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RESUMEN

La marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici (Fol), disminuye la produccion y calidad
del cultivo de tomate. En la actualidad el biocontrol con
Trichoderma harzianum (Th) y Bacillus subtilis (Bs) tiene
gran potencial, pues su capacidad ha sido demostrada
desde hace tiempo al inhibir fitopatogenos; por otra parte,
el biocebado es una herramienta que mejora lageminacion,
vigor, emergencia homogénea y desarrollo de las
plantulas. El objetivo de esta investigacion fue determinar
la efectividad de las cepas comerciales Bacillus subtilis y
Trichoderma harzianum sobre un aislamiento de Fol en
semillas de tomate var. CENTA CUSCATLAN a nivel in vitro e
in vivo.Se evalud el comportamiento de los biocontroladores
a dos concentraciones y con biopolimeros para inhibir el

crecimiento in vitro de Fol, estimular la germinacion de
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las semillas y el desarrollo de las plantas de tomate. Los
resultados demostraron la capacidad antagonista de los
biocontroladores. En el bioensayo in vitro se comprobod que
T9 (Th 108 esp/ml" + Al) incrementd el nimero de semillas
germinadas, mientras que en el ensayo in vivo T6 (Th 10°
esp/ml’ + Ga) destacé por tener mayor porcentaje de
germinacion, pero T8 (Bs 102 esp/ml” + Ga) redujo el tiempo
de germinacion. Las variables fenoldgicas: largo de raiz,
largo del tallo, largo total, peso fresco y peso seco fueron
superiores con T5 (Th 10¢ esp/ml” + Al), mientras que T4 (Bs
108 esp/ml™ + Ga) favorecio el aumento del didmetro del tallo.
Este estudio es un esfuerzo por contribuir a la aplicacion
de tecnologias innovadoras y métodos de biocontrol para
desarrollar un sistema de produccion agricola sostenible,
estratégico frente a las actuales condiciones climaticas;
ademas de ser la primera investigacion y reporte de Fol en
El Salvador.

ABSTRACT

Vascular wilt caused by Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
(Fol), decreases the production and quality of the tomato
crop. Currently, biocontrol with Trichoderma harzianum
(Th) and Bacillus subtilis (Bs) has great potential, since its
capacity has been demonstrated for a long time to inhibit
phytopathogens; on the other hand, bioprimingisa tool that
improves germination, vigor, homogeneous emergence
and seedling development. The objective of this research
was to determine the effectiveness of the commercial
strains Bacillus subtilis and Trichoderma harzianum on a
Fol isolate in tomato seeds var. CENTA CUSCATLAN at an
in vitro and in vivo level. The behavior of the biocontrollers
at two concentrations and with biopolymers to inhibit the
in vitro growth of Fol, stimulate seed germination and
the development of tomato plants was evaluated. The
results demonstrated the antagonistic capacity of the
biocontrollers. In the in vitro bioassay it was verified that T9
(Th 108 esp/mI? + Al) increased the number of germinated
seeds, while in the in vivo assay T6 (Th 10° esp/ml’ + Ga)
stood out for having greater germination percentage, but
T8 (Bs 10® esp/ml' + Ga) reduced the germination time.
The phenological variables: root length, stem length, total
length, fresh weight and dry weight were higher with T5
(Th 108 esp/ml” + Al), while T4 (Bs 10° esp/ml" + Ga) favored
the increase in stem diameter. This study is an effort to
contribute to the application of innovative technologies and

biocontrol methods to develop a sustainable agricultural

production system, strategic in the face of current climatic
conditions; besides being the first investigation and report
of Fol in El Salvador.

INTRODUCCION

La marchitez vascular, producida por Fol, es una
de las enfermedades mas devastadoras en todas
las regiones del mundo donde se cultiva el tomate
(Marlatt et al, 1996), prospera en una diversidad de
condiciones ambientales (Cai et al, 2003). Hasta el
momento existen pocas investigaciones en cuanto
a Fol y su manejo en el cultivo de tomate en Centro
Ameérica. En el caso de El Salvador no hay registros
sobre la existencia de este patdgeno (CABI, 2021, CABI
& EPPO, 20M). El control de la marchitez es muy dificil,
sobre todo cuando las condiciones ambientales son
favorables al hongo, pues se disemina por medio del
agua de superficie, implementos agricolas, insectos,
plantulas contaminadas, semilla infectada entre
otros (Dixon & Tilston, 2010). Debido a que se establece
como enddfito en células y tejidos vasculares, se
dificulta su control (Hossain et al, 2013). Las plantas
afectadas por la marchitez vascular muestran
amarillamiento, que comienza por las hojas inferiores
que, finalmente, mueren; la base del tallo adquiere
un color oscuro y los haces vasculares se tornan de
color pardo oscuro; la médula permanece sana vy, la
infeccion en el fruto, se detecta por la decoloracion

del tejido vascular (Jones, 1991).

En el desarrollo sostenible de la agricultura moderna,
la utilizacion del biocontrol constituye una alternativa
viable paraasegurarla produccionde alimentossanos
(Funes-Aguilar & Monzote, 2006; Lopez-Bucio et al,,
2015; Loépez-Mondéjar et al, 2011). En este aspecto,
se presentan microorganismos antagonistas como
Trichoderma spp (Perniola et al,, 2014), y bacterias del
género Bacillus spp. (Martin & Travers, 1989; Meadows
1992)
que estas bacterias poseen gran potencial como

et al, numerosos estudios demuestran
biocontroladoras de organismos patégenos (Castillo-
Reyes et al, 2015; Lépez & Pazos, 2005, Méndez-

Ubeda, 2018).

