 (36%) 10.17 (28%) 9.679-9.709 (10%)|8.02 - 8.15 (7%) |7.355-7.535 (6%)[11.62 - 12.05 (8%)
Standard Deviation 6.983 7.59(0.521t 0.40t 0.339t 0.50t
CcV 26.94 20.41]7 .46t 5.19t 412t 5.66t
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Figura 54. Plantas de Tomate sometidas a distintos tratamientos. T1. Control absoluto, T2. Control positivo (Fol), T3.
Control Biologico (Serenade Soil™, T4. Fo47+Pf-5 / Fol, T5. Formulacion B.

Frutos Figura 55. Plantas de tomate infectadas con el patégeno Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (izquierda) tratada con la formulacion
B a base de Fo47 y Pf-5, (derecha) tratada con el control quimico
comercial Actigard™
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El nimero de frutos se mantuvo muy homogéneo en todos los tratamientos durante las
evaluaciones, desde la inoculacion, hasta la quinta semana, a partir de la cual el
tratamiento de la formulacion B, fue estadisticamente diferente a todos los tratamientos,
incluyendo al control absoluto, ya que presentdé un 45.5% mas de frutos cuando se

compara con el control positivo (Fol) (Figura 56, Cuadro 13).
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Figura 56. Numero de frutos en plantas de tomate infectadas con Fol, y tratadas con combinaciones de
microrganismos benéficos. El experimento se llevé a cabo en invernadero, y cada punto (+SE), representa la media
de 5 repeticiones.

Cuadro 13. Andlisis de varianza para la variable Numero de frutos de plantas de Tomate infectadas con Fol, y tratadas
con combinaciones de microrganismos benéficos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren
significativamente (P=.05, Duncan's New MRT).

Tratamientos Semanas

1 2 3 4 5 6
Control absoluto 0 a 0.4 0.2 a 1.1 a 3 a 12.1 ab
Control positivo 0 a 0 a 0 a 0.1 a 1.3 a 7.6 b
Control biolégico 0 a 0 a 0.1 a 0.5 a 3.1 a 8.8 b
Fod7 + Pf5/ Fol 0 a 04 a 0.2 a 0.6 a 2.7 a 10.9 b
Formulacién B 0 a 0.2 a 0.1 a 1.3 a 3.9 a 17.6 a
LSD P=.05 (% mean {. 0.59 (393%) 1.45 - 99999.24 (320%)[1.36 - 1.67 (175%)(2.89 - 3.34 (70%)|4.24 - 6.18 (17%)
Standard Deviation 0 0.43]4.09t 0.29t 0.29t 0.13t
cVv 0 285.45(237.64t 130.77t 51.93t 121t
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Grosor de Tallo, NUumero de brotes laterales y Flores

Para estas variables no hubo diferencia significativa en ninguna de las evaluaciones
realizadas, pero cabe mencionar que en grosor de tallo los tratamientos que contenian

los biocontroles Fo47 y Pf-5 mostraron los valores mas altos.

El tratamiento a base de Fo47, Pf-5 y Fol consiguio alcanzar un 15% mas brotes laterales
que el control absoluto y un numero de flores 87% mayor al control absoluto; por su parte
la formulacion B presentd un 58% mas numero de flores, en comparacién con el control
absoluto (Cuadros 14, 15y 16).

Cuadro 14. Comparacion de medias para la variable de grosor de tallo de plantas de Tomate infectadas con Fol, y

tratadas con combinaciones de microrganismos benéficos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no
difieren significativamente (P=.05, Duncan's New MRT)

Semanas
Tratamientos 1 2 3 4 5 6
Control Absoluto 2.5 a 2.736 a 2.911 a 2.843 a 2.584 a 3.05 a
Control Positivo Fol| 2.3 a 2.812 a 2.917 a 3.028 a 2.62 a 3.029 a
Control Biologico (S| 2.12 a 2.608 a 2.793 a 2.964 a 2.631 a 2.891 a
Fo47 +Pf-5/Fol 2.62 a 2.569 a 3.14 a 3.285 a 2.794 a 3.188 a
Formulacion B/Fol| 2.48 a 2.544 a 2.712 a 3.472 a 2.75 a 3.05 a
LSD P=.05 (% mean dif 0.671 (28%) 0.25313 (10%) [0.4128 -0.4137 (10.5264 - 0.5335 (§0.4046 - 0.4175 (10.3720 - 0.3760 (4
Standard Deviation 0.5 0.1888]0.0833t 0.1034t 0.0859t 0.0741t
CcV 20.82 7.11(4.52t 5.44t 4.82t 3.94t

