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RESUMEN

La enfermedad de la marchitez ocasionada por el complejo de hongos puede causar pérdidas de un 50 % en
Physalis ixocarpa. El objetivo de este trabajo fue determinar la efectividad de Trichoderma asperellum y lom-
bricomposta como estrategia de biocontrol en condiciones in vitro e invernadero. Se realiz6 la evaluacion
de antagonismo, de la cual se obtuvo la cepa con mayor grado de inhibicion, inoculando 5 g de cada uno de
los patogenos; el antagonista fue inoculado cinco dias después, con una concentracion de 1x10° microconi-
dios mL?, al utilizar como sustrato lombricomposta de ganado vacuno, ovino y suelo de aluvion. Evaluando
diferentes variables agronomicas, se utilizo un diseno completamente al azar con arreglo factorial con un
nivel de significancia de p < 0.005. 7. asperellum inhibio6 a los patégenos con un 83 % respecto al 100 %; el
tratamiento de lombricomposta de ganado ovino + suelo aluvion + 7. asperellum fue el mejor sustrato.
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ABSTRACT

The wilt disease caused by the fungal complex can
cause losses of 50% in Physalis ixocarpa. The objec-
tive of this work was to determine the effectiveness
of Trichoderma asperellum and vermicompost as a
biocontrol strategy in in vitro and greenhouse con-
ditions. The antagonism evaluation was carried out
of which the strain with the highest degree of inhi-
bition was obtained, inoculating 5 g of each of the
pathogens; the antagonist was inoculated five days
later, with a concentration of 1x10° microconidia mL
! when using a vermicompost substrate for cattle,
sheep, and alluvial soil. Evaluating different agrono-
mic variables, a completely randomized design with
factorial arrangement with a significance level of p
<0.005 was used. T. asperellum inhibited pathogens
with 83% compared to 100%; the treatment of vermi-
compost of sheep + alluvial soil + T asperellum was
the best substrate.

Keywords: wilt; pathogen; antagonist; fungal
complex.

INTRODUCCION

En México, el tomate verde o tomatillo (Physalis ixo-
carpa Brot.) se encuentra dentro de las cinco horta-
lizas mas cultivadas (Sader [Sagarpa], & siap, 2018)
con un total de 22 952 ha sembradas con una produc-
cion de 421 769 t. El estado de Sinaloa es el principal
productor con una superficie sembrada de 6993 ha,
produciendo 120 370 t, y le continian Nayarit con
21 915 t; Michoacan con 2836 t; y Chiapas con 2555
t (siap, 2019).

En Sinaloa, se ha identificado la presencia de
enfermedades fungicas en el cultivo del tomate ver-
de (Physalis ixocarpa), como la marchitez, la cual
puede presentarse cuando la siembra es directa,
aunque los mayores dafios ocurren en los almaci-
gos establecidos en charolas bajo invernaderos o
cubiertos con malla-sombra. Los hongos invaden
los tejidos radicales y meristematicos, lo que pro-
voca necrosis de los tejidos vasculares ahorcando
la planta; conociéndose como agente causal de esta
enfermedad a un complejo de hongos, tales como
Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina y
Rhizoctonia solani (Apodaca et al., 2013).

El uso excesivo de plaguicidas quimicos puede
originar la seleccion de resistencia en poblaciones

de algunas especies patogénicas, contaminacion de
mantos acuiferos, repercusiones en la salud humana
e inocuidad alimentaria. Debido a lo anterior, se han
buscado alternativas mas afables ambientalmente,
como el control bioldgico, el cual posee buenas cua-
lidades por su versatilidad, adaptabilidad y facil ma-
nipulaciéon (Franco et al., 2012; Guédez et al., 2012;
Martinez, Infante, & Reyes, 2013). Gran parte de los
beneficios del control bioldgico es que se modifican
las condiciones ambientales, estimulando el creci-
miento de las plantas y potencializando los mecanis-
mos de defensa o produciendo antibidticos; de igual
manera, también se puede realizar un biocontrol di-
rectamente mediante micoparasitismo (Guigén, &
Guerrero, 2010).

El control biolégico se define como el uso de
organismos (o de sus metabolitos o subproductos)
que son enemigos naturales de una plaga o patoge-
no, con el fin de reducir o eliminar sus efectos da-
ninos en plantas o sus productos (Serrano, & Galin-
do, 2007); es a menudo una actividad comercial de
enemigos naturales (Lenteren, 2012), por ejemplo,
Bacillus subtilis o Trichoderma spp. Pueden ayudar
al manejo de la enfermedad cuando se aplican a las
plantulas en los semilleros o mediante el goteo en la
plantacion definitiva (Apodaca et al., 2008).

Por otro lado, el uso de sustrato de lombricom-
posta ha demostrado ser una estrategia efectiva a
largo plazo, ya que es necesaria la adaptacion y es-
tablecimiento de los microorganismos al ambiente
donde se aplica un mecanismo muy diferente al de
los productos quimicos por su rapida accion (Oliva-
res et al., 2012).

El objetivo del presente estudio fue desarrollar
una alternativa de control biolégico para el manejo
de hongos causantes de la marchitez (F. oxysporum,
M. phaseolina y R. solani) del tomate verde por me-
dio de evaluaciones, tanto iz vitro como in planta
mediante el género T. asperellum y, con ello, dismi-
nuir la aplicacion de productos quimicos que danen
el ambiente.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de aislados

Las cepas patogenas (F. oxysporum, M. phaseolina
y R. solani) fueron obtenidas y aisladas en 2015
del material vegetativo de raiz y cuello de plantas
de tomate verde pertenecientes a campos agricolas
de Guasave, Ahome y El Fuerte, Sinaloa. Se etique-
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taron cada uno de los aislados: F. oxysporum (F-05,
F-17 v F-22), M. phaseolina (M-12, M-30 y M-85) y
R. solani (R-21, R-32 y R-80). Los aislados fueron
conservados: para F. oxysporum se realizé en tubos
Falcon de 50 mL con arena de rio previamente tami-
zada y esterilizada (Gutiérrez et al., 2017); para M.
phaseolina y R. solani se conservaron en tubos de
ensayo de 50 mL en medio papa dextrosa agar (Ppa)
a4 °C (Panizo et al., 2005).

La cepa de T. asperellum fue aislada en 2014, ob-
tenida de la raiz de bugambilia (Bougainvillea spec-
tabilis) en Ahome, Sinaloa. La cepa de T. asperellum
se conservé en tubos Falcon de 50 mL en medio Ppa,
adicionandole CaCO,. Asimismo, se reactivaron y
se purificaron con la metodologia de Gato (2010) y
Lopez et al. (2015).

Cultivos duales

Para determinar el grado de inhibicion, se desarrol-
laron pruebas iz vitro, evaluando la correlacién de
ambos microorganismos (patégenos-antagonista),
obteniendo la cepa con mayor grado de inhibicion,
tanto de forma estadistica como por la escala propu-
esta por Baker y Cook (1974) (Tabla 1), la cual fue
utilizada para evaluar las fuentes de in6culo (Panizo
et al., 2005; Gato, 2010; Guigoén, & Guerrero, 2010).

El porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial, se llevé a cabo mediante confrontaciones
duales entre los microorganismos (patégeno-anta-
gonista) en cajas Petri con medio de cultivo PpA y
con ayuda de un sacabocado; se tomaron discos de
10 mm de didmetro con micelio del antagonista (7.
asperellum) y los patogenos (F oxysporum, M. pha-
seolina y R. solani); se colocaron en los extremos de
la caja Petri a 6.0 cm de separacion uno del otro y los
discos con el micelio, se incubaron a 27 °C; se mi-
di6 el crecimiento durante 7 dias con un calibrador
Vernier digital (marca Truper). Los datos obtenidos
se transformaron en una escala de capacidad anta-
gobnica (Tabla 1).

Para ensayos in vitro, se utilizé la técnica modi-
ficada por Lopez et al. (2015). Se determin6 el por-
centaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR),
de acuerdo con la férmula rick = (R1 - R2) / R1 x
100 (Rhaim, 2014; Duarte, Lamz, & Martinez, 2017).

Produccion de inoculo

Para las cepas de Ma. phaseolina v R. solani, se uti-
lizaron frascos de cristal con tapa plastica, con 350
g de sorgo (Sorghum vulgare) quebrado estéril, en-
vueltos con papel aluminio (previamente se esterili-

zaron a 12 °C por 1 h). Posteriormente, se agrega-
ron 10 discos miceliales de 0.5 cm de didmetro del
aislado correspondiente; se incubaron a temperatu-
ra ambiente en completa oscuridad. Para el indculo
de E oxysporum, se agregaron discos miceliales con
6 dias de crecimiento; de igual manera, en frascos
de vidrio con 350 g de maiz (Zea mays) amarillo que-
brado estéril por 30 dias a temperatura ambiente
(Vazquez et al., 2009; Armando et al., 2017).

Bioensayo in planta

La evaluacion del biocontrol de T. asperellum y lom-
bricomposta sobre E oxysporum, M. phaseolina y R.
solani, se llevo a cabo bajo condiciones de inverna-
dero. Se sembraron de 5 a 8 semillas de tomate ver-
de, de la variedad Querétaro (91 % de germinacion),
en bolsas de polietileno de 1 kg de capacidad; una
vez germinadas las semillas, se dejaron 4 plantas
por maceta. Se aplicaron riegos a capacidad de cam-
po 4 veces por semana.

La confrontaciéon dual se realizé en plantas de
P ixocarpa, con 45 dias de crecimiento, establecien-
do 10 tratamientos (Tabla 2) mediante un disefio
experimental completamente al azar, con arreglo
factorial, con un total de 10 tratamientos con 4 re-
peticiones por tratamiento, dejando como control el
tratamiento 10 (testigo positivo). Resultando con un
total de 180 unidades experimentales por bioensa-
yo, de los cuales se utilizaron 50 kg de lombricom-
posta de ganado vacuno, al igual que de ganado
ovino, y el resto de suelo aluvion pasteurizado (80
kg) por bioensayo. El bioensayo tuvo una duracion
de 30 dias de crecimiento después de la inoculacion
de los patdgenos; el primer bioensayo se establecio
de diciembre de 2018 a febrero de 2019 y el segun-
do, de marzo a mayo de 2019, siguiendo la técnica
propuesta por Gonzalez, Maruri y Gonzalez (2005),
donde se evaluaron diversos sustratos de suelo me-
diante la inoculacion con T. asperellum y los patoge-
nos F oxysporum, M. phaseolina y R. solani.

Para inocular los patégenos (F. oxysporum, M.
phaseolina y R. solani), se utilizo la metodologia pro-
puesta por Johnson y Carl (1972) usando una espa-
tula estéril con la cual se removié la capa superficial
de suelo o sustrato que cubria las raices secunda-
rias de cada planta experimental y se mezclé con 5 g
del inéculo correspondiente preparado en sorgo (S.
vulgare) y maiz (Z. mays). Para el caso de E oxyspo-
rum esta mezcla sirvié para cubrir nuevamente las
raices; en el caso con 7. asperellum (técnica modifi-
cada para antagonista), se inoculé mediante el mé-
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todo de inyeccion de esporas en la rizosfera de las
plantas en el bioensayo. Cada unidad experimental,
se inoculd con 10 mL de una solucion conidial de T
asperellum a una concentracion de 1 x 10° esporas
mL'y con 10 mL de agua destilada, obteniendo un
conteo de 2089 a 2600 esporas mL? el cual fue ino-
culado 5 dias después de agregar el inéculo de los
patégenos. Se aplico a una profundidad de 2.0 cm,
a partir de los 8 dias después de la siembra (dds)
y se agrego6 una solucion de fertilizante comercial
triple 17 ultrasoluble en concentracion de 2 gL! por
unidad experimental en el tratamiento 7.

Se evalud la incidencia de la enfermedad (%)
(plantas marchitas o con muerte total) por trata-
miento cada 48 h durante 30 dias y se estimé me-
diante la formula /7 = K (ni / Ni)100 (metodologia
complementada por Magdaleno et al., 2006; Vaz-
quez et al., 2009; Pena et al., 2014). Para obtener la
longitud de la planta, se siguié la técnica empleada
por Pena et al. (1998) en la cual se utilizé una regla
metalica graduada en centimetros, donde se tomo
la medida desde la punta de la raiz hasta la copa de
la ultima rama apical; en el caso del peso fresco del
follaje y la raiz, se corto la planta en dos partes, a
partir de la base del tallo, y se pesé independien-
temente cada parte en una balanza analitica (zEN
236); para estimar el peso seco del follaje y la raiz,
se colocaron en bolsas de papel de 500 g y, poste-
riormente, se secaron en estufa a 70 °C durante 72
h; y, finalmente, se pesaron en una balanza analitica
(metodologia complementada por Magdaleno et al.,
2006). En cuanto a la severidad, se utilizé una escala
de dafio de la raiz (Tabla 3), de acuerdo con Abdel-
Fattah et al. (2010).

Tabla 3. Escala de dafio de la raiz, de acuerdo con Car-
ling et al. (1999)

Valor Parametro de sintomatologia

0 Sin dafos

1 Decoloracion menor de hipocdtilo

2 Decoloracion mas lesiones necréticas pequefias (<
1 mm de diametro) en el hipocdtilo

3 Decoloracion con lesiones necréticas grandes (= 1
mm de diametro) en el hipocétilo

4 Muerte de la planta

Fuente: Carlinng et al. (1999).

Andlisis estadistico

Los datos registrados fueron sometidos a un analisis
de varianza (Anova) no parameétrico, recurriendo a
la prueba Wilcoxon/Kruskal-Wallis (Rank sums) (p
< 0.005), por lo que se procedio a utilizar el soffware
estadistico InfoStat (software versién estudiantil,
2016). Para los bioensayos iz planta, se utilizo una
prueba paramétrica, de acuerdo con el disefio expe-
rimental empleado en dos modalidades, el cual in-
volucro los 10 tratamientos utilizando el método de
comparacion de medias de Tukey, con una probabi-
lidad de p < 0.05, empleando, para ello, el paquete
estadistico Statistical Analysis System (saAs) version
9.4.

RESULTADOS

Confrontacion in vitro. Todas las cepas aisladas
mostraron las clases 1y 2 (Tabla 1) de antagonis-
mo contra los patégenos, de acuerdo con la escala
de capacidad antagoénica propuesta por Bell, Well
y Markham (1982), estadisticamente identificadas
(Figura 1) entre los tratamientos; las cepas de am-
bos bioensayos in vitro presentaron menor creci-
miento en los aislados de F oxysporum y un aislado
de M. phaseolina (M-30) respecto al testigo.

Tabla 1. Escala de capacidad antagénica in vitro para
Trichoderma spp., de Baker y Cook (1972)

Grados en Caracteristicas del grado
la escala
1 Trichoderma spp. crece completamente
sobre la colonia del patdégeno y cubre la
superficie del medio de cultivo.
2 Trichoderma spp. crece, al menos, sobre las
dos terceras partes de la superficie del medio
de cultivo.
3 Trichoderma spp. y el patégeno cubren

aproximadamente la mitad de la superficie del
medio de cultivo.
4 El patdgeno crece, al menos, en las dos
terceras partes del medio de cultivo, limitando
el crecimiento de Trichoderma spp.
5 El patdgeno crece sobre la colonia de Tricho-
derma spp. ocupando toda la superficie del
medio de cultivo.

Fuente: Baker y Cook (1974).
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Figura 1. Porcentaje de inhibicidon de Trichoderma asperellum contra patégenos respecto al testigo
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Fuente: elaboracion propia, 2021.

Evaluacion en condiciones de invernadero.
Para llevar a cabo la evaluacién iz planta de control
biolégico de T. asperellum sobre E oxysporum, M.
phaseolina y R. solani con distintos sustratos, se
obtuvo una muestra representativa de ambas com-
postas para su analisis quimico con el objetivo de
utilizarlo como sustrato en la realizacion de bioen-
sayos con diversos sustratos de ambas compostas
(lombricomposta de ganado ovino y lombricompos-
ta de ganado vacuno).

Altura. Se observo una mayor altura de la plan-
ta (cm) en el tratamiento 8 (lombricomposta + suelo
+ Trichoderma) de 50 % respecto al testigo de 100 %;
seguido de los tratamientos que fueron inoculados
con T. asperellum (tratamientos 9, 4 y 5) (Tabla 2)
en comparaciéon con la menor altura de la planta en
relacion con el testigo que presento el tratamiento 7
(Figura 2). Se observa que no hay diferencias signi-
ficativas con Fusarium y Macrophomina respecto al
testigo, y con R. solani y mezcla de patégenos difie-
ren significativamente del testigo (Figura 3).

Tabla 2. Tratamientos a evaluar en el experimento in planta bajo condiciones de invernadero

Numero de
Tratamiento

Descripcion de tratamientos

Suelo aluvion + patégenos (F, My R)

—

Trichoderma asperellum + suelo aluvion + patdgenos

Lombricomposta de vacuno + patdégenos

Trichoderma asperellum + lombricomposta de ovino + patégenos

Trichoderma asperellum + lombricomposta de vacuno + patégenos

Lombricomposta de ovino + patégenos

Fertilizacion quimica con una solucion triple 17 ultrasoluble de 2 g L'+ patdgenos

Lombricomposta de ovino + suelo aluvién + Trichoderma asperellum + patégenos

© |00 N O[O |~ (W

Lombricomposta de vacuno + suelo aluvion + Trichoderma asperellum+ patdégenos

Testigo positivo

~
o

F = Fusarium oxysporum; M = Macrophomina phaseolina; R = Rhizoctonia solani

Fuente: elaboracion propia, 2021.
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Figura 2. Altura de la planta (cm) respecto a los diferentes sustratos
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Figura 3. Altura de la planta (cm) en relacion con los diferentes patégenos

N
o

Fuente: elaboracidn propia, 2021.

AB
C
’g‘ 30 C
® 20
S
.g Para ver esta pelit
<L 10 disponer de Quick
un descomp
0
Mezda de patégenos Rhizctonia solani  Fusarium oxysporum  Macrophomina Testigo

phaseolina
Patogenos

Incidencia. En los tratamientos inoculados con  tos 1 (suelo + patégenos) y 7 (suelo + fertilizacion
el antagonista (7. asperellum) mostraron menor  quimica) (Figura 4). Se pudo apreciar que se pre-
porcentaje de incidencia en cuanto a los sustratos,  sentaron diferencias significativas entre los trata-
desarrollandose mayor incidencia en los tratamien-  mientos en relacion con el testigo (Figura 5).

Figura 4. Incidencia en planta de tomate verde (Physalis ixocarpa) observada cada 48 h
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Figura 5. Incidencia en planta de tomate verde (Physalis ixocarpa) observada cada 48 h en relacion con los

patogenos
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Fuente: elaboracion propia, 2021.

Peso fresco de follaje. Los sustratos que favo-  que presentaron menor peso fresco fueron la mez-
recieron a tratamientos que mostraron mayor peso  cla de patégenos y R. solani respecto al testigo (Fi-
fresco de follaje son el 8, 9y 4 (Figura 6); mientras  gura 7).
que, en el caso de los patdogenos, los tratamientos

Figura 6. Peso fresco (g) de follaje respecto a los sustratos
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Fuente: elaboracion propia, 2021.
Figura 7. Peso fresco (g) de follaje en relacion con los patégenos
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Fuente: elaboracion propia, 2021.

Peso fresco de raiz. El tratamiento que mos-  los patdgenos, el tratamiento que presenté menor
tré6 mayor peso fresco de raiz fue el 9 en relacion  peso fresco fue la mezcla de patégenos respecto al
con el testigo (Figura 8); mientras que, en el casode  testigo (Figura 9).
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Figura 8. Peso fresco (g) de raiz respecto a los sustratos

3.5 A
— AB
B 3
825
bl ACD
[*]
= 15 a ver esta icula, debe
8 ° DC DC oner de : ime™ y de
3 1 un desc esor .
& I¥ D
o 03 J; j_
8 o0 - 1
-9
-0.5 'lll T2 T3 T7 T8 T9  TESTIGO
Sustratos
Fuente: elaboracidn propia, 2021.
Figura 9. Peso fresco (g) de raiz en relacion con los patégenos
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Fuente: elaboracion propia, 2021.

Severidad. Se observo que la severidad en el  que conlleva a los patégenos, de igual manera los
testigo fue menor a 1 con los tratamientos que fue-  valores se repitieron con valores menores a 1 en el
ron estadisticamente iguales o menores a 1 (trata-  caso del testigo, coincidiendo con el tratamiento de
mientos 8, 9, 4y 5) (Figura 10). Por otro lado, enlo  F oxysporum (Figura 11).

Figura 10. Escala de severidad expresada con valores de 0-4 respecto a los sustratos
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Fuente: elaboracion propia, 2021.
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Figura 11. Escala de severidad expresada con valores de 0-4 en relacion con los patégenos

Fuente: elaboracion propia, 2021.

DISCUSIONES

El grado de inhibiciéon observado en los aislados
de los patégenos recolectados en los municipios de
Guasave, Ahome y El Fuerte, tanto de F oxysporum
como M. phaseolina, fue entre 70 % y 82 %, ubican-
dose en los grados 1y 2 de la escala propuesta por
Bell et al. (1982), con un crecimiento micelial de 8.0
mm diarios, coincidiendo totalmente con lo descrito
por Guevara et al. (2016) en Rio Grande, Brasil, eva-
luando el alto grado de inhibicion de Trichoderma
realizado en confrontacion in vitro de 70 % frente a
FE oxysporum, asi como una alta eficiencia protectora
de plantas con 90 %, ejerciendo como biocontrola-
dor del mismo.

Estudios realizados en China y Taiwan reportan
un alto porcentaje de inhibiciéon del hongo del gé-
nero 1. asperellum, el cual ha presentado un rendi-
miento de 65 %, tanto iz vitro como iz planta de in-
hibicién contra patégenos de suelo, como Fusarium
verticillioides; asimismo, ha desarrollado el fortale-
cimiento de plantas, ademas de producir celulasas,
quitinasas, acido indolacético, proteasas y siderofo-
ros, afiadiendo significativamente el crecimiento de
absorcion de nutrientes, principalmente de fosforo,
potasio, magnesio y zinc (Tzu et al., 2018; Veenstra,
Suhail, & Murray, 2019). Lopez et al. (2015) repor-
taron la presencia de tres aislados (7. asperellum)
nativos como antagonistas de Phymatotrichopsis
omnivora, agente causal de la pudricion texana; en-
contraron una capacidad antagénica de entre 61.4
%y 90.1 %, con una tasa micelial diaria de 2.23 mm.
El grado de inhibiciéon observado en los aislados
de los patégenos recolectados en los municipios de
Guasave, Ahome y El Fuerte, tanto de F oxysporum
como M. phaseolina, mostraron un grado de inhibi-
cion de entre 70 % y 82 %, ubicandose en los grados
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1y 2 de la escala propuesta por Bell et al. (1982),
con un crecimiento micelial de 8.0 mm diarios. En
Colombia se han desarrollado estudios presenta-
dos por Cubillos, Paez y Mejia (2011), impactando
en 30 % de pérdidas de plantas de maracuya, que
son atacadas por un complejo de hongos de suelo
como consecuencia de la muerte de unidades pro-
ductivas, causadas por la enfermedad de secadera o
marchitez vascular. A su vez, en México también se
han presentado pérdidas hasta de 50 % en el cultivo
de P, ixocarpa, principalmente por E oxysporum, M.
phaseolina, R. solani, Pythium, Phytophthora, entre
otros (Apodaca et al., 2008), de los cuales P ixocar-
pa se ha visto afectado por un complejo de hongos
(especificamente E oxysporum), ocasionando ama-
rillamiento e, incluso, la muerte de la planta, lo que
disminuye drasticamente el rendimiento del cultivo
(Apodaca et al., 2008; Miranda et al., 2015; Lopez et
al., 2019), por lo que se propone el uso de sustra-
tos que contengan 7. asperellum mas suelo aluvion
y lombricomposta de ganado ovino, a diferencia de
los patégenos donde no se present6 un valor mayor,
tanto iz vitro como in planta (R. solani y mezcla de
patégenos), de acuerdo con los datos estadisticos.

CONCLUSIONES

En cultivos duales i vitro, se presentaron diferen-
cias estadisticas significativas entre tratamientos,
mostrando mayor inhibicion en todos los aislados
de E oxysporum y uno de M. phaseolina (M-30). La
mezcla de T. asperellum mas lombricomposta de ga-
nado ovino mas suelo aluvion, es una buena medida
de control bioldgico para el manejo del complejo de
hongos de suelo, por lo que se considera ser aplica-
do en un manejo integrado como mejor estrategia
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de control en el desarrollo de las primeras etapas fe-
noldgicas de la planta bajo condiciones controladas.
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