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RESUMEN

El uso de bacillus subtilis como control bioldégico es una herramienta utilizada en la
agricultura organica, para disminuir el dafio por microorganismos que causan
enfermedades en las plantas. Este género tiene diferentes cualidades de aportacion
a la agricultura como, promocion de crecimiento radicular e inhibicion de organismos
causantes de desordenes bioticos. EI damping off en tomate es una enfermedad de
gran importancia econémica y amplia difusion mundial. Se mencionan diferentes
patbgenos que estan asociados a esta sintomatologia entre los que incluye a
Fusarium sp, Rhizoctonia sp., Pythium sp. y Phytophthora sp. . El objetivo de este
trabajo fue determinar la efectividad biolégica de alubion X en la enfermedad
Damping off y dafio de bacteria en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.) los
parametros a evaluar fueron: incidencia, altura, grosor tallo, longitud de raiz, dafo
por bacteria. Con 5 tratamientos y 3 repeticiones, se realizaron aplicaciones al
sustrato y foliar, esta investigacion se llevé acabo en etapa de invernadero, utilizando
un disefio experimental completamente al azar el paquete estadistico utilizado fue el

SAS V 9.0, la comparacion de medias fue por tukey (p<0.05).

Esta investigacion se pudo demostrar que el uso de bacillus subtilis (Alubion X) con
una dosificacion de 15 ml por charola o bien 1.5 L/Ha aplicada al tratamiento 3 foliar

mostro diferencia significativa a favor, en la mayoria de los parametros evaluados.

Palabras clave: Control biolégico, damping off, bacillus subtilis, Solanum

licopersicum.



INTRODUCCION
El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una planta de la familia de las solanaceas

gue se cultiva a nivel mundial en condiciones de invernadero y a campo abierto. En
México existen alrededor de 20,000 ha, de tomate bajo agricultura protegida, de las
cuales aproximadamente 12,000 son de invernadero y 8,000 en malla sombra y
macro tanel. Es un cultivo que demanda mucha mano de obra, haciéndolo importante
para la generacion de empleos. El estado de Sinaloa ocupa el primer lugar en
produccion cultivandose principalmente en los valles de Culiacan y Guasave (Ponce,
2013).

En el aflo 2017 se sembraron a nivel nacional una superficie de 50,373 ha. La
produccion de tomate esta concentrada en cinco estados quienes producen el 58 %
del total nacional, reportandose en el 2017 a Sinaloa con el 29 %, Michoacan 12 %,
San Luis Potosi 6 %, Zacatecas 6 % Yy Jalisco 5 %; los estados con mayor superficie
sembrada son Sinaloa (14,610 ha), Michoacan (6,135 ha), Zacatecas (3,028 ha)
(Siap, 2017).

Las plagas mas comunes que atacan al cultivo de tomate son: la mosca blanca
(Bemisia tabaci), pulgdbn (Myzus persicae), trips (Frankiniella occidentalis), y el
minador de la hoja (Lyriomisa sativae) (SAGARPA, 2010). Las enfermedades mas
comunes son: la podredumbre gris (Botritys cinerea), tizon temprano (Alternaria
solani), cenicilla polvorienta (Oidiopsis taurica) y el tizon tardio (Phytophthora

infestans) (Gasteles et al., 2012).

En particular en la produccién de plantula en invernadero se presenta la enfermedad
de Damping off, la cual se asocia a los fitopatogenos Fusarium sp, Rhizoctonia sp.,
Pythium sp. y Phytophthora sp., los cuales producen una marchitez debido a la
pudricion en el sistema radicular. El control se hace por medio de los fungicidas
propamocarb y carbendazim, sin embargo, se ha observado bajos niveles de control
(DEAQ, 2008).

Una alternativa de manejo de la enfermedad Damping off lo constituye el control
bioldgico, investigaciones recientes muestran que Bacillus firmus, inhibe al patégeno,

promueve el crecimiento de la raiz y de la planta e induce la resistencia de las



plantas a los patdégenos (Lagunes et al., 2001). Castillo et al., (2015) identificaron a
B. subtilis, B. pumilus y B. atrophaeus, las cuales presentaron un efecto antagonista
in vitro sobre el crecimiento micelial de Rhizoctonia solani desde 40 a 67%. Lo
anterior muestra que B. subtillis asi como otras especies de este género son buenos
agentes de control biologico de fitopatdgenos asociados a enfermedades de raiz.
Tomando en cuenta la informacion anterior y buscando un manejo mas sustentable
en la produccion de plantulas de tomate, se planted el presente trabajo con el

siguiente:

Objetivo
Determinar la efectividad biologica de Bacillus subtilis en la enfermedad Damping off

y dafio de bacteria en plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.)

Justificacion
Durante mucho tiempo los fungicidas utilizados para el control de enfermedades han

llegado a causar graves dafos al medio ambiente y problema de salud al hombre.

Por esta razén se realiz6 esta investigacion para nuevas estrategias en control de

enfermedades para evitar la resistencia y contaminacion ambiental.

Hipotesis
Se espera que Alubion X disminuya hasta en un 50% la incidencia del Damping off y

dafio de bacteria en las plantulas de tomate (Solanum lycopersicum L.)



REVISION DE LITERATURA

Origen e Historia

El tomate es una planta nativa de américa tropical, cuyo origen se localiza en la
region de los Andes (Chile, Colombia, Bolivia y Perd,) donde se encuentran la mayor
variabilidad genética y abundancia de tipo silvestre, México esta considerado a nivel
mundial como el centro mas importante de domesticacion, siendo los Estados Unidos
de América donde este cultivo empezd a comercializarse hacia el afio de 1953
(Valdez, 1993).

