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RESUMEN

El objetivo de esta investigacidon fue controlar el desarrollo de
Fusarium oxysporum Schlect f. sp. Lycopersici (Sacc.) Snyder and Hans
“in vitro” mediante su exposicidén a distintos gases generados en
la biodescomposicién de material vegetal, por lo que se establecid
un ensayo “in vitro”, en el laboratorio de Fisiologia Vegetal, del
Departamento de Botanica, de 1la Universidad Autdénoma Agraria
“Antonio Narro”. El experimento se basdé en la exposicidén del hongo
patéogeno a 1los gases liberados durante la descomposicidn de
material vegetal de las siguientes especies: Brassica oleraceae Var.
Italica, Pinus cembroides, Olea europea, Schinus molle, Cucurbita foetidissima,
Carya illinoensis, Flourencia cernua, y Larreatridentata, a estas especies, se
les adiciono estiércol de conejo para acelerar la descomposicion.
Se 1llevé a cabo wun andlisis completamente al azar con 10
tratamientos y 9 repeticiones para cada wuno. Se midi6o el
crecimiento radial, posteriormente se calculé 1la velocidad de
crecimiento, el 3drea de <crecimiento, y el porcentaje de
inhibicion. Los resultados obtenidos demostraron que el mejor
efecto fungicida 1lo presenta Brassica oleraceae, (97.72 % de
inhibicidén) seguido de Pinus cembroides (96.8 %) y Olea europea. (96.35
%). Los resultados anteriores permiten concluir que el uso de la
biofumigacién como técnica de control de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici es factible, ya que todos 1los tratamientos 1in vitro

presentaron una alta capacidad inhibitoria.

Palabras clave: Biofumigacidén, Fusarium oxysporum, Biodesinfeccidn.



“La primera gran virtud del hombre fue Lla duda y el

primer gran defecto La fe”

Carl Sagan



I. INTRODUCCION

Las pérdidas causadas en los cultivos por los patdgenos del suelo,
unidas a la prohibicién del uso de soluciones quimicas para su
tratamiento han dado lugar a la busqueda de alternativas no
toxicas y eficaces para minimizar este problema. Por lo que, las
alternativas para 1la desinfeccidon de suelos basadas en la
incorporacion de materia organica, se estan volviendo cada vez mas
viables. Se ha encontrado que 1los gases resultantes de 1la
biodescomposicion de la materia organica pueden tener un efecto
similar al Bromuro de Metilo en la regulacidén de los organismos
patégenos (Hoitkink, 1988). Este proceso se ha denominado
biofumigacién y definido como “la accidn de los gases resultantes
de la biodescomposicidén de la materia orgdnica en el control de

los organismos patdégenos de los vegetales” (Bello et. al., 2008).

A través de multiples ensayos y trabajos, se ha demostrado 1la
accion de la biofumigacidén en el control de nematodos fitdfagos,
insectos, bacterias y malas hierbas, ademdas de algunos virus, al
controlar vectores de los mismos (Dianez et. al. 2002; Piedra-
Buena 2004; Lopez-Cepero et al. 2007; Lopez-Cepero 2009; Zandn
2009; Diez-Rojo et. al., 2010). Al mismo tiempo, esta técnica

contribuye a mejorar la estructura y la biologia del suelo, asi



como la nutricidén de las plantas, ya que se estimula el desarrollo

de microorganismos benéficos.

En los ultimos anos son multiples 1los trabajos dedicados al
estudio del control de enfermedades transmitidas por el suelo con
el manejo adecuado de restos de cultivos (Bailey y Lazarovits,
2003). Dentro de este esquema, Zhou y Everts (2004) reportaron la
reduccién en la incidencia de F. oxysporum. f. sp. niveum en sandia (54-
69%) con restos de Viciavillosa; mientras Ramirez-Villapudua y Muneke
(1988) observaron que la poblacién de F. oxysporum. f. sp. conglutinans

disminuyé un 20% con 8 t/ha de repollo cortado y seco.

Uno de los retos de la agroecologia es el convertir y revalorizar
los residuos que genera la actividad productiva (estiércol, restos
de cosecha, residuos agroindustriales, etc.) en recursos que
contribuyan a una mejora de los suelos, permitiendo una reducciodn
del consumo energético en los agro-sistemas (Guzman-Casado et al,
1999). Estos residuos considerados como desperdicios sin ningun
valor y que son catalogados como fuente de contaminacidn pueden
usarse como materiales biofumigantes, una opcién de menor costo e
impacto ambiental. Ademdas de que incrementa el valor de estos
materiales, que ya no serian “desechos” sino “subproductos” del
sistema capaces de aportar mejoras en la fertilidad del suelo y el

control de patdégenos (Piedra-Buena, 2004; Figueredo et. al., 2011)



OBJETIVO

Controlar el desarrollo de Fusarium oxysporum Schlect f. sp.
Lycopersici (Sacc.) Snyder and Hans “in vitro” mediante su exposicidn
a distintos gases generados en la biodescomposicién de material

vegetal.

HIPOTESIS

Ho.- Al menos uno de los materiales vegetales aplicados, durante
su proceso de degradaciodn generara gases que inhiban
significativamente el desarrollo de Fusarium oxysporum Schlect f. sp.

lycopersici (Sacc.) Snyder and Hans.

Hi.- Ninguno de los materiales aplicados, durante su proceso de
degradacion generara gases que 1inhiban significativamente el
desarrollo de Fusarium oxysporum Schlect f. sp. lycopersici (Sacc.)

Snyder and Hans.



“Si no quieres perderte en el olvido tan pronto como
estés muerto y corrompido, escribe cosas dignas de

Leerse, o haz cosas dignas de escribirse.”

Benjamin Franklin



II. REVISION DE LITERATURA.

II. 1.- Desinfeccién de suelos.

Una de las formas de luchar contra las enfermedades es desinfectar
los suelos de cultivo antes y después de la plantacién (Ezziyyani,
et. al., 2006).El control de organismos fitopatdgenos habitantes
del suelo es dificil de lograr, incluso tiene un costo elevado, ya
que implica el desarrollo de nuevos pesticidas (Zavaleta-Mejia
1987). En México, la tecnologia moderna de produccidon agricola
requiere de la wutilizacidén continua y a veces irracional de
grandes volumenes de insumos agricolas como fertilizantes vy
plaguicidas, que ademas de incrementar los costos de produccidn en
forma significativa, causa severos problemas de contaminacidn
ambiental y de alimentos, con 1los consecuentes dafos a la salud

humana (Lépez-Benitez, et. al. 2005).

La pérdida de la fertilidad natural del suelo como consecuencia de
la utilizacidon de quimicos para la produccién de alimentos esta
convirtiendo a los <campos agricolas en depésito de desechos

toxicos por la acumulacidn continua de agro-venenos.

Los fungicidas, nematicidas y fumigantes del suelo indudablemente
causan una alteracién drastica del equilibrio microbiolégico,

porque se aplican como agentes antimicrobianos y exhiben varios



grados de especificidad hacia patdgenos de plantas residentes en

el suelo. Su accidén, sin embargo, rara vez se limita al patégeno.

El efecto completo es una esterilizacidon parcial resultando en
marcados cambios cualitativos y cuantitativos en la microflora del
suelo, y pueden requerirse meses o0 anos para restablecer el nuevo
equilibrio. En el proceso pueden verse gravemente afectados

microorganismos benéficos por largos periodos.