Cuadro 15. Andlisis de varianza para la variable de numero de brotes laterales de plantas de Tomate infectadas con
Fol, y tratadas con combinaciones de microrganismos benéficos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo
no difieren significativamente (P=.05, Duncan's New MRT)

Semanas
Tratamientos 1 2 3 4 5 6
Control Absoluto 8.2 a 14.6 a 24.8 a 25.7 a 27.7 a 38.1 a
Control Positivo Fol 7 a 14.2 a 21.9 a 22.3 a 27.8 a 35.7 a
Control Biologico (S| 7.4 a 15.4 a 23.2 a 24.2 a 30.1 a 42.6 a
Fo47 +Pf-5/Fol 9.4 a 16 a 26.1 a 26.8 a 31.9 a 43.8 a
Formulacion B / Fol 10 a 15.2 a 25.3 a 27.9 a 324 a 37.9 a
LSD P=.05 (% mean dif 3.00 (36%) 3.50 (24%) 4.59 -4.63 (10%)|4.59 - 4.68 (9%) |5.28 -5.33 (9%) [6.73 - 6.84 (9%)
Standard Deviation 2.24 2.61]0.35t 0.34t 0.36t 0.40t
CcV 26.62 17.31]6.98t 6.73t 6.5t 6.31t
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Cuadro 16. Comparacion de medias para la variable de numero de flores de plantas de Tomate infectadas con Fol, y
tratadas con combinaciones de microrganismos benéficos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no
difieren significativamente (P=.05, Duncan's New MRT)

Semanas
Tratamientos 1 3 4 5 6
Control absoluto 2.6 a 4.2 a 6.3 a 9.8 a 10.6 a 12.2 a
Control positivo Fol 0 a 2.4 a 3.2 a 6.3 a 11.3 a 16.9 a
Control biologico (S¢ 1.8 a 3 a 3.4 a 6.2 a 11.4 a 21.9 a
Fo47 + Pf5/Fol 2.2 a 3 a 6.1 a 9.4 a 12.2 a 22.8 a
Formulacién B / Fol 3 a 4.8 a 4.7 a 7.8 a 17.3 a 19.3 a
LSD P=.05 (% mean dif{2.73 (142%) 3.78 (109%) 4.79-6.09 (60%)[3.00 - 3.17 (17%)|7.01 - 7.18 (19%)[11.90 - 13.09 (249
Standard Deviation 2.03 2.82|5.55t 0.11t 0.16t 0.22t
CcV 105.91 81.07|44.43t 12.02t 13.89t 17.43t
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Analisis de Resultados en Peso Seco
Planta

El peso total de planta fue afectado por los tratamientos, obteniéndose reduccion en la
materia seca total en todos los tratamientos respecto al testigo, siendo este el tratamiento
que mostro los valores mas altos (Cuadro 17). Los tratamientos que mostraron mayor
acumulacién de materia seca fueron los que incluyeron los biocontroles en presencia del
patdgeno, aunque mostrando una disminucién de 15.3% con respecto al control absoluto
y la menor acumulacion correspondié al control quimico con una reduccién del 75.8% en
acumulacion de biomasa. La formulacion B produjo 10% mas materia seca que el testigo

comercial (Serenade Soil™) (Figura 57).

™ Raiz M Frutos M Parte aerea
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Control Control Control Control  Fo47 + Pf-5 Fo47 +Pf-5 / Formulacion Formulacion Formulacion Formulation
Absoluto  Positivo Fol  Biologico Quimico Fol A/ Fol B/ Fol A3X/Fol B3X/Fol
(Serenade) (Actigard)
/Fol /Fol

Figura 57. Porcentaje de materia seca en parte aérea, frutos y raiz de plantas de tomate infectadas con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con microrganismos benéficos.
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Cuadro 17. Comparaciéon de medias para los pesos secos de la parte aérea, frutos y raices de plantas de Tomate
infectadas con Fol, y tratadas con combinaciones de microrganismos benéficos. Las medias seguidas por la misma

letra o simbolo no difieren significativamente (P=.05, Duncan's New MRT).

