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Introduccion.

El uso de agroquimicos en los cultivos agricolas es uno de los insumos mas caros dentro del
sistema de produccion, ya que estos productos alcanzan elevados precios en el mercado;

ademads de que tienen un impacto negativo para el ambiente.

El control bioldgico es una opcion para poder combatir las plagas y enfermedades que causan
dafos y pérdidas en los rendimientos de los cultivos agricolas. Por tal motivo, es importante
profundizar en la investigacion sobre los organismos que son benéficos para la agricultura.
Es importante implementar esta tecnologia hacia los productores, ya que ademas de disminuir
sus costos de produccion, no ocasiona un deterioro al medio ambiente, ni son causa de
problemas de salud provocadas a las personas en comparacion con el uso de fungicidas,
obteniendo asi productos agricolas inocuos de mayor calidad. Se ha demostrado que el uso
excesivo de agroquimicos afecta la fertilidad del suelo, al igual que provoca la resistencia de

las plagas agricolas haciendo que estas sean mas dificiles de erradicar.

El presente trabajo tuvo como finalidad aislar cepas de fitopatdgenos del género Fusarium,
y antagonistas del género Trichoderma, de suelos donde se produce tomate, bajo
invernaderos donde se presentaron plantas con sintomas de marchitamiento y donde nunca
se haya aplicado alglin producto a base de cepas de Trichoderma; esto en el municipio de
Coatepec Harinas el cual es un importante productor de tomate (Lycopersicon esculentum

Mill) en el estado de México.

A nivel mundial México se posiciona en el séptimo lugar entre los paises con mayor
superficie de hectareas bajo agricultura protegida (OIEDRUS, 2011). A nivel nacional, el
estado de Sinaloa ocupa el primer lugar con mayor superficie de hectareas bajo agricultura
protegida (22.03%), el segundo lugar lo ocupa el estado de Jalisco (15.37%) y Baja California
el tercer lugar (12.29%) (OIEDRUS, 2011; SAGARPA, 2012).

Por su parte, en el estado de México el municipio de Coatepec Harinas zona de estudio de la

presente investigacion, ocupa el quinto lugar por superficie sembrada de tomate con 83
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hectareas, cultivadas en su totalidad bajo agricultura protegida, con un rendimiento de 136.93
toneladas por hectéarea; siendo el mayor rendimiento entre los municipios productores de
tomate del Estado de México. Inclusive, en el Estado de México se tienen rendimientos

superiores al estado de Sinaloa (SIAP, 2016).

Una de las limitantes de la produccion de tomate en la zona de estudio es la marchitez de
plantas causada por el hongo fitopatdogeno Fusarium. El género Fusarium se encuentra dentro
del complejo de los hongos causantes de la enfermedad conocida como damping off o
secadera de plantulas. Este hongo ataca a las raicillas de las plantulas, penetrando el micelio
hasta alcanzar los vasos conductores, los cuales quedan obstruidos causando una
podredumbre de la raiz, marchitamiento y finalmente mata a las plantulas (Agrios, 2005;

Leslie y Summerell, 2006; Ramirez y Sainz, 2010).

A nivel plantula los sintomas de la enfermedad son en la base del cuello y se observa por una
necrosis que produce un estrangulamiento circular del tallo, interfiriendo en la circulacion de
la savia, asi como una podredumbre y posterior necrosis de las raices (Ramirez y Sainz,

2010).

Hoy en dia existe un grupo de hongos y bacterias que juegan un papel antagénico para el
control de hongos fitopatdgenos del suelo y esta accion puede ser aprovechada como una
forma de control bioldgico para combatir patdogenos vegetales. Entre estos microorganismos
se encuentran algunas bacterias del género Bacillus y Pseudomonas, y hongos de los géneros
Gliocladioum, Chaetomium, Epicoccum y Trichoderma (Fernandez y Vega 2001;

Hernandez, 2011; Hoyos, 2012).

El género Trichoderma se ha caracterizado como un potencial controlador bioldgico por sus
diversos mecanismos de accion para inhibir el crecimiento de diversos hongos fitopatogenos
como son el micoparasitismo, la competencia, la actividad antibidtica y la induccion de

resistencia a plantas (Elad ef al. 1983; Samuels, 1996; Howell, 2003; Hernandez et al. 2015).



Con el uso de cepas nativas de Trichoderma se puede tener un mejor control de los parasitos
del suelo, ya que las cepas estan adaptadas a las condiciones ambientales de México, en
comparacion con las cepas comerciales que son importadas de otros paises y comercializadas

en nuestro pais.

Se identificaron siete cepas del hongo antagonista Trichoderma y cuatro del fitopatogeno
Fusarium, se realizaron pruebas de patogenicidad en plantulas de tomate utilizando las cepas
del fitopatdégeno Fusarium, esto para determinar la cepa patogénica y con mayor virulencia
hacia el cultivo de tomate; posteriormente se realizaron pruebas in vitro de control con cepas
nativas de Trichoderma, con base en los resultados obtenidos en las pruebas in vitro se
realiz6 un prototipo de un biofungicida a base de la cepa con mayor potencial; posteriormente
se probo su efectividad de control en una prueba piloto in vivo bajo invernadero en plantulas
de tomate, demostrando su control hacia la enfermedad. Al igual, se observd un mayor

crecimiento longitudinal de las plantulas que fueron inoculadas con este antagonista.

Esta investigacion constituye los primeros pasos para la produccion y comercializacion de
un biofungicida, el cual podra beneficiar a los productores tanto econdémicamente como al
permitirles realizar una agricultura mas sustentable y amigable con el ambiente reduciendo

el uso y aplicacion de fungicidas.



Objetivos e Hipotesis.

Objetivo general.

Evaluar la efectividad del prototipo de un biofungicida formulado a base de una cepa
nativa de Trichoderma spp de Coatepec Harinas, Estado de México, para el control
biologico de Fusarium spp, a nivel in vitro e in vivo en plantulas de tomate

(Lycopersicon esculentum Mill).

Objetivos particulares.

Aislar e identificar los hongos del género Fusarium spp causantes de damping off,
asi como los hongos antagonistas del género Trichoderma spp a partir de suelo del

estado de México.

Seleccionar la especie del género Fusarium spp con mayor virulencia hacia plantulas

de tomate.

Evaluar in vitro el potencial de controlador al patdégeno Fusarium spp causante del

damping off en plantulas de tomate mediante cepas nativas de Trichoderma spp.

Elaborar un prototipo de un biofungicida a base de una cepa nativa de Trichoderma

spp para el control biologico de Fusarium spp.

Realizar pruebas in vivo con plantulas de tomate para evaluar la efectividad del

biofungicida.

Hipdtesis.

El biofungicida realizado a partir de una cepa nativa de Trichoderma spp reduce la

enfermedad de damping-off en plantulas de tomate causada por Fusarium spp.



Capitulo 1. Marco tedrico y conceptual.
1.1 Conceptos de Control bioldgico.

El control bioldgico ha tenido diferentes definiciones a través del tiempo, las cuales tienen
gran similitud entre ellas; s6lo se han ido actualizando con nuevos términos. La primera
definicion de Control Bioldgico fue hecha por DeBach en 1964, quien la define como “la
accion de parasitos, depredadores o patdgenos que mantienen poblaciones de otros
organismos a un nivel mas bajo de lo que pudiera ocurrir en su ausencia” (Zavaleta et al.

2015).

Cook y Baker en 1983 definieron al control biolégico como “la reduccién de la cantidad de
inoculo o de las actividades inductoras de enfermedad de un patdégeno que se logra mediante

la accién de uno o més organismos ademads del hombre” (Bautista et al, 2008).

Nigam y Mukerji (1988) definen al control bioldgico como “el uso de uno o mas procesos
bioldgicos para bajar la densidad de indculo del patéogeno o reducir sus actividades

patogénicas” (Zavaleta et al. 2015).

En 1987 La Academia Nacional de las Ciencias de los Estados Unidos de América lo definio
como “‘el uso de organismos naturales o modificados, genes o productos de genes para reducir
el efecto de organismos indeseables (plagas) y favorecer organismos deseables como
cultivos, arboles, animales e insectos y microorganismos benéficos”; segiin Erwin y Ribeiro

(1996).

Una definicion mas reciente es la propuesta por Van Driesche y Bellows en 1996 quienes
expresan que “el control biologico es el uso de parasitoides, depredadores, patdogenos,
antagonistas y poblaciones competidoras para suprimir una poblacion de plaga, haciendo esta
menos abundante y por tanto menos dafiina que en ausencia de estos” (Guédez et al. 2008;

Bautista et al. 2008).



En fitopatologia el termino control bioldgico se refiere al “uso o manipulacion de organismos
vivos, nativos o introducidos que estimulen la resistencia de la planta o supriman la actividad

en poblaciones de uno o mas fitopatogenos” (Hoyos, 2012; Pal y McSpadden, 2006).

Aun en la actualidad se admite la definicion de Baker y Cook en 1974, propuesta hace mas
de 40 anos; “la reduccion de la densidad o de las actividades productoras de enfermedades
de un patégeno o pardsito, en su estado activo o durmiente, lograda de manera natural o a
través de la manipulacion del ambiente, del hospedero o de antagonistas del patdgeno o plaga
que se quiere controlar”, siendo ellos los pioneros en el control biologico de fitopatdégenos.
Esta definicion es la mas aceptada, ya que estos investigadores toman en cuenta factores
ambientales y al hospedero, ya que el fitopatégeno o plaga que se requiera controlar va a
tener diferente comportamiento en diferentes ambientes, hospederos y suelos. Al igual que
van a presentar diferente comportamiento en diferentes variedades o cultivares, o al variar el
lugar y la fecha de siembra; presentandose asi casos especificos de control dependiendo los
factores ambientales, hospedero y fitopatogeno (Zavaleta et al. 2015; Guédez et al. 2008;
Bautista et al. 2008).

1.2 Tipos de control biolégico.

1.2.1 Control bioldgico por conservacion.

Este tipo de control bioldgico consiste en preservar en el agroecosistema a los enemigos
naturales de las plagas intactos, asi como modificar el habitat en beneficio de los enemigos
naturales para asi potenciar sus actividades de control, y reducir el efecto de las plagas. Para
ello, se necesita hacer un estudio de las especies de plagas agricolas de la zona que se
encuentran dentro del agroecosistema y conocer cuales son sus enemigos naturales con
mayor potencial de control. Las labores culturales que se pueden realizar para modificar el
habitat y por ende potenciar la actividad y reproduccion de los enemigos naturales consiste
en el manejo de cubiertas vegetales, utilizando la siembra de policultivos, manipulacion de

la vegetacion que rodea el cultivo, formando corredores bioldgicos, preservando plantas



hospederas de los enemigos naturales o provision de plantas hospederas alternativas,

formando cortinas rompe vientos vivas (Guédez et al. 2008; Paredes et al. 2013).

Este tipo de control bioldgico no representa un mayor costo adicional para el agricultor ni
para el medio ambiente, ya que no se realizan liberaciones de plagas exdticas o de organismos
que no sean autoctonos de la region. La principal desventaja de esta estrategia de control son
los largos y costosos estudios para conocer las especies de organismos plaga y control dentro

del agroecosistema (Alomar y Albajes, 2005; Gledez ef al. 2008).

1.2.2 Control biolégico clasico.

El control biologico clasico se basa en la introduccién de un enemigo natural de la plaga a
combatir en un nuevo ambiente; es decir, introducir un enemigo natural exético con el fin de
que este se establezca y se quede de forma permanente en el agroecosistema regulando de
manera sostenida a la plaga. Para poder decir que un programa de control biologico clasico
tuvo éxito, es necesario evaluarlo durante varios afios; se estima que se deben de esperar de
6 a 7 generaciones de la plaga antes de evaluar el éxito; al igual, el enemigo natural debe de

establecerse, adaptarse y realizar su funcion de controlador en el nuevo ambiente (Van et al.

2007, Silva, 2011; Villacide y Corley; 2012).

Este tipo de control bioldgico da mayores resultados en agroecosistemas con especies
perennes como en cultivo de frutales, areas naturales y forestales; ya que en estos
agroecosistemas se permite que la interaccion plaga-enemigo natural sea por periodos de

tiempo mas prolongados (Villacide y Corley, 2012).

1.2.3 Control biolégico aumentativo.

Este tipo de control bioldgico se basa en realizar una produccion y liberacion masiva del
enemigo natural nativo que ya esta presente en el area afectada, pero en una poblacion muy
baja la cual no alcanza a realizar un control efectivo; al igual este tipo de control tiene como
objetivo el realizar liberaciones periddicas de enemigos naturales exoticos que no se han
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podido establecer en la zona afectada, esto para poder generar presion sobre el enemigo
natural y conseguir el establecimiento de manera permanente. Las liberaciones de enemigos
naturales se pueden realizar de dos maneras: liberaciones inundativas o inoculativas (Van et

al. 2007; Villacide y Corley, 2012).

e Liberacion inundativa: consiste en la liberacion de un gran numero de individuos de
enemigos naturales, ejerciendo asi una rapida reduccion de la poblacion plaga.
Realizando asi un control por accion directa de la liberacion del enemigo natural
efectuando un control rapido por supresion de la plaga por parte del biocontrolador y
no por el establecimiento, adaptacion y reproduccion del mismo (Villacide y Corley,
2012).

e Liberacion inoculativa: consiste en hacer liberaciones periddicas y de un nimero
reducido de individuos de enemigos naturales, esperando que se regule la poblacion
de la plaga de una manera mas persistente, dando mayor oportunidad al
biocontrolador de adaptarse al agroecosistema y realizar un control permanente por

medio de la descendencia (Villacide y Corley, 2012).

1.3 Agricultura protegida.

La agricultura protegida es aquella que se realiza bajo métodos de produccion donde se
controlan los factores externos como la temperatura, luz, agua, humedad, calor y fertilizacion.
Permitiendo obtener mayores rendimientos en los cultivos, minimizando los dafios por malas
condiciones climaticas que puede ocasionar la produccion a cielo abierto. Con el uso de
cubiertas plasticas se producen alimentos inocuos', ademas de poder aprovechar ventanas de
mercado con productos fuera de temporada en campo abierto y que se pueden producir bajo
la agricultura protegida. La agricultura protegida se realiza bajo estructuras como
invernaderos, malla sombra y casa sombra, macro tinel y micro tinel (Morales y Payan,

2010).

! Un alimento inocuo es aquel que garantiza que no causard dafio al consumidor cuando el mismo sea preparado o ingerido,
de acuerdo con los requisitos higiénico-sanitarios.
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Invernadero: es una construccion ligera cuya cubierta es traslucida y con ventilacion
cenital, facilitando el calor durante el dia y resguarddndolo durante la noche; un
invernadero tiene como objetivo simular las condiciones climaticas adecuadas para
el crecimiento y desarrollo de las plantas, protegiéndolas de los factores climaticos
perjudiciales del exterior como son altas y bajas temperaturas, lluvias torrenciales,
vientos, granizadas, cantidad y calidad de luz. Los invernaderos se clasifican en
relacion a su nivel de tecnologia en: tecnologia alta, media y baja. El nivel de
tecnificacion de un invernadero va a depender de los equipos necesarios que tenga
instalados para controlar temperaturas, luminosidad, humedad ambiental y del
sustrato, aporte de CO., ventilacion, aireacion, pantallas térmicas y sistema de riego
computarizado (Juérez et al. 2011; Estrada, 2012).

Malla sombra y casa sombra: son sistemas alternativos a los invernaderos que tiene
funcion disminuir la radiacion directa (10-95% del total de radiacion solar) y reducir
la velocidad del viento, asi como impedir el paso de insectos al utilizarlas en
invernadero. El uso de malla sombra y casa sombra ha resultado una alternativa viable
y econdémica para la produccion de semilleros de hortalizas, hortalizas y una gran
cantidad de ornamentales. La desventaja del uso de malla y casa sombra es que no se
puede tener un control ambiental dentro de la zona de cultivo como lo es con el uso
de un invernadero (Juarez et al. 2011; Estrada, 2012).

Macro tinel y micro tunel: estructuras que no tienen las caracteristicas apropiadas en
ancho y largo de canal para ser considerados invernaderos, son de una altura media y
son estructuras sencillas de construir y operar, tienen un menor costo que los
invernaderos. La principal funcion del macro tunel es brindar una barrera fisica ante
los eventos climaticos del exterior, asi como aislar a las plantas de plagas y
enfermedades. La diferencia entre un macro tinel y un micro tunel es el tamafo,
teniendo los primeros un tamafio de 4 a 5 metros de ancho y de 2 a 3 metros de altura
en la parte mas alta, permitiendo asi poder realizar labores dentro del tunel; mientras

que el micro tunel por sus reducidas dimensiones (30 a 90 cm de altura y de 90 a 150



cm de anchura) no es posible que se puedan realizar las labores desde el interior por
lo que las labores se realizan desde el exterior. Una de las ventajas del macro tinel en
comparacion de un invernadero es su bajo costo y facil construccion (Juarez et al.

2011; Estrada, 2012).

A nivel mundial México se posiciona en el séptimo lugar entre los paises con mayor
superficie de hectdreas bajo agricultura protegida. Para el afio 2010 la Asociacion Mexicana
de Horticultura Protegida (AMHPAC), report6 una superficie sembrada de 15,300 hectareas;
los invernaderos abarcan el 44% de la superficie sembrada, el 49% lo constituyen las mallas
sombra y el resto los macro y micro tuneles. A nivel nacional, el estado de Sinaloa ocupa el
primer lugar con mayor superficie de hectareas bajo agricultura protegida (22.03%), el
segundo lugar lo ocupa el estado de Jalisco (15.37%) y Baja California el tercer lugar
(12.29%). Los principales cultivos que se producen bajo agricultura protegida son el tomate,
pepino, pimiento, fresa, chile habanero, ornamentales y aromaticas (OIEDRUS, 2011;

SAGARPA, 2012).

La produccion de tomate en campo abierto tiene un rendimiento promedio de 70 ton/ha,
mientras que la produccion bajo invernadero reporta un rendimiento promedio de 350 ton/ha

(SAGARPA, 2012).

1.4 Descripcion general del cultivo del tomate (Lycopersicon esculentum Mill).

El tomate es una planta perenne de la familia Solanaceae, aunque se cultiva como una planta
de ciclo anual. Su centro de origen se localiza en la region de los Andes, region que se
compone por los paises de Colombia, Bolivia, Chile y Perti; por su parte México es
considerado el principal centro de domesticacion del tomate. Es un cultivo con amplio rango
de adaptacion; se cultiva en climas templados en casi toda la Republica Mexicana

(Mondragon, 2007; SFA, 2010).
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Existen variedades de crecimiento determinado e indeterminado®. Su sistema radical
comprende una raiz principal pequefa, con raices secundarias grandes, fuertes y vigorosas;
en el tallo cerca del suelo la planta desarrolla raices adventicias. Tallo principal con grosor
de 2-4 cm de didmetro sobre el cual se desarrollan hojas, asi como una diferenciacion de
crecimiento de tallos secundarios. Hojas alternas, compuestas e imparipinadas, con foliolos
(7-9) peciolados, con borde dentado y recubiertos de pelos glandulares. Las flores se agrupan
en inflorescencias que se desarrollan en las axilas cada 2-3 hojas; flor perfecta compuesta por
5 sépalos y 5 pétalos, estos ultimos de color amarillo; con mismo numero de estambres que
se alternan entre los pétalos. El fruto es una baya bi o plurilocular; constituido por el
pericarpio, el tejido placentario y las semillas (Mondragén, 2007; Ramirez y Sainz, 2010;

SFA, 2010).

El producir hortalizas bajo invernadero tiene como ventaja que cuando las condiciones
climdticas a campo abierto son adversas estas condiciones se pueden controlar, con lo que se
logra una mayor produccion y calidad de la hortaliza. Los rangos de temperatura que se deben
de considerar para la produccion de tomate son de 20° a 25°C, procurando tener siempre una
temperatura optima entre los 23° y 24°C. (Tabla 1). El tomate requiere una oscilacion de
temperatura entre el dia y la noche de entre 8 y 12°C, que favorece su crecimiento y
formacién de mayor nimero de frutos (Mondragén, 2007; Velasco et al. 2011).

Tabla 1. Temperatura 6ptima, maxima y minima del tomate.

Etapa fenologica Temperatura

Optima Maxima  Minima  Diurna/Nocturna
Germinacion 25a28°C >30°C <10°C -
Crecimiento 21a26°C >35°C <10°C 24°C/17°C
Floracion 23 a26°C >35°C <12°C 24°C/16°C
Fructificacion 18 a 24°C >29°C <8°C 14 a 18°C/23 a 26°C

Elaboracion propia con datos de Nufio, 2007 y Velasco, 2011.

La humedad relativa 6ptima para el cultivo de tomate es del 50 al 60%. La humedad relativa

mayor del 80% favorece el desarrollo de enfermedades fungosas como tizén temprano

2 Determinado: Plantas arbustivas con tamafio de planta definido, el tamafio de la planta varia segtin el cultivar.
Indeterminado: Plantas donde su crecimiento vegetativo es continuo, pudiendo llegar a alcanzar su tallo hasta por mas de
12 metros.
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(Alternaria solani), tizon tardio (Phytophthora infestans) y botrytis o moho gris (Botrytis
cinerea). El exceso de humedad en el suelo provoca el desarrollo de hongos como Fusarium,
Phytophthora y Rhizoctonia, los cuales provocan dafio en la raiz y en el cuello de la planta,

causando marchitamientos (Mondragén, 2007; Velasco et al. 2011).

El cultivo de tomate necesita altas intensidades de luz, sobre todo desde la emergencia hasta
la maduracion de los primeros frutos. El tomate es una planta de fotoperiodo largo, es decir,
necesita dias largos (mayores a 12 hora de luz), ya que bajo esta condicién la planta tiene un
ciclo vegetativo mas corto y por lo tanto la fructificacion se ve favorecida, ademas de que se
tiene un mayor incremento de peso en el fruto, lo cual favorece el rendimiento (Mondragon,

2007; Nufio, 2007).

1.4.1 Produccion de plantulas de tomate.

Un almacigo o semillero es una superficie que se localiza en un lugar adecuado para el
manejo y cuidado de plantas para trasplante; el cual comunmente se encuentra bajo alguna
cubierta plastica. La produccion de plantula en una produccion agricola es fundamental ya
que de esta dependera el éxito de la plantacion, teniendo plantulas sanas libres de plagas y
enfermedades. La produccion de plantula de tomate puede ser una opcidn del agricultor para
obtener plantulas de calidad para obtener una producciéon homogénea en campo; asi como
ganar un poco de tiempo al poderlas producir bajo invernadero antes de que las condiciones
ambientales del exterior sean las adecuadas para la germinacion de la semilla; se logra mayor
rentabilidad al poder reducir el tiempo de permanencia del cultivo en el terreno definitivo,
obteniendo asi un adelanto en la produccion estableciendo plantas con un avance en el

crecimiento y desarrollo (Lardizabal, 2007; Reveles ef al. 2010).

El sustrato es fundamental para asegurar una buena calidad de plantula, ya que es en este
donde crece el sistema radicular formando un cepellon; la mezcla de sustrato debe de tener
una buena retencion de humedad, aireacion del sistema radicular, buen drenaje, capilaridad,
que sea liviano y barato. Se utilizan charolas germinadoras ya sean de poliestireno expandido
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o de unicel; normalmente para plantulas de tomate se utilizan charolas de 200 cavidades. Las
charolas se deben de desinfectar para asegurar la asepsia en la plantula. La siembra en las
charolas se debe de realizar con la mayor precision posible tratando de colocar una sola
semilla en el centro de cada cavidad de las charolas a una profundidad de 2 a 3 mm y
posteriormente cubrirlas con el mismo material y realizar un riego pesado para humedecer
totalmente el sustrato; la siembra de la semilla puede realizarse de manera manual o

automatizada (Reveles ef al. 2010).

El riego es un factor clave para una buena calidad de plantula, ya que un mal manejo de riego
puede ocasionar la aparicion de enfermedades; la charola debe de tener una uniformidad de
riego; se recomienda que los riegos sean por aspersion o microaspersion esto para evitar que
las gotas de agua sean grandes y con la fuerza al caer puedan arrancar la plantula. Los riegos
se pueden hacer manuales o en compaiiias dedicadas a la produccion de plantulas el riego se
realiza mecanizado por medio de sistemas de riego con boquillas por microaspersion

(Lardizabal, 2007).

La temperatura al igual es un factor clave para obtener una buena calidad de plantulas, la cual
debe de estar de 25 a 28°C para asegurar una buena germinacion y desarrollo de plantula

(Velasco et al. 2011).

