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				RESUMEN

				La marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol), disminuye la producción 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 fitopatógenos; por otra parte, el biocebado es una herramienta que mejora la geminación, vigor, emergencia homogénea y desarrollo de las plántulas. El objetivo de esta investigación 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 evaluó el comportamiento de los biocontroladores a dos concentraciones y con biopolímeros para inhibir el crecimiento in vitro de Fol, estimular la germinación 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 comprobó que T9 (Th 108 esp/ml-1 + Al) incrementó el número de semillas germinadas, mientras que en el ensayo in vivo T6 (Th 106 esp/ml-1 + Ga) destacó por tener mayor porcentaje de germinación, pero T8 (Bs 108 esp/ml-1 + Ga) redujo el tiempo de germinación. Las variables fenológicas: largo de raíz, largo del tallo, largo total, peso fresco y peso seco fueron superiores con T5 (Th 106 esp/ml-1 + Al), mientras que T4 (Bs 106 esp/ml-1 + Ga) favoreció el aumento del diámetro del tallo. Este estudio es un esfuerzo por contribuir a la aplicación de tecnologías innovadoras y métodos de biocontrol para desarrollar un sistema de producción agrícola sostenible, estratégico frente a las actuales condiciones climáticas; además de ser la primera investigación 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, biopriming is a 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/ml-1 + Al) increased the number of germinated seeds, while in the in vivo assay T6 (Th 106 esp/ml-1 + Ga) stood out for having greater germination percentage, but T8 (Bs 108 esp/ml-1 + Ga) reduced the germination time. The phenological variables: root length, stem length, total length, fresh weight and dry weight were higher with T5 (Th 106 esp/ml-1 + Al), while T4 (Bs 106 esp/ml-1 + 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.

				INTRODUCCIÓN

				La marchitez vascular, producida por Fol, es una de las enfermedades más 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 América. En el caso de El Salvador no hay registros sobre la existencia de este patógeno (CABI, 2021; CABI & EPPO, 2011). El control de la marchitez es muy difícil, sobre todo cuando las condiciones ambientales son favorables al hongo, pues se disemina por medio del agua de superficie, implementos agrícolas, insectos, plántulas contaminadas, semilla infectada entre otros (Dixon & Tilston, 2010). Debido a que se establece como endófito 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 y, la infección en el fruto, se detecta por la decoloración del tejido vascular (Jones, 1991). 

				En el desarrollo sostenible de la agricultura moderna, la utilización del biocontrol constituye una alternativa viable para asegurar la producción de alimentos sanos (Funes-Aguilar & Monzote, 2006; López-Bucio et al., 2015; López-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 et al., 1992) numerosos estudios demuestran que estas bacterias poseen gran potencial como biocontroladoras de organismos patógenos (Castillo-Reyes et al., 2015; López & Pazos, 2005; Méndez-Úbeda, 2018).

				Por otra parte, las semillas constituyen el punto de partida que marca el futuro de la cosecha por lo que su sanidad es cuestión de primer orden. La demanda 
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				del mercado mundial de semillas recubiertas con tratamientos biológicos está en pleno auge (Markets and Markets, 2018). El biocebado es útil para el biocontrol de patógenos en cultivos ya que reduce los costos de los pesticidas, aumenta la productividad de las plantas e induce resistencia al estrés (Fernando et al., 2020). La inoculación de semillas es una forma rentable de administrar a gran escala microbios en campo (John et al., 2010; O’Callaghan, 2016) asegurando así la colonización del agente microbiano en la rizosfera de la planta promoviendo el crecimiento vegetal (Raj et al., 2004; Sarkar et al., 2020).

				MATERIALES Y MÉTODOS

				Aislamiento e identificación

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

				Cultivos puros de las cepas, se enviaron a identificar al Laboratorio de Biología Molecular “CENEM” de la empresa MICSA y a la Universidad de Florida. De forma análoga 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 formulación siguiendo las metodologías de Fernández-Larrea (1997); Gómez et al. (2014); Michael-Aceves et al. (2005); Sandoval & Belesansky (2020); Sivila & Álvarez (2013); Troya & Vaca- Granda (2014).