Tratamientos Peso Seco (g)

Parte aerea Frutos Raices
Control Absoluto 23.685 a 10.353 a 16.698 a
Control Positivo 26.045 a 2.649 a 11.44 a
Control Biologico (Serenade) | 27.388 a 8.251 a 10.515 a
Fo47 + Pf-5/ Fol 30.845 a 7.875 a 12.033 a
Formulacion B / Fol 25.788 a 11.859 a 13.678 a
LSD P=.05 (% mean diff) 8.0410 (30%) 11.2097 - 24.7991 (96%)|7.4555 (58%)
Standard Deviation 5.2192(0.6652t 4.8392
CcVv 19.51|71.67t 37.59
Frutos

En el primer set de experimentos en el invernadero, en las variables de peso seco para

frutos las plantas tratadas con el Control quimico Actigard mostraron pesos similares a

los del control positivo (Fol), mientras que las plantas tratadas con los microrganismo

benéficos (Fo47 y Pf-5-5), mostraron 19% menos frutos, con respecto a las plantas no

tratadas (Blanco). Fue notorio que las plantas tratadas con la formulacion B e infectadas

con el patégeno mostraron un incremento del 12.7% en su peso seco con respecto al

blanco. Cuando los biocontroles se aplicaron en cultivo puro, produjeron una biomasa de

fruto 21.5% menor, en comparacion con el control absoluto; mientras que cuando se

aplicaron con inertes en la formulacién B, se produjo una biomasa de frutos de 12.7%

mayor a la producida por el control absoluto (Cuadro 17).
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Raiz

Las plantas infectadas unicamente con Fol presentaron una reduccion del 31.5% de peso
seco de raiz, en comparacion al testigo absoluto, mientras que el tratamiento de control
quimico mostré una reduccion del 80%. Por lo contrario, el tratamiento de aplicacién de
los biocontroles solamente, presentd un incremento de 11.2% en el peso seco de la raiz,

con respecto al control absoluto.

La mejor respuesta de peso seco de raiz a los biocontroles en presencia del patdogeno
se dio con la formulacién B, la cual mostré una reduccién del 18.1% comparado con el
control absoluto y un 19.6% de incremento al compararlo con el control positivo que
contiene solo el patégeno. El testigo biolégico comercial Serenade Soil™ presentd una
reduccién del peso seco de raices con respecto al control absoluto (37%), y al control
positivo (8.1%). Por otra parte, la formulacién B fue superior al control biolégico

comercial, al producir 23.1% mayor masa radicular.

El incremento en la dosis de las formulaciones A y B, no influyé en significativamente en

el peso de las raices (Cuadro 17).

Relacion Raiz/Parte aérea

La relacion raiz/parte aérea de la planta seca muestra que la aplicacién de los
biocontroles induce una mayor proporcién de materia seca en la raiz, en relacién con la
parte aérea. En presencia del patégeno la proporcién disminuyé 16.6% en comparacion
al control absoluto, mientras que en los tratamientos de biocontroles incluyendo Fol, se
disminuyo 27.4%; nos obstante la formulacién B no siguio esta tendencia, reduciendo la

proporcion solamente en 13.6%, con respecto al control absoluto.

El control quimico (Actigard™) mostr6é una reduccion del 68.3% con respecto al control

absoluto.

81



Resultados Segundo Ensayo en Invernadero
Incidencia

El porcentaje de incidencia de infeccién en planta mostré diferencias significativas
respecto al control positivo (Fol) hasta la cuarta evaluacién, siempre con una tendencia
de la formulacion B a presentar resultados similares al control absoluto. Para la ultima
evaluacion, los tratamientos que incluian los biocontroles Fo47 y Pf-5 mostraron
diferencia significativa con el control absoluto y el control positivo; para el tratamiento con
Serenade Soil™ no se presentaron diferencias significativas con el control positivo
(Figura 58, Cuadro 18).
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Figura 58. Porcentaje de Incidencia de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en el segundo ensayo de plantas de
tomate. Cada punto representa la media (+ ES) de 5 repeticiones.
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Cuadro 18. Comparacion de medias para la variable Porcentaje de Incidencia de Infeccion por Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici en el segundo ensayo de plantas de Tomate. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no
difieren significativamente (P=.05, Duncan's New MRT).

Tratamientos Dias

0 5 10 15 20 25
Control absoluto 0 a 0 a 0 a 0 b 0.3 b 0.7 [
Control positivo (Fol) 0 a 0 a 0 a 3.2 a 7.3 a 12.3 a
Control Biologico Serenade 0 a 0 a 0 a 0.5 ab 2.6 a 6.6 ab
Fo47 + Pf-5/Fol 0 a 0 a 0 a 0.2 b 2.9 a 4.5 b
Formulacion B 0 a 0 a 0 a 0 b 2.2 ab 3.2 b
LSD P=.05 (% mean diff) . . 1.84 - 2.80 (188%)|2.01 - 5.00 (75%)|1.96 - 7.03 (46%)
Standard Deviation 0 0[0.00t 5.02t 0.30t 0.24t
CcVv 0 0[0.0t 139.85t 55.91t 33.82t

Severidad

La severidad de la infeccion, al igual que la incidencia empezd a mostrar signos

representativos de la enfermedad causada por el patégeno Fol a los 15 dias después de

la inoculacion, sin presentar diferencias significativas entre tratamientos; a los 20 y 25

dias; las diferencias significativas que se presentaron fueron solo con el control absoluto.

