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GLOSARIO

Amonio. Cation que se encuentra adherido a las particulas del suelo y es fuente de

fertilizantes nitrogenados.

Antagonismo. Interaccion de efecto negativo entre dos 0 mas especies de organismos.
Si una de estas especies, corresponde a un patdégeno y esta siendo desplazada o
inhibida en su crecimiento por otras especies, podemos decir que estas ejercia accion de

antagonistas.

Bacteria. Organismo unicelular procariota, mas grande que un virus que se presenta
en varias formas (esférica, bastdbn o espiral). Algunas bacterias provocan

enfermedades, pero la mayoria son benéficas.

Bacillus. Género de bacterias Gram positivas que se encuentran en el suelo y en el
agua. Presentan capacidad de formar endosporas ante condiciones ambientales

desfavorables.

Clamidospora. Espora de multiplicacién vegetativa, rodeada de una pared gruesa y

cargada de sustancias nutritivas, que aseguran la conservacion del patégeno.

Cepa. Conjunto de microorganismos de la misma especie o poblacion celular

descendientes de una Unica célula.

Fertilizacion. Practica agrondmica que consiste, en agregar al suelo elementos
nutritivos necesarios para incrementar el rendimiento en sus cosechas, de una forma

que la planta pueda absorberlos.

Fitopatogenos. Organismos que causan enfermedades en las plantas, por medio de
disturbios en el metabolismo celular, causado por la secrecion de enzimas, toxinas,
fitorreguladores y otras sustancias; ademas absorben nutrientes de la célula vegetal

para su propio crecimiento.

Hemoalisis. La hemolisis es el fendmeno de la desintegracion de los eritrocitos

(gloébulos rojos o hematies).



Incidencia. Es la cantidad de individuos o partes contables de un individuo (plantas,
frutos, etc.), afectados por una determinada enfermedad respecto al total analizado,

expresada en porcentaje.

Inhibicion. Accion y efecto de impedir, prohibir, estorbar 6 suspender la funcion o

actividad de cierto organismo.

Materia organica. Sustancias que se encuentran que suelen encontrarse en el suelo
y que contribuyen a su fertilidad; esta compuesta por residuos animales y vegetales.
Un suelo con alto contenido de materia orgénica, se considera apto para la

produccion agropecuaria.
Micelio. Es el conjunto de hifas que constituye el cuerpo vegetativo de un hongo.

Microorganismos. Especie o grupo de organismos constituidos por individuos, solo

visibles al microscopio. comprende a la microflora y la microfauna.

Mineralizacién. Proceso de la descomposicion de la materia organica del suelo en el
cual se libera nitrdgeno inorganico. La mineralizacién eses la transformacion del
nitrdgeno organico en amonio, mediante la accion de microorganismos del suelo

como lo son las bacterias Nitrobacter y Nitrosomas.

Nitratos. Aniones que se mantienen libre en la solucion del suelo y son fuente de

fertilizantes nitrogenados.

Nitrificacion. Es la oxidacion del amonio a nitratos en dos etapas realizadas por dos
tipos de bacterias (Nitrosomas y Nitrobacter) bacterias que obtienen de este proceso

la energia que necesitan para su crecimiento.

Patogenicidad. Alteracidbn que ocasiona un parasito sobre una o varias funciones

esenciales de la planta.

PCR. (del inglés “polymerase chain reaction”). Reaccién en cadena de la
polimerasa Sistema de amplificacion genética que permite obtener millones de
copias de un determinado fragmento de ADN o ARN, del que simplemente se

conozcan dos frecuencias que lo flaqueen.



(pH). Abreviatura que indica el grado de acidez o alcalinidad de un medio. Las
soluciones son acidas cuando el valor del pH oscila entre 0-7 en orden decreciente;
y alcalinas cuando el valor del pH oscila entre 7-14 en orden creciente. Las

soluciones se consideran neutras cuando el valor del pH es de 7.

Rizosfera. Region del suelo que se encuentra bajo la influencia fisica y fisioldgica de
la raiz de las plantas. Es la parte del suelo inmediata a las raices, donde tiene lugar
una interaccién dinamica con los microorganismos. Las caracteristicas quimicas y
biolégicas de la rizosfera, se manifiestan en una porcion de apenas 1 mm de

espesor a partir de las raices.

Severidad. Es una estimacion visual en la cual se establecen en una determinada
planta, sobre la base de la cantidad de tejido vegetal enfermo. Es subjetiva y hace
referencia a % del area necrosada o enferma de una hoja, fruto, espiga, tallo y raiz.
Es el parametro que mejor estéa relacionado con la gravedad de la enfermedad y con
los dafios causados. La severidad es mas apropiada para royas, oidios y manchas
porque son enfermedades localizadas, cuyo efecto en la disminucion del rendimiento

dependera del area foliar afectada.
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RESUMEN

En los ultimos afios Sinaloa ha tenido limitacion en la produccion de
tomate de cascara, debido a enfermedades como la marchitez o secadera de
las plantas, ocasionada por patdgenos del suelo, principalmente por hongos del
género Fusarium, los cuales ocasionan perdidas hasta del 100%. Este trabajo
se realizo con el objetivo de encontrar una alternativa biolégica de control de
secadera y efectuar un manejo eficiente de la fertilizacion en la produccion de
tomatillo. El trabajo se efectu6é en laboratorio, invernadero y campo. El primer
objetivo obtener aislados del género Bacillus y someterlos a pruebas de
antagonismo, junto con un grupo de cepas del Laboratorio de Nutricion Vegetal,
a pruebas de antagonismo contra los hongos F. oxysporum y F. solani. Se
probaron un total de 50 aislados de Bacillus spp, se seleccionardon los que
presentaron un mayor halo de inhibicion contra cada uno de los hongos
mencionados. Los cinco aislados que mas inhibieron a Fusarium oxyspoum
fueron: B.47, B.35 B.31, B.45, B.14. y a Fusarium solani: B.47, B.16, B.31,
B.22, B.26, estos se probaron en invernadero, en donde se observo un efecto
promotor de crecimiento de las plantas tratadas con (B.35 y B.31). El
experimento en campo se realizdé en el campo Experimental Valle del Fuerte
(INIFAP), fue en donde se probarén los aislados Bacillus 35 (Contra F.
oxysporum) y Bacillus 31 (Contra F. solani). Se utilizé un disefio experimental
con bloques al azar con un total de ocho tratamientos, consistentes en dos
fuentes de fertilizacion: nitrato de calcio Ca (NOs) y sulfato de amonio (NH,)
2S0,. Para estimar la eficacia de los tratamientos se estimo el rendimiento de

frutos, en dos unicos cortes el dia 19 de enero y 8 de febrero del 2011.
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ABSTRACT

In the last years Sinaloa have limitation in the rind tomato production due
certain kind of illness as withered or shed of the plants that are hazardous by
pathogenic of the soil, mainly mushrooms of the genus Fossarium spp. which
up to ocasion loss since a 30% until the total loss or the culture. This work was
made with a efficient management of the fertilization in the production of the
tomatillo. This work was made in three steps 1) laboratory trial 2) winter test
quarters 3) field experiment. The first objective was to isolate the bacterium of
the Bacillus spp. and made an antagonism test of the isolate bacterium and
those who exist in a little bank in the Nutricién vegetal laboratory against the
mushroom rootstalk (F. oxysporum and F. solani), a total of 50 Bacillus sp.
isolate were selected that presented a great inhibition halo against each one of
the previously mentioned mushroom; the five better isolates were consider as
effectives for each mushroom which were proved in a winter quarters were a
promoter effect of growing were observed in the plants treated with Bacillus
spp in appearance with the wideness, in the variables: plant height, flowers
number per plant, root volume and foliage dry weight. The field experiment was
made in Juan José Rios city, in the experimental field INIFAP, the isolate
Bacillus 35 were prove (for F. oxysporum) and Bacilus 31 (for F. solani), a
experimental design were used with hazard blocks in a total of eight treatments
two different supply of fertilization Calcium nitrate (NO3) and ammonium sulfate
(NH4) 2S04. To a estimate the effectiveness of treatments is estimated fruit
yield in only two cuts on January 19 and February 8, 2011.



I. INTRODUCCION

En México el cultivo de tomate de cascara 6 tomatillo (Physalis ixocarpa Brot.),
ocupa el quinto lugar en cuanto a superficie cultivada; en 2010 se sembraron 35,577
ha de riego y 12,898 ha de temporal (SIAP 2010). El rendimiento promedio nacional
fue de 16.9 t.ha™ el cual se considera bajo con relacién al potencial productivo, que
se estima de 40 t.ha® (Pefia y Santiaguillo, 1999). En 2010 Sinaloa fue el principal

productor de esta hortaliza, con una superficie sembrada de 11,053 ha (SIAP 2010).

Las caracteristicas que presentan las zonas agricolas en Sinaloa y los
sistemas de cultivo, influyen para que la incidencia de plagas y enfermedades sea
intensa. En los ultimos 10 afios, se han incrementado las enfermedades como la
marchitez o secadera causado por hongos del suelo. Las plantas infectadas por
hongos del suelo, presentan palidez o amarillamiento del follaje y en general la planta
presenta aspecto “triste”, raquitico y de menor tamafo. Las hojas y los frutos cuelgan
flacidos y se desprenden facilmente. Las raices muestran una pudricion de color café
claro a café oscuro; a veces se observan tonos rosaceos, rojizos o violaceos que

pueden extenderse hacia el cuello y base del tallo (Apodaca-Sanchez et al., 2008).

El marchitamiento o secadera es una de las enfermedades mas importantes
en el cultivo de tomatillo, después de la virosis, debido a que se encuentra presente
en todas las zonas donde se produce tomate de cascara. Los hongos asociados a
esta enfermedad son: Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia solani y
Pythium sp. La alta incidencia de plantas enfermas puede reducir drasticamente la

produccion e incluso la perdida total del cultivo (Apodaca-Sanchez, 2004).

Los hongos mencionados estan muy adaptados para vivir en el suelo, son
resistentes a la sequia, al exceso de agua y tolerantes a los fungicidas. En el
invernadero pueden sobrevivir en los residuos de sustratos y en las charolas
contaminadas. Algunos de estos hongos pueden encontrase en el agua de riego

usada en el campo o en los depdsitos abastecedores de agua para el invernadero;



se diseminan también mediante el suelo contaminado que permanece pegado a los

implementos durante las labores agricolas (Apodaca-Sanchez, 2004).

En el Norte de Sinaloa se han detectado zonas infectadas con Fusarium spp.
el cual ha sido responsable de la disminucién de los rendimientos de los cultivos,
causando pérdidas economicas a los productores de El Carrizo, Los Mochis, Juan
José Rios y Guasave, donde se siembra y se produce cerca de 8,862 ha de tomatillo
(SAGARPA, 2010).

La siembra repetida del cultivo en las mismas parcelas, con frecuencia
resultan en favor del desarrollo de patdogenos del suelo, como es el caso de Fusarium

spp. causante de enfermedades tipo marchitamiento (Minuto, et al. 2006).

El uso de productos quimicos para el control de patdgenos en las raices de las
plantas, ha sido por mucho tiempo la opcién mas utilizada por los agricultores. Sin
embargo, se ha demostrado que el uso de estos no es la mejor alternativa, no han
sido eficientes, es por eso que se buscan alternativas biolégicas para el control de
patdgenos como es el uso de bacterias antagonistas y el buen manejo agronémico
de fertilizantes que afectan el crecimiento de los patégenos sin causar dafos

significativos en el medio ambiente.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar aislados de Bacillus spp.
nativos de Sinaloa y el nitrégeno amoniacal y nitrico contra Fusarium oxysporum y

Fusarium solani.



II. ANTECEDENTES
2.1 Cultivo de tomatillo.
2.1.1 Importanciay origen del tomatillo.

En México, en los ultimos 20 afios se ha extendido la superficie sembrada de
tomatillo, ocupando el quinto lugar entre las hortalizas mas cultivadas; solo es
superado por el tomate, el chile, papa y cucurbitaceas. En 2010 se sembrd un total
de 48,475 ha (SIAP 2010). Este incremento en la superficie sembrada, se ha debido
al aumento en el consumo del tomatillo en fresco y a los subproductos que de el se

derivan.