La fertilizacion en las plantulas influye tanto en su desarrollo, como en el comportamiento y
productividad en campo. Para la produccién de plantula se considera importante la
fertilizacion de nitrogeno, fosforo y potasio, siendo el nitrogeno el elemento que tiene mayor
impacto en el crecimiento y desarrollo de las plantulas (Reveles et al. 2010; Velasco et al.

2011).

Una plantula de calidad se distingue por presentar tallos vigorosos, con una altura de 7 a 12
cm, sin amarillamiento o clorosis de hojas, libre de plagas y enfermedades y lo mas

importante con un buen sistema radical (Lardizabal, 2007; Reveles et al. 2010).
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1.5 Situacion actual del cultivo del tomate.

1.5.1 Situacion mundial.

En el afio 2013 se tuvo una producciéon mundial de mas de 214 millones de toneladas de
tomate, siendo China el principal productor mundial con 50,664,255 toneladas lo cual
corresponde al 23.66% de la produccion mundial. El segundo lugar fue la India con una
produccion de 18,227,000 toneladas (8.51%), posicionandose en tercer lugar Estados Unidos
de América con 12,574,550 toneladas anuales de tomate (5.87%). México se posiciond en el
décimo lugar con una produccion anual de 3,282,583 toneladas (1.53%) (Figura 1) (FAO,
2015).
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Figura 1. Gréfica de la participacion en la produccion mundial de tomate para el afio
2013 (%0).
Produccion mundial de 214,098,294 toneladas.
Fuente: Elaboracion propia con datos de la FAO, 2015.

1.5.2 Situacion nacional.
La produccion de tomate en México a lo largo de los ultimos diez afios ha tenido un
decremento en la cantidad de hectireas sembradas; lo cual no se ve reflejado en la

produccidn, ya que a pesar de que ha disminuido la superficie sembrada, el rendimiento de

tomate ha ido en aumento. En el afio 2004 se tenia una superficie sembrada de 76,605.26
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hectareas con una produccion de 2,314,629.90 toneladas, mientras que para el afio 2014 la
cantidad de hectareas sembradas fue de 52,374.91, con una produccion de 2,875,164.08
toneladas®. (Figura 2) Del afio 2012 en adelante, se han obtenido mayores rendimientos en la
produccion de tomate, esto reflejandose en que la produccion se ha incrementado (SIAP,

2016).
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Figura 2. Graficas de la superficie nacional sembrada con tomate (izq.), produccién

nacional de tomate (der.) periodo 2004-2014.
Fuente: Elaboracion propia con datos del SIAP, 2016.

El principal estado productor de tomate es el estado de Sinaloa con el 30% de la produccion
nacional, seguido por Michoacan (5.90%) y Zacatecas (5.27%). El estado con mayores
rendimientos es Sonora, obteniendo una cosecha de 78.81 toneladas por hectarea (Tabla 2)

(SIAP, 2016).

3 Datos varian segun fuente.
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Tabla 2. Principales estados productores de tomate por superficie ssmbrada en México.

Ciclo: Ciclicos y Perennes 2014
Modalidad: Riego + Temporal

Tomate rojo (Jitomate)

Ubicacion Sup. Sup. Produccion Rendimiento PMR Valor
Sembrada Cosechada Produccion

(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) (Miles de Pesos)
1 Sinaloa 15,307.13 14,629.13 867,832.04 59.32 3,655.80 3,172,619.21
2 Michoacan 6,008.50 5,983.50 169,768.98 28.37 5,384.98 914,201.74
3 Zacatecas 2,698.47 2,693.47 151,691.99 56.32 4,316.73 654,813.76
4 San Luis Potosi 2,694.80 2,646.80 196,011.25 74.06 5,640.26 1,105,553.91
5 Baja california 2,691.20 2,567.20 141,236.90 55.02 6,960.92 983,138.65

r

6 ;zlisco 2,263.20 2,259.20 158,561.46 70.18 8,563.92 1,357,907.88
7 Morelos 2,245.20 2,244.20 81,415.20 36.28 6,158.30 501,379.22
8 Veracruz 2,190.50 2,094.50 48,387.12 23.1 6,348.17 307,169.52
9 Baja california 2,022.50 1,999.00 135,741.05 67.9 10,616.92 1,441,151.63
10 Nayarit 1,589.00 1,395.34 50,963.76 36.52 4,653.03 237,135.85
11 Sonora 1,549.30 1,540.30 121,387.29 78.81 5,147.22 624,807.45
12 Tamaulipas 1,448.80 1,359.80 38,116.90 28.03 6,243.37 237,977.79
13 México 1,326.67 1,314.67 96,159.44 73.14 6,481.27 623,234.89
14 Chiapas 997.55 997.55 35,636.39 35.72 7,719.10 275,080.82
15 Guerrero 985.47 985.47 18,714.12 18.99 5,671.82 106,143.10
16 Otros 6356.62 6252.52 563540.19 1278.61 101361.5 3193190.89
Total nacional 52,374.91 50,962.65 2,875,164.08 56.42 5,472.91 15,735,506.33

Fuente: SIAP, 2016
1.5.3 Situacién estatal.

El estado de México aporta el 3.34% de la produccion nacional de tomate, con una
produccion de 96,159.44 toneladas (Tabla 2). Cifras del SIAP de produccion del afio 2014,
reportan que el estado de México tiene un rendimiento de 73.14 ton/Ha; superando al estado
de Sinaloa cuyo rendimiento es de 59.32 ton/Ha, al igual que el valor de la produccién en el

estado de México es superior al estado de Sinaloa (SIAP, 2016).
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1.6 Enfermedades del tomate causadas por hongos del suelo.
1.6.1 Marchitez surefia.

Agente causal: Sclerotium rolfsii

El principal sintoma es un marchitamiento en toda la planta hasta que esta muere; enfermedad
que produce ahogamiento o pudricion en tallo, raices, semillas o frutos. En la base del tallo
asi como en la raiz se observa un crecimiento micelial blanco que se puede extender en los
alrededores del suelo. Formacion de esclerocios de 1 a 2 mm, estructuras de resistencia que
se forman en masas de micelio, de color café. Estas estructuras pueden encontrarse en las
zonas danadas del tallo cercanas al cuello de la raiz. Este patdgeno se disemina
principalmente por el riego o por suelo infestado con esclerocios, los cuales cuando
encuentran condiciones favorables germinan e infectan al cultivo. El fruto puede infectarse
si estd en contacto con el suelo infestado; el fruto se vuelve suave y blando en la parte donde
fue infectado, y en tres dias se observa la presencia de micelio blanco y formacion de

abundantes esclerocios (Ramirez y Sainz, 2010; Velasco et al. 2011; Gomez et al. 2011).
1.6.2 Marchitez por Verticillium.

Agente causal: Verticillium dahliae y V. albo-atrum

Los primeros sintomas son amarillamientos de hojas, empezando en el margen de un foliolo;
las hojas mas viejas se van tornando amarillas y posteriormente se secan. El amarillamiento
progresa hacia el tallo, con lo que solo las hojas superiores permanecen verdes. Los frutos
permanecen pequefios, y con manchas amarillas; las plantas infectadas pueden presentar
achaparramientos. El hongo penetra por la raiz, creciendo rapidamente hacia los canales de
conduccion de savia interfiriendo en la distribucion de agua y nutrientes, Verticillium produce
una toxina que contribuye a la marchitez de las hojas (Productores de hortalizas, 2006;

Ramirez y Sainz, 2010).
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1.6.3 Moho blanco.

Agente causal: Sclerotinia sclerotiorum y S. minor

Esta enfermedad ocasiona la perdida de vigor en la planta, seguido por marchitamiento y
muerte de la planta. Alta humedad relativa, dias nublados favorecen el desarrollo de este
hongo. Es comun encontrar en la base de la planta crecimiento micelial blanco; el hongo
ocasiona una pudricion en el tallo, provocando un ahuecamiento del mismo; dentro del tallo
se llegan a formar esclerocios, los cuales son estructuras de resistencia que sobreviven en el
suelo de una temporada a otra. El hongo dafia hojas, tallos, peciolos y frutos; causando en
estos ultimos una pudricion blanda (FAO, 2003; Alvarez y Delgadillo, 2004; Ramirez y
Sainz, 2010).

1.6.4 Pudricion de la corona y raiz.

Agente causal: Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici

Los sintomas se presentan durante la etapa de fructificacion; los primeros sintomas son un
ligero amarillamiento en los bordes de las hojas mas viejas y sucesivamente avanza hacia las
hojas superiores. El amarillamiento progresa hacia el peciolo ocasionando la muerte de la
hoja. En plantas muy afectadas se presenta en el tallo una necrosis vascular de color café
oscuro que se extiende hasta 30 cm por encima del cuello del tallo. Se ocasiona una pudricion
seca en la raiz principal y numerosas lesiones de color café en las raices laterales; en la
mayoria de las plantas afectadas se puede observar una coloracion purpura en el tejido de las
raices. En la mayoria de las veces las plantas se van marchitando lentamente y logran
sobrevivir hasta el final de la temporada (Alvarez y Delgadillo, 2004; Ramirez y Sainz,

2010).
1.6.5 Marchitez del tomate.

Agente causal: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
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Las plantas comienzan con un amarillamiento de las hojas mas viejas y mientras avanza la
enfermedad la marchitez se extiende a todas las hojas. Las hojas afectadas mueren aunque
queden adheridas al tallo. Al hacer un corte transversal del tallo, se puede observar una
coloracion café oscura en forma de anillo en los conductos xileméaticos del tallo. Cuando las
raices y los tallos son invadidos se muestran sintomas de una pudricioén negra, principalmente
sobre las raices laterales, lo cual acelera el marchitamiento del follaje. La enfermedad se
disemina por medio de las semillas, riego, labores del suelo y viento (Productores de

hortalizas, 2006, Gémez et al. 2011, Ramirez y Sainz, 2011).

1.6.6 Damping off o ahogamiento del tallo.

Agentes causales: Pythium spp, Phytophthora spp, Fusarium spp y Rhizoctonia spp.

Enfermedad que se presenta en los almécigos o semilleros, ocasionando una pudricion en el
cuello de la plantula, aunque se puede presentar en plantas después del trasplante. Se
consideran dos tipos de damping off, pre-emergente y post-emergente (Ramirez y Sainz,

2011; Velasco et al. 2011).

e Pre-emergente: Es la pudricion de semilla o la muerte de la plantula, la cual ocurre al
iniciarse el desarrollo de la radicula, es decir, antes de que la planta emerja. Esta
condicion provoca confusion al hacer pensar que la semilla es vana o de poca
germinacion (Velasco et al. 2011).

e Post-emergente: Se provoca una necrosis en el tallo, cerca de la superficie del suelo
o por debajo de esta. El tejido del tallo que se encuentra cerca del suelo se vuelve
blando y acuoso y se ve manifestado en el marchitamiento de las hojas y las plantulas

se vuelven flacidas y posteriormente se doblan (Velasco et al. 2011).

Los sintomas de la enfermedad estdn en funcion al hongo que este atacando la plantula. El
género Phytophthora causa pudriciones en el cuello de la plantula de color café, la pudricion
puede alcanzar una altura en el tallo de hasta 10 cm y puede atacar también al follaje. Por su
parte el género Pythium ocasiona una pudricion en la semilla causando problemas para la
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germinacion; los sintomas son un amarillamiento de hojas debido a lesiones acuosas en el
cuello de la planta. Rhizoctonia causa marchitamiento en plantulas debido a dafos
ocasionados en el cuello de la plantula y una pudricion en la raiz principal; en el tallo se llega
a observar un cancro de color café, lo cual es una caracteristica principal de este género. Por
ultimo, el género Fusarium ocasiona la pudricion y estrangulamiento del cuello de la raiz,
provocando que las plantulas recién emergidas se marchiten rapidamente; se puede apreciar
una coloracion negruzca por encima del cuello de la raiz, y en plantas mas afectadas se
observa una necrosis de color café oscuro en el tallo (Ramirez y Sainz, 2011; Velasco et al.

2011; Gémez et al. 2011; Gonzalez et al. 2013).

1.7 Situacion actual de plaguicidas quimicos y bioplaguicidas.

En México se comercializan alrededor de 2 mil 300 plaguicidas, de los cuales el 90% son
sintéticos y el 10% son bioplaguicidas. En México se producen fungicidas, herbicidas e
insecticidas, siendo el ingrediente activo en su mayoria importado de otros paises
principalmente de Estados Unidos y Alemania y solo algunas compafiias mexicanas se
dedican a realizar el formulado, ya que este Gltimo también en su mayoria es importado.
Meéxico tuvo un valor de mercado de plaguicidas de 13,000 millones de pesos para el afio
2013; y un valor de produccion de plaguicidas en el afio 2011 de 8,746 millones de pesos. En
el afio 2011, México tuvo una produccion de 60,000 toneladas de fungicidas (Biofabrica,

2012; Romero, 2013).

De acuerdo a la informacion de la FAO (2016), en 10 afios el uso de fungicidas en México
aument6, durante el afio 2000 se tenia un uso de fungicidas de 23,424 toneladas, mientras
que para el afio 2010 se reportd un uso de 55,331 toneladas, siendo esta cifra la mas alta en
el periodo comprendido del 2000 al 2013; cabe mencionar que el reporte mas reciente de uso
de fungicidas es del afio 2013, con un uso de 42,223 toneladas, esto refleja una disminucioén
del uso de fungicidas a partir del afio 2010 (Figura 3), esto se puede deber a las politicas y
reglas de inocuidad que se han elaborado en los tltimos afios, haciendo conciencia del dafo

que estos productos quimicos causan al medio ambiente; asi como a la introduccion de
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producir alimentos organicos, libres de productos quimicos, siendo estos ultimos exigidos

por mercados de exportacion (FAO, 2016).

Afio Toneladas
2000 23424
2001 12304

&0000

2002 Te04.54

2003 10638.09
2004 1240729 40000
2005 493423 —

2006 48738.37
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2008 3084536 1oon
008 46366.56 o
Moo 1001 2002 2008 3004 2005 20:’1:’-_ 007 MWIE 2009 2010 2011 W12 3
2010 33331 Afios
011 33091

2012 41283

2013 42223

Figura 3. Uso de fungicidas en México (grafica 2000-2013).
Elaboracion propia a partir de FAO, 2016.

Se estima que durante el 2010 el tamafo del mercado mundial de bioplaguicidas ascendi6 a
1,213 millones de doélares, y se espera que para el afio 2017 tenga un tamafio de 3,222
millones de dolares. En cuanto al mercado de biofungicidas se estima que para el afo 2011
fue de 600.5 millones de ddlares, y se espera que se te tenga un incremento para el afio 2017
con un valor de mercado de 1,445 millones de dolares. Para el caso especifico de América
Latina en el afo 2011 el mercado de biofungicidas tuvo un valor de 62.5 millones de dolares
y se espera un crecimiento hasta 148.8 millones de dodlares para el afio 2017. Estos
indicadores son parte importante para las empresas dedicadas a la formulacion y
comercializacion de bioplaguicidas, ya que la demanda de los biofungicidas a través del paso

de los afos cada vez es mayor, siendo impulsado este mercado por factores como la
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tecnologia y el desarrollo de productos innovadores de bioplaguicidas que puedan ser
rentables y accesibles para los productores agricolas; al igual que las exigencias por parte de
los mercados alimenticios donde la exigencia de productos organicos y libres de pesticidas

quimicos por parte de los consumidores va en aumento (Bettiol ez al. 2014).

1.8 Taxonomia de los hongos Fusarium y Trichoderma (NCBI, 2015).

Stper Reino: Eukaryota Super Reino: Eukaryota
Reino: Fungi Reino: Fungi
Subreino: Dikarya Subreino: Dikarya
Division: Ascomycota Division: Ascomycota

Subdivision: Pezizomycotina Subdivision: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes Clase: Sordariomycetes

Subclase: Hypocreomycetidae Subclase: Hypocreomycetidae

Orden: Hypocreales Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae Familia: Hypocreaceae
Género: Fusarium Género: Trichoderma

Tanto el hongo Fusarium como Trichoderma, pertenecen a la division Ascomycota; este
grupo de hongos es el mas numeroso, abarcando més de 64 mil especies. Esta division se
caracteriza por tener ejemplares en una gran cantidad de habitats presentandose en el suelo
como saprobios, otros asociados con algas, cianobacterias para formar liquenes o con las
raices de las plantas para formar ectomicorrizas. Ademas, dentro de esta division existe una
diversidad de hongos que se usan para la fermentacion dentro de la industria panadera,
vinicola y cervecera. En este grupo se incluyen hongos parasitos de gran importancia
econdmica, causantes de gran cantidad de enfermedades de las plantas cultivadas. Algunos
hongos producen hormonas, alcaloides toxicos y micotoxinas (Agrios, 2005; Universidad de

Almeria, sin afo; Ferrera y Alarcon, 2010).
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Los Ascomicetos se diferencian del resto de los hongos verdaderos por la produccion de
esporas sexuales en ascas* (ascosporas), presentan micelio con hifas septadas, cada septo
presenta un poro simple que permite a los nicleos emigrar de una célula a otra (Ferrera y

Alarcén, 2010).

La reproduccion asexual se puede llevar a cabo por, fision, fragmentacion del micelio,
formacién de clamidosporas o de conidiosporas. Los conidios son producidos mediante la
fragmentacion o gemacion por células conididogenas llamados conidiéforos que se forman a
partir de hifas especializadas. En algunas especies estas estructuras aparecen en cuerpos mas
complejos como picnidios, sinema, esporodoquio, acérvulo (Figura 4) (Universidad de

Almeria, sin afio; Agrios, 2005; Ferrera y Alarcon, 2010).

4 Asca: Célula en forma de saco o bolsa que generalmente contiene un numero definido de ascosporas (tipicamente ocho),
que se forman (por un proceso llamado formacion de células libres) por lo comun después de la cariogamia y la meiosis.
Estructuras homdlogas a los basidios de los basidiomicetes, aunque difieren en que los segundos originan esporas exogenas,
en tanto que las primeras las producen endogenas (Ulloa y Hanlin, 2006).
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Figura 4. Tipos de conidios, conidioforos y fructificaciones asexuales.
Fuente: Agrios, 2005.

1.9 Caracteristicas del género Fusarium.

Fusarium es un hongo cosmopolita, ampliamente distribuido en diversas regiones y climas,
colonizando diferentes plantas o viviendo como saprobio en el suelo. Se han descrito 70
especies de este género. Fusarium es un hongo que existe en diversas formas patogénicas,
parasitando mas de cien especies de plantas (Gimnospermas y Angiospermas); ademas de
especies con gran especificidad en plantas hospedantes. Parasito de las plantas vasculares,
género asociado a diversas enfermedades de importancia econdmica como marchitez
vascular, necrosis en tallos y raices en gran cantidad de cultivos agricolas. Al menos 80% de
las plantas cultivadas tienen una enfermedad causada por especies del género Fusarium

(Leslie y Summerell, 2006; Figueroa et al. 2010; Fernandez et al. 2015).

Las especies del género Fusarium tienen conididforos simples, delgados raramente
ramificados, en general producen dos tipos de conidio que se forman a partir de una célula
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conidiogena llamada monofialide, o algunas especies pueden producir polifidlides (Figura 5)
Los microconidios son unicelulares, pueden tener uno o dos septos, son de forma ovoide,
globosa, piriforme o napiforme; nacidos en falsas cabezas o en cadenas a partir de una célula
conidiégena. El macroconidio es tipico del género, en algunos casos la morfologia del
macroconidio es suficiente para la identificacién de algunos géneros. El macroconidio tiene
una forma de canoa, con una curvatura ventral bien marcada, espora septada con célula apical
y célula basal que pueden estar en forma puntiaguda a encorvada, en forma de pie. La mayoria
de las especies del género Fusarium producen una estructura de resistencia llamada
clamidospora, la cual puede permanecer en latencia en el suelo hasta por mas de 40 afios. Las
clamidosporas se caracterizan por tener una pared celular gruesa, lo que las hace muy
resistentes a condiciones ambientales desfavorables o a sobrevivir en ausencia de
hospedantes; las clamidosporas pueden estar solitarias, en pares, agrupadas o en cadenas

(Holliday, 1980; The University of Adelaide, 2016).

Figura 5. Caracteristicas morfologicas del género Fusarium (40x).
Fuente: Elaboracion propia.

El hongo Fusarium causa enfermedades a diversas especies de plantas cultivadas (Tabla 3),
provocando marchitamientos vasculares, manchas en las hojas, pudricion de raices y tallos,

pudricion de frutos, granos y semillas; siendo la especie F. oxysporum la mas ampliamente
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dispersa de las diversas especies de Fusarium, encontrandose alrededor de todo el mundo y

en todos los tipos de suelos (Leslie y Summerell, 2006).

Tabla 3. Algunas especies de Fusarium que causan dafo a diferentes cultivares.

Especie Hospedero

Distribucion geografica

F. begoniae
F. camptoceras
F. circinatum

Hibridos de begonia
Platano y cacao
Pinos y otras especies de

Alemania
Regiones tropicales y subtropicales
Estados Unidos, Sudafrica, México, Espaiia, Japon y

coniferas Chile
F. globosum Maiz y trigo Sudafrica y Japon
F. konzum Pastos Kansas, USA
F. lateritium Platas lefiosas, particularmente  Todo el mundo
arboles
F. mangiferae Mango Brasil, Egipto, India, Israel, Malasia, Sudafrica y
USA
F. musarum Platano Panama
F. nisikadoi Nuez, trigo y bamboo Japén
F. nygamai Sorgo, algodon, maiz, pastosy Regiones aridas y calurosas
arroz
F. poae Semillas y granos, plantas Ampliamente distribuido en todas las regiones
lefiosas
F. proliferatum Maiz, sorgo, mango y Entodo el mundo
esparragos
F. sacchari Cafia de azlcar, sorgo, maiz y Asia y México
orquideas

Fuente: Elaboracion propia a partir de Leslie y Summerell, 2006.

1.9.1 Fusarium oxysporum.

La especie Fusarium oxysporum es una de las de mayor importancia fitopatoldgica por la
gran cantidad de plantas hospedantes, parasitando méas de 100 especies de plantas
(Gimnospermas y Angiospermas) y es la especie que mayor dafio econdmico ocasiona entre
los patogenos de las plantas cultivadas, provocando principalmente marchitamientos

vasculares, pudricion de raices, seguido de muerte de las plantas afectadas. (Arbelaez, 2000)

Al cultivarlo en PDA produce colonias de rapido crecimiento incubado a 25°C;
morfologicamente puede producir micelio aéreo algodonoso, con coloraciones de blanco a
rosado, con un tinte purpura o violeta mas intenso en la superficie del agar, y también puede

tener un crecimiento de tipo pionotal con la formacion de escaso o sin presencia de micelio
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aéreo. Produccion de conidias, fidlides y clamidosporas tipicas del género (Arbelaez, 2000;

Garcés et al. 2001).

Esta especie de hongo es reconocida por producir distintas formas especiales (Tabla 4). Una
forma especial es un taxon en el que se clasifican formas de una misma especie, las cuales
presentan caracteristicas morfologicas imperceptibles, pero que son fisiologicamente
diferentes por su capacidad especifica para parasitar y enfermar a cierta especie de planta
hospedera. Garcés et al. 2001 reportan que la especie de F. oxysporum f. sp erythroxyli
causante de la marchitez vascular en plantas de marihuana, produce un dafio del 100% al ser
inoculado en estas plantas, mientras que al ser inoculado en plantas de achiote y tomate
produjo un 25% y 12.5% de dafo; esto se produce debido a que la f. sp. erythroxyli es
especifica para la planta de marihuana y solo va a comportarse como un fitopatogeno con un
alto grado de patogenicidad al estar en contacto con esta especie de planta. Diversas
investigaciones se han realizado para utilizar al fitopatogeno F. oxysporum f. sp. erythroxyli
en forma de micoherbicida como una alternativa para el control de plantaciones ilicitas de
marihuana en Colombia, lo cual no se ha aceptado debido al dafio que podria causar dicha
especie no solo al cultivo si no que podria generar severos dafos al medio ambiente y la salud

humana (Cahuache, 2001).

Se han reconocido 72 formas especiales de la especie Fusarium oxysporum, parasitando a

cultivos de gran importancia econdmica (Arbelaez, 2000; Garcés et al. 2001).

Tabla 4. Formas especiales (f. sp.) de F. oxysporum patogenicas de diferentes cultivos.

Especie de Fusarium f. sp. Hospedante
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis Palma datilera (Phoenix dactylifera)
Fusarium oxysporum f. sp. asparagi Esparrago (Asparagus officinalis)
Fusarium oxysporum f. sp. batatas Papa (Solanum tuberosum)
Fusarium oxysporum f. sp. betae Col o repollo (Brassica oleracea var. Capitata)
Fusarium oxysporum f. sp. cannabis Marihuana (Cannabis sativa)
Fusarium oxysporum f. sp. cepae Cebolla (Allium cepa)
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris Garbanzo (Cicer arietinum)
Fusarium oxysporum f. sp. citri Citricos
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Continuacion. ..