El resto de los tratamientos, incluyendo el control positivo mostraron una severidad

similar (Figura 59, Cuadro 19).
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Figura 59. Severidad de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici en el segundo ensayo de plantas de tomate. Cada
punto representa la media (+ ES) de 5 repeticiones.
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Cuadro 19. Andlisis de varianza para la variable de Severidad de Infeccién por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
en el segundo ensayo de plantas de Tomate. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren
significativamente (P=.05, Duncan's New MRT).

Tratamientos Dias

0 5 10 15 20 25
Control absoluto 0 a 0 a 0 a 0 a 0.1 b 0.4 b
Control positivo (Fol) 0 a 0 a 0 a 0.6 a 1 a 14 a
Control Biologico Serenade 0 a 0 a 0 a 0.2 a 0.7 a 1 a
Fo47 + Pf-5/Fol 0 a 0 a 0 a 0.2 a 1 a 1 a
Formulacion B 0 a 0 a 0 a 0 a 1 a 1 a
LSD P=.05 (% mean diff) . 0.62 - 0.69 (182%)[0.33 - 0.45 (46%)|0.52 (55%)
Standard Deviation 0 0]0.00t 2.81t 0.08t 0.38
CV 0 0]0.0t 136.08t 34.23t 39.62

Altura

La altura de planta presenté diferencias significativas solo en las evaluaciones de los
dias 10 y 15, en donde el tratamiento conformado por la formulacion B fue
significativamente mas alto que el resto de los tratamientos. Para la ultima evaluacion,
se pudo observar que los tratamientos a base de los biocontroles presentaron un 21.8 y
30.6% mayor altura respecto al testigo, siendo los tratamientos: Fo47 y Pf-5 con Fol y la

formulacién B, respectivamente (Figura 60, Cuadro 20).
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Figura 60. Altura de plantas de tomate infectadas con Fol, del segundo ensayo y tratadas con
combinaciones de microrganismos benéficos. El experimento se llevé a cabo en invernadero, y cada punto
(+-ES), representa la media de 5 repeticiones.
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Cuadro 20. Analisis de varianza para la variable Altura del segundo ensayo de plantas de Tomate expuestas a distintos
tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente (P=.05, Duncan's New

MRT).
Tratamientos Dias

0 5 10 15 20 25
Control absoluto 50.9 a 54.7 a 60.57 b 59.49 b 63.6 a 67.57 a
Control positivo (Fol) 56 a 64.4 a 65.41 b 68.43 ab 70.2 a 73.27 a
Control Biologico Serenade | 51.5 a 55.8 a 60.97 b 65.33 b 71.6 a 74.37 a
Fo47 + Pf-5/ Fol 63 a 68.3 a 73.69 ab 75.83 ab 78.5 a 82.28 a
Formulacion B 65.6 a 733 a 80.89 a 84.16 a 88.1 a 88.26 a
LSD P=.05 (% mean diff) 13.473 (24%) 19.251 (32%) 13.295 - 13.939 (10%)|15.197 - 16.178 (11%)|16.87 - 17.69 (12%)[16.100 - 16.556 (11%)
Standard Deviation 10.049 13.97(0.603t 0.690t 0.74t 0.689t
CV 17.51 22.98|7.28t 8.2t 8.56t 7.83t

Grosor de tallo, Numero de Brotes, Flores, Frutos

Para estas variables no se presentaron diferencias significativas en ninguna de las

evaluaciones realizadas (Cuadro 21, 22, 23 y 24)

Cuadro 21. Comparacién de medias para la variable grosor de tallo del segundo ensayo en plantas de Tomate
expuestas a distintos tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente

(P=.05, Duncan's New MRT).
Tratamientos Dias

0 5 10 15 20 25
Control absoluto 1.876 a 2.08 a 2.108 a 2.251 a 2.287 a 2.387 a
Control positivo (Fol) 2.26 a 2.21 a 2.147 a 2416 a 2.36 a 242 a
Control Biologico Serenade| 2.252 a 2.09 a 2.199 a 2.446 a 2.492 a 2.578 a
Fo47 + Pf-5/Fol 2.55 a 242 a 2.639 a 2.87 a 29 a 3.009 a
Formulacion B 2.33 a 2.29 a 2.315 a 2.588 a 2.565 a 2.565 a
LSD P=.05 (% mean diff) 0.6387 (29%) 0.4669 (22%) 0.5354 - 0.5359 (10%)|0.5071 - 0.5161 (9%)[0.6011 - 0.6023 (10%) 0.5923 - 0.5949 (10%)
Standard Deviation 0.4764 0.3388(0.1180t 0.1092t 0.1277t 0.1239t
CcVv 21.14 15.4|7.08t 6.29t 7.35t 7.05t

Cuadro 22. Comparacion de medias para la variable de nimero de brotes laterales del segundo ensayo en plantas de
Tomate expuestas a distintos tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren
significativamente (P=.05, Duncan's New MRT).

Tratamientos Dias

0 5 10 15 20 25
Control absoluto 11.2 a 12.2 a 13.1 a 14.9 a 171 a 19.7 a
Control positivo (Fol) 11 a 12.8 a 13.6 a 15.1 a 16.6 a 18.2 a
Control Biologico Serenade | 12.4 a 14 a 16.8 a 17.6 a 22.5 a 25 a
Fod47 + Pf-5/Fol 13 a 13.6 a 17.9 a 17.9 a 22 a 25.6 a
Formulacion B 10.8 a 13 a 15.9 a 17.2 a 18.8 a 18.8 a
LSD P=.05 (% mean diff) 4.19 (36%) 4.77 (37%) 5.18-5.23 (17%)[5.55 - 6.02 (18%)|8.06 - 8.56 (21%)|7.80 - 7.88 (18%)
Standard Deviation 3.13 3.46/0.49t 0.53t 0.69t 0.62t
CcV 26.78 26.34|12.2t 12.75t 15.58t 13.27t
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Cuadro 23. Comparacion de medias para la variable de numero de flores del segundo ensayo en plantas de Tomate
expuestas a distintos tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente
(P=.05, Duncan's New MRT).

Tratamientos Dias

0 5 10 15 20 25
Control absoluto 3.4 a 4.4 a 2.4 bc 2.8 a 4 a 5 a
Control positivo (Fol) 3.2 a 3.2 a 1.8 c 4 a 4.2 a 4.6 a
Control Biologico Serenade 5 a 5 a 4.6 ab 5.6 a 4.6 a 5.2 a
Fo47 + Pf-5/Fol 5.2 a 4 a 4.2 ab 2 a 4.8 a 6.4 a
Formulacion B 3.6 a 4.4 a 4.8 a 5.8 a 7 a 7 a
LSD P=.05 (% mean diff) 2.10 (52%) 1.99 (48%) 2.13 (60%) 4.04 (100%) 4.66 (95%) 4.63 (82%)
Standard Deviation 1.57 1.48 1.59 3.01 3.47 3.45
CVv 38.44 35.32 44.55 74.63 70.58 61.2

Cuadro 24. Comparacion de medias para la variable de numero de frutos del segundo ensayo en plantas de Tomate
expuestas a distintos tratamientos. Las medias seguidas por la misma letra o simbolo no difieren significativamente
(P=.05, Duncan's New MRT).

Tratamientos Dias

0 5 10 15 20 25
Control absoluto 1.6 a 2.2 a 1.9 a 1.9 a 1.9 a 2.8 a
Control positivo (Fol) 2.2 a 2.6 a 2.1 a 2.6 a 3 a 3.1 a
Control Biologico Serenade 1 a 1.4 a 1.9 a 1.7 a 2.8 a 3.9 a
Fo47 + Pf-5/ Fol 2.4 a 2.8 a 3.1 a 3.7 a 3.9 a 4.9 a
Formulacion B 1 a 14 a 2.2 a 1.8 a 1.8 a 1.8 a
LSD P=.05 (% mean diff) 1.78 (109%) 2.14 (95%) 2.37-3.03 (47%)[2.77 - 3.30 (51%)|2.53 - 2.71 (42%)|1.96 - 2.27 (29%)
Standard Deviation 1.33 1.55|0.58t 0.64t 0.54t 0.41t
CV 81.01 69.09]35.22t 38.22t 30.74t 21.35t
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7.7 Confirmacién de presencia del patégeno en el sustrato

Las muestras del aislamiento del patdgeno Fol, obtenidas del sustrato de las macetas
que contenian las unidades experimentales (plantas de tomate) con sus respectivos
tratamientos, presentaron resultados confirmando la presencia del patégeno en
proporciones acordes con las variables de incidencia y severidad de la enfermedad

anteriormente descrita.