Asi los investigadores y técnicos en agricultura se estan
enfrentando a uno de los mayores retos de los ultimos anos, el de
encontrar alternativas al bromuro de metilo para controlar plagas,
malas hierbas y enfermedades de las plantas. La alternativa que se
proponga debe tener eficacia similar al BM, y ademas de no
contaminar el ambiente, fundamentalmente debe ser econdémico vy
viable, caracteristicas que no han sido hasta ahora exigidas a

ningldn otro pesticida (Ezziyyani, et. al., 2006)

La retirada de un producto quimico del mercado puede conducir, a
corto plazo, al reemplazo de éste por otro producto que no esté
prohibido, lo cual puede resolver el problema temporalmente, pero
a medio y largo plazo, las soluciones sostenibles no pueden
basarse en productos quimicos, sino que deben ser principalmente
métodos fisicos, biolégicos o 1la integracién de ambos. Esta

situacion que es real, se acompafa actualmente por las exigencias



medioambientales 1lideradas por la opinidén publica sobre 1los
productos quimicos, que obligan a optar por estrategias mas
seguras y ecoldégicas que permitan mantener los patdgenos y/o 1la
enfermedad por debajo de un nivel aceptable. Por 1lo tanto,
cualquier alternativa que permita el control de patdgenos puede
ser especialmente util si al mismo tiempo ayuda a reducir
agresiones que 1los productos quimicos causan al medio ambiente

(Ezziyyani, et. al., 2006).

La wutilizacién de alternativas de control de enfermedades no
contaminantes es de suma importancia para 1lograr una eficiente
produccion agricola sin el deterioro ambiental, con productos
agricolas y alimentos mas saludables, sin afectar la productividad

y calidad de los mismos (LOpez-Benitez, et. al. 2005).

En ese sentido, el uso de productos naturales, control biolégico y
control fisico son algunas de las medidas en las que se esta
haciendo énfasis porque permite un control de la plaga con danos

minimos al ambiente.

II. 2.- BIODESINFECCION DE SUELOS Y MATERIA ORGANICA

La incorporacién de materia organica en el suelo, incluyéndose

estiércoles, compostas y abonos verdes, se ha venido utilizando



desde el inicio de la agricultura, principalmente para aportar
nutrientes a las plantas, obteniéndose ademds efectos benéficos
sobre los parametros fisicos, quimicos y bioldégicos relacionados
con el suelo (Hader et al, 1992). En la actualidad, se estan
utilizando compuestos de origen organico para manejar 1los
patogenos de los vegetales de origen edafico como bacterias,
hongos, virus, nematodos, y también para la flora arvense (Bello
et al, 2003; Dianez et al, 2003; Lopez-Martinez etal, 2004; Santos et

al, 2007; Zandén 2009)

Los métodos no quimicos de desinfeccidén del suelo, basados en la
utilizacion de materia organica, se estan volviendo cada vez mas
viables para los productores (MBTOC 2007). Ademds Bello et. al,

(2008), mencionan lo siguiente:

“la estrategia de futuro pasa por la ayuda a salvaguardar vy
mejorar la sostenibilidad econdémica y ambiental, mediante 1la
conservacion de los recursos naturales y productivos, como el
agua y el suelo, reducir la utilizacidén de agua, pesticidas y
fertilizantes, mejorar el manejo de los componentes técnicos de
invernaderos para reducir el uso de recursos, a través de la
seleccion de plantas y cultivos, reducir el estrés de las
plantas mediante cambios en 1los niveles de temperatura vy

humedad, uso de estiércol o subproductos para el control de



enfermedades como es el caso de la solarizacidén y biofumigaciodn,

regular la diseminacidén de patdégenos y potenciar los organismos

antagonistas de patdgenos. Ninguna estrategia es resolutiva “per
»

se”, siendo necesario un esfuerzo de integracioén” (Rodriguez,

2000).

II. 2.1.- Biofumigaciodn.

Bello et al. (2003) definen la Biofumigacidén como “la accidén de las
sustancias volatiles producidas en la biodegradacidon de la materia
organica en el manejo de los patégenos de las plantas,
incrementandose su eficacia cuando se incluye en un sistema
integrado de cultivos”. Estos autores resaltan 1la accidn
biofumigante de todo tipo de materia organica y residuos
agroindustriales, recomendando aquellos que tengan una relacidn

C/N entre 8-20.

La Biofumigaciodon utiliza los gases y otros productos resultantes
de 1la descomposicion de 1las enmiendas organicas y residuos
agroindustriales, como fumigantes para el manejo de organismos del
suelo que son patdgenos de vegetales, se contribuye con ello,
ademas, a resolver problemas graves que estos productos pueden
producir debido a su acumulaciéon en el ambiente. En las

publicaciones presentan resultados de su aplicacidon en cultivos de



cucurbitaceas, pimientos, tomate, zanahoria, otras hortalizas,
freséon, platanera, citricos, frutales, vinedos y flor cortada en
diferentes ambientes de 1la regidon mediterranea, obteniendo una
eficacia similar a los fumigantes convencionales, al mismo tiempo
que incrementan los nematodos saprofagos, mejoran las
caracteristicas del suelo y la nutricion de la planta (Diez-Rojo

2010)

Se han estudiado diferentes biofumigantes, tanto en laboratorio
como en campo, ya sean de origen animal, abonos verdes y residuos
agroindustriales. Las dosis utilizadas en laboratorio han sido de
5, 10 y 20 g de biofumigante en 500 gramos de suelo infestado con
una poblacién elevada de hongos. La dosis de laboratorio
corresponde a una aplicacién en campo de 25, 50 y 100 t/ha,
respectivamente. En algunos casos se ha afiadido al biofumigante un
25% de un material rico en nitrégeno que actue como activador,
como es el caso de la gallinaza. Se han utilizado también diversas
mezclas de diferentes materiales, para incrementar su eficacia
biofumigante, principalmente la combinacidén de restos de gramineas

y leguminosas. (Bello, etal 2001)

Kirkegaard etal. (2008) estudiaron el potencial de la biofumigacidn,
utilizando brassicas, para el control de Ralstonia solanacearum y de

los nematodos formadores de ndédulos del genero Meloidogyne en



sistema de produccion de cultivos bajo condiciones tropicales.
Este estudio, con experimentos adicionales utilizando fuentes de
carbono y de nitrdégeno puros confirma que los compuestos
nitrogenados de las enmiendas son los mas activos en la supresion
de patdégenos, por 1lo que las fuentes de nitrégeno solas pueden

reproducir los efectos supresores.

La biofumigacidén con restos de cultivo ha resultado eficaz para
reducir las poblaciones de nematodos en condiciones controladas,
siendo especialmente interesante 1la eficacia de 1los restos de

tomate. (Regalado et.al. 2006).

Los restos de cultivos horticolas deben integrarse dentro de una
estrategia de manejo del agroecosistema, ya que con una tecnologia
adecuada, lejos de ser un residuo a eliminar, se convierten en un
recurso que permite incrementar la fertilidad del suelo, aumentar
su biodiversidad y ejercer un control eficaz sobre las poblaciones

de nematodos fitoparasitos.

La biofumigacidon es una ecotecnologia de gran interés en el manejo
integrado y ecolégico de cultivos, que incrementa la calidad en la
produccién, eliminando efectos negativos sobre la salud y el
ambiente, al mismo tiempo que permite el desarrollo de sistemas

agricolas con alta calidad social. (Bello et. al., 2001).



Los costos de esta técnica pueden alcanzar valores muy bajos,
especialmente con los estiércoles de origen animal, los abonos
verdes o los restos de cosecha, puesto que realmente se trata de
una enmienda organica, que es una practica habitual en los

sistemas de produccion integrada y ecolégica.

IT.3.- MECANISMO DE DEFENSA DE LAS PLANTAS

Las propiedades antifungicas de muchas especies de Brassicaceaes
son atribuidas principalmente a los compuestos aleloquimicos que
presentan, los cuales al ser macerados, masticados o cortados dan
lugar a una serie de compuestos nitrogenados denominados
glucosinolatos, 1los cuales generan la formacion de otros
compuestos denominados isotiocianatos (Smolinska et. al., 2003).

(Figura 1)

De esta misma manera sucede con plantas de diferentes familias,
las cuales al ser danadas mecanicamente liberan una serie de gases
nocivos para su agresor. Dichos gases son el producto del
metabolismo secundario de estas y que normalmente son utilizadas

como mecanismo de defensa.
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Figura 1. Mecanismo de respuesta de una planta frente a un dafho.

Tomado de: Gonzdlez-Mafas (2013).

IT.3.1.- Mecanismo de accioén de las plantas Biofumigantes.

El ecosistema es un todo en el cual se generan 1innumerables

reacciones quimicas, fisicas y bioldgicas. Es asi como en las

comunidades bidticas muchas especies se regulan unas a otras por

medio de 1la produccion y liberacidon de repelentes, atrayentes,

estimulantes e inhibidores quimicos. Generalmente esta regulaciodn

se lleva a cabo utilizando sus hormonas para evitar el ataque de

las diferentes enfermedades a las que pueden ser

plagas y

susceptibles. (Sotero et. al.,, 2010.)

El potencial de productos naturales que pueden ser usados por sus

propiedades bioldgicas particulares como herbicidas, plaguicidas,

fungicidas, antibidticos, inhibidores o estimulantes de

crecimiento es practicamente inagotable. Esta situacion ha sido

14



observada durante siglos, lo que ha llevado a diversas personas en
formular el término de alelopatia. Este concepto fue acunado por
el fisidlogo aleman Hans Molish, en el sentido de estudiar las
relaciones entre plantas afines y las que se rechazan perturbando

su desarrollo (Figura 2).

Volatilizacion ——> Aleloquimicos

\\\

Hojarasca l Hojarasca
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Lixiviacion l‘ Biodegradacion

Exudacion

Aleloquimicos

Figura 2. Mecanismos de liberacion de aleloquimicos en plantas.
Tomado de: Sampietro (2013).

En este proceso intervienen hormonas, llamadas "aleloquimicos
aloménicos", del griego allelon que significa “el uno al otro”,
son compuestos moleculares que actuan como sefales o como
mensajeros de disuasion, produciendo efectos repulsivos, anti
alimentarios, y toéxicos, ademds de ser alteradores de 1la

fisiologia y comportamiento sexual de insectos (Escobar, 1997).
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Una planta sintetiza una o mds sustancias toxicas, con las que se
auto protege de efectos externos nocivos, las almacena en vacuolas
de reserva de agua o moléculas solubles provenientes de diferentes
organos. Ocasionalmente, las moléculas dentro de los tejidos, se
mantienen 1inactivas pero al ingresar al medio ambiente sufren
transformaciones moleculares, convirtiéndose en un aleloquimico

agresivo (Weinert, 2005)

La estructura de agentes alelopaticos es muy compleja. Las
investigaciones han establecido los siguientes grupos: compuestos
alifaticos, Lactonas no saturadas, Lipidos y acidos grasos,
Terpenos, Glucdésidos cianogénicos, compuestos aromaticos vy

Alcaloides (Weinert, 2005).

II.3.2.- Naturaleza quimica de los metabolitos antifungicos.

De acuerdo a Grayer y Harborne (1994) los anti-fungicos
constitutivos pertenecen a todas 1las principales clases de
compuestos secundarios: terpenoides, iridoides, sesquiterpenos,
saponinas, compuestos azufrados o nitrogenados (alcaloides,
aminas, amidas), alifaticos (especialmente alkanos de cadena larga
y acidos grasos) y aromdticos (fenoles, flavonoides, estilbenos,

bibenziles, xantonas y benzoquinonas).



En el caso de los aceites esenciales cada planta puede tener hasta
mas de 60 componentes y de ellos puede haber varios con
propiedades antifungicas. No se conoce si 1la mayoria de las
plantas han desarrollado metabolitos antifungicos o si esta
propiedad esta restringida a determinadas especies y familias.
Hasta 1988 Grainge y Ahmed reportaban alrededor de 400 plantas de
60 familias con esa propiedad contra cerca de 140 hongos y desde

entonces la lista ha crecido considerablemente.

En Asia Central, se encontrd que de 1730 plantas analizadas de 104
familias, el 79% contenian saponinas muchas de las cuales tienen

propiedades antifungicas. (Schldsser 1980)

En las Solanaceae y Amaryllidaceae los alcaloides son frecuentes y
algunos estan relacionados con la defensa contra los hongos. En
las Rosaceae 1los fenoles son comunes y en las Asteraceae las

lactonas sesquiterpénicas son muy caracteristicas (Rai et. al.,, 2003).

En las Poaceae la diversidad de compuestos antifungicos es amplia:
saponinas, alcaloides, acidos grasos y fenoles entre otros. Igual
pasa en 1las Leguminosas en donde hay chalconas, flavonas,

difenilpropeno, isoflavonas y saponinas.

Los metabolitos secundarios generalmente estdn presentes como
mezclas de compuestos y 1los parasitos y patdégenos pueden ser

afectados diferencialmente por los compuestos individuales o por



las mezclas en determinadas concentraciones 'y proporciones

(Espinosa-Garcia, 2001).

IT1.3.3.- Efecto de 1las Regiones climaticas en 1las plantas

productoras de metabélitos antifiingicos

Las regiones climaticas pueden ser determinantes en 1las

caracteristicas cualitativas y cuantitativas de los metabolitos.

Levin y York (1978) sugieren que la concentracién de alcaloides en
el follaje de las plantas con alto contenido de estos compuestos
puede ser mayor en regiones tropicales bajas que en regiones

subtropicales y templadas.

En la selva africana se ha determinado que en los ecosistemas
oligotroficos las plantas tienen una mayor cantidad de fenoles que

en los sistemas eutroéficos ricos en nutrientes.

Segun Macias y Galindo (2001) los ecosistemas desérticos o
semidesérticos son los sitios mds adecuados para el desarrollo de
especies vegetales aromaticas por sus altas temperaturas, bajos
indices de pluviosidad y nieblas o rocios intensos y esas plantas
suelen ser arboles o arbustos con marcado aroma que se acentua
conforme las condiciones se vuelven mas adversas y en general sus
compuestos volatiles se encuentran en los tricomas del envés de

las hojas, un sitio que facilita su liberacidn al aire.



IT.3.4.- Sitios de producciéon de metabolitos en la planta

Un factor importante es el sitio de produccion de los compuestos.

En algunos casos pueden producirse en toda la planta; en otras
especies puede haber produccion selectiva de metabolitos
antifungicos en cada 6rgano de la planta como ocurre con la canela
(Cinnamomum zeylanicum) que en la corteza de su tallo produce altas
concentraciones de aldehido cinamico y en sus hojas predomina el
eugenol y en la corteza de sus raices predomina el camfor
(Senanayake et. al., 1978); en el caso de la avena (Avenasativa L.) y el
sorgo (Sorghumvulgare L.), la produccidén de avenacina (compuesto que
actua sobre el hongo Gaeumannomyces graminis) se concentra unicamente
en las raices, (Mansfield, 1983). En cuanto a los sitios dentro de
la célula, los sesquiterpenos, triterpenos y esteroles se producen
en el reticulo endoplasmico, mientras que los monoterpenos se
originan en 1los plastidos y 1las aminas y alcaloides en las

mitocondrias (Sepulveda-Jiménez et. al., 2003).

Segin Zangerl y Bazzaz (1992) 1las plantas durante su proceso
evolutivo tienden a concentrar sus defensas en sus oOrganos
reproductivos como ocurre con la mayoria de los terpenoides. La
produccion de metabolitos generalmente es ciclica y muchos de
ellos se producen en mayor cantidad en la época de mayor actividad

de los patdégenos o parasitos como ocurre con el alcaloide



perlonina en 1la especie Festuca arundinaceae Schreb. (Macias vy

Galindo, 2001).

IT.3.5.- Mecanismos de accién de los metabolitos antifingicos

En cuanto los mecanismos de accién de 1los metabolitos todavia
quedan muchas interrogantes. Se ha probado que los terpenos son
los principales responsables de la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales. Su efecto antimicrobiano estda basado en su
habilidad para danar las biomembranas. En funcidén de sus
caracteristicas lipofilicas interactuan con 1las enzimas de la
membrana e interfieren procesos vitales como 1la ésmosis, 1la

sintesis de esteroles y fosfolipidos (Lucini et. al., 2006).

Se conoce que el cineol reduce 1la division celular y que el
limoneno, el a-pineno y el B-pineno inhiben el consumo de oxigeno
(Pefuelas et al., 1996); también se sabe que el 1-8 cineol inhibe
la fosforilacidén oxidativa y la sintesis de ADN (Koitababashi et. al.,

1997).

Los 1isotiocianatos reaccionan con 1las proteinas de 1los hongos,
ocasionando su inactivacién mediante su unidén al grupo amino del
aminodcido 1lisina o con el grupo sulfihidrilo de 1la cisteina

(Tiznado-Hernandez y Troncoso-Rojas 2006).



El principal mecanismo de actividad antifungica de las saponinas
es debido a su habilidad de formar complejos con los esteroles en
las membranas de los hongos lo cual ocasiona la desintegracion de

la membrana (Glauert etal., 1962; Morrissey y Osbourn, 1999).

Se ha demostrado que los compuestos fendlicos inhiben las enzimas
reaccionando con los grupos sulfidrilos de 1los aminodacidos
(Murphy, 1999). Las quinonas, flavonas, flavonoides, taninos vy
flavonoles forman complejos con los aminoacidos nucleofilicos de

las proteinas lo que conduce a su inactivacién (Murphy, 1999).

Muchos hongos fitopatégenos (a excepcion de 1los biotréficos)
secretan enzimas hidroliticas que se difunden en las células del
hospedero antes del avance de los microorganismos, lo cual puede
ser 1inhibido por radicales 1libres de fenoles oxidados que
funcionan como inhibidores no especificos, asi como taninos,

cianidina, delfinidina y malvidina (Schldsser, 1980).

La alicina del ajo actua uniéndose a los grupos tiol de las
proteinas (Slusarenko et.al., 2008). Las proteinas y los polipéptidos
antifungicos tienen mecanismos de accién muy variados, que
incluyen la degradacién de polimeros de la pared celular, de los
canales de 1la membrana, la degradacién de 1los ribosomas y 1la
inhibicién de 1la sintesis de ADN. Existen muchas proteinas cuyo

modo de accidén todavia no se conoce (Selitrennikoff, 2001).



IT.3.6.- Glucosinolatos.

Aunque los glucosinolatos intactos pueden conferir resistencia a
insectos herbivoros, hongos, bacterias, moluscos y
microorganismos, 1las propiedades defensivas de éstos aumentan
cuando los tejidos son fragmentados, por dano mecanico, infeccidn
o ataque de plagas, puesto que el rompimiento celular expone los
glucosinolatos y los pone en contacto con la enzima mirosinasa
(una B-tioglucosidasa) (Al-Gendy et. al., 2010; Botting, etal., 2002; Li

& Kushad, 2004).

Como resultado de la actividad de esta enzima se liberan glucosa,
sulfato y varios compuestos toéxicos, entre 1los que estan
isotiocianatos, nitrilos, tiocianatos y oxazolidinas, dependiendo
de la estructura de la cadena lateral del glucosinolato

hidrolizado.

Dado que 1la enzima mirosinasa no solo es producida por 1las
plantas, sino también por 1los insectos, 1los hongos y las
bacterias, su actividad también se puede encontrar en el suelo
(Gimsing, etal., 2005), permitiendo el uso de plantas que contengan
glucosinolatos como una fuente viable para el control de wuna
amplia variedad de plagas y enfermedades de 1los cultivos, es

decir, permite el uso de estos compuestos como biofumigantes



reduciendo de esta manera el uso de pesticidas y el potencial

contaminante asociado (Brown & Morra, 1995).

Los glucosinolatos se adsorben débilmente en todos los tipos de
suelo y se degradan microbioldégicamente. Por 1lo tanto, los
liberados de 1la planta son altamente méviles en el suelo y por
ende tendran elevada bio-disponibilidad. En contraste, los ITCs
son fuertemente adsorbidos por 1la materia organica del suelo,
reaccionando fuertemente con 1los grupos nucleofilicos presentes;
sin embargo, son propensos a pérdidas por 1la volatilizaciodn,

degradacion microbiana y mineralizacion.

La biofumigacion es, por lo tanto, una técnica promisoria que
puede ser desarrollada e implementada en los programas de manejo
integrado de plagas, contribuyendo a reducir el uso de plaguicidas
sintéticos y minimizando el impacto ambiental (Gimsing &

Kirkegaard, 2009).



II.4.-Taxonomia de Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici

Cuadro 1. Clasificacién cientifica Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici

= Reino Fungi

= Divisiodn Deuteromycota

= (Clase Sordariomycetes
= Orden Hypocreales

» Familia Nectriaceae

= Género Fusarium

» Especie Oxysporum

* Forma especial Lycopersici

= Autores Snyder y Hansen

Adaptado de: Smith y Smedley (2011).

11.4.1.- Fusarium oxysporum: Aspectos biolégicos y patolégicos.

Fusarium oxysporum es una de las especies de mayor importancia
fitopatoldégica, ya que cuenta con mayor numero de plantas
hospederas y una de las especies que mayor daho econdmico ocasiona
entre los patdgenos de plantas. La especie tiene la capacidad de
atacar un gran numero de cultivos y ocasiona principalmente
marchitamientos vasculares, seguidos de la muerte de 1la planta
(Nelson, 1981). Algunas especies pueden ocasionar también
pudricién de la corona y de las raices de algunas plantas (Farr et

al.,, 1989; Jones etal., 1997).



El hongo se caracteriza por producir colonias de crecimiento
rapido y tres tipos de esporas: microconidias, macroconidias y
clamidosporas. Las microconidias son esporas unicelulares, sin
septas, hialinas, de elipsoidales a «cilindricas, rectas o
curvadas. Las macroconidias, son esporas de pared delgada,
fusiformes, largas, moderadamente curvadas, con varias células vy
de tres a «cinco septas transversales, con 1la célula basal
elongada. Las clamidosporas son esporas formadas a partir de la
condensacion de células de las hifas o de las macroconidias y se
caracterizan por poseer paredes bastante gruesas, lo que las hace
muy resistentes a condiciones ambientales desfavorables o a la
ausencia de plantas hospedantes. Las clamidosporas se forman
simples o en pares, son terminales o intercalares y son las
principales responsables de la sobrevivencia del hongo en tejidos

muertos de plantas hospedantes o en el suelo (Nelson, 1981).

Las formas especiales patogénicas de Fusarium oxysporum parecen
haberse originado a partir de formas especiales no patogénicas o
saprofitas en procesos evolutivos muy largos, principalmente en

los centros de origen de las plantas hospederas (Nelson, 1990).



II.4.2.- Danos vasculares producidos por Fusarium oxysporum f. sp.

Lycopersici.

Las enfermedades vasculares son un grupo de enfermedades que
normalmente los patdégenos que las causan son microorganismos que
viven en el suelo, el dano que producen es a las raices o a los
tejidos conductores, de tal manera que interfieren de alguna forma

en la translocaciodn de agua, nutrimentos o substancias elaboradas.

La enfermedad consiste en una tipica marchitez, la que a nivel de
campo se inicia como un amarillamiento ascendente del follaje; las
hojas mas viejas pueden mostrar amarillamiento en la mitad de los
foliolos, y puede llegar a cubrirlos por completo, las hojas vy
ramas son invadidas, se deshidratan, se marchitan y mueren. Las
plantas enfermas muestran pudricidén de raices, y tipicamente los
tejidos conductores se tornan de color café cuya necrosis interna
se extiende a lo largo de los tallos hasta las ramas superiores.
Bajo condiciones de campo los sintomas se inician en plena
floracion y se intensifican al generalizarse 1la produccién de
frutos. La enfermedad normalmente permite que haya produccion,
pero acorta el ciclo productivo de las plantas, la produccidén se

reduce, y la calidad de la fruta es severamente afectada.

La enfermedad es favorecida por temperaturas entre 25 y 32°C y

humedad alta del suelo. E1 patdégeno produce principalmente 3



toxinas, el acido fusarico, la licomarasmina, y la vasinfuscarina,
las cuales son responsables del amarillamiento del follaje,

necrosis vascular y muerte de la planta.

II.4.3.- Forma especial Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, tiene 3 razas fisiolédgicas,
morfolégicamente idénticas y solo varian en su patogenicidad. El
hongo es un Deuteromycete que produce 3 tipos de esporas
asexuales; las microconidias, las macroconidias y las

clamidosporas (Figura 3).

9

Microconidias.

Macroconidias ~ Clamidosporas.

Figura 3. Esporas asexuales de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici. Tomado de:

Agrios, 2005.

Este hongo es habitante del suelo. Sus clamidosporas germinan y
penetran a las raices de la planta por heridas. E1l patdgeno se
puede diseminar en la semilla, en el suelo, adherido a implementos

agricolas, en partes de plantas infectadas y en el agua de riego.
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“Vivimos en una sociedad profundamente dependiente de La
ciencia y Lla tecnologia y en Lla que nadie sabe nada de
estos temas. ELlo constituye una formula segura para el

desastre.”

Carl Sagan



ITT. MATERIALES Y METODOS.

La presente investigacion se 1llevd a cabo en 1la Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro, en Buenavista, Saltillo, Coahuila,
México. El sitio se localiza a 25° 23" 1latitud norte y 101° 01~

longitud oeste, con una altitud de 1,743 msnm.

Se realizé una evaluacidén “in vitro” de los efectos que tienen los
gases liberados durante la descomposicidon de material vegetal, en
el crecimiento del hongo fitépatogeno Fusarium oxysporum Schlect f.
sp. lycopersici (Sacc.) Snyder and Hans. Los materiales vegetales que
se evaluaron fueron escogidos mediante wuna premisa de la
agroecologia “la utilizacidén de 1los recursos locales”, esto para
disminuir costos de transporte, ademas del conocimiento que se
tiene de algunas plantas que contienen sustancias con posible
actividad antifungica, y que no tienen un uso definido, es decir,

son consideradas especies silvestres e incluso malezas.

ITI.1.- Material vegetal.

a) Brocoli [Brassica oleracea Var. Itdlica (Fig. 4)]. Es una planta
de la familia de las Brasicaceas, antes llamadas Cruciferas.
Presenta Isotiocianatos, estos son empleados en el control de
patégenos de 1las plantas. Presentan actividad frente a
nematodos, insectos del sustrato, hongos en general e incluso

malezas. Los isotiocianatos reaccionan con las proteinas de



los hongos, ocasionando su inactivacion mediante su unidén al
grupo amino del aminoacido lisina o con el grupo sulfihidrilo
de la cisteina (Tiznado-Hernandez y Troncoso-Rojas 2006). El
material fue colectado en el area organica de la UAAAN, a
cargo del Dr. Alejandro Hernandez Herrera, perteneciente al

Departamento de Ciencias del Suelo.
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Figura 4.- Brécoli (Brassica oleracea Var. Itdlica). Colectada en el

area organica de la Universidad Autdénoma Agraria “Antonio Narro”.

b) Calabacilla loca [Cucurbita foetidissima Kunth (Fig. 5)]. Planta
perteneciente a la familia de 1las Cucurbitaceas. Presenta

una gran cantidad de saponinas, cuyo principal mecanismo de
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actividad antifungica es debido a su habilidad de formar
complejos con los esteroles en las membranas de los hongos,
lo cual ocasiona la desintegracién de la membrana (Glauert et
al., 1962; Morrissey y Osbourn, 1999). El1 material fue
colectado en el area de Horticultura de 1la UAAAN, donde se

presenta como una maleza en las parcelas.
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Figura 5.- Calabacilla loca (Cucurbita foetidissima). Colectada en

las parcelas de libre acceso del Departamento de Horticultura de

la Universidad Autdénoma Agraria “Antonio Narro”.

c) Gobernadora [Larrea tridentata (Fig. 6)]. Planta perteneciente a
la familia Zygophyllaceae. Entre los principales compuestos
encontrados en la resina de L. tridentata destacan los lignanos

fendlicos, seguidos por las saponinas, flavonoides
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(Sakakibara et al, 1976), y principalmente acido
nordihidroguaiarético (NDGA), (Arteaga etal., 2005). El1 efecto
fungico de la gobernadora ha sido corroborado con: Rhizoctonia
solani Kihn, Pythium sp. Pringsh, Rhizopus nigricans Ehrenb, Pythium
aphanidermatum, Aspergillus flavus Link, Aspergillus parasiticus Speare, Pythium
ultimum Trow, Tilletia indica Mitra, Fusarium oxysporum, Pytophtora infestans,
Alternaria solani Sorauer, Fusarium oxysporum f. sp. licopersici, Verticillium
dahliae Kleb, Botrytis cinérea, Colletotrichum coccodes Wallr (Pefiuelas et. al.,
2011). Material colectado en el Jardin Botanico “Gustavo

Aguirre Benavides” del Departamento de Botdnica de la UAAAN.
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Figura 6.- Gobernadora (Larrea tridentata). Colectada en el Jardin

Botanico de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro”.
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d) Olivo [Olea europea. (Fig. 7)]. Planta perteneciente a 1la

familia Oleaceae. Las hojas de olivo contienen sales
minerales, flavonoides (rutdésido y glucdésidos de apigenina y
luteolina), triterpenos (acido oleandélico, ursdélico y uvaol)
y principalmente iridoides (secoiridoides: oleuropedsido, 11-
demetiloleuropeédsido, diéster metilico del oledsido,
ligustrdésido, oleurdésido y aldehidos secoiridoidicos no
heterosidicos) (Instituto Biologico, 2013.) En el extracto se
han identificado ademas: escualeno, beta-caroteno,
triglicéridos, ceras, alfa-tocoferol, betasitosterol 'y

diferentes alcoholes. El1 material fue colectado en 1los

Jardines de la UAAAN.

. ! /4 }'
Figura 7. 0Olivo (Olea Europea). Colectado en los jardines de la Universidad

Autdnoma Agraria “Antonio Narro”.
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e) Pino [Pinus cembroides Zuck (Fig. 8)]. Planta perteneciente a 1la
familia Pinaceae, en las hojas presenta Acido ascérbico,
terpenos, carotenos, glucidos, escoparol, etc. El efecto
antimicrobiano de 1los terpenos esta basado en su habilidad
para danar las biomembranas. En funcion de sus
caracteristicas lipofilicas interactuan con las enzimas de 1la
membrana e interfieren procesos vitales como la 6smosis, 1la
sintesis de esteroles y fosfolipidos (Lucini et al., 2006).
Material colectado en el Jardin Botanico “Gustavo Aguirre

Benavides” del Departamento de Botanica de la UAAAN.

Jl.‘l Yo
";.\ggf

\ ;ﬁ 7

Figura 8.- Pino pinonero (Pinus cembroides). Colectado en el Jardin

Botdnico de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro”.
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f) Hojasen [Flourencia cernua (Fig. 9)]: Planta perteneciente a la
familia de 1las compuestas (Asteraceae). Presenta acidos
clorogénico, p-coumaroil-quinico, methil clorogénico,
glucdésidos de rutina y luteolina, empleados para el control
de bacterias y hongos fitopatdgenos. (Tellez et. al., 1997). E1l
material fue colectado en el Jardin Botanico “Gustavo Aguirre

Benavides” del Departamento de Botanica de la UAAAN.

Figura 9.- Hojasen (Flourencia cernua). Colectado en el Jardin

Botanico de la Universidad Auténoma Aegraria “Antonio Narro”.

g) Pirul [Schinus molle (Fig. 10)]. Planta perteneciente a la familia
de las Anacardiaceas. Produce felandreno, alcohol terpenoide

carbacol, los cuales se eliminan a través de 1las hojas y

T




frutos. E1 aceite esencial de 1las hojas frescas posee
actividad antibacterial, antiviral, antifungica y
antimicrobial. Las siguientes bacterias y hongos exhiben una
sensibilidad significativa al aceite. El andlisis fotoquimico
revela que la planta contiene taninos, alcaloides,
flavonoides, saponinas, esteroides, esteroles, terpenos,
gomas, resinas y aceites esenciales (fuente rica de
triterpenos, sesquiterpenos y monoterpenos) (Josuah 2009).

El material fue colectado en el Jardin Botanico “Gustavo

Aguirre Benavides” del Departamento de Botanica de la UAAAN.

Figura 10.- Pirul (Schinus molle). Colectado en el Jardin Botanico

de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro”.
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h) Nogal [Carya illinoensis (Fig. 11)]. Planta perteneciente a 1la

familia Juglandaceae. Presenta taninos, juglonas,
flavonoides, acido ascérbico y aceite esencial. Se ha
demostrado que los compuestos fendlicos inhiben 1las enzimas
reaccionando con los grupos sulfidrilos de 1los aminoacidos
(Murphy, 1999). Las quinonas, flavonas, flavonoides, taninos
y  flavonoles forman complejos con los aminoacidos
nucleofilicos de las proteinas lo que <conduce a su

inactivacién (Murphy, 1999). Material colectado en el huerto

Nogalero de la UAAAN.

w5 A /i ( '\xﬁ \J

Figura 11.- Nogal (Caryaillinoensis). Colectado en la huerta de

nogales de la Universidad Autdnoma Agraria “Antonio Narro”.



Al material colectado y utilizado de estas especies vegetales se
les agregé estiércol de conejo (Figura 12) como fuente de
Nitrogeno y también como acelerador de la descomposicidn debido a
que presenta una flora microbiana densa. Esta microflora se
caracteriza por estar representada por bacterias B-pectinoliticas,
B-celuloliticas, PB-xilanoliticas, p-proteolitica y p-aminolitica.

(Dihigo et. al., 2001)

Figura 12.- Estiércol pulverizado de conejo. Colectado del criadero

propio del Autor.

III.2.- Colecta de material Biofumigante.

La localizacién del sitio de trabajo también influyd de manera

positiva en el contenido de sustancias alelopaticas de las
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plantas, ya que el clima de la regién es Segun la clasificacion
climatica de Koppen-Geiger, seco desértico, con régimen de lluvias
en el verano, e inviernos frescos. El promedio de precipitaciodn
pluvial es de 258 mm anuales. La temperatura media anual es de
21°C, con rangos de 33.7°C como maxima y 7.5°C como minima. La
evaporacion media total es de aproximadamente 2,000 mm anuales, lo
que hace una relacidén precipitacidn-evaporacioén 1:10. Todas estas
condiciones hacen que las plantas que crecen en esta zona tengan
concentraciones mayores de sustancias con caracteristicas
aleloquimicas debido al alto nivel de estrés en el que se

desarrollan. (Ver apartado II. 3. Ecologia de Llas plantas productoras de

metabolitos antifungicos en el capitulo de Revision de Lliteratura.)

La colecta de material se llevé a cabo bajo el siguiente esquema:

e Las muestras de plantas a utilizar se colocaron en bolsas de
papel (Figura 13) para evitar la acumulacioén de humedad en su
interior y evitar el <crecimiento de microorganismos

saprofitos.



Figura 13.- Material vegetal wutilizado en esta investigacion

contenido en bolsas de papel

III.3.- Preparacién del medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar)

El protocolo de preparacion del medio nutritivo se ilustra en la

Figura 14, el cual consta de los siguientes pasos.

. Se pesaron 16 gramos de Agar bacteriolodgico

. Se pesaron 5 gramos de extracto de levadura

. Se colocaron en un frasco Erlenmeyer de un litro y se rellend
hasta 400 ml con caldo de papa (200 gr de papa fresca).

. Se rellendé hasta 600 ml con agua destilada.

. Los frascos Erlenmeyer con el medio de cultivo PDA se

esterilizaron en una olla de presidén con una presién de 20
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libras y una temperatura de 121 °C. bajo estas condiciones se
realiza el proceso total de esterilizacidn en 40 minutos.

6. E1 medio esterilizado se dej6é enfriar hasta que se pudo
manipular, y se vertié luego en cajas petri, a razén de 20 ml
por caja.

7. Se dejo6 solidificar el medio por 24 horas.

Figura 14.- Preparacidén del medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa Agar) en el
laboratorio de Fitopatologia de Postgrado del Departamento de Parasitologia

Agricola de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro”.

III.4.- Siembra del hongo en el medio de cultivo.

El protocolo de siembra del hongo se ilustra en la Figura 15, el

cual consta de los siguientes pasos.

1. Con la ayuda de un sacabocados se marcaron trozos del hongo

madre en la caja petri.

T




. Se retiraron los trozos de Fusarium con un asa bacterioldgica
y se sembraron en el centro de las cajas petri con medio de
cultivo PDA preparadas con anterioridad.

. Una vez sembrada, se cerrd 1la caja sin sellar.

. Todas las actividades se realizaron dentro de una campana de

flujo laminar para evitar contaminaciodn.

x

Figura 15.- Siembra del hongo en el medio de cultivo en el laboratorio
de Fitopatologia de Postgrado del Departamento de Parasitologia

Agricola de la Universidad Autdénoma Agraria “Antonio Narro”.
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III.5.- Preparacion de material vegetal.

El procedimiento de preparacion de material vegetal se ilustra en

la Figura 16, el cual consta de los siguientes pasos.

1. E1 material vegetal se colecto durante la mafana, y dentro de
las 24 horas se triturd finamente con la ayuda de un cuchillo
de plastico para estimular la liberacidn de gases.

2. E1 material triturado se lavd con agua de chorro durante 10
minutos.

3. Se sumergié en alcohol puro (96% de pureza) durante un
minuto, para después enjuagarlo en agua destilada.

4. Se vertieron 20 gramos del material vegetal desinfectado en

un vaso de precipitados de 600 ml. A este material se le

agregaron 4 gramos de estiércol pulverizado de conejo.

Figura 16.- Preparacion de material vegetal en el laboratorio de

Fitopatologia de Postgrado del Departamento de Parasitologia

Agricola de la Universidad Auténoma Agraria “Antonio Narro™.
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III.6.- Establecimiento del ensayo.

El protocolo para establecer el ensayo se ilustra en la Figura 17,

y se realizé de la siguiente manera.

1. La caja petri con el indculo del hongo, se colocé de forma
invertida en la boca del vaso de precipitados que contenia el
material biofumigante.

2. Se selld la caja al vaso con ayuda de cinta parafilm.

3. E1 cierre de los vasos, y la ausencia de drenajes impididé que
se escapen los gases producidos durante la descomposiciodn de
la materia organica.

4. Los vasos se 1incubaron en oscuridad completa a una
temperatura constante de 25°C, durante 9 dias en una camara
de germinaciodn.

5. Se realizaron tres repeticiones para cada condicién del
ensayo y se llevaron a cabo por triplicado en el tiempo.

6. Las diferentes condiciones del ensayo fueron:

e Combinaciones de material vegetal y estiércol
e Tratamiento de estiércol solo sin material vegetal
e Tratamiento control: vaso de precipitados vacio, sin

ningun material.



Figura 17.- Establecimiento del ensayo en una camara de
germinacidén presente en el laboratorio de Fisiologia vegetal del
departamento de Botanica de 1la Universidad Auténoma Agraria

“Antonio Narro”.

III.7.- Variables evaluadas.
ITI.7.1.- Crecimiento radial.

Con la ayuda de un vernier, se mididé el crecimiento radial del
hongo Fusarium oxysporum Schlect f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder and
Hans, hasta que el tratamiento control cubrié la totalidad de 1la
caja Petri (Figura 18.). Esto con la finalidad de contrastar el
crecimiento normal del hongo con el de 1los tratamientos con

biofumigante.
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Figura 18.- Medicidén del crecimiento radial de Fusarium oxysporum f. sp.

Lycopersici con la ayuda de un Vernier.

Después de nueve dias, el ensayo concluyéo y los registros de
crecimiento de cada tratamiento se analizaron para determinar 1la
velocidad de crecimiento (mm/dia), el area de crecimiento (cm?) vy

el porcentaje de inhibicidn.
ITT.7.2.- Cinética de crecimiento

Se mididé diariamente el crecimiento radial del hongo, los cuales
se graficaron. Los resultados fueron obtenidos del promedio de

nueve repeticiones por cada tratamiento.
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III.7.3.- Velocidad de crecimiento (mm/dia).

La velocidad de crecimiento en hongos filamentosos, 1indica 1la
capacidad del microorganismo para colonizar algun sustrato, es
decir, sirve para evaluar la capacidad de los hongos para invadir
y adaptarse a 1los nutrientes. Se determindé restandole al tamano
final el tamafo inicial, posteriormente se divididé entre los dias

de incubacidén del hongo.

Tamafio final - Tamaio inicial

Vel. crec. = - - y:
Dias de incubacion

III.7.4.- Area de crecimiento (cm?).

Se wutiliza para determinar el crecimiento vegetativo del hongo,
este crecimiento le sirve al hongo para obtener nutrientes vy
posteriormente formar estructuras reproductivas. Se obtuvo
utilizando la férmula del &rea del circulo (A=mnr?) y de esta

manera determinar el area de expansion final del patdgeno.
ITI.7.5.- Porcentaje de inhibicidn.

Se obtuvo mediante 1la siguiente formula. % inhibicién=[(Xc-

Xi)/Xc]*100

Dénde:

Xc: Media del crecimiento radial del control



Xi: El crecimiento radial de los medios con biofumigaciodn.

III.8.- Disefio experimental

Se utilizé un disefno completamente al azar con diez tratamientos,
tres repeticiones para cada uno y se realizé por triplicado en el
tiempo. Los datos fueron analizados con el programa estadistico R
(R Core Team 2013). Se realizé un andlisis de varianza para
determinar si existen diferencias entre los tratamientos, y cuando
asi fue, se realizdé una Prueba de comparacién maltiple de medias por
el Método de Tukey para identificar grupos que difieren

estadisticamente (P< 0.01).



"EL trabajo aleja de nosotros tres grandes males: el

aburrimiento, el vicio y la necesidad."

Voltaire



IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

En este trabajo se ha realizado un analisis de Varianza y una
comparacién de medias (Cuadro 2), en los cuales se estudié la
variabilidad que existe entre los compuestos volatiles producidos
por diez tratamientos de Biofumigacidon en el control del hongo
Fitopatdégeno Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici. E1L ANOVA y comparacidn

de medias se llevaron a cabo con el programa estadistico R.

Cuadro 2. Andlisis de Varianza y Comparacidén de Medias del efecto
producido por 1la biofumigacién sobre 1las colonias de Fusarium

oxysporum f. sp. Lycopersici.

Velocidad de Area de Inhibicién
Tratamientos crecimiento crecimiento (cm?) (%)
(mm/dia)
* % * % * %
Brassica oleraceae 0.208 d 0.638 f 97.72 a
Pinus cembroides 0.291 d 0.722 f 96.8 ab
Olea europea 9.333 d 0.857 f 96.35 b
Schinus molle 0.486 cd 1.389 ef 94.67 c
Cucurbita foetidissima 0.680 bcd 2.189 de 92.54 d
Carya illinoensis 0.791 bcd 2.578 cd 91.32 e
Flourencia cernua 1.347 bc 3.569 bc 85.24 f
Larrea tridentata 1.514 b 4.243 b 83.41 g
Estiercol 9.125 a 50.27 a @ h
Control 9.125 a 50.27 a @ h
C.V. % 25.0031 6.605999 0.925884
DMSH 0.9169362 1.182972 1.048432

® vValores medios con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey, p<
0.01); ** Diferencia altamente significativa; C.V. Coeficiente de variacién
expresado en %.; DMSH: Diferencia minima Significativa Honesta.



IV.1.- Velocidad de crecimiento.

La velocidad de crecimiento del hongo se vio extremadamente
reducida con 1los tratamientos a los que se le aplico material
vegetal, los cuales probablemente 1liberaron algunas sustancias
gaseosas con actividad antifungica. En el andlisis de varianza
(Cuadro 2), se observa que el menor crecimiento del hongo se
presentdé en el tratamiento al que se le aplico Brassica oleracea Var.
Itdlica (Brocoli), el cual presentd un crecimiento diario de 0.208
mm, mientras que el tratamiento control mostro un crecimiento del
hongo de 9.125 mm/dia, dejando ver de esta manera que 1los
materiales vegetales al descomponerse liberan sustancias que

detienen el crecimiento del hongo.

También 1la gobernadora (Larrea tridentata), que resulté ser el
tratamiento con los efectos mas pobres, presenté unicamente un
crecimiento diario de 1.514 mm, el cual es seis veces menor que el
tratamiento control y que el tratamiento donde se aplico

Unicamente estiércol. (Grafica 1.)

La velocidad de crecimiento del hongo Fusarium puede variar por las
temperaturas de exposicion, por lo tanto, al estar creciendo a las
temperaturas optimas (25°C) y en oscuridad, se puede concluir que
la reduccién de la velocidad de crecimiento en este caso se debid

a la exposicion de la cepa a los gases generados en la



descomposicion del material vegetal; puesto que el hongo nunca
estuvo en contacto este, por lo que la toxicidad de los gases es

inminente.

10 - . - T v -

Velocidad de crecimiento (mm/dia)

d d d cd bed bcd

0 1 2 3 4 5 6

Tratamientos

Grafica 1. Velocidad de crecimiento radial del hongo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici,

expuesto a distintos tratamientos de biofumigacién 1in vitro. Tratamientos:
Brassica oleraceae Var. Italica, 2.- Pinus cembroides, 3.- Olea europea, 4.- Schinus molle,
Cucurbita foetidissima, 6.- Carya illinoensis, 7.- Flourencia cernua, 8.- Larrea tridentata,
Estiércol puro, 10.- Control.

En el ANOVA realizado para esta variable, se observa que los
mejores tratamientos, es decir, los que permitieron un menor
crecimiento del hongo, fueron los que se les aplico Brassica oleraceae,
pinus cembroides y Olea europea, (grupo d) seguidos por el tratamiento con

Schinus molle (grupo cd), posteriormente, estan los tratamientos con

1.-
5.-
9.-
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Cuccurbita foetidissima y Carya illinoensis (grupo bcd), por ultimo quedaron
los tratamientos a los que se les aplico Flourensia cernua (grupo bc)
y Larrea tridentata (grupo b). E1 tratamiento control estuvo en un
grupo aparte (grupo a), junto con el tratamiento al que Unicamente
se le aplico estiércol, ya que el hongo presento un crecimiento
normal en ambos casos, es decir, no hubo efecto alguno sobre el
crecimiento del patdégeno. Esta grafica se realizé de acuerdo al
andlisis de varianza y comparacion de medias por el método de
Tukey (P<0.01). De esta manera, se ilustran 1las diferencias
estadisticas entre los efectos de los tratamientos en comparacion
con la reduccién que ejercié el tratamiento control (no hubo

reduccién en el crecimiento del hongo).

Como ya se menciondé anteriormente, el tratamiento con Brassica
oleracea permitié Uunicamente un crecimiento del hongo de ©.208
mm/dia (Cuadro 2), esto debido a la presencia de isotiocianatos
(Smolinska, et. al., 2003). Estos resultados son superiores a los
reportados por Garcia-Sosa (2010), quien reporté una velocidad de
crecimiento de Fusarium oxysporum Schelecht f. sp. gladioli (Massey)
Snyder y Hansen superior a 6 mm diarios expuesto a 0.1 mg/ml de
bencil-isotiocianato,y 2-feniletil-isotiocianato, mientras que
para fenil-isotiocianato a 1la misma concentracién, unicamente

crecidé 2.23 mm diarios. Este hongo, comenzé su crecimiento después



del segundo dia de exposicidén a los isotiocianatos extraidos de

cruciferas.
IV.2.- Area de crecimiento radial

El hongo patdégeno Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici exhibe un
crecimiento radial, por lo que ocupa un area de expansidén. Debido
a su naturaleza circular esta se puede calcular facilmente. Esta
variable sirve para determinar el area de expansion del patodgeno.
En el andlisis de varianza y la prueba de comparacién de medias
por el método de Tukey (P<©.01), (Cuadro 2) se muestra que en este
experimento se pudo reducir el area de expansion del hongo de
50.27 cm® (tamafio maximo del hongo alcanzado en el tratamiento
control) a tan solo ©.638 cm®’ con el tratamiento de biofumigacién
in vitro utilizando la especie Brassica oleracea Var. Itdlica (Brécoli),
siendo este el mejor tratamiento, seguido del pino (Pinus
cembroides), y del olivo (Olea europea) con un drea de expansioén de
©.722 y 0.857 cm® respectivamente, constituyendo asi el grupo “f”.
Posteriormente, un area de crecimiento del hongo de 1.389 cm® fue
presentada por el tratamiento al que se le aplico Schinus molle
(grupo “ef”). Cuccurbita foetidissima constituyo el grupo “de” con un
crecimiento de 2.189 cm?, posteriormente siguieron en ese orden los
tratamientos a los que se les aplicé Carya illinoensis (2.578 cm® grupo

“cd”), Flourencia cernua (3.569 cm® grupo “bc”), Larrea tridentata (4.243



cm® grupo “b”), Estiércol y Control (con 50.27 cm® para ambos),

constituyendo asi el grupo “a”

En la grafica 2, se 1ilustra de manera grafica las diferencias
estadisticas altamente significativas encontradas en el ANOVA vy
comparacion de medias, donde se muestra que la aplicacion de
brécoli obtuvo el menor area de crecimiento en el hongo con 0.638
cm®, lo que representa un crecimiento siete veces menor al del
tratamiento al que se le agregdé la gobernadora (Larrea tridentata),
siendo este el tratamiento que menos inhibidé el crecimiento de
Fusarium (4.243) cm’. Por otro lado, este resultado es 11 veces
menor que el presentado por el control y el tratamiento con

estiércol (50.27 cm®), siendo de esta manera un resultado bastante

considerable.

Estos resultados difieren con los encontrados por Smolinska, et al.,
(2003), quienes encontraron uUnicamente una accién fungistatica, no
fungitoxica, con la aplicacidén de isotiocianatos producidos por
especies de Brassicas (2-propenyl. Ethyl, butyl, phenylethyl,
benzyl, y phenyl isotiocianatos) a 0.3 pl, ya que no inhibieron el
crecimiento de Fusarium oxysporum, sino que, simplemente, inhibieron
el crecimiento del patdégeno los primeros dias y posteriormente, el

hongo continué su desarrollo normal.
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Grafica 2. Area de crecimiento radial del hongo Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersici, expuesto a distintos tratamientos de biofumigacion 1in vitro.
Tratamientos: 1.-Brassica oleraceae Var. Italica, 2.- Pinus cembroides, 3.- Olea europea, 4.-
Schinus molle, 5.- Cucurbita foetidissima, 6.- Carya illinoensis, 7.- Flourencia cernua, 8. -
Larrea tridentata, 9.- Estiercol puro, 10.- Control.

Por otro lado, Ramirez-Villapudua and Munnecke (1987), reportan

que el crecimiento del hongo Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp.

conglutinans (Wr.) Snyd y Hans., se redujo practicamente a cero en

experimentos de laboratorio, donde fueron expuestos a gases

obtenidos de la descomposicion de residuos de cruciferas en

contenedores cerrados. La inhibicidon completa del crecimiento

ocurrié 24 horas después de la aplicacion de residuos de

cruciferas a una concentracién de 10%. Sin embargo, el patdgeno



recuperé su crecimiento normal cuando las placas fueron
transferidas al aire fresco, o cuando porciones del hongo fueron
sembradas en PDA e incubadas al aire fresco. Por lo tanto, el
efecto de 1las sustancias volatiles fue fungistatico (Ramirez-
Villapudua and Munnecke 1987). Estos autores explican que 1los
gases no fueron absorbidos por el PDA, y que probablemente, el
efecto fungistatico fue debido a la accidén directa de los gases en
el micelio de Fusarium y no una acumulacién toxica en PDA. En
contraste, cuando el suelo infestado por el patégeno fue
suspendido sobre residuos de cruciferas en descomposicion, el

efecto fue fungicida.

IV.3.- Porcentaje de inhibicién del hongo.

Los tratamientos de biofumigacidén a los que fue expuesto el hongo
patégeno Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, liberaron gases toéxicos
para este, (nunca hubo contacto directo entre el material vegetal
y el hongo) lo cual se vio reflejado en el alto porcentaje de
inhibicidén que estos generaron sobre el organismo en cuestidn. En
el ANOVA se muestra que el porcentaje de inhibicidén mas alto lo
presentd el tratamiento con material de brécoli (Brassica oleracea Var.
Itdlica) con una inhibicién del 97.72 %, (Cuadro 2) mientras que
el tratamiento control y el de estiércol no generaron ningun tipo

de inhibicidén. Con la ayuda de la comparacién de medias por el
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con Olea europea (96.35 % de inhibicidén; grupo “b”), Schinus molle
(94.67 % de inhibicién; grupo “c”), Cucurbita foetidissima (92.54 % de
inhibicién; grupo “d”), Caryaillinoensis (91.32 % de inhibicidén; grupo
“e”), Flourencia cernua (85.24 % de inhibicidén; grupo “f”), Larrea
tridentata (83.41 % de inhibicién; grupo “g”) y finalmente 1los
tratamientos con Estiércol y el Control (no inhibieron al hongo,

conformando asi el grupo “h”).

Estos resultados coinciden <con 1los reportados por Ramirez-
Villapudua and Munnecke (1987), quienes reportan una inhibicién de
99.4% en el crecimiento de Fusarium oxysporum Schlecht. f. sp.
conglutinans (Wr.) Snyd y Hans con 1la aplicacién de residuos de
cruciferas en  descomposiciodn. Resultados similares  fueron
reportados por Smolinska., (2000), quien reporta una inhibicidén de
la viabilidad de propangulos de Fusarium oxysporum de un 86 a un 95%

con la aplicacién de residuos de Brassica juncea.

Smolinska y horbowicz (1998), reportan una inhibicidén total en 1la
viabilidad de las clamidosporas de Fusarium oxysporum, cuando fueron
expuestos a Brassica juncea y Sinapis alba (cultivares Nakielska vy
Borowska), las cuales presentan en altas concentraciones Allyl,

Benzyl y Phenylethyl-isotