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RESUMEN

En el presente trabajo se aislaron y caracterizaron hongos fitopatdégenos de los
géneros Fusarium sp y Phytium sp, ambos causantes de la secadera del
tomate de cascara de un suelo agricola con incidencia previa de la
enfermedad. Los hongos aislados fueron sujetos a ensayos de inhibicion in
vitro usando tres cepas de Bacillus MAO4, MA12 y MAOQ7, reportadas
previamente como promotoras del crecimiento vegetal, encontrando
inhibiciones del 66 % para los aislados de Fusarium y del 78 % para un aislado
de Pythium. La posterior inoculacion de Bacillus sp. en semillas de tomate de
cascara var. Gran Esmeralda mostré su capacidad para mejorar la calidad de
las plantulas, registrando incrementos del 37.8 % al 54.2 % en peso fresco, del
31.7 % al 42.9 % en materia seca, del 43.9 % al 45.6 % para la altura y del
31.7 % al 41.3 % para la longitud de raiz, respecto al tratamiento testigo,
siendo las plantas inoculadas con MAO4 las que presentaron el mayor
incremento. Posteriormente, esta cepa junto con los productos comerciales
Bactiva y Rhizobac combi, fueron utilizados para evaluar el efecto sobre la
produccion y calidad del fruto en campo, encontrando que el tratamiento MA0O4
presentd incrementos del 11.6 % en el numero y peso de los frutos 11.7 %,
mientras que en segundo corte no se presentaron diferencias. En cuanto a la
calidad del fruto se encontraron diferencias en la cantidad de sélidos solubles (°
Brix) en los tratamiento Rhizobac (6.2 + .07 ° brix) y MA04 (5.6 £ .06 °brix);
mientras que en la variable vitamina C (acido ascorbico) lo fueron el tratamiento
Bactiva (3.25 + .71 mg a.a *100 g de fruto ) y MAO4 (3.26 + .20 71 mg a.a
*100 g de fruto 1), caracteristicas que se le pueden atribuir al diferente
metabolismo bacteriano de las cepas especificas de microorganismos de los
productos comerciales. Frutos del tratamiento Bactiva presentaron diferencias
en la coordenada cromatica b los cuales son presentaron una tendencia menor
hacia el color amarillo con respecto a los demas tratamientos, caracteristica
que influye en la calidad sensorial de el tomate de cascara descrita en la
Norma Oficial Mexicana NOM-FF-54-1982, la cual describe un color verde
brillante para obtener calidades superiores. Caracteristicas mejoradas por la

inoculacion bacteriana de plantas de tomate de cascara variedad Gran



Esmeralda. El efecto de los microorganismos sobre la calidad del fruto podria

estar relacionada con la maduracion de los mismos

Palabras clave: Bacillus subtilis, Physalis ixocarpa, solidos solubles totales

(SST), acido ascorbico, plantulas



ABSTRACT

The aim of this work was was to isolate and identify organisms phytopathogens
causing of secadera disease in tomatillo from agricultural soil with previous
incidence of iliness, inmediately pathogenicity test of these isolates in tomato
seedlings were reproduced, Tests were performed with antagonism microbial
cell-free supernatant of bacterial strains of B. subtilis MA04 , MAO7 MA12 and
soil microorganisms isolated, obtaining F1 inhibitions Fusarium sp (66.88%),
Fusarium sp F2 (65.51% ) y Pythium sp P1 (78. 45%). After this inoculate
seeds tomatillo variety Grand Esmeralda with strains of B. subtilis MA04, MA12,
MAO7; and evaluate the agronomic variables that improve an adaptation and
survival to transplanting. Inoculations made with growth promoting bacteria
(PGPR) improve the quality of seedlings with increases of 37.8% to 54.2% on
fresh weight, 31.7% to 42.9% for dry matter, 43.9% to 45.6% for variable
variables were improved height and 31.7% to 41.3% in root length, bacterial
inoculations on treatment control strains MA12, MAO7 and MAO4, however
higher values correspond to the MAO4 averages strain. For field work increases
in yield for a 11.57% and 11.65% was found weight of fruit is first harvest by the
MAO4 strain with respect to Bactiva, Rhizobac and control treatments, while for
the second harvest not there was a difference in production variables between
treatments; The Bactiva treatment (3.25 + 0.71 mg aa * fruit 100g -1) and MAO4
(3.26 £ 0.20 * 71 mg 100 g aa -1 fruit) showed significant differences in quality
variables Vitamin C, while the Rhizobac (6.2 + .07 ° brix) and MA0O4 (5.6 + .06 °
brix) treatment were for total soluble solids improving the quality of these
chemical variables compared with the control, characteristics that can be
attributed to different bacterial metabolism specific strains of microorganisms of
the commercial products. Fruits of plants inoculated with beneficial
microorganisms not presented a tendency toward yellow with respect to the
inoculated treatments, a characteristic that influences the sensory quality of the
tomatillo described in the Mexican Official Standard NOM-FF-54-1982, which
describes a bright green color to get higher grades. improved by bacterial
inoculation of plants tomatillo variety Grand Esmeralda features.



Keyword. Bacillus subtilis, Physalis ixocarpa, ascorbic acid, Total Soluble

Solids, Seedling.
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1. INTRODUCCION

En el manejo de enfermedades en plantas causadas por hongos
fitopatdgenos, el uso de fungicidas quimicos ha sido el método més utilizado para
su tratamiento, creando una dependencia a nivel mundial de plaguicidas en
cuanto a produccion agricola se refiere debido a su rapido modo de accidn contra
enfermedades debido a la demanda global de alimento (Kdhler y Triebskorn,
2013), siendo los més utilizados los organofosforados, organoclorados vy
carbamatos, los cuales han sido reportados como probables responsables de
problemas relacionados con la salud publica (Curl y col. 2015), ademas del
envenenamiento de animales domésticos, peces, mamiferos y abejas encargadas
de la polinizacion en plantas y la contaminacion de productos (Pimentel, 2005). A
nivel agricola, estas aplicaciones han originado que especies de fitopatégenos
como Pythium sp y Fusarium sp, puedan llegar a ser resistentes después de
varias aplicaciones, ocasionando problemas ambientales al incrementar las dosis
y el nUmero de aplicaciones destinadas para su manejo (Alcala, 1985; Srivastava
y col., 2011), fendmeno que tiene graves repercusiones econdémicas tanto para
los agricultores, como para los consumidores. Ademas de la probable
contaminacion de suelos y mantos subterraneos (FAO, 1997). Aunado a la baja
efectividad en el control de enfermedades por parte de los plaguicidas sintéticos
de hasta un 32 % (Hirooka e Ishii, 2013).

Para disminuir este tipo de problemas, se han creado alternativas de
control biolégico para estas especies fitopatdbgenas, por medio de
microorganismos antagonistas tales como Bacillus subtilis, Pseudomonas
fluorescens, Trcichoderma sp. entre otras. Diferentes cepas de Bacillus subtilis,
han sido probados con éxito a nivel in vitro y en invernadero en cultivos como
clavel (Aquino y col., 2008), mango, pera (Sharma y col., 2009), soya (Zhang y
col. 2009) etc. Estos microorganismos antagonistas actdan por medio de
produccion de compuestos anti fungicos, por parasitismo directo e induciendo la
respuesta sistemica adquirida de la planta (Paulitz y Belanger, 2001),
disminuyendo el uso de plaguicidas persistentes en el ambiente y a su vez
equilibrando el microambiente del suelo.

El manejo eficaz de las enfermedades en la etapa productiva del ciclo de

cultivo incrementa el rendimiento de cosecha por hectarea, promoviendo un



cultivo mas rentable al disminuir costos. Mientras que los beneficios al ambiente
debido a la reduccion de aplicaciones de plaguicidas sintéticos van encaminados
a la conservacion de los suelos, fauna e insectos benéficos de los sitios tratados,
asi como también a la disminucion de los riesgos a la salud de los aplicadores y

consumidores finales.



2. MOTIVACION DE LA PROPUESTA

En Querétaro el cultivo de tomate de cascara (Physalis ixocarpa), una de
las hortalizas basicas de la alimentacién en México (Lopez y col. 2008), ocupa el
sexto lugar nacional en cuanto a rendimiento con un promedio de 22.36 Ton/ha
por arriba del promedio nacional de 14.94 Ton/Ha. Especificamente en el
municipio de Tequisquiapan Querétaro, es de gran importancia agricola y
econdmica, siendo el principal productor de tomate en el estado con 285 Ha
cultivadas y cosechadas en 2014, con un rendimiento por encima de la media
estatal de 24.35 Ton/Ha (SIAP, 2015) siendo el quinto cultivo en importancia en
superficie cultivada y produccién en el municipio; las localidades donde se cultiva
presentan durante toda la fenologia del cultivo, la enfermedad de la secadera,
causada principalmente por hongos fitopatégenos de Pythium sp y Fusarium sp,

gue disminuyen considerablemente la produccion.

Para el manejo de la secadera, se han utilizado principalmente plaguicidas
quimicos, provocando diferentes niveles de resistencia (Carvalho, 2006). En el
control de Pythium sp y Fusarium sp se emplean fungicidas quimicos de amplio
espectro que pueden traer complicaciones ecolégicas al ambiente ademas del
probable riesgo de ser carcindgenos (E.P.A., 2013). Entre ellos se encuentran
Mancozeb; el cual se puede filtrar a mantos acuiferos y presenta el potencial de
movilizarse en suelo, Tiabendazol; toxico a especies acuaticas y persistencia
moderada en suelo. Sulfato de cobre; toxico a especies acuaticas, cobre
acumulable en suelos arcillosos. Benomilo; que es persistente en el ambiente, en
suelo principalmente y no es soluble en agua, de acuerdo a las hojas de
seguridad de los productos, ademas de los dafios a la salud humana reportados
como intoxicaciones agudas, dafios neuroldgicos, reproductivos, respiratorios
riesgos que alcanzan a los consumidores finales (Pimentel, 2005). En este sentido
se pretende establecer una estrategia de biocontrol de enfermedades fungicas en
Physalis Ixocarpa por medio de microorganismos benéficos, que ademas de
controlar las enfermedades en el hospedero, ayuden a mejorar el microambiente

del suelo disminuyendo la exposicion a fungicidas quimicos de parte de los



trabajadores agricolas de la region, ademas de evaluar su efecto sobre las
variables de calidad en fruto.



3. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1 Tomate de cascara Physalis ixocarpa

El género Physalis abarca mas de 80 especies distribuidas a nivel mundial,
de las cuales la mayoria se encuentran en América, siendo México el principal
centro de distribucion del género con 70 especies, de las cuales 36 se encuentran
distribuidas en 26 estados del pais, en altitudes que van desde los 8 y hasta los
3,350 (msnm) (Pefiay col., 2008; Santiaguillo y col. 2009). Physalis se caracteriza
principalmente por su caliz, el cual se expande ampliamente con el fruto que
envuelve totalmente a la baya, por esto se le denomina tomate de cascara
(Martinez, 1998; Contreras y Almeida 2003). En México Physalis ixocarpa también
es conocido como tomatillo, tomate verde, tomate de bolsa y tomate de hoja
(Pefiay col., 2008; Garcia y col. 2015).

Reino Plantae

Division Tracheophyta

Clase Dicotiledonae

Orden Tubiflorae

Familia Solanaceae

Genero Physalis

Especie Physalis ixocarpa Brot.
ex Hornem

Figura 1. Taxonomia del tomate de cascara, Physalis ixocarpa (Taboada y Oliver,
2004).

3.2 Importancia econémica
A partir de 1970 la superficie sembrada del cultivo de tomate tuvo un

aumento de manera significativa de mas de 350 %, pasando de 11,286 ha a mas

de 40 mil ha, cultivandose en todos los estados del pais debido al incremento del
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consumo per capita y al inicio de las exportaciones hacia Estados Unidos y
Canadé (Pefia, 2001; Lopez y col. 2009).

La produccidn total para 2014 fue de mas de 600 mil toneladas producidas en
44 mil hectareas con un rendimiento de 14.98 Ton/Ha, con un valor de produccion
de més de 2 mil millones de pesos. Los principales estados productores de
tomate de cascara fueron Sinaloa, Jalisco, Puebla, Nayarit y Zacatecas, mientras
que en los estados del centro como Guanajuato, Morelos, Hidalgo y el Estado de
México se concentr6 la mayor produccion colocandose entre los primeros
productores; estados como Aguascalientes, Baja California, Chihuahua, Coahuila,
Querétaro, Tamaulipas y Zacatecas, donde el rendimiento sobrepasé las 20
toneladas por hectarea (SIAP, 2014). Esta variable ha aumentado con respecto a
1993 el cual era de 11.49 toneladas por hectarea, pero sigue siendo bajo, incluso
en los estados con mayor rendimiento, en relacion con el potencial estimado del
cultivo de 40 toneladas por hectarea (Pefia, 2001; Lopez y col. 2009). Este bajo
rendimiento se debe a factores como las diversas enfermedades en suelo

ocasionadas por microorganismos patégenos.

3.3 Fenologia del cultivo.

El desarrollo vegetativo del tomate de cascara cambia en cuanto a tiempos
dependiendo del ambiente donde se encuentre y los manejos de cultivo que se
dan, principalmente se diferencia si es por siembra directa o trasplante (Lépez y
col. 2010; Rodriguez, 2010). La fenologia del tomate de céscara se puede

describir en las siguientes etapas:

Germinacion. Ocurre una semana después de la siembra. La planta de tomate
tiene un periodo de vida aproximado de entre 85 y 90 dias después del trasplante
(ddt) de plantula.

Elongacion del eje principal. Se presenta a la cuarta semana después de la

emergencia. Dependiendo de la variedad, el crecimiento puede ser erecto o

arbustivo, este crecimiento es lento (1 cm. por dia) durante los primeros 20 dias

11



después de la emergencia.

Crecimiento vegetativo. Comienza desde la semana cero a la semana catorce.
Se caracteriza por el desarrollo de entrenudos a lo largo del tallo principal, los
cuales delimitan zonas denominadas: zona del tallo no ramificado, zona inicial,
zona media, zona transitoria y zona terminal; durante la zona terminal, estos
entrenudos tienden a ser mas cercanos; indicativo del inicio de la senescencia de

la planta.

Produccion de botones florales. Se manifiesta de la semana tres a la semana
catorce. A partir de los primeros 20 ddt aparecen los primeros botones florales, los
cuales tardan alrededor de 10 dias hasta mostrarse como una flor abierta

completamente.

Floracion. Inicia de la semana cuatro a la semana catorce. A los 30 ddt
aproximadamente aparecen las primeras flores, esta produccion se incrementa
paulatinamente teniendo su méaxima produccion alrededor del dia 50 ddt con un
promedio de mas de 120 flores por planta, para después disminuir la produccion

floral.

Fructificacion. Comienza de la semana cinco a la semana catorce. El cuajado de
frutos comienza a partir de los 35 ddt esto significa que inicia el desarrollo del
fruto que se localiza dentro del caliz (cascara) ya formado, este inicio del cuajado
de fruto hasta su maduracion final transcurren aproximadamente 20 dias, los
frutos de interés comercial se desarrollan generalmente entre el cuarto y séptimo

entrenudo.

Senescencia. Se inicia de la semana doce a la semana catorce ddt. A partir de

este punto la planta empieza envejecer y disminuye su vigor (Rodriguez, 2010).
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Figura 2. Fenologia del cultivo de tomate de cascara. a) Germinacion (dias
después de siembra) b) Elongacién del tallo ¢) Crecimiento vegetativo (dias
después de trasplante) d) Produccién de botones florales, e) Floracién f)

Fructificacion.

Las principales variedades de tomate verde que se cultiva en México son,
Rendidora, Salamanca, Tamazula, las cuales deben su distribucion nacional
debido a caracteristicas como la uniformidad de frutos en cuanto a tamafo, color,
firmeza y habitos de crecimiento. Para el desarrollo del cultivo las temperaturas
Optimas oscilan entre 20° C a 25° C con un 60 % de humedad a capacidad de
campo en suelo, siendo los de tipo arcillo-arenosos en los que se desarrolla mejor
el cultivo (Rodriguez, 2010).
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3.4 Principales problemas fitosanitarios

Las principales plagas que afectan al cultivo de tomate son: minador de la
hoja (Liriomyza trifoli), gusano soldado (Spodoptera exigua), gusano del fruto
(Helicoverpa zea), acaro blanco (Polyphagotarsonemus latus), mosquita blanca
(Bemisia argentifolii), trips amarillo (Frankliniella sp), pulgones o é&fidos (Myzus
persicae), picudo o barrenador del tomatillo (Trichobaris mucorea) (Soto y col.
1998). Mientras que las enfermedades mas devastadoras reportadas para el
cultivo son la secadera, el marchitamiento, la pudricion de la base del tallo y

cenicilla (Apodaca y col., 2008).

En la region centro del pais la enfermedad de la secadera causada por
microorganismos patdégenos del género Fusarium sp. y Pythium sp. tiene una
mayor incidencia provocando perdidas econdmicas tanto en el manejo del cultivo

como en la produccién final.

Figura 3. Picudo o barrenador del tomatillo.

3.5 Secadera del tomate

La secadera, también conocida como marchitamiento o marchitez, es
causada por un complejo de hongos que habitan en el suelo, como lo son

Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Pythium sp.,
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Macrophomina phaseolina y Sclerotium rolfsii. Se presenta en cualquier etapa de

desarrollo del cultivo, con pérdidas que pueden superar el 50 % de la produccion.

Estos hongos pueden reducir la germinacion por la pudricion de las semillas,
y las plantulas no alcanzan a emerger o cuando nacen muestran desarrollo
raquitico muriendo prematuramente. A esta fase de la enfermedad también se le
conoce como “damping-off' y se presenta tanto en cultivos establecidos de
siembra directa, almacigos en campo y en semilleros bajo invernadero. En plantas
con frutos en formacion y en la etapa de cosecha, la enfermedad también se
manifiesta severamente, con una palidez o amarillamiento del follaje, desarrollo
raquitico y de menor tamafio. Las raices muestran una pudricién de color café
claro a café oscuro, que a veces se extiende hacia el cuello y base del tallo. En

ocasiones los tejidos podridos son de color rosaceo, rojizo o violaceo. En las

plantas enfermas, el nimero y tamafio de los frutos es menor y se caen con
facilidad (Apodaca y col., 2008).

Figura 4. La secadera del tomate; dafios en planta y fruto.

3.5.1 Fusarium sp.
Fusarium sp. es un género de hongos fitopatbgenos que dafian diversos
cultivos incluyendo a la familia de las solanaceas, algunos de los sintomas de

plantas infectadas con Fusarium sp. son el aclaramiento de los haces vasculares
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y la epinastia de la hoja, seguido por el retraso del crecimiento, amarillamiento de
las hojas inferiores, marchitamiento progresivo, defoliacion, secrecion de enzimas
hidroliticas, produccion de micotoxinas y apoptosis celular. En la colonizaciéon
fungica, el tejido vascular se vuelve marron. (Van Der Berg y col., 2007; Michielse
y Rep., 2009; Sheng Wu y col., 2009). Fusarium sp. al ser un patégeno que causa
marchitamientos vasculares, comprende un amplio rango de hospederos que van

desde frutales, hortalizas, flores de ornato, cereales y forrajes (Agrios 1998)

Microscopicamente el género Fusarium sp. se puede describir por medio
de sus caracteristicas morfolégicas de los conidiéforos, los cuales son la
estructura de la hifa fértil simple o ramificada que soporta las conidias, las cuales
pueden ser fialides simples o ramificadas, finas y afiladas o con forma de botella.
Las esporas pueden salir de un so6lo orificio (monofidlides) o de varios
(polifidlides). Dichas conidias son inméviles y de reproduccién asexual, pueden
ser, dependiendo de la especie: Macroconidias, con forma de canoa, hialinas y
septadas. Producidas a partir de las monofidlides o en esporodoquias, que
pueden tener monofialides o polifidlides. Las cuales pueden ser descritas como un

racimo de platanos. Microconidias, son pequefas, generalmente unicelulares y de

distintas formas (subglobosas, ovoides, elipsoidales etc.) (Leslie y Summerell,
2006).

Figua 5. a) Micrografia de macroconidios de Fusarium sp b) Micrografia de

clamidospora de Fusarium sp (Romero y col. 2015).
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3.5.2 Pythium sp.

Pythium sp. es la causa mas importante del ahogamiento durante las fases
de preemergencia y postemergencia de las plantulas. Algunas especies
reportadas incluyen P. aphanidermatum, P. debaryanum, P. irregulare y P.
ultimum. Las plantas adultas rara vez mueren cuando son infectadas por el
patdogeno, pero muestran lesiones en su tallo y pudriciones en la raiz, su
crecimiento puede retardarse en forma considerable y su produccién puede

disminuir drasticamente (Agrios, 1998).

Los sintomas varian con la edad, en estado adulto, las plantas infectadas
por Pythium sp. muestran pequefas lesiones en su tallo; las cuales pueden cubrir
el follaje de la planta y ocasionar su atrofia o muerte. Con mayor frecuencia, las
infecciones de las plantas adultas se limitan a las raicillas, las cuales son dafiadas
o destruidas por el hongo; esto da como resultado la atrofia, marchitamiento y

muerte de los 6rganos aéreos de la planta (Agrios, 1998).
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Figura 6. Ciclo patolégico del damping off causado por Pythium sp (Agrios, 1998).
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La produccion de zoosporas producidas en esporangios es una de las
principales caracteristicas de Pythium sp. Estas zoosporas no poseen pared
celular sin embargo mantienen consistencia y flexibilidad localizandose sobre
peliculas de agua en la superficie de las hojas, agua en el suelo, medios
hidroponicos y en cuerpos naturales de agua. Pythium sp y diversos oomicetos
pueden ser capturados de agua en el suelo, o diferentes tipos de cuerpos de
agua, dado por la capacidad de las zoosporas de ser atraidas por diferentes
cebos o carnadas. La reproduccion esta dada via oogonio y anteridio, los cuales
pueden unirse a un costado o en la base del oogonio; cuando el oogonio es
fecundado, inicia el desarrollo de una oospora de pared gruesa, dichas oosporas
son resistentes a condiciones ambientales secas y frias pero susceptibles a altas
temperaturas las cuales invaden tejidos vegetales cuando se producen en plantas
0 pueden permanecer en periodo de dormancia en suelo por varios afios hasta su

germinacion iniciando con una produccion de hifas (Salgado y col., 2011).

Figura 7 Estructuras de Pythium sp. a) Micelio b) Zoospora inmadura y

germinando c) Oogonio y anteridio d) Oospora.
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Figura 8. Plantula de tomate de cascara Infectada por Pythium sp.

3.5.3 Manejo convencional de la enfermedad

El manejo de la enfermedad esta dado principalmente por el uso de
variedades resistentes, como también por el empleo de fungicidas quimicos. Para
el tratamiento de semillas se usa Captan (Ftalimidas), Dichlone (Quinonas) y
Thiram (Organoazufrados), mientras que para el manejo en campo suele utilizarse
Metalaxyl (Acilalaninas), Captan (Ftalimidas), Mancozeb (Ditiocarbamatos),
Benomilo (Benzimidazol) y Thiabendazole (Benzimidazol). Sin embargo se ha
comprobado la resistencia de diferentes genotipos de hongos patdégenos a
fungicidas que presentan un mismo modo de accion (Chin y col. 2001; Martinez y
col. 2012; Spolti y col., 2014), en especies de Fusarium oxysporum. Rubio y col.
(2008) reportaron resistencia a productos formulados a base de Benomilo, Thiram
y Tolclofos metil, debido a la presencia de una serie de transportadores
membranales los cuales actian como mecanismos de desintoxicacion. Mientras
que Moorman y Kim (2004) demostraron la resistencia in vitro de diferentes
genotipos de Pythium sp. a fungicidas especificos de oomicetos como lo son
Propamocarb y Mefenoxam por variacion natural de la sensibilidad a la sustancia
activa por medio de una presion de seleccion debido al uso de los mismos
fungicidas de manera constante. Este tipo de resistencia limita la efectividad del
manejo de enfermedades y se tienen que incrementar frecuencia de aplicaciones
o dosis de las mismas. Estudios en hongos patégenos como Mycosphaerella

fijensis, demuestran la capacidad del organismo de desarrollar resistencia a
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fungicidas del grupo de los Triazoles, Estrobirulinas, Benzimidiazoles entre otros
(Marin y col., 2003; Pérez y col. 2003).

3.5.4 Contaminacion y riesgo a la salud por plaguicidas

Las aplicaciones constantes de fungicidas son una fuente de
contaminacion para el medio ambiente debido a la persistencia de sus elementos
en suelo y la capacidad de migrar hacia otros sitios debido a la escorrentia (Mc
Connell y col., 2003; Wightwick, 2010), la acumulacion en suelo y mantos puede
dar lugar a efectos adversos para la salud de los ecosistemas terrestres y
acuaticos. Por ejemplo, han surgido preocupaciones sobre el uso a largo plazo de
los fungicidas a base de cobre, esto puede originar una acumulacion de cobre en
el suelo, lo que puede tener efectos adversos en lombrices y microorganismos
beneficos que participan en la fertilidad del suelo lo que potencialmente

representa un riesgo a largo plazo (Wightwick y col., 2008; Komarek y col., 2010).

La aplicacién indiscriminada y la exposicion constante a plaguicidas, ha
sido reportada como actividad de riesgo para la salud humana, siendo sus
principales dafios el cancer, malformaciones fetales, intoxicaciones agudas, dafio
neurolégico y efecto en el sistema nervioso (Pimentel, 2005; Dabrowski y col.,
2014).

Los efectos negativos de los plaguicidas en la salud pueden ser mucho
mas significativos en los nifilos que en los adultos, debido a que tienen mayores
tasas metabdlicas que los adultos, y a su capacidad para activar, desintoxicar y
excretar pesticidas toxicos. Ademas, debido a su tamafio, pueden ingerir una
mayor cantidad de sustancias toxicas por unidad de peso corporal que los
adultos. Este problema es especialmente importante para los nifios ya que su
cerebro es aproximadamente cinco veces mas grande en proporcion a su peso

corporal en comparacion con adultos (Pimentel, 2005).

3.5.5 Métodos alternativos

Existen meétodos alternativos para el control de enfermedades pre y

postcosecha, uno de ellos es la induccién en la produccién de metabolitos
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secundarios especificos en las plantas. Estos metabolitos secundarios pueden ser
compuestos arométicos, reguladores del crecimiento, protectores naturales frente
a parasitos y otros tipos de bacterias que son inducidos por medio de algun tipo

de estrés o fertilizacion (Sepulveda y col., 2003).

Una alternativa adicional, es la aplicacibn de monoterpenos como aceites
esenciales vegetales para el manejo de algunas enfermedades fungicas, lo cual
ha sido probado contra varios hongos por su efecto sobre la membrana

plasmatica (Lucini y col., 2006).

El uso de microorganismos antagonistas, es uno de los métodos mas
aceptados como sistema de defensa, teniendo mejores resultados en el control
para enfermedades postcosecha debido a diversos mecanismos por el cual
suprimen las enfermedades como lo son, la competencia por nutrientes y espacio.
Ademas, de la produccién de antibidticos, parasitismo directo y resistencia
inducida en los productos cosechados son otros modos de accion por las que
suprimen la actividad de los patégenos de plantas, frutas y verduras. Algunos de
los principales microorganismos antagonistas incluyen a Bacilus subtilis,
Trichoderma sp., Gliocadium sp. y algunas especies de Pseudomonas sp.

(Sharmay col., 2009; Janisiewicz y Korsten, 2002).

3.6 Mecanismos de biocontrol

Algunas de las caracteristicas que se buscan para la aplicacién de
microorganismos antagonistas como agente de biocontrol son: estabilidad
genética, efectividad a bajas concentraciones, no exigente en requerimientos
nutricionales, capacidad de sobrevivir a las condiciones adversas del medio
ambiente, efectividad para un amplio rango de microorganismos patdogenos en
una variedad de plantas, frutos y hortalizas, capacidad de reproducirse en medios
de crecimiento econdmicos, que se mantenga en una formulacién durante un
largo periodo de vida, que sea facil de aplicar sin produccion de metabolitos
secundarios que causen dafios a la salud humana, resistente a los fungicidas y

compatible con los procedimientos comerciales y no patogénico sobre el la planta
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hospedera (Hernandez y col., 2007), Ademas de estas caracteristicas de
biocontrol sobre patdgenos se busca que también estos microorganismos se
apliguen como inoculantes al suelo, semilla o area foliar de cualquier planta y
puedan traer beneficios para mejorar la calidad de fruto, rendimiento, salud del

suelo, crecimiento y calidad del cultivo (Terugo y James , 1997).

Existen dos enfoques de aplicaciéon de estos microorganismos; el uso de
microorganismos que ya existen en el mismo suelo o material vegetal de los
cultivos a tratar por bioaumentacion o bioestimulacion y el que es aplicado o
introducidos artificialmente para contrarrestar los patdégenos (Sharma y col.,
2009).

3.6.1 Bacillus subtilis

Bacillus subtilis es un microorganismo propio del suelo que coloniza
eficientemente diferentes habitats debido a cualidades, tales como: formacion de
endosporas, capacidad de crecer en un amplio rango de temperaturas, mostrar
velocidades de crecimiento altas, producir enzimas hidroliticas extracelulares y
una variedad de antibiéticos (Slepecky y Hemphill, 1992). Se caracteriza por ser
una bacteria Gram positiva en forma de bacilo, la cual es resistente a altas
temperaturas y desinfectantes quimicos, capaz de generar efectos simbidticos en
el crecimiento de las plantas por varios mecanismos de accion, ademas ha sido
probado contra varias enfermedades provocadas por organismos patdgenos
como lo son Botrytis cinerea, Phytium ultimun, Rhizoctonia solani, utilizando
diferentes modos de acciébn como la competencia por nutrientes, parasitismo,
antibiosis y la induccion de un sistema de resistencia adquirida (Paulitz y
Belanger, 2001; Kokalis-Burelle y col., 2006; Bishnoi y col. 2015).

Gueldner y col. (1988), encontraron que Bacillus subtilis producia un
antibidtico llamado iturina con el cual se controlaron diversas enfermedades
fungicas en citricos. Bais y col. (2004) demostraron la capacidad antagonista a
nivel in vitro de la cepa de B. subtilis 6051 contra la infeccion de Pseudomonas
syringae en raiz en arabidopsis, por medio de la formacion de biofilm y produccion

de surfactina al no mostrar mortandad en los tratamientos inoculados.
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En otros trabajos (Li y col., 2015) reforzaron la capacidad antagonista de B.
subtilis sobre Fusarium oxysporum en pepino y analizaron su comportamiento en
suelos con diferentes caracteristicas fisicoquimicas como textura, densidad
aparente, capacidad de retencion de agua, pH, y relacion carbono-nitrogeno;
donde la concentracion del inoculante variaba pero la capacidad de inhibir al
patégeno seguia siendo efectiva.

De igual manera diferentes cepas de Bacillus subtilis han sido probadas en
pepino y tomate contra Phytium aphanidermatum y Phytophthora nicotianae (cepa
FZB 13, FZB 44); también se ha comprobado su actividad como promotoras de
crecimiento en tomate, mayor desarrollo de raices (cepa FZB-G) y la produccion
de antibidticos en contra de Fusarium oxysporum (FZB-G y C) produccién de
acido indolacético (Paulitz y Belanger, 2001). En el cuadro 1 se muestran algunos
otros microorganismos contra los cuales han sido probadas cepas de B. subtilis

de manera satisfactoria.

Cuadro 1. Antagonismo microbiano entre B. subtilis y diversos fitopatégenos.

Enfermedad Hongo fitopatégeno Fruto Referencia
o ] ] Demoz y Korsten
Pudricién del tallo Botryodiplodia theobromae Pat. Aguacate
(2006)
Marchitez por ] ]
) Fusarium oxysporum Pepino Cao y col. (2012)
Fusarium
o o Utkhede y
Pudricién del fruto Botrytis cinerea Cereza
Sholberg (1986)
o . o Jiang y col.
Pudricién del fruto Alternaria alternata Litchi
(2001)
_ o Zhao y col.
Moho gris Botrytis cinerea Fresa
(2007)
Pudricién del tallo y ] Yang y col.
Alternaria alternata Meldn
fruto (2006)
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3.6.2 Trichoderma sp.

Trichoderma sp. es un hongo saprofito con la habilidad de disminuir la
poblacion de patégenos de plantas, siendo sus mecanismos de control la
competencia, parasitismo y la induccién del sistema de resistencia adquirida en la
planta (Patil y col., 2012), ademas de la produccién de antibiéticos y enzimas
hidroliticas que actuan para el control de microorganismos patdégenos a nivel de la
rizosfera (Yedidia y col., 1999). Estos efectos de antagonismo microbiano se han
probado en frutos de platano (Sharma y col. 2009), jitomate incrementado los
niveles de acido indolacético en plantulas inoculadas (Gravel y col. 2007) arroz
con reducciones del 42 % en plantas inoculadas con Rhizoctonia solani respecto

al control (Mathivanan y col. 2005)

3.11 Control biolégico aplicado a enfermedades causadas por Pythium

sp.y Fusarium sp.

El dafio causado por los hongos patégenos Pythium sp. y Fusarium sp. en
plantas, han sido estudiados por varios afios. EI-Mohamedy (2012), reportd que
en condiciones in vitro, el antagonismo de Trichoderma harzianum G1 dirigida a
Pythium ultimun B1 mostré una reduccion del 100 % del crecimiento del patdégeno,
mientras que ensayos en condiciones de invernadero aplicados a plantas de
brécoli para el control de Pythium ultimun obtuvo un control del 88 % en reduccién
de la pudricién de raiz causada por el patdgeno, utilizando el método de mezcla
de suelo + Trichoderma harzianum y la inmersiéon de raices en solucion de

Trichoderma harzianum de manera conjunta

Aquino-Martinez (2007) evaluaron cepas nativas y comerciales de
Trichoderma harzianum, Trichoderma lignorum y Gliocladium sp. para el control
de Fusarium sp. en clavel, encontrando diferencias entre el tratamiento comercial
y las cepas nativas sobre variables como la invasion de colonia del patdégeno,
crecimiento radial del antagonista y diferencia de crecimiento radial in vitro. La
produccion de enzimas liticas como mecanismo de control para Fusarium sp., por
parte de las cepas comerciales fue significativamente superior en suelo con

desinfeccion con metam sodio al 24 % y en suelo sin desinfectar.
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Por otro lado, Martinez y col. (2016) ensayaron formulaciones de Bacillus
subtilis (1.0 a 1.41 9 107 u.f.c.. g-1) en plantas de maiz para controlar F.
verticillioides encontrando una reduccion de hasta un 55.45 %. Mientras que
Romero y col. (2015) probaron cepas de B. subtilis en cultivo de chayote
presentando inhibiciones efectivas contra Fusarium oxysporum y F. Solani del
orden de 49.3 - 56.6 %
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4. HIPOTESIS

Cepas de Bacillus sp. reportadas como promotoras del crecimiento vegetal
poseen actividad antagonista in vitro contra aislados de Phytium sp. y Fusarium
sp. obtenidos de suelos con presencia de secadera, y su aplicacion al cultivo en
campo reducird la incidencia de la enfermedad y mejorara la calidad de la

cosecha.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General.

Evaluar el efecto antagonico in vitro de cepas de Bacillus contra aislados
de Phytium sp. y Fusarium sp., y sus efectos sobre la incidencia de la secadera

durante el cultivo y sobre la calidad del fruto.

5.2 Objetivos Especificos.

o Obtener aislados de Phytium sp. y Fusarium sp. de un suelo con incidecia

de secadera en cultivos de tomate.

« Evaluar in vitro el efecto antagonista de las cepas de Bacillus MA12, MAQ7

y MAO4 contra aislados de Pythium sp. y Fusarium sp.

+ Determinar el efecto promotor del crecimiento vegetal de las cepas de

Bacillus spp. sobre la calidad de la plantula de tomate.
« Evaluar en campo la incidencia de la secadera y la calidad del fruto en

plantas inoculadas con Bacillus sp. MAO4 y productos biolégicos

comerciales.
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6. METODOLOGIA.
6.1 Aislamiento de Patdgenos en suelo y pruebas de patogenicidad

6.1.1 Muestreo de suelo

La recoleccion del suelo se realizé en una parcela agricola de la comunidad
San Nicolas, Tequisquiapan Qro. (Longitud (dec): -99.931667 Latitud (dec):
20.470833), la cual presentd incidencia de la enfermedad de secadera. Las
muestras fueron recolectadas entre los primeros 30 cm de profundidad (Leslie y
Summerell, 2006). En el método de muestreo se tomaron 5 muestras de 5 kg
cada una; las muestras se tamizaron con una malla de abertura de 2 mm y se

dejaron secar al aire durante 48 horas para eliminar el exceso de humedad.

a b
Figura 9. Muestreo de suelos en cinco de oros (a) Muestras de suelo (b).

6.1.2 Aislamiento de Fusarium sp.

Para el aislamiento de Fusarium se empleo el método de la dilucion del
suelo y siembra en placa, esta técnica implica una distribuciéon uniforme de suelo
en suspension a para la posterior siembra en medios de cultivo. Para ello se
utilizé una dilucion de 10 gr de suelo por muestra de suelo (5 muestras) en 90 ml
de agua estéril destilada (101) y de esta dilucién se tomé 1 ml y se adicion6 a 9
ml de agua estéril destilada (10-?), de esta dilucion se aplicé 200 pl a la caja Petri
con medio selectivo PPA (Peptona PCNB Agar) para Fusarium spp. (Leslie y
Summerell, 2006), el cual contenia: Peptona 15 g |1, KH2PO4 1 g It MgSO4+7H20
0.5 g IY, PCNB (Pentachloronitrobenzene) 750 mg It y agar 20 g |1, de cada
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muestra de suelo se realizaron diluciones con tres repeticiones, se etiquetaron y
se incubaron por 96 horas. Después de esto se resembraron las colonias de
mayor crecimiento en agar de hojas de clavel (CLA) (Leslie y Summerell, 2006), el
cual se contenia por litro de medio, 20 g de agar y 20 g de hojas de clavel
previamente lavadas, desinfectadas y trituradas; las cajas se incubaron a 30° C
por 4 dias; de las colonias resultantes se llevaron a microcultivo para identificar
las estructuras caracteristicas de Fusarium.