Se determind que los tratamientos que contenian a los microrganismos benéficos,
obtuvieron un numero mucho menor de colonias del patégeno, en comparacién a los

demas tratamientos.

El tratamiento a base de Fo47 y Pf-5 mostré un 3.44 Log10 UFC menos que el control
positivo, sin embargo, este no fue inoculado con el patégeno Fol; el tratamiento de la
formulacién B cont6 con la menor presencia de colonias del patégeno, considerando que

esté fue inoculado con Fol, con un 2.65 Log10 UFC menor que el tratamiento positivo.

El resto de los tratamientos, incluyendo el control biolégico Serenade Soil™ y el control
quimico Actigard™, presentaron en promedio una reduccion de 1.6 Log10 UFC menor

que el control positivo. (Figura 61y 62)
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Figura 61. Presencia del patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en muestras de sustrato de macetas que
contenian plantas de tomate tratadas con el patégeno y microrganismos benéficos. Cada punto representa la media
(x SE) de 3 repeticiones.

Figura 62. Cajas de Petri conteniendo el medio selectivo Komada en los distintos tratamientos mostrando el
aislamiento del patdgeno Fol, del suelo donde crecieron las plantas. T1. Control absoluto, T2. Control positivo (Fol),
T3. Control biologico (Serenade Soil™), T4. Control quimico (Actigard™), T5. Fo47+Pf-5, T6. Fo47+Pf-5 / Fol, T7.
Formulacion A/ Fol, T8. Formulacion B/ Fol, T9. Formulacion A 3X/ Fol, T10. Formulacion B 3X/ Fol. Las mediciones
se replicaron tres veces. Se presenta una imagen representativa de cada tratamiento.
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10.DISCUSION

El control bioldgico es considerado como una alternativa para reducir la enfermedad de

la marchitez causada por Fusarium.

Varios investigadores han reportado que la cepa Pf-5 Pseudomonas flourescens es
efectiva para reducir la incidencia de varios patdégenos de suelo ya que contiene una
poderosa variedad de compuestos antimicrobianos, la capacidad de inducir resistencia
sistémica en plantas y ademas tiene la caracteristica de promover el crecimiento y por lo
tanto, incrementar el valor econémico del fruto (Aime, et al 2013, Gillardi, et al 2007,
Kaur, et al., 2003, Sandhu, 2001, Srinivasan, et. al, 2009, Glick, 2014)

P. fluorescens redujo significativamente la marchitez por Fusarium con una disminucion
del 30-65 % de la enfermedad, pero no eran tan consistentemente eficaz como los

aislados de Fusarium no patégenas (Larkin et al., 1998).

Alabouvette, 2004 ha estudiado la cepa no patogénica de Fusarium oxysporum Fo47
durante 30 afios y ha encontrado que controla eficientemente los marchitamientos
causados por Fusarium en melon, tomate, esparrago, lino, clavel y ciclamen; el mismo
autor ha demostrado que esta cepa no patogénica cuando es aplicada en el suelo
previamente o mezclada con una el patdgeno protege a la planta contra esta forma

especialis.

Se ha descubierto que la expresion de algunos genes relacionados con la defensa se
sobre expresa en la raiz de tomate cuando la inoculacion con Fo47 es seguido por la

inoculacién del patégeno Fol.

El uso de una cepa mutante resistente al fungicida quimico benomyl permitié demostrar
que Fo47 es adaptable en suelos de diferentes caracteristicas fisico-quimicas, a
diferentes temperaturas y distintos potenciales hidricos. Sin embargo, su introduccién en
el suelo no tiene efectos sobre las comunidades microbianas nativas, por lo que su
utilizacion no presenta ningun riesgo en relacion a los efectos sobre organismo no

objetivo del suelo.
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La asociacion de las cepas de Fusarium no patogénico y Pseudomonas spp suprime el
marchitamiento causado por Fusarium de manera mas eficiente y consistente que de

cada microorganismo antagonista separado (Lemanceau et al, 1992).

Kaur, et al., 2007 encontré que la combinacion de tratamientos que incluyen Fusarium
no patogénico y Pseudomonas spp., funcionaron adecuadamente en reducir la
enfermedad de Fusarium oxysporum f. sp. ciceri presentando solo un porcentaje de
incidencia de la enfermedad de 0-4%, comparado con el control positivo que present6 un
10%.

Se observd una mayor eficacia en controlar la enfermedad cuando los biocontroles Fo47

y Pf-5 se encontraban suspendidos en una formulacion con inertes aprobados.