Importancia del Cultivo de Tomate
El tomate (Solanum lycoperscum L.) es la hortaliza que ocupa una gran superficie y

de alto valor de produccion a nivel mundial y la mas cultivada en sistemas
hidroponicos e invernaderos. El area de cultivo de tomate se ha incrementado en

38% y la produccion e 42% en los ultimos 10 afios (Labate, 2007).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
indica que en México, las regiones productoras de tomate con mayor superficie
sembrada se localizan en los estados de Sinaloa, Baja California, San Luis Potosi,

Morelos, Michoacan, Nayarit, Sonora, Puebla y Jalisco.

La produccién y el consumo mundial de tomate rojo, asi como el consumo promedio
per capita, registran tendencia al alza durante la década reciente. En México, la
produccién de tomate rojo crecié a una tasa promedio anual de 4.8 por ciento entre
2006 y 2016, para ubicarse en un maximo histérico de 3.3 millones de toneladas.
Durante ese periodo, la superficie total destinada a este cultivo disminuyd a una tasa
promedio anual de 2.5 por ciento. En el cultivo a campo abierto la superficie
sembrada se redujo a una tasa promedio anual de 5.6 por ciento entre 2006 y 2016,
al pasar de 65,431 a 36,855 hectareas. Por el contrario, la superficie establecida con
agricultura protegida (malla sombra e invernadero) pasé de 1,078 a 15,006 hectareas
en el periodo mencionado, es decir, crecié a una tasa promedio anual de 30.1 por
ciento. Asi, el volumen de tomate rojo obtenido con el uso de estas Ultimas
tecnologias paso del 6.5 por ciento del total en 2006 a 32.2 por ciento en 2010, y
hasta 60.7 por ciento del volumen total en 2016. Los rendimientos varian en funcion

de las tecnologias empleadas, desde el cultivo a campo abierto, hasta la produccion
4



en invernaderos altamente tecnificados con sistemas automatizados de riego,
nutricion y control fitosanitario. Durante la udltima década, el valor de las
exportaciones mexicanas crecié a una tasa promedio anual de 5.5 por ciento,
mientras que el volumen lo hizo a una tasa promedio anual de 4.5 por ciento, para
ubicarse en un maximo histérico de 1.6 millones de toneladas. El volumen exportado
fue equivalente al 48.0 por ciento de la produccion nacional de esta hortaliza en
2016, y el 99.7 por ciento de las ventas de tomate mexicano se destin6 a Estados
Unidos. En ese afio, México abastecié el 90.7 por ciento de las compras
estadounidenses de tomate rojo. Los precios del tomate rojo en el mercado nacional
difieren de acuerdo con el tipo de producto (cultivado a campo abierto o en
invernadero, organico, etc.) y de la variedad (saladette, bola y cherry), principalmente

(sagarpa 2017).

Ademas de su importancia econdmica recientemente el consumo de tomate ha
mostrado ser benéfico para la salud, debido a su contenido de fotoquimicos como el
licopeno y el B-caroteno, flavonoides, vitaminas C y muchos nutrientes esenciales
(Beuther, 2001).

El consumo de los alimentos que les contengan reducen los riesgos de contraer

cancer (Kaur y Kapoor,2001).

Se ha demostrado que los alcaloides causantes de la toxicidad es la tomatina, que se
encuentra principalmente en las hojas y en los frutos verdes, pero este se degrada al
madura. Superada esta primera fase, su cultivo y su consumo ha alcanzado que
dificilmente pueda encontrarse oro producto agricola que sea consumido en tales

cantidades como el tomate. (Rodriguez et al., 2001).

Produccion de plantula en invernadero

Los invernaderos son barreras fiscas entre el cultivo y el medio ambiente que
permiten la creacion de un microclima especifico; la proteccion de las plantas contra
factores climaticos adversos como: lluvia, viento, plagas y enfermedades. Permite un
mejor manejo del cultivo, creando condiciones favorables mediante la aplicacion de

5



tecnologias como la calefaccién, sistemas de enfriamiento y emisiones de CO2 y un
uso mas efectivo de agroquimicos y agentes bioldgicos. A diferencia del cultivo a
campo abierto, donde el productor se preocupa basicamente por mejorar las
condiciones de nutricion de la planta a nivel del suelo, el manejo en ambientes
protegidos permite aprovechar el potencial genético de la planta cuidando no solo de
la raiz, sino la parte aérea, con el fin de alcanzar una mayor rentabilidad econémica.
La mejor forma de controlar las enfermedades de las plantulas es a través de
medidas sanitarias preventivas y un adecuado manejo de las condiciones
ambientales dentro del invernadero. Las practicas mas recomendadas para prevenir
enfermedades son: Controlar las malezas dentro y en los alrededores del
invernadero, desinfectar las bandejas de siembra cuando éstas son reutilizadas,
ventilar el invernadero promoviendo la circulacion de aire alrededor de las plantulas,

buen manejo del riego y utilizar sustrato de buena calidad (GLOBAL GAP 2007).

Enfermedades del tomate
Las plantas de tomate se ven afectadas por varias enfermedades causadas por virus,

bacterias, hongos y fitoplasmas, las cuales se presentan con mayor facilidad en los
cultivos con alta densidad de plantas, falta de control de vectores, y fitopatdégenos,
asi como riegos y fertilizaciones deficientes, entre otros aspectos del manejo del
cultivo (Agrios, 2005).

Enfermedades por virus
Los principales virus que se presentan en el cultivo son: Virus del Bronceado del

Tomate (TSWYV), Virus del Mosaico del Pepino (CMV), Virus Y de la Patata (PVY),
Virus del Rizado Amarillo del Tomate (TYLV), Virus del Mosaico del Tomate, Virus
del Enanismo Ramificado del Tomate (TBSV). ). Los cuales se trasmite de forma
natural por insectos del orden Thysanoptera (suborden Terebrantia; familia
Thripidae), comunmente conocidos como trips, pero no por semilla. Existen mas de
5.000 especies de trips pero solo se han encontrado nueve especies como vectores
de este virus: Frankliniella bispinosa, F. fusca, F. intonsa, F. occidentalis, F. schultzei,

F. cephalica, Scirtothrips dorsalis, Thrips setosus, y T. tabaci, siendo la especie F.



occidentalis la mas eficaz por su polifagia, su amplia distribucion geografica y su alta

eficiencia en la transmision con respecto a las otras especies (Pappu et al. 2009).