Los principales Estados productores en sistemas de riego son: Sinaloa,
Puebla, Sonora, Zacatecas, Michoacan, Guanajuato, Jalisco, México y Nayarit. En
produccion de temporal destacan: Jalisco, Morelos, Nayarit y el estado de México
(SIAP 2010).

En Sinaloa es importante la produccion de tomatillo, con una superficie
sembrada, en el ciclo agricola 2009-2010 de 11,053 ha (SIAP 2010).

El tomatillo es originario de México y su adaptabilidad permite que pueda estar
distribuido en gran parte de la republica de manera silvestre, cultivada o domestica
(Pefa y Santiaguillo, 2002). Por otra parte es un cultivo importante desde el punto de
vista social, ya que requiere de 150 a 200 jornaleros por hectarea durante todo su
ciclo vegetativo (Armenta et al., 2000).

El genero Physalis comprende mas de 80 especies, distribuidas
principalmente en América y el resto en Asia, Europa, Australia y Africa tropical. En
México existen 70 especies; de éstas, 36 se encuentran ampliamente distribuidas en
26 estados del pais, sus variedades mas conocidas son tomatillo pifia, tomatillo
morado, tomatillo morado de milpa, tomatillo verde, tomatillo verde puebla y tomatillo

zuni (Pefia y Santiaguillo, 1999).



El tomate de cascara en México es de trascendencia social. Su produccién en
el Norte del pais se ha incrementado en los ultimos 20 afios. Sinaloa no encabezaba
la produccién de los estados pero hasta hoy ha sido el que se ha mantenido en los
primeros lugares. Una parte considerable de la poblacion econdmicamente activa, se
encuentra relacionada directa o indirectamente con este cultivo (Barreras-Soto,
2005).

2.1.2 Clasificacién taxondmicay descripcion botanica del tomatillo.

La clasificacion taxonémica del tomatillo segun Pefia et al. (1990) es:
Reino: Vegetal
Subreino: Embryophita
Division: Espermatophyta
Clase: Angiospermae
Subclase: Dicotiledoneae
Orden: Polemoleales
Familia: Solanaceae
Género: Physalis
Especie: Ixocarpa, Brot.

Physalis ixocarpa Brot. Se conoce comunmente como tomate de cascara,
tomate milpero, tomate verde mexicano, miltomate. Es redondo, grande y se
encuentra envuelto en hojas muy finas de color amarillento, su fruto es de color
verdoso amarillento; su sabor es parecido a la acidez del limén pero algo dulzén y es

utilizado en gastronomia nacional (Santiaguillo et al., 1996).

Es una planta de ciclo anual, su altura es de 40 a 120 cm o mas, segun los
hébitos de crecimiento. Su raiz puede ser de forma tipica o columnar y presenta

ramificaciones secundarias que pueden alcanzar hasta 60 cm de profundidad. El tallo
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es herbaceo o ligeramente lefiosos en la base, cuyo diametro del tronco principal es
de 1.1 a 1.3 cm. Las hojas son simples y alternas. La flor es de color amarillo con
manchas tenues o bien marcadas de matices azul verdoso o morado. El fruto es una
baya carnosa encerrada en el céliz el cual es amplio, vesicular y persistente. Las
semillas son centiculares, pequefias lisas y de color amarillo (Cartujano, 1984). El
crecimiento del tomatillo es de tres: tipos rastrero, erecto y semierecto. El ciclo del
cultivo del tomatillo va de 85 a 120 dias, en funcion de la variedad.

2.1.3 Enfermedades del tomatillo.

Las enfermedades mas importantes son: virus, micopalsmas, cenicilla (Oidium
sp.), ojo de rana o carbon del tomate de cascara (Entyloma australe Speg) y
Fusarium sp, entre otras (Pifla y Ponce, 1990; De la Torre, 1996; Rosas, 1999). La
productividad de esta hortaliza es afectada actualmente por las enfermedades virales
y fungosas; las cuales constituyen el principal factor limitante de la produccion en

todos los Estados productores de esta hortaliza (Pefia y Santiaguillo, 1999).

Las enfermedades de las plantas son importantes para el hombre debido a
que perjudican a las plantas y sus productos. Los marchitamientos vasculares son
enfermedades destructivas producidos por diversos agentes etioloégicos y se
encuentran ampliamente distribuidos en poblaciones y cultivos de un sin numero de

especies de plantas (Agrios, 2002).

En México, el marchitamiento o secadera es después de la virosis, la
enfermedad de mayor importancia. La cual puede ocasionar la perdida de la cosecha
hasta un 100% en las areas productoras (Mendoza, 1996). La presencia de esta
enfermedad en nuestro pais, ha sido reportada en Sinaloa, San Luis Potosi, Baja
California y Michoacan (Apodaca-Sanchez et al., 2004).



2.2 Marchitez por hongos del suelo.

Los principales hongos asociados al marchitamiento del tomatillo son:
Fusarium oxysporum (Wollenw.) Gerlach, Fusarium solani Schlecht., Rhizoctonia
solani (Frank) Donk, Pythium sp., Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid y
Sclerotium rolfsii Curzi. que dafian plantas solo en campo. Estos hongos estan muy
adaptados para vivir en el suelo, se presentan en cualquier etapa de desarrollo del
cultivo, se diseminan en el agua de riego y algunos se transmiten por semilla. Se
ignora la frecuencia e impacto de la transmision por semilla de los hongos asociados

a secadera, en los cultivos de tomatillo (Apodaca-Sanchez et al., 2008).

Independiente del agente etiolégico que lo genere o de la planta afectada, los
marchitamientos presentan un grupo comuan de sintomas; en un principio, las hojas
pierden su turgencia, se debilitan y adquieren una tonalidad que va de verde claro a
verde amarilloso, decaen y finalmente se marchitan, tomando una coloracion
amarillenta, luego se necrosan y mueren; estas hojas pueden enrollarse o

permanecer extendidas (Gonzéles, 2006).
2.2.1Sintomas de la marchitez por hongos del suelo.

El primer sintoma de este grupo de enfermedades que se observa en campo,
es un amarillamiento en las hojas basales que posteriormente se marchitan y secan
pero permanecen adheridas a la planta. Esta sintomatologia va progresando hacia la
parte superior de la planta a veces so6lo toma un sector de la misma, es decir
generalmente se vuelve una enfermedad unilateral. Al comienzo las plantas
muestran marchitez en las horas mas calurosas del dia recuperandose al final del
mismo pero finalmente se marchitan y mueren. En los estadios finales, las raices
principales y la base del tallo presentan necrosis vascular. Cuando se corta el tallo se

observa el sistema vascular de color marron (Agrios, 2002; Backer, 1978).

Los retofios y las hojas se marchitan durante el dia pero ganan turgencia
durante la noche. Conforme la infeccion progresa, los tallos palidecen debido a las
toxinas producidas por el hongo que decoloran el tejido y aparece el marchitamiento
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de las hojas. El xilema es entonces obstruido, causando la muerte de planta
(Deacon, 1990). Las raices y los tallos no presentan dafio inicial importante, pero
luego se afectan severamente con la formacion de cavidades, presentandose una

pudricion seca en la base de las plantas y las raices (Agrios, 2002).

El tallo cortado trasversalmente, presenta en los haces vasculares una
coloracion amarillenta o marrén con la muerte y deshilachamiento de los tejidos, sin
afectarse la médula; este es un aspecto muy importante para diagnosticar la
enfermedad y distinguirla de otras enfermedades vasculares (Agrios, 2002).

El ciclo de la enfermedad ocasionada por este hongo se inicia con la presencia
del in6culo en el suelo o residuos de cosecha del indculo constituido por hifas,
esporas o clamidosporas que germinan cuando son activadas por los exudados
producidos en las raices fibrosas; los tubos germinativos del hongo penetran la
epidermis de las raices directamente o por heridas, pasan a la corteza y a la
endodermis, y una vez dentro del hospedante se mueven por colonizacién de los
vasos del xilema produciendo la oclusion del sistema vascular de planta. Su
diseminacién en el campo se produce a través de material de propagacion infectado,
fragmentos de plantas enfermas y movimiento de suelo infectado con clamidosporas
de F. oxysporum las cuales pueden sobrevivir en éste por mas de 10 afios (Haglund
y Kraft, 2001).

El hongo penetra en las raices a través de heridas y continua hacia el xilema o
por los tejidos conductores de agua. Es activado solamente cuando las raices de la
planta huésped entran en contacto con el micelio o clamidosporas las cuales
entonces, invaden las células radicales. La tasa de velocidad de infeccion depende
de factores como el tiempo de la infeccion inicial, la virulencia y condiciones
climaticas. Dependiendo de la tasa de velocidad de infeccién, el hongo puede
ocasionar pudricién radicular y muerte, incluso en plantas muy jévenes (Agrios,
2002).



2.3. Aspectos generales de Fusarium spp.

La especie Fusarium pertenece al Phylum Ascomycota, Clase Sordariomycetes,
Orden Hypocreales y a la Familia Nectriaceae. El género Fusarium es uno de los mas
importantes debido a su amplia distribucion mundial. Fue descrito por primera vez por
Link en 1809. Martius a mediados del XIX realizé los primeros estudios sobre los
problemas producidos por Fusarium. Sin embargo, los primeros estudios que
demostraron la patogenicidad de Fusarium en plantas vivas, se publicaron entre 1892 y
1899 (Booth, 1984).

Fusarium pertenece a un extenso género de hongos filamentosos, muy comdn en
los suelos cultivados. Su presencia se asocia mas a suelos neutros y ligeramente acidos.
La mayoria de las especies son saproéfitas y son unos miembros relativamente

abundantes de la microbiota del suelo (Blancard et al., 2000).

Dentro del género Fusarium existen especies que presentan formas con
reproducciéon sexual como F. oxysporum, y otras como F. solani, en las que no se
conoce dicha etapa. Este hecho complica la clasificacion, ya que, tradicionalmente las
formas sexuales de una especie se han incluido en un grupo diferente y con un nombre
distinto de las que presentan las formas sin reproduccion sexual (Samuels y Blackwell,
2001).

2.3.1 Fusarium oxysporum.

F. oxysporum es un hongo imperfecto, que aparentemente a perdido el estado
perfecto o sexual. Estos se reproducen por medio de conidias (una espora asexual
formada en el extremo de una hifa). EI hongo sobrevive por largos periodos en el suelo
como clamidosporas. Las variantes de F. oxysporum estan divididas en muchas formas

especiales que no pueden ser distinguidas usando criterios morfologicos (Agrios, 2002).

El micelio es generalmente aéreo, abundante, algodonoso, con diferentes
coloraciones como blancas, durazno, salmoén, pero usualmente con un tinte parpura mas

intenso en la superficie del agar. EI hongo se caracteriza por producir tres tipos de
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esporas, una de ellas son las microconidias que son esporas unicelulares, aceptadas,
hialinas, de forma variable, formadas sobre fidlides laterales o sobre conidioforos poco
ramificados. Las microconidias tienen entre 5-12 micras de largo x 2.5-3.5 micras de
ancho (Nelson, 1981). Las macroconidias son de pared delgada, fusiformes, largas y
moderadamente curvas en forma de hoz, poseen de tres a cinco septas transversales,
con la célula basal elongada y la célula apical atenuada. Tienen un tamafio de 27-60 x

3.5 micras.

Las clamidosporas son globosas, de doble pared gruesa, se encuentran
solitarias o en pares, formadas a partir de la condensacion del contenido de las hifas
y las conidias. Con esta estructura el hongo sobrevive en condiciones ambientales
desfavorables y en ausencia de plantas hospedantes. Su tamafio varia de 5-15
micras de diametro (Summerell et al, 2002; 1995, Nelson 1981).

La morfologia de las macroconidias y la presencia y caracteristicas de las
clamidosporas son muy importantes para la identificacion de las especies. Las
macroconidias y microconidias se producen en los vasos del xilema, pero las
microconidias son predominantes en tejidos infectados. Hasta el momento no se

conoce la fase perfecta del hongo (Nelson et al, 1983).

Esta especie se caracteriza por producir distintas formas especiales, las
cuales no se pueden diferenciar por su morfologia o por las caracteristicas culturales
de las colonias, sin embargo, son fisiolégicamente diferentes por su capacidad de
parasitar y ocasionar enfermedades en plantas hospedantes especificas. Esto se
debe a que solamente las plantas hospedantes y sus exudados radicales satisfacen
los requerimientos nutricionales del hongo y por lo tanto, puede desarrollarse solo en

ese tipo de plantas (Nelson 1981).
2.3.2 Ecologiay evolucién de Fusarium.

Las cepas de F. oxysporum pueden dividirse de acuerdo a su forma de
interactuar con la planta o plantas huésped en cepas no patdégenas y patégenas

(Gordon, et al. 1997). Ambos tipos de cepas se encuentran distribuidas a nivel
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mundial en suelos dedicados a la agricultura asociados a plantas de interés

comercial.

Las cepas no patdgenas de F. oxysporum se encuentran dentro de los
hongos, mas comunmente aislados de plantas agricolas sanas. Aunque incapaces
de producir enfermedad en estas plantas, estas cepas son colonizadoras muy
efectivas de la epidermis y el cortex de la raiz de dichas plantas (Schneider, 1984;
Taylor, 1965). ElI hecho de que estas cepas no produzcan marchitamiento puede
deberse a su incapacidad para penetrar en los tejidos del haz vascular, o al hecho de

gue estas generen una rapida respuesta del huésped a la infeccion (Gao et al, 1995).

A pesar de los escasos estudios realizados en comunidades de plantas
silvestres asociados a suelos no agricolas, siempre han mostrado una asociaciéon
muy estrecha de cepas de Fusarium a las raices de dichas plantas, en ningdn caso
dicha asociacion conduce al desarrollo de patologias independiente de que en
muchos casos las poblaciones de Fusarium asociadas a dichas plantas sean

numerosas (Burgess et al, 1989).

La mayoria de estos hongos se transmiten por semilla, cosechada de frutos
cortados de plantas enfermas o frutos que estan en contacto con el suelo infestado.
Estos hongos se localizan principalmente sobre la semilla, pero pueden también

localizarse en su interior (Apodaca-Sanchez, 2004).

La conservacion del Fusarium oxysporum se da en numerosos substratos en
forma de clamidosporas. Su propagacion se facilita por la producciéon de conidias
(esporas muy numerosas sobre el cuello de las plantas infectadas), polvo de suelo
contaminado; estos propagulos pueden ser conducidos por el agua de riego,
salpicaduras y las corrientes de aire (Blancard, 2005).

En Sinaloa se han identificado suelos con presencia del hongo Fusarium spp.
qgue habita en el suelo e infecta a las plantas a través de sus raices, en las que

penetra directamente o a través de heridas (Apodaca-Sanchez et al., 2004).
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Muchos nematodos parasitos que viven en el suelo habitualmente
incrementan la incidencia de los marchitamientos por Fusarium spp. posiblemente
debido a que proporcionan un mayor niumero de puntos efectivos de penetracion
(Jarvis y Thorpé, 1976).

2.3.3 Fusarium solani.

F. oxysporum y F. solani son especies morfologicamente muy similares,
distinguiéndose entre si particularmente por la morfologia y tamafio de las
macroconidias. En el caso de F. oxysporum Las macroconidias son de pared delgada,
fusiformes, largas y moderadamente curvas en forma de hoz, poseen de tres a cinco
septas transversales, con la célula basal elongada y la célula apical atenuada. Tienen un
tamafio de 27-60 x 3.5 micras. En F. solani las macroconidias son de 20-50 micras de
largo x 4-5.5 micras de ancho, tienen tres paredes transversales (Trapero Casas y
Jiménez Diaz, 1983).

2.4 Manejo quimico de la marchitez en tomatillo.

El uso de productos quimicos pesticidas en la agricultura inicié y se acrecento
durante el siglo XX; su uso ha aumentado de modo desmedido como método
predominante en el manejo de plagas y enfermedades. Su utilizacion se concentra
en aquellos cultivos comerciales destinados a la exportacion o al mercado nacional,
en especial en diversas hortalizas: tomate, chile, tomate de cascara, papa, calabaza
y otros. La escasa regulacion del comercio y uso de plaguicidas (combinada con el
uso inadecuado de dichos productos) resulta en la contaminacién ambiental, serios
problemas de salud y produccion anti-econémica de cultivos (Jones et al., 1997).
Actualmente los productos que se utilizan para el control de las enfermedades son
Metan sodio, Bromuro de metilo y productos de cobre no han sido eficientes en el
control de Fusarium spp (Pérez-Moreno et al., 2004).
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2.5 Manejo bioldgico de la marchitez.

Ante esta problematica, surge la necesidad de buscar nuevas alternativas de
produccion que impliquen bajos costos y que garanticen la preservacion de los
ecosistemas. La produccién de agrobiolégicos microbianos, pudieran ofrecer una
solucion, aunque para ello se requiere trabajo preferentemente con microorganismos
nativos, los cuales ya han co-evolucionado con las plantas y otros microorganismos;
ademds estan adaptados a las condiciones medio ambientales propias de la region,
lo cual les confiere ventajas y mayores posibilidades de éxito (Martinez-Alvarez,
1998).

Son pocos los estudios que se han realizado sobre el control biolégico de
fitopatdgenos mediante el uso de microorganismos. Es por ello que es importante
conocer a los microorganismos nativos para tratar de aprovecharlos como bio-
fungicidas en el control de estas enfermedades y de esta manera obtener
rendimientos econdmicamente redituables para el agricultor como también para
entender mas la naturaleza de la enfermedad y de la fisiologia de las plantas
(Zavaleta-Mejia, 1999).

La rizosfera es la zona biolégicamente activa alrededor de las raices de las
plantas que contiene microorganismos, tales como bacterias y hongos, los cuales
interactdan entre si, con la planta y con el suelo (Singh et al., 2004). En este sitio se
generan una serie de interacciones complejas, debido a una actividad bioldgica
intensa y a una transferencia de agua y nutrientes, que pueden resultar benéficas o
dafinas a las plantas. En la rizosfera de una amplia gama de compuestos organicos
como los exudados radicales de bajo peso molecular como secreciones, mucigeles,
lisados celulares y metabolitos. En consecuencia, las raices actian como una fuente
de carbodn organico, y con ello, la densidad de las poblaciones de microorganismos
sea considerablemente mayor en la rizosfera, comparada con otras zonas del suelo
cercanas a la raiz, pero no tan inmediatas (Lynch, 1990; Bolwerk et al., 2003;
Martinez—Alvarez, 2003).
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Los microorganismos desempefian funciones de gran importancia en relacion
con los procesos de la edafogénesis (Wright et al.,, 1998). En los ciclos
biogeoquimicos de elementos como el carbono, el nitrégeno, oxigeno, el fésforo y el
azufre (Madigan et al., 2004); ademas de influir en la fertilidad de las plantas y

promover la proteccién frente a patdogenos (Whipps, 2001).
2.5.1 Bacillus spp. en el control bioldgico.

Estas bacterias se encuentran en el suelo formando parte de la rizosfera de
las plantas, comportandose como colonizadores eficaces, debido a que son
productoras de sustancias, tales como hormonas, antibidticos y metabolitos
termoestables; atributos que le proporcionan la capacidad de conquistar
determinados ambientes agricolas y por ende, impiden el establecimiento de
microorganismos patégenos (Todar, 2003). Generalmente Bacillus es un género
numeroso y diverso de bacterias. Incluye especies tales como B. thuringiensis, B.
lincheniformis, B. pumilis, B. subtilis, B. cereus, y B. anthracis; de éstas especies, B.
cereus, y B. anthracis han sido reconocidas como patégenos al ser humano y
animales (Nakano y Zuber, 1998).

Las especies del género Bacillus poseen caracteristicas especiales, entre las
gue destacan la formacion de endosporas, estructuras termo resistentes a agentes
perjudiciales como la desecacioén, la radiacion, los acidos grasos y los desinfectantes
quimicos. Estas estructuras les confiere la posibilidad de ocupar un lugar importante
como agentes de control biolégico (Bergey, 1986). Histéricamente, Bacillus spp. ha
sido clasificada como aerobio obligado; sin embargo, recientemente se ha

demostrado que esto no es estrictamente correcto (Nakano y Zuber, 1998)

Muchas especies de Bacillus producen enzimas hidroliticas extracelulares que
descomponen polisacaridos, &acidos nucleicos y lipidos, permitiendo que el
organismo utilice a estos como fuentes de carbono y donadores de electrones (Butt
et al., 1999).
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2.5.1.1 Mecanismos de accion de bacterias del género Bacillus spp.

Los mecanismos de accidon por medio de los cuales los antagonistas afectan a
los fitopatégenos son la competencia, antibiosis, micoparasitismo e induccién de
mecanismos de resistencia (Arshad y Frankenberger, 1998). En general los
antagonistas no tienen un Unico modo de accion y la multiplicidad es una

caracteristica a seleccionar en un antagonista, por su versatilidad (Todar, 2003).

Bacillus spp. produce antibiéticos como la bacitracina, polimixina, tiromicina,
gramicidina y circulina, entre otros. Son bacterias fermentativas, principalmente de la
caseina y el almidon; generalmente crecen bien en medios que contienen azucares,
acidos organicos, alcoholes como las Unicas fuentes de carbono y el amonio como la
Unica fuente de nitrogeno. Viven dentro de los limites de temperatura de 55-70 °C y
su limite inferior de pH es de 2.0-3.0 (Butt et al., 1999).

Bacillus spp. son conocidas por su antagonismo sobre muchos hongos
fitopatdgenos. Estos microorganismos mostraron la capacidad de inhibir el
crecimiento de hongos del suelo, tales como Fusarium oxysporium, f. sp. lycopersici,
Pythium ultimun, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Phytophthora nicotianae,
Fusarium moniliforme y Fusarium solani. Murphy et al. (2000), aplicaron en tomate
rizobacterias promotoras del crecimiento (B. subtilis 937b, B. pumillas y B.
amyloliquefaciens) a semillas en un experimento de invernadero. Se encontré que
hubo una promocién de crecimiento en el fruto, asi como la proteccion contra
fitopatdogenos. Gupta et al. (2000), encontraron que Bacillus subtilis produjé auxinas
gue promueven el crecimiento del tomate e inducen resistencia sistémica contra
Fusarium oxysporum, el cual provoca marchitez y pudricion de las raices. Ademas,
Gonzales y Fragoso (2002) sefalan que B. subtilis no es potencialmente patogénica.
No produce endotoxinas y en cambio secreta proteinas al medio, algunas de ellas
con propiedades antifingicas como las subtilina la cual actia directamente sobre la
pared celular de los hongos. También produce otros antibi6ticos de la familia de las
iturinas, como la iturina A, compuesto con actividad antifangica util para el control de

diferentes patdgenos entre ellos Fusarium oxysporum (Gong et al., 2006). B. subtilis

14



se utiliza comercialmente como fungicida y bactericida, inhibiendo el crecimiento de
los competidores y utilizando la misma fuente nutricional, e incluso posiblemente

consumiendo a sus competidores (Butt et al., 1999).

Muchos estudios han demostrado la habilidad de Bacillus de inhibir el
crecimiento de hongos fitopatdgenos Murphy et al. (2000), especificamente cepas
bacterianas de Bacillus subtilis han sido reportadas como antagonistas a patdégenos y
con capacidad moderada de solubilizar fosfatos (Chaurasia et al., 2005).

Rodas Junco et al. (2009), seleccionaron aislados nativos de Bacillus spp. con
actividad quitino-proteoliticas, a partir de suelos tropicales, para control bioldgico.
Ferreira et al. (2003), utilizaron varias especies de Bacillus, como lo son B.
megaterium, B. subtilis y B. cereus; demostraron un efecto supresor de hongos
patdégenos del suelo. Halverson y Handelsman (1991) aislaron y obtuvieron una cepa
(Bacillus cereus UW85), Wen-Teish et al., (2006), encontraron que Bacillus cereus
QQ308 produce enzimas hidroliticas como quitinasas y proteasas; ademas inhibi6 el
crecimiento de hongos fitopatdégenos y promovié el crecimiento de la col china. Se
determiné el efecto de Bacillus spp. sobre la germinacion y el desarrollo de semillas
de tomate infectadas con Fusarium oxysporium variedad cubensis (Brada et al.
1995); también se realizaron pruebas in vitro con Pseudomonas spp. y B. subtilis

aislados de platano y arroz respectivamente (Torres et al., 2001).

Se han llevado a cabo experimentos en campo para evaluar el efecto de la
aplicacion de fertilizantes organicos enriquecidos con Bacillus subtilis para el control
de la enfermedad marchitez en pepino (Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum)
donde las poblaciones de F. oxysporum f. sp. cucumerinum fueron reducidas, debido
a la sustancia amorfa y mini cadenas que eran mas ricas en calcio y fésforo, pero
habia baja emisién de carbono y oxigeno que el micelio de vida (Shusheng-Zhang,
2008).

Arkhipova et al. (2005), reportaron la acumulacién de citocininas en plantas de
lechuga (Lactuca sativa) inoculadas con Bacillus subtilis, tanto al inicio como al final
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del experimento. Asimismo, observaron efecto significativo en la tasa de crecimiento

de yemas y raices a los cinco dias después de la inoculacion.
2.5.1.2 Induccion de mecanismos de resistencia.

Muchos microorganismos de la rizosfera pueden inducir una respuesta
sistémica en las plantas, resultando en la activacion de mecanismos de defensa
vegetal, la resistencia sistémica inducida no confiere a la planta una proteccion
completa, pero si la puede proteger de varios tipos de fitopatdégenos, incluidos los
parasitos de las raices (Raaijmakers et al., 2008).

La rizosfera es el habitat ecoldgico, en el cual los microorganismos estan en
contacto directo con la raiz de las plantas (Arshad y Frankenberger, 1998). Es
también el sitio en donde se dan diversas interacciones, tales como: competencia,
mutualismo, comensalismo, amensalismo, predacion y parasitismo (Barea y Azcon,
1982). El término “rizobacterias” se refiere a la capacidad de dichos microorganismos
para colonizar preferencialmente las interfaces suelo-raiz, donde mantienen
poblaciones de individuos a un nivel que permite su efectividad (Kloepper et al.,
1991; Barea et al., 2005).

2.5.1.3 Competencia por nutrimentos.

La competencia constituye un mecanismo de accion antagonica la cual se da
principalmente por nutrientes y exclusion de sitio por espacio (Butt et al., 1999).
Puede definirse como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un
mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de ellos,
reduzca la cantidad disponible para los demas. Un factor esencial para que exista la
competencia es la escasez o limitacién de un elemento, porque si hay exceso no hay
competencia, la competencia puede ser la causa mas comun de la muerte de un
microorganismo es por inanicidn, puesto que requieren de nutrientes exdgenos como

carbono y hierro para germinar penetrar e infectar el tejido (Fernandez-Larrea, 1997).
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La antibiosis es el mecanismo de antagonismo entre microorganismos, que
mas se ha estudiado (Mendez-Mordio, 1996). Es el fendbmeno mediante el cual un
microorganismo antagonista inhibe o destruye a un organismo, a través de la
produccion metabdlica de pequefias moléculas toxicas, volatiles y de enzimas
hidroliticas. Estas enzimas disuelven o dafian polimeros estructurales de la pared
celular en la mayoria de los hongos fitopatdgenos; tales como quggina y -1-3-
glucanos, produciendo un efecto adverso sobre su desarrollo y diferenciacion
(Goldman et al., 1994).

Muchos microorganismos de la rizosfera pueden inducir una respuesta
sistémica en las plantas, resultando en la activacion de mecanismos de defensa de

las plantas como hongos fitopatégenos y bacterias antagonistas.
2.6 Solubilizaciéon de fosfatos.

Existen estudios relacionados a la capacidad de algunas bacterias para
solubilizar fosfatos. Tal es el caso de B. subtilis, B. circulans y B. polymyxa, lo cual
permite, que el fosforo disponible en la rizosfera se incremente en beneficio para las

plantas (Bashan et al., 1996).
2.7. Bacterias promotoras de crecimiento.

En las ultimas décadas se ha investigado exhaustivamente el papel de las
bacterias de la rizosfera o rizobacterias de diversas gramineas, como la cafia de
azucar (Boddey et al., 1995; Arteaga, 1997) y maiz (Seldin et al., 1998); trigo, sorgo
(Baldani et al., 1986); cebada y pastos tropicales (Dobereiner et al., 1995). Algunos
de estos microorganismos se denominan bacterias promotoras de crecimiento (BPC),
debido a su capacidad para estimular el crecimiento de las plantas, a través de
mecanismos, tales como la fijacion bioldgica de nitrégeno atmosférico (Dobereiner et
al., 1995; Elmerich et al., 1992), produccion de sustancias reguladoras del
crecimiento (Arshad y Frankenberger, 1998), produccion de sideréforos (Crowley et
al., 1991), incremento en el volumen de la raiz (Bowen y Rovira, 1999), induccion de
resistencia sistémica a patdgenos (Van-Peer et al., 1991), inhibicion del crecimiento
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de organismos antagonicos e interaccion sinérgica con otros microorganismos del
suelo (Bashan et al., 1996).

Las BPC se diferencian en dos grupos el primero incluye cepas de especies
con la capacidad de sintetizar substancias que promueven el crecimiento de la
planta, como reguladores de crecimiento, fijar nitrogeno atmosférico, ademas de
solubilizar hierro y fosforo inorganico; también mejorando la tolerancia de las plantas
al estrés por sequia, salinidad, metales toxicos y exceso de pesticidas. El segundo
grupo incluye a las bacterias capaces de disminuir o prevenir los efectos nocivos de
microorganismos patégenos (Bashan y Holguin, 1998; Lucy et al., 2004). Las BPC
pueden ser libres o asociativas; aerobias, anaerobias o anaerobias facultativas
(Rodriguez, 1995).

2.8 Nutricion del cultivo.

El manejo adecuado de la nutricion de los cultivos incrementa el rendimiento y
la calidad de las cosechas a través de la aplicacion oportuna de fertilizantes. El uso
del nitrégeno en la agricultura es grande ya que la utilizacion de nitrégeno influye en

el desarrollo y absorcion de agua en las plantas (Feil, 1994).

Los agricultores aplican este elemento en dosis mayores a las requeridas por
el cultivo, debido a la marcada respuesta en el desarrollo vegetativo y por considerar

que es preferible tener un exceso que una deficiencia (Belanger et al., 2002).

De acuerdo con Mendoza (1996), la nutricion adecuada de la planta induce
resistencia a patdgenos como Fusarium spp. en el control de la marchitez. Existen
trabajos de investigacion que indican que dosis crecientes de nitrdgeno pueden
favorecer la infeccion de enfermedades como el tizén tardio de la papa (Awan y
Struchtemeyer, 1957). También se ha reportado el efecto contrario, es decir una
deficiencia o ausencia de este elemento, incrementa la incidencia de enfermedades
(Perumal-Sahota, 1986).
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El efecto del nitrogeno sobre la incidencia de enfermedades en las plantas
esta relacionado a su funcién fisiologica (Marschner, 1995). Las plantas de tomate
parecen ser particularmente sensibles a las enfermedades cuando necesitan
nitrogeno, fésforo, calcio y cuando estan sometidas a dias cortos y poco luminosos
(Blancard, 2000).

2.8.1 Nitrégeno.

Los cultivos horticolas, como muchos otros, requieren de una aplicacion
adecuada de fertilizantes para expresar un éptimo rendimiento y calidad, y dentro de
estos, la fertilizacion con nitrdgeno es uno de los factores de crecimiento mas
importantes en la expresion del rendimiento y la calidad en la produccion horticola
(Willcutts et al., 1998). El suministro adecuado de nitr6geno esta asociado con
niveles adecuados de clorofila, crecimiento vegetativo vigoroso, alta actividad

fotosintética y con la sintesis de carbohidratos, de lo cual depende el rendimiento.

Respecto a la calidad, en hortalizas bien abastecidas con este nutrimento y en
condiciones favorables de crecimiento, se sintetizan proteinas y protoplasma a partir
de la sintesis de carbohidratos, la caracteristica altamente hidratada del protoplasma
celular da como resultado plantas con tejidos mas suculentos. Contrariamente, en
condiciones de insuficiencia de nitrégeno se presenta acumulacién de carbohidratos
en las células vegetativas, o que ocasiona engrosamiento y endurecimiento de los
tejidos (Havlin et al., 1999). Esto puede resultar desfavorable para la calidad, ya que

afecta la turgencia que caracteriza a este tipo de cultivos.

Los cultivos absorben el nitrégeno inorganico en forma de nitratos (NO3) y
amonio (NH,4). La concentracién de ambos iones promueve el balance catién/anion
dentro de las plantas (Raven y Smith, 1976; Bloom, 1994). Balances inadecuados
entre estos iones en la fertirrigacion pueden causar problemas nutricionales en las

plantas (Lips et al., 1990).

Del mismo modo, se ha documentado que una proporcién optima de NO3s/NH,4

favorece el crecimiento y rendimiento de plantas de tomate (Solanum lycopersicum
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Mill.), mientras que la absorcién y acumulacion excesiva de amonio puede causar
toxicidad y disminuir la concentracion de calcio (Ca) y magnesio (Mg) en los tejidos

(Jingquan y Dewei, 1988).

Guo et al., (2007) reportaron efectos negativos sobre parametros de
crecimiento de yemas y area foliar en plantas de frijol cultivadas en un medio con
nitrégeno en forma de amonio; mientras que esos efectos no fueron observados al
combinar amonio y nitrato como fuente de nitrogeno. Asimismo, la forma de
nitrégeno afectd la tasa de absorcion de agua, presentando valores mas altos en

medios con nitrato.

Son pocos lo estudios que se han realizado sobre el efecto de estos
fertilizantes sobre los patégenos del suelo, in vitro al adicionar nitrito (NOy)
proveniente de urea o cloruro de amonio se observé que se redujo la incidencia de
Fusarium sp. en melén (Loffer et al., 1986). También se ha visto un efecto sinérgico
entre las dos formas de nitrégeno: nitrato (NO3) y amonio (NH4) al ser combinados
con diferentes niveles de potasio en la incidencia de patégenos en las raices de las
plantas (Spiegel et al., 1984).
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lIl. JUSTIFICACION

Sinaloa ocupa el primer lugar en la produccion nacional de tomatillo, en los
ultimos 10 afios se ha estado reduciendo la superficie de ha sembradas debido a
enfermedades como la marchitez o secadera de la planta causada por Fusarium
oxysporum y Fusarium solani, ocasionando perdidas de rendimiento de un 30% 0

hasta la perdida total del cultivo.

El uso de agroquimicos para su control ha sido la opcién mas utilizada por los
agricultores, pero no ha sido suficiente y se ha demostrado que el uso irracional de
estos productos tiene un efecto negativo en la salud de los consumidores por la
residualidad de algunos productos y ademas afecta las condiciones para los

microorganismos en la rizosfera de las plantas.

En el presente estudio, se planteé como una alternativa biolégica para el
problema de la marchitez o secadera en tomatillo, el uso de bacterias como Bacillus
spp. y la nutricidbn adecuada que impacten en la actividad de los hongos causales y

disminuya la presencia de Fusarium spp. sin afectar significativamente el ambiente.
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IV. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general.

Evaluar el efecto de dos formas y dosificaciones de nitrégeno y aislados de Bacillus

spp. en el control de Fusarium spp. en tomatillo (Physalis ixocarpa Brot.)

4.2. Objetivos especificos.

1. Seleccionar aislados de Fusarium oxysporum y Fusarium solani virulentos en

tomatillo.

2. Aislar y seleccionar aislados de Bacillus spp. que tengan un efecto inhibidor de

Fusarium oxysporum y Fusarium solani.

3. Comparar el efecto de Nitrato de calcio (NOs) y Sulfato de amonio (NH,) sobre la
severidad de  Fusarium oxysporum y Fusarium solani. en tomatillo en

invernadero.

4. Evaluar en condiciones de campo los mejores aislados de Bacillus spp. y la mejor
relacion de NO3/NH; seleccionados en invernadero para el control del

marchitamiento y el rendimiento de frutos de tomatillo.

V. HIPOTESIS:

La aplicacion de amonio y Bacillus spp. inhibe significativamente el efecto de

Fusarium spp. en el cultivo de tomatillo.
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VI. METODOLOGIA
6.1 Origen y preparacién del inoculo de Fusarium spp.

Se evalud la Patogenicidad in vitro en semillas de tomatillo de diez aislados de
Fusarium oxysporum y diez de Fusarium solani proporcionados por el Dr. Miguel A.
Apodaca Sanchez. utilizando la metodologia de Flores-Sanchez, (2009).

La preparacion del inoculo se realizo en el Laboratorio de Fitopatologia de la
Escuela Superior de Agricultura del Valle del Fuerte (ESAVF) perteneciente a la
Universidad Autébnoma de Sinaloa (UAS). Estos fueron activados para correr las
pruebas de Patogenicidad, ya que se encontraban mantenidos en tubos con arena
esterilizada. En condiciones asépticas, se espolvored una pequefia porcion de arena
infestada (aproximadamente 0.01 gr) de cada aislado en placas Petri con medio de
cultivo agar-agua. Las cajas se incubaron por siete dias a 20°C, para obtener el
crecimiento del hongo. Una vez que se observaron numerosas colonias que
confluian sobre el Agar, se procedi6 a establecer el ensayo. Se utilizo como sustrato
arena de rio lavada con agua, la cual se confind en doble bolsa de poli papel y se
esterilizé en un autoclave a 121°C durante 30 min. con una presién 1.5 kg/cm?. para

eliminar posibles contaminantes.
6.1.1 Patogenicidad de Fusarium spp.

En vasos térmicos de unicél con capacidad de 90 ml, se depositaron
aproximadamente 45 ml de sustrato esterilizado, humedecido a punto de siembra. A
partir del inoculo desarrollado por siete dias en placas de agar-agua, de cada
aislado se tomaron cuatro rodajas de 5 mm de diametro y se colocaron sobre la
superficie del sustrato en cada vaso. Las semillas de tomatillo variedad gran

Esmeralda se desinfectaron en una solucion de hipoclorito de sodio (Cloralex ® al
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5.25 %) con agua destilada estéril en una relacién de 1:5 durante 1 min. Después las

semillas se secaron con una servilleta de papel esterilizado (Flores-Sanchez, 2009).

Posteriormente se depositaron dos semillas de tomatillo sobre cada rodaja
(ocho semillas por vaso) en los testigos se depositaron solo ocho semillas sobre el
sustrato humedo en cada vaso (Figura 1). Finalmente las semillas se cubrieron con
una capa de 2 cm de arena a punto de siembra. Todos los vasos se incubaron a
temperatura de 20-27°C, se cubrieron con una lamina de plastico negro, con el fin de
evitar la evaporacion de la humedad. Para cada uno de los aislados evaluados se
tuvieron 2 repeticiones, en un disefio completamente al azar. A los cinco dias
después de la siembra (dds), tiempo que tardaron en germinar la mayoria de las
semillas, los vasos se destaparon. Después se regaron cada tercer dia con agua
purificada y se mantuvieron a temperaturas que oscilaron entre 15-35 °C.

A los nueve dds, se determiné el porciento de germinaciéon en todas las
repeticiones. A los 20 dds se midié la altura de plantulas mediante una regla
graduada, como otro parametro para estimar el efecto de cada aislado sobre el vigor
del hospedante.

A los 30 dds, se tomaron algunas plantulas que mostraron sintomas y se
midi6 la severidad en base a una escala (0-5), considerando las siguientes
categorias: 0= plantula sana; 1= pudricion de la raiz; 2= pudricion de raizy 0.1 - 0.5
cm de necrosis externa del tallo; 3= pudricion de raiz y 0.6 -1.0 cm de necrosis
externa del tallo; 4= pudricion de raizy 1.1 - 2.0 cm de necrosis externa del tallo, y 5=
planta muerta. Los datos originales se convirtieron a porcentaje, mediante la formula
de Townsend y Heuberger (1943). Se analizaron estadisticamente las variables de
porciento de germinacion y altura de plantula. para cada variable evaluada se realiz6
un ANOVA y una prueba de medias Tukey (p<0.05), mediante el paquete SAS. En
esta prueba se seleccioné el aislado mas agresivo de cada hongo para pruebas

posteriores.
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Figura 1. Vaso de unicél con semillas de tomatillo sobre rodajas del hongo Fusarium spp.

6.2 Muestreo de raices de plantas y aislamiento de Bacillus spp.

Para el aislamiento de las bacterias, se recolectaron muestras de suelos
agricolas de cultivos de maiz, tomate y sorgo de los Municipios de Ahome, el Fuerte
y Guasave, Sinaloa. Se utilizé una pala y bolsas de plastico para recolectar el suelo
que esta adherido a las raices donde se encuentra la mayor actividad de las
bacterias (Figura 2). Las muestras se procesaron en el Laboratorio de Nutricion
Vegetal del CIIDIR-Sinaloa.

Se tomo 1.0 g de suelo del rizoplano de cada planta y se adicionaron 9 ml de
solucion salina esterilizada (NaCl 0.85%); se agitd y pasteurizo a 80°C en bafio maria
por 20 min. Se sembré jkiml de este in6culo en 9 ml de infusion de papa dextrosa
(IPD) estéril y se incubo a 37°C por 24hr; se pasteurizo de nuevo a 80° por 20
minutos y después se sembrd en cajas Petri conteniendo el medio de cultivo agar
nutritivo (AN). Posteriormente se volvié a incubar a 37°C por 24 hr. Los aislados que
presentaron caracteristicas morfologicas de Bacillus spp. (colonia irregular plana,
color crema sin brillo), se resembraron en tubos con medio inclinado conteniendo el
medio de cultivo AN, estos se conservaron en refrigeracion a 4°C para las pruebas

posteriores de antagonismo.
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Figura 2. Muestra de raices para la obtencién de Bacillus spp.

6.3. Bioensayos in vitro de Bacillus spp. contra Fusarium spp.

En este experimento se evaluaron un total de 50 aislados de Bacillus spp. de
los cuales cinco fueron aislados en este trabajo y el resto fueron proporcionados por
el banco de microorganismos del Laboratorio de Nutricion Vegetal de una coleccion
procedentes de la regiéon. Los hongos seleccionados de la prueba de patogenicidad
se pusieron a crecer durante siete dias en PDA a una temperatura de 27°C. a los
cinco dias después, se activaron los aislamientos en medio liquido de infusion papa

dextrosa (IPD) con agitaciébn mecéanica a temperatura de 25°C durante 48 hr; en este

, . . 7 -1
periodo se obtuvo una concentracion bacteriana de 10 ufc mL . al tener los hongos
y bacterias lista el mismo dia se procedio a realizar los bioensayos.

En placas con medio PDA (Papa Dextrosa Agar) se realizaron las pruebas de
antagonismo, en las que se probaron los 50 aislados mencionados anteriormente. En
la placa de PDA se trazaron dos lineas cruzadas de 7 cm cada una y en el centro se
depositdé un disco de agua-agar con micelio de Fusarium oxysporum o Fusarium
solani a una distancia aproximadamente de 3.5 cm con respecto al patdégeno de 3.5
cm; en los extremos de las lineas en cada una se coloco 1mL de Bacillus spp. de tal
modo que en cada placa se colocaron cuatro aislados diferentes como se sefala en
la (Figura 3). Se realizaron tres repeticiones de cada caja y éstas se incubaron por
una semana a 25 °C, con luz constante (Benhamou et al., 1997). El porcentaje de

26



inhibicion se evalué midiendo la distancia radial de crecimiento de cada hongo, con

respecto a los diferentes aislados bacterianos colocados en la caja (Ho et al., 1991).

Figura 3. Antagonismo in vitro de las bacterias Bacillus spp. contra los hongos F. oxysporumy F.

solani.

6.4 Seleccion de aislados de Bacillus spp. contra F. oxysporum y Fusarium

solani en Invernadero.

En este experimento se evaluaron los mejores diez aislados de los 50
probados in vitro de Bacillus spp. que presentaron mayor halo de inhibicién sobre los
hongos Fusarium oxysporum y Fusarium solani. Para realizar esta prueba se
produjeron plantulas de tomatillo variedad gran Esmeralda en las instalaciones del
invernadero del CIIDIR-Sinaloa. A los 30 dds se activaron los aislados preservados
en refrigeracion a 4°C. Se hicieron crecer en medio liquido de infusion papa dextrosa
(IPD) con agitacibn mecanica, a temperatura de 25°C, durante 48 hr. En ese lapso de
tiempo se obtuvo una concentracién bacteriana aproximada de 1 x 10" ufc mL.:. Se

inoculdé 1.5 mL de bacteria en cada plantulas de tomatillo en la charola (Figura 4).

Se utilizaron macetas de plastico de 500 g que contenian como sustrato “peat
most” (turba) Kekkila ®, y suelo (relacion 2:1). Inoculadas con Fusarium oxysporum y
con Fusarium solani 5 macetas de cada hongo. En total surgieron 10 tratamientos se
distribuyeron en un disefio completamente al azar (DCA) con 3 repeticiones, se

incluyé un tratamiento testigo (sin inoculacién) para cada hongo. El experimento
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genero 36 unidades experimentales. Se midieron los siguientes parametros altura de
planta, materia seca, dias a floracion y numero de flores por planta hasta floracion,

volumen de raiz 'y peso seco de raiz a nivel invernadero.

Figura 4. Plantula en charola inoculada con Bacillus spp. a los 20 dds.

En la etapa de floracion 50 dds se evaluaron las variables altura de planta,
didmetro de tallo, con el uso de una cinta métrica y un vernier, respectivamente
(Figura 5); asimismo, se midié peso seco de follaje y volumen de raices, éste ultimo
mediante el desplazamiento del volumen de agua. Para cada variable se realiz6 un
ANOVA y una prueba de medias de Tukey (P=0.05), mediante el paquete SAS; el
mejor aislado se utilizé posteriormente en campo.

Figura 5.Tratamientos en invernadero para la seleccion del mejor aislado de Bacillus.
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Para obtener el peso seco de las plantas, las muestras obtenidas se colocaron
en bolsas de papel estraza y se pasaron a un horno de secado marca Felisa® por
48 hr. a 70° C, posteriormente se pesaron en una bascula granataria digital marca
OHAUS®.

Para cada variable se realiz6 un ANOVA y una prueba de comparacion de
medias de Tukey (p<0.05) mediante el paquete SAS; de este experimento se tomo
en cuenta el mejor aislado que correspondid para Fusarium oxysporum y Fusarium

solani, el cual fue utilizado posteriormente en el experimento de campo.
6.5 Seleccion de la mejor relacion de nitrato/amonio en invernadero.

En invernadero, también se evalud el efecto de diferentes combinaciones de
nitrato (NO3) y amonio (NH,4) (1:1, 2:1, 1:2, 0:1 y 1:0), sobre los parametros de vigor.
Los fertilizantes nitrogenados fueron: nitrato de calcio (Ca (NOs),) como fuente de
Nitratos y sulfato de amonio ((NH4), SO,4), como fuente de amonio, la aplicacion fue
150 Kg de nitrégeno ha, la cual es la dosis optima fisiolégica en base a los
requerimientos del cultivo en este ensayo se midieron o estimaron los parametros de
crecimiento del cultivo de tomatillo a los 60 dias del trasplante en macetas: altura de
planta, diametro de tallo, peso seco de follaje y volumen de raices. Se incluyd un

testigo absoluto (regado con agua solamente).

Cuadro 1. Tratamientos para la seleccion de la mejor combinacién nitrato/amonio en

el cultivo de tomatillo a nivel invernadero.

Tratamiento Relacion NOs: NH, Kg de NOzha™ Kg de NH, ha*
1 1:1 50.0 50.0
2 2:1 66.6 33.3
3 1:2 33.3 66.6
4 0:1 0 100
5 1.0 100 0
Testigo 0:0 0 0

Nitrato de calcio (Ca (NO3), ) Sulfato de amonio (NH;SO,),
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Las soluciones se prepararon en el Laboratorio de Nutricion Vegetal del
CIIDIR-IPN unidad Sinaloa.

Los tratamientos fueron distribuidos en un diseiio completamente al azar
(DCA) con tres repeticiones, lo cual generd 36 unidades experimentales. Para cada
variable se realiz6 un ANOVA y una prueba de comparacion de medias de Tukey

(p<0.05) mediante el paquete SAS.
6.6.1 Area de estudio

Este experimento de campo se llevé a cabo en las instalaciones del Campo
Experimental del Valle del Fuerte (INIFAP) en Juan José Rios, Km.1 609, Carretera
México—Nogales; se ubica a 25° 25’ de Latitud Norte y 108° 28’ de Longitud Oeste y
pertenece al municipio de Guasave se localiza al NE del Estado de Sinaloa. El clima
es BW (h’) seco muy célido y calido, con una precipitacion pluvial anual media de
392.8 mm (maxima de 760.03 y minima de 231.1 mm) (INEGI, 2005).

6.6.2 Propiedades fisicas y quimicas del suelo.

Previo a la siembra se realiz6 un muestreo de campo y un analisis posterior de
las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, en el Laboratorio de Nutricién Vegetal
del CIIDIR-Sinaloa, en base a los criterios establecidos por la Norma Oficial
Mexicana (NOM-021-RECNAT-2000). Al terreno se le realizd un barbecho y rastreo

como lo hacen normalmente los productores de la region.

Las plantulas de tomatillo se obtuvieron en las instalaciones del invernadero
del CIIDIR-Sinaloa. La semilla (variedad gran Esmeralda). Se puso a germinar en
charolas de poliuretano de 200 cavidades el dia siete de octubre del 2010, utilizando
un sustrato comercial conocido como su-Chang®. Antes de sembrar las semillas de
tomatillo en las charolas, estas se desinfectaron con una solucién de hipoclorito de
sodio (Cloralex ® al 5.25% CI" agua corriente) en una relacion 1:5 durante siete

minutos en un barril de 200 L. Las charolas se lavaron posteriormente con
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solamente agua para quitar el exceso de hipoclorito de sodio y se secaron. El dia

ocho de noviembre se realiz6 el trasplante en campo.

6.6.3 Descripcion de los tratamientos.

Se establecieron ocho tratamientos, mismos que incluyeron a los dos mejores
aislados de Bacillus spp. y las dos mejores combinaciones nitrato/amonio, a una
dosis de 200 kg ha™ en el cultivo de tomatillo (Cuadro 2).

Cuadro 2. Descripcion de tratamientos en el cultivo de tomatillo en condiciones de

campo.

B.35 F. oxysporum

B.35 (0:1) F. oxysporum
Testigo 1 (0:1) F. oxysporum
Testigo 2 (1:2) F. oxysporum
B.31 (2:1) F. solani
B.31 (0:1) F. solani
Testigo 1 (0:1) F. solani
Testigo 2 (1:2) F. solani

6.6.4 Disefio experimental.

En campo se utilizd un disefio BCA, ocho tratamientos y tres repeticiones.

Cada unidad experimental consistié de dos surcos de 8.0 x 1.6 m. (Figura 7).

ELOQUE 1

12 |3(4 |5|6|7 8

BARRERAS
BARRERAS

- Carretera México-Nogales

Figura 6. Distribucion de tratamientos aplicados en el cultivo de tomatillo.
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6.6.5 Fertilizantes quimicos sintéticos.

Los fertilizantes: [Ca (NOs)2] y [(NH4).SO4] fueron aplicados en base a la
distribucion de los tratamientos de manera manual, a una profundidad de 15-20 cm.

6.6.5.2 Preparacion y aplicacién de Bacillus spp.

En campo se utilizaron los aislado B.31 y B.35, los cuales presentaron los
resultados mas prometedores para las variables agronémicas del cultivo de tomatillo
en el experimento “seleccion de aislados de Bacillus spp. en invernadero”. Para
activar los aislados, éstos fueron sometidos a temperatura de 25°C durante 24 horas,
posteriormente en dos matraces de 1litro, se prepararon 500 mL de IPD medio
liquido. En condiciones de asepsia, se inocularon asadas del crecimiento bacteriano.
Los matraces se colocaron en un agitador mecanico a 90 oscilaciones por min,
durante 48 hr, hasta obtener una concentracién aproximada de 1 x 10° ufc mL™ a 1 x

10® ufc mL™. Inoculando las plantulas a los 25 dds.

6.6.5.3 Preparacion y aplicacion de Fusarium spp. en campo.

Para el experimento de campo se utilizaron los aislados Fo-18 y Fs-38. La
preparacion del inoculo se realiz6 en el Laboratorio de Nutricién Vegetal CIIDIR-SIN.
A partir de cultivos de F. oxysporum o F. solani de siete dias en PDA, se tomo una
rodaja de inoculo y se sembraron en placas Petri (por separado) con medio de
cultivo agar-agua con ampicilina 250 ppm para evitar el crecimiento de bacterias. Las
cajas se incubaron por siete dias a 20°C, para obtener el crecimiento del hongo. Se
diluyeron en agua a una concentracién de 1x10’ ufc obtenida con la ayuda de la
camara Neubauer se hizo el conteo. El hongo se inoculo en las plantas en cada uno
de los tratamientos a las 24hr, después de la aplicacion de Bacillus spp. para

posterior llevar a campo las plantas de tomatillo.
6.7 Incidencia de hongos asociados a la raiz en plantas de tomatillo en campo.

A los 90 ddt se arrancaron diez plantas al azar en cada tratamiento, con el fin

de estimar la incidencia de planta que albergaba a Fusarium oxysporum y Fusarium
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solani u otros hongos del suelo. Debido al fendmeno natural presentado en el mes de
febrero (helada) el muestreo de la raices se adelanto a lo que se consideraba lo
programado, las plantas presentaban un aspecto de marchitez en su totalidad, pero
su sistema radicular no tenia ningin problema, se realizé un muestreo con el fin de
estimar la etiologia de los hongos causantes de la secadera. En cada unidad

experimental se eligieron diez plantas al azar evitando dafar el sistema radicular.
6.7.1 Aislamiento de hongos.

A cada planta se le cortaron de 5-10 trozos de la raiz, los cuales se
desinfectaron con hipoclorito de sodio Cloralex ®; 5.25% de cloro activo; una parte de
desinfectante por tres partes de agua, durante tres minutos, después las muestras se
lavaron con agua destilada estéril para quitar el exceso de desinfectante, los trozos
de raiz se secaron cuidadosamente en servilletas de papel esterilizadas y enseguida
se sembraron en cajas Petri desechables (90 x 15 mm) con medio de cultivo Agar-

Agua-Ampicilina 200 ppm (Ampicilina®).

Para la elaboracion de este medio, en un matraz se agregaran 500 ml de agua
destilada; se vacian 16 gr de agar (DIBICO®) que se diluyen en el agua. El matraz se
tapa con algodon y enseguida el medio se esteriliza mediante calor humedo, en una
olla de presién (Presto®), a 15 libras/pulgadas durante 20 min. Al medio esterilizado,
antes de ser vaciado a cajas Petri y cuando tenga aproximadamente 40°C, se le
agregaran 250 ppm de ampicilina, para prevenir el desarrollo de bacterias

contaminantes durante el proceso de aislamiento.

Las cajas sembradas con el material vegetal enfermo se incubaron por una
semana a temperatura ambiente 22-24°C, bajo luz difusa para un adecuado
crecimiento de los hongos, una vez que se detectaron las colonias de hongos en el
material vegetal sembrado en las placas de cultivo, se procedio a identificar en el

microscopio con el lente 40x y 10x.
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6.9 Andlisis foliar nutrimental.

Este se realiz6 en el Laboratorio de Nutricion Vegetal del CIIDIR-IPN Unidad
Sinaloa. En la etapa de floracion, a los 65 dds, se tomaron 30 hojas trifoliadas de
cada unidad experimental, las cuales se secaron en un horno de secado a
temperatura de 65 a 70°C por 72 horas. Las muestras secas se procesaron en un
molino eléctrico marca Thomas Scientific®, con una malla de 40 cavidades,
obteniendo finalmente un polvo fino, de cual se uso posteriormente para las

determinaciones.

Los elementos que se analizaron fueron: nitrégeno total, fésforo, potasio,

calcio, magnesio y microelementos (Fe, Zn, Mn y Cu).
6.9.1 Nitrégeno total.

6.9.1.1 Digestiéon humeda de la muestra.

La determinacion de éste elemento se realizd por el Método Kjeldahl. La
digestion humeda consistid en colocar 0.1 g de muestra en un matraz Kjeldahl, al
cual se le adicion6 1.5 mL de una mezcla de &cidos (sulfurico-salicilico). Se agito
para homogenizar el material con la mezcla y se dejo reposar por 24 horas.
Posteriormente se adicionaron 0.2 g de una mezcla de sulfatos (Na,SO4, selenio

metalico y CuSQO,).

Se coloco la mezcla en un digestor marca Labconco® con capacidad para 6
matraces; se calentd ligeramente a una temperatura controlada por 5 minutos;
posteriormente se aumento la temperatura hasta observar el vire de color de la
muestra de negro a verde oscuro (temperatura no mayor de 360°C). Una vez que la
solucion presentd una coloracion verde clara (aspecto acuoso), se continud
calentando por una hora mas hasta obtener un volumen aproximado de 3 mL.
Finalmente se dejaron enfriar las muestras digeridas y se agregaron 10 mL de agua

destilada. Por ultimo las digestiones fueron transferidas a tubos Falcon de 25 mL.
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6.9.1.2 Determinacion de nitrégeno total.

La solucion digerida se transfirio al equipo de destilacion, se adicionaron 10
mL de NaOH al 50% y se inicio el calentamiento. El destilado se recibié en 20 mL de
solucién de acido bérico al 4% mas 0.2 mL del indicador verde de bromocresol-rojo
de metilo, hasta alcanzar un volumen aproximado de 50 mL a la salida del
refrigerante. Posteriormente, se llevo a cabo la titulacion de cada muestra con la
solucion de H,SO4 al 0.05 Normal (N), hasta alcanzar un color rosa. Al mismo tiempo
se realiz6 la titulacion a una muestra blanco, anotando los mL. adicionados en cada

muestra para realizar los calculos correspondientes, mediante la siguiente formula:

%NT = (mL H,SO4x N del H,SO4 x 1.4)/gramos de la muestra

6.9.2 Fosforo.

6.9.2.1 Digestion humeda de la muestra.

Se llevo a cabo mediante el Método Kjeldahl, y consisti6 en el siguiente
procedimiento: se colocaron 0.5 g de muestra en un matraz Kjeldahl de 50 mL; a éste
se adicionaron 10 mL de acido nitrico (HNO3) concentrado y se dejo reposar por 30
minutos. Seguido de esto, se agregaron 1.5 mL de acido perclérico (HCIO,4) mas 2.0
mL de acido sulftrico (H,SO,4), ambos concentrados, y se pusieron a la plancha de
digestion a baja temperatura para lograr una oxidacién completa por la accién del
HNO3. Después se aumento la temperatura, sin exceder los 360°C, teniendo cuidado
de que las muestras no se evaporaran totalmente. La digestibn se considero
completa cuando la solucién presento un color totalmente cristalino, con un volumen

final entre 1.5y 3.0 mL.

Los digestados fueron transferidos a matraces volumétricos de 25 mL, los
cuales se aforaron con agua desionizada; después de esto, se mezclo el contenido
de cada matraz y se filtro con papel Whatman No. 42. El filtrado se guardo en frascos
de vidrio, los cuales fueron sellados con parafilm para evitar la evaporaciéon de los

acidos; posteriormente se llevo a cabo la dilucién correspondiente para su lectura.
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6.9.2.2 Determinacion de fésforo.

Se transfirido una alicuota de 1 mL del filtrado a un matraz volumétrico de 25
mL, mediante el método de Vanadato-Molibdato amarillo. Posteriormente se
agregaron 0.5 mL de &cido nitrico (1:2 de agua destilada), 05 mL de solucién de
vanadato de amonio y 0.5 mL de solucion de molibdato de amonio. Después de
agregados los reactivos a la solucién de filtrado, se aforo con agua destilada a la
marca de 25 mL, se agito y se dejo reposar por 30 minutos. Al transcurrir ese tiempo,
se transfirid la soluciébn a tubos de colorimetro y se leyé la absorbancia en el
espectrofotometro de luz UV visible a 470 nm. La concentracion de fosforo se

determino mediante una curva de calibracién en un intervalo de 0 a 25 ppm.

6.9.3 Determinacion de potasio.

Los materiales filtrados obtenidos mediante la digestion humeda para fosforo,
también se utilizaron para la determinacion de potasio. Para ello, se transfirio 1 mL
de la solucion a matraces volumétricos de 50 mL, los cuales fueron aforados con
agua destilada. De ésta solucidén se tomé directamente la lectura de las muestras en
porcentaje de transmitancia. Se utilizé6 el método de emisién de llama-flamometria.
Previo a la lectura, el equipo de flamometria fue ajustado con las curvas de
calibracion 5, 15, 20, 25 y 30 ppm con longitudes de onda de 766.5 nm. Los célculos
se hicieron en base a la curva de calibracion obtenida tomando en cuenta la

siguiente formula:

%K = Lectura de transmitancia x VVol. Digestién x Vol. Dilucién x 100

Pendiente x peso de la muestra (g) x Alicuota

6.9.4 Determinacion de Calcio y Magnesio.

A partir de la digestion obtenida para la determinacion de fosforo, se colocaron
alicuotas de 1 mL en matraces volumétricos de 25 mL, los cuales se aforaron con
agua destilada. De ésta solucion se realizé una segunda dilucion, la cual consistio en
colocar alicuotas de 1 mL en matraces volumétricos de 10 mL, a los cuales se

agregd 1 mL de reactivo de oxido de lantano y se llevd al volumen final con agua
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destilada. Se mezclaron perfectamente y después se realizaron los ajustes
correspondientes al espectrofotometro de absorcion atomica (Spectr AA, 50B, marca
Varian) tomando en cuenta la escala de absorbancia. Las muestras tuvieron una
dilucion tal, que permitio ajustarlas dentro de la curva de calibracion, para calcio fue
de 0-10 ppm y para magnesio fue de 0-1 ppm. Los calculos se obtuvieron mediante

la siguiente formula:

%Cay Mg = Absorbancia x Vol. Digestién x Vol. Dilucién x 100
Pendiente x peso de la muestra (g) x Alicuota

6.9.5 Determinacién de fierro, manganeso, zinc y cobre.

De la misma solucién proveniente de la digestion humeda realizada para la
determinacion de fésforo, se filtr6 y se procedié a tomar directamente (sin realizar
diluciones) las lecturas en el espectrofotometro de absorcién atomica, previo a ello se
utilizo una curva de calibracion con las concentraciones siguientes: para (Fe) se
empleé de 1-10 ppm, Mn de 1-10 ppm, Cu de 1-5 ppm y para Zn se utilizé la
concentracion de 0.1-1.3 ppm. Los célculos se efectuaron mediante las curvas de
calibracion, utilizando un factor obtenido de la pendiente, considerando siempre las
diluciones hechas durante la determinacion de cada micronutriente, y se obtuvieron

los resultados en base a la siguiente formula:

%Fe, Mn, Cu y Zn = Absorbancia x Vol. Digestiéon x 100

Pendiente x peso de la muestra (g) x Alicuota

6.10 Rendimiento de frutos.

La cosecha se realizé manualmente en dos ocasiones: el 30 de Enero y 18 de
Febrero del 2011. Se cosecharon los frutos de la parcela util en cada unidad
experimental. Se tomo en cuenta como parcela util a los dos surcos del centro, a los

cuales se les eliminaron los dos primeros metros en cada extremo (quedando,
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finalmente dos surcos de seis metros cada uno). Se pesaron los frutos de cada

unidad experimental en una balanza comercial marca TOR REY®.
6.11 Analisis Estadistico.

Se utiliz6 el paquete estadistico SAS para realizar analisis de varianza

(ANOVA), con prueba de Tukey, a =0.05. en todos los experimentos.
6.12 Identificacion molecular de los aislados de Bacillus spp.

Con el fin de determinar la identidad especifica de los aislados bacterianos
(B.31 y B.35) utilizados en el ensayo de campo se procedido a su identificacion
molecular. Esta fase de trabajo se realizé en el Laboratorio de Ecologia Molecular de
la Rizosfera del CIIDIR-Sinaloa. Con ayuda del Dr. Maldonado-Mendoza. a partir de
cultivos preservados en tubos de ensayo con Agar nutritivo, se les aplico tratamiento
térmico previo (80°C, 15 minutos) se colecté una asada y se inoculé en infusién
papa, después se deposito en un tubo Eppendorf de 1.5 mL el cual contenia 100ul de
DNAzol (Invitrogen, EUA). EI ADN gendmico fue empleado para la identificacion
molecular mediante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Para la identificacion molecular de los Bacillus spp., se emplearon oligonucle6tidos
dirigidos a la amplificacion de la region 16S del ADN ribosomal. Para lograr este
objetivo, se utilizaron los oligonucleétidos F2C (5"’ AGAGTTTGATCATGGCTC-3")y C
(5’ACGGGCGGTGTGTAC-3') (Shi et al, 1997), los cuales se ubican
respectivamente en las posiciones 8 a 25 y 1392 a 1406 de la secuencia del
16SrDNA de Escherichia coli (Brosius et al., 1987).

6.13 Identificacion molecular de los aislados de Fusarium spp.

Los aislados de Fusarium spp. conservados en medio de arena, estos fueron
identificados molecularmente en el Laboratorio Ecologia Molecular de la Rizosfera.
La mezcla de reacciéon para la PCR se realiz6 en un volumen total de 25 pyL, como
sigue:
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Cuadro 3. Volumenes utilizados para la mezcla de reaccion de PCR.

17.25 pl
2.50 pl 1X
0.75 ul 1.5uM
1.0 ul 0.2 uM
1.0 ul 0.2 uM
1.25 pl 0.2 uM
1.0 pl
0.25 pl 1U

La reaccion de PCR se realizé con dos concentraciones de ADN, 1y 10 ng,
selecciondndose 10 ng, debido a que tiene una mejor amplificacion del fragmento
esperado. El volumen de agua agregado a la reaccion fue de 5mL debido a que era
el faltante para llevar el volumen a 25 mL. Las condiciones de amplificacion fueron
las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, 35 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 s, anillamiento a la temperatura de cada juego de
oligos por 30s, extensién a 72°C por 1 min y una extension final a 72°C por 5
minutos. Los fragmentos amplificados se visualizaron en geles de agarosa al 0.8%

tefidos con bromuro de etidio, bajo luz UV en un Chemidoc (BIO-RAD).
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6.14 Prueba de hem©dlisis.

Se realizaron las pruebas de hemdlisis a los 2 aislados que mostraron una
mayor actividad promotora del crecimiento, ya que la actividad hemolitica se
correlaciona con una probable patogenicidad al humano. La actividad hemolitica de

los aislados se determino de acuerdo a Cowan y Steel’s (1993).

Esta prueba consistiéo en sembrar las bacterias en LB liquido en matraz de 250
mL, sin antibiético a 37°C por 16 horas; se mantiene en agitacion a 200 rpm. El
medio de cultivo se centrifuga a 12000 g por 10 min. En un matraz se agregan 1.35 g
de agarosa con 150 ml de agua destilada estéril, disolviendo y dejando enfriar a 37
°C; luego se agregan 7 ml de sangre humana fresca, a temperatura ambiente. Se

agregan 15 mL de este medio por placa Petri y se deja gelificar.

Posteriormente con un sacabocado se hicieron orificios en el Agar y a cada
perforacion se le agregaron 50 pl del sobrenadante de los cultivos bacterianos
crecidos en medio LB, previamente centrifugados. Como control se agrega agua
destilada estéril. Por ultimo, las placas se incubaron a 37° C por 24 hrs. para
monitorear la apariencia del Agar alrededor de los orificios. La hemdlisis de la sangre
se puede manifestar de tres maneras: a) lisis parcial de eritrocitos que rodean una
colonia, observandose un cambio de coloracion del medio gris-verdoso o marrén @
hemadlisis); b) lisis completa de glébulos rojos que rodean a una colonia, dando la
eliminacién total de la sangre y transparentando el medio B -hemdlisis) y c) ausencia

de hemodlisis y en consecuencia, ninguna alteracion (y-hemalisis).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Etapa de Laboratorio.
7.1.1 Patogenicidad de Fusarium spp.

En esta prueba los aislados que mostraron mayor agresividad en las plantulas
de tomatillo de las variables evaluadas fueron: el nidmero 18 para Fusarium
oxysporum (Cuadro 4) y 38 para Fusarium solani (Cuadro 5). Estos aislados
mostraron una rapida respuesta del huésped a la infeccion fueron los que tuvieron la
mayor capacidad de penetrar a los vasos del haz vascular y ocasionar la mayor
severidad siendo los mas patogénicos (Gao et al, 1995). Los cuales fueron utilizados

posteriormente en las pruebas de antagonismo en laboratorio y campo.

Cuadro 4. Virulencia de diez aislados de Fusarium oxysporum en plantulas de
tomatillo, emergidas de semillas inoculadas con el hongo, e incubadas en arena

esterilizada en Laboratorio.

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).
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Cuadro 5. Virulencia de diez aislados de Fusarium solani en plantulas de tomatillo,

emergidas de semillas inoculadas con el hongo, e incubadas en arena esterilizada en

Laboratorio.

6.1 ab 375f 46.5 ab 4a

6.6 ab 68.7 e 47.0 ab 3b
6.6 ab 75.0d 50.0 ab 3b
6.7 ab 8l2c 45.0 ab 2c
6.5 ab 8l2c 65.5a 2c
6.9 ab 8l2c 66.5 a 2c
_ 7.7 ab 87.5b 68.5 a 3b
8.4a 87.5Db 775a 2c
8.7a 93.7a 69.5a 3b
95a 93.7 a 97.5a 0d

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

7.2 Aislamiento de Bacillus spp.

Se obtuvieron un total de cinco aislados de Bacillus spp. a partir de las raices
de plantas de: maiz, tomate, chile y sorgo de diferentes regiones del Valle del Fuerte,
Sinaloa. (Juan José rios, 2 de abril, Téroque viejo y campo 35) lo que muestra que
€stos microorganismos se encuentran presentes en los suelos que predominan en el

Norte del Estado y estan adaptados a las condiciones ambientales.
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7.3. Bioensayos in vitro de Bacillus spp. contra Fusarium spp.
7.3.1 Fusarium oxysporum.

De las pruebas de antagonismo se muestra la lista de los 10 mejores aislados
de 50 probados que tuvieron el mayor halo de inhibicién para el hongo Fusarium
oxysporum, como se observa en el siguiente (cuadro 7). De igual manera de las
pruebas de antagonismo contra hongo Fusarium solani se muestran los 10 mejores
aislados que obtuvieron el mayor halo de inhibicion (Cuadro 8).

Cuadro 7. Aislados de Bacillus spp. con mayor efecto antagonista contra Fusarium

oxysporum. que obtuvieron el mayor halo de inhibicién in vitro.

0d

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).
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7.3.2 Fusarium solani.

Cuadro 8. Aislados de Bacillus spp. con mayor efecto antagonista contra Fusarium

solani, que obtuvieron el mayor halo de inhibicion in vitro.

3.0a

2.0ab
2.0ab
18 b
18 b
1.5bc
1.5bc
10 c
10c
10c
od

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

Los aislados de Bacillus spp. (B. 47 y B. 35) evaluados in vitro, inhibieron el
crecimiento de Fusarium oxysporum con (3.0 y 2.0 cm) de halo de inhibiciéon y (B. 47
y B. 16) de Fusarium solani, con halo de inhibicién de (2.0 cm). Este rango de
inhibicion concuerda con el potencial, donde obtuvieron rangos de inhibicion de 30 a
60 %, al igual que Gong et al., quienes registraron un rango de inhibicién in vitro de
32%.
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7.4 Etapa de Invernadero.
7.4.1 Seleccién de aislados de Bacillus spp. contra Fusarium oxysporum.

7.4.1.1 Altura de planta.

El valor mas alto en altura de planta se obtuvo con el tratamiento B.35 (107 cm),
el cual fue estadisticamente mayor (p < 0.05) al testigo presentando los valores mas
bajos (59.6 cm).

E 150 -
i) d a ab ab ab
& 100 -
a b
5
o 50 -
3
< 0
35 47 19 14 45 Testigo
Aislados de Bacillus spp.

Figura 9. Efecto de los aislados bacterianos en altura de las plantas de tomatillo. Medias con letras

iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.

7.4.1.2 Peso seco de follaje.

Para la variable peso seco de follaje (tallos y hojas), se encontré que la mayor
acumulacion de materia seca de la parte aérea fue obtenida con el tratamiento B.35 (6.1
0); no hubo diferencias estadisticamente entre los tratamientos bacterianos solamente el

testigo, (p < 0.05) el cual presento el valor mas bajo (2.39 g.)

& a a a a
l l l l :
35 47 19 14 45

Testigo

o N By

Peso seco de follaje (g)

Aislados de Bacillus spp.

Figura 10. Efecto de los aislados bacterianos en peso seco de follaje de plantas de tomatillo. Medias

con letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.
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7.4.1.3 NUmero de flores.