			

		

		
			
				Prueba de patogenicidad 

				La capacidad infectiva de los Fusarium spp. se evidenció, al ser inoculados en plántulas sanas de tomate (Córdova, 2003; Retana et al., 2018), para esto se aplicaron los métodos de inoculación de Carmona (2019) e Inami et al. (2012) que comprenden: 

				Inmersión de puntas de raíz, 

				Aplicación de una suspensión directa al suelo y 

				Combinación de A y B (inmersión de raíz e inoculación directa en suelo). 

				La suspensión de conidios 105 con/ml-1, se determinó con cámara de Neubauer ajustando la concentración final con la fórmula sugerida en Peña & Páez (2014): C1V1= 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 (días después de la siembra) con una solución de 1g/L-1, 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 inoculación del patógeno se determinó en función de la escala de Marlatt et al. (1996) modificada por Gayosso et al. (2021):

				Planta libre de síntomas, 

				Planta con clorosis leve en las hojas inferiores, 

				Clorosis moderada, 

				Clorosis severa y 

				Planta muerta.

				Aplicación de los bioformulados

				Los experimentos se realizaron con biopreparados comerciales, que son a base de esporas de Trichoderma harzianum “Rikoderma®” y de la bacteria Bacillus subtilis “Radicillus®”, éstos se cultivaron en medios de cultivo PDA y Agar Nutriente, las placas se incubaron de forma invertida a temperatura ambiente durante siete días hasta el desarrollo de colonias fúngicas de color verdoso. En el caso de la bacteria después de 48 h con colonias de color crema mucoides (Gonzáles, 2016; Guédez et al., 2012; López & Pazos, 2005; Santiago et al., 2017).

				Antagonismo in vitro

				Se realizaron cultivos duales enfrentando a Fol contra Th de acuerdo a García et al. (2006); Gonzáles (2016); Martínez-Scott (2016); Rojas et al. (2011); Tejera-
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				Hernández (2011). El antagonismo de Bs se determinó por el método de contacto directo descrito por Pérez & García (2019), que consistió en ajustar a la concentración 108 UFC/ml-1, en seguida se sembró en PDA, y se colocó un tapón de Fol. Como testigos se dispusieron placas Petri inoculadas en el centro con un tapón del hongo fitopatógeno sin la presencia de los antagonistas, posteriormente, los cultivos se dispusieron al azar con tres repeticiones. Se midió el crecimiento radial de Fol cada 24 h (Sánchez et al., 2015) para determinar el porcentaje de inhibición, aplicando la ecuación que aparece en Rojas-Badía et al. (2017).

				Dónde:

				D.C.C: diámetro de la colonia control (cm).

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

				La capacidad antagónica se evaluó aplicando la escala empleada por Ezziyyani et al., (2004) y modificada por Morán-Quintero (2007).

				La tasa de crecimiento micelial del patógeno se determinó mediante la expresión sugerida por Mead et al. (1993).

				Donde:

				Cf: es el crecimiento final.

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

			

		

		
			
				Tf: es el tiempo final.

				Ti: es el tiempo inicial (día uno).

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

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

				Baja: ausencia de zona de inhibición o con un porcentaje entre 10–39 % y con disminución en el crecimiento de la colonia fúngica.

				Media: ausencia de zona de inhibición o un porcentaje entre 40–69 % y con disminución en el crecimiento de la colonia fúngica.

				Positivo: presencia de zona de inhibición definida o en un porcentaje entre 70–100 %.

				El tipo de interacción (Tabla 2) presentada por Th sobre el patógeno se evaluó, con la clasificación adaptada de Badalyan et al. (2004) y Molla et al. (2001). 

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

				Bioensayo de la efectividad in vitro

				Inóculos. Cultivos de Fol se recubrieron con 5 ml de ADE, luego se raspó la superficie con un asa. La suspensión se filtró con gasas estériles e introdujo en un Erlenmeyer con 100 ml de ADE, agregando 0.1 ml de Tween 20 al 0.1 %. La concentración de la suspensión se ajustó en cámara de Neubauer (Covacevich & Consolo, 2014); hasta 105 esp/ml-1 con 
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				Tabla 1

				Escala de evaluación de antagonismo in vitro, tomando en cuenta la invasión de la superficie, colonización y esporulación de Th sobre Fol
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				Tabla 2

				Características de los tipos de interacciones evaluados en enfrentamientos duales entre Th y Fol.
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				C1V1= C2V2, luego se sembró en placas con PDA. Mientras que las concentraciones de los antagonistas se obtuvieron de los bioformulados ajustando a las dosis 106 y 108 UFC/ml-1 (González- Cárdenas et al., 2005; López, 2011; Müller, 2021; Rodríguez et al., 2005). 