Enfermedades bacterianas

Las bacterias son microorganismos procariotes (sin nucleo bien organizado) mas
pequefios que los hongos, son unicelulares, sin clorofila y las que
causan enfermedades en las plantas no forman endosporas. El principal tipo
de reproduccion de las bacterias patdgenas de plantas es por simple division celular
(fisiobn binaria). Ellas no pueden penetrar la planta directamente, pero se valen de
heridas o aberturas naturales (estomas, lenticelos e hidatodos) para penetrar al

hospedante potencial.

Las bacterias provocan algunas de las enfermedades mas fuertes del tomates de
Sinaloa y se conocen cinco géneros: Clavibacter (Corynebacterium),Xanthomonas,

Pseudomonas (Ralstonia), Erwinia y Agrobacterium

Cancro bacteriano. La bacteria que provoca esta enfermedad bacteriana en el
tomate es Clavibacter michiganensis. Se considera una de las enfermedades mas
importantes en cultivo en invernadero. Provoca marchitamiento, comenzando por las
hojas de forma asimétrica. Si la planta cuenta con frutos inmaduros estos se
desprenderan y la planta adquirira un aspecto de quemaduras. Los tallos presentan
estrias en las zonas donde se insertan las hojas. En el interior del tallo se puede
observar la presencia de lineas con una coloracién que va de blanquecina amarilla a
marrén, la infeccion podria llegar hasta la medula. Pueden aparecer
manchas cancrosas y ampollas en tallos y hojas; y que el fruto presente manchas
con el centro oscuro y rodeados de halos blancos y opacos.

Mancha bacteriana. Son dos las bacterias responsables de
esta enfermedad: Xanthomonas axonopodisy X. vesicatoria. Es considerada
como enfermedad importante para este cultivo ya que provoca lesiones en la parte
superficial del fruto ocasionando que este adquiera mal aspecto. Las caracteristicas

de las lesiones dependen del estado de desarrollo del fruto; cuando el fruto
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del tomate es inmaduro las manchas tienen un aspecto lignificado, tomando una
apariencia de costras rodeadas de halos, mientras que en frutos maduros las
manchas se presentan de la misma forma pero no presentan halo. Esta bacteria se

desplaza por viento y agua.

Peca bacteriana. El causante de esta enfermedad es Pseudomonas syringae, ataca
foliarmente provocando manchas con una coloracion verde o castafia y una linea
amarilla que la rodea. Las zonas que presentan mas lesiones son los bordes y el
apice, si la infeccién avanza toda la hoja adquiere una coloracion amarillenta hasta
que cae y el fruto queda expuesto al sol. Los frutos también llegan a presentar
manchas de forma circular de color castafio en ocasiones delimitadas por un halo
verde oscuro. Estas manchastoman un aspecto de costra, que no afecta la
epidermis del fruto como en otros casos, en realidad la epidermis del fruto no llega a
romperse, pero le proporciona un mal aspecto disminuyendo su calidad para el
comercio. La bacteria utiliza como medios de dispersién: el aire, agua y la ropa o

herramientas (y manos) que utilizan los trabajadores.

Necrosis de la medula o tallo hueco. Esta infeccién es responsabilidad
de Pseudomonas corrugata, P. mediterraneay P. viridiflava. Las lesiones se
observan en tallo, presentando manchas y posteriormente grietas a lo que la planta
responde con la formacion de raices adventicias. En el interior del tallo se observa
una coloraciones parda y formando huecos en su interior. Las hojas toman una
coloracion amarillenta y un aspecto marchito. EI medio de dispersion es el agua de

riego y los operadores que se encuentren realizando actividades en el cultivo.

Marchitamiento bacteriano. El responsable de esta enfermedad es Ralstonia
solanacearum, provocando el subito marchitamiento de la planta. En el interior del
talo se puede observar que el xilema adquirid6 una coloracién oscura. Solo cuando
la enfermedad se encuentra en un estado muy avanzado se observan manchas que
se manifiestan externamente como lesiones oscuras. Utiliza como medio de

dispersion el agua de riego y el contacto mecéanico de los operarios.
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Podredumbre blanda del tallo. El patégeno responsable de esta enfermedad
es Pectobacterium carotovorum, los sintomas se perciben en el tallo, presentando
manchas de coloracion verde oscuro presentando una consistencia viscosa. Si las
manchas se presentan cerca de racimos florales son afectados completamente.
Pude provocar el repentino marchitamiento y muerte de la planta. El fruto es
infectado si presenta lesiones provocadas por los trabajadores o insectos, este
adquiere un aspecto hendido, con una coloracibn oscura y textura acuosa.
Provocando su deformacion convirtiéndolo en una masa viscosa y finalmente se cae
(Sosa Mirta 2013).

Enfermedades por hongos

Oidio (Leveillula taurica o Erysiphe spp.). Ataca las hojas, presentando manchas
blancas en el haz, conforme la infeccion avanza las manchas crecen reduciendo el
area fotosintética, provocando la exposicion de los frutos a los rayos del sol. Puede
manifestarse en condiciones de humedad o sequedad. Se desplaza por medio del

viento o0 agua. Puede ser tratado quimicamente con azufre.

Moho de las hojas (Cladosporium fulvum). La sintomatologia es similar a oidio, con
la diferencia que esta enfermedad presenta manchas de color amarillo y pude afectar

varias zonas de la planta.

Fusariosis (Fusarium oxysporum). Esta enfermedad ataca a los peciolos
provocando que caigan y que algunas hojas adquieran una coloracion amarillenta,

logrando secar la planta.