6.1.3 Aislamiento de Pythium sp.

Para el aislamiento de Pythium sp, se utilizaron frutos de pepino (Cucumis
sativus) como cebo, colocandolos en una bandeja que contenia suelo del campo
humedecido hasta saturacion (Dhingra y Burton, 1995), dejando incubar a
temperatura ambiente, hasta observar desarrollo y crecimiento de micelio
alrededor del fruto, para después colectar una muestra y sembrarla en agar de
jugo V8 adicionado con PCNB 100 mg I, vancomicina 200 mg I, rosa de
bengala 5 mg I'* y pimaricinal0 mg I1. Las placas fueron incubadas a 30°C hasta
observar el crecimiento de micelio y desarrollo de estructuras, enseguida se
purificaron en un medio PDA para después observarse por medio de la técnica de

microcultivo en placa para reconocer las estructuras y morfologia caracteristica de

Pythium sp.
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Figura 10. Aislamiento de Pythium sp. de suelo. Uso de pepino como cebo (a);
Obtencién de aislado de Pythium sp medio V8 (b); Aislado de Pythium sp

purificado (c).

6.1.4 Pruebas de patogenicidad

Para las pruebas de patogenicidad se utilizé la metodologia propuesta por
Bruna (1991). Primero, se prepard el inéculo proveniente de cada aislado de
Fusarium sp. de Phytium sp, creciéndolos en medio PDA e incubandolos por 7
dias a 30° C, posteriormente, se inocularon 100 g de avena humedecida cada uno
de los micelos activos humedeciendo el inoculo con agua destilada, este cultivo

en sélido se dejo crecer por 45 dias a una temperatura promedio de 25° C.

Para en ensayo de patogenicidad, se utilizaron ocho macetas por cada
patégeno, en las cuales fueron afadidos 12 g de avena inoculada. Después,
fueron trasplantadas plantulas de tomate var Gran esmeralda con 35 dias de
edad, realizando previamente un corte de 1 cm horizontal a las raices; para el
tratamiento testigo se procedié de la misma manera sin embargo se utilizaron los
granos de avena sin inocular que no presentd contaminacién alguna. A partir de
este momento, diariamente se registré la sintomatologia de las plantulas hasta su

marchitez.

Figura 11. Ensayo de infeccion de Fusarium sp en plantulas de tomate.
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6.2 Ensayos de antagonismo in vitro de cepas de Bacillus sp. MA12,

MAOQ7 y MAO4 contra aislados de Pythium sp, y Fusarium sp

6.2.1 Aislados de Bacillus sp. empleados para pruebas de antagonismo

Los aislados utilizados como antagonistas, fueron las cepas de coleccion
Bacillus subtilis MA12, MA17 y MAO4 del laboratorio de Quimica Agricola de la
facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro, que han sido
empleadas previamente en ensayos de promocion del crecimiento de plantulas de

jitomate y pimiento (Lunay col. 2013) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Afiliacién genética de las cepas microbianas usadas en el ensayo de

antagonismao.

Cepa Organismo Reportado Similitud (%)
MAO4 Bacillus sp. 9B_1 98
MA12 Bacillus subtilis AU55 99
MA17 Bacillus megaterium EJH-7 99

6.2.2 Pruebas de antagonismo in vitro

El efecto antagonista in vitro de las cepas MA12, MA17 y MAO4 de Bacillus
sp., contra los aislados encontrados en suelo de Fusarium sp. y Phytium sp., se
probé utilizando la técnica descrita por Cao y col. (2012). Para ello, cada cepa de
Bacillus fue crecida en 150 mL de caldo nutritivo (CN) por triplicado por 24 h a 30
°C y 180 rpm. Posteriormente, cada cultivo se centrifug6 en tubos falcon de 50 ml
por 20 minutos a 4000 rpm en centrifuga rotofix 32 A, donde se obtuvo 400 ml de
sobrenadante por cada cepa bacteriana y se esterilizé con 15.6 g de PDA para
después verter aproximadamente 20 ml de medio en cajas Petri estériles.
Después, se procedid a inocular las cajas con discos de micelio activo de los

aislados de hongos fitopatdogenos de Fusarium sp. y Phytium sp., empleando un
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sacabocados con orificio de 5 mm previamente esterilizado, inoculando 5 cajas
por cada hongo fitopatégeno, ademas del respectivo testigo correspondiente a 5

cajas Petri con PDA.

6.3 Efecto de las cepas de Bacillus sp sobre la calidad de plantula

Para la obtencion del in6culo, las cepas MA04, MA12 y MA17 se sembraron
en 500 mL de caldo nutritivo durante 18 h a 30°C en agitacion constante, para
después centrifugar los cultivos a 8000 Xg durante 20 minutos con el objetivo de
recuperar las células bacterianas, las cuales fueron lavadas en dos ocasiones con
solucién salina esteril al 0.8 % y disueltas en 2 mL de solucion salina para ajustar

la concentracioén celular a 108 células mL-1 (Marquez y col., 2003).

Enseguida se inocularon por inmersion 200 semillas de tomate var. ‘Gran
Esmeralda’ en 10 mL de cada suspension bacteriana en gama arabiga al 10 %,
como testigo fueron puestas en solucién salina con goma arabiga 200 semillas sin
bacteria. Después, se agitaron durante 1 h a 140 rpm, seguido de la siembra en
charolas de 200 cavidades llenadas con turba y vermiculita (2:1), humedecida a
capacidad de campo, y puestas en oscuridad hasta el momento de la germinacion
(Figura 12); diez dias después de la germinacion las plantulas fueron fertilizadas

con una solucién nutritiva cuya composicion en (g L'1) se muestra en el cuadro 3:

Cuadro 3. Composicion de solucion nutritiva.

Nutriente Concentracion (g L)
KNOs3 0.75
NH4H2PO4 0.175

Ca(NQOs) 2:4H20 0.675
MgSOa4-7H2 O 0.3
FeS04-7H2 O. 0.05

Adicionalmente se utilizo el fertilizante foliar ‘Bayfolan™ cada tercer dia para
corregir deficiencias, el cual contiene: (N) 11.470%,(P20s) 8.000%, (K20) 6.000%,
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(B) 0.036%, (Cu) 0.040%, (Fe) 0.050%, (Mo) 0.005%, (Zn) 0.080%, Clorhidrato de
tiamina 0.004%, (S) 0.230%, (CaO) 0.025%, (Co) 0.002%, (Mn) 0.036%,
(MgO) 0.025%, Acido indolacético 0.003%, aplicandose a razén de 5 (g L1).

Figura 12. Inoculacion de semilla de tomate var. “Gran Esmeralda”.

Las plantulas de tomate se cultivaron por 30 dias después de la siembra
(dds); y al término del periodo se registraron las siguientes variables de
crecimiento: altura, diametro de tallo, peso fresco y seco del vastago y raiz,
ademas de la relacion entre altura y diametro de tallo para indicar el vigor de la
plantula. El disefio experimental fue en bloques completamente al azar tomando

cinco grupos de 10 plantas por unidad experimental.

6.4 Evaluacion de inoculantes en el cultivo del tomate de cascara

6.4.1 Localizacién geografica del proyecto.

El ensayo en campo se desarrollé en la localidad de San Nicolas municipio
de Tequisquiapan Querétaro., localizado en: Longitud (dec): -99.931667 Latitud
(dec): 20.470833. La localidad se encuentra a una mediana altura de 1900 metros
sobre el nivel del mar (INEGI 2014), presenta un clima semiseco con
temperaturas promedio anual de 17.6 °C, siendo los meses mas calurosos abiril,
mayo Y junio. La precipitacion anual promedio es de 485 mm con los meses mas
lluviosos en junio, julio y agosto; el periodo de heladas se reporta durante los
meses de octubre, noviembre, diciembre, enero, febrero y marzo. Localizada en la

Region hidrolégica de Panuco, cuenca del rio Moctezuma y subcuenca del rio San
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Juan la cual comprende el 99.45 % de la; el 52.26 % de la superficie municipal es
dedicado a la agricultura, los principales cultivos son maiz, frijol, sorgo y trigo
(INEGI, 20186).

Analisis fisicoquimicos muestran suelos de textura franco con pH
moderadamente alcalino, libres de carbonatos y sales. Moderadamente bajos en
el contenido de fosforo y nitrdgeno inorganico, y contenido medio de materia
organica (2.34 %). En cuanto a la disponibilidad de micronutrientes se encuentra

muy bajo en fierro disponible, moderadamente bajo en zinc y muy pobre en boro.
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Figura 13. San Nicolas Tequisquiapan Qro., sitio del ensayo para el cultivo de

tomate. a) Localizacidén geogréfica b) Vista satelital del ejido.

6.4.2 Descripcion de la unidad experimental

La parcela experimental donde se llevo a cabo el ensayo fue de 10 100 m?,
la cual cuenta con sistema de riego por goteo y presenta una clase textural de
suelo Franco Arcilloso en una parte del mismo, mientras que en otra presenta una
textura de suelo Franco; es un suelo con pH moderadamente alcalino, libre de
carbonatos, libre de sales, moderadamente bajo en fosforo con un suministro
moderado de nitrGgeno inorganico y un porcentaje de materia organica de 2.34 %

y 2.14 %, estos datos se muestran de una manera mas completa en la figura 14.
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Propiedades Fisicas del Suelo pH del Suelo y Necesidades de Yeso, Cal y Lavado
pH (1.2 agua) 747 Mod. alcalino
Clase Textural Franco pH Bufer ND
Punto de Saturacion 47.0 %o Mod. Alto Carbonatos Totales (%) 4.65 % Bajo
Capacidad de Campo 251 % Mod. Alto Salinidad (CE Extracto) 1.00 dsim  Bajo
Punto March. Perm. 14.9 o Mod. Alto P i
Cond. Hidraulica 450 cmMmr  Mod. Alto Eeq"erfmfe":m :e ;elso :0 geq”fe'e
Dens. Aparente 1.03 gmms equerimientos de La 0 Hequiere
Fertilidad del Suelo Cationes Intercambiables
Muy Mod. Mod. Muy afi ) i
Det | Result | Unid | go¥ B°]°| Beko | Med-‘mm ‘Am, ‘ Muy Gréfico Basado en % de Saturacién
MO |2.34 % | Muy
P-Bray |10.7 ppm Alto
|
K 386 ppm Alto
Ca  |7064 PPIM |
Mg |466 ppm | Mod.
Na* 189 ppm | Alto
Fe 2.28 PPM | —
Zn 1.05 ppm Medio
Mn  110.7 PPM | Mod
Cu 0.96 PRM | Bajo
B 025 PPM | —
s 14.2 ppm | Bajo
N-NO3|37.5 ppm | Muy
Relacion Entre Cationes (Basadas en me/100g) Bajo — ——
Relacién Calk Mg/K Ca+Mg/K Ca/Mg % Sat 86.3 9.36 2.42 2.00 ND ND —_
Resultados 357 387 395 9.22 meq/100g | 35.3 | 3.83 | 0.99 | 0.82 | ND ND | 40.9
Interpretacién)  Muy Alto Alto Alto Muy Alto Catidén Ca Mg K Na* Al* H* cic
* Es deseable que estos elementos tengan un bajo contenido
Propiedades Fisicas del Suelo pH del Suelo y Necesidades de Yeso, Cal y Lavado
. pH (1.2 agua) 7.22 Mod. alcalino
Clase Textural Franco Arcilloso pH Buifer ND
Punto de Saturacién 53.0 %o Alto Carbonatos Totales () 2,66 % Bajo
Capacidad de Campo 283 % Alto Salinidad (CE Extracto) 0.68 ds/im  Bajo
Punto March. Perm. 16.8 b Alto it i
Cond. Hidraulica 290 cmir  Mod. Bajo Eeq"erfmfe":m :e ;elso :0 Seq“!em
Dens. Aparente 1142 gmms equerimientos de La 0 Hequlere
Fertilidad del Suelo Cationes Intercambiables
Muy Mod. Mod. Muy af ) iR
Det |Result | Unid Ba]o‘ B°]°| Beko | Med. ‘ Mod ‘ Alto ‘ Muy Gréfico Basado en % de Saturacién
MO 214 % [ MI.IY
P-Bray [17.7 ppm Alto
K 435 o | Alto
Ca 5880 el ——— ]
Mg |B44 ppm | Mod.
Na* |155 ppm | Alto
Fe 8.51 ppm
Zn  |053 | ppm |m— Madio
Mn |28.7 PPM | Mod
Cu (135 PPM | Bajo
B 0.32 PEM | —
s 142 | ppm |m— Bajo
N-NO3|35.2 ppm | Muy
Relacion Entre Cationes (Basadas en me/100g) Bajo — ——
Relacién Calk Mg/K Ca+Mg/K CaMg % Sat 80.5 145 | 3.04 | 1.84 ND ND —_
Resultados 26.5 4.77 31.3 5.55 meq/100g | 29.4 | 5.30 | 1.11 | 0.67 | ND ND | 365
Interpretacién|  Muy Alto Muy Alto Alto Mediano Catidn Ca Mg K Na* Al* H* cic

* Es deseable que esios elementos tengan un bajo contenido

Figura 14. Analisis de la fertilidad del suelo de la parcela experimental.

En cuanto a la disponibilidad de micronutrientes: El suelo se encuentra muy

bajo en fierro disponible, moderadamente bajo en zinc y muy pobre en boro. Todo
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esto de acuerdo al analisis de suelo realizado a dos muestras que presentaban

una coloracion diferente en dos secciones de la unidad experimental.

6.4.3 Material Vegetal

Para la produccion de plantula y el ensayo en campo se utilizaron semillas
de tomate var. Gran Esmeralda de la casa semillera Harris-moran, cuyas plantas
producen frutos grandes, uniformes esféricos de color verde intenso y consistente,

con una alta vida de anaquel y con un buen potencial de rendimiento (Figura 15).

HArRRIS MORAN

|~ B

Tomatille

VENTAJAS:

& Buenos Tamaiios

™ Muy precoz Madurez Relativa Planta

g ) . Precoz Vigerosa, tallo grueso
Frutos de color verde intenso

[ Planta de porte medio, semi abierta

[ Cosecha semi-concentrada
o Frutos de muy buena vida de anaquel
o Alta produccién

SEMILLAS HARRIS MORAN MEXICANA S A DE C. V.
& mexic
ik er it
ara

AV. Miguel Nogratn 1700.A. 21100 Mexical, B.C. Tl

pdgin

Figura 15. Ficha técnica de la semilla de tomate var. “Gran Esmeralda”.
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6.4.4 Aislados de microorganismos antagonistas comerciales

Para los ensayos en campo se utilizaron los productos biolégicos: Bactiva y
Rhizobac combi, cuya formulacion se muestra en las fichas técnicas de las figuras
16y 17.

6.4.4.1 Rhizobac

Invovalk

GLOB3L
México

DOSIFICACION

Su aplicacién debe de iniciarse desde plantulas en invernadero.

Primera aplicacion: mezclar Rhizobac Combi con el sustrato en proporcion de 1 g/L para humedecer el
sustrato.

Segunda aplicacion: hacerla por inmersién de las charclas con plantulas en una superficie de 1 g/Lde
agua, justo antes del transplante.

En Campo: aplicar en el sistema de riego con frecuencia quincenal y dosis de 1 Kg/ha por aplicacion
hasta el inicio de la cosecha.

En cultivos de variedades indeterminadas o bajo invernadero, continuar las aplicaciones hasta mediados
del periodo de cosecha

INCOMPATIBILIDAD

No aplicar Rhizobac Combi antes 6 después de 72 Hrs de la aplicacion programada de bactericidas,
cobres 6 con soluciones de fertilizantes cuya conductividad eléctrica sea mayor a 5 dS/m.

ESPECIFICACIONES

Pseudomonas fluorescens; Bacillus cereus var. mycoides;

B. megaterium y B. subtilis 1 % 10% UFCig
% p/p
Carbono Organico Oxidable Total” 210

* Proveniantes del proceso patentado ECCA Carboxy’h con certificacion orgéanica.

REGISTRO COFEPRIS: EN TRAMITE

Figura 16. Ficha técnica producto Rhizobac combi.
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6.4.4.2 Bactiva

."* Tecnologias Naturales Ficha técnica
Internacional Ay, Tecnaldgico 709

- — Cal. Cd. Industrial

B act Iva C.P. 38010 Celaya, Gto., México

gri v Tolf Fax:01-800-4008432
jpagr1; ,"r?'f}’“ MR www. bactiva.com
bm_m_,,",:“ 3“.!, — Bacterias benéficas y biofungicida (Trichoderma) fo@bedivecom

Bacterias benéficas que estimulan el crecimiento del sistema radicular y fertilizan de manera bioldgica; asf como
Trichoderma que controla hongos patogenos como Pythium, Fusarium, Phytophthora, Rhizoctonia y Verticillium

Bactiva es un biofungicida seco y soluble que previena la pudhcion de las raices por hongos patdgenas. El producto contena Bacillus
polymyxa allamente anlagdnico a Fusanum, Bacillus subtiis y varias especies del hongo benéfico Trchederma, éstos compiten con hongos
patdgenos por el espacio v nuidentes en la rizdsfera, log parasitan v previenan su crecmiento al producir v liberar toxnas, Bactiva es un
bicanraizador, es decr, un estimulanta del crecmients da sistema radicular por bacteras productoras de hormonas de crecmienta
{giberclinas, citoquininas), como son Baclius megalerium y Psewdomonas flourescens. Las bacterdas y el Trchoderma estimulan el crecimiento
del sistema radicular durante todo el ciclo de cultivo y son indispensables durante la germinacidn de plantulas o en la recuperacién de raices
dafiadas. Bacfiva es un bioferffizante microbiano por sus bacterias fadoras de nitrdgeno v solubilzadoras de fosforo. Las bacterias fian o
liberan elementos que estdn presentes en el suelo pero que las plantas no pueden aprovechar, Los microorganismos estin suplementados por
picestimulantes que promueven su actvidad biokdgica, aumentando la propagacion de células vy yemas laterales ademas de retrasar el
envejpcamiento de los teidos vagetalas,

Mejora Reduce
Masa radicular » floracidn y color de las flores »  sobrevivencia de | Pérdida de plantas« uso de fertlizantes y
Beneficios: trasplantes « disponibilidad de nutrientes « absorcidn de agua vy | fungicidas quimicos « previene: Pythium
nutnentes « endimento en condiciones de estrés « respiracidn v | Fusarium,  Phytophthora,  Rhizoctonia
fotosintesis « divisidn celular « desarmollo de yemas laterales Vierticillium

Fertilizantes: El praducio s campatible con fediizantes,
Funglcidas: Los siguientes fungicidas son compatibles pero no los mezde en el mismeo tanque: Carboxin, Thiram,
Compatibilidad: Thiabendazol, Mancozeb, Metalaxi, Procymidone y Propamecarb clorhidrata.
Bactericidas no compatibles: Evite el uso de bactericidas y otros fungicidas por 2-3 semanas antes y después de
la aplicacion,
. Bactiva® esta recomendado para su aplicacidn en los siguientes cultivos: Jitomate, chile, pimiento, brdcoli,
Cultivos: lechuga, curcibitaceas y arboles frutales.

Hortalizas: Diuya Bactiva en agua. Apfique con bombas de asparsidn o por @ sistama da riaga. Charolas: Aspara
1gfcharala a los 5 dias de slembra, bajando el producto a la zona de las ralces con un riego Bgero. En campe: Aplique
un total de 0.5-1.5kg/Ha en pequehas cantidades a ntervalos de 2-3 semanas. Granos: Apbgue un otal de 500g/Ha al
. ) momento de la siembra. Vivere forestal {charola, contenedor o améacigo): Aplique 1kgi0,000 plantas al mes, durante
Dosificacion los primeros 3 meses. Después aplique la misma canfidad en intervalos de 2 meses. Pastos: Apbque de 0.5-1.5kg/Ha
¥ qnllmclﬂn: duranta el afo a intervalos de 2-3 meses en dosis de 250q. Caia de azucar: Aplique 5009 al momento de la siembra.
Ornamentales: Aplique 50g por cada 1,000m?,
Apkque cuando la radiacidn uiravialeta del sal no dafe los omanismos bendficos, Bactiva es un biofungicida
pravenivo que confrala la pudncion de raices (sustituye los fungicadas quimicas), Puade resulfar necesario mofar las
aplicacionas con fungicdas quimicas compatibhas,
* Mantenga el producto en un lugar freseo v seco
Almaceén: « Mo lo exponga a temperaturas elevadas ni a la luz directa del sol
* El praducto fiane una vida maxima de anaqual da 18 masas

Bacterias benéficas: Antgonistas a hangos patdganos | 100 millones UFCig (10° UFCig)

de la ralz, fjackin de nitmdgeno, solubilizaciin de UFC = Unidades Formadoras de Colonias

fdsforo, produccién de harmonas de crecimiento

vegetal

Hongos benéficos: Antagonistas a hongos patogenos | Trichodomma harzianum, T. reesel, T. wide,
Ingredientes: de la raiz Gliocladium virens: 100 millones UFCig {10° UFCig)

Vitaminas promoforas del crecmiento Biotina, Acido falico, B, B2, B3, B, BY, B12, Cy K

Aminodcidos Proteina vegetal

Extracto soluble de yuca Yuwcca schidigera

Extracto soluble de alga marina Ascophyilum nodosum

Acidos fllvicos Derivados de leonardita

Figura 17. Ficha técnica producto Bactiva.
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6.4.5 Cultivo

6.4.5.1 Preparacion de terreno

Se realiz6 un barbecho con un arado de 3 discos, seguido de un rastreo
para remover el suelo, triturar los terrones, cortar e incorporar en el terreno los
residuos vegetales, airear y esponjar el terreno. Posteriormente, se hicieron
surcos a 1.4 m de distancia a lo largo de la parcela agricola. Para finalizar la
preparacion del terreno se procediéo a utilizar una fertilizacion base con la
formulacion 50-30-30 (NPK) kg por hectéarea.

Figura 18. Preparacién de terreno.

6.4.5.2 Disefio experimental

El disefio disefio experimental en campo fue de bloques al azar con cuatro
tratamientos, cada uno con tres repeticiones, tomando como unidad experimental
20 plantas (Figura 20) de un surco aleatorio a una distancia entre plantas de 20 y
25 cm (Figura 19).
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Figura 19. Distribucion espacial de plantas en surcos.

Cuadro 4. Tratamientos de aplicaciones para el control de secadera en tomate.

Clave Tratamiento
T1 Rhizobac combi
T2 Cepa M4
T3 Bactiva
T4 Manejo convencional

Contabilizandose un total de 80 plantas arregladas de la siguiente manera por
triplicado.
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3 T2 T1 T4

Figura 20. Disefio experimental en campo.

La unidad experimental estuvo constituida por 20 plantas en triplicado,
teniendo 3 tratatamiento (Inoculacién con MA04, Bactiva y Rhizobac) y el testigo
sin inocular. Se evaluaron en el primer corte, 20 plantas por tratamiento por
triplicado, para el segundo corte se evaluaron frutos por tratamiento por triplicado,
mientras que para las pruebas en calidad se evaluaron para cinco frutos por

tratamiento y para las coordenadas de color 10 frutos por tratamiento.
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6.4.5.3 Plantacion

Las plantulas maquiladas en almacigo se plantaron entre 20 y 25 cm de
distancia para una densidad de plantacién aproximado de 18,000 plantas por
hectérea.

Figura 21. Plantacién de tomate de cascara var. “Gran Esmeralda”.

6.4.5.2.3 Escarda

Se realizaron escardas manuales y mecanicas, con cultivadora, a los 10 y
30 dias después del trasplante, esto para aflojar la tierra y permitir un mejor

desarrollo radicular.

Figura 22. Labores culturales: Escarda mecénica del cultivo.
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6.4.5.2.4 Fertilizacion

La fertilizacion se realizdé por medio del sistema de riego o de manera manual
a diferentes dias después del trasplante.

e 70-30-30 a los 15 ddt.

e 00-40-20 a los 30 ddt.

e 35-00-85 a los 60 ddt.

Utilizando sulfato de amonio, fosfato monoamonico y sulfato de potasio como

fertilizantes y corrigiendo las deficiencias con fertilizante foliar.

A
Py
P - \\,\n
oA

g
» I

b

Figura 23. Labores culturales: Fertilizacion en banda (A) Fertirriego (B).

6.4.5.2.5 Control de plagas y enfermedades

Durante el cultivo se presentaron diferentes plagas como gusano soldado,
gusano del fruto, gusano trozador, diabrética, trips, barrenador del tomate y
pulgones. Para ello se utilizaron, Bacillus thuringensis como agente de control

biolégico y el plaguicida clorantranipol considerado como ligeramente toxico.

Las aplicaciones preventivas se hicieron a los 15, 45 y de los 60 a los 75
dias después de trasplante dependiendo de las poblaciones de insectos. Para el
control de enfermedades fungicas se usaron los microorganismos y fungicidas

dados por los tratamientos preestablecidos.
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Figura 24. Manejo de plagas durante cultivo de tomate. Diabrotica sp (A)
Trichobaris mucorea (B), Enfermedades, marchitez (C) Aplicacion por aspersion

de plaguicidas (D), Aplicacién de tratamientos en drench (E), Limites de

tratamientos (F).
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6.4.5.3 Cosechay variables evaluadas

Al inicio de la cosecha se tomaron muestras aleatorias en el primer y segundo
corte de los frutos los dias 5 y 20 de junio de 2015, respectivamente, evaluando
las variables agrondmicas de calidad en los tratamientos asi como del testigo.

Diametro ecuatorial y peso del fruto

Esta determinacion se realiz6 midiendo el diametro ecuatorial de los frutos
provenientes de cada uno de los tratamientos utiizando de un vernier digital. Para

el peso se registro el peso individual de cada fruto con una balanza digital.

Color

El color del fruto se determino por medio de las coordenadas “L”, “a” y “b”
con ayuda de un colorimetro HunterLab con iluminante A, en 3 puntos
equidistantes del fruto en la zona ecuatorial, ademas de la toma de datos en 2
puntos de la cascara. Se utilizaron diez frutos por cada tratamiento, reportando el
promedio de las lecturas (Hernandez-Fuentes y col., 2010). La coordenada “L”
representa la diferencia ente la luminosidad ("L"=100) y la oscuridad ("L"=0), “a”
representa la diferencia entre el verde (-“a@”) y el rojo (+“@”), y “b” representa la

diferencia entre el amarillo (+“b”) y el azul (-“b”) (Figura 27) (Francis, 1980).

L=100 4

wt | 4

L=0

Figura 25. Espacio de color Hunter lab.
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Solidos solubles totales (SST)

El contenido de SST del fruto del tomate de cascara se determiné mediante el
uso de un refractometro digital marca ATAGO, realizando la lectura en forma

directa como se describe en el método de la AOAC, (1994).

pH

Para la determinacion del pH, se pesaron 10 g de muestra fresca a la que se
afiadieron 100 mL de agua destilada, homogenizando la mezcla con un
procesador de alimentos, despues se filtr6 y se realizé la lectura del pH, en un
potenciometro calibrado previamente con soluciones amortiguadoras de pH 7.0 y

4.0. Este procedimiento se realizé para cinco frutos y por triplicado (AOAC, 1994).

Acidez total titulable

La acidez titulable se determiné empleando el siguiente procedimiento: se
homogenizaron 10 g del fruto en 100 mL de agua destilada, de ahi se tomé una
alicuota de 5 mL y se agregaron 45 mL de agua destilada, se agité durante 5
minutos. A continuacién se realizé una titulacion con hidréxido de sodio 0.1 N
hasta alcanzar un pH de 8.2. Los resultados se expresaron como % de &cido
citrico/100 g de fruto fresco de acuerdo a la formula siguiente:

(Vol de NaOH)*N(NaOH)*(Factor de meq de acido citrico)

% de Acido citrico= e

*100

Doénde:

Vol de NaOH = cantidad de mL de NaOH gastados en la titulacion.
N = Normalidad de NaOH empleada.

Factor de meq. = 0.064 (acido citrico).

mL de muestra = cantidad de muestra empleada en mL.

Para la determinacidén se emplearon cinco frutos y por triplicado (AOAC, 1994).
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Acido ascorbico

Para la determinacion de acido ascorbico, se homogeneizaron 25 g del fruto
con 50 mL de una solucion extractora que contiene por litro 30 g de acido
metafosférico y 80 mL de acido acético. La mezcla fue filtrada en un matraz
aforado de 100 mL y lavada con solucién extractora para llevar a aforo. Después,
se tomo una alicuota de 5 mL y se titulé6 con una solucion de 2-6 diclorolindofenol
preparada con 0.25 gr de 2-6 diclorolindofenol y 0.21 gr de bicarbonato de sodio
para 1L de agua destilada, el cual se valor6 con 1 mL de acido ascorbico,
utilizando como blanco la solucién extractora. La titulacién se realizd por triplicado
reconociendo el viré cuando la solucion cambio a color rosa (AOAC, 1994). Los

resultados se expresaron en mg/mL equivalentes de acido ascérbico.

6.5 Analisis Estadistico

Los datos obtenidos fueron sujetos a analisis de varianza y prueba de medias
de Tukey (P < 0.05) (Castafio y Dominguez, 2010) con el paquete estadistico JMP
9.
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7. Resultados y Discusién

7.1 Aislamiento de patdégenos en suelo y pruebas de patogenicidad

Fusarium sp.

Se obtuvieron diversas cepas de hongos fitopatégenos (2 x 102 unidades
formadoras de colonias / gramo de suelo) resultado de la siembra de diluciones
de suelo en medio PPA, de las cuales se resembraron en medio CLA los aislados
que presentaban un mayor numero de colonias, tamafio y coloraciones diferentes,

observando el crecimiento de dos aislados de en este medio selectivo (Figura 26).

Figura 26. Cultivo de poblaciones fungicas de suelo y aislamiento de Fusarium
sp. (a) Diversidad de poblaciones fungicas creciendo en el medio PPA; (b)
Resiembra de poblaciones fungicas con mayor frecuencia y tamafio; (c, d)
Colonias purificadas de Fusarium sp.

La colonia present6 un micelio aéreo abundante y algodonoso. Al costado de

la caja Petri la colonia es blanca, con centro de color violeta para una cepa y
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blanca para otra, su reverso es violeta con tonos blancos.

Figura 27. Crecimiento micelial en placa de aislados de Fusarium sp. (a), cepa 1
de Fusarium sp. medio CLA (b), cepa 2 de de Fusarium sp. medio CLA (c).

En los microcultivos realizados, estos aislados presentaron microconidios
abundantes, hialinos, ovalados, elipticos; con uno o dos septos, ademas de
poseer hifas septadas, los conidiéforos localizados en el extremo de la hifa estan
ramificados variablemente (Figura 28, c), presentando clamidosporas debido
probablemente a alguna modificacion de la hifa (Figura 28, a) estos aislados
presentaron perdida de esporodoquios formados por conidiéforos ramificados,
mientras que se identificaron macroconidios (Figura 28, b) ligeramente curveados
en las puntas generalmente con forma de canoa de acuerdo a las claves de
Barnett y Hunter (1998).
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Figura 28. Caracteristicas morfologicas de Fusarium sp. Formacién de

clamidosporas (a), Micro y macroconidios (b), Conidioforos simples (c).

Pythium sp.

De los aislados obtenidos del medio de jugo V8 selectivo para Pythium, se
obtuvieron colonias con un desarrollo aéreo (Figura 29) menos abundante que las

cepas de Fusarium sp., debido a la accion del colorante rosa de bengala.
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Figura 29. Crecimiento micelial en caja Petri de aislado de Pythium sp.

En los microcultivos, se distinguieron estructuras reproductivas tales como
anteridios, germinacion de esporangios con tubo germinativo, ademas de
esporangios intercalares, (Figura 30, a) y oosporas individuales cilindricas (Figura
30, b), sin encontrarse zoosporas. Caracteristicas similares reportadas para el
genero Pythium sp. (Bernard, 2003; Lévesque y De Cook, 2004)

Figura 30. Caracteristicas morfolégicas de Pythium sp., Unién de esporangio y
anteridio (A) Formacion de oosporas (B).
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7.1.2 Pruebas de patogenicidad

Los resultados de las pruebas de patogenicidad se obtuvieron al tercer dia
después de la inoculacion de las plantulas con los aislados de Fusarium sp. F1y
F2 mostrando un porcentaje de infeccion y mortandad de entre 66 % y 89 %,
mientras que para el aislado de Phytium sp. P1 fue de un 100 % P1,
contabilizando en tres grupos de tres plantas cada uno las plantas sobrevivientes
y las completamente marchitas y por consiguiente muertas, obteniendo los
siguientes resultados (Cuadro 5)

Cuadro 5. Analisis de sobrevivencia a plantulas inoculadas con patégenos.

Inoculacion Sobrevivencia (%)
P1 0.00+0.00c
F1 11.00 £ 0.33 bc
F2 33.33+£0.00b
T 88.66 + 0.66 a

Medias (n = 3 plantas) + Error estandar de la
media por tratamiento, con letras iguales en
cada columna no son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0.05).

Estos resultados demuestran un alto grado de infeccion de los aislados de
hongos fitopatdgenos respecto a plantulas de tomate de céscara; para Fusarium
sp. Osada y col. (2004) demostraron la susceptibilidad de las solanaceas a la
infeccidn con cepas de Fusarium oxysporum; cuyo mecanismo de colonizacién de
los haces vasculares tiene que ver con la capacidad de penetracion de cepas
(Gao y col., 1995), mientras que Olivain y Alabouvette (1999) reportaron que el
nivel de resistencia de las plantas de tomate se localizé en la hipodermis y
corteza, pero al momento de la penetracion por parte de las cepas patogénicas de
Fusarium sp. se produjo una infeccion importante observdndose una coloracién
marron en cortes transversales de tallo, el amarillamiento de las plantulas y

consiguiente muerte de células apicales en plantas de tomate, caracteristicas
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reportadas por Agrios (1998) (Figura 31 a). Estos patdgenos, son denominados
necrotroficos, por su capacidad de producir la muerte de las células hospedantes
obteniendo los nutrientes a partir del tejido muerto de la planta, utilizando toxinas

gue degradan el tejido de la planta y facilitar la invasion (Madriz, 2002).

Figura 31. Infeccidn de plantula de tomate por Fusarium sp. (a) y Pythium sp. (b).

En el caso de Pythium sp. se observé un 100 % de infeccién y posterior
muerte de las plantulas, incluso cuando se ha reportado que esta patogenicidad
es variable entre especies y no todas las cepas de Pythium sp. son patégenas
(Grialba y col., 2015). Las plantulas infectadas presentaron ablandamiento de tallo
(Figura 31 b) y posterior muerte, signos similares reportados en infecciones de
plantulas de tomate reportado por Gonzales y col. (2013), estos resultados
positivos en la prueba de patogenicidad también pudieron verse afectados debido
a la alta humedad en sustrato, aunado a la alta temperatura durante la inoculacion
y los dias posteriores (28 - 30°C) variables tomadas en cuenta en trabajos como
los de Sinobas y Rodriguez (1999) para la patogenicidad de diversas especies de
Pyhitum sp. sobre plantas susceptibles al patégeno, entre ellas jitomate

(Lycopersicum esculentum).
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7.2 Pruebas in vitro de antagonismo de Bacillus sp. contra aislados de

Pythium sp.y Fusarium sp.

En el ensayo de inhibicion en placa empleando el sobrenadante de Bacillus sp.
en contra de aislados de hongos fitopatdgenos, se midieron diariamente el
diametro del crecimiento micelial por quintuplicado hasta el completo crecimiento
del micelio de las cepas de Pythium sp. y Fusarium sp. sobre las cajas Petri
utilizadas como testigo, el cual sucedié a los nueve dias después de la

inoculacion. Los resultados se presentan a continuacion (Figura 32, 33,34).
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Figura 32. Cinética del crecimiento de Fusarium sp. F1 en placas de PDA con

sobrenadante de Bacillus sp.
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Figura 33. Cinética del crecimiento de Fusarium sp. F2 en placas de PDA con
sobrenadante de Bacillus sp.
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Figura 34. Cinética del crecimiento de Pythium sp. P1 en placas de PDA con
sobrenadante de Bacillus sp.

Se observaron diferencias en la inhibiciébn de crecimiento de las cepas de
Fusarium sp. y en la de Pythium sp. por parte de la cepa bacteriana MAO4
respecto a las cepas MA12, MAO7 del orden del 66.88 % para la cepa de
Fusarium sp. F1, 65.51 % para la cepa de Fusarium sp. F2 y de un 78. 45 % para
la cepa de Pythium sp. P1 (Cuadro 6) (Figura 35).

Cuadro 6. Pruebas de antagonismo microbiano del sobrenadante libre de células.

Tratamiento ¢ rium spFl1  Fusarium sp F2 Pythium sp P1

MA12 27.67(+3.72)b  27.05(+3.39)b  18.64 (+1.68) b
MAQ7 6.40 (+ 5.19) b 10.52 (+ 4.61)b  535(x2.09) b
MAO4 66.88 (+ 1.21)a 6551 (+1.38)a  78.45(+ 3.68) a

Medias (n = 5 cajas) + Error estandar de la media por tratamiento, con letras
iguales en cada columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05). Los

valores representan el porcentaje de inhibicién con respecto al control.

Estos resultados son mayores a los obtenidos por Yezli y col. (2015) donde

reportaron inhibiciones para Fusarium oxysporum de filtrados celulares de B.
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subtilis del orden del 31 %, incubados por siete dias, mientras que Abdallah y col.
(2015) obtuvieron inhibiciones sobre Fusarium oxysporum del 59.5 % a los cinco y
39.8 % a los siete dias de crecimiento micelial. Por otro lado para Pythium sp.,
diversos investigadores han reportado inhibiciones de crecimiento micelial por
parte de distintas cepas B. subtilis del orden del 47 % al 82.2 % (Sarti y Miyazaki,
2013; Saad, 2015; EI-Mohamedy, 2012).

Estas inhibiciones utilizando sobrenadantes libres de células de Bacillus ha
sido reportado para diversos fitopatdgenos como Phytoptora capsici, Fusarium
solani, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum (Guillen y col. 2006). Se ha
atribuido a la produccion de diversos metabolitos secundarios, entre los cuales
destacan: antibioticos, compuestos volatiles organicos y enzimas liticas que
actlan como compuestos con actividad antifingica, antibacterial e incluso
nematicida, los cuales reducen la capacidad de crecimiento de patdgenos (Pal y
McSpadden, 2006; Leelasuphakul y col. 2008; Abdulkareem y col., 2014). Algunos
de estos compuestos reportados para B. subtilis como inhibidores de crecimiento
bacteriano y compuestos antifangicos son bacisubina (Liu y col 2007),
bacillomicina D y fengicina(Ramarathnam y col. 2007) iturina A (Ongena y
Jaques., 2008). Recientemente Tan y col. (2013) identificaron un nuevo péptido
con actividad antibiotica probada para Fusarium oxysporum f.sp.cubense,
Corynespora cassiicola, Alternaria solani, Botrytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides y Aspergillus niger obtenida de una cepa de B. subtilis
denominada B25. En 2016 Jiang y col. identificaron una nueva surfactina derivada
de una modificacién de una cepa de Bacillus subtilis PB2-L1, la cual fue probada
en el control de Fusarium moniliforme dafiando las células y estimulando la
apoptosis celular del patégeno.

Los resultados del presente trabajo demuestran la efectividad del
sobrenadante libre de células de cepas de Bacillus sp. para la inhibicion de
crecimiento de microorganismos fitopatdgenos, esto significa que no es necesaria
la presencia de células activas metabdlicamente, ademas estos compuestos
presentan una alta tolerancia a temperaturas extremas. Sin embargo existen
excepciones de este antagonismo para cepas especificas de Bacillus sp. (Baysal

y col 2013; Darma y col., 2016) tal y como lo demuestran los resultados de este
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trabajo, donde las cepas de Bacillus sp. MAO7 y MA12 no presentaron inhibicion
al crecimiento radial de organismos patégenos en sobrenadante bacteriano libre
de células, en este sentido, para promover la produccion de dichos metabolitos
secundarios Alamri (2014) demostré que se mejoran los rendimientos de diversas
enzimas encargadas del antagonismo microbiano cuando se adiciona quitina
coloidal al medio de cultivo donde crecen las cepas de B. subtilis. Ademas se
puede sugerir que, si existe un efecto de antagonismo de estas cepas se requiere
la presencia de las células vivas, ya que en algunos casos de antagonismo los
mecanismos de defensa se activan cuando los microorganismos entran en
contacto (Darma, 2016)

Fusarium sp F1

Testigo MA12 MAO7 MAO4
b)

Fusarim sp F2

Testigo MA12 MAQ7 MAO4
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Phytium sp P1

Testigo MA12 MAO7 MAO4

Figura 35. Ensayos de antagonismo microbiano empleando sobrenadantes
de cepas de Bacillus. a) Crecimiento de Fusarium sp. F1 en sobrenadante
bacteriano de distintas cepas de Bacillus sp. b) Crecimiento de Fusarium
sp. F2 en sobrenadante bacteriano de distintas cepas de Bacillus sp. c)
Crecimiento de Pythium sp. P1 en sobrenadante bacteriano de distintas

cepas de Bacillus sp.

De esta manera se demuestra la actividad del sobrenadante libre de
células de la cepa MAO4 para inhibir el crecimiento de aislados patégenos con las
cuales fue probada in vitro.
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7.3 Efecto promotor del crecimiento de plantas de Bacillus sp.

Después de 30 dias de iniciada la germinacién se cosecharon las plantulas
inoculadas con las cepas Bacillus (Figura 36), para medir las variables de
crecimiento: altura, diametro de tallo, peso fresco y seco del vastago, longitud de
raiz e indice de vigor, tanto de los tratamientos asi como del testigo sin inocular,

registrando los datos en 5 grupos de 10 plantas cada uno por tratamiento con los

resultados que aparecen en el cuadro 8.

Figura 36. Plantulas de tomate inoculadas con cepas de Bacillus sp. reportadas
como promotoras del crecimiento vegetal. (a) Tratamientos; (b) Efecto de la

inoculacién en plantulas.
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Cuadro 7. Efecto de la inoculacion en plantula de Tomate (Physalis ixocarpa) sobre variables de crecimiento.

_ Altura de Didmetro de Peso fresco Longitud de . _
Tratamiento Peso seco (gr) ) Indice de vigor
planta (cm) tallo (cm) (gn) raiz (cm)
MAO4 9.09 (£ 0.21)a 0.25(x0.05)a 17.88 (+0.30)a 1.53(x0.41)a 6.27 (+0.03)a 2.25(x0.08) a
MA12 8.98 (£ 0.18)a 0.22 (+0.06) b 1598 (+0.25)a 1.41(+0.38)a 6.44(x0.04)a 1.97 (x0.07)b
MA17 9.05(x0.18)a 0.22(x0.05) b 17.01 (x0.20)a 1.51(x0.89)a 6.73 (x0.05)a 2.03(x0.06) b

Testigo 6.24 (+0.12) b 0.22 (+0.04) b 11.59 (+ 0.30) b 1.07 (+ 0.71) b 4.76 (+ 0.05) b

CV% 16.78 6.81 17.96 15.34 15.89

1.36 (+ 0.04) b

20.66

CV = coeficiente de variacion. Medias (n = 50) + Error estandar de la media por tratamiento, con letras iguales en cada columna no

son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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Las plantas presentaron incrementos significativos con la inoculacion de
cepa MAO4 en las variables de diametro de tallo e indice de vigor con respecto a
los demas tratamientos (Figura 40), en este sentido, el vigor que establece la
relacion entre tallos gruesos y altura de la plantula favorecen la adaptabilidad de
las plantulas a la hora del trasplante en campo ya que el diametro del tallo puede
representar la acumulacion de fotosintatos que estan disponibles para las partes
que asi lo requieran al momento del trasplante (Terraza y col, 2012). Estos
resultados concuerdan con el trabajo reportado por Luna y col., en 2013, quienes
encontraron que las cepas MA04 y MA17 mejoraron la germinacion de semillas de
tomate saladette variedad ‘Rio Grande’. Mientras que en las plantulas de pimiento
variedad ‘California Wonder’, las cepas MA12 y MA17 mejoraron la biomasa (peso
fresco). Este aumento en la biomasa puede estar relacionado a la produccion de
acido indolacético producido por las cepas bacterianas, Ribaudo y col. (2006)
encontraron una mayor cantidad de &cido indolacético en plantas de jitomate
inoculadas con Azospirillum sp. en comparacion a las plantas testigo con un

incremento en la biomasa de la raiz de un 20 %.

Otros trabajos donde se inocularon semillas de tomate saladette variedad
‘Rio Grande’ con diferentes cepas de Bacillus sp. (Lagunas y col., 2001) se
obtuvieron incrementos del 87.5 % y 84 % en el volumen radical y peso seco del
vastago respectivamente, ademas Santillana y col. en 2005 reportaron
incrementos en la variable materia seca aérea en un orden del 88 % respecto al
testigo en plantas de tomate (Lycopersicum esculentum Miller) debido a la
capacidad estimulante de cepas de Rhizobium inoculado en las plantulas, con
porcentajes mayores en materia seca aérea del 56 % y materia seca de raiz de 58
% respecto al testigo. De igual manera en los resultados obtenidos por Zhang y
col. (2009), quienes inocularon B. subtillis al suelo y semilla de soya, mejoraron la
emergencia en un 13 a 17 %, la altura en un 9 a 18 %, y el peso seco de raiz de
8.4 a 19 %, mientras que Almaghrabi y col. (2012) reportaron en tomate saladette
incrementos del 40 y 42.6 % en la altura y materia seca aérea por inoculaciones
con B. subtillis, obteniendo resultados similares en el presente trabajo con
incrementos del 37.8 % al 54.2 % en peso fresco, 31.7 % al 42.9 % para materia

seca, 43.9 % a 45.6 % para la variable altura y 31.7 % a 41.3 % en longitud de

60



raiz, de las inoculaciones con diferentes cepas del genero Bacillus sp. sobre el
tratamiento testigo. Estos resultados proponen a varias especies de
microorganismos entre ellos Bacillus sp. el ser considerados como bacterias del
suelo promotoras del crecimiento (PGPSB = plant growth promoting soil bacteria);
como se habia dicho anteriormente debido a la produccién de acido indolacético,
ademas de la estimulacién del suministro de fosforo (P) a las plantas, compuesto
indispensable en las primeras fases del desarrollo vegetal, esta solubilizacion se
da por la produccion de acidos organicos a través de los microorganismos
acidificando la rizosfera pudiendo ser un medio directo de conversion en suelo
(Van Veen y col., 1997; Lagunas y col., 2001; Fernandez 2007; Badri y col.,
2009).

El tratamiento de semillas con bacterias promotoras del crecimiento es un
método econdmico, rapido, practico y seguro para mejorar la calidad de las
plantulas; las cepas MA0O4, MA12 y MAO7 corroboraron su actividad promotora de
crecimiento en tomate de cascara respecto al testigo obteniendo los mayores

valores promedio de crecimiento la cepa MAO4.
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7.4 Evaluacién la calidad y rendimiento de frutos de tomate de cascara
7.4.1 Variables de produccién (primer corte)
El dia 5 de junio de 2015 se realizd el primer corte evaluando el nimero y el

peso de frutos por planta (Figura 42); y en el segundo corte realizado el 20 de

junio, se contabilizé el peso y diametro de los frutos individuales por tratamiento

(Figura 37), esto debido a un periodo de lluvia intenso y constante del 12 al 16 de
junio de 2015.

Figura 37. Frutos de tomate obtenidos de la primera y segunda cosecha.

De acuerdo al andlisis de las variables de produccién, se muestra en el
primer corte (Cuadro 8) un aumento en el numero de frutos entre plantas
inoculadas con la cepa MA04 y los tratamientos Bactiva y Rhizobac pero no asi
del tratamiento testigo, y en la variable de peso del fruto, los frutos obtenidos de
plantas inoculadas con la cepa MAO4 presentaron una diferencia mayor entre los
demas tratamientos; lo cual se puede atribuir a una aceleracion en la maduracién
y cuajado del fruto, esto debido probablemente al incremento de la actividad
fotosintetica, proceso fisiologico natural de las plantas el cual mantiene una
relacion directa con la produccion (Sanchez Chavez y col.,, 2011). Dichos

tratamientos estuvieron expuestos a las mismas condiciones de estrés en campo
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(temperatura, factores ambientales, hidrico, plagas y enfermedades), los cuales
pueden trabajar de una manera conjunta y no aislada en su relacién con la

produccion (Resendiz y col. 2010).

Por otro lado, el incremento observado en el numero y peso de frutos del
11.57 y 11.65 %, respectivamente, del primer corte debido a la inoculacion por
Bacillus, indicando que posee potencial, resultados similares reportaron Mena y
Olalde en 2007, quienes encontraron un incremento del 25 % en el rendimiento de
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) en plantas inoculadas con Bacillus subtilis
cepa BEB-13bs. De la misma manera diversos autores han reportado incrementos
en produccion relacionados con las inoculaciones bacterianas como Gravel y col.
en 2007 quienes reportaron que la inoculacion de plantas de tomate con
Pseudomonas marginalis y P. Putida en produccion bajo invernadero,
incrementaron el nimero de frutos en un 11 y 23.3 %, respectivamente. Luna y
col. en 2011 inocularon cultivos de tomate con Gluconacetobacter diazotrophicus
obteniendo incrementos del 7.33 % en el numero de frutos y del 13.83 % en el
peso de frutos, mientras que cultivos de platano inoculados con Azospirillum
brasilense y Bacillus sphaericus (Baset y col. 2005) incrementaron la produccion

en el orden del 50.9 %.

Estos efectos estimulantes de la produccién reportados por cepas de B.
subtilis se originan también a partir de mecanismos indirectos como la supresiéon
de microorganismos patégenos (Camargo y col. 2012; Shehata y col. 2016); pero
en cuanto a los mecanismos directos relacionados con el incremento en la
produccion de los cultivos, la sintesis microbiana de hormonas vegetales como
auxinas y giberelinas cobra gran trascendencia (Gutiérrez y col. 2001), ademas
del mejoramiento de la absorcion de nutrientes fosforo (P) y nitrégeno (N)
principalmente facilitados por el incremento de la disponibilidad de los mismos en
la rizosfera (Richardson, 2001), y la adquisicion y absorcion de agua ( Pishchik y
col. 2016).

63



Cuadro 8. Variables de produccion evaluadas en campo ler corte.