				Desinfección de las semillas. Semillas de tomate var. CENTA CUSCATLÁN se desinfectaron superficialmente sumergiéndolas 3 min en alcohol 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 (Rodríguez et al., 2008; Salinas-Ventura & Soriano-Bernilla, 2014).

				Biocebado de semillas. Se aplicó recubrimiento con biopolímeros a base de almidón y goma arábiga al 25 % que se prepararon adaptando la metodología 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 biopolímeros, seguidamente las semillas de tomate estériles se recubrieron con la mezcla según la descripción de la Tabla 3.

				Tratamientos del biocebado de semillas

				Después se dejaron secar 30 min en cámara de flujo laminar, luego se distribuyeron 10 semillas por placa Petri de 9 cm con medio PDA previamente inoculado con 105 esp/ml-1 de Fol. Se incubaron a temperatura ambiente en oscuridad dentro de una hielera de poliestireno (Müller, 2021). Se aplicó un DCA con tres repeticiones por tratamiento. El conteo de las plántulas se realizó todos los días a partir de la siembra hasta el término del día 7 y 15, en donde se obtuvo el porcentaje total de emergencia (ET) considerando como semillas germinadas aquellas en las que hubo protrusión radicular.

				Bioensayo de la efectividad in vivo

				Se efectuó 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 & García, 2019). 

				Inoculación del sustrato y semillas. Suelo estéril se inoculó con Fol 105 esporas/ml-1, transcurridas 24 h se 

			

		

		
			
				biocebaron las semillas (Tabla 3). El testigo sano fueron 100 semillas sembradas en suelo estéril inoculadas con ADE. El testigo enfermo fue semillas en suelo infectado con el patógeno 105 esp/ml-1. Finalmente se sembraron en las bandejas de germinación y llevaron al invernadero a una temperatura promedio de 27 °C (Eraso et al., 2014; Figueroa-Rivera et al., 2010; Gonzáles, 2016; Osorio & Guerrero, 2020). Los tratamientos se dispusieron en bloques completos al azar con 5 repeticiones. Se tomó como criterio la emergencia total de la plántula y se realizó el conteo diario hasta el día 10. A los 15 dds las plántulas se fertilizaron con una solución nutritiva (30 %N, 15 %P, 30 %K) a razón de 1g/L-1. Los riegos se llevaron a cabo cada tercer día. A los 20 días de germinación las plántulas se trasplantaron en bolsas para almácigo de 15x23 cm y reinoculó el suelo estéril con una nueva suspensión de Fol 1x105 esp/ml-1. Los tratamientos fueron 10 los cuales se dispusieron en un DCA con 3 repeticiones. Al término del décimo día, se obtuvo el porcentaje total de emergencia descrito por García et al. (2016).

				El índice de velocidad de germinación (IVG) se calculó de acuerdo a la fórmula propuesta por Brown & Mayer (1988):

				P = número de semillas germinadas 

				T = tiempo en que germinaron y 

				n = día del último control.

				El tiempo medio de germinación (TMG) de acuerdo con García et al. (1982):

				donde: x1, x2, x10 son las semillas germinadas en el d 1, 2, …10; d1, d2, ... d10 son los días de incubación, y 
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				X10 es el número total de semillas germinadas en el día 10 cuando se realizó el conteo final de semillas germinadas.

				A los 52 dds y 31 días después del trasplante se realizó un muestreo destructivo extrayendo el 50 % de cada repetición, para las respectivas evaluaciones de las variables fenológicas, longitud del tallo, longitud de la raíz, longitud total de la planta, diámetro del tallo, peso fresco y peso seco total. Las raíces se lavaron con agua para eliminar la tierra, seguidamente las plantas se secaron en un horno a 50 °C por 72 h y posteriormente se determinó su peso seco en una balanza analítica (Constanza-Corrales et al., 2010). 

				Análisis de datos

				Con los datos obtenidos se comprobó las premisas de normalidad por el test de Shapiro Wilk o Francia y la homocedasticidad por la prueba de Levene o Barlett y se practicó un Análisis de Varianza de una vía (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 Estadístico R.

				RESULTADOS

				Caracterización morfológica

				El aislado FM1 mostró características típicas de Fusarium oxysporum (Fo). El cultivo en PDA presentó colonias con micelio de color blanco tornándose violeta pálido con la esporulación (Figura 1A), micelio delicado y disperso en algunos cultivos mientras que abundante en otros, y producción de micelio aéreo (Leslie & Summerell, 2006). En la morfología microscópica se observaron microconidias ovaladas, sin septos, unicelulares formadas sobre fiálides 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. Formación 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 marrón con abundante producción de esporodoquios de color crema (Figura 2). A nivel morfológico presentaron macroconidias con 3-4 septos muy anchas y 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 morfológicos corresponden a Fusarium solani (Fs) que es muy común aislarlo en plantas de tomate. 

				Pruebas de patogenicidad

				Las plantas mostraron síntomas de marchitez al finalizar 30 ddi (días después de la inoculación) en 
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				Figura 1 

				Estructuras propagativas de Fol producidas en medio de cultivo PDA. Cultivos color violeta pálido (A);macroconidias (40X) (B-C); fiálides (40X) (D); microconidias (10X) (E y clamidosporas (40X) (F).
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				todos los métodos; por lo que en adelante se empleó la inoculación 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 síntomas de marchitez en donde la planta con el paso de los días presentó hojas inferiores amarillentas hasta que la marchitez se propagó hacia el ápice y hojas superiores ocasionando una marchitez general, las hojas infectadas se oscurecieron y la base del tallo mostró necrosis de color marrón causando finalmente la muerte de las plántulas 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 confirmó que se trataba del Fo aislado de la muestra de San Andrés I codificada como FM1 (Figura 3) la sintomatología expresada exclusivamente en las plantas de tomate inoculadas con el aislamiento se asocia a la especificidad del hospedero, razón 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 & Castaño-Zapata, 2019; Córdova-Zapata, 2003). Las cepas FM2 y FM3 no 

			

		

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

				Identificación genética 

				El análisis realizado por el Laboratorio CENEM y la Universidad de Florida consistió en la extracción de ADN, amplificación por PCR, secuenciación y análisis de identidad del marcador ITS1-5.8S-ITS2. Para el análisis de identidad de la secuencia de ADN obtenida, se utilizó la base de datos de nucleótidos del NCBI aplicando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool para nucleótidos – BLAST®N 2.8.0+ (National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine). La amplificación de la región ITS así como el factor de elongación de traducción 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). 

				Conservación de Fol

				Los métodos para la preservación del hongo fueron eficientes, ya que en el control de calidad el 
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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).
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				Figura 3

				A-B) Plantas con síntomas de marchitez vascular; C) Tallo con mancha marrón; D) Reaislamiento de Fol.
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				Figura 4 

				Las secuencias del aislado FM1 codifican para Fusarium oxysporum.
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				Efectividad de Bacillus subtilis Cohn (1872) y Trichoderma harzianum Rifai (1969) sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen, en semillas de tomate (Solanum lycopersicum var. CENTA Cuscatlán)
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				hongo se desarrolló perfectamente en el medio de cultivo conservando las características del cultivo inicial. Respecto a la conservación y reproducción en matrices de arroz, solo se cosechó restos de micelio, de modo que el ingrediente activo del hongo se encontró dentro del polvo cosechado; porque al hacer la siembra en PDA el cultivo creció con abundante producción de macroconidios. Este método funciona para mantener activa la virulencia de Fol ya que en ensayos de patogenicidad se aplicó una suspensión de polvo cosechado, a plantas sanas de tomate causando marchitez más rápidamente y de mayor impacto que con una suspensión obtenida directamente de cultivos en placas Petri; siendo por lo tanto económica 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 análisis de varianza detectó diferencias significativas entre los tratamientos (P<0.05). El porcentaje de inhibición (PI) en los tres días de evaluación varió desde 0 en el testigo hasta 65.3 %, 70.3 % y 72.7 % en Bs, siendo éste el mayor porcentaje que en la escala de inhibición de Bautista (2000) se agrupa dentro de antagonismo positivo; mientras que Th varió de 30.4 %, 39.7 % a 52.9 % y se ubica en la escala como antagonismo medio. Así mismo, los PI obtenidos a los 2, 6 y 8 días de enfrentamiento indican que a medida avanza el tiempo de enfrentamiento, aumenta la capacidad de biocontrol del antagonista frente al patógeno en referencia (Tabla 4).La comparación de medias para la tasa de crecimiento micelial (TC) muestra que Fol creció 0.4 cm/día-1, en el tratamiento con Th 0.2 cm/día-1, el menor crecimiento se obtuvo con el tratamiento Bs del orden de 0.1 cm/día-1, lo cual concuerda con el mayor porcentaje de inhibición presentado por este microorganismo.

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

			

		

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

				Bioensayo in vitro

				En esta prueba se obtuvieron porcentajes de germinación muy bajos en los tratamientos, porque al sembrar las semillas en conjunto con Fol este colonizó completamente la caja de Petri cubriéndola con sus hifas e impidiendo la germinación de las semillas. A pesar de las circunstancias hubo diferencias entre algunos tratamientos. La gráfica (Figura 7) muestra que para el día 7 el menor porcentaje de germinación estuvo en T7 con solo 1 % y el mayor 60 % lo obtuvo 
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				Figura 5

				Inhibición del crecimiento de Fol in vitro. A) Control; B) Bs; C) Th.
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				Tabla 4

				Porcentaje de inhibición de Th y Bs sobre Fol (α= 0.05; valor de P=4 x10-10, F= 3994) y tasa de crecimiento micelial por día en cm (TC). Medias con la misma literal entre columnas son iguales estadísticamente según Tukey (P≤ 0.05).
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				T9 que comparado al tratamiento testigo sano lo superó en 328 %. En el día 15 el número de plantas germinadas disminuye debido a que algunas plantas murieron por la resequedad del medio, aun así, todos los tratamientos son similares entre sus medias a excepción de T2 y T9 con valores opuesto extremos (1 %, 48 %). Con el tratamiento T9 (Th 108 + Almidón) algunas semillas lograron germinar porque Th 108 esp/ml-1 protegió la semilla de la invasión del patógeno por los metabolitos secundarios que este 

			

		

		
			
				tipo de antagonista libera al competir en el medio.

				Bioensayo in vivo

				El análisis de varianza mostró efectos significativos entre tratamientos (P<0.05). La prueba de Tukey, indicó que para el día 3 el T8 tuvo un 45 % de germinación y 125 % superior al testigo sano, la menor germinación se produjo en los tratamientos T5, T9 y T10 que no se diferencian de forma estadística. En el día 10 la situación cambia el mayor porcentaje de germinación lo obtiene T6 con el 100 % los demás tratamientos no difieren, pero con buenos porcentajes de 75 a 92 % (T3, T4, T5, T6, T9, T10), mientras que el menor se registró en T2 con 35 % y T1 con 56 %. Estos resultados demuestran que con T8 se alcanza mayor velocidad de germinación, pero T6 favorece un mayor número de semillas germinadas y que la combinación goma arábiga más biocontroladores induce mayores porcentajes de germinación. Los valores del Índice de Velocidad de Germinación (IVG) 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 IVG muy bajo de 1.69. Con el tratamiento T8 se consigue un valor alto 5.12, esto demuestra que semillas de tomate var. CENTA CUSCATLÁN inoculadas con Bs 108 esp/ml-1 más goma arábiga (T8) germinan a mayor velocidad con un aumento de 103 % en comparación al testigo sano con el IVG de 2.52 que no se diferencia de forma estadística 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, T6, T7, T8, T9, T10 no presentan diferencias significativas entre ellos con valores de TMG de 4.44 – 6.21 (Tabla.5), únicamente el tratamiento T2 presentó diferencia significativa (P≤0,05), con el valor más alto 8.49. Esto demuestra que semillas infectadas con Fol tardan en germinar y se obtienen promedios bajos de germinación.

				Variables fenológicas 

				El mayor diámetro del tallo lo consiguió T4 con 0.49 cm logrando aumentar en un 20 % el diámetro en comparación al testigo sano. Los diámetros 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 6

				A) Interacción entre Th y Fol; esporulación (B); micoparasitismo (C). Las hifas de color verde de Th se enrollan sobre las hifas gruesas Fol (100X).
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				Figura 7

				Porcentaje de germinación in vitro de semillas de tomate biocebadas con biocontroladores y biopolímeros. Evaluación a los 7 y 15 días después de la siembra. 
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				Efectividad de Bacillus subtilis Cohn (1872) y Trichoderma harzianum Rifai (1969) sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen, en semillas de tomate (Solanum lycopersicum var. CENTA Cuscatlán)
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				fenológica longitud de raíz T5 y T6, no difieren de forma estadística, pero presentan el valor más alto y un aumento de 3.8 % y la menor longitud estuvo en T7, los demás tratamientos no difieren estadísticamente. En cuanto a la longitud del tallo, la comparación de medias indica que T5 (66.5) presentó la mayor longitud de tallo superando un 24 % al testigo sano, no así T8 con el menor valor (52.6). Así también en la longitud total T5 (73.2 %) presentó la mayor longitud de las plantas de tomate logrando 

			

		

		
			
				un aumento del 20 %. Ocurre lo opuesto con T8 que tuvo el menor valor (58.5), seguido de T1 y T2. Todos los tratamientos mostraron efecto sobre la variable biométrica peso fresco, pero T5 estadísticamente 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 estadísticamente similares en sus medias, al aumentar el contenido de biomasa en las plantas de tomate.
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				Figura 8

				Diámetro del tallo (A); longitud de raíz (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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				DISCUSIÓN

				En esta investigación se aislaron Fusarium spp. de plantas de tomate con síntomas de marchitez; la capacidad infectiva se determinó mediante pruebas de patogenicidad, las cuales evidenciaron que el aislado FM1 coincidió con los síntomas que expresa Fol, ya que de esta manera Córdova-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 incubación, algunos estudios reportan que la temperatura óptima en el suelo para que Fol exprese la virulencia es de 28 °C, hasta un máximo de 33 °C y mínimo de 20 °C (Boix-Ruíz 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 expresión de los síntomas de la enfermedad en las plantas de tomate CENTA-CUSCATLÁN.

				Mediante la prueba de antagonismo dual se evidenció la eficacia de Bs al reducir la tasa de crecimiento micelial e inhibir 72.7 % el crecimiento in vitro de Fol a los 8 días de enfrentamiento, de igual forma Ramyabharathi et al. (2016) evaluaron la capacidad de Bs EPCO16, al inhibir en un 44 % el crecimiento micelial de Fol, gracias a los antibióticos que la bacteria produce. La habilidad de las especies de Bacillus para inhibir a Fo se ha reportado en muchas ocasiones (Jangir et al., 2018; Ramírez-Cariño et al., 2020; Xu 

			

		

		
			
				et al., 2020; Zhao et al., 2014). Para Zhu et al. (2020), las altas tasas de inhibición son proporcionales a una mejor formulación que se traduce en una mayor densidad celular con la consecuente producción de metabolitos secundarios. Uno de los mecanismos antagónicos empleados por estas bacterias es la liberación de compuestos volátiles, tal como se evidenció en De la Cruz-López et al. (2022); He et al. (2020); Ramírez et al. (2022); Zhang et al. (2020). Th, redujo 52.9 % el crecimiento de las hifas de Fol en cultivo dual, y mostró hiperparasitismo creciendo por encima del micelio del patógeno reemplazándolo progresivamente, aunque la inhibición con este tratamiento fue menor; este modo de acción es algo distinto a lo que la cepa Bs pudo realizar. Un efecto similar se obtuvo en Babychan & Simon (2017); Cubilla-Ríos et al. (2019); Maurya et al. (2020). En las interacciones antagónicas de Trichoderma spp. los mecanismos principales se basan en la competencia por nutrientes y espacio, el micoparasitismo, la antibiosis, secreción de metabolitos secundarios para el crecimiento y defensa vegetal (de Aguiar et al., 2014; Hernández-Melchor et al., 2019; Sandle, 2014; Vargas-Hoyos & Gilchrist-Ramelli, 2015), siendo el micoparasitismo el modo de acción 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 secreción de enzimas, principalmente quitinasas, β-1,3-glucanasas, celulasas, proteasas y fosfatasas (Qualhato et al., 2013).

				Los resultados de este estudio indican la efectividad del biocebado de semillas con agentes de control biológico. En el bioensayo in vitro el biocebado con Th 108 esp/ml-1 y Almidón (T9) estimuló un 60 % la germinación de semillas de tomate. Un resultado distinto fue en el bioensayo in vivo ya que Th 106 esp/ml-1 más Goma Arábiga (T6) logró que el 100 % de semillas germinaran, esto indica que el éxito de la germinación depende del tipo de microorganismo más el biopolímero empleado durante el biocebado y que se obtienen óptimos resultados con concentraciones bajas de producto, tal como ocurrió en el caso de Th 106 esp/ml-1 y Almidón (T5) que logró incrementos en las variables fenológicas: diámetro del tallo, largo de raíz, longitud del tallo, longitud 
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				Tabla 5

				Porcentaje de germinación in vivo en semillas de tomate biocebadas. Evaluación a los 10 días después de la siembra. (α= 0.05; valor de p=6.91x10-10; F= 18.3). Letras distintas entre columnas indican diferencias significativas para Tukey (P≤ 0.05).
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				Efectividad de Bacillus subtilis Cohn (1872) y Trichoderma harzianum Rifai (1969) sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen, en semillas de tomate (Solanum lycopersicum var. CENTA Cuscatlán)
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				total, peso fresco y peso seco. Trichoderma spp es un hongo ampliamente utilizado para el recubrimiento de semillas por sus múltiples beneficios para controlar agentes patógenos (Ayyandurai et al., 2021; Gravel 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 producción de metabolitos secundarios mediada por este agente juega un papel crucial en la fisiología vegetal, por ejemplo, el mecanismo directo por el cual Th promueve el crecimiento de las raíces, tallos y área foliar en plantas de tomate es a través de la inducción 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 germinación de semillas de tomate y produce ácido harzianico (Vinale et al., 2013). La mejora en el crecimiento y rendimiento también está influenciada por la producción de sustancias antifúngicas como Trichodermina (Balode, 2010), endoquitinasas, β-glucosidasa, α-1,3-glucanasa (Monteiro et al., 2011). Este microorganismo tiene la capacidad de entrar en las raíces de las plantas y vivir como endófito lo que mejora aspectos como el peso fresco y seco de las plantas de tomate (Kleifeld & Chet, 1992) y facilita la absorción de nutrientes de la planta huésped (Chaudhary & Shukla, 2018; Iqbal & 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 ningún problema los nutrientes.

				CONCLUSIÓN

				Se aisló una cepa infectiva de marchitez vascular en plantas de tomate var. CENTA CUSCATLÁN identificada molecularmente y mediante pruebas de patogenicidad como Fol. Bs presentó mayor porcentaje de inhibición sobre Fol (65.3-72.7 %), a los 2, 6 y 8 días de enfrentamiento, por el contrario, Th tuvo menor antagonismo in vitro (30.4-52.9 %) a los 2, 6 y 8 días de evaluación. Los biocontroladores y biopolímeros fueron efectivos para la germinación de semillas de tomate var. CENTA CUSCATLÁN. Un 60 % de germinación in vitro se logró en T9 (Th 108 esp/ml-1 + Almidón) y el 100 % de la germinación in vivo con T6 

			

		

		
			
				(Th 106 esp/ml-1 + Goma arábiga). Las variables largo de raíz, largo del tallo, longitud total, peso fresco y peso seco aumentaron con el tratamiento T5 (Th 106 esp/ml-1 + Almidón) y T4 (Bs 106 esp/ml-1 + Goma arábiga) favoreció incremento en el diámetro del tallo.
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RESUMEN

La marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum DOI10.5377/revminervav7i318906
£ sp. lycopersici (Fol), disminuye la produccion y calidad

. ycopersici {Fol), Ve la P Y Enviado: 28 de octubre de 2023
del cultivo de tomate. En Ia actualidad el biocontrol con Aceptado: 16 de enero de 2024
Trichoderma harzianum (Th) y Bacillus subtilis (Bs) tiene

gran potencial, pues su capacidad ha sido demostrada
Palabras clave: marchitez, Fol, Bacillus subtils,

desde hace tiempo al inhibir fitopatégenos; por otra parte, Trichoderma harzianum, biocebado,

el biocebado es una herramienta que mejora la geminacion,
vigor, emergencia homogénea y desarrollo de las Keywords: Wilt, Fol, Bacillus subtilis, Trichoderma
plantulas. El objetivo de esta investigacion fue determinar harzianumn, Biopriming.
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
invivo. Se evalué el comportamiento de los biocontroladores

a dos concentraciones y con biopolimeros para inhibir el Este contenido est3 protegido bajo la licencia CC BY
(https:/creativecommons.org/licenses/by/4.0/)

crecimiento in vitro de Fol, estimular la germinacion de
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