Tizon temprano (Alternaria dauci). En las hojas aparecen manchas con anillos
conceéntricos, de coloracion parda. Si las manchas se extienden logran que la hoja
termine desprendiéndose. Las manchas en tallo y peciolo son obscuras. El fruto

infectado presenta manchas céncavas y necréticas (Sosa Mirta 2013).

Damping-off. Esta enfermedad es producida por varios géneros de hongos

habitantes del suelo tales como Phytophthora spp., Rhizoctonia spp., y Pythium spp.
Y
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El ataque de estos hongos puede ocurrir en cualquier etapa de la germinaciéon de la
semilla o etapas tempranas del desarrollo de la planta. Los sintomas son pudricién y
muerte de las plantulas antes de emerger del suelo. Los tallos de las plantulas
después de emerger presentan lesiones necréticas, hundidas y de apariencia acuosa
a nivel del suelo; y pudricién de las raices. Cuando el ataque en las raices no es
severo las plantas pueden quedarse enanas. Los hongos que causan el dafio son
habitantes del suelo y sobreviven en residuos de cosecha, los cuales se diseminan
por semilla, suelo infectado, por las gotas de la lluvia al salpicar, escorrentias de
agua de lluvia, las herramientas y los trabajadores. La enfermedad se favorece por
condiciones de alta humedad en el suelo, temperaturas moderadas, pobre aireacion,
alta densidad de plantulas y suelos de poco drenaje. El Manejo de la enfermedad
comienza al hacer un tratamiento fisico con una cubierto de plastico sobre el banco
para aumentar la temperatura, utilizar semilla certificada y un correcto
establecimiento en bancos para evitar la acumulacion de agua después de cada
riego. De ser necesario se deberan hacer aplicaciones de fungicidas registrados para

las especies de hongos asociados a la enfermedad.

Phythium sp.
Ledn (2007) indica que Phythium irregulare forma un micelio blanco, filamentoso,

profusamente ramificado y de rapido crecimiento. ElI micelio produce esporangios
terminales o que pueden ser de forma esférica, flamentosa o de cualquier otra. Los
esporangios germinan directamente y producen de uno a varios tubos germinales, o
bien forman una hifa corta en el extremo de la cual se forma una vesicula. El
protoplasma se difunde desde el esporangio hacia la vesicula y ahi forma mas de
cien zoosporas. Cuando las zoosporas son liberadas, nadan en el agua durante unos
cuantos minutos, entran en reposo, se enquistan al envolverse en una cubierta
protectora y germinan al producir un tubo germinal. Por lo comun, el tubo germinal

penetra en los tejidos del hospedante y produce una nueva infeccién.

Rhizoctonia solani
Agrios (2005), indica que una vez que las plantulas han emergido, el hongo ataca su

tallo y lo hace blando e incapaz de sostener a la plantula, la cual se desploma y
muere. Las plantulas maduras también son atacadas por el hongo, pero en ellas este
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altimo se limita a invadir sus tejidos corticales en los que produce lesiones grandes y
de color que va de canela a café rojizo. La longitud y anchura de dichas lesiones
aumenta hasta que finalmente rodean al tallo y la planta puede morir o, como ocurre
con frecuencia en las cruciferas, antes de que la planta muera, el tallo se ennegrece,
se dobla o retuerce pero no se rompe, dandole a la enfermedad el nombre de tallo de

alambre

Fusarium oxysporum
Ledn (2007), indica que en heridas realizadas por la mala ejecucién de algunas

labores culturales como aporques o cosechas. F. oxysporum una vez 14 dentro del
tejido vegetal, coloniza los haces vasculares y avanza a través de ellos hacia la
corona. En el interior del tejido xilematico se produce una serie de alteraciones como
taponamiento y necrosis de los vasos conductores. En algunos casos las
microconidias de F. oxysporum pueden viajar por el agua en los haces vasculares y
llegar a flores y semillas produciéndose la transmision de la enfermedad a través de

la semilla botanica.

Sighos y sintomas

Segun Agrios (1995), indica que es el hongo del ahogamiento, varian con la edad y
etapa de desarrollo de la planta afectada. Cuando las semillas de plantas
susceptibles se siembran en suelos infestados y son atacadas por el hongo, se
ablandan, empardecen, contraen y finalmente se desintegran. Es sumamente dificil
observar las infecciones de las semillas que se producen en el suelo, y los Unicos
sintomas de la enfermedad consisten en una baja poblacion de plantulas. Sin
embargo, esta baja poblacidén es también el resultado de las infecciones que produce
el hongo del ahogamiento sobre las plantulas después de que las semillas han
germinado, pero antes de que la plantula haya emergido del suelo.

Los sintomas de la desaparicion pueden observarse desde la siembra hasta la

cuarta a sexta semana después de la siembra (Horst 2013 ).
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Sintomas de preemergencia

Ocurren cuando las semillas se descomponen antes de la emergencia. Esto puede
ocurrir antes de la germinacion de la semilla, o cuando las semillas en germinacion
son destruidas por tensiones bidticas mientras los tejidos del brote aun estan bajo
tierra, (Crous 2002 ; Horst 2013 ).

Con la progresion de la enfermedad, estas lesiones pueden oscurecerse a marron
rojizo, marrén o negro. La expansion de las lesiones rapidamente rodea los tallos
tiernos y tiernos. Las plantulas pueden marchitarse y morir pronto antes de la
emergencia (Cram, 2003 ; Landis, 2013).

Sintomas post-emergencia
Los sintomas de desgaste posterior a la emergencia ocurren cuando las plantulas

se descomponen, marchitan y mueren después de la emergencia (Boyce 1961 ;
Horst 2013). En la mayoria de los casos, todos los sintomas provocan el colapso y
la muerte de al menos algunas plantulas en cualquier poblacién de plantulas
determinada. En el caso del patdgeno transmitido por el suelo, puede haber la
muerte de las plantulas en grupos en parches aproximadamente circulares y las
plantulas pueden tener lesiones en el tallo a nivel del suelo. Los tallos de las
plantulas pueden volverse delgados y duros (comunmente conocidos como "tallo de
alambre™), lo que a menudo conduce a una reduccién del vigor de las
plantulas. Estos sintomas también pueden acompafiarse de manchas en las hojas y
puede ocurrir una podredumbre radical completa. En general, los sintomas en el
tallo de las plantulas incluyen lesiones hundidas y hundidas en el agua o
ligeramente por debajo del nivel del suelo y en algdn momento también debajo de
la linea de tierra (es decir, en las raices), causando que la planta se caiga. Las
plantas sobrevivientes se atrofian y las areas afectadas a menudo muestran un

crecimiento desigual, (Wright 1944 ; Peterson 1975).
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Métodos de Control en tomate

Control quimico

Mientras que las tacticas alternativas para el control quimico son la prioridad para
que IPM administre las enfermedades que se desprenden, estas medidas
disponibles en el mercado no siempre son efectivas en el control de las
enfermedades que se desprenden o su efectividad es variable. Por lo tanto, tal vez
sea necesario un uso juicioso de los fungicidas para combinarse con otras tacticas

de MIP, especialmente cuando ya se ha producido la infeccion (Harman 2000).

Entre los fungicidas mas frecuentemente utilizados, se encuentran etridiazol y
metalaxil, activos contra Phytopthora y Pythium spp .; benomil y tiofanato de metilo,
activo contra Fusarium y Rhizoctonia spp.; mancozeb y maneb, activo
contra Fusarium sp. y Phythiums pp. y captan, activo contra los agentes patdégenos
comunes. Una rapida disminucién de la disponibilidad de muchos fungicidas
disponibles en el mercado limita aun mas el acceso a los tratamientos quimicos en

muchos paises, especialmente en la Union Europea (Lamichhane et al., 2016 ).

Control biolégico

Debido a sus efectos adversos sobre la salud humana y el medio ambiente, el uso
de plaguicidas convencionales, incluidos los fungicidas, ha sido objeto de un
creciente escrutinio publico en muchos paises, especialmente en la Union Europea
(Bourguet y Guillemaud 2016 ; Lamichhane et al., 2016 ). Ademas, aumentar los
informes de desarrollo de resistencia a pesticidas se ha convertido en un problema,
aumentando asi los riesgos de fracaso del manejo de plagas con posibles
amenazas de pérdidas econémicas para los agricultores (Onstad, 2013; Bourguet y
Guillemaud, 2016 ; Lamichhane et al., 2016 ). Los fungicidas quimicos también
pueden causar fitotoxicidad en cultivos y plantas de follaje, lo cual es otro
inconveniente de su uso (Dias, 2012). La aplicacion de agentes/formulaciones de
biocontrol es un sustituto importante de los fungicidas convencionales, con menores
impactos negativos. A menudo, el control biolégico se practica ampliamente como
una estrategia de manejo de enfermedades alternativa a los fungicidas

convencionales, especialmente cuando estos ultimos no son efectivos o causan
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problemas secundarios tales como la fitotoxicidad de las semillas de los fungicidas
(Burns y Benson 2000 ).

Existen docenas de productos de control biolégico para controlar el desove en todo
el mundo y la mayoria de ellos se basan en hongos antagonistas
(Trichoderma spp. y Gliocladium spp.) y bacterias
(Pseudomonasspp. y Bacillus spp.). Sin embargo, no todos estan registrados y
comercializados como agentes de control biolégico ni se usan como promotores del
crecimiento de las plantas, fortalecedores de plantas (o bioestimulantes) o

acondicionadores del suelo (Paulitz y Bélanger 2001 ).

Orius (2009) indica que Tricho-D WP a base de Trichoderma harzianum es un agente
biolégico que actua en el suelo como biofungicida preventivo y como bio-regulador
antagonista de los principales fitopatdgenos que enferman los cultivos agricolas

desde el suelo.

Segun Echalar (2007), considera que el control de Damping off podria ser con el uso
de Trichoderma sp. que constituye en el fungicida biolégico mas estudiado y
empleado en la agricultura. Es un género de hongos que viven libremente en la tierra
y ecosistemas de la raiz. Sus propiedades antagonicas se basan en la activacion de
mecanismos muy diversos. Uno de los principales agentes de control biolégico
utilizados son las bacterias promotoras de crecimiento vegetal del género Bacillus

subtilis, a continuacion se presenta una descripcion del género.

Bacillus subtilis
Historicamente, B. subtilis era un término dado a todos los bacilos aerdbicos que

forman endosporas, este organismo fue una de las primeras bacterias estudiadas, y
fue nombrado Vibrio subtilis en 1835 y renombrado Bacillus subtilis en el aifio 1872.
Fue descubierta accidentalmente por soldados alemanes durante la segunda guerra
mundial, debido al gran nimero de muertes en soldados por disenteria, tras estudios

se descubri6é esta bacteria en estiércol de camello.

Es una Gram-positiva aerébica, una caracteristica que ha atraido un gran interés en

B. subtilis es su capacidad de diferenciarse y formar endosporas. Sus esporas son
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resistentes a factores ambientales como el calor, el acido y la sal, y que pueden
persistir en el ambiente por largos periodos de tiempo; antes de la decision de
producir la espora de la bacteria podria llegar a ser moviles, a través de la
produccion de flagelos y también tener el ADN del medioambiente mediante el
sistema de competencia. Las células bacterianas de este género tienen un amplio
tamafio que varia 0,5 a 2,5 um x 1,2- 10um. este género se encuentra comunmente
en suelos y plantas donde tienen un papel importante en el ciclo del carbon y en
nitrogeno. Son habitantes comunes de aguas frescas y estancadas, son

particularmente activos en sedimentos (Koneman, 2001).