Fusarium oxysporum f. sp. coffea Cafe (Coffea arabica)

Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum Pepino (Cucumis sativus)
Fusarium oxysporum f. sp. cubense Platano o banana (Musa paradisiaca)
Fusarium oxysporum f. sp. cyclaminis Ciclamen (Cyclamen spp)
Fusarium oxysporum f. sp. herbemontis Vid (Vitis vinifera)

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi Clavel (Dianthus caryophyllus)
Fusarium oxysporum f. sp. glycines Soya (Glycine max)

Fusarium oxysporum f. sp. lentis Lenteja (Lens culinaris)

Fusarium oxysporum f. sp. lini Lino (Linum usitatissimum)
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Tomate (Lycopersicon esculentum)
Fusarium oxysporum f. sp. medicaginis Alfalfa (Medicago sativa)
Fusarium oxysporum f. sp. melonis Melon (Cucumis melo)

Fusarium oxysporum f. sp. nicotianae Tabaco (Nicotiana tabacum)
Fusarium oxysporum f. sp. niveum Sandia (Citrullus lanatus)
Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae Maracuya (Passiflora edulis)
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli Frijol (Phaseolus vulgaris)
Fusarium oxysporum f. sp. Pisi Chicharo (Pisum sativum)
Fusarium oxysporum f. sp. radicis- Tomate (Lycopersicon esculentum)
lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. ricini Higuerilla (Ricinus communis)
Fusarium oxysporum f. sp. sesami Ajonjoli (Sesamum indicum)
Fusarium oxysporum f. sp. tulipae Tulipan (Tulipa spp)

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum Algodon (Gossypium herbaceum)

Fuente: Elaboracion propia modificado de EOL, 2014.

La selectividad patogénica de cada forma especial de la especie F. oxysporum se debe a que
solamente la planta hospedante y sus exudados radicales satisfacen los requerimientos
nutricionales de cada hongo, por lo cual, solamente cada forma especial de este hongo puede

crecer y desarrollarse en cada tipo de planta especifica (Figura 6) (Arbeléez, 2000).

En el cultivo de tomate se han encontrado dos formas especiales de la especie F. oxysporum,
las cuales causan importantes dafios en el cultivo, y puede llegar a causar una pérdida total

de la produccion si no se controla o erradica a tiempo la enfermedad. F. oxysporum f sp.
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lycopersici causa la marchitez del tomate, mientras que la pudricion de la corona y raiz esta

causada por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Ramirez y Sainz, 2010).

Figura 6. Ciclo de la enfermedad en tomate causada por el hongo Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici.
Fuente: Agrios, 2005

Algunas formas especiales de F. oxysporum producen razas fisiologicas o patotipos, esto
debido a la gran variabilidad genética del hongo; las razas fisiologicas se distinguen entre si
por el grado de patogenicidad en distintas variedades de una misma especie de planta. Para
determinar la raza de una forma especial de F. oxysporum es necesario realizar pruebas de
patogenicidad en diferentes variedades de una misma especie vegetal resistentes y
susceptibles a diferentes razas; siendo el grado de virulencia el principal criterio para
diferenciar las formas especiales y sus razas fisioldgicas del fitopatogeno F. oxysporum

(Arbelaez, 2000; Garcés et al. 2001).
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Hasta ahora se han identificado tres razas fisiologicas de F. oxysporum f. sp. licopersici que
causen dafio a diversas variedades de tomate. Es por eso que las compaiiias semilleras se han
dedicado a generar nuevos cultivares de tomate resistentes a las tres diferentes razas (Ramirez

y Sainz, 2010; Hernandez et al. 2014).

1.10 Caracteristicas del género Trichoderma.

El género Trichoderma es abundante en la naturaleza; especies de este género se localizan
principalmente en material en descomposicion que se encuentra en el suelo, también se ha
encontrado en restos de madera en descomposicion. Este género cuenta con mas de 200
especies ampliamente distribuidas en un amplio rango de regiones geograficas en la mayoria
de las zonas climaticas (Gams y Bissett, 1998; Druzhinina et al. 2006; Hoyos, 2012;
Atanasova et al. 2013).

El hongo Trichoderma ha sido utilizado en todo el mundo por su produccion de celulasas,
enzimas utilizadas en la industria textil, papelera, alimenticia, farmacéutica, y actualmente
en la produccion de biocombustibles. En la parte agricola, algunas especies han sido
utilizadas para la bioremediacion de suelos, ya que degradan la residualidad de algunos
plaguicidas. Este hongo al vivir como saprobio del suelo se encuentra involucrado en
diferentes tipos de interacciones biotroficas como la descomposicion de materia orgénica,
parasitismo y endofitismo, siendo de gran importancia e interés en la agricultura (Hoyos y

Bissett, 2012).

El género Trichoderma tiene micelio septado con conididéforos hialinos re-ramificados,
normalmente con el eje principal mas largo que las ramificaciones; con fidlides solas o en
grupos de forma langeniforme, ampuliforme o subulada; conidiacion acropleurdégena
naciendo a partir de las fidlides (Figura 7). Conidios (fialosporas) hialinos a verdes, verde-
grisaiceo o verde-amarillento en masas, unicelulares, de forma ovoide, subglobosos,
elipsoidales a oblongo o clavado, de pared conidial lisa o verrugosa. Clamidosporas pueden
estar presentes o ausentes, de pared lisa y gruesa, de forma globosa a elipsoidal, solitarias

terminales o dispuestas de manera intercalar en las hifas, algunas veces en cadenas o en masas
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multicelulares. Olor caracteristico de algunas especies a coco o alcanfor (Gams y Bissett,

1998; Atanasova et al. 2013; The University of Adelaide, 2016).

Figura 7. Caracteristicas morfoldgicas del género Trichoderma (40X).
Fuente: Elaboracion propia.

El género Trichoderma se ha utilizado y estudiado por su acciéon biocontroladora y
antagonista natural de fitopatdogenos y que habitan principalmente en el suelo; destacando
hongos fitopatégenos de importancia econdémica de los géneros Fusarium, Pythium,
Phytophthora, Alternaria, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Sclerotium rolfsii,

Sclerotinia spp, Mycosphaerella spp, Pyrenophora tritici-repentis, entre otros (Infante et al.
2009).

1.10.1 Mecanismos de accion de Trichoderma.

Se han descrito diversos mecanismos de acciéon biocontroladora por parte del hongo
Trichoderma hacia diversos hongos causantes de enfermedades de muchos cultivos
agricolas. (Tabla 5) Los mecanismos de accion pueden ser de accion directa frente al hongo
fitopatdgeno como la competencia por espacio y nutrientes, micoparasitismo, antibiosis; o de
accion indirecta como induccidn de resistencia en las plantas, asi como estimular crecimiento
radical (Howell, 2003; Benitez et al. 2004; Infante et al. 2009; Hoyos y Bissett, 2012;
Zavaleta et al. 2015).

31



e Micoparasitismo.

El micoparasitismo es la propiedad de parasitar a los fitopatogenos, extendiendo sus hifas y
envolviendo al fitopatogeno; posteriormente produce apresorios>, los cuales rompen la pared
del hongo parasitado y se produce la destruccion de la pared celular del hongo fitopatogeno,
por medio de la produccion de enzimas liticas; en Trichoderma se han encontrado varias
clases de enzimas liticas como las quitinasas, glucanasas y proteasas, las cuales degradan los
polimeros de la pared celular del fitopatégeno (Benitez et al. 2004; Infante et al. 2009;
Zavaleta et al. 2015).

Las especies de Trichoderma crecen quimiotropicamente hacia el fitopatogeno durante el
proceso de micoparasitismo; el cual es un crecimiento directo hacia un estimulo quimico; es
decir, Trichoderma puede detectar a distancia al fitopatdogeno y sus hifas crecen en direccion
a ¢l; los exudados del fitopatogeno atraen a Trichoderma. Algunos aislamientos de este
antagonista son especificos a algunos hongos fitopatdgenos, reconociendo al fitopatdégeno a
controlar, esto implicado por moléculas de lectinas® que se enlazan a los carbohidratos de la
pared celular del patégeno; una vez que Trichoderma ha reconocido al fitopatégeno lo
envuelve y se adhiere a las hifas por medio de los apresorios, degradando asi la pared celular

del fitopatogeno (Hoyos et al. 2012; Zavaleta et al. 2015).
e Antibiosis.

La antibiosis es la accidon directa de produccion de antibidticos o metabolitos toxicos
producidos por parte de Trichoderma para inhibir el desarrollo o muerte de fitopatdgenos que
son sensibles a estos. Esto ocurre durante la interaccion 7Trichoderma-hongo por las enzimas
liticas extracelulares, antibioticos y compuestos de bajo peso molecular secretados por
Trichoderma. Los componentes quimicos de los antibidticos producidos por Trichoderma

pueden ser compuestos volatiles o no volatiles, los cuales causan un efecto negativo sobre el

5 Apresorio: hinchamiento aplanado que se forma en el tubo de germinacion de una espora o en una hifa vegetativa, y que
se adhiere a la superficie del hospedante antes de penetrarlo con una hifa infectiva que se origina de dicho hinchamiento;
caracteristico de hongos fitoparasitos (Ulloa y Hanlin, 2006).

¢ Lectinas: Son proteinas que se unen a azicares con una elevada especificidad para cada tipo distinto. Su principal papel
esta en los fenomenos de reconocimiento, tanto a nivel molecular como celular.
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crecimiento o metabolismo del fitopatogeno (Benitez ef al. 2004; Hoyos et al. 2012; Zavaleta
et al. 2015).

o Antibiosis por compuestos no volatiles: Los metabolitos no volatiles tienen efecto a
corta distancia, actuando cerca de la hifa del patégeno. Entre los antibidticos no
volatiles que producen diferentes especies de Trichoderma se encuentra la
trichodermina, gliovirin, gliotoxina, viridina, suzukacilina, alameticina, dermadina,
trichotecenos, trichorzianina y otros metabolitos peptidicos (Benitez et al. 2004;
Hoyos et al. 2012; Zavaleta et al. 2015).

o Antibiosis por compuestos volatiles: Los metabolitos volatiles se producen en altas
concentraciones en el ambiente del suelo, influenciando a la comunidad microbiana.
La toxicidad de estos compuestos volatiles estd relacionada con la capacidad de
adsorberse en las membranas celulares, formando una capa hidrofobica sobre la pared
celular, que impide la absorcion del agua por las células del hongo fitopatdogeno.
Dennis y Webster, citado por Infante et al. (2009) reportaron que aislamientos mas
activos de Trichoderma poseian un fuerte olor a coco, posiblemente relacionado con
la actividad antagénica, mientras que Hoyos y Bissett (2012) reportan que el
compuesto 6-Pentil-a-pirona, d-lactona insaturada tiene actividad antifungal y posee
un fuerte aroma a coco. La enzima endoquitinasa que actua como antibidtico inhibe
la germinacion de conidios y el crecimiento del tubo germinativo de varios hongos

(Benitez et al. 2004; Hoyos et al. 2012; Zavaleta et al. 2015).

El mecanismo de accidn de antibiosis no debe de ser el principal mecanismo de accion de un
antagonista, ya que puede existir el riesgo de que cepas de fitopatdogenos se vuelvan

resistentes a los antibioticos de los biocontroladores (Infante et al. 2009).
e Competencia.

La competencia por nutrimentos, espacio o sitios especificos, es otro de los mecanismos
implicados en el biocontrol de hongos fitopatogenos. Infante et al. (2009) define al

mecanismo de accion de competencia como el comportamiento desigual de dos o mas
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organismos ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la
utilizacion del sustrato por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible
para los demads. Este tipo de control va a estar influenciado por las caracteristicas del
controlador biolégico como su plasticidad ecologica, velocidad de crecimiento y desarrollo,

y por factores ajenos al antagonista como el tipo de suelo, pH, temperatura, humedad.

Especies de Trichoderma compiten eficientemente contra otros hongos, ya que su capacidad
de movilizar y obtener nutrientes es mayor, debido a sus caracteristicas como una alta
velocidad de crecimiento, abundante esporulacion y la alta gama de sustratos sobre los que
puede crecer y desarrollarse. Trichoderma compite principalmente por nutrientes como
nitrégeno, carbohidratos no estructurales (azucares y polisacaridos como almidon, celulosa,
quitina, laminarina y pectinas, entre otros) y microelementos como el fierro; la competencia
por carbono es la responsable de la fungistasis (inhibicion de germinacion de esporas) de

algunos hongos del suelo (Howell, 2003; Zavaleta ef al. 2015).

Hoyos y Bisset (2012) reportan que el micoparasito Trichoderma realiza una competencia
rizosférica, lo cual se refiere a la capacidad que tienen algunos aislamientos de este género
de poder asentarse en el entorno rizosférico y realizar interacciones histoldgicas propias de
endofitos o simbiontes con las plantas; estudios demuestran que este hongo puede establecer
interacciones con capas internas de los tejidos radicales, colonizando la epidermis y corteza
superficial en plantas de pepino (Cucumis sativus L.), provocando un engrosamiento de las
paredes en los tejidos de la plantas, asi como la induccién de una alta produccion de
glucanasas, quitinasas, celulosas y peroxidasas, induciendo la actividad de defensa de la

planta por accion del hongo 7richoderma.
e Induccién de desarrollo y defensas a las plantas.

Algunos aislamientos del género Trichoderma tienen efectos benéficos sobre el crecimiento
y desarrollo de las plantas, lo cual ayuda a reducir efectos de enfermedades. Se han estudiado
aislamientos de especies de Trichoderma que favorecen el crecimiento longitudinal en raices
de maiz y algunos pastos, haciéndolos mas resistentes a las sequias (Hoyos y Bissett, 2012).
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En un estudio realizado por Jiménez ef al. 2011, observaron que al inocular una cepa de
Trichoderma harzianum sobre semilleros y plantulas de tomate se obtuvo un mayor
crecimiento de la parte aérea de la planta asi como de la parte radical; Benitez et al. 2004
reportd un mayor crecimiento radicular en plantulas de tabaco (Nicotiana tabacum) al ser
inoculadas con Trichoderma harzianum CECT 2413, asi como una disminucién de plantas

enfermas inoculadas con el fitopatdogeno Rhizoctonia solani.

Algunas especies de hongos han sido reportadas como productoras de auxinas, como es el
caso de Trichoderma, siendo este un atributo de ciertos aislamientos de hongos; no
particularmente de alguna especie, si no de ciertas cepas aisladas del género. En aislamientos
de T. koningii se ha encontrado la existencia de Koninginina A, Ciclonerodiol y Koninginina
B, compuestos asociados a la estimulacion de crecimiento de las plantas. Otras especies son
capaces de producir moléculas similares a citocininas; otras acidifican el ambiente que las
rodea mediante la secrecion de acidos organicos que solubilizan fosfatos, micronutrientes y
cationes minerales como el fierro, manganeso y magnesio (Howell, 2003; Hoyos y Bissett,
2012; Zavaleta et al. 2015).

Tabla 5. Especies de Trichoderma mexicanas que se han probado como agentes de
control biolégico en México.

Especie Patdgeno Cultivo

Trichoderma F. oxysporum, F. subglutinans In vitro

harzianum Mycosphaerella fijiensis Platano (in vitro e invernadero)
Rhizoctonia solani Alfalfa, algodon, frijol, melon y

tomate

Sclerotium ceviporum Ajo (Invernadero)
F. oxysporum f. sp. dianthi Clavel (in vitro e invernadero)
F. oxysporum, Sclerotium rolfsii, R. solani ~ Garbanzo (in vitro y campo)
Sclerotinia sp. Lechuga (campo)

Trichoderma virens F. oxysporum, F. subglutinans In vitro

Trichoderma F. oxysporum, F. subglutinans Invitro

longibrachiatum

Trichoderma koningii F. oxysporum, F. subglutinans In vitro

Trichoderma F. oxysporum, F. subglutinans In vitro

minutisporum

Trichoderma lignorum  Mycosphaerella fijiensis Platano (in vitro e invernadero)
F. oxysporum f. sp. dianthi Clavel (in vitro e invernadero)
F. oxysporum, S. rolfsii, R. solani Garbanzo (in vitro y campo)
Sclerotinia sp. Lechuga (campo)
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Continuacion. ..

Trichoderma hamatum

Trichoderma
pseudokoningii
Trichoderma sp.

Rhizoctonia  sp.,  Colletotrichum  sp., In vitro
Sphaceloma sp., Helminthosporum sp.,
Fusarium moniliforme, F. oxysporum, F.
rigidiuscula, Botryodiplodia sp., Diplodia

sp., Glomerella sp., Macrophomina sp.,
Sclerotium  sp., P. capsici, Pythium
mamillatum, P. ultimum

Phymatotrichum omnivorum Invitro
P. omnivorum In vitro

P. omnivorum, P. capsici

Chile (in vitro e invernadero)

Fuente: Modificado de Zavaleta et al. 2015.

1.11 Biofungicidas comerciales a base del hongo Trichoderma.

Los biofungicidas son productos agricolas compuestos de microorganismos benéficos tales

como hongos o bacterias, preparados a partir de elementos minerales y partes vegetales que

poseen propiedades para afectar el crecimiento o actuar sobre la erradicacion de

enfermedades en las plantas. (FAO, 2013)

El hongo Trichoderma es uno de los micoparasitos mas estudiados en el control bioldgico de

enfermedades debido a sus mecanismos de accion, cualidades que lo hacen atractivo para la

produccion masiva del hongo y fabricacion de formulados comerciales (Tabla 6).

Tabla 6. Productos a base de Trichoderma comercializados en México.

Compaiiia Producto comercial: Patogeno(s) Cultivo(s)
antagonista
Agricola Bioben a base de:  Phytophthora, Rhizoctonia, Pythium, Amplia variedad de
Innovacion T. harzianum Sclerotinia,  Sclerotium,  Fusarium, cultivos
Verticillium
Agrobionsa Trichosin a base de:  Fusarium,  Pythium, Verticillium, Chile, tomate,

Agrobiosol de
México S.A. de

C.V. ABS
promotora de
México

Agroproductos 'y
Servicios

Orgénicos de
Uruapan, S. de RL

T. harzianum

Bioderma a base de:
T. harzianum

Spectrum bio a base
de: Bacillus subtilis,
T. harzianum

Phytophthora, Rhizoctonia, Fusarium,
Colletotrichum

Rhizoctonia solani, Pythium, Fusarium,
Sclerotium, Phymatotrichum
omnivorum, Verticillium, Spongospora

Fusarium, Rhizoctonia, Phytophthora,
Pythium, Verticillium

berenjena, tomatillo,
papa

No indicado

No indicado

36



Continuacion. ..

Agrorganicos
Nacionales

Asesoria Integral
Ambiental (AIA)
Biokrone S.A. de
C.V.

Biotropic S.A. de
C.V.
Fagro de México

GUARILAB,
Microorganismos
Benéficos

ISLAVEL S.A. de
C.V.

Plant Health Care
de México S.A. de
C.V.

Sehusa S.A. de
C.V.

Biothork a base de:
T. harzianum

No indicado: T.
harzianum, T. viride
Natucontrol a base
de:

T. harzianum

Biotrol a base de:

T. lignorum
Fusyvert a base de:
Bacillus subtilis,
extractos de T.
harzianum y otros
componentes
organicos
Biorgan-SF a base
de: Bacillus
subtillis, enzimas y
filtrados de T.
harzianum 'y otros

componentes
organicos

JUQ a base de: T.
harzianum, T.
viride, T
fasciculatum

TRICOVEL a base
de: T. viride

PHC-T22 a base de:
T. harzianum

PHC RootMate a
base de: T. virens
Biocop a base de:
Bacillus  subtillis,
Azospirillum, T.
harzianum

Rhizoctonia solani, Pythium, Fusarium,
Sclerotium, Phytophthora,
Phymatotrichum omnivorum,
Verticillium, Spongospora
Fusarium, Rhizoctonia,
Phytophthora cinnamomi
Colletotrichum, Botryotinia, Fusarium,
Phoma, Phytophthora, Pythium,
Rhizoctonia, Sclerotinia, Sclerotium,
Thanatephorus, Verticillium, Botrytis
No indicado

Alternaria,

Fusarium, Verticillium

Rhizoctonia solani, Pythium,
Sclerotinia, Botrytis
Rhizoctonia solani, Fusarium

oxysporum, Pythium, Sclerotium rolfsii,
Verticillium, Meloidogyne

Rhizoctonia, Fusarium, Botrytis,
Sclerotium,  Sclerotinia,  Phythium,
Alternaria, Armillaria, Rosellinia
Pythium, Rhizoctonia, Fusarium,
Cylindrocladium, Thielaviopsis,
Sclerotinia sclerotiorum

Phytophthora

No indicado

No indicado

Zarzamora,
aguacate, guayaba.
Fresa

No indicado

Tomate, tomate de
cascara, esparrago,
agave, ornamentales
(flores de corte),
cereales

Papa, tomate, sandia,
esparrago, ajo,
chile, citricos,
melodn, pepino, fresa

Tomate, chile,
berenjena, calabaza,
brocoli, col, coliflor,

sandia, pepino,
flores de corte, papa,
cebolla,  gladiola,
aguacate, durazno,
manzana, guayaba,
zarzamora,
frambuesa

No indicado
Tabaco, cacahuate,

maiz, sorgo, frijol,
trigo, cebada, papa,
chile, tomate, fresa.
No indicado

No indicado

Fuente: Modificado de Zavaleta et al. 2015.
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Capitulo 2. Metodologia.
2.1 Descripcién de la zona de estudio.

La zona de estudio corresponde al municipio de Coatepec Harinas, Estado de México,
ubicado a 35 km al sur de la ciudad de Toluca, asentado en las faldas del Nevado de Toluca,
con una extension territorial de 282.36 km?, siendo el 1.2% del total de la superficie del
estado de México; con una altitud que varia por su conformacion territorial que va de los

1,900 a 3,000 msnm (INAFED, 2010).

El clima predominante del municipio es templado subhumedo con una temperatura media
anual entre 12°C y 18°C, temperatura del mes mas frio entre -3°C y 18°C siendo los meses
mas frios de Noviembre a Febrero, y la temperatura de los meses mas calientes por debajo
de los 22°C, siendo Mayo y Junio los meses mas calurosos; con una precipitacion media
anual de 1162 mm con una estacion humeda en verano, la precipitacion del mes mas bajo es
menor de 40 mm y porcentaje de lluvia invernal del 5 al 10.2% del total anual (Anexo 1)

(SMN, 2010).

La temporada de lluvias inicia a finales del mes de Abril, pero suele interrumpirse durante el
mes de Mayo, continua durante los meses de Junio y Julio y se agudiza en los meses de

Agosto y Septiembre (SMN, 2010).

El periodo de heladas se presenta entre los meses de Octubre y Noviembre y prolongandose

hasta el mes de Enero y raras veces hasta el mes de Febrero (SMN, 2010).

Los vientos soplan de suroeste a noreste y se presentan generalmente durante los meses de
Febrero y Marzo; en Noviembre y Diciembre generalmente son mas intensos que los
primeros meses del afo, las lluvias suelen llegar del sureste ingresando al municipio por el
sistema montafoso del Nixcongo, conocido localmente como las Malinche (SMN, 2010;

INEGI, 2009; SEDESOL, 2013).
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El municipio se encuentra dentro de la region hidrologica Balsas. El abasto de recurso hidrico
es a través de las corrientes de agua perennes como lo son el rio Nava, Jabali, Los Tizantes,
Agua Blanca, EI Molino, Chiltepec. Las flores, De las Flores y Almoloya, La Tortuga, entre
otros; y algunos arroyos intermitentes (INAFED, 2010; INEGI, 2009).

La poblacion municipal para el afio 2010 es de 36,174 habitantes, de la cual el 66.24% de la
poblacion se encuentra en situacion de pobreza. El mayor grueso de la poblacion es rural; la
poblacion ocupada se encuentra dentro del sector de actividad econdmica primario
(Agricultura, ganaderia, aprovechamiento forestal, pesca y caza) con 6,825 habitantes
econdmicamente activos. Estos dedicandose principalmente a la agricultura (CONEVAL,

2010; SNIM, 2010; SEDESOL, 2013; INEGI, 2009).

El principal uso de suelo de la region es de Bosque con el 51.2% del total del territorio
seguido por el uso de suelo agricola (45.53%), pastizal (2.35%) y zona urbana (0.92%). Los
tipos de suelo de la region son los Andosol, Luvisol, Cambisol, Vertisol, Leptosol y
Phaeozem; siendo la agricultura la principal actividad econdomica del municipio (INEGI,

2009; IGECEM, 2013).