Por otra parte, las semillas constituyen el punto de
partida que marca el futuro de la cosecha por lo que
su sanidad es cuestion de primer orden. La demanda
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del
con tratamientos bioldgicos estd en pleno auge
(Markets and Markets, 2018). El biocebado es util
para el biocontrol de patdégenos en cultivos ya que

mercado mundial de semillas recubiertas

reduce los costos de los pesticidas, aumenta la
productividad de las plantas e induce resistencia
al estrés (Fernando et al, 2020). La inoculacion de
semillas es una forma rentable de administrar a
gran escala microbios en campo (John et al, 2010;
O'Callaghan, 2016) asegurando asi la colonizaciéon
del agente microbiano en la rizosfera de la planta
promoviendo el crecimiento vegetal (Raj et al,, 2004;
Sarkar et al., 2020).

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento e identificacion

Los aislamientos se obtuvieron de plantas de tomate
afectadas por Fusarium spp, provenientes de parcelas
en Estacion Experimental San Andresy Zapotitan, del
CENTA, departamento de La Libertad. En seguida se
trasladaron al Laboratorio de Parasitologia Vegetal,
donde se cultivaron en placas con PDA (Cardona-
Piedrahita & Castafo-Zapata, 2019; Carrillo-Fasio
et al,, 2003; Reyes-Zambrano et al,, 2020; Rojas, 2011).
Al final de 7 dias de incubacidn aparecieron colonias
con crecimiento micelial algodonoso blanquecino,
las cuales se identificaron segun las claves de Barnett
& Hunter (1998); Burgess & Trimboli (1986); Finch &
Finch (1971); Leslie & Summerell (2006). Las cepas se
identificaron con cédigo FM1, FM2 y FM3; luego se
purificaron mediante repigues sucesivos (Dickinson
& Lucas, 1987; Santiago et al,, 2017).

Cultivos puros de las cepas, se enviaron a identificar
al Laboratorio de Biologia Molecular “CENEM" de
la empresa MICSA vy a la Universidad de Florida. De
forma analoga se conservaron en agua destilada
tres veces esterilizada (ADTE), glicerol al 10 %, tubo
inclinado y en papel filtro; también se reprodujeron
en matrices de arroz para su posterior formulacion
siguiendo las metodologias de Fernandez-Larrea
(1997); Goémez et al. (2014); Michael-Aceves et al.
(2005); Sandoval & Belesansky (2020); Sivila & Alvarez
(2013); Troya & Vaca- Granda (2014).

Prueba de patogenicidad

La capacidad infectiva de los Fusarium spp. se
evidencio, al ser inoculados en plantulas sanas de
tomate (Cordova, 2003; Retana et al,, 2018), para esto
se aplicaron los métodos de inoculacion de Carmona
(2019) e Inami et al. (2012) que comprenden:
A)  Inmersion de puntas de raiz,
B) Aplicacion de una suspension directa al sueloy
C) Combinacion de A y B (inmersion de raiz e
inoculacion directa en suelo).
La suspension de conidios 10° con/ml’, se determind
con camara de Neubauer ajustando la concentracion
final con la formula sugerida en Pefa & Paez (2014):
CIV1= C2V2. Las plantas control se inocularon solo
con Agua Destilada Estéril (ADE) (Carrillo-Fasio et al,,
2003) y luego se fertilizaron a los 15 dds (dias después
de la siembra) con una solucién de 1g/L" 30-15-30
(NPK). Los tratamientos se asignaron al azar, con 3
repeticiones y mantuvieron a temperatura ambiente
promedio de 27 °-30 °C. La respuesta de las plantas a
la inoculaciéon del patdégeno se determind en funcién
de la escala de Marlatt et al. (1996) modificada por
Gayosso et al. (2021):
Planta libre de sintomas,
Planta con clorosis leve en las hojas inferiores,
Clorosis moderada,
Clorosis severa y

NN NERNEE

Planta muerta.

Aplicaciéon de los bioformulados

Los experimentos se realizaron con biopreparados

comerciales, que son a base de esporas de
“Rikoderma®”
“Radicillus®”,

se cultivaron en medios de cultivo PDA y Agar

Trichoderma  harzianum y de

la bacteria Bacillus subtilis éstos
Nutriente, las placas se incubaron de forma invertida
a temperatura ambiente durante siete dias hasta el
desarrollo de colonias fungicas de color verdoso. En
el caso de la bacteria después de 48 h con colonias
de color crema mucoides (Gonzales, 2016; CGuédez
etal, 2012; Lépez & Pazos, 2005; Santiago et al,, 2017).

Antagonismo in vitro

Se realizaron cultivos duales enfrentando a Fol
contra Th de acuerdo a Garcia et al. (2006); Gonzales
(2016); Martinez-Scott (2016); Rojas et al. (2011); Tejera-
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Hernandez (2011). El antagonismo de Bs se determind
por el método de contacto directo descrito por
Pérez & Garcia (2019), que consistid en ajustar a la
concentracion 108 UFC/mIT, en seguida se sembrd en
PDA, y se colocd un tapdn de Fol. Como testigos se
dispusieron placas Petri inoculadas en el centro con
un tapon del hongo fitopatdgeno sin la presencia
de los antagonistas, posteriormente, los cultivos se
dispusieron al azar con tres repeticiones. Se midio el
crecimiento radial de Fol cada 24 h (Séanchez et al,,
2015) para determinar el porcentaje de inhibicién,
aplicando la ecuacidén que aparece en Rojas-Badia
etal. (2017).

o D.C.C—-D.C.P
% de inhibiciéon = Txmo

Donde:
D.C.C: didmetro de la colonia control (cm).

D.C.P: didmetro de la colonia problema (hongo
patdgeno en presencia de los antagonistas) (cm).

La capacidad antagdnica se evalud aplicando
la escala empleada por Ezziyyani et al, (2004) y
modificada por Moran-Quintero (2007).

La tasa de crecimiento micelial del patégeno se
determind mediante la expresion sugerida por Mead
etal. (1993).

_Cf—Ci

Te=-2_"
“TTF-Ti

Donde:

Cf: es el crecimiento final.

Ci: es el crecimiento inicial (dia uno) expresado en
cm.

Tabla1

Escala de evaluacion de antagonismo in vitro, tomando
en cuenta la invasion de la superficie, colonizacion y
esporulacion de Th sobre Fol

Grado Capacidad Antagénica
o Ninguna invasién de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
1 Invasion del 25% de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
2 Invasion del 50% de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
3 Invasion del 75% del total de la superficie de la colonia del hongo patégeno.

Invasion del 100% de la superficie de la colonia del hongo patégeno y
esporulacién sobre ella.

Tf: es el tiempo final.
Ti: es el tiempo inicial (dia uno).

El comportamiento de inhibiciéon mostrado por los
antagonistas se agrupd como recomienda Bautista
(2000) en:

e Negativo: ausencia de zona de inhibicidon o un
porcentaje menor de 10 % y crecimiento normal
de la colonia fungica, de forma similar al control.

e Baja: ausencia de zona de inhibicién o con un
porcentaje entre 10-39 % y con disminucién en el
crecimiento de la colonia fungica.

e Media: ausencia de zona de inhibicion o un
porcentaje entre 40-69 % y con disminucién en
el crecimiento de la colonia fungica.

e  Positivo: presencia de zona de inhibicion definida
0 en un porcentaje entre 70-100 %.

El tipo de interaccion (Tabla 2) presentada por Th
sobre el patdgeno se evalud, con la clasificacion
adaptada de Badalyan etal. (2004) y Molla et al. (2001).

Para evaluar la interaccion a nivel del micelio, se
realizaron preparados de la zona de contacto entre las
colonias y se observé al microscopio compuesto con
aumento de 100X (Corallo, 2012), donde se identificod
la interaccion de las hifas antagonistas de Th con las
del patdégeno (Guédez et al,, 2012).

Bioensayo de la efectividad in vitro

In6culos. Cultivos de Fol se recubrieron con 5 ml
de ADE, luego se raspod la superficie con un asa. La
suspension se filtrd con gasas estériles e introdujo
en un Erlenmeyer con 100 ml de ADE, agregando
01 ml de Tween 20 al 01 %. La concentracion de
la suspension se ajustd en camara de Neubauer
(Covacevich & Consolo, 2014); hasta 105 esp/ml? con

Tabla 2

Caracteristicas de los tipos de interacciones evaluados en

enfrentamientos duales entre Th y Fol.

Identificacién Descripciéon

A Inhibicién en el punto de contacto (el crecimiento de ambos hongos
se detiene en el punto de contacto).

Inhibicién a la distancia (el crecimiento se detiene sin contacto
micelial)

c Reemplazo (uno de los hongos crece sobre el otro).

Entremezcla mutua (ninguno de los dos hongos detiene su
crecimiento después del punto de contacto).

Revista Minerva - ISSN 2521-8794 - Enero-Junio 2024 - San Salvador, El Salvador, C.A. - 7(3) - pp. 47-66



Judith Reyes-Bonilla, Carla Quintanilla-Villegas, Zoila Guerrero-Mendoza, Moisés Lopez-Torres

CIV1= C2V2, luego se sembrd en placas con PDA.
Mientras que las concentraciones de los antagonistas
se obtuvieron de los bioformulados ajustando a las
dosis 106 y 108 UFC/mIT (Gonzélez- Cardenas et al,
2005; Lépez, 2011; Mdller, 2021, Rodriguez et al., 2005).

Desinfeccion de las semillas. Semillas de tomate
CENTA  CUSCATLAN  se
superficialmente sumergiéndolas 3 min en alcohol

var. desinfectaron
96 ° después 2 min en hipoclorito de sodio al 4 %
luego se enjuagaron 5 veces con ADE, se filtraron
con el colador y colocaron sobre una placa Petri
con papel filtro absorbente (Rodriguez et al, 2008;
Salinas-Ventura & Soriano-Bernilla, 2014).

Biocebado de semillas. Se aplicd recubrimiento con
biopolimeros a base de almidéon y goma ardbiga al
25 % que se prepararon adaptando la metodologia
de Caballero et al. (2016) y Chin et al. (2021, 2022)
con ciertas modificaciones. Se tomaron 6 ml de
las suspensiones para mezclar con los respectivos
biopolimeros, seguidamente las semillas de tomate
estériles se recubrieron con la mezcla segun la

descripcion de la Tabla 3.

Tratamientos del biocebado de semillas

Después se dejaron secar 30 min en camara de
flujo laminar, luego se distribuyeron 10 semillas por
placa Petri de 9 cm con medio PDA previamente
inoculado con 10° esp/ml! de Fol. Se incubaron a
temperatura ambiente en oscuridad dentro de una
hielera de poliestireno (Mduller, 2021). Se aplicé un
DCA con tres repeticiones por tratamiento. El conteo
de las plantulas se realizd todos los dias a partir de
la siembra hasta el término del dia 7 y 15, en donde
se obtuvo el porcentaje total de emergencia (ET)
considerando como semillas germinadas aquellas en
las que hubo protrusion radicular.