Las plantas inoculadas con B.35 presentaron el mayor numero de flores (24 flores

por planta) superando estadisticamente (p < 0.05) al testigo (11 flores por planta).

a
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@ ab
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35 47 19 14 45 Testigo
Aislados de Bacillus spp.

Figura 11. Efecto de los aislados bacterianos en numero de flores. Medias con letras iguales indican

gue no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.
7.4.1.4 Volumen de raiz.

En volumen de raiz se observo una mayor expansion con el tratamiento B.35 (6.1
g) no presentando diferencias estadisticamente entre los tratamientos solamente en el

testigo, (p < 0.05) el cual presento el valor mas bajo (2.39 g).
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S 35 47 19 14 45 Testigo
Aislados de Bacillus spp

Figura 12. Efecto de los aislados bacterianos en volumen de raiz de tomatillo. Medias con letras

iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.
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7.4.1.5 Diametro de tallo y peso seco de raiz.

Para diametro de tallo no se presentaron diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos (P<0.05) (Cuadro 8).

Los resultados de éste experimento no presentaron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos para: peso seco de raiz. Sin embargo, el

tratamiento B.35 obtuvo el mayor valor numérico de ésta variable (Cuadro 8).

Cuadro 9. Efecto de la inoculacion de Bacillus spp. en diametro de tallo y peso seco

de raiz en plantas de tomatillo inoculadas con Fusarium oxysporum en invernadero.

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

El aislado B.35 fue el que presento el valor mas alto en las variables de altura
de planta, peso seco de follaje, nimero de flores y volumén de raiz. Por lo anterior,

este aislado se eligié para probarse en el experimento de campo.
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7.4.2 Seleccion de aislados de Bacillus spp. contra Fusarium solani.

7.4.2.1 Altura de planta.

El valor mas alto en altura de planta se obtuvo con el tratamiento B.31 (98.67 cm),
el cual solo super6 estadisticamente (p < 0.05) al testigo presentando los valores mas
bajos (66.67 cm).
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100 ab ab ab
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31 47 16 26 22
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Altura de planta (cm)

Aislados de Bacillus spp.

Figura 13. Efecto de los aislados bacterianos en altura de las plantas de tomatillo. Medias con letras

iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.
7.4.2.2 Peso seco de follaje.

Para la variable peso seco de follaje (tallos y hojas), se encontr6 que la mayor
acumulacion de materia seca de la parte aérea fue obtenida con el tratamiento B.35 (6.0
g) no hubo diferencias estadisticamente entre los tratamientos solamente en el testigo, (p

< 0.05) el cual presento el valor mas bajo (2.4 g).
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Figura 14. Efecto de los aislados bacterianos en peso seco de follaje de las plantas de tomatillo.
Medias con letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey,

p=<0.05.
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7.4.2.3 NUmero de flores.

Para la variable: nimero de flores el tratamiento B.35 obtuvo el mayor numero (21

flores) superando estadisticamente (p < 0.05) al testigo (10 flores).
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31 47 16 26 22 Testigo
Aislados de Bacillus spp.

Figura 15. Efecto de los aislados bacterianos en nimero de flores por planta de tomatillo. Medias con

letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.

7.4.2.4 VVolumen de raiz.

En volumen de raiz la mayor acumulacion de esta fue obtenida con el
tratamiento B.35 (11.1 cm® no hubo diferencias estadisticamente entre los

tratamientos solamente en el testigo, (£ 0.05) el cual presento el valor mas bajo

(6.1cm°).
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Figura 16. Efecto de los aislados bacterianos en volumen de raiz en las plantas de tomatillo. Medias

con letras iguales indican que no existe diferencia significativa entre tratamientos. Tukey, p<0.05.
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7.4.1.3 Diametro de tallo.

Para diametro de tallo, no se presentaron diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos para esta variable (P<0.05) (Cuadro 9).

Cuadro 10. Efecto de la inoculacion de Bacillus spp. en el diametro del tallo en

plantas de tomatillo inoculadas con Fusarium oxysporum en invernadero.

Letras iguales sobre las barras son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

En invernadero se observd un efecto de promocién de crecimiento en las
plantas tratadas con Bacillus spp. en cuanto a altura de planta, peso seco de follaje,
namero de flores, volumen de raiz y peso seco de raiz, aunque no con diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos. El aislado B.31 fue el que presento el
valor mas alto en las variables evaluadas, por lo tanto este fue elegido para ser
usado en el experimento de campo. el cual es seleccionado para el experimento en

campo.
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7.5 Seleccion de la mejor relacion NO3:NH,4 en Invernadero.

Cuadro 11. Efecto de cinco proporciones NO3:NH, sobre variables fisiologicas de las

plantas de tomatillo en invernadero.

0.25a 24a 5a

40.0 a 143 a

35a

29.0 ab 1.8ab 0.25a 11.6 ab 16ab 3b
28.3 ab 1.1ab 0.25 a 8.0 ab 1.6 ab 3b
26.3 ab 15ab 0.25a 6.0 ab l1ab 3b
25.6 ab 1.0 ab 0.25a 43 b 1.1ab 3b
186 b 04b 0.25a 36b 05b 2c

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).

La relacion 1:1 y 0:1 (nitratos/amonio) presentaron los valores mas altos en las
variables de: altura de planta, mayor peso seco de follaje, numero de flores y
volumén de raiz, superando estadisticamente al testigo, (p < 0.05); por lo tanto estas

relaciones son las elegidas en el experimento de campo.
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7.5 Trabajo de campo.
7.5.1 Propiedades fisicas y quimicas del suelo.

El resultado del analisis del suelo indicé que se trata de un suelo de textura

. . o 1
arcillosa, con pH neutro, sin problemas de sales (CE inferior a dos mmhos cm ), con
bajo contenido de materia organica (como es el caso de la mayoria de los suelos de
la region), con alto contenido de fésforo, potasio, calcio y magnesio (Cuadro 11).

En cuanto al contenido de elementos menores (Hierro, Cobre, Zinc y
Manganeso), el suelo contenia las cantidades necesarias para el buen desarrollo del

cultivo.

Cuadro 12.Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo del area experimental, en el
Campo Experimental Valle del Fuerte INIFAP ubicado en el Municipio de Guasave,

Sinaloa, México.

0.72 %
7.0

-1
0.18 mmhos cm

22.90 ppm

Franco arciII?so
3.5 Cmol kg

41.56 Cmol kg
-1
10.70 Cmol kg

2.37 Cmol kg_1
12.73 ppm
5.16 ppm

5.03 ppm

1.20 ppm
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7.6. Incidencia de hongos asociados a las raices en plantas de tomatillo.

Se recolectaron al azar ocho plantas por tratamiento, se realizé el analisis de
los patdégenos asociados a las raices de las plantas y se encontré que los
tratamientos inoculados con la bacteria poseian una menor cantidad de estos en las
raices debido que las bacterias del genero Bacillus inhiben la asociaciéon de

patdégenos en el suelo.

Cuadro 13. Patdgenos asociados a las raices en plantas de tomatillo en el

experimento en campo.
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7.7 Concentracion foliar de nutrimentos.

7.7.1 nitrégeno total.

Los tratamientos inoculados con Bacillus spp. no mostraron diferencias
estadisticas significativas (p<0.05) entre los tratamientos. (Cuadro 14).
7.7.2 Fésforo (P).

No hubo diferencias estadisticas significativas (p<0.05) entre los tratamientos,
(Cuadro 14), sin embargo en donde se aplicé Bacillus presentaron valores numeéricos
mas altos de concentracion foliar de fésforo, esto se atribuye a la capacidad que tienen
éstas bacterias de solubilizar fosfatos inorganicos, mediante la produccion de acidos
organicos (Rodriguez y Fraga, 1999; Vazquez et al., 2000).

7.7.3 Potasio (K).

En concentracion foliar de potasio no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos. (Cuadro 14).
Cuadro 14. Efecto de la inoculacién de Bacillus (aislados B.31 y B.35) y dos proporciones

de NO3:NH4, sobre el rendimiento del cultivo de tomatillo en campo.

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).
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7.7.3.1 Calcio, magnesio y microelementos.

La mayor concentracion foliar de calcio se encontré con el tratamiento NO3/NH, +
F. 0 (1:0) (2.84%), pero éste valor no super6 estadisticamente al testigo (2.44%), lo cual
se atribuye a que el suelo en el que se establecid el experimento contenia cantidades
suficientes de calcio para abastecer las necesidades del cultivo. El valor mas alto en

Magnesio también se obtuvo en este tratamiento que fue (1.14%).

Para el caso del hierro (Fe), el valor numérico méas alto (236.5 ppm) se encontro
en el tratamiento NO3/NH4 + F. 0 (1:0) pero no super6 estadisticamente a los demas
tratamientos ni a los testigos. Lo anterior se atribuye a que algunas especies de Bacillus
han demostrado ser capaces de producir compuestos sideroforos, los cuales
incrementan la disponibilidad de hierro para las plantas (Wilson et al., 2010; Wahyudi et
al., 2011).

Para zinc, manganeso y cobre, no se presentaron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (p<0.05) (Cuadro 15).

Cuadro 15. Comparacion de medias de micro elementos en el follaje de plantas de

tomatillo (Physalis ixocarpa Brot.) en condiciones de campo.

2.84a 1141 a 63.5a 29.2a

114 a

236.5 a

2.78 a 1.00 a 2249 a 107.7 a 59.8 a 28.1a

248a 098a 194.7a 979 a 55.1a 241 a

2.44 a 091 a 170.2 a 96.6 a 542 a 23.1a

2.49 a 1.02a 226.1a 1015a 57.8 a 25.7 a

2.75a 0.97a 208.2a 101.3 a 56.5a 249 a

236a 091a 167.3a 89.7 a 53.1a 23.7 a

223a 083a 160.7a 92.2a 443 a 209a

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).
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7.8 Cosecha.

Se realiz6 de manera manual en dos ocasiones el dia 19 de enero del 2011
(primer corte relimpia) y ocho de febrero, tomando los frutos de la parcela util 4 m. antes
de realizar el segundo corte se presenté un fendmeno de baja temperatura (hasta -4°C),
lo cual afectd de manera uniforme el rendimiento en todos los tratamientos del
experimento, debido a eso se recolectaron los frutos evaluados como listos para la

comercializacion y se pesaron en una bascula digital marca OHAUS ®.

Cuadro 16. Efecto de la inoculacion de Bacillus (aislados B.31 y B.35) y dos proporciones de
NO3:NH4, sobre el rendimiento del cultivo de tomatillo en campo.

5000 a 13940 ab 18940 a
5000 a 13523 ab 18523 a
4557 a 13203 ab 17760 a
3515 ab 14039 ab 17554 a
4375 ab 15898 a 20273 a
5078 a 12771 ab 17849 a
4296 ab 12432 ab 16728 ab
2526 b k 10396 b 12922 b

Medias con letras iguales en cada columna son estadisticamente iguales, Tukey (P<0.05).
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7.9 Identificacion molecular de dos aislados de Bacillus spp.

Los dos aislados bacterianos que promovieron un mayor crecimiento de las
plantas de tomatillo en campo pertenecen al género Bacillus; los dos presentaron

homologia del 100% y 99 % con la especie Bacillus cereus.

Cuadro 17. Identificacion molecular de los aislados B.31, B.35 que se utilizaron en

invernadero y campo. En plantas de tomatillo.

556 JF915703.1 100% Bacillus cereus

540 JF915703.1 99% Bacillus cereus

Fuente: Base de datos de NCBI

57



7.10 Prueba de Hemadlisis.

Los dos mejores aislados (B.31, B.35), no mostraron halos hemoliticos, a las

24 hr. de incubacion a 37°C en placas Petri con Agar-sangre.

Figura 17. Prueba de hemodlisis de los aislados B. 31y B. 35 alas 24 hr.

Figura 18. Prueba de hemdlisis de aislados B.31 y B.35, con 3 repeticiones a las 24 hr.
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VIIl. CONCLUSIONES

e De 50 aislados de Bacillus spp. nativos probados in vitro solo dos aislados

mostraron efecto antagonista ante ambas especies.

e El efecto inhibidor que induce Bacillus spp. en el control de Fusarium spp.
depende de la especie que se trate in vitro no todos mostraron el mismo

resultado en la inhibicion.

e Los aislados 31 (Bacillus cereus) y 35 (Bacillus cereus) evaluados en
invernadero fueron los mas eficaces como promotores del crecimiento y

desarrollo de las plantas de tomatillo.
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