El municipio de Coatepec Harinas ocupa el quinto lugar por superficie sembrada de tomate
en el estado de México (Tabla 7). En primer lugar se localiza el municipio de Tepetlixpa con
320 Ha, seguido de Ozumba con 221 Ha, Atlautla con 110 Ha, Jocotitlan con 84 Ha y
Coatepec Harinas con 83 hectareas sembradas, con un rendimiento de 136.93 toneladas por
hectarea, aportando el 11.8% de la produccion estatal; el cien por ciento de la produccion de
tomate en el municipio se realiza bajo cubiertas plasticas. El tomate se sittia dentro de uno de

los cultivos con mayor valor de la produccion (SIAP, 2016).
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Tabla 7. Principales municipios productores de tomate por superficie ssmbrada en el
estado de México.

Ciclo: Ciclicos y Perennes 2014
Modalidad: Riego + Temporal

Tomate rojo (Jitomate)

O 031N N bW —

10
11

Municipio

Tepetlixpa
Ozumba

Atlautla
Jocotitlan
Coatepec Harinas
Zacualpan
Luvianos
Tonatico
Almoloya de
Alquisiras
Ixtapan de La Sal
Otros

Total Nacional

Sup.
Sembrada
(Ha)
320
221
110
84
83
82
73
52
51

34
216.67
1,326.67

Sup.
Cosechada
(Ha)
320
221
110

84
83
82
73
52
51

34
204.67
1,314.67

Produccion Rendimiento

(Ton)
8,608.00
5,933.85
3,036.00
33,432.00
11,365.00
3,158.00
2,237.00
2,915.00
1,067.00

1,550.00
22857.59
96,159.44

(Ton/Ha)
26.9
26.85
27.6
398
136.93
38.51
30.64
56.06
20.92

45.59
8198.25
73.14

PMR

($/Ton)
5,306.57
5,206.78
5,213.64
6,020.42
7,341.67
7,712.06
6,456.84
7,057.81
6,255.11

5,042.29
412284.7
6,481.27

Valor

Produccion
(Miles de pesos)
45,678.95
30,896.25
15,828.61
201,274.68
83,438.09
24,354.70
14,443.94
20,573.52
6,674.20

7,815.55
172256.4
623,234.89

Fuente: SIAP, 2016.

En el municipio se cultivan granos como maiz y avena, verduras como haba fresca, elote,

chicharo, tomate y algunos frutales como lo son el durazno y guayaba (Tabla 8). Ademas, el

municipio tiene importancia en la floricultura, ya que Coatepec Harinas se localiza dentro

del corredor floricola del estado de México. Particularmente, en la zona se puede encontrar

cultivos de gladiola, lilium, crisantemo, clavel, entre otros (SIAP, 2016).
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Tabla 8. Principales cultivos por superficie sembrada en el municipio de Coatepec

Harinas.
Ciclo: Ciclicos y Perennes 2014
Municipio Coatepec Harinas
Modalidad: Riego + Temporal
Cultivo Sup. Sup. Produccion Rendimiento PMR Valor
Sembrada Cosechada Produccion
(Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha) ($/Ton) (Miles de
pesos)

1 Maiz grano 3,769.00 3,769.00 20,446.25 542  4,086.48 83,553.12
2 Avena forrajera 2,759.00 2,759.00 46,262.10 16.77 464.87 21,505.99
3 Aguacate 2,046.00 1,931.00 26,213.34 13.58 9,838.44 257,898.42
4 Durazno 1,598.5 1,598.5 23,977.50 15  6,265.41 150,228.87
5  Avena grano 887 887 842.65 0.95 3,433.3 2,893.07
6  Aba verde 819 819 4,302.00 525 5,644.03 24,280.63
7  Chicharo 694 694 3,430.50 494  4,848.09 16,631.36
8  Elote 348 348 4,234.50 12.17  2,272.62 9,623.43
9  Guayaba 345 345 4,260.75 12.35  6,109.61 26,031.52
10 Crisantemo 243 243 852,540.00 3,508.40 105.58 90,014.72

(gruesa)
11 Clavel (gruesa) 207 207 1,611,702.00 7,786.00 60.86 98,088.18
12 Gladiola 140 140 161,310.00 1,152.21 129.66 20,915.21

(gruesa)
13 Maiz forrajero 117 117 3,776.00 32.27 489.08 1,846.77
14 Tomate verde 110 110 1,371.00 12.46  6,443.50 8,834.03
15 Tomate rojo 83 83 11,365.00 136.93  7,341.67 83,438.09

(Jitomate)
16 Ebo (veza) 79 79 1,166.80 14.77 460.61 537.44
17  Frijol 69 69 77.1 1.12  14,787.5 1,140.12

4

18 Papa 53 53 1,042.00 19.66  6,578.53 6,854.82
19 Otros 302.5 297.5 147226.18
Total Nacional 14,669.00  14,549.00 1,051,541.97

Fuente: SIAP, 2016.

2.2 Colecta de Muestras.

La colecta de muestras de suelo se realizd en cuatro diferentes predios de tres diferentes

comunidades del municipio de Coatepec Harinas, Estado de México. La colecta fue dirigida

a suelos de invernaderos cultivados con tomate donde existiera presencia de plantas con

sintomas de marchitez donde el agente causal pudiera ser el fitopatogeno Fusarium’, y que

7 Primer postulado de Koch: “El patogeno debe encontrarse asociado con la enfermedad en todas las plantas enfermas que
se examinen”.
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fueran suelos donde no se han aplicado productos hechos a base de Trichoderma. Las
muestras de suelo se tomaron con una barrena para muestreos de suelos a una profundidad
de 10 a 15 centimetros; antes de tomar cada muestra la barrena se desinfectd con hipoclorito
y posteriormente se enjuagod con agua destilada (Figura 8). Cada muestra de suelo se colocod
en una bolsa de plastico, cada una etiquetada correspondientemente con los datos de colecta.

(Anexo 2)

Figura 8. Colecta de muestras de suelo.
La primera muestra se colectd en la comunidad de Ixtlahuaca de Villada en un invernadero
ubicado a 2191 msnm en las coordenadas geograficas N18°55.403' WO 99°48.501' (Figura
9), en el invernadero se podia observar presencia de plantas con sintomas de marchitez; pero

el mayor dafio que se podia observar era moho gris y mancha fantasma.®

Figura 9. Ubicacidn satelital de invernadero en la comunidad Ixtlahuaca de Villada.
Google Earth, 2015.

8 El moho gris y la mancha fantasma son causadas por Botrytis cinerea, esta enfermedad ataca a los tallos, hojas y frutos.
Los dafios empiezan en las hojas mas viejas y en las heridas producidas por la poda; en las hojas se observan manchas
oscuras que se recubren de un crecimiento fungoso de color griséceo, el hongo invade el tallo rodedndolo y matando la
planta (Ramirez y Sainz, 2010).
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La segunda muestra se colectd en la comunidad de Chiltepec en un invernadero ubicado a
2347 msnm en las coordenadas geograficas N18°55.070' W(099°48.890' (Figura 10), en este
invernadero se podia apreciar mayor nuimero de plantas con severos sintomas de

marchitamientos.

Figura 10. Ubicacion satelital de invernadero en la comunidad de Chiltepec.
Google Earth, 2015.

La tercera muestra se colectdé en la comunidad de Chiltepec en un invernadero ubicado a
2372 msnm en las coordenadas geograficas N18°54.911' W099°49.983" (Figura 11), en
dicho invernadero se podia observar presencia de algunas plantas con sintomas de

marchitamiento, amarillamiento de hojas y sintomas de moho gris.

Figura 11. Ubicacion satelital de invernadero en la comunidad de Chiltepec.
Google Earth, 2015.
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La cuarta y Gltima muestra fue colectada en la comunidad de Acuitlapilco en un invernadero
ubicado a 2226 msnm en las coordenadas geograficas N18°54.930' W(099°46.982' (Figura
12), en este invernadero se podia apreciar sintomas de amarillamiento y manchas cafés en
hojas causado por el Tospovirus de la marchitez manchada del tomate (TSWYV), asi como

algunas plantas con sintomas de marchitamiento y moho gris.

Figura 12. Ubicacion satelital de invernadero en le comunidad de Acuitlapilco.
Google Earth, 2015.

Las muestras de suelo posteriormente se extendieron y secaron en charolas de plastico
lavadas y desinfectadas con hipoclorito al 10%; los recipientes se colocaron dentro del
laboratorio de Fitopatologia en la FES-Cuautitlan a temperatura ambiente, las charolas se

cubrieron con pliegos de papel filtro para evitar posible contaminacion del suelo.
2.3 Medios de cultivo.
Los medios de cultivo son sustancias alimenticias artificiales preparadas en el laboratorio

utilizados para el crecimiento y posterior observacion de los microorganismos, como lo son

los hongos y bacterias (Fox, 1993; Casado ef al. 2012).

A lo largo del experimento se utilizaron los siguientes medios de cultivo; a todos los medios
se les aplico 2 mililitros por litro del antibidtico cloranfenicol con una concentracion de 200

microgramos por mililitro, esto para evitar el crecimiento de bacterias en el medio.
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e PDA (papa-dextrosa-agar)

e V8A (jugo ocho verduras-agar)
e Medio Komada's

e CLA (hojas de clavel-agar)

e SDA (sabouraud- dextrosa-agar)
Los materiales para la preparacion de los medios se pueden ver en el anexo 3.

2.4 Aislamiento.

Para poder conocer los microorganismos que habitan en los suelos estudiados, es necesario
utilizar la técnica de dilucidon en serie para poder asi aislarlos directamente del suelo

(Echandi, 1971; Fox, 1993; Cuervo et al. 2012).
2.4.1 Dilucion en serie.

La técnica de dilucion en serie permite conocer la diversidad de microrganismos que se
encuentran presentes en el suelo (Figura 13); esta técnica permite observar las diferentes
colonias de microrganismos que crecen en la placa de medio de cultivo, asi como conocer
las poblaciones de ciertos patdgenos o saprobios que se encuentran viviendo en el suelo y
que estos ultimos pueden ser antagdnicos de especies de fitopatégenos (Echandi, 1971); Fox,

1993; Agrios, 2005; Cuervo et al. 2012).

Se realiz6 una dilucion en serie para cada una de las muestras de suelo. Las diluciones en
serie (1x107°, 1x107!, 1x1072, 1x103, 1x10%, 1x10° y 1x10°) se sembraron en medio de

cultivo PDA, y posteriormente las cajas se incubaron a 26°C, durante 7 dias.

A partir de las diluciones en serie realizadas, se obtuvo el crecimiento de varias colonias
sobre el medio de cultivo. Posteriormente se separaron las colonias con caracteristicas
culturales semejantes a los hongos Trichoderma y Fusarium, asi como otras colonias de
hongos con mayor crecimiento. Se realizaron preparaciones temporales con cinta pegante de

cada una de las colonias y mediante la observacion microscopica se identificaron estructuras
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tipicas de Trichoderma y Fusarium, asegurando con esto que la colonia correspondiera a los

hongos objeto de estudio.

Figura 13. Técnica de aislamiento dilucion en serie.

2.5 Cepa pura.

La técnica de cepa pura permite separar cada una de las cepas crecidas en la dilucion en serie
obteniendo cultivos libres de contaminantes y viables para aplicar las técnicas de
identificacion y preservacion del hongo para futuras referencias (Echandi, 1971; Cuervo et

al. 2012).

Utilizando esta técnica se re-aislaron las colonias de hongos con mayor representacion
crecidas en la dilucidn en serie, asi como las colonias con caracteristicas culturales parecidas

a la de los hongos Trichoderma y Fusarium.

2.6 Cultivo monosporico.

La obtencion de cultivos monosporicos permite obtener cepas genéticamente homogéneas
(Figura 14). Los cultivos monospdricos permiten asegurar que el aislado esta libre de

cualquier contaminacion (Cafiedo y Ames, 2004; Ayala ef al. 2012).

Se realizaron los cultivos monospdricos para observar la diferencia de crecimiento en cuanto
a las caracteristicas culturales de las cepas a diferencia de los cultivos multiesporicos; asi
como para generar la cepa monosporica de los hongos para su conservacion y anexo al

cepario del laboratorio de Fitopatologia.
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La técnica ocupada para realizar los cultivos monosporicos fue por medio de dilucién en
serie. La técnica consiste en raspar un cuadro de 0.5x0.5 cm de una placa de agar inoculada
con el medio. Posteriormente se coloco el raspado en un tubo de ensaye con agua destilada
estéril y se realizo la dilucion de 1x107!, 1x102, 1x10, 1x10#, 1x10°%; sembrando un mililitro
de la 0lltima dilucion en una placa de medio (PDA) previamente rayado en cuadros de tamafio
de 1x1 cm aproximadamente. A las 24 horas de crecimiento se observé al microscopio (4x)
hasta localizar una espora que estuviera germinando, y al localizarla, el pedazo es transferido
a una nueva caja de Petri con medio de cultivo (PDA) y es incubado para su posterior

crecimiento (Ayala et al. 2012).

Figura 14. Cultivo monosporico de Trichoderma.
1. Germinacion de espora en medio PDA a las 24 horas. 2. Cultivo monosporico.

2.7 Conservacion de cepas.
2.7.1 Papel filtro estéril.

La técnica de conservacion en papel filtro estéril consiste en inocular tiras pequefias de papel
filtro previamente esterilizadas, mediante el crecimiento de la cepa sobre la tira de papel
filtro, la cual nos permite poder conservar la cepa en poco espacio de almacenamiento y sin

riesgo de contaminantes (Figura 15,2) (Cuervo ef al, 2012).
2.7.2 Desecacién en silica gel.

La conservacion de cepas por desecacion en perlas de silica gel, es una técnica utilizada para
conservar cepas a largo plazo, se han estudiado casos de conservacion hasta por més de diez
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afios; esta técnica es utilizada para hongos levaduriformes y filamentosos (Figura 15,1)

(Berlanga y Hernandez, 2003).

Las esporas y las hifas de los hongos tienen la propiedad de sobrevivir a periodos de
deshidratacion, con lo cual mantienen una minima actividad metabdlica, y cuando estas
esporas encuentran sus condiciones de humedad y temperatura optimas, los hongos
restablecen su crecimiento y desarrollo. Esta técnica mantiene la viabilidad y pureza de las
cepas, al igual que las caracteristicas morfologicas, genéticas y de virulencia (Berlanga y

Hernandez 2003; Montesinos et al. 2015).

Basicamente la técnica cumple los criterios anteriores; las perlas de silice desecan las células
de los hongos y estas pueden almacenarse a bajas temperaturas, y al reactivar la cepa en un
medio de cultivo y al darle las condiciones de temperatura y humedad adecuadas, esta tiene

un desarrollo normal.

Figura 15. Conservacion de cepas.
1. Conservacion en silica gel. 2. Conservacion en tiras de papel filtro estéril.

2.8 ldentificacion.

Para cumplir el segundo postulado de Koch® es necesario realizar la identificacion de los

patogenos y asi conocer el agente causal de la enfermedad. Para realizar la identificacion de

? Segundo postulado de Koch: “El patogeno debe aislarse y desarrollarse en un cultivo puro en medios nutritivos y se
deben describir sus caracteristicas (parasito no obligado) o bien debe permitirse que se desarrolle sobre una planta
hospedante susceptible (parasito obligado) y registrar su presencia y los efectos que produzca” (Agrios, 2005).
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especie de los hongos aislados se realizo la caracterizacion cultural de crecimiento para
conocer las caracteristicas macroscopicas de los hongos de los géneros Trichoderma y

Fusarium, al igual que microcultivos'® de 24, 48, 72, 96 y 120 horas (Cuervo et al. 2012).
2.8.1 Caracteristicas macroscopicas.

La caracterizacion macroscopica se realizo sembrando un trozo de agar con indculo de cada
hongo, cada uno en una caja de Petri estéril de plastico de 9mm con medio de cultivo PDA
(Figura 16). Para la caracterizacion cultural los caracteres cualitativos evaluados fueron:
color de la colonia, textura de la colonia, pigmentacion del medio, topografia de la colonia y
aroma; y cuantitativamente se midio el crecimiento lineal del didmetro de la colonia, cada
observacion y medicion fueron hechas a las 24, 48, 72, 96, 168 y 216 horas posteriores de la

siembra (Leslie y Summerell, 2006).

Figura 16. Caracterizacion macroscépica de Trichoderma.
1. 24 horas. 2. 48 horas. 3. 96 horas. 4.168 horas. 5. 216 horas.

10 El microcultivo es el procedimiento idoneo para la identificacion de estructuras fungicas, esta técnica permite realizar un
seguimiento del ciclo de vida del hongo desde la germinacion de la espora, formacion de tubo germinativo, micelio,
formacion de estructuras reproductivas sexuales y asexuales, hasta la esporulacion.
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2.8.2 Microcultivo.

La técnica de microcultivo permite observar las caracteristicas microscopicas de los hongos
y reconocer sus estructuras (Figura 17), se realizaron las mediciones de sus estructuras de
reproduccion como son las conidias, fidlides, conididéforos, célula basal del conididforo,
clamidosporas y ancho de micelio para el caso de las cepas del género Trichoderma, y
macroconidias, microconidias, monofidlides, clamidosporas y ancho de micelio para las
cepas del género Fusarium,; con la ayuda de un microscopio con camara integrada se
fotografiaron las estructuras de reproduccion de los hongos a partir de los microcultivos
realizados; las fotos se procesaron y se realizdo la medicién de estructuras utilizando el

software LAS EZ (Cuervo et al. 2012).

Esta técnica permite obtener preparaciones permanentes en las cuales podemos ademas de
medir las estructuras ya antes mencionadas, observar la forma de desarrollo de las especies
para su identificacion como el tipo de ramificacion del conididforo y fidlides para el caso de

Trichoderma, o el tipo de esporulacion en cadenas o falsas cabezas para el caso de Fusarium.

Figura 17. Técnica de microcultivo.
1. Dispositivo para microcultivo. 2. Preparaciones permanentes.

Para la identificacion morfoldgica de los hongos se utilizaron claves dicotomicas; para el
caso de las especies del género Trichoderma se usaron las claves propuestas por Watannabe
(2010) y una mas especializada propuesta por Kubicek y Harman (1998), en la cual describen
33 especies de Trichoderma divididas en 4 secciones, donde agrupan a especies con

caracteristicas morfologicas especificas que facilitan la identificacion del hongo. Al igual
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para la identificacion de las especies del género Trichoderma se utiliz6 la clave interactiva
en linea “Trichoderma Home” propuesta por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos (USDA), disponible en la pagina de internet:

http://nt.ars-grin.gov/taxadescriptions/keys/Trichodermalndex.cfm

Nelson et al. (1983) crearon una clave para la identificacion morfologica de especies de
Fusarium; en esta clave reunen principalmente las caracteristicas macroscopicas culturales
de 46 especies de Fusarium, dividiéndolas en cinco secciones agrupando las especies con
caracteristicas culturales similares en cada seccion, pudiendo asi identificar la seccion a partir
del crecimiento de las colonias en medio de cultivo PDA, tomando en cuenta caracteristicas
de color de las colonias, textura, apariencia del micelio, y posteriormente dentro de cada
seccion se identifica la especie de Fusarium considerando las caracteristicas microscopicas
como la forma de las macroconidias y microconidias, la forma de las monofidlides y la
manera de esporulacion; también para complementar la identificacion, se utilizaron las
descripciones propuestas por Leslie y Summerell (2006) en su libro The Fusarium

Laboratory Manual.

2.9 Prueba de patogenicidad.

Agrios (2005) define la patogenicidad como “la alteracion que ocasiona un parasito sobre
una o varias de las funciones esenciales de la planta, donde con frecuencia el parasitismo
tiene una importante (aunque no esencial) funcion”. Es decir, la patogenicidad es la capacidad
que tiene el fitopatdgeno en este caso el hongo Fusarium en dafiar a la planta, colonizando
los conductos vasculares, produciendo una pudricion y posterior estrangulamiento del cuello

de la planta y causar la marchitez de la misma hasta producirle la muerte.

Una prueba de patogenicidad consiste en inocular varias plantas sanas con los organismos
aislados de material enfermo proveniente del campo, con el objeto de ratificarlos o
descartarlos como agentes causales de la enfermedad, al igual que permite reconocer el grado

de virulencia del fitopatégeno (Ames, 1997) (Apodaca et al. 2002).

51



Para conocer el grado de virulencia de las cuatro especies de Fusarium aisladas del suelo se
realizd una prueba de patogenicidad y asi conocer el grado de dafio que provocan a la planta,
y poder seleccionar la cepa con mayor agresividad para posteriormente realizar pruebas in

vitro en confrontacion (pruebas duales) con las cepas de Trichoderma.

La prueba de patogenicidad consistié en inocular cada una de las cuatro cepas del hongo
Fusarium; F. oxysporum, F. solani M3, F. solani M3-1 y F. lateritium en plantas sanas de
tomate cv Rio Grande (Figura 18); dicha variedad es altamente susceptible al ataque de
Fusarium. Se inocularon un total de 20 plantas por cada cepa y se tuvo un testigo el cual fue

tratado solo con agua destilada estéril, obteniendo un total de 100 plantas.

El in6culo fue producido en medio de cultivo V8 Agar con un tiempo de desarrollo de 10
dias. La suspension se realiz6 haciendo el raspado de las placas de agar inoculadas agregando
3 ml de solucion fisiologica (NaCl); posteriormente el raspado se fue agregando a tubos
falcon esterilizados aforando con solucidn fisiologica hasta llegar a 6 ml. Los tubos falcon se
centrifugaron durante 10 minutos a 3000 rpm; con la ayuda de una micropipeta se fue
retirando el sobrenadante hasta llegar a la parte donde se encontraba la mayor concentracion

de esporas y asi obtener una solucion madre altamente concentrada.

La inoculacion de las cepas de Fusarium se hizo en plantulas con 30 dias de desarrollo, a
través de una suspension de indculo de cada una de las cepas con una concentraciéon de 5x10°
conidios/ml; la inoculacion fue por el método de inmersion de raices a las cuales previamente
se les hizo heridas cortando algunas raices secundarias con la ayuda de tijeras esterilizadas.
Las plantas se trasplantaron en macetas con una mezcla de sustrato de tierra, agrolita y peat
moss a una concentracion de 2:1:1 el cual se esterilizé dos veces en autoclave durante 20
minutos a 121°C, y posteriormente las macetas fueron colocadas en un mesén dentro del
invernadero 2 de vidrio a una temperatura de 27°C+1 ubicado en el area de Ingenieria

Agricola de la FESC-C4 (Ascencio et al. 2008; Castellanos ef al. 2011).
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Al realizar la prueba de patogenicidad se cumple el tercer y cuarto postulado de Koch.!!

Figura 18. Prueba de patogenicidad de los fitopatdgenos F. oxysporum, F. solani M3, F.

solani M3-1y F. lateritium.
1. Inéculo de cada una de las cepas de Fusarium. 2. Inmersion de plantulas en indculo. 3. Plantulas inoculadas
con las cepas de Fusarium.

2.10 Pruebas duales.

Para conocer la capacidad de antagonismo de un hiperparasito, es necesario realizar pruebas
duales o también llamadas pruebas de antagonismo, las cuales son pruebas in vitro que
permiten evaluar la competencia por nutrientes y espacio comparando la velocidad de
crecimiento tanto del patogeno como del antagonista mediante el radio de crecimiento
antagonista (RCA) y el radio de crecimiento del patégeno (RCP) (Bell ef al. 1982; Pérez,
2009).

Al comparar los radios de crecimiento se puede apreciar la capacidad de antagonismo que
tiene el hiperparasito sobre el patdgeno; es decir, el nivel de control que tiene el antagonista
para parasitar rapidamente al patdogeno y coémo se podria comportar este en un control in vivo

en campo (Pérez, 2009).

Conjuntamente con lo anterior se debe de medir el porcentaje de inhibicion del crecimiento

radial (PICR) con la férmula propuesta por Ezziyyani et al. (2004).

! Tercer postulado de Koch: “El patégeno que se desarrolle en un cultivo puro debe ser inoculado en plantas sanas de la
misma variedad o especie en que aparecio la enfermedad y debe producir la misma enfermedad en las plantas inoculadas”.
Cuarto postulado de Koch: “El patdgeno debe aislarse una vez mds en un cultivo puro y sus caracteristicas deben
corresponder a las anotadas en el segundo postulado.” (Agrios, 2005)
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PICR = R1-R2 x 100
~  R1

Donde:

PICR: porcentaje de inhibicion de crecimiento radial.
R1: radio del antagonista testigo.
R2: radio del antagonista en enfrentamiento con el patogeno.

Para realizar las pruebas de antagonismo es necesario sembrar 5 cajas de Petri con un trozo
circular de una capa delgada de medio solidificado ya inoculado (s/ides) tanto del antagonista

como del patdgeno, distribuidos de la siguiente manera (Tabla 9):

Tabla 9. Distribucion de unidades para una prueba dual.

Tratamiento Numero de cajas de Petri
Patogeno 1
Antagonista 1
Cultivo dual 3
Total unidades 5

Para realizar las pruebas duales o de antagonismo se colocd en un extremo de una caja de
Petri con medio de cultivo PDA, un slide de 7 mm de didmetro de agar inoculado con el
fitopatogeno Fusarium y en el otro extremo otro slide de agar inoculado con el antagonista
Trichoderma; en tres repeticiones; al igual se sembr6 una caja de Petri con un slide inoculado
del fitopatdogeno Fusarium y una caja de Petri inoculada con un sl/ide inoculado con el
antagonista Trichoderma, los cuales son los testigos, para poder medir el PICR (Figura 19).
Las cajas se incubaron a 26+1°C, durante 10 dias de incubacion tomando medidas de

crecimiento radial cada 24 horas (Pérez, 2009; Hernandez, 2011).

Figura 19. Distribucion de unidades para una prueba dual.
A) antagonista Trichoderma sp., P) fitopatdgeno Fusarium oxysporum
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De la misma manera se evalud de manera cualitativa, comparando las cajas con base a las

clases propuestas por la escala establecida por Bell et al. en 1982 (Tabla 10), esta escala se

mide con base al grado de crecimiento del hongo antagonista sobre el hongo fitopatogeno.

Tabla 10. Escala de clases Bell ef al. 1982.

Clase 1

Clase 2

Clase 3

Clase 4

Clase 5

Trichoderma spp. crece completamente sobre la colonia del patdégeno y cubre la
superficie del medio de cultivo.

Trichoderma spp. crece al menos sobre las dos terceras partes de la superficie del medio
de cultivo.

Trichoderma spp. y el patdgeno cubren aproximadamente la mitad de la superficie del
medio de cultivo.

El patogeno crece al menos en las dos terceras partes del medio de cultivo limitando el
crecimiento de Trichoderma spp.

El patogeno crece sobre la colonia de Trichoderma spp. ocupando toda la superficie del
medio de cultivo.

Con los datos de crecimiento de las cepas en enfrentamiento, se graficé el crecimiento de las

cepas de Trichoderma y los datos se analizaron por analisis de regresion, para obtener asi la

velocidad media y maxima de crecimiento de cada cepa de Trichoderma.

2.10.1 Micro prueba dual.

Una micro prueba dual consiste en realizar una prueba dual a nivel de microcultivo, es decir,

colocar al antagonista 7. harzianum y al fitopatogeno F. oxysporum en enfrentamiento en un

cuadro de 2 cm? de medio de cultivo PDA, colocado en un portaobjetos y posteriormente

colocar encima un cubreobjetos; se coloco el portaobjetos en un dispositivo para microcultivo

y se incubd a 26+1°C (Figura 20), haciendo observaciones con el microscopio cada 12 horas

(Quiroz et al. 2008).
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Figura 20. Micro prueba dual (izquierda: inéculo de F. oxysporum, derecha: inoculo de
T. harzianum).

2.11 Produccion del prototipo de biofungicida.

El prototipo de biofungicida tendra una concentracion de 2x10” conidios viables por gramo,
en presentacion solida en polvo humectable, pudiendo aplicarse a través del riego, en sistema
de riego por goteo (in drench) o por aspersion; dicha concentracion y formulado lo ofrece el
producto MYCOBAC, de la casa productora de agroinsumos Buckman Laboratories (PLM,
2012).

2.11.1 Aumento de indculo y preparacion de sustrato.

Para realizar el aumento de indculo, se inocularon 5 cajas de Petri con medio SDA
(sabouraud-dextrosa-agar), sembrando en cada caja de Petri un sl/ide previamente inoculado
con T. harzianum sobre la placa de medio (Figura 21). El medio de cultivo SDA permite un

mayor crecimiento y esporulacion del género Trichoderma (Perveen y Bokhari, 2012).

Se han utilizado diferentes sustratos para la produccion de inoculo de Trichoderma en medio
solido, como son granos de avena, sorgo, trigo centeno, arroz, maiz. (Centro de educacion y
tecnologia, 2004; Sivila y Alvarez, 2013). Para la produccion de inoculo se utilizo grano de
arroz; para la preparacion del sustrato se utilizaron cinco bolsas de polipapel (30x25 cm); se

depositaron 400 gramos de arroz por cada bolsa, el arroz se expandi6 a lo largo y ancho de
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la bolsa, posteriormente se agregaron 100 ml de agua procurando que todo el arroz quede
humedecido; la bolsa se engrapa para evitar que el arroz se salga. Las bolsas con el sustrato

se esterilizaron en autoclave a 121° C durante 15 minutos.
2.11.2 Inoculacion del sustrato.

Una vez enfriado el sustrato, se inocul6 aplicando una caja de Petri previamente inoculada
con 10 dias de crecimiento de 7. harzianum (Figura 21). Para realizar la inoculacion se realizé
el raspado de la caja de Petri con la ayuda de una asa bacterioldgica y adicionando 5 ml de
agua destilada estéril. Una vez realizado el raspado se coloco en un matraz y se afor6 con
agua destilada estéril a 40 ml; ya teniendo los 40 ml se le adiciono tres gotas de tween a la
suspension para romper la tension superficial y lograr que las esporas se distribuyan

homogéneamente en todo el volumen de agua.

Se realiz6 una pequefa abertura en una esquina de la bolsa que contiene al arroz ya
esterilizado y con la ayuda de una pipeta se agregan los 40 ml de la suspension de esporas,
tratando de esparcirla homogéneamente sobre todo el sustrato. Una vez inoculadas las bolsas,

la abertura realizada para la inoculacion se engrapo.

Para conocer la cantidad de esporas que se aplican a una bolsa con sustrato de arroz, se realizd
el conteo por area de una caja de Petri inoculada con 10 dias de crecimiento de 7. harzianum.
Con la ayuda de la cAmara de Neubauer se cuantificé 1 cm? de esporulacion; se cortd 1 cm?
de medio inoculado y se diluy6 en 10 ml de agua destilada, se adiciond una gota de tween
(20%) para romper la tension superficial y permitir la separacion y dispersion de esporas; a
partir del conteo de esporas, se calculo el total de esporas que hay en una caja de Petri

(90mm), teniendo una concentracion de 2.92x10® conidias por caja de Petri.
2.11.3 Incubacion de sustrato inoculado con Trichoderma harzianum M4-1.
Las bolsas fueron colocadas en la incubadora durante 10 dias a una temperatura de 26°C=1,

en condiciones de oscuridad y con 5 horas de luz cada tercer dia. A los ocho dias de
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incubacion, una vez que el sustrato tomo una tonalidad uniforme de color verde, la bolsa se
abri6 cortando la parte superior en forma de “x”, para que el sustrato pueda airearse y secarse
y que el grano pase de una consistencia blanda a una dura y se pudieran deshacer los grumos
que se formaron. Cuando el sustrato tuvo las caracteristicas antes mencionadas, se procedio

a realizar la molienda del sustrato.
2.11.4 Molienda y tamizado del sustrato.

Una vez seco el arroz inoculado se procedi6 a molerlo, utilizando un molino manual para
maiz, al cual se le acoplé un motor para facilitar la molienda y que al igual el molido sea de
textura mas fina. El arroz ya molido fue pasado por un tamiz de 100 mallas, esto para obtener

un polvo muy fino con textura parecida a la harina (Figura 21).
2.11.5 Mezclado del arroz con tierra de diatomeas.

Al obtener el molido con consistencia de harina, se cuantificé con la camara de Neubauer la
cantidad de esporas que hay en 1 gramo, y asi proceder a realizar el formulado al mezclarlo
con tierra de diatomeas'?, siendo esta el vehiculo portador de los conidios (Figura 21) (Centro

de educacion y tecnologia, 2004).

Para preparar el biofungicida en polvo humectable se mezclaron 24 gramos del tamizado de
T. harzianum con 76 gramos de tierra diatomea, obteniendo una concentracion final de 2x107

conidias viables por gramo.

12 Tierra de diatomeas: Las diatomeas son algas microscopicas fosilizadas (compuestas por una pared celular transparente
de silice y una capa interna de pectina); composicion unicelular, forma y tamafos variados, provenientes de aguas dulces o
marinas y con aproximadamente 5,000 especies conocidas. Cuando las algas mueren, todo el contenido organico se destruye,
con excepcion de su esqueleto de silice, el cual generalmente van a depositarse al fondo de las aguas, para formar al cabo
de los siglos, grandes depositos de algas fosilizadas conocidos como tierra de diatomeas que es un material inerte no toxico
(Agropuli, 2013).
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Figura 21. Preparacion del biofungicida.
1. T. harzianum M4-1 en medio de cultivo SDA. 2. Preparacion de contenedores con sustrato. 3. Inoculacion
de arroz. 4. Arroz con 10 dias de inoculacion. 5. Molino. 6. Tamizado del arroz inoculado. 7. Mezcla del sustrato
tamizado con tierra diatomea.

2.12 Control de calidad del biofungicida.

2.12.1 Prueba de viabilidad.

Esta prueba de germinacion conidial nos permite evaluar si los conidios estdn vivos o no,
esto mediante la observacion de germinacion de conidios a través del microscopio. Para decir
que un biofungicida tiene una buena viabilidad de conidios, deben obtenerse valores de entre

el 85% y 100% de viabilidad (Centro de educacion y tecnologia, 2004).

Para realizar esta prueba se pesd 1 gramo del producto comercial, y se diluyd en 10 ml de
agua destilada; posteriormente se tomd 1 ml de la solucion y se volvid a diluir en 10 ml de
agua destilada, con objeto de disminuir la concentracion de conidias y facilitar su

cuantificacion. Posteriormente, se prepararon los dispositivos para realizar las pruebas de
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viabilidad, los cuales constan de una cdmara himeda en una caja de Petri con un dispositivo
para realizar microcultivos; al porta objeto se le coloco de cada lado un slide de medio de
cultivo PDA solidificado; a cada s/ide se le coloc6 una gota de la segunda dilucion. Se agregd
agua destilada estéril al papel filtro de la caja de Petri y se incubd por 24 horas;
posteriormente a cada s/ide se le agregd una gota de azul de lactofenol, y se le colocod un
cubreobjetos, cada slide se observo bajo el microscopio para verificar si las esporas que son
colocadas son capaces de germinar, y que cantidad son las que germinan. El ocular del
microscopio se coloca en un campo de vision donde se puedan apreciar aproximadamente
entre 80 y 120 esporas, para asi ver la cantidad de esporas que estén germinando

correctamente (Centro de educacién y tecnologia, 2004; Sivila y Alvarez, 2013).
2.12.2 Prueba de pureza.

La prueba de pureza nos permite verificar que el biofungicida no este contaminado con otros
microorganismos; es decir, que el producto solo contenga al antagonista. Esta prueba es
esencial para mejorar el proceso de produccion y formulacion del producto en cuestiones de
asepsia, ya que al conocer la pureza del producto permite ofrecer un biofungicida de calidad
y sin riesgo a ningin contaminante o fitopatégeno (Centro de educacion y tecnologia, 2004;

Sivila y Alvarez, 2013).

Para realizar la prueba de pureza se realiz6 una dilucidn en serie con 1 gramo del biofungicida
(1x10°, 1x107", 1x1072, 1x1073, 1x10#, 1x107 y 1x10®) y se inoculd aplicando 1 ml de cada
solucion en cajas de Petri con medio PDA, y se incub6 por 5 dias, se verificd cada 24 horas
el crecimiento de las diluciones en serie para verificar que no haya crecimiento de alglin otro
hongo distinto a Trichoderma (Centro de educacion y tecnologia, 2004; Sivila y Alvarez,

2013).

2.13 Prueba in vivo en plantulas de tomate.

Para conocer la efectividad del biofungicida en campo, se realizd un experimento con un

disefio completamente al azar bajo invernadero en semilleros de tomate (Tabla 11), donde se
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inocularon almacigos del cultivar “Rio Grande” con la cepa de F. oxysporum, siendo esta la
mas virulenta segun la prueba de patogenicidad realizada anteriormente, y al igual se aplico
el biofungicida a base de T. harzianum, para evaluar la efectividad que tiene para controlar

la enfermedad de damping-off causada por F. oxysporum.

Tabla 11. Distribucién de los tratamientos del disefio experimental.

Numero de Tratamiento Numero de

tratamiento repeticiones
Tratamiento 1 Testigo (agua destilada estéril) 10
Tratamiento 2 *T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 10
Tratamiento 3 *F. oxysporum + T. harzianum M4-1 10
Total 30

*Primero se inoculd 7. harzianum y F. oxysporum para el primer y segundo
tratamiento respectivamente en el momento de la siembra, y a los 21 dias se inoculd
F. oxysporum en el tratamiento 1y 7. harzianum en el tratamiento 2.

Las variables a evaluar del experimento son:
e Longitud de raiz
e Longitud de planta
e Longitud de follaje

e Peso seco

Cada unidad experimental de cada tratamiento consiste en una charola germinadora de unicel
con 10 cavidades, a las cuales se les colocd una mezcla de sustrato de tierra, agrolita y peat
moss (2:1:1) previamente esterilizado tres veces en autoclave a 121°C durante 20 minutos;
las charolas se regaron con el propdsito de humedecer el sustrato, posteriormente se coloco

una semilla de tomate en cada cavidad y se procedid a inocular cada tratamiento.

Para la inoculacion se utilizé un aspersor (Figura 22), aplicando un total de 3.5 ml de la
solucion del biofungicida por cada unidad experimental; en el caso del tratamiento testigo
solo se aplico agua destilada estéril, para el caso de los tratamientos dos y tres se aplico F.
oxysporum a una concentracion de 1x10° conidias/ml; (el inoculo se obtuvo de la misma

manera que ya se explico anteriormente en la prueba de patogenicidad) y el biofungicida a
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base T. harzianum con una concentracion de 2x107 conidias/gramo se aplicé en una dosis de

1.2 gr/litro, recomendacion de dosis de aplicacion del producto MYCOBAC. (PLM, 2012)

El experimento se realizd en el mismo invernadero y bajo las mismas condiciones de

temperatura que las pruebas de patogenicidad.

Figura 22. Preparacion e inoculacién de semilleros.

Las evaluaciones de los datos fueron obtenidas 43 dias posteriores a la siembra, cuando se
observé que la plantula ya estaba lista para el trasplante. Las plantulas fueron lavadas para
quitar el sustrato de la raiz, una vez retirado el sustrato se midio la longitud de planta, raiz, y
follaje de cada una de las plantas de cada unidad experimental; posteriormente el total de
plantas de cada unidad experimental se pes6 en bascula analitica, para conocer el peso fresco
de la plantula; una vez pesados todos los tratamientos, se colocaron en una estufa a 70°C,

durante 15 horas para deshidratarlas y obtener el peso seco de los tratamientos.

Una vez obtenidos todos los datos se analizaron mediante un analisis de varianza y una
prueba de medias para los tratamientos utilizando el programa Infostat version 20161 (Di

Rienzo et al. 2016).
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Capitulo 3. Resultados y Discusion.
3.1 Aislamientos.

Por cada muestra de suelo se aislaron diferentes microorganismos, se pudo determinar el
género de los aislamientos que tuvieron un mayor crecimiento significativo en las placas de
medio de cultivo (PDA) por cada muestra estudiada (Tablal12). La identificacion de género
de cada uno de los hongos obtenidos, se realizd con base a la clave sinoptica de Barnett y
Hunter (1987).

Tabla 12. Aislamientos obtenidos de tres comunidades en el municipio de Coatepec
Harinas.

Aislamientos de las muestras de suelo colectadas
Numero de Muestra Comunidad Hongo
Muestra 1 Ixtlahuaca de Villada Trichoderma
Penicillium
Gliocladium
Chaetonium
Mucor
Muestra 2 Chiltepec Trichoderma
Fusarium
Mucor
Cladosporium
Gliocladium
Aspergillus
Muestra 3 Chiltepec Fusarium
Penicillium
Trichoderma
Aspergillus
Muestra 4 Acuitlapilco Trichoderma
Fusarium
Gliocladium
Chaetomium
Cladosporium

De las muestras se obtuvieron siete diferentes cepas del hongo antagonista Trichoderma y

cuatro cepas diferentes del hongo fitopatdégeno Fusarium.

De la muestra uno de suelo de la comunidad Ixtlahuaca de Villada se obtuvo solo una cepa
de Trichoderma, en la muestra dos que corresponde a la comunidad de Chiltepec se aislaron

dos cepas de Trichoderma y una de Fusarium, en la muestra tres de la comunidad de
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Chiltepec se aislaron dos cepas de Fusarium y dos cepas de Trichoderma, en la muestra de
suelo cuatro de la comunidad de Acuitlapilco se aislaron dos cepas de Trichoderma y una

cepa del fitopatogeno Fusarium.

Es importante recalcar que todos los suelos de donde fueron colectadas las muestras fueron
de invernaderos con produccion de tomate y donde se podia apreciar plantas con sintomas de
marchitamientos. Siendo el invernadero de donde se obtuvo la muestra dos de suelo ubicado
en la comunidad de Chiltepec, donde se pudo apreciar mayor numero de plantas con sintomas

de marchitamiento y con dafios mas severos de enfermedad (Anexo 2).

3.2 ldentificacion morfoldgica de especies de los géneros Trichodermay Fusarium.
3.2.1 Identificacion morfoldgica de especies del género Trichoderma.

De cada cepa aislada e identificada se realizé una ficha; que incluye la taxonomia, datos de
colecta, técnica de aislamiento, medio de cultivo utilizado para su identificacion, técnica de
identificacion, caracteristicas macroscopicas y microscopicas, las claves utilizadas para su
identificacion, asi como la descripcion de género y especie. Esta informacion es
indispensable para llevar un control del cepario del laboratorio de Fitopatologia de Ingenieria
Agricola de la FESC-C4; también estos documentos sirven como consulta de informacion
para futuras investigaciones. Dado a lo extenso de las fichas, solo se presentan dos en este

trabajo; las demas pueden ser consultadas en el laboratorio antes mencionado. (Anexo 8)
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e Muestra 1.
Tichoderma sp.

Colonia de rapido crecimiento, formando anillos de esporulacion concéntricos a partir de
pustulas rugosas de tonalidades amarillas a verde opaco, escaso micelio aéreo, reverso de la
colonia de tonalidad beige a amarillo. Conidios ovoides (2.98-3.65x2.79-3.35n), fialides
langeniformes  (5.72-7.84x1.68-2.49u), fidlide terminal  (6.73-7.75x1.90-2.20u),

Clamidospora ausente.
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e Muestra 2.
Trichoderma sp.

Colonia de crecimiento rapido, formacion de pustulas de conidiacion de color verde
amarillento formando anillos concéntricos bien definidos, escaso crecimiento de micelio
semi-elevado de color blanco, creciendo mayormente pegado al medio, colonia con el reverso
de tonalidad amarilla. Conidios ovoides (3.11-3.54x2.35-2.93p), fidlides langeniformes
(5.77-8.50x1.94-2.66), fidlides terminales mas largas que las laterales (6.25-11.50x1.75-

2.20p), clamidospora ausente.
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e Muestra 2-1.
Trichoderma koningii.

Colonia de rapido crecimiento; conidiacion efusa formando pequeiia pustulas compactas de

esporulacion de color amarillo-verdoso, con presencia de micelio aéreo.

Trichoderma koningii tiene conididforos poco ramificados, principalmente ramificaciones
secundarias emparejadas; eje principal del conididforo mas largo que las ramificaciones
secundarias. Fidlide langeniforme (7.33-10.00x1.45-2.10p) mayormente verticilada y en
ocasiones de 3-4 verticilos; fialides terminales mas alargadas (8.80-11.87x1.57-2.16p).
Esporulacion acropleurdgena. Conidios subcilindricos de color verde palido (3.15-
4.00x2.08-2.67p), pared conidial lisa. Clamidosporas presentes (4.38-5.42x5.60-6.10p), de
forma globosa, creciendo intercaladamente entre el micelio (Gams y Bissett, 1998;

Watanabe, 2010).
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e Muestra 3.
Trichoderma koningii.

Colonia de crecimiento rapido, conidiacion efusa de color amarillo-verdoso, de color verde
mayormente en la periferia de la colonia, escaso micelio aéreo, presentdindose en pequefios

manchones alrededor de las pustulas de esporulacion.

Trichoderma koningii tiene conidioforos poco ramificados, ramas secundarias emparejadas;
eje principal del conidiéforo mas largo. Fialide langeniforme verticilada (7.19-9.47x1.57-
2.08p); fidlides terminales mas largas que las fidlides laterales (9.15-12.73x1.51-2.02p).
Esporulaciéon acropleurdgena. Conidios mayormente subcilindricos y en ocasiones con la
base truncada (3.36-4.01x2.37-2.73u), de color verde palido, pared conidial lisa.
Clamidosporas globosas creciendo intercaladamente entre las hifas (4.43-5.60x6.00-7.20p)
(Gams y Bissett, 1998; Watanabe, 2010).
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e Muestra 3-1.
Trichoderma atroviride.

Colonia de répido crecimiento, conidiacién en anillos concéntricos de color amarillo-
grisaceo, micelio aéreo de color blanco de apariencia algodonosa, pigmentacion del medio
con tonalidad amarilla. 7. atroviride tiene conididéforos ramificados, estrechos y flexuosos,
con ramificaciones secundarias emparejadas, eje principal del conidioforo mas largo que las
ramificaciones secundarias. Fidlides lageniformes a menudo curvadas, 2-4 verticiladas (6.19-
7.88x1.80-2.41p), fidlides terminales mayormente en verticilos de 3 (8.47-11.49x1.59-
2.17pn). Esporulacién acropleurdgena (3-6 conidios), conidios subglobosos con pared
conidial lisa, conidio de color verde (3.05-3.68x3.05-3.55u). Clamidospora solitaria de forma
globosa y en ocasiones en masas multicelulares (6.40-6.52x7.32-7.43n) (Gams y Bissett,
1998; Watanabe, 2010).
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e Muestra 4.
Trichoderma harzianum.

Colonia de crecimiento rapido, conidiacion en forma de anillos concéntricos de esporulacion
de color verde, centro de la colonia de color amarillo-verdoso; fase somatica creciendo entre
cada anillo de esporulacion con micelio hialino creciendo pegado al medio. 7. harzianum
tiene conididforos estrechos y flexuosos, con ramificaciones verticiladas, formando una
estructura piramidal, eje principal del conidi6foro mas largo. Fialides laterales ampuliformes
y fidlides terminales en su mayoria langeniformes (9.47-11.48x1.94-2.67u); 3-4 verticiladas,
fidlides terminales mayormente pareadas (9.83-12.50x1.98-2.16u). Esporulacion
acropleurdgena, conidios dispuestos en racimos terminales (3-6 conidios), conidio
subgloboso a ovoide, con pared conidial lisa, conidio de color verde palido (3.99-4.70x2.89-
3.53p). Clamidospora solitaria de forma globosa, dispuesta de manera intercalar en las hifas

(8.15-10.20x9.30-10.50p) (Gams y Bissett, 1998; Watanabe, 2010).
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e Muestra 4-1.
Trichoderma harzianum.

Colonia de crecimiento rapido, conidiacién en anillos concéntricos de esporulacion de color
blanco al inicio, tornandose de color verde en colonias maduras, crecimiento de fase somatica
entre cada anillo de esporulaciéon con micelio hialino creciendo pegado al medio y

escasamente semi-elevado.

Trichoderma harzianum tiene conididforos estrechos y flexuosos, con ramificaciones
verticiladas, formando una estructura piramidal, eje principal del conidiéforo mas largo.
Fidlides laterales ampuliformes y fialides terminales en su mayoria langeniformes (7.32-
8.49x1.83-2.50u); 3-4 verticilidas, fialides terminales mayormente pareadas (9.75-
11.63x1.59-2.32). Esporulacion acropleurdgena, conidios dispuestos en racimos terminales
(3-6 conidios), conidio subgloboso a ovoide, con pared conidial lisa, conidio de color verde
palido (3.59-4.01x2.96-3.29u). Clamidospora solitaria de forma globosa, dispuesta de
manera intercalar en las hifas (8.18-10.08x9.52-11.10u) (Gams y Bissett, 1998; Watanabe,
2010).
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3.2.2 Identificacion morfoldgica de especies del género Fusarium.

e Muestra 2.
Fusarium oxysporum.

La especie Fusarium oxysporum crece como una colonia de rapido crecimiento, con micelio
aéreo abundante de color blanco a crema, reverso de la colonia con tonalidad rojo palido.
Especie con abundante produccion de microconidios y macroconidios. Microconidio de
forma ovalada unicelular y en ocasiones de dos células (2.21-3.12x6.31-8.98), conidiacion
a partir de monofidlides cortas con esporulacidon en forma de falsas cabezas. Macroconidio
creciendo a parir del esporodoquio o a partir de la hifa (26.14-32.41x2.94-3.70p);
macroconidio en forma de hoz, corto usualmente 3-septada, de paredes delgadas con el lado
dorsal mas curvo que el lado ventral; célula apical conica o curvada, célula basal en forma
de pie. Clamidosporas abundantes, de rapida formacion de paredes lisas, presentandose solas
mayormente o en parejas en menor proporcion, desarrollandose principalmente en las hifas
de manera terminal aunque también se desarrollan intercaladamente entre las hifas (6.67-
10.16x7.12-10.94pn) (Nelson et al. 1983; Leslie y Summerell, 2006; The University of
Adelaide, 2016).
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e Muestra 3.
Fusarium solani.

La especie Fusarium solani crece como una colonia de crecimiento relativamente rapido, con
micelio aéreo en el centro de la colonia, creciendo mayormente en el centro de la colonia.
Especie con monofialides largas produciendo microconidios en falsas cabezas.
Microconidios en su mayoria de forma arrifioda y en ocasiones ovalada, 0-1 septo (2.40-
3.00x6.20-7.50un). Macroconidio mayormente de 3 septos (21.80-31.60x2.70-3.10p),
produciéndose a partir de monofialides cortos y a partir del micelio; macroconidio delgado
con escasa curvatura dorsiventral, con las paredes celulares paralelas a lo largo de la
macroconidia, célula basal protuberada y con la célula apical entallada, encorvada hacia la
punta. Abundante formacion de clamidosporas globosas a ovales creciendo mayormente
solitarias intercaladamente entre las hifas, en ocasiones en pares (6.50-7.60x6.30-7.50u)

(Nelson ef al. 1983; Leslie y Summerell, 2006; The University of Adelaide, 2016).
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e Muestra 3-1.
Fusarium solani.

La especie Fusarium solani crece como una colonia de rapido crecimiento, con micelio aéreo
en el centro de la colonia, y micelio sumergido en el medio en la periferia de la colonia.
Especie con monofidlides largas produciendo microconidios en falsas cabezas.
Microconidios de forma arrifionada, ovalada a reniforme 0-1 septo (2.71-3.29x6.54x8.29).
Macroconidio 3-5 spetos (24.79-32.06x2.83-3.19u), produciéndose a partir de monofidlides
cortos y a partir del micelio; macroconidio delgado con escasa curvatura dorsiventral, con
las paredes celulares paralelas a lo largo de la macroconidia, célula basal protuberada y con
la célula apical entallada, encorvada hacia la punta. Abundante formacion de clamidosporas
globosas a ovales creciendo mayormente intercaladamente entre las hifas, solitarias o en
pares, y en ocasiones clamidosporas terminales solitarias; clamidosporas con pared celular
rugosa (7.28-9.75x5.78-7.14n) (Nelson et al. 1983; Leslie y Summerell, 2006; The
University of Adelaide, 2016).
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e Muestra 4.
Fusarium lateritium.

La especie Fusarium lateritium tiene un crecimiento relativamente lento, con muy escaso
crecimiento de micelio aéreo, reverso de la colonia con tonalidad rosa palido. Especie con
crecimiento pionotal; colonia creciendo pegada al medio. Especie con abundante produccion
de macroconidios y microconidios en menor proporcion. Microconidio de forma elipsoidal,
arrifionada a fusiforme, 0-1 septado (2.42-3.07x5.80-8.80u). Conidiacion a partir de
monofialides medio largas con esporulacion en falsas cabezas. Macroconidio abundante
creciendo a partir de esporodoquios (22.35-35.04x2.48-2.95), medio largo 3-septado, de
paredes gruesas con las paredes paralelas a lo largo de la espora; célula apical encorvada y
célula basal escasamente entallada, curveada. Clamidospora de rapido crecimiento, creciendo
en su mayoria sumergidas intercaladamente entre las hifas de forma solitaria o en parejas

(7.20-8.72x7.57-9.07un) (Nelson et al. 1983; Leslie y Summerell, 2006).

3.3 Prueba de patogenicidad.

Al realizar la prueba de patogenicidad, se pudo determinar el grado de virulencia de las cuatro
distintas cepas aisladas del género Fusarium. Las raices de las plantas se lavaron 25 dias

después de la inoculacion, esto para verificar si existia algiin sintoma de necrosis ocasionada
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por el fitopatogeno Fusarium, ya que durante el transcurso de los 25 dias, no se observaron

sintomas muy marcados de marchitamientos en ninguno de los tratamientos.

Las raices se observaron al microscopio estereoscopico luego de ser lavadas para detectar
aquellas con sintomas de necrosis, y posteriormente se colocaron en dispositivos de camara

himeda durante cinco dias; para inducir la esporulacion del hongo causante de las necrosis.

El tratamiento inoculado con Fusarium oxysporum resultd el tratamiento patogénico y con
mayor virulencia, ya que fue la Unica cepa que causod dafio considerable a la raiz; la raiz se
observo con diversos sintomas de plesionecrosis y necrosis a lo largo de la raiz principal, asi
como raices secundarias totalmente necrosadas. La raiz de la planta inoculada con F.
oxysporum, se observaba con menor turgencia y menor tamaiio a diferencia de la raiz de la
planta testigo. Posterior a los cinco dias en camara htimeda se aprecid un desarrollo micelial
aéreo blanquecino de apariencia algodonosa, surgiendo a partir de las zonas de necrosis, y
colonizando asi la raiz. Se realiz6 una preparacion temporal con cinta pegante a partir del
micelio creciendo en la raiz, y al observarlo al microscopio Optico, se observaron
macroconidias en forma de hoz, estructuras caracteristicas de Fusarium oxysporum, con lo
cual se concluye que los sintomas de necrosis son causados por el fitopatdogeno Fusarium
oxysporum (Figura 23). Se realiz6 un aislamiento en una caja de Petri con medio de cultivo
PDA del micelio creciendo en la raiz, para asi cumplir con el cuarto postulado de Koch; las
caracteristicas de la colonia aislada correspondian a las caracteristicas de la colonia de la cepa

inoculada, asi como las caracteristicas morfologicas microscopicas de identificacion.
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Figura 23. Sintomas de dafio de Fusarium oxysporum en raiz de plantula de tomate.
1. Raiz testigo (derecha), raiz inoculada con F. oxysporum (izquierda). 2. Sintoma de plesionecrosis. 3-5.
Sintoma de necrosis con micelio colonizando la raiz. 6. Micrografia de F. oxysporum, causante de las necrosis.

En el testigo, se observd una planta con raiz de buen tamafio y desarrollo, con buena
turgencia, al observarla al microscopio no se observd ningiin sintoma de necrosis, o algin
dafio de la raiz; no se observd ningin crecimiento de micelio posterior a los cinco dias en

camara humeda.

En el tratamiento inoculado con Fusarium lateritium, no se observo dafo por necrosis al
observarla al microscopio, antes y después de colocarla en camara himeda. Se observo una

raiz de buen tamafio sin gran diferencia entre la raiz testigo (Figura 24).

En el tratamiento inoculado con Fusarium solani M3, se observd una raiz mas pequefia y
poco turgente a diferencia del tratamiento testigo; se observaron pequefios sintomas de
plesionecrosis antes de colocarla en la camara humeda, pero al observarla posterior a los

cinco dias en camara humeda no se observo crecimiento de micelio.

Por ultimo, en el tratamiento inoculado con Fusarium solani M3-1, se observo una raiz con
tamafio similar a la raiz testigo, con buena turgencia; con pequefios sintomas de
plesionecrosis. Posteriormente en la cdmara humeda no se observo presencia de crecimiento

de micelio.
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Figura 24. Comparacion de raices inoculadas en contra del testigo.
1. Fusarium lateritium (izquierda), testigo (derecha). 2. Testigo (izquierda), Fusarim solani M3 (derecha). 3.
Fusarium solani M3-1 (izquierda), testigo (derecha).

3.4 Pruebas de antagonismo en cultivo dual.

Las pruebas de antagonismo de cultivo dual, permitieron determinar la cepa de Trichoderma
con mayor potencial de controlador biologico, con base a los resultados cualitativos
obtenidos, se elaboro la siguiente tabla, para demostrar el potencial de control seglin la escala

propuesta por de Bell et al. 1982.

Tabla 13. Evaluacion del grado de antagonismo en cultivo dual a los 10 dias.

Antagonista Fitopatogeno F. oxysporum

Valor de la escala de Bell ef al. 1982
Trichoderma sp. M1 Clase 3
Trichoderma sp. M2 Clase 3
Trichoderma koningii M2-1 Clase 3
Trichoderma koningii M3 Clase 2
Trichoderma atroviride M3-1 Clase 2
Trichoderma harzianum M4 Clase 2
Trichoderma harzianum M4-1 Clase 2

En la tabla 13 podemos observar que las siete diferentes cepas de Trichoderma tienen un alto
potencial de controlador bioldgico al evaluarlas cualitativamente, destacando las cepas T.
koningii M3, T. atroviride M3-1, T. harzianum M4 y T. harzianum M4-1 a comparacion de
las cepas Trichoderma sp M1, Trichoderma sp. M2, y T. koningii M2-1 (Figura 25) donde se

notd una disminucion de crecimiento sobre el patdogeno a comparacion de las demads cepas.
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Figura 25. Pruebas de cultivos duales (216 horas).
1. Trichoderma sp. M1. 2. Trichoderma sp. M2. 3. T. koningii M2-1. 4. T. koningii M3. 5. T. atroviride M3-1.
6. T. harzianum M4. 7. T. harzianum M4-1.

Para conocer el potencial de controlador biologico de las cepas de Trichoderma de una
manera cuantitativa se evalu6 el comportamiento de crecimiento de las cepas de Trichoderma
creciendo solas (testigo) y en enfrentamiento con F. oxysporum, asi como el crecimiento de
esta ultima cepa creciendo sola; comparando los radios de crecimiento del antagonista (RCA)
y el radio de crecimiento del patégeno (RCP), para asi poder calcular el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial. En la figura 27 se muestra la cinética de crecimiento de las
cepas de Trichoderma en enfrentamiento y creciendo solas, asi como del hongo fitopatogeno
F. oxysporum. Los datos de crecimiento radial de cada 24 horas de los diferentes tratamientos

de cultivo dual de las diferentes cepas se pueden ver en el Anexo 4.
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CM= Centimetros
Figura 26. Cinética de crecimiento de cepas de Trichoderma.

El porcentaje de inhibicion de crecimiento radial PICR) se calculo con base al antagonista,
es decir, que cepa de Trichoderma tiene un mayor crecimiento al estar en enfrentamiento con
el fitopatdgeno F. oxysporum, siendo la cepa con el menor PICR la que mayor crecimiento
tiene, porque su crecimiento no se vio tan inhibido en relacién al testigo al estar en

enfrentamiento.
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Tabla 14. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR).

Antagonista (PICR)
Trichoderma sp. M1 46.57%
Trichoderma sp. M2 43.6%
Trichoderma koningii M2-1 46.05%
Trichoderma koningii M3 41.08%
Trichoderma atroviride M3-1 39.18%
Trichoderma harzianum M4 42.66%
Trichoderma harzianum M4-1 37.33%

Los resultados de actividad antagdnica por parte de las cepas de Trichoderma fueron buenos,
ninguna de las cepas de Trichoderma tuvo una inhibicidon en su crecimiento mayor del 50%
(Tabla 14), comparado con el crecimiento del testigo, dato que concuerda con los valores
establecidos cualitativamente seglin la escala de Bell, ya que ninguna escala fue mayor de 3,
donde el patdogeno crece al menos en las dos terceras partes del medio de cultivo limitando
el crecimiento de Trichoderma (Clase 4); y por lo cual se veria afectado su PICR, obteniendo

valores mayores al 50% de inhibicion.

La cepa Trichoderma sp. M1, fue la cepa con mayor inhibicién de crecimiento por parte del
patogeno con 46.57% de inhibicion en comparacion al testigo, contrario a la cepa 7.
harzianum M4-1, la cual tuvo un porcentaje de inhibicion del 37.33% en comparacion con el
testigo, siendo esta cepa la que de manera in vitro demuestra un mayor potencial de actividad

antagonica y parasitica ante el fitopatégeno F. oxysporum.

Con base a los datos tomados a partir del crecimiento de las cepas de Trichoderma en
enfrentamiento in vitro contra F. oxysporum, se busco el mejor ajuste al modelo matematico
por medio de regresiones polindmicas, y se grafico dicha ecuaciéon para conocer el
comportamiento de crecimiento de cada una de las cepas antagonistas de Trichoderma

(Figura 28) utilizando el programa matematico Maple 18.

Después de obtener las ecuaciones se sustituyeron los valores de cada 12 horas para conocer
el comportamiento de crecimiento de las cepas en dichos tiempos (Anexo 5), los valores
obtenidos se graficaron (Figura 29), demostrando que la cepa 7. harzianum M4-1 tiene un

crecimiento menor que las demds cepas durante las primeras 60 horas, pero al transcurrir el
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tiempo, posterior a las 120 horas, esta cepa tiene un crecimiento mayor a todas las demas;
cualidad que la convierte en la cepa con mayor potencial de controlador bioldgico,
colonizando con un mayor crecimiento el sustrato, estos resultados nos dan idea del
comportamiento que podria tener la cepa en el suelo al estar en competencia con los
fitopatdgenos, lo cual, gracias a su mayor crecimiento nos indica que por su mecanismo de
accion de competencia por sustrato y nutrientes sea mejor que las demas cepas,

convirtiéndola en una cepa con gran potencial de control.

La velocidad de crecimiento de las cepas en un punto en el tiempo se obtuvo a partir de la
segunda derivada y sustituyendo los valores de cada 12 horas (Anexo 6), a partir de los datos
se realiz6 la grafica (Figura 30), en la que se observa que la cepa 7. harzianum M4-1 tiene
una velocidad de crecimiento en las primeras 12 horas menor que las demas cepas, pero a
partir de las 60 horas, la velocidad de crecimiento de la cepa aumenta por encima de todas la
demas cepas, esto se debe, a que la cepa de T. harzianum M4-1 al estar cerca del fitopatdgeno
F. oxysporum, lo cual ocurre a partir de las 48 horas de crecimiento, la cepa antagonista tiene
un estimulo de crecimiento quimiotrdpico hacia el fitopatdogeno, mientras que las demas
cepas tienden a disminuir su crecimiento, caracteristica por la que la cepa 7. harzianum M4-
1 tiene mayor potencial de controlador bioldgico. Al igual, con los datos de velocidad
obtenidos a partir de la primera derivada, se calcul6 la velocidad media de crecimiento de

cada de una de las cepas en el lapso de tiempo de las 0 a las 216 horas:

_ fGf) = f i)

Vmed
me xf —xi

Donde:
Vmed = velocidad media
xi = punto inicial

xf = punto final
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Con base a los resultados de velocidad media la cepa 7. harzianum M4-1 tiene una
Vmed=0.2174 mm/hora, siendo esta cepa la que tiene una mayor velocidad en un lapso de

10 dias (Tabla 15).

Tabla 15. Velocidad media de crecimiento de las cepas de Trichoderma en 10 dias.

Cepa de Trichoderma Vmed

Trichoderma sp. M1 0.1889644424
Trichoderma sp. M2 0.1973563076
Trichoderma koningii M2-1 0.1945356036
Trichoderma koningii M3 0.2047126563
Trichoderma atroviride M3-1 0.2117448954
Trichoderma harzianum M4 0.2003280915
Trichoderma harzianum M4-1 0.2174985287

En resumen, al analizar los datos anteriores podemos determinar que la cepa 7. harzianum
M4-1 es la que tiene un mayor potencial de controlador bioldgico con base a las pruebas
realizadas in vitro, ya que en las diferentes pruebas mencionadas anteriormente realizadas
para determinar la cepas con mayor potencial de control en pruebas in vitro, esta cepa esta
por encima de las demas en los resultados. Otra opcidon que se considero para determinar que
esta cepa es la que tiene el mayor potencial para realizar un control biolégico de
enfermedades es su crecimiento bioldgico intercalandose crecimientos de anillos de
esporulacion y crecimiento somatico, crecimiento de vital importancia, ya que las hifas son

las encargadas de micoparasitar al fitopatogeno enemigo.
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Figura 27. Graficas de regresion polinomica de las cepas de Trichoderma.
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MM= milimetros
Figura 28. Grafica de comportamiento del crecimiento de las cepas de Trichoderma.

MM=milimetros
Figura 29. Grafica de velocidad de crecimiento de las cepas de Trichoderma.
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3.5 Micro prueba dual.

Al realizar un enfrentamiento en micro prueba dual entre el antagonista 7. harzianum M4-1
y el fitopatogeno F. oxysporum, se encontraron resultados acerca del micoparasitismo que
realiza el antagonista en contra del patdgeno; se observo a las 48 horas de incubacion como
el antagonista penetra sus haustorios en las hifas del fitopatdgeno, estructuras por donde el
antagonista absorbe el contenido del citoplasma, provocando la vacuolizacion y muerte del
hospedero (figura 31), asi como el enrollamiento de las hifas de antagonista sobre F.
oxysporum (figura 32), realizando un estrangulamiento lo cual causa una degradacion
paulatina de la pared celular a través de los haustorios o apresorios del antagonista. Estos
resultados concuerdan con estudios realizados por Gonzélez et al. 2004, Martinez et al. 2008,
Suarez et al. 2008, Infante et al. 2009, Hoyos et al. 2012, Castro et al. 2015, en diferentes

especies de Trichoderma.

Figura 30. Micoparasitismo de 7. harzianum M4-1 ante F. oxysporum.
Visto en microscopio compuesto Leica ICC50 HD. Graduacion (40x)
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Figura 31. Enrollamiento de las hifa de 7. harzianum M4-1 sobre F. oxysporum.
Visto en microscopio compuesto Leica ICC50 HD. Graduacion (40x)

Con base a estos resultados, la cepa T. harzianum M4-1 tiene un gran potencial como
controlador bioldgico ante el fitopatdgeno F. oxysporum, gracias a su mecanismo de accion
como micoparasito, ademas de su velocidad de crecimiento y sus caracteristicas biologicas.
Se necesita mas investigacion acerca del antagonista para definir si tiene mas mecanismos de
accion como la antibiosis y cudles son las sustancias antibidticas que genera, asi como definir

que enzimas son las encargadas de degradar la pared celular mediante el micoparasitismo.

3.6 Pruebas de control de calidad del biofungicida.
3.6.1 Prueba de viabilidad.

Al realizar la prueba de viabilidad del biofungicida, se realizd6 un conteo de 98 esporas
germinadas por cada cien; es decir, el 98% de viabilidad (Figura 33). Para obtener una
viabilidad del cien por ciento, se aumentd la concentracion del ingrediente activo de T.
harzianum M4-1 en razoén de la cantidad del vehiculo, para obtener asi un producto

biofungicida con una concentracién de 2x107 conidias viables/gramo.
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3.6.2 Prueba de pureza.

En cuanto a la prueba de pureza, se obtuvo que el biofungicida tiene un 100% de pureza, ya
que en las diluciones realizadas, no se present6 ninglin crecimiento de algun hongo o bacteria

sobre las placas de agar.

Figura 32. Pruebas de calidad del biofungicida.

1. Prueba de viabilidad (Germinacion de esporas). 2. Prueba de pureza.

3.7 Prueba in vivo con plantulas de tomate.

Para el analisis de las variables longitud de raiz, longitud de follaje y peso seco se utilizaron
valores relativos respecto a la longitud de la plantula para las primeras dos, y respecto al peso
fresco para la tercera, esto con el fin de controlar las diferencias de magnitud en las distintas

observaciones que no necesariamente son atribuibles al tratamiento (Anexo 6).
Es decir, las tres variables analizadas son:

Longitud de raiz (cm)

Longitud de raiz =
ongitua de ralz Longitud de planta (cm)

Longitud de follaje (cm)

Longitud de follaje = Longitud de planta (cm)

Peso seco (g)
Peso fresco (g)

Peso seco =
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Se inocularon solo diez plantulas de tomate con el fitopatdgeno F. oxysporum, esto para
corroborar que el fitopatdgeno causara en las raices sintomas de enfermedad vistos en la
prueba de patogenicidad (Figura 34), los cuales se comprobaron al observar los dafios de

necrosis causados en las raices de las plantulas al ser observadas bajo el microscopio.

Figura 33. Sintomas de necrosis en raiz causadas por F. oxysporum.

En solo una unidad experimental se observoé una muerte por damping-off de una plantula
siendo del tratamiento 3 (F.o+T.h); al igual se observaron dafios en los cuellos de las raices
de algunas plantulas de este mismo tratamiento (Figura 35), debiéndose a que al inocular
primero al fitopatdogeno este logro causar dafio a la raiz, mientras que al inocularlo posterior
al antagonista (tratamiento 2) el hongo antagonista no permitié que el patégeno cause daio

alguno significativo a la raiz.

Figura 34. Dafio en plantulas de tomate del tratamiento 3 (F.o+T.h).
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3.7.1 Longitud de raiz.

Tabla 16. ANOVA de la longitud de raiz en plantulas de tomate.
Variable N R® R® Aj CV
Long raiz 30 0.28 0.23 11.02

Cunadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CM F p-valor
HModelo. 0.03 2 0.01 5.36 0.0110
Tratamiento 0.03 2 0.01 5.36 0.0110
Error 0.07 27 2.4E-03
Total 0.09 29

Valor de p<0.05 hay diferencia significativa.
En la tabla 16 se observa que hubo una diferencia significativa entre las longitudes de raiz de
los tratamientos, para lo cual se realizd la prueba de separacion de media (DMS) con un 95%
de probabilidad. (Tabla 17)

Tabla 17. DMS de la longitud de raiz en plantulas de tomate.

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.054&0
Error: 0.0024 gl: 27

Tratamiento Medias n E.E.
F. oxyesporum+T. harzianum .. 0.47 10 0.02 &
T. harzianum M4-1+4F.oxyspo. . 0.46 10 0.02 & B
Testigo 0.41 10 0.02 B

Medizs con una letrs comin no son sigrnificativamente diferentes (p > 0.05)

Longitud de raiz

0.494

A
0.47 1
AB
.45
0.434
IB
0.40

F. oxysporum+T. harzianum M4-1  T. harzianum M4-1+F oxysporum Testigo
Tratamiento

Figura 35. Grafica de DMS de la longitud de raiz en plantulas de tomate.

Lang raiz

En la tabla 17, se observa que hay una diferencia estadisticamente significativa entre las

medias de los tratamientos, separandose en dos grupos (Figura 36), siendo el tratamiento 3
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(F.otT.h) y 2 (T.h + F.o) donde se tiene el mayor porcentaje de crecimiento de la raiz en
funcion del tamafio de planta con el 47% y 46% respectivamente; sin embargo, en el
tratamiento 3 se obtuvo el mayor crecimiento radicular, siendo su contraparte el tratamiento
1 (testigo) en donde se obtuvo el menor tamafio de raiz de plantula. Esto indica que las
plantulas al ser tratadas con el biofungicida a base de 7. harzianum M4-1; ademads, de
controlar el dafio de la enfermedad, el antagonista provoca un incremento de crecimiento
sobre los tejidos radiculares de la plantula; Jiménez ef al. 2011 reporta un mayor crecimiento

de plantas de tomate al inocular Trichoderma harzianum.
3.7.2 Longitud de follaje.

Tabla 18. ANOVA de la longitud de follaje en plantulas de tomate.
Variable N R®T RT Bj C¥
Long area wverde 30 0.28 0.23 8.89

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. 5C gl CH F p-valor
Modelo. 0.03 2 0.01 5.36 0.0110
Tratamiento 0.03 2 0.01 5.36 0.0110
Error 0.07 27 2.4E-03
Total 0.09 29

Valor de p<0.05 hay diferencia significativa.
En cuanto a la longitud de follaje (tabla 18), se observa que hay diferencia estadisticamente
significativa entre los tratamientos, por lo cual se realizd la prueba de separacion de media

(DMS) con un 95% de probabilidad. (Tabla 19)

Tabla 19. DMS de la longitud de follaje en plantulas de tomate.
Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.05450
Error: 0.0024 gl: 27

Tratamiento Medias n E.E.
Testigo 0.5%9 10 0.02 &
T. harzianum M4-1+F.oxXvyspo.. 0.54 10 0.02 & B
F. oxysporum+I. harzianum .. 0.53 10 0.02 B

Medizs con una letrs comiin no son sigrificstivamente diferentes (p > 0.05)
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Longitud de follaje

0.817

A
0.59
0.57-
0.54- AB
IB
0.52 1

Testigo T. harzianum M4-1+F.oxys|F. oxysporum+T. harzianum M4-1
Tratamisnto

Figura 36. Grafica de DMS de la longitud de follaje en plantulas de tomate.

Long follaje (%)

En la tabla 19 se observa que hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias
de los tratamientos al evaluar la longitud de follaje, separandose la medias en dos grupos
(Figura 37), siendo el grupo A con el tratamiento testigo, seguido del tratamiento 7.A+F.o
los que obtuvieron el mayor porcentaje de crecimiento de longitud de follaje en funcion de
la longitud de plantula con el 0.59% y 0.54%; sin embargo, el tratamiento testigo fue el que
obtuvo el mayor crecimiento de follaje, esto se debe a que en el tratamiento 2 y 3, como la
plantula fue inoculada con el fitopatdgeno F. oxysporum las plantulas se vieron afectadas por
el fitopatdgeno limitando su crecimiento, a pesar de haber aplicado el biofungicida a base de

T. harzianum M4-1.
3.7.3 Longitud de plantula.

Con base a la longitud de la plantula, no se encontré diferencia estadisticamente significativa
entre los tratamientos (Tabla 20). La media mas alta en la longitud de plantula fue para el
tratamiento 7.4+F.o con 14.41 cm, seguido del tratamiento F.o+7.4 con una media de 13.91
cm, y por Ultimo el tratamiento testigo con una media de longitud de plantula de 12.80 (Tabla
21). A pesar de no existir diferencia significativa entre los tratamientos, se observa que los
tratamientos 7.4+F.o y F.o+T.h tienen una mayor media, por lo cual el crecimiento en estos
dos tratamientos es mayor al tratamiento testigo, lo cual nos indica que la aplicacion del
biofungicida a base de 7. harzianum M4-1 beneficia en la longitud de plantula.
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Tabla 20. ANOVA de longitud de plantulas de tomate.
Variable N R® Rf Aj CV
Long planta 30 0.10 ©0.03 15.55

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo. 13.56 2 6.78 1.459 0.2425
Tratamiento 13.56 2 6.78 1.49% 0.2425
Error 122.58 27 4.54

Total 136.15 29

Valor de p<0.05 hay diferencia significativa.

Tabla 21. Resumen de medias de longitud de plantulas de tomate.

Tratamiento Variable n HMedia
F. oxyvesporuntT. harzianum .. Long planta 10 13.91
T. harzianum M4-1+4F.oxyspo.. Long planta 10 14.41
Testigo Long planta 10 12.80

3.7.4 Peso seco de plantulas.

Tabla 22. ANOVA del peso seco de plantulas de tomate.
Variable H K= E® Rj cW
Peso seco 30 0.07 3.7E-05 11.48

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p—-valor

Modelo. 1.%9E-04 2 9.4E-05 1.00 ©0.3809
Tratamiento 1.9E-04 2 9.4E-05 1.00 ©0.3809
Error Z2.5E-03 27 8.4E-05

Total 2.7E-03 2%

Valor de p<0.05 hay diferencia significativa.
En la tabla 22 del ANOVA de peso seco de plantulas de tomate se observa que no hay
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos. No obstante, el tratamiento con
mayor porcentaje de biomasa en peso seco en funcion del peso fresco es el tratamiento 3 y el
tratamiento 2 con el 8%, mientras que el tratamiento testigo tiene un porcentaje de peso del
9% en funcion del peso fresco del tratamiento testigo (Tabla 23). Estos resultados indican
que las plantulas inoculadas tanto del fitopatégeno como del antagonista tuvieron un mayor
desarrollo de biomasa y por lo tanto un mayor crecimiento y desarrollo de plantula, aunque

no fue el crecimiento tan marcado para ser estadisticamente significativo.
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Se necesita mas tiempo e informacion para conocer si el biofungicida permite un desarrollo
y crecimiento de planta mayor cuando la planta se encuentre en una etapa fenoldgica mas
avanzada, o si por su parte el fitopatogeno F. oxysporum causa un dafio mayor en la plantula

y se viera reflejado en la biomasa al evaluar el peso seco.

Tabla 23. Resumen de medias de peso seco de plantulas de tomate.

Tratamiento Variable n Media
F. oxysporum+T. harzianum .. Pezo =zeco 10 0.08
T. harzianum M4-1+4F.oxyspo.. Peso =seco 10 0.08
Testigo Pezo seco 10 0.09

Figura 37. Plantulas de los tres diferentes tratamientos (de izquierda a derecha
tratamiento 1, 2 y 3 respectivamente).

En resumen el biofungicida hecho a base de la cepa T. harzianum M4-1, contrarresta la
enfermedad del damping-off al aplicarlo como un preventivo, y no como un control
correctivo de enfermedad al tener ya las plantas enfermas. Lo anterior se observo al no
encontrar ningun sintoma o signo de la enfermedad significativo en el tratamiento 2, donde
primero se aplico el biofungicida y posteriormente a los 20 dias se inocul6 el fitopatdégeno F.
oxysporum, mientras que en el tratamiento 3, se observo una muerte de plantula con sintomas
de estrangulamiento y pudricion del tallo, asi como sintomas de necrosis en el cuello del tallo

causados por el fitopatogeno F. oxysporum.

Por otra parte, la aplicacion del biofungicida sobre las plantulas de tomate demostrd que se
induce un crecimiento radicular, ya que en el tratamiento dos y tres, donde se aplico el

biofungicida a base de 7. harzianum M4-1 se notd un incremento de longitud en la parte
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radical, asi como en la longitud de follaje de la plantula a pesar de no haberse encontrado
diferencia estadistica significativa al evaluar esta variable, pero en los tratamientos donde
hubo aplicacion de este biofungicida se obtuvieron las mayores medias de longitud de follaje.
Esta investigacion concuerda con las desarrolladas por Gonzalez et al. 2004 donde reporta
un crecimiento radicular y mayor desarrollo de biomasa en plantulas de tomate al ser
inoculadas con el hongo Trichoderma harzianum,; Cubillos et al. 2009, encontr6 resultados
similares al realizar inoculaciones del hongo antagonista 7. harzianum en plantulas de

maracuya.

Con lo anterior se demuestra que el biofungicida a base de Trichoderma harzianum M4-1
induce un mayor crecimiento y desarrollo en plantulas de tomate al ser inoculado, asi como
un control al fitopatogeno del suelo F. oysporum siendo aplicado como un preventivo de
enfermedades, gracias al mecanismo de accion de micoparasitismo demostrado en las micro
pruebas duales hacia el fitopatogeno Fusarium oxysporum. Es importante realizar mas
investigacion a nivel in vitro en laboratorio sobre este antagonista para conocer la capacidad
de controlador bioldgico hacia otras especies de fitopatogenos del suelo, y probar su eficacia
en pruebas in vivo con estas otras especies de fitopatdogenos, asi mismo conocer acerca del
comportamiento de la planta en etapas fenologicas mas avanzadas y con mayor numero de
aplicaciones del biofungicida, y su eficacia en otros cultivares; puntos importantes que
sientan las bases para etapas mas avanzadas de esta investigacion y asi poder llevar el

prototipo a una etapa de comercializacion.
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Conclusiones.

e En la colecta de suelo realizada en tres diferentes comunidades del municipio
Coatepec Harinas se aislaron e identificaron siete cepas del antagonista Trichoderma
y cuatro cepas del fitopatogeno Fusarium.

e Lacepapatogénica y con mayor virulencia en plantulas de tomate fue la de Fusarium
oxysporum.

e El hongo fitopatdogeno F. oxysporum esta asociado a la “marchitez de planta” en la
las localidades estudiadas del municipio Coatepec Harinas, Estado de México.

e Las cepas nativas de Trichoderma aisladas de las localidades estudiadas del
municipio Coatepec Harinas, ofrecen clase 2 y 3 de control en pruebas in vitro segun
la escala de Bell et al. (1982) alos 10 dias de evaluacion.

e Lacepade Trichoderma con mayor potencial de controlador biolégico con base a las
pruebas in vitro fue la de Trichoderma harzianum M4-1.

e Se acepta que la cepa T. harzianum M4-1, con la cual se formulo el prototipo de
biofungicida controla la enfermedad de damping off causada por el fitopatégeno F.
oxysporum en plantulas de tomate, ademas de promover el crecimiento radicular y
vegetativo en plantulas de tomate.

e El prototipo de biofungicida a base de la cepa 7. harzianum M4-1 ofrece una

concentracion de 2x107 conidias viables/gr, con una pureza del 100%.
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ANEXO0s.

Anexo 1. Normales Climatoldgicas de la estacion Coatepec Harinas.

Servicio Meteoroldgico Nacional
Normales climatolégicas

Estado de: México Periodo: 1981-2010

Estacion: 00015016 Coatepec Harinas

Latitud: 18°565°23” N Longitud: 099°45°58" "W Altura:2,270.0 msnm.

Elementos [Ene [Feb [Mar [Abr [May [Jun [Jul [Ago [Sep [Oct [Nov [Dic [ Anual
Temperatura Maxima

Normal 21.7 22.9 24.9 26.1 25.7 23.4 22.3 22.3 22.5 23.1 23.0 | 222 | 233
Maxima 24.7 26.4 28 27.8 27.7 27.3 25 27.0 26.8 289 | 275 | 26.9

mensual

Afo de maxima 2004 2005 | 2006 1998 | 2010 1999 2003 | 2009 | 2008 | 2010 | 2007 | 2006

Maxima diaria 29 29.5 29.5 29.5 31 30 28.5 28.5 28.5 31.0 | 35.0 | 29.0

Afos con datos 26 26 26 24 24 25 25 24 25 24 23 24
Temperatura media

Normal 13.0 14.0 15.8 17.5 17.8 17.1 16.4 16.7 16.7 16.1 14.8 13.7 15.8
Afos con datos 26 26 26 24 24 25 25 24 25 24 23 24
Temperatura minima

Normal 4.3 5.2 6.8 8.9 10.0 10.8 10.5 11.1 10.8 9.1 6.7 5.3 8.3
Minima mensual | 2.3 1.7 3.1 6.4 7.0 6.4 5.2 9.4 8.2 6.3 4.4 3.3

Ao de minima 2005 1998 1986 1987 | 2005 1987 1987 1986 1987 1987 | 2007 | 2004

Minima diaria -5.0 -2.0 -3.5 3.0 5.0 4.0 4.0 5.5 5.0 0.0 -0.3 0.0

Anos con datos 26 26 26 24 24 25 25 24 25 24 23 24
Precipitacion

Normal 13.2 12.7 12.2 30.7 99.9 215.8 | 217.2 | 208.0 | 222.7 | 98.2 19.4 12.0 1,162.0
Maxima 117.5 | 61.0 70.0 143.5 | 229.0 | 389.1 | 489.4 | 356.5 | 7325 | 223 61.5 | 57.5

mensual

Ao de maxima 1992 1992 | 2001 2001 2006 1981 2010 1988 | 2008 | 2008 | 2006 | 2009

Maxima diaria 43.0 30.0 47.0 73.0 67.5 60.5 88.0 68.0 71.5 59.5 | 24.0 | 29.0

Afos con datos 26 26 26 24 24 25 25 24 25 24 23 24
Evaporacion total

Normal 104.0 | 117.4 | 1547 | 162.6 | 145.0 | 98.1 108.8 | 97.1 81.1 96.0 | 92.8 | 88.1 1,345.7
Anos con datos 26 26 26 24 24 25 25 24 25 24 23 24

Numero de dias con lluvia

Lluvia 1.7 2.0 2.1 4.2 11.5 18.8 19.8 21.4 20.0 110 | 3.4 1.7 117.6
Anos con datos 26 26 26 24 24 25 25 24 25 24 23 24

Niebla 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 0.2 0.1 0.0 0.0 0.6
Afios con datos 26 26 26 24 24 25 25 24 25 24 23 24

Granizo 0.0 0.0 0.1 0.2 0.5 0.2 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 1.3
Afos con datos 26 26 26 24 24 25 25 24 25 24 23 24

Tormenta 0.0 0.0 0.1 0.2 0.2 0.7 0.2 0.3 0.6 0.0 0.0 0.0 2.3
eléctrica

Afos con datos 26 26 26 24 24 25 25 24 25 24 23 24

Fuente: SMN, 2010.
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Anexo 2. Datos de toma de muestras.

Toma de muestras del suelo

+Datos generales

Numero de muestra | M1
Estado Edo. México Municipio Coatepec Harinas Comunidad Ixtlahuca de Villada
Fecha 02 de Septiembre del 2014
Coordenadas geograficas | N18°55.403' WO 99°48.501"
Altitud | 2191 msnm
+Caracteristicas de la muestra
Suelo genérico (uso actual del suelo) | Suelo Agricola
Profundidad 10 -15cm

Vegetacién asociada | s
+Para suelos de uso agricola
Especie cultivada | Jitomate (Lycopersicum esculentum)

Tiempo por el que se ha cultivado dicha especie | e
Rendimiento | 130 cajas /Ha al corte

Presencia de enfermedades(nombre y periodo en | Botrytis (Presentandose en épocas de lluva, donde predomina
alta humedad y hay dias nublados). Marchitamientos (Por

el que se presenta)
fusariosis). Amarillamiento de hojas.

Historial de plaguicidas Promyl, Ridomil, Cercobin, Busan 30.

Esterilizacion del suelo con productos quimicos al preparar el terreno para establecer una
nueva plantacion.

Notas La plantacion es a partir de trasplante, se manda a producir la plantula.

Manejo general del suelo

Toma de muestras del suelo

+Datos generales

Numero de muestra | M2
Estado Edo. México Municipio Coatepec Harinas Comunidad Chiltepec
Fecha 02 de Septiembre del 2014
Coordenadas geogréficas{ N18°55.070' W(099°48.890"
Altitud | 2347 msnm
+Caracteristicas de la muestra
Suelo genérico (uso actual del suelo) | Suelo Agricola
Profundidad 10-15 cm

Vegetacion asociada | e

+Para suelos de uso agricola

Especie cultivada | Jitomate (Lycopersicum esculentum)

Tiempo por el que se ha cultivado dicha especie | e

Rendimiento | 130 cajas/Ha al corte

Presencia de enfermedades(nombre y periodo en Amarillamiento de hojas. Botrytis (Presentandose en epoca de
el que se presenta) lluvias con dias nublados). Marchitamientos.

Historial de plaguicidas | Cupravit (Aplicado a dosis recomendada por el producto quimico para combatir Botrytis, se
realiza aplicacion foliar en el signo de la enfermedad). Promy! (Aplicado al suelo)

Esterilizacion del suelo con productos quimicos. Aplicacién de cal en zonas donde se localizan

Manejo general del suelo Nt
marchitamientos.

Riego por goteo, dos veces por semana. La polinizacion la realizan a través de aire con aspiradoras de mano,

Notas
esto puede ocasionar que se diseminen o dispersen a demas plantas esporas de Botrytis.
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Toma de muestras del suelo

+Datos generales

Numero de muestra | M3
Estado Edo. México Municipio Coatepec Harinas Comunidad Chiltepec
Fecha 02 de Septiembre del 2014
Coordenadas geogréafi cal N18°54.911' W099°49.983'
Altitud | 2372 msnm
+Caracteristicas de la muestra
Suelo genérico (uso actual del suelo)l Suelo Agricola
Profundidad 10-15cm

Vegetacion asociada | e
+Para suelos de uso agricola
Especie cultivada | Jitomate (Lycopersicum esculentum)

Tiempo por el que se ha cultivado dicha especie | e
Rendimiento | 130 cajas/Ha al corte

Presencia de enfermedades(nombre y periodo en

Botrytis(En épocas de lluvia y con dias nublados). Marchitamientos.
el que se presenta)

Cupravit (Aplicado a dosis recomendada por la etiqueta del producto para el control de Botrytis).

Historial de plaguicidas Promyl (Aplicado al suelo).

Esterilizacion del suelo con productos quimicos. Aplicacion de cal en zonas donde se localizan

Manejo general del suelq o
marchitamientos.

Notas Riego por goteo. Polinizacion por viento a través de aspiradoras.

Toma de muestras del suelo

+Datos generales

Numero de muestra | M4
Estado Edo. México Municipio Coatepec Harinas Comunidad Acuitlapilco
Fecha 02 de Septiembre del 2014
Coordenadas geogréficasl N18°54.930' W099°46.982'
Altitud | 2226 msnm
+Caracteristicas de la muestra
Suelo genérico (uso actual del suelo) | Suelo Agricola
Profundidad 10-15 cm

Vegetacion asociada [ s
+Para suelos de uso agricola

Especie cultivada | Jitomate (Lycopersicum esculentum)
Tiempo por el que se ha cultivado dicha especie | e
Rendimiento | 130 cajas/Ha al corte
Presencia de enfermedades(nombre y periodo en |Botrytis, marchitamientos, amarillamiento de hojas, virus manchado
el que se presenta) del tomate.
Historial de plaguicidas Talonil, Cupravit, Ridomil, Promyl.

Esterilizacion del suelo con productos quimicos al establecer una nueva plantacion. Riego por

Manejo general del suelo
goteo.

Invernaderos pegados a la zona boscosa, rodeados de arboles y plantas silvestres, las cuales pueden ser

Notas B P .
hospederos de diversas enfermedades y asi infectar a las plantas cultivadas.

107



Anexo 3. Medios de cultivo.
e PDA (papa-dextrosa-agar).

-PDA (formulado comercial) 39 gr/litro.
-Agua destilada 1000 ml.
-Antibidtico cloranfenicol 200 pg/ml.

Adicionar el polvo PDA al agua destilada y agitar hasta disolver el medio, agregar el
antibiotico y posteriormente esterilizar durante 20 minutos en autoclave a 121°C.

e V8 agar (jugo de ocho verduras-agar).

-300 ml de jugo V8 (marca HERDEZ).
-700 ml de agua destilada.

-Agar bacteriologico 15 gr/litro.
-Antibiotico cloranfenicol 200 pg/ml.

Mezclar el jugo V8 con el agua destilada; ajustar el ph en un rango de 5.5-6.5, usando 1M
NaOH. Una vez ajustado el ph adicionar el agar bacteriologico y el antibidtico. Esterilizar
durante 20 minutos en autoclave a 121°C. (Cuervo et al. 2012)

e Medio Komada's.

-D-Galactose 20 gr.

-L-Asparagine 2 gr.

-KH>PO4 1 gr.

-KCL 0.5gr.

-MgS0O4-7H20 0.5 gr.

-PCNB (Pentachloronitrobenzene) 750 mg.
-FesNa EDTA 10 mg.

-Agua destilada 1000 ml.

-Agar bacteriologico 15 gr/litro.
-Antibidtico cloranfenicol 200 pg/ml.

Adicionar uno a uno los reactivos y agitar hasta disolver; antes de adicionar el agar
bacterioldgico ajustar el ph a 3.84+0.2, una vez ajustado el ph adicionar el agar bacterioldgico
y el antibidtico. Esterilizar en autoclave durante 20 minutos a 121°C. (Leslie y Summerell,
2006)
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e Medio CLA (clavel-leaf-agar)

-Agar 15 gr/litro.

- Agua destilada 1000 ml.

- Hoja de clavel.

-Antibidtico cloranfenicol 200 pg/ml.

Cortar las hojas de clave de 5 a 8 mm? y posteriormente desinfectarlas con una solucion de
hipoclorito de sodio al 5% durante 5 minutos, posteriormente lavar con agua destilada estéril,
repitiendo el lavado con hipoclorito y con agua destilada dos veces. Una vez lavados los
trozos de hoja de clavel se dejan secar sobre papel filtro estéril sobre la campana de flujo
laminar o en algun lugar aséptico. Las hojas se deben de deshidratar en estufa a 70°C durante
3 horas. Mezclar el agar con el agua destilada y esterilizar en autoclave a 121°C durante 20
minutos.

Ya esterilizado el agar y cuando este tibio vaciar el medio en las caja de Petri y colocar de 5
a 10 cuadritos de hoja de clavel por placa de 90 mm de didmetro separados uno de otros;
dejar enfriar el medio y mantener a temperatura ambiente durante 3 a 4 dias para verificar
que no haya desarrollo de hongos sobre las hojas de clavel.

Las hojas de clavel deben de ser cosechadas de plantas jévenes en crecimiento y que no hayan
sido tratadas con aplicaciones de plaguicidas. (Leslie y Summerell, 2006)

e Medio SDA (sabouraud-dextrosa-agar)

-PDA (formulado comercial) 65 gt/litro.
-Agua destilada 1000 ml.
-Antibidtico cloranfenicol 200 pg/ml.

Adicionar el polvo SDA al agua destilada y agitar hasta disolver el medio, agregar el
antibiotico y posteriormente esterilizar durante 20 minutos en autoclave a 121°C.
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to radial de los tratamientos en pruebas duales.
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Anexo 5. Datos del crecimiento de las cepas de Trichoderma en cultivos duales.

Horas | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma

sp. M1 sp. M2 koningii koningii M3 | atroviride harzianum harzianum

M2-1 M3-1 M4 M4-1

0 -0.1785 -0.2817 -0.9020 -0.5463 -0.6371 -0.2325 0.0556
12 5.0387 5.4433 6.1719 4.8276 6.4076 4.7947 3.4148
24 5.0387 11.7624 13.1370 11.0135 13.8086 9.9366 8.6286
36 17.2160 18.2394 19.7124 17.4989 21.1384 15.0186 14.9574
48 23.3147 24.5051 25.6698 23.8500 28.0395 19.8912 21.7617
60 28.9625 30.2571 30.8332 29.7120 34.2237 24.4306 28.5022
72 33.9038 35.2597 35.0792 34.8091 39.4727 28.5382 34.7395
84 37.9530 39.3444 38.3367 38.9444 43.6378 32.1411 40.1344
96 40.9946 42.4091 40.5873 42.0000 46.6398 35.1917 44.4477
108 42.9829 44.4190 41.8647 43.9368 48.4694 37.6678 47.5404
120 43.9426 45.4057 42.2553 44.7950 49.1868 39.5726 49.3734
132 43.9681 45.4680 41.8978 44.6932 48.9218 40.9350 50.0078
144 43.2240 447715 40.9835 43.8295 47.8741 41.8091 49.6048
156 41.9449 43.5484 39.7559 42.4805 46.3128 42.2745 48.4256
168 40.4355 42.0980 38.5111 41.0021 44.5767 42.4362 46.8315
180 39.0704 40.7863 37.5977 39.8289 43.0744 42.4249 45.2840
192 38.2942 40.0464 37.4167 39.4745 42.2840 42.3963 44.3443
204 38.6218 40.3778 38.4214 40.5316 42.7533 42.5318 44.6743
216 40.6378 42.3473 41.1176 43.6716 45.0998 43.0384 47.0353
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Anexo 6. Velocidad de crecimiento de las cepas de Trichoderma en cultivos duales.

Horas | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma | Trichoderma

sp. M1 sp. M2 koningii koningii atroviride harzianum harzianum

M2-1 M3 M3-1 M4 M4-1

0 0.3897 0.4388 0.5851 0.3981 0.5589 0.4088 0.1800
12 0.4724 0.5084 0.6014 0.4893 0.6083 0.4263 0.3682
24 0.5134 0.5388 0.5921 0.5345 0.6192 0.4282 0.4905
36 0.5185 0.5356 0.5616 0.5403 0.5974 0.4167 0.5554
48 0.4935 0.5045 0.5142 0.5133 0.5487 0.4167 0.5712
60 0.4443 0.4509 0.4544 0.4599 0.4789 0.3615 0.5461
72 0.3767 0.3805 0.3864 0.3869 0.3938 0.3221 0.4887
84 0.2966 0.2988 0.3147 0.3007 0.2992 0.2777 0.4071
96 0.2097 0.2115 0.2437 0.2080 0.2010 0.2304 0.3098
108 0.1220 0.1240 0.1777 0.1154 0.1048 0.1823 0.2051
120 0.0392 0.0419 0.1210 0.0293 0.0166 0.1356 0.1013
132 -0.0327 -0.0292 0.0781 -0.0435 -0.0580 0.0923 0.0067
144 -0.0880 -0.0837 0.0533 -0.0966 -0.1129 0.0545 -0.0702
156 -0.1209 -0.1160 0.0510 -0.1233 -0.1426 0.0245 -0.1213
168 -0.1255 -0.1206 0.0756 -0.1171 -0.1411 0.0043 -0.1380
180 -0.0959 -0.0920 0.1313 -0.0713 -0.1027 -0.0040 -0.1121
192 -0.0263 -0.0244 0.2227 0.0205 -0.0215 0.0018 -0.0353
204 0.0890 0.0875 0.3541 0.1650 0.1083 0.0237 0.1009
216 0.2561 0.2495 0.5298 0.3688 0.2924 0.0639 0.3046
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Anexo 7. Datos de las variables de las pruebas in vivo en plantulas de tomate.

Long. Long. Long. Peso Peso
Tratamiento raiz * follaje * planta (cm) | fresco (g) | seco **
Testigo 0.4541 0.5459 15.24 539 | 0.1078
Testigo 0.3980 0.6020 14.17 4.63 | 0.1003
Testigo 0.3443 0.6549 12.72 3.2 | 0.0860
Testigo 0.3138 0.6850 8 1.57 | 0.0896
Testigo 0.4440 0.5552 12.5 4.08 | 0.0822
Testigo 0.3724 0.6276 12.38 3.52 | 0.0699
Testigo 0.3679 0.6321 11.77 3.82 | 0.0827
Testigo 0.4363 0.5630 15.31 4| 0.0824
Testigo 0.4845 0.5155 14.55 4.5 | 0.0968
Testigo 0.4449 0.5551 11.35 3.1 | 0.0805
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.4315 0.5685 14.97 5.24 | 0.0779
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.5191 0.4809 16.22 5.16 | 0.0908
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.4683 0.5317 12.6 4.39 | 0.0708
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.5168 0.4826 16.93 5.72 | 0.0900
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.4426 0.5574 15.25 3.7 | 0.0880
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.4126 0.5874 9.33 1.62 | 0.0758
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.4428 0.5572 13.98 5.09 | 0.0930
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.5007 0.4993 14.28 3.56 | 0.0786
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.4330 0.5670 17.83 3.58 | 0.0724
T. harzianum M4-1 + F. oxysporum 0.4315 0.5685 12.7 3.15 | 0.0804
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.4895 0.5105 14.3 1.962 | 0.0796
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.5649 0.4351 15.42 2.44 | 0.0724
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.4419 0.5571 10.5 1.4 | 0.0997
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.4628 0.5372 13.29 3.73 | 0.0704
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.3862 0.6138 13.88 3.87 | 0.0856
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.5410 0.4590 15.25 3.33 | 0.0949
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.4938 0.5055 14.5 3.2 ] 0.0913
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.4806 0.5188 15.94 3.41 | 0.0880
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.4331 0.5669 13.97 3.12 | 0.0804
F. oxysporum + T. harzianum M4-1 0.4508 0.5483 12 1.62 | 0.0763

*Valores relativos respecto a la longitud de planta.
**\alores relativos respecto al peso fresco.
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Anexo 8. Fichas de identificacion.
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1. Nombre cientifico.
Anamorfo: Trichoderma harzianum
Teleomorfo: Hypocrea lixii

1.1 Taxonomia (NCBI, 2015).
Super Reino: Eukaryota
Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma
Especie: harzianum

1.2 Micrografias.

13A Detalle de conidios 100x. B. Germinacion unipolar de conidios (24 horas) 100x.
C. Formacion de conidioforos y fialides (24 horas) 10x. D. Detalle de fidlide y conidi6éforo
(96 horas) 100x. E. Esporulacion (120 horas) 40x. F. Clamidosporas (96 horas) 40x.

13 Micrografias a partir de preparaciones permanentes. El nimero de horas de las micrografias no indican el
tiempo del ciclo de desarrollo del hongo, sino el tiempo asignado a la preparacién permanente.



2. Colecta.
2.1 Fecha.
02 de Septiembre del 2014

2.2 Hospedante.
Suelo cultivado con tomate (Lycopersicon esculentum)

Fotografia 1.
Cultivo de tomate bajo invernadero.

2.3 Ubicacion.
Estado: Estado de México, Toluca
Municipio: Coatepec Harinas
Comunidad: Acuitlapilco

2.3.1 Georreferenciacion.
N18°54°55.422°°, W99°46°59.5308°

Imagen 1.
Ubicacion satelital de colecta (Invernadero)

Fuente: Google Earth, 2015.



3. Técnica de aislamiento.
Dilucion en serie

4. Medio de Cultivo.
PDA (papa-dextrosa-agar) con antibidtico cloranfenicol (200 pg/ml).

5. Técnica de identificacion.
Microcultivo

6. Caracteristicas macroscopicas.

6.1 Caracteristicas culturales de la colonia.
Colonia incubada a 26°C +1.
Colonia de crecimiento rapido alcanzando 90 mm de didmetro en 4 dias. Colonia con conidiacion
en forma de anillos de esporulacion de color blanco al inicio, tornandose a color verde en colonias
ya maduras, anillos formados por pustulas compactas de apariencia rugosa; crecimiento de fase
somatica entre cada anillo de esporulacion con micelio hialino creciendo en su mayoria pegado al
medio y escasamente semi-elevado. Colonia con ligero olor parecido a coco. Reverso de la colonia
incoloro.

Fotografia 2.
Trichoderma harzianum

7. Clave Morfoldgica de Genero. (Barnett y Hunter, 1987)

MONILIALES

1b Conidios NO ENTOSCAAOS. ... uuntt ettt et e e et e et e e e 10
NO HELICOSPORAS

10a Tanto conidio y conidioforo (si estd presente) hialino o de otros colores o de colores brillantes;
conididforos individuales 0 en racimos lIbres. ......ccooevvviiiiiiiiii e, Moniliaceae
MONILIACEAE

I1a Conidio tipicamente de 1 célula, globosa, o la mayoria de las veces mas larga que
ANICHIA. . 12
12b Conidioforos diferentes, aunque algunas veces COrtos.........oovvveereennimiieeniieeniieneeenvnnne. 19

19¢ Sin estado conidial de mildiu polvVOSO.........coiuiiniii i 20



20a  Conidios de distintas formas, que nacen de las células apicales del

COMIAIOTOTO. . ..o e e 21
21b Conidiéforos en su mayoria ramificados, fidlides si estdn presentes, en grupos o en
CADZAS . . . ettt e 38
38b Conidios no dispuestos en cabezas compactas, conididforos simples o ramificados cerca del
30 (61 41
41c Conidios no catenulados. .........ovuiiiniii i W AD
45b Aleuriospora de pared celular gruesa auSentes. .........o.veuuiiiiiiiiiieiiiee e e e eeeeeeeaas 48
48a Conidios producidos hacia o cerca del apice ya sea en fidlides o ramificaciones del
COMIAIOTOTO. ..o e e e e e 49
49b Ramificacion del conididforo irregular, no verticilado...............ooooiiiiiiii. 51
51b Conidios diSPUESLOS €1 CADEZAS. ... .uuveentteett ettt et e e e et et e e e eeaeeeaeenas 54
54b  Conididéforos con ramificacion difusa no en forma de cepillo o
DIOCRA. L e e, Trichoderma

7.1 Descripcion de Género.
El hongo Trichoderma es abundante en la naturaleza; este género se encuentra principalmente en
material en descomposicion que se encuentra en el suelo, también se ha encontrado en restos de
madera en descomposicion. Este género cuenta con mas de 200 especies ampliamente distribuidas
en un amplio rango de regiones geograficas en la mayoria de las zonas climaticas. (Druzhinina et
al. 2006; Hoyos y Bisset, 2012; Atanasova et al. 2013; Bisset et al. 2015)

El género Trichoderma tiene micelio septado con conidiéforos hialinos re-ramificados,
normalmente con el eje principal mas largo que las ramificaciones; con fidlides solas o en grupos
de forma langeniforme, ampuliforme o subulada; conidiacién acropleurogena naciendo a partir de
las fidlides. Conidios (fialosporas) hialinos a verdes, verde-grisaceo o verde-amarillento en masas,
unicelulares, de forma ovoide, subglobosos, elipsoidales a oblongo o clavado, de pared conidial
lisa o verrugosa. Clamidosporas pueden estar presentes o ausentes, de pared lisa y gruesa, de
forma globosa a elipsoidal, solitarias terminales o dispuestas de manera intercalar en las hifas,
algunas veces en cadenas o en masas multicelulares. Olor caracteristico de algunas especies a
coco o alcanfor. (Gams y Bisset, 1998; Atanasova ef al. 2013; The University of Adelaide, 2016)

El género Trichoderma produce enzimas como celulasas, glucanasas, pectinasas y quitinasas y
antibidticos como 6-pentil-alfa-pirona, glitoxina, atroviridinas y peptaiboles. (Sivasithamparam y
Ghisalberti, 1998; Infante et al. 2009; Zeilinger y Schuhmacher, 2013)

8. Clave morfoldgica de Seccion. (Gams y Bissett, 1998)

1(b) Conidiacion efusa o fasciculada a pustulada, conidios a menudo verdes; conidioforos
frecuentemente con ramas laterales; en su mayoria fidlides lageniformes a ampuliformes.......... 2
2(b) Conidioforos re-ramificados repetidamente; ramas y fidlides pareadas o verticiladas, también
aquellos en la posicion terminal, conidios de paredes lisas a verrugosas.............cooeevevveeninnnnn. 3
3(b) Conididforos y ramas estrechas y flexuosas (eje principal 6 um ancho); fidlides en verticilos
de 2 0 3 (-5), lageniformes o subuladas; conidios siempre verdes............... seccion Trichoderma

8.1 Clave morfoldgica para especies de la Seccién Trichoderma.

1(b) Colonias de crecimiento MAS TAPIAO. .....ouuitieetit et ee e 3
3(b) Conidios subglobosos a elipsoidales cortos uovados............cooveiiiiiiiiiiiii e, 4
4(b) Conidios subglobosos a elipsoidales COrtos. ........c.ovuiiiiiiiiiiiiiie e, 5

5(a) Conidios totalmente maduros de color verde palido: 2.5-3.5x2.1-3.0 um....... 3. T. harzianum



8.2 Descripciodn de la Especie.
Hongo saprofito, cominmente encontrado y aislado de suelos en climas tropicales y templados.
Especie reconocida por su gran capacidad de biocontrol de patogenos de suelo, especie utilizada
para realizar control bioldgico de diversos hongos fitopatdégenos asociados a enfermedades en
gran diversidad de cultivos. Esta especie ademds de reducir la incidencia de enfermedades,
permite un incremento significativo en la biomasa asi como en la zona radicular de las plantas.
(Donoso et al. 2008; Hernandez et al. 2011)

Trichoderma harzianum tiene conidioforos estrechos y flexuosos, con ramificaciones verticiladas,
formando una estructura piramidal, eje principal del conidiéforo mas largo. Fidlides laterales
ampuliformes y fidlides terminales en su mayoria langeniformes; 3-4 verticiladas, fialides
terminales mayormente pareadas. Esporulacion acropleurogena, conidios dispuestos en racimos
terminales (3-6 conidios), conidio subgloboso a ovoide, con pared conidial lisa, conidio de color
verde palido. Clamidospora solitaria de forma globosa, dispuesta de manera intercalar en las hifas.
(Gams y Bissett, 1998; Watanabe, 2002; Samuels, sin fecha)

Tabla 1.
Tamaino de estructuras de Trichoderma harzianum ()
Conidio Fialide Fialide terminal Ancho micelio Clamidospora

3.59-4.01 x 2.96-3.29 | 7.32-8.49 x 1.83-2.50 | 9.75-11.63 x 1.59-2.32 4.56-5.0 8.18-10.08 x 9.52-11.10

9. Glosario (Ulloa y Hanlin, 2006).

Acropleurogena: que se origina en el apice y después se vuelve hacia un costado debido al
crecimiento indeterminado del &pice.

Ampuliforme: de forma de botella, hinchada, particularmente en la parte basal. Se aplica
especialmente a la célula conididogena que se hincha para formar un area fértil, sobre la que se
producen muchos conidios simultdineamente, de manera que cubren toda la superficie.
Anamorfo: estado asexual, conidial o imperfecto de un hongo, que produce sus esporas por
mitosis.

Clamidospora: espora de origen asexual, recubierta por una pared celular recia y de tipo
perdurante, que funciona como espora de resistencia o latencia.

Conidio: también se le llama conidiospora; es una espora asexual, no movil formada en el apice
o en un lado de una célula espordgena especializada. Los conidios son las esporas asexuales de
los deuteromicetes, ascomicetes y basidiomicetes.

Conidioforo: hifa, simple o ramificada, que se diferencia morfologica y fisiologicamente de una
somatica por producir y sustentar conidios, estos son generados en células especializadas
denominadas conididgenas.

Fialide: tipo de célula conididgena, en forma de botella, que produce conidios blasticos
(fialoconidios o fialosporas) en sucesion basipeta; la fidlie es una de las células conidiogenas mas
comunes entre los hongos imperfectos.

Fialospora: espora de reproduccion asexual, formada por abstriccion en el apice de una fialide;
termino relacionado con la ontogenia conidial, que se aplica principalmente tratdndose de hongos
imperfectos.

Hialino: transparente e incoloro, como si fuera de cristal, o por lo menos didfano.

Lageniforme: se aplica al 6rgano u estructura ventruda en la base con la parte superior mas
angosta.

Micoparasito: hongo parasito de otro hongo.

Subulado: estrechado hacia el dpice hasta rematar en una punta no muy fina; no tan puntiagudo
como acicular



Teleomorfo. estado sexual o perfecto de un hongo, cuyas esporas se producen por meiosis.
Verrugoso: con prominencias a modo de verrugas en la superficie.

Verticilado: tipo de ramificacion en el que las ramas nacen a un mismo nivel de la hifa o
sustentaculo y crecen oblicuamente hacia arriba con respecto al eje central.
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1. Nombre cientifico.
Anamorfo: Fusarium

1. 1 Taxonomia (NCBI, 2015).
Super Reino: Eukaryota
Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Divisién: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Especie: oxysporum

1.2 Micrografias.

Y¥A. Microconidios y macroconidios 100x. B. Germinacion multipolar de microconidios (24
horas) 40x. C. Formacion de monofialides (24 horas) 40x. D. Esporulacion de microconidios en
falsas cabezas (48 horas) 100x. E. Esporulacién de macroconidios (72 horas) 100x. F.
Formacion de esporodoquio (48 horas) 40x. G. Esporodoquio (72 horas) 40x. H. Clamidospora
(120 horas) 100x.

14 Micrografias a partir de preparaciones permanentes. El nimero de horas de las micrografias no indican el
tiempo del ciclo de desarrollo del hongo, sino el tiempo asignado a la preparacién permanente.



2. Colecta.
2.1 Fecha.
02 de Septiembre del 2014

2.2 Hospedante.
Suelo cultivado con tomate (Lycopersicon esculentum)

Fotografia 1.
Cultivo de tomate bajo invernadero.

2.3 Ubicacion.
Estado: Estado de México, Toluca
Municipio: Coatepec Harinas
Comunidad: Chiltepec

2.3.1 Georreferenciacion.
N18°55°2.571”, W99°49'56.355”
Imagen 1.
Ubicacion satelital de colecta (Invernadero)

Fuente: Google Earth, 2015.

3. Técnica de aislamiento.
Dilucioén en serie
4. Medio de Cultivo.
e (Caracteristicas macroscopicas.
PDA (papa-dextrosa-agar) con antibiotico cloranfenicol (200 pg/ml).



e (Caracteristicas microscopicas.
CLA (clavel-leaf-agar) con antibiotico cloranfenicol (200 pg/ml).

5. Técnica de identificacion.
Microcultivo

6. Caracteristicas macroscopicas.

6.1 Caracteristicas culturales de la colonia.
Colonia incubada a 26°C +1.
Colonia de rapido crecimiento alcanzando 72 mm de didmetro en diez dias. Colonia de apariencia
flocosa con abundante micelio aéreo de textura algodonosa de color blanco, fondo de la colonia
de tonalidad rojo pélido. Reverso de la colonia de color rojo palido con estrias longitudinales de
color rojo carmin. Colonia sin pigmentacién en el medio.

Fotografia 2.
Fusarium oxysporum

7. Clave Morfologica de Genero. (Barnett y Hunter, 1987)

1b Tiene micelio septado y otras caracteristicas de los hongos imperfectos............................3
3b Conididforo distinto o reducido a la clavija, predominando tipicamente conidios con dos 0 mas
CEIULAS . ..o et e s 3D
35b Conidio tipicamente con mas de 3 células a veces variable.....................coooi, 43
43b Conidio fragmospora, con paredes transversales pero no oblicuas..................ceveeee.n.. 44
44b Conidios SIN APENAICES. ... nutintt ettt et et te e e e 45
51c Conidiéforos cortos, simples o ramificados, hialino, conidio tipicamente largo en forma de
canoa, usualmente se presenta un conidio unicelular......................coiii, Fusarium

7.1 Descripcion de Género
El género Fusarium es un hongo cosmopolita, ampliamente distribuido en diversas regiones y
climas, colonizando diferentes plantas o viviendo como saprobio en el suelo. Se han descrito 70
especies de este género. Parasito de las plantas vasculares, género asociado a diversas
enfermedades de importancia econdémica como marchitez vascular y necrosis en tallos y raices en
gran cantidad de cultivos agricolas. Al menos 80% de las plantas cultivadas tienen una



enfermedad causada por especies del género Fusarium. (Leslie et al. 2006; Figueroa et al. 2010;
Fernandez et al. 2015)

Las especies del género Fusarium tienen conidioforos simples, delgados raramente ramificados,
en general producen dos tipos de conidio que se forman a partir de una célula conididgena llamada
monofialide, o algunas especies pueden producir polifidlides. Los microconidios son unicelulares,
pueden tener uno o dos septos, son de forma ovoide, globosa, piriforme o napiforme; nacidos en
falsas cabezas o en cadenas a partir de una célula conididogena. El macroconidio es tipico del
género, en algunos casos la morfologia del macroconidio es suficiente para la identificacion de
algunos géneros. El macroconidio tiene una forma de canoa, con una curvatura ventral bien
marcada, espora septada con célula apical y célula basal que pueden estar en forma puntiaguda a
encorvada, en forma de pie. La mayoria de las especies del género Fusarium producen una
estructura de resistencia llamada Clamidospora, la cual puede permanecer en latencia en el suelo
hasta por mas de 40 afos. Las clamidosporas se caracterizan por tener una pared conidial gruesa;
pueden estar solitarias, en pares, agrupadas o en cadenas. (Holliday, 1980; The University of
Adelaide, 2016)

8. Clave morfoldgica de seccion. (Nelson et al. 1983)

A. Caracteristicas culturales

1. Tasa de Crecimiento.

c. Crecimiento rapido, cubriendo todo (8.5 cm) sesgo de longituden 10 dias........................ 11
2. Presencia o ausencia de micelio de aéreo.

a. Micelio aéreo presente, escaso o abundante, similar al fieltro, masas de esporas (esporodoquios)

PIESENLES O AUSEIIEES .. .. e ettt ettt ettt ettt e et et e et e e et e et e et et e e et e eeare e e eeeaneeens 11
3. Color de micelio aéreo.
A BlaANCO. ..t e 11

4. Color de la colonia desde abajo. Color que se puede difundir en el agar.
a. Color ausente o si esta presente solo en tonos muy palidos de naranja, bronceado (canela), café

L0 0115 10 11
5. Color de masas de esporas (esporodoquios)

TR 0 ()0 0 T 11
B. Macroconidio de esporodoquio.

1. Tamario.

a. Medio largo, generalmente 3-7 septada...........oouiiniiiiiiiii e 11
2. Forma.

a. Macroconidio con marcada curvatura dorsiventral. Los lados del macroconidio son a menudo
de CUIVas deSTGUALES. ... .ottt 11
3. Forma de las células basales.

b. Células basales se distinguen en forma de pie 0 MUESCA........c.vvvriieniiiiiieiiiiieaaeannns 11

C. Microconidio a partir de micelio aéreo.

1. Presente o ausente.

a. Presente y abundante (F. bactridioides)............o.oueiiiii i e, 11
2. En cadenas o falsas cabezas.

b. Unicamente en falSas CADEZAS. . .............eeuuneee e 11
3. Forma.

a. Ovalada en forma de huevo (ovoide) en forma arrifionada (reniforme) a fusiforme.............. 11
D. Conidioforos.

1. Tipo.

Unicamente monofialides (puede producir ya sea macroconidios o microconidios)................ 11



E. Clamidosporas.
1. Presentes o ausentes.

B, PTESEIIEES. . ..ot e 11
2. Disposicion.

Q. S0lAS 0 BI PATES. ...ttt ettt 11
| PPN Seccion elegans

8.1 Clave morfoldgica para las especies de las secciones Lateritium, Liseola, Elegans,
Martiella 'y Ventricosum. (Nelson et al. 1983)
A. Caracteristicas culturales.
1. Tasa de crecimiento.

b. Crecimiento rapido, mayor que 7 cm de didmetro despuésde 10a 14 dias..............c.cceeee. 29
2. Color de micelio aéreo.

A BlaNCO. .o e 29
3. Color de la colonia desde abajo. Color que se puede difundir en el agar.

b. Bronceado (canela) @ rojo Carmin. ... .....ueiueiiniieit i 29
4. Color de masas de esporas (esporodoquio).

D GBI, L.ttt e e e e e e e sre e e sareeenaeeennneeeneees 2O
B. Macroconidio a partir del esporodoquio.

1. Tamafio.

TR0 29
2. Forma.

b. Relativamente delgada con las paredes delgadas...............ooooiiiiiiiiiiiiiii i, 29

C. Microconidio a partir del micelio aéreo.
1. Presente o ausente.

D, ADUNAANTE. ... 29
2. En cadenas o falsas cabezas.

b. Solamente en falsas Cabezas. ............ooii i, 29
3. Forma.

a. Oval a arrifionada (reniforme) y clavada. ..o 29
D. Conidiéforos.

1. Tipo.

b. Monofialides cortos produciendo microconidios. ........c.vviuiiiiiiiiiiii e ieaee e, 29
E. Clamidosporas.

Co ADUNAANTE. ..t 29
2 Fusarium oxysporum

8.2 Descripcion de la especie.

La especie Fusarium oxysporum crece como una colonia de radpido crecimiento, con micelio aéreo
abundante de color blanco a crema, reverso de la colonia con tonalidad rojo palido.

Especie con abundante produccién de microconidios y macroconidios. Microconidio de forma
ovalada unicelular y en ocasiones de dos células, conidiacion a partir de monofialides cortas con
esporulacion en forma de falsas cabezas. Macroconidio creciendo a parir del esporodoquio o a
partir de la hifa; macroconidio en forma de hoz, corto usualmente 3-septada, de paredes delgadas
con el lado dorsal mas curvo que el lado ventral; célula apical conica o curvada, célula basal en
forma de pie. Clamidosporas abundantes, de rapida formacion de paredes lisas, presentdndose
solas mayormente o en parejas en menor proporcion, desarrolldndose principalmente en las hifas
de manera terminal aunque también se desarrollan intercaladamente entre las hifas. Las



clamidosporas son las estructuras de resistencia del género Fusarium. (Nelson et al. 1983;
Watanabe, 2002; Leslie et al. 2006, The University of Adelaide, 2016)

Tabla 1.

Forma y tamafo de estructuras de Fusarium oxysporum (W)

Macroconidia Microconidia Clamidospora
Tamarfio Forma g;:g&ll? %(::alf Tamario Forma Esporulacién Forma Tamarfio
Mayormente creciendo en
Ovalada - ,
Con el unicelular Monofialides su mayoria
(26.14-32.41 | 1ado dorsal Forma | 21312 1 pog células en falsas demanera |- ¢ o7 10 16
X mas curvo | Protuberado de ie X ovaladas en cabezas. terminal y en X
que el lado P 6.31-8.98) Macro y menor
2.94-3.70) menor . Aoy - 7.12-10.94)
ventral -, Microconidias | proporcion
proporcion. .
intercaladam
ente entre las
hifas.

9. Glosario (Ulloa y Hanlin, 2006).

Anamorfo: estado asexual, conidial o imperfecto de un hongo, que produce sus esporas por
mitosis.

Clamidospora: espora de origen asexual, recubierta por una pared celular recia y de tipo
perdurante, que funciona como espora de resistencia o latencia.

Conidioforo: hifa, simple o ramificada, que se diferencia morfologica y fisiologicamente de una
somatica por producir y sustentar conidios, estos son generados en células especializadas
denominadas conidiogenas.

Esporodoquio: fructificacion formada por una masa compacta de hifas cortas que constituyen un
estroma en forma de cojinete; en los extremos de dichas hifas (conididforos) se producen las
esporas.

Flocoso: tomentoso, flojamente algodonoso o lanoso, 0 méas densamente aglomerado en copos
como la franela.

Macroconidio: conidio o espora de reproduccion asexual, que se distingue del microconidio tanto
por su mayor tamafio como por ser pluricelular.

Micelio: conjunto o masa de hifas que constituye el cuerpo o talo de un hongo.

Microconidio: se refiere a un conidio pequefio, generalmente unicelular.

Napiforme: de forma similar a un nabo, hinchado u bulboso en el apice y adelgazado abruptamente
hacia la base.

Piriforme: de forma parecida a la de una pera.

Septado: con septos o particiones.

Septo: pared transversal en una célula o en una hifa.
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