El desarrollo de una formulacion apropiada que permita el almacenamiento, la
manipulacion y la aplicacién con éxito de los propagulos fungicos determinara el éxito en
aplicaciones agricolas. Como Fusarium no patogénico es capaz de atacar en las
primeras etapas de desarrollo de Fol, una aplicacién en pre siembra en el suelo es el
mas adecuado para la aplicacién del antagonista de hongos a su objetivo (Mamdouh M
Nemat, et al 2008).

Ensayos in-vitro

Para estos ensayos se obtuvieron resultados similares a los expresados por Sarker, at
al., 2013 en donde ambos biocontroles tuvieron una gran inhibicidén del patégeno cuando
fueron evaluados por el método de cultivo dual, por medio de siembra en la superficie e

incorporada.

En las evaluaciones de compuestos volatiles ambos antagonistas afectaron el
crecimientos del patdgeno, pero se confirmoé que sobretodo Pf-5 destacé por inhibir el
crecimiento de Fol en un 91% ya que como menciona Nowak-Thompson, et al, 1994 P.
flourescens Pf-5 contiene varios compuestos que afectan el crecimiento del patégeno
como metabolitos implicando oomycin A, | -carboxilato phenazine- , pyoluteorin 2,4 -
diacetilfloroglucinol e hidrégeno de cianuro como factores que contribuyen a la supresion

de enfermedades de las plantas .
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Desarrollo de Formulaciones

Para determinar las concentraciones de las formulaciones para ambos microrganismos
se determind que cuando Fo47 se encontraba a 108y Pf-5 a 108 UFC/mlI, el hongo
patdégeno Fol presentd un crecimiento similar que a las mayores concentraciones
también probadas en el ensayo. Ambos microorganismos sobrevivieron al ser co-
inoculados en una misma caja de Petri establemente, ademas Lemanceau, et, al, 1991,
y Kaur, et al 2007 realizaron inoculaciones conteniendo F. oxysporum y P. flourescens,

utilizando las mismas concentraciones y obteniendo resultados similares.

Los componentes utilizados para el primer set de formulaciones fueron siguiendo los
ingredientes recomendados por Shabana, et al 2002, quien realizé una formulacion de
propagulos fungicos encapsuladas en una matriz de gluten de trigo conteniendo un
cultivo de Fusarium benéfico y reporté resultados prometedores cuando la formulacion
era mantenida a una temperatura de 3 °C. Los resultados obtenidos mostraron un decline
minimo de Fo47 y Fol en la formulacién liquida después de 30 dias a una temperatura
de 5°C.

Sin embargo, tomando en cuenta las necesidades de los agricultores, los cuales la
mayoria de las veces no tienen acceso a equipos refrigerantes en el campo, se decidio

desarrollar formulaciones con vida de anaquel a temperatura ambiente (~25 °C).

Para el segundo set de formulaciones A y B, se utilizaron ingredientes sencillos y
comunmente utilizados para las formulaciones bioldgicas comerciales de (Bacillus spp.,
Trichoderma spp, etc) que son utilizados solo como portadores de los microrganismos y

todos estan aprobados en la lista de productos organicos de EPA.
Ensayos in-vivo

Los ensayos en semillas de tomate mostraron que existe una relacion entre el numero
de semillas germinados y el porcentaje de incidencia mostrada por la enfermedad Fol,
en los cuales el tratamiento que contenia los biocontroles Fo47 y Pf-5 mostraron la
germinacién mas alta y el porcentaje de semillas infectadas mas bajo. Estos resultados
concuerdan con los publicados por Kaur et al, 2007 en donde se realizaron ensayos con

semillas inoculadas con el patégeno Fusarium oxysporum y biocontroles a base de
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Fusarium no patogénico y Pseudomonas flourescens combinados e individualmente, y
estos tratamientos fueron altamente efectivos contra la enfermedad al presentar solo un
15-30 y 20-35% de infeccidon después de 30 y 60 dias de la siembra respectivamente,

comparado con el control positivo el cual mostré 100% de infeccidon después de 30 dias.

El siguiente estado fenoldgico de tomate en este estudio fue el analisis del
comportamiento de los biocontroles en plantulas, utilizando el método de inoculacion por
inmersion de raiz; la incidencia y severidad no logro diferencias significativas, pero si una
menor manifestacion de la enfermedad, mostrando un comportamiento muy similar al
presentado por el control biolégico comercial Serenade Soil™. Probablemente esto se
deba a que el estado inmaduro de la plantula se ve afectado facilmente por la infecciéon
al estar en una fase mas susceptible al ataque independientemente a los tratamientos
previos con los microrganismos benéficos. Srinivasan, et al, 2009 obtuvo resultados
significativos en la reduccion de la enfermedad Fol, al utilizar el método de inmersioén en
raiz, pero en su investigacion se realizaron dos aplicaciones de los microrganismos

benéficos alos 0 y 7 dias después de infeccion.

Los ensayos en invernadero con plantas adultas de tomate presentaron diferencias mas
claras en los dos ensayos realizados obteniendo diferencias significativas en los
tratamientos conteniendo Fo47 y Pf-5, especialmente con la formulacion B, la cual
presentd una incidencia 47 y 74% menos que el tratamiento del control positivo Fol, en
el primero y segundo ensayos respectivamente y una severidad mas baja que todos los
demas tratamientos. Yigit, et al 2007 realizo estudios en invernadero utilizando distintas
cepas de microrganismos para control biolégico contra la enfermedad Fol y encontré que
la combinacion mas efectiva fue la que contenia Fusarium no patogénico y Pseudomonas
flourescens la cual redujo la incidencia de la enfermedad en un 70.2%. Larkin, et al 1998
reportd que aislados de Fusarium no patogénico obtenidos de suelos supresivos a la
marchitez por Fusarium fueron los antagonistas mas efectivos y presentaron un control
de la enfermedad significativo y consistente (50 a 80% reduccién de la incidencia de la
enfermedad) en varias repeticiones de los ensayos.

En el presente estudio se puede expresar que los resultados obtenidos en la disminucién
de la incidencia y severidad de la enfermedad se deben a un efecto sinérgico de ambos
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microrganismos benéficos, ya que existe una combinacion de mecanismos de biocontrol
que cada uno provee para atacar a Fol. A su vez, Yigit, et al 2007 expresoé el término
sinergismo en su investigacion realizada con plantas de Tomate infectadas y tratadas
con Fo47 y Pf-5.

Las evaluaciones de las variables de analisis de crecimiento, mostraron diferencia
significativa (>45%) en el numero de frutos en las plantas tratadas con la formulacion B;
para las variables de altura, grosor de tallo, nUmero de brotes laterales y numero de flores
no se presentaron diferencias significativas. Estos resultados concuerdan con los
reportados por Srinivasan, et al., 2009, en donde utilizé cepas de Pseudomonas spp.,
como control biolégico de Fol, y encontré que todas las plantas tratadas con los

biocontroles tenian una altura y biomasa mayor.

Se realizaron evaluacion poscosecha de peso fresco y peso seco de la parte aérea de la
planta, raices y frutos, no se reportaron diferencias significativas, sin embargo, se pudo
observar que para los tratamientos que contenian los biocontroles se mostré que la

mayor parte del peso total de las plantas fue destinada a la produccién de frutos.

Los resultados de todos los ensayos mostrados reflejan que los tratamientos que
incluyeron Fo47 y Pf-5 redujeron el porcentaje de incidencia, lo cual coincide con los
resultados reportados por Alabouvette, afo, quienes en ensayos en plantulas de tomate

conteniendo tales biocontroles.

La combinacion de los distintos mecanismos antagénicos de Fo47 y Pf-5, permite estar
mas cerca de las interacciones microbianas complejas responsables de la supresion
suelo natural

Aunque el principal modo de accion de ambas cepas es por induccion de la resistencia
sistémica, es obvio que este fendmeno implica el estado fisiolégico de la planta y las
fluctuaciones de las condiciones ambientales pudieran afectarla habilidad de la planta

para expresar su resistencia al patégeno, inducidos por los biocontroles.

La limitada disponibilidad de medidas de control quimico, el cual es el unico control
parcial que ofrece el revestimiento de semillas, asi como las plantas adultas y la

desinfeccion de suelos; Existe un interés muy limitado en la utilizacion de variedades de
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tomate comercialmente resistentes. Lo anterior hace que las cepas de control biolégico
probadas en esta investigacion sean consideradas como una medida de control

adecuada y fiable, y para ser utilizadas en combinacion con otros métodos de control.
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11.CONCLUSIONES

La asociacion de F. oxysporum no patogénico y P. fluorescens muestra efectos
sinérgicos de parte de ambos microrganismos para controlar la enfermedad de

marchitamientos por Fusarium en semillas, plantulas y plantas de Tomate.

Se observo una mayor sobrevivencia de ambos microrganismos cuando se encontraban
suspendidos en una formulacién sélida, conteniendo inertes aprobados por EPA, a las
concentraciones de 10° para Fo47 y 108 para Pf-5, manteniéndose a temperatura

ambiente.
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