_ Numero de frutos  Peso de los frutos
Tratamiento

por planta por planta (Kg)
MAO04 19.08 (x 1.25) a 0.95 (+ 12.65) a
Rhizobac 14.20 (x 0.18) b 0.65 (£ 9.63) c
Bactiva 15.63 (£ 0.33) b 0.85(x16.01) b
Testigo 17.10 (x 0.59) ab 0.85(x18.78) b
CV % 13.74 14.08

CV = coeficiente de variacion. Medias (Primer corte n = 20 plantas) + Error
estandar de la media por tratamiento, con letras iguales en cada columna no son

estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

7.4.2 Variables de produccién (segundo corte.)

En el segundo, en las variables registradas de peso y diametro ecuatorial
de los frutos individuales por tratamiento no se encontraron diferencias (Cuadro
10). La Norma Oficial Mexicana NOM-FF-54-1982, productos alimenticios no
industrializados para uso humano- hortalizas en estado fresco- tomate con
cascara, establece como variables de calidad las de origen cualitativo y estado
fisico como lo son olor, forma, color caracteristico, libre de dafio mecanico,
pudricion y defectos de origen mecéanico, meteorolégico, entomoldgico,
microbiolégico o genético-fisiologico. Como variables cuantitativas nos indica los
diametros ecuatoriales del fruto, dentro de los cuales no hubo diferencia entre los
tratamientos ubicandolos entre los tamafios B (4.7 -5.4 cm) y C (3.9 - 4.6 cm)
aptos para calidad EXTRA la cual dice textualmente en el punto 6.2.1.1 “Para la
calidad México Extra se permiten los tamafios A, B o C para tomate”. Valores que

se muestran en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Variables de produccion evaluadas en campo 2do corte.

' Diametro de
Tratamiento Peso de frutos (gr)
frutos (mm)

MAO04 38.94 (£ 3.67) a 44,51 (£ 1.38) a
Rhizobac  42.00 (£ 3.62) a 45.85 (£ 1.34) a
Bactiva 48.77 (£ 3.83) a 48.43 (£ 1.37) a
Testigo 45.49 (£ 4.06) a 46.80 (£ 1.43) a

CV % 38.42 13.36

CV = coeficiente de variacion. Medias (n = 20 frutos) * Error estdndar de la media
por tratamiento, con letras iguales en cada columna no son estadisticamente
diferentes (Tukey, 0.05).

7.4.4 Variables de calidad

7.4.4.1 Color

En cuanto a las variables de color (Cuadro 10), se observaron diferencias
solo en la coordenada ‘b’; donde el testigo presenta un incremento, indicando
frutos mas amarillos, con respecto a los tratamientos inoculados, pero esto no fue
observado en la cascara. Por el contrario, el tratamiento con bactiva presentd

menor tendencia al color amarillo en fruto con respecto a los demas tratamientos
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Figura 38. Valor de la coordenada cromatica “b” de frutos de plantas inoculadas

con cepas de Bacillus y productos comerciales.

La produccion de los pigmentos esta influenciada por factores fisicos como
ceras cuticulares, asi como la forma y orientacion de las células de la epidermis y
sub-epidermis del fruto o cascara. Estos pigmentos que aunado a la morfologia
superficial del fruto, absorben y refractan selectivamente la luz visible incidente,
para producir un color especifico del fruto en particular (Lancaster y col., 1997).
Los cambios de color en el fruto y cascara responden a procesos bioquimicos de
la maduraciéon y condiciones de estrés tanto ambientales como de sanidad. Sin
embargo aunque no hubo diferencias significativas en la coordenada “a” tanto de
fruto como de cascara (Cuadro 11), que de acuerdo a las caracteristicas fisicas
de calidad por la Norma Oficial Mexicana NOM-FF-54-1982 los frutos deben
presentar un color verde brillante, brillantez (L) que sin ser diferente de los deméas
tratamientos se obtuvo el mayor promedio en el tratamiento de Rhizobac en
cascara, parte del fruto de interés por ser la que se expone al mercado, los
valores de la coordenada “a” que van desde -6.64 hasta -8.27 en fruto, son
similares a los de la variedad Rendidora, valores que segun Bautista y col. (2015)
se deben a los tiempos de degradacion de la clorofila relacionados directamente

con la variedad del fruto.
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Estos cambios debido a procesos bioquimicos propios de la maduracion de los
frutos pueden estar dados debido a la actividad microbiana de las cepas con los
cuales fueron inoculados, y si la produccion de estos metabolitos influyen en el

proceso propio de la maduracion.

Cuadro 10. Efecto de la inoculacion sobre color en fruto y cascara de tomate.

_ Fruto
Tratamiento
L a b
MAO4 46.34 (£ 1.23) a -7.42 (£ 0.26) a 27.57 (¥ 0.59) ab
Rhizobac 4513 (¥ 1.29) a -8.27 (£ 0.52) a 30.09 (x1.23) ab
Bactiva 47.09 (£ 1.74) a -6.64 (+ 0.66) a 26.33 (x1.19) b
Testigo 4757 (x1.01)a -7.96 £(0.49) a 30.57 (x1.02) a

Medias (n = 10) £ Error estandar de la media por tratamiento, con letras iguales

en cada columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

. Céscara
Tratamiento
L a b
MAO4 51.98 (£ 2.28) a -5.40 (x 1.33) a 35.16 (£ 3.15) a
Rhizobac 53.83(x1.82)a -7.11 (x 0.79) a 38.52(x1.29)a
Bactiva 53.29 (x1.97)a -5.91 +(1.10) a 38.73(x1.87)a
Testigo 53.51(x1.18)a -8.28 (£ 0.51) a 38.73 (= 0.74) a

Medias (n = 10) £ Error estandar de la media por tratamiento, con letras iguales

en cada columna no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).
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7.4.4.2 pH, acidez titulable (AT), solidos solubles totales (SST) y acido

ascorbico

En cuanto a las variables de calidad en frutos, se observé un aumento de la
concentracion de grados Brix en el tratamiento con la cepa MA0O4 y Rhizobac con
respecto a los demas tratamientos, en cuanto al pH, todos los tratamientos
presentaron un pH &cido sin presentar diferencias, como tampoco en la acidez
titulable (Cuadro 11). En este sentido la vitamina C recae su importancia en la
salud humana debido al hecho de ser un agente antioxidante al cual, se le
atribuye el fortalecimiento del organismo en defensa a enfermedades (Carr y Frei,
1999). En trabajos realizados por Ramirez y col. (2010) en tomate de cascara,
quienes suministraron biorreguladores como Prohexadiona de Ca (P-Ca),
obtuvieron promedios de acido ascorbico de un 3.21 y un 4.66 mg/ 100 g de fruto
de tomate, con respecto a donde las concentraciones de acido ascoérbico en los
tratamientos MAO4 y Bactiva entran en rangos de plantas tratadas con
potenciadores de la produccién de Vitamina C como lo son los retardantes de
crecimiento (Jamalian y col., 2009). Sin embargo en trabajos donde se inocularon
cepas de Bacillus y se midié6 el contenido de vitamina C se encontraron
incrementos del orden del 14 % (Erktur y col. 2012) esto en frutos de fresa
mientras que en el presente trabajo se encontraron incrementos del 54.5 % de

contenido de vitamina C con respecto al testigo.
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Cuadro 11. Efecto de la inoculacién en variables de calidad en fruto de

tomate.
_ % Acidez o _
Solidos solubles _ Acido ascorbico
: titulable
Tratamiento totales pH o (mg de a.a. /100
. (% de acido
° Brix . gr tomate)
citrico)
MAO04 56(x0.06)a 3.97(x0.06)a 0.84(+x0.10)a 3.26 (£ 0.20) a
Rhizobac 6.2(x0.07)a 3.77(x0.03)ab 1.02 (x0.07)a 2.36 (x0.65) b
Bactiva 40(x0.03)ab 3.90(x0.19)a 0.75(x0.07)a 3.25(x0.71)a
Testigo 28(x0.03)b 3.40(x0.09)b 0.86(x0.16)a 2.11(x0.20) b
CV % 38.39 8.73 29.17 30.92

CV = coeficiente de variacion. Medias (n = 5) con letras iguales en cada columna
no son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.05).

En trabajos como el de Suarez y col. (2009) en frutos de guayaba, se
observo la disminucion de acido ascorbico en frutos de guayaba, ya que al ser un

compuesto hidrosoluble se pierde conforme avanza el proceso de maduracion.

En los solidos solubles totales se observdo un incremento en los
tratamientos inoculados respecto del testigo teniendo el mayor promedio el
tratamiento de rhizobac (Cuadro 12), estos valores de sélidos solubles totales son
superiores a los reportados por Rodriguez y col. (2015) para frutos de tomate de
cascara (5.33 y 5.57) estos incrementos pueden deberse al efecto de la
degradacion de macromoléculas organicas a moléculas de cadena mas sencilla
como los azucares (Seymour y col. 1990). En este sentido las variables de sdlidos
solubles totales y acidez titulable son pardmetros indicadores de la calidad
sensorial de los frutos (Ochoa y col. 2016). Mientras que las variables
relacionadas de pH y acidez titulable se observa que los tratamientos testigo y
rhizobac son mas acidos respecto a los tratamientos MAO4 y Bactiva

comportandose de manera relacionada con la acidez titulable ya que cuando el
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pH aumenta en los tratamientos, disminuye el porcentaje de acidez titulable,
resultados similares fueron los obtenidos por Cruz y col. (2015) donde no
encontraron diferencias significativas en la variable de acidez titulable. Sin
embargo los frutos difieren en su relacion de azucares y acidos organicos los

cuales son utilizados como sustratos de la respiracion (Tucker, 1993)
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8. CONCLUSIONES

Fusarium sp. y Pythium sp. fueron aislados del sitio experimental y
muestran patogenicidad en plantulas de tomate de céscara; se caracterizo
morfoldégicamente dos cepas de Fusarium sp. denominadas F1 y F2 y una cepa
de Pythium sp. denominada P1

La cepa de Bacillus sp. MAO4 mostré6 porcentajes satisfactorios de
inhibicidn in vitro para los microorganismos patégenos de la region de San Nicolas
Tequisquiapan Querétaro aislados de Fusarium sp. F1 (66.88 %), Fusarium sp. F2
(65.51 %) y Pythium sp. P1 (78. 45 %) con respecto a las cepas MA12 y MAO7 las

cuales no presentaron inhibicion.

La inoculacion de semillas de tomate var. “Gran Esmeralda” con cepas de
Bacillus, MAO4, MAO7 y MA12 mejoraron la calidad de la plantula teniendo mayor
desarrollo vegetativo, determinado por el incremento variables altura, peso fesco,
peso seco, con respecto al testigo, mientras que la cepa MA04 ademas mostro

valores superiores en diametro de tallo e indice de vigor.

Se determinaron diferencias significativas en las variables de nimero de
frutos por planta y peso de frutos en el primer corte de la cepa MA04 con respecto
a los tratamientos Bactiva, Rhizobac y testigo, mientras que para el segundo corte
no hubo diferencia en variables de produccién entre los frutos de plantas
inoculadas con los diferentes tratamientos. Ademas determinaron diferencias
significativas entre los tratamientos inoculados con el producto Bactiva y la cepa
MAO4 en variables de calidad como la Vitamina C, mientras que el tratamiento
Rhizobac y MA0O4 lo fueron para solidos solubles totales mejorando la calidad de

estas variables quimicas respecto al testigo.
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9. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de las cepas de Bacillus utilizados en el trabajo de
investigacion contra las enfermedades o pérdidas post-cosecha en tomate de
cascara, utilizando sobrenadante libre de células como fungicida, un control
quimico convencional, ademas de la alternancia entre aplicaciones para comparar
la virulencia de la enfermedad entre los diferentes tratamientos, esto debido a que
los microorganismos promotores de crecimiento y antagonistas microbianos, en
este caso Bacillus sp., son una alternativa de manejo de cultivo para el tomate de
cascara en cuanto a la proteccién contra enfermedades y las mejoras en variables
de calidad de fruto, cepas especificas tienen la capacidad de incrementar y
potencializar plantulas a nivel de almacigo para una mejor adaptacion al momento
del trasplante; sin embargo para el manejo de cultivo en condiciones de campo a
cielo abierto no se puede depender de un solo mecanismo de control, debido al
estado salvaje de cepas silvestres de los fitopatdgenos de interés que ya estan
adaptados a la zona localizada y que limitan el accionar de los inoculantes
incorporados a esperar algun tiempo de adaptacion al ambiente cuando las
condiciones ambientales son adversas y su propagacion es mucho mas rapida;
manejos adecuados de control bioldgico, laboreo cultural, conocimiento y manejo
de ecologia local y en menor medida el uso del control quimico, pueden contribuir
a mantener un equilibrio en pro de las necesidades de los cultivos, en este caso

tomate de cascara.
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