Comunmente su habitat la encontramos en el suelo, y la descomposicion de residuos
vegetales, produce una variedad de proteasas y otras enzimas que le permiten

degradar una variedad de sustratos naturales y contribuir a los ciclos de nutrientes.
Clasificacion taxondmica segun Jansen (2004).
Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus
Especie: subtilis

El uso intensivo e indiscriminado de agroquimicos ha provocado dafios considerables
al medio ambiente y fundamentalmente a los organismos que habitan los suelos,
disminuyendo en forma considerable su fertilidad. Entre los efectos negativos que ha
generado el uso de estos compuestos se encuentran: Residuos contaminantes en el
medio ambiente, productos de consumo doméstico, con efectos sobre las
generaciones futuras, resistencia de hongos, manifestandose en la inefectividad de

los productos quimicos. También se reporta contaminacion de rios y aguas
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subterraneas y sus consecuencias negativas en la fauna piscicola, avicola y en la
salud humana, erosion de suelos que tiende a la desertificacion. Estos efectos hacen
gue cada dia se incrementen mas las regulaciones y las restricciones en el uso de un
gran numero de plaguicidas agroquimicos por lo que buscar nuevas alternativas es
tarea primordial de los investigadores. Una de éstas es el uso de microorganismos
benéficos en el control de patdégenos en cultivos de importancia econémica (Pérez,
2004).

Estos microorganismos se han estudiado desde hace muchos afios con fine
industriales y agricolas (Nelson, 2004). Se han mostrado las potencialidades de las
especies del genero Bacillus para la producciéon de antibidticos, enzimas, la

solubilizacion de fosfatos y la fijacion biolégica de nitrégeno (Chen, et al., 2006).

Patologia
Se considera un organismo benigno, ya que no poseen rasgos que causan

enfermedades. No se considera patdgeno o toxico para los seres humanos, animales
o plantas. El riesgo potencial asociado con el uso de esta bacteria en las
instalaciones de fermentacion es bajo. Produce una toxina extracelular conocido
como subtilisina. Aunque subtilisina tiene propiedades toxigenas muy baja, este
compuesto proteinico es capaz de causar reacciones alérgicas en individuos que

estan expuestos repetidamente a la misma (Castro, 2010).

Es antagdnica hacia muchos hongos patdégenos de plantas. Este antagonismo se
puede lograr de varias maneras incluyendo la competencia de nutrientes, la
exclusién de sitios, la colonizacion, y el acoplamiento de las bacterias al hongo
patogeno. En la busqueda del patégeno de alternativas mas efectivas, la atencion se
ha dirigido a las propiedades controladoras observadas en Bacillus presenta el mayor
namero de especies conocidas con propiedades insecticidas, entre las que destaca

B. thuringiensis (Donoso, 2006)
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MATERIALES Y METODOS
Localizacion del experimento.

El presente trabajo se estableci6 en las instalaciones del Rancho el Siete, ubicado en
el Ejido Cerro Colorado, municipio de Parras de la Fuente, Coahuila de Zaragoza,
México. Para el establecimiento de la plantula de tomate (Solanum Lycopersicum L.)
de la variedad Rio Grande, las actividades efectuadas fueron establecidas en

condiciones de invernadero (etapa de campo).
Establecimiento del experimento.

La siembra de plantas de tomate se realiz6 en charolas de 200 cavidades, las cuales
se llenaron con sustrato certificado libre de patégeno, El dia 27 de septiembre de
2017 se realizé la siembra con 5 tratamientos y 3 repeticiones cada uno.

Pasos de siembra
1.- Se pesé la cantidad de sustrato requerido para los tratamientos,

2.- mezcla de la suspension con el sustrato,

3.- llenado de charolas con el sustrato preparado,
4.- compactacion de sustrato con el rodillo,

5.- siembra en charolas

Se realiz6 la primera aplicacion al sustrato de los tratamientos 2 y 5, los tratamientos

se muestran en la tabla 1.
Se realizaron aplicaciones foliares a los tratamientos 3 y 4 tabla 1.

Establecimiento del experimento
Para llevar a cabo este experimento se realizaron 5 tratamientos.
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Tabla 1: Tratamientos usados en el experimento, Rancho, El Siete. Parras,

Coah.2018

Tratamientos

Descripcién

Dosis por Ha.

Dosis por

tratamiento

T1 Testigo absoluto 0

T2 (Alubion x) 1.5 L/Ha 15 ml sustrato (A)
T3 (Alubion x) 1.5 L/Ha 15 ml foliar (B)
T4 (Alubion x) 0.5 L/Ha 5 ml foliar (BCD)
T5 (B.subtilis comercial) | 4 L/Ha 40 ml sustrato (A)

(A): Primera aplicaciéon al sustrato (B): Segunda aplicacién foliar (C): Tercera

aplicacion foliar (D): Cuarta aplicacion foliar

En el Cuadro 2 se muestran las tres fechas de aplicacién foliar del tratamiento 4.

Tabla 2: Intervalos de Aplicacion de Alubién-X en el tratamiento 4.

Tratamientos Aplicacién Fechas

T1 0 27/09/17 0)

T2 sustrato 27/09/17 (A)

T3 Foliar 07/10/17 (B)

T4 Foliar 07/10/17 (BCD)
14/10/17
22/10/17

T5 sustrato 27/09/17 (A)

Los parametros a evaluar fueron: incidencia, altura, grosor tallo, longitud de raiz.

Andlisis estadistico. Se realizé una prueba de normalidad, analisis de varianza

(ANVA) y una comparacion de medias segun tukey (p<0.05) en el programa

estadistico R.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultado Incidencia

El tratamiento 3 (Alubion X 15 ml) presento el menor porcentaje de incidencia del
Damping off, mostrando porcentajes del 0.19 al 1.7 %, ademas el tratamiento 4
(Alubion X 5 ml) tiene altos niveles de control con el 5.14 al 34.47 %. Se observa que
el testigo obtuvo altos porcentajes de incidencia, lo anterior muestra que el efecto de
alubion X con las dosis (15 ml foliar B) y (5 ml foliar BCD) bajo la incidencia de la
enfermedad (cuadro 3). Se ha observado que diferentes especies de bacillus tienen
efecto sobre los hongos fitopatogenos que causan dafio al sistema radicular como
los observados por Mejia et al., 2016, quienes observaron que las bacterias de este
género reducian el crecimiento micelial de fusarium equiseti y fusarium solani de un
21.28y 71.70 %.

Tabla 3: Valores de promedios de incidencia con 5 tratamientos en 4 fechas de
evaluacion.

Tratamientos 07/10/17  14/10/17  22/10/17 28/10/17

T1 3.91 ab 23.61b 44.48 b 54.64 c
T2 1.82 ab 23.37 b 37.98 b 48.10 bc
T3 0.19 a 137 a 133 a 1.70 a
T4 5.14 c 25.23 b 3131 b 3447 b
T5 479 c 29.89 b 42.43 b 45.00 bc
CvV: 44.44 33.91 29.27 19.63
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Incidencia de Damping off

m 07/10/17
m 14/10/17
m 22/10/17
| 28/10/2017

Figura 1: comparacién de medias de incidencia en plantulas de tomate en diferentes
fechas de evaluacion.

Figura 2: comparacion de incidencia en tres tratamientos altamente significativos.

T1 (testigo absoluto) T3 (alubion X 15 ml) T5 (B.subtilis comercial 40

ml)

Resultados de los parametros altura, grosor y longitud
El tratamiento 3 (Alubion X 15 ml) fue el Unico tratamiento que mejor resultados

obtuvo en altura obteniendo la altura de 16.67 cm. Investigaciones resientes muestra
qgue B. subtilis, no solamente inhibe al patégeno, sino que, ademas, promueve el
crecimiento de la raiz y la planta, e incrementa el contenido el contenido de lipidos,
triglicéridos y esterol en las hojas del tomate. Del mismo modo se ha utilizado en el
tratamiento de semillas de cereales, algodén y maiz. En general B. subtilis es
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utiizado como un organismo antagonista en aplicaciones agronomicas (Filipon,
2002).

Tabla 4: valores promedios de 3 parametros altura, grosor y longitud de tallo con 5
tratamientos y una evaluacion.

tratamientos Altura Grosor Long.r
T1 1267 b |3.70a 8.16 a
T2 983 b |3.07a 8 a
T3 16.67a |3.26a 9 a
T4

115 b |338a 76 a
T5 12.33b |3.21a 7.16 a
cv 8.93 9.88 10.82a

Figura 3: comparacion de medias de los parametros altura, grosor, longitud de raiz.
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Resultado de dafio por bacteria
En comparacion de los tratamientos evaluados para dafios de bacteria

o N B O 0

(pseudomonas) en porcentaje se obtuvo resultados muy significativos para el
tratamiento B. subtilis (T4) el cual fue el Unico que estuvo libre de dafio de bacteria
(tabla 5). En esta tendencia ha sido muy critica el manejo de enfermedades

bacterianas dada la aparicion de sistematica de resistencia. La atencion se ha
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dirigido a las propiedades controladoras observadas en Bacillus subtilis. Cabe
sefalar, que el género Bacillus presenta el mayor nimero de especies conocidas con
propiedades insecticidas, entre las que destaca B. thuringiensis (Donoso et al.,
2006).

Tabla 5: valores promedios de dafio de bacteria con 5 tratamientos y una evaluacion.

Tratamientos Dafio de bacteria
T1 0.13 b

T2 043 a

T3 0.013 b

T4 0 b

T5 0.016 b

Cv 58.01

Dano de bacteria

0,5
0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

0,1 -
0,05 -
0 - — -

T1 T2 T3 T4 T5

B Dafo de bacteria

Figura 4: comparacion de medias del dafio de bacteria (pseudomonas) en plantulas
de tomate.
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CONCLUSIONES

El uso de Alubion-X tratamiento 3 a dosis de 15 ml foliar por charola arrojo

resultados positivos para control de enfermedades de suelo y bacterias.

Con la aplicacion de tratamiento 3 con 15 ml de Alubion-X se obtuvo la mejor

promocién de crecimiento en plantas de tomate.
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APENDICE
Procedimiento ANOVA 07/10/2017

Variable dependiente: incidencia

Origen DF | Suma de cuadrados | Cuadrado de la media | Valor F|Pr > F
Modelo 4 |52.74371778 13.18592945 6.55 0.0074
Error 10 {20.11863448 2.01186345
Total corregido | 14 | 72.86235226
R-cuadrado | Var Coef. | Raiz MSE | Media de inc
0.723882 |44.44329|1.418402 |3.191487
Grupos Tratamientos medias
Cc bs4 5.147
Cc sb5 4.799
ab tstl 3.917
ab bs2 1.9
a bs3 0.1949
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Procedimiento ANOVA 14/10/2017

Variable dependiente: incidencia

Source DF | Sum of Squares | Mean Square | F Value |Pr > F
Model 4 11482.432628 370.608157 |7.52 0.0046
Error 10 [492.798492 49.279849

Corrected Total | 14 [1975.231119

R-Square | Coeff Var | Root MSE | inc Mean

0.750511 | 33.91297 | 7.019961 |20.69993

Grupos Tratamientos medias
b sb5 29.9

b bs4 25.23
b tstl 23.62
b bs2 23.37

a bs3 1.378
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Procedimiento ANOVA 22/10/2017

Variable dependiente: incidencia

Source DF | Sum of Squares | Mean Square | F Value |Pr > F
Model 4 13721.032839 930.258210 (10.93 |0.0011
Error 10 [850.817145 85.081715
Corrected Total | 14 |4571.849984
R-Square | Coeff Var | Root MSE | inc Mean
0.813901 | 29.27447 | 9.223975 |31.50860
Grupos Tratamientos medias
b tstl 44.49
b sb5 42.43
b bs2 37.98
b bs4 31.31
a bs3 1.331
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Procedimiento ANOVA 28/10/2017

Variable dependiente: incidencia

Source DF | Sum of Squares | Mean Square |F Value |Pr>F
Model 4 |5252.329284 1313.082321 |25.17 |[<.0001
Error 10 [521.755298 52.175530

Corrected Total | 14 |5774.084583

Grupos

bc

bc

R-Square

Coeff Var

Root MSE |inc Mean

0.909638

19.63478

7.223263 | 36.78810

Tratamientos

tstl

bs2

sb5

bs4

bs3

medias

54.65

48.1

45.01

34.48

1.705

31




Procedimiento ANOVA 01/11/2017

Variable dependiente: altura

Origen DF Sum of | Mean F value Pr>F
squares square

Modelo 4 76.433 19.1083 15.085 0.0003071

Error 10 12.667 1.2667

Total 14

corregido

Var Coef. | Raiz MSE
8.932245 1.266667

Los medios con la misma letra no son significativamente diferentes

Grupos Tratamientos medias
a bs3 16.67

b tstl 12.67

b sh5 12.33

b bs4 115

b bs2 9.833
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Procedimiento ANOVA 01/11/2017

Variable dependiente: grosor

Origen DF Sum of | Mean F value Pr>F
squares square

Modelo 4 0.67351 0.16838 1.5546 0.26

Error 10 1.08307 0.10831

Total 14

corregido

Var Coef. | Raiz MSE
9.886835|0.1083067

Los medios con la misma letra no son significativamente diferentes.Grupos

Tratamientos medias

a tstl 3.703
a bs4 3.387
a bs3 3.26
a sb5 3.217
a bs2 3.077
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Variable dependiente: dafio bacteria (%)

Procedimiento ANOVA 01/11/2017

Origen DF Sum of | Mean F value Pr>F
squares square
Modelo 4 0.40473 0.101183 20.877 7.645
Error 10 0.04847 0.004847
Total 14
corregido
Var Coef. Raiz
MSE
58.015 0.004847

Los medios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Grupos

a

Tratamientos

bs2

tstl

bs5

bs3

bs4
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medias

0.4333

0.1367

0.01667

0.01333

0




Variable dependiente: longitud de raiz

Procedimiento ANOVA 01/11/2017

Origen DF Sum of | Mean F value Pr>F
squares square

Modelo 4 5.5 1.375 1.8333 0.1991

Error 10 7.5 0.750

Total 14

corregido

Var Coef. |Raiz MSE

10.82532 |0.75

Los medios con la misma letra no son significativamente diferentes.

Grupos

Tratamientos

bs3

tstl

bs2

bs4

sb5
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medias

8.167

7.667

7.167




Cuadros de concentracion de los parametros evaluados

07/10/2017
Tratamientos Plantas dafiadas Plantas sanas
R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 7 6 8 174 166 174
2 5 182 173 168
3 1 170 170 172
4 9 7 12 171 175 170
5 11 4 12 184 175 172
14/10/2017
Tratamientos Plantas dafiadas Plantas sanas
R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 40 20 45 110 132 100
2 29 45 42 142 114 127
3 0 4 3 170 164 168
4 36 46 35 120 105 123
5 64 42 37 90 124 125
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22/10/2017

Plantas danadas

Plantas sanas

R1 R2 R3 R1 R2 R3
Tratamientos
1 56 45 47 50 87 54
2 35 50 55 99 68 66
3 0 6 1 174 170 170
4 40 45 35 91 77 97
5 59 50 35 47 64 91
28/10/2017
Tratamiento | Plantas dafadas Plantas sanas
R1 R2 R3 R1 R2 R3
1 0 0 0 43 62 49
2 0 0 0 82 53 60
3 0 0 0 175 167 176
4 0 0 0 85 71 97
5 0 0 0 54 54 84
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28/10/2017

Tratamientos | Altura

R1 R2 R3
1 135 12 12
2 12.5 12.5 12
3 14.5 13 14
4 11 10.5 11
5 135 14 13.5

28/10/2017

Tratamientos | Grosor

R1 R2 R3
1 3.18 2.87 3.04
2 2.58 2.86 2.63
3 3.08 2.75 2.63
4 2.61 2.34 2.82
5 2.63 2.25 3.05

01/11/2017
tratamiento | Altura
R1 R2 R3

1 14 cm 14 cm 10 cm
2 9cm 10 cm 10.5cm
3 16.5 cm 17 cm 16.5cm
4 11 cm 11.5cm 12 cm
5 12.5cm 12 cm 12.5cm
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01/11/2017

Tratamientos

grosor

R1 R2 R3

4.08 3.93 3.10

3.02 3.11 3.10

3.19 3.33 3.26

3.21 3.00 3.95

gl b~ W N| P

3.29 3.13 3.23

01/11/2017

Tratamientos | % dafo de bacteria

R1 R2 R3
1 testigo 15% 10% 15%
2 alub.x 2.0 Ih | 60% 30% 40%
3 alub.x 15ml | 2% 2% 0%
4 alub.x 5ml | 0% 0% 0%
5 serenade | 0% 3% 2%
aso 4.0 Ih
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07/11/2017

Tratamientos

Medida de raiz en cm

R1 R2 R3
1 testigo 7.5cm 8.5cm 8.5cm
2 alub.x 2.0 Ih 8 cm 8 cm 8.5cm
3 alub.x 15 ml 8cm 8cm 11 cm
4 alub.x 5 ml 8cm 8cm 7cm
5 serenade aso | 7 cm 7cm 7.5cm
4.01h
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