Bioensayo de la efectividad in vivo

Se efectud en un invernadero ubicado dentro del
CENTA contiguo a la Unidad Planta Sana. Las semillas
de tomate se desinfectaron y biocebaron siguiendo
el mismo protocolo descrito en el bioensayo in vitro
(Pérez & Garcia, 2019).

Inoculacion del sustrato y semillas. Suelo estéril se
inoculd con Fol 105 esporas/ml?, transcurridas 24 h se

biocebaronlassemillas (Tabla3). Eltestigosanofueron
100 semillas sembradas en suelo estéril inoculadas
con ADE. El testigo enfermo fue semillas en suelo
infectado con el patégeno 10° esp/ml’. Finalmente
se sembraron en las bandejas de germinacion y
llevaron al invernadero a una temperatura promedio
de 27 °C (Eraso et al, 2014, Figueroa-Rivera et al,
2010; Gonzales, 2016; Osorio & Guerrero, 2020).
tratamientos se dispusieron en bloques completos

Los

al azar con 5 repeticiones. Se tomd como criterio la
emergencia total de la plantula y se realizé el conteo
diario hasta el dia 10. A los 15 dds las plantulas se
fertilizaron con una solucién nutritiva (30 %N, 15 %P,
30 %K) a razon de 1g/L". Los riegos se llevaron a cabo
cada tercer dia. A los 20 dias de germinacion las
plantulas se trasplantaron en bolsas para almacigo
de 15x23 cm y reinoculd el suelo estéril con una nueva
suspension de Fol 1x10° esp/ml’. Los tratamientos
fueron 10 los cuales se dispusieron en un DCA con 3
repeticiones. Al término del décimo dia, se obtuvo el
porcentaje total de emergencia descrito por Garcia
etal. (2016).

No.de plantas emergidas

O%E =
% No.de semillas sembradas

x100

El indice de velocidad de germinacion (IVG) se
calculé de acuerdo a la formula propuesta por Brown
& Mayer (1988):

Py P B,
VG =242ttt
L T; T,

P = ndmero de semillas germinadas
T =tiempo en que germinaron y
n = dia del Ultimo control.

El tiempo medio de germinacion (TMG) de acuerdo
con Garcia et al. (1982):

[(x1d1) + (x2 d2) + - + (x10 d10)]

TMG =
G X10

donde: x1, x2, x10 son las semillas germinadas en el
d1 2, .10; d1, d2, .. d10 son los dias de incubacion, y
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X10 es el numero total de semillas germinadas en el
dia 10 cuando se realizd el conteo final de semillas
germinadas.

A'los 52 ddsy 31 dias después del trasplante se realizo
% de cada

repeticion, para las respectivas evaluaciones de las

un Mmuestreo destructivo extrayendo el 50

variables fenoldgicas, longitud del tallo, longitud de
la raiz, longitud total de la planta, didmetro del tallo,
peso fresco y peso seco total. Las raices se lavaron
con agua para eliminar la tierra, seguidamente las
plantas se secaron en un horno a 50 °C por 72 hy
posteriormente se determind su peso seco en una
balanza analitica (Constanza-Corrales et al.,, 2010).

Analisis de datos

Con los datos obtenidos se comprobd las premisas
de normalidad por el test de Shapiro Wilk o Francia
y la homocedasticidad por la prueba de Levene o
Barletty se practicd un Analisis de Varianza de unavia
(ANOVA) y cuando existieron diferencias significativas
entre los tratamientos, las medias se compararon por
el método de Tukey para una significancia de P < 0.05
y 95 % intervalo de confianza, usando el Programa
Estadistico R.

RESULTADOS
Caracterizacién morfolégica

El aislado FMI
Fusarium oxysporum (Fo). El cultivo en PDA presentd

mostré caracteristicas tipicas de

colonias con micelio de color blanco tornandose
violeta palido con la esporulacion (Figura 1A), micelio
delicado y disperso en algunos cultivos mientras
qgue abundante en otros, y produccion de micelio
aéreo (Leslie & Summerell, 2006). En la morfologia
microscopica se observaron microconidias ovaladas,
sin septos, unicelulares formadas sobre fidlides cortas,
macroconidias en forma de hoz compuestas por
4-6 septos con células apicales cortas ligeramente
curvas y células basales puntiagudas con forma de
gancho. Formacién abundante de clamidosporas
intercaladas en las hifas, apareciendo solas o en
pares con paredes de aspecto rugoso, se forman en
cultivos viejos cuando se agotan los nutrientes en el
medio (Figura 1B-F).

Los aislados FM2 y FM3 crecieron como cultivos

algodonosos de color blanquecino a marrén con
abundante produccion de esporodoquios de color
crema (Figura 2). A nivel morfolégico presentaron
macroconidias con 3-4 septos muy anchasy robustas
formadas sobre esporodoquios largos, con célula
apical redonda, pie recto y ligeramente redondeado.
Microconidios anchos de forma ovalada con un septo,
presentes en el micelio aéreo. De acuerdo a Barnett
& Hunter (2006) y Leslie & Summerell (2006) estos
caracteres morfolégicos corresponden a Fusarium
solani (Fs) que es muy comun aislarlo en plantas de
tomate.

Pruebas de patogenicidad

Las plantas mostraron sintomas de marchitez al
finalizar 30 ddi (dias después de la inoculacion) en

Figura1

Estructuras propagativas de Fol producidas en medio de
cultivo PDA. Cultivos color violeta palido (A);macroconidias
(40X) (B-C); fialides (40X) (D), microconidias (10X) (E y
clamidosporas (40X) (F).
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Figura 2

Estructuras propagativas de Fusarium solani. Cultivo de
la cepa FM2 (A), macroconidias y microconidias (40X) (B);
cultivo de la cepa FM3 (C); macroconidias y microconidias
(40X) (D).

todos los métodos; por lo que en adelante se empled
la inoculacion directa en el suelo por ser menos
invasiva ya que no causa stress adicional a la planta
y es igualmente eficiente. En la segunda prueba de
patogenicidad, FM1 produjo los mismos sintomas
de marchitez en donde la planta con el paso de los
dias presentd hojas inferiores amarillentas hasta
gue la marchitez se propagd hacia el apice y hojas
superiores ocasionando una marchitez general,
las hojas infectadas se oscurecieron y la base del
tallo mostré necrosis de color marréon causando
finalmente la muerte de las plantulas a los 45 ddi. En
la escala del 1 al 5 de Marlatt et al. (1996) modificada
por Gayosso et al. (2021), las plantas presentaron
escala 5 que corresponde a planta muerta. Con los
postulados de Koch se confirmd que se trataba del
Fo aislado de la muestra de San Andrés | codificada
como FM1 (Figura 3) la sintomatologia expresada
exclusivamente en las plantas de tomate inoculadas
con el aislamiento se asocia a la especificidad
del hospedero, razén por la cual se define como
Fol. Si bien es cierto que Fo tiene muchas formas
especiales pero la forma especial “lycopersici”, afecta
solo a plantas de tomate susceptibles a la marchitez
vascular (Cardona-Piedrahita & Castafo-Zapata,
2019; Cérdova-Zapata, 2003). Las cepas FM2y FM3 no

Figura 3

A-B) Plantas con sintomas de marchitez vascular; C) Tallo
con mancha marron; D) Reaislamiento de Fol.

expresaron virulencia en ninguno de los ensayos por
lo que fueron excluidas de los otros experimentos.

Identificaciéon genética

El analisis realizado por el Laboratorio CENEM vy la
Universidad de Florida consistiéo en la extraccion
de ADN, amplificacion por PCR, secuenciacion y
identidad del ITS1-5.85-1TS2.

Para el analisis de identidad de la secuencia de ADN

analisis de marcador
obtenida, se utilizd la base de datos de nucledtidos
del NCBI
Alignment Search Tool para nucledtidos — BLAST®N

aplicando la herramienta Basic Local

2.8.0+ (National Centerfor Biotechnology Information,
U.S. National Library of Medicine). La amplificacion
de la region ITS asi como el factor de elongacion de
traduccion 1-alfa (TEF-1 alfa) confirmaron que a nivel
molecular el aislamiento FM1 se encuentra dentro
de la especie Fusarium oxysporum con 100 % de
similitud (Figura 4).

Conservacion de Fol

Los métodos para la preservacion del hongo

fueron eficientes, ya que en el control de calidad el

Figura 4

Las secuencias del aislado FMI codifican para Fusarium
oxysporum.

TEF and ITS sequences of FM1
>FM1_TEF_consensus_sequence
GGAGGACAAGACTCACCTTAACGTCGTCGTCATCGGCCACGTCGACTCTGCAGTCGACCACTGTGAGTACTCTCCTCGACAATGAGCATATCTGCCATCGTCAATCCCGACT
AAGACCTGGCGGGGTATTTCTCAAAGTCAACATACTGACATCGTTTCACAGACCGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGA
GAAGGTTAGTCACTTTCCCTTCAATCGCGCGTCCTTTGCCCATCGATTTCCCCTACGACTCGAAACGTGCCCGCTACCCCGCTCGAGACCAAAAATTTTGCAATATGACCGTA
ATTTTTTTGGTGGGGCACTTACCCCGCCACTTGAGCGAAGGGAGCGTTTGCCCTCTTACCATTCTCACAACCTCAATGAGTGCGTCGTCACGTGTCAAGCAGTCACTAACCA
TTCAACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGATATTGCTCTCT
GGAAGTTCGAGACTCCTCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGTCGCTCATGCTTCATTCTACTTCTCTTCGTACTAACATATCACTCAGACGCTCCCGGTCACCGTGAT
TICATCAAGAACATGA

>FM1_ITS_consensus_sequence
TATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTACTACGC
TATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGCGAATTAACGCGAGTCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGE
CAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGA
GATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGGTCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTG
ATCCGCCGAGGCAACAAGTGGTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTT
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hongo se desarrolld perfectamente en el medio de
cultivo conservando las caracteristicas del cultivo
inicial. Respecto a la conservacion y reproduccion
en matrices de arroz, solo se cosechd restos de
micelio, de modo que el ingrediente activo del
hongo se encontré dentro del polvo cosechado;
porque al hacer la siembra en PDA el cultivo crecid
con abundante produccion de macroconidios. Este
método funciona para mantener activa la virulencia
de Fol ya que en ensayos de patogenicidad se aplico
una suspension de polvo cosechado, a plantas sanas
de tomate causando marchitez mas rapidamente y
de mayor impacto que con una suspension obtenida
directamente de cultivos en placas Petri; siendo
por lo tanto econdmica y viable esta forma para
mantener activa la virulencia de Fol para pruebas de
patogenicidad.

Antagonismo in vitro

Bs y Th fueron capaces de inhibir el crecimiento
radial de Fol (Figura 5). El analisis de varianza detectd
diferencias significativas entre los tratamientos
(P<0.05). El porcentaje de inhibicion (PI) en los tres
dias de evaluacion varid desde O en el testigo hasta
653 %, 703 %y 72.7 % en Bs, siendo éste el mayor
porcentaje que en la escala de inhibicion de Bautista
(2000) se agrupa dentro de antagonismo positivo;
mientras que Th varid de 30.4 %, 39.7 % a 529 % vy
se ubica en la escala como antagonismo medio.
Asi mismo, los Pl obtenidos a los 2, 6 y 8 dias de
enfrentamiento indican que a medida avanza el
tiempo de enfrentamiento, aumenta la capacidad
de biocontrol del antagonista frente al patdgeno en
referencia (Tabla 4).La comparacion de medias para
la tasa de crecimiento micelial (TC) muestra que Fol
crecio 0.4 cm/dia’,eneltratamientocon Th0.2cm/dia-
el menor crecimiento se obtuvo con el tratamiento
Bs del orden de 0.1 cm/dia’, lo cual concuerda con el
mayor porcentaje de inhibicion presentado por este
microorganismo.

Th presentd grado 4 de antagonismo donde las
colonias crecieron y esporularon sobre el patdgeno
Fol, en cuanto al tipo interaccion descritos por
Badalyan et al. (2004) y Molla et al. (2001), predomind
el tipo C reemplazo (Figura 6), este se asocia con
el rapido crecimiento de Trichoderma spp. y con

Figura 5

Inhibicion del crecimiento de Fol in vitro. A) Control; B) Bs;
C)Th.

mecanismos de micoparasitismo y antibiosis, en los
cuales principalmente mediante la produccion de
enzimas liticas, Trichoderma spp. tiene la capacidad
de usar al patégeno como sustrato de crecimiento,
creciendo inicialmente sobre su micelio y finalmente
reemplazandolo progresivamente gracias a la
degradacion de este (Hoyos-Carvajal et al., 2009).

Bioensayo in vitro

En esta prueba se obtuvieron porcentajes de
germinacion muy bajosen lostratamientos, porque al
sembrar las semillas en conjunto con Fol este colonizd
completamente la caja de Petri cubriendola con sus
hifas e impidiendo la germinacion de las semillas. A
pesar de las circunstancias hubo diferencias entre
algunos tratamientos. La grafica (Figura 7) muestra
que para el dia7 el menor porcentaje de germinacion
estuvo en T7 con solo 1% y el mayor 60 % lo obtuvo

Tabla 4

Porcentaje de inhibicion de Th y Bs sobre Fol (a= 0.05; valor
de P=4 x10-10, F= 3994) y tasa de crecimiento micelial por
diaencm (TC). Medias con la misma literal entre columnas
son iguales estadisticamente segun Tukey (P< 0.05).

TRATAMIENTOS (T)

Antagonismo in vitro
N° TC

Descripcion Dia2 Dia 6 Dia 8
m Fol 00a 00a 00a O4c
T2 Th 30.4b 39.7b 529 b 02b
T3 Bs 653 c 703 c 727 c Ola
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Figura 6

A) Interaccion entre Th 'y Fol; esporulacion (B)

micoparasitismo (C). Las hifas de color verde de Th se
enrollan sobre las hifas gruesas Fol (100X).

T9 gue comparado al tratamiento testigo sano lo
superd en 328 %. En el dia 15 el numero de plantas
germinadas disminuye debido a que algunas
plantas murieron por la resequedad del medio, aun
asi, todos los tratamientos son similares entre sus
medias a excepcion de T2 y T9 con valores opuesto
extremos (1 %, 48 %). Con el tratamiento T9 (Th 108 +
Almidon) algunas semillas lograron germinar porque
Th 108 esp/ml” protegié la semilla de la invasion del
patdgeno por los metabolitos secundarios que este

Figura 7

Porcentaje de germinacion in vitro de semillas de
tomate biocebadas con biocontroladores y biopolimeros.
Evaluacion a los 7 y 15 dias después de la siembra.
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tipo de antagonista libera al competir en el medio.

Bioensayo in vivo

El analisis de varianza mostré efectos significativos
entre tratamientos (P<0.05). La prueba de Tukey,
indicdé que para el dia 3 el T8 tuvo un 45 % de
germinaciony 125 % superior al testigo sano, la menor
germinacion se produjo en los tratamientos T5, T9 y
T10 que no se diferencian de forma estadistica. En
el dia 10 la situacion cambia el mayor porcentaje de
germinacion lo obtiene T6 con el 100 % los demas
tratamientosnodifieren, peroconbuenos porcentajes
de 75 a 92 % (T3, T4, T5, Te, T9, T10), mientras que
el menor se registré en T2 con 35 % y T1 con 56 %.
Estos resultados demuestran que con T8 se alcanza
mayor velocidad de germinacion, pero Te favorece
un mayor numero de semillas germinadas y que la
combinacién goma arabiga mas biocontroladores
induce mayores porcentajes de germinacion. Los
valores del Indice de Velocidad de Germinacion (IVQ)
fueron mayores en los tratamientos T3, T4, T5, T6, T7 y
T10 con rangos que van desde 3.33-4.43 con respecto
a Testigo enfermo que presenta un VG muy bajo
de 1.69. Con el tratamiento T8 se consigue un valor
alto 512, esto demuestra que semillas de tomate var.
CENTA CUSCATLAN inoculadas con Bs 108 esp/ml”
mas goma arabiga (T8) germinan a mayor velocidad
con un aumento de 103 % en comparacion al testigo
sano con el IVG de 252 que no se diferencia de
forma estadistica del T2. El TMG indica el tiempo
requerido para que germine el 50 % de las semillas.
Los resultados demuestran que los tratamientos
T3, T4, T5,Te, T7, T8, T9, T10 no presentan diferencias
significativas entre ellos con valores de TMG de 4.44 —
6.21 (Tabla.5), Unicamente el tratamiento T2 presentd
diferencia significativa (P<0,05), con el valor mas alto
8.49. Esto demuestra que semillas infectadas con Fol
tardan en germinar y se obtienen promedios bajos
de germinacion.

Variables fenolégicas

El mayor didametro del tallo lo consiguid T4 con 0.49
cm logrando aumentar en un 20 % el didmetro en
comparacion al testigo sano. Los didametros de
menor longitud estuvieron en T7 y T10 con 0.28-
0.24 cm respectivamente (Figura 8). En la variable
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Figura 8

Diametro del tallo (A); longitud de raiz (B); longitud del tallo (C); longitud total (D), peso fresco (E); peso seco (F). Letras distintas
indican que existen diferencias significativas (p=0.05) entre tratamientos por el test de Tukey
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fenoldgica longitud de raiz T5 y T6, no difieren de
forma estadistica, pero presentan el valor mas
alto y un aumento de 38 % y la menor longitud
estuvo en T7, los demas tratamientos no difieren
estadisticamente. En cuanto a la longitud del tallo, la
comparacion de medias indica que T5 (66.5) presento
la mayor longitud de tallo superando un 24 % al
testigo sano, no asi T8 con el menor valor (52.6). Asi
también en la longitud total T5 (73.2 %) presentd la

mayor longitud de las plantas de tomate logrando
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un aumento del 20 %. Ocurre lo opuesto con T8 que
tuvo el menor valor (58.5), seguido de T1y T2. Todos
los tratamientos mostraron efecto sobre la variable
biométrica peso fresco, pero T5 estadisticamente
tuvo el mayor promedio superando en 49 % al testigo
sano, todo lo contrario, resulto con T7, T8 y T9 al tener
el menor peso. Mientras que en la variable peso seco
T4, T5, T6, T10 son estadisticamente similares en sus
medias, al aumentar el contenido de biomasa en las
plantas de tomate.
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Tabla 5

Porcentaje de germinacion in vivo en semillas de tomate
biocebadas. Evaluacion a los 10 dias después de la siembra.
(a= 0.05,; valor de p=6.91x10-10; F=18.3). Letras distintas entre
columnas indican diferencias significativas para Tukey (P<
0.05).

TRATAMIENTOS (T) Germinacion

N°

Descripcién Dia3 Dia 10 IVG TMG
Tl  Testigo sano 20b 56 ab 252 ab 6.48 ab
T2 Testigo enfermo 9ab 35a 1.69a 849 b
T3  Bs10°+ Almidon 9ab 77 bc 3.55abc 543a
T4 Bs10°+ Goma arabiga 5ab 82 bc 3.45abc 611a
T5 Th10°+ Almidén Ta 84 bc 333 abc 594a
T6 Th10°+ Goma arabiga 2ab 100 ¢ 4.01 bc 587a
T7 Bs10® + Almidon 18 ab 92 bc 4.43 bc 538a
T8 Bs10® + Goma arabiga 45¢ 91 bc 512¢c 444 a
T9 Th108® + Almidén Oa 75 bc 294 ab 6.21a
TI0 Th 108 + Goma arabiga Oa 81bc 3.43 abc 6.02a

DISCUSION

En esta investigacion se aislaron Fusarium spp. de
plantas de tomate con sintomas de marchitez; la
capacidad infectiva se determind® mediante pruebas
de patogenicidad, las cuales evidenciaron que el
aislado FM1 coincidid con los sintomas que expresa
Fol, ya que de esta manera Cérdova-Zapata (2003);
Jamil et al. (2021); Maurya et al. (2020) y Srivastava
et al. (2010) demostraron en sus investigaciones la
forma especial “lycopersici”. Un factor clave para
el desarrollo de la enfermedad es la temperatura
de incubacion, algunos estudios reportan que la
temperatura 6ptima en el suelo para que Fol exprese
la virulencia es de 28 °C, hasta un maximo de 33 °C
y minimo de 20 °C (Boix-Ruiz et al, 2015; Clayton,
1923; Ibrahim & Baghdadi, 2003). En este caso la
temperatura ambiental promedio de los ensayos
fue de 27-30 °C valores adecuados para la expresion
de los sintomas de la enfermedad en las plantas de
tomate CENTA-CUSCATLAN.

Mediantela pruebadeantagonismodualseevidencio
la eficacia de Bs al reducir la tasa de crecimiento
micelial e inhibir 72.7 % el crecimiento in vitro de
Fol a los 8 dias de enfrentamiento, de igual forma
Ramyabharathi et al. (2016) evaluaron la capacidad
de Bs EPCOI6, al inhibir en un 44 % el crecimiento
micelialde Fol,graciasalosantibidticosque la bacteria
produce. La habilidad de las especies de Bacillus para
inhibir a Fo se ha reportado en muchas ocasiones
(Jangir et al, 2018; Ramirez-Carifio et al, 2020; Xu

et al, 2020; Zhao et al,, 2014). Para Zhu et al. (2020),
las altas tasas de inhibicion son proporcionales a una
mejor formulacion que se traduce en una mayor
densidad celular con la consecuente produccion de
metabolitos secundarios. Uno de los mecanismos
antagonicos empleados por estas bacterias es la
liberacion de compuestos volatiles, tal como se
evidencio en De la Cruz-Lépez et al. (2022); He et al.
(2020); Ramirez et al. (2022); Zhang et al. (2020). Th,
redujo 52.9 % el crecimiento de las hifas de Fol en
cultivo dual,y mostrd hiperparasitismo creciendo por
encima del micelio del patdgeno reemplazandolo
progresivamente, aunque la inhibicion con este
tratamiento fue menor; este modo de accion es
algo distinto a lo que la cepa Bs pudo realizar. Un
efecto similar se obtuvo en Babychan & Simon (2017);
Cubilla-Rios et al. (2019); Maurya et al. (2020). En las
interacciones antagodnicas de Trichoderma spp. los
mecanismos principales se basan en la competencia
por nutrientes y espacio, el micoparasitismo, la
antibiosis, secrecion de metabolitos secundarios
para el crecimiento y defensa vegetal (de Aguiar
et al, 2014; Hernandez-Melchor et al, 2019; Sandle,
2014, Vargas-Hoyos & Gilchrist-Ramelli, 2015), siendo
el micoparasitismo el modo de accidon mayormente
empleado por estas especies, el cual inicia cuando el
antagonista reconoce al hospedante y se une a las
hifas mediante apresorios, posteriormente degrada
la pared celular mediante la secrecion de enzimas,
principalmente

quitinasas, B-1,3-glucanasas,

celulasas, proteasasy fosfatasas (Qualhato et al., 2013).

Los resultados de este estudio indican la efectividad
del biocebado de semillas con agentes de control
bioldgico. En el bioensayo in vitro el biocebado con
Th 108 esp/ml7 vy Almidon (T9) estimuld un 60 % la
germinacion de semillas de tomate. Un resultado
distinto fue en el bioensayo in vivo ya que Th 10° esp/
Ml mas Goma Ardbiga (T6) logrd que el 100 % de
semillas germinaran, esto indica que el éxito de la
germinacion depende del tipo de microorganismo
mas el biopolimero empleado durante el biocebado

y que
concentraciones bajas de producto, tal como ocurrid

se obtienen o6ptimos resultados con
en el caso de Th 10° esp/mlTy Almidon (T5) que logrd
incrementos en las variables fenoldgicas: diametro

del tallo, largo de raiz, longitud del tallo, longitud
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total, peso fresco y peso seco. Trichoderma spp es un
hongo ampliamente utilizado para el recubrimiento
de semillas por sus multiples beneficios para
controlar agentes patdégenos (Ayyandurai et al,, 2021;

GCravel et al,, 2007; Gupta et al,, 2014; Hoyos, 2011).

Es conocido que los agentes de biocontrol activan
la resistencia sistémica inducida (ISR) en plantas
infectadas (Abdelrahman et al., 2016), esto se logra al
liberar metabolitos secundarios (Keswani et al,, 2016).
La produccion de metabolitos secundarios mediada
por este agente juega un papel crucial en la fisiologia
vegetal, por ejemplo, el mecanismo directo por el
cual Th promueve el crecimiento de las raices, tallos
y area foliar en plantas de tomate es a través de la
induccion en los niveles de AIA y GA3 (Cai et al, 2015;
Olowe et al, 2022), induce el crecimiento temprano
en las plantas (Eltlbany et al, 2019) e incrementa
la germinacion de semillas de tomate y produce
acido harzianico (Vinale et al, 2013). La mejora en el
crecimientoy rendimiento también esta influenciada
por la produccion de sustancias antifungicas como
(Balode, 2010),
B-glucosidasa, a-1,3-glucanasa (Monteiro et al., 2011).

Trichodermina endoquitinasas,
Este microorganismo tiene la capacidad de entrar
en las raices de las plantas y vivir como enddfito lo
gue mejora aspectos como el peso fresco y seco de
las plantas de tomate (Kleifeld & Chet, 1992) y facilita
la absorcion de nutrientes de la planta huésped
(Chaudhary & Shukla, 2018; Igbal & Mukhtar, 2020;
Li et al, 2018) lo cual se logra cuando Th suprime
la patogenicidad de Fol por lo que la planta puede
absorber sin ningun problema los nutrientes.

CONCLUSION

Se aislé una cepa infectiva de marchitez vascular
en plantas de tomate var. CENTA CUSCATLAN
identificada molecularmente y mediante pruebas
de patogenicidad como Fol. Bs presentd mayor
porcentaje de inhibicion sobre Fol (65.3-72.7 %), a los
2, 6 y 8 dias de enfrentamiento, por el contrario, Th
tuvo menor antagonismo in vitro (30.4-52.9 %) a los
2, 6y 8 dias de evaluacion. Los biocontroladores y
biopolimeros fueron efectivos para la germinacion de
semillas de tomate var. CENTA CUSCATLAN. Un 60 %
de germinacion in vitro se logré en T9 (Th 108 esp/ml?
+Almidoén) y el 100 % de la germinacion in vivo con To

(Th106 esp/ml? + Goma ardbiga). Las variables largo de
raiz, largo del tallo, longitud total, peso fresco y peso
seco aumentaron con el tratamiento T5 (Th 106 esp/
mlT + Almidon) y T4 (Bs 10° esp/mI? + Goma arabiga)
favorecio incremento en el diametro del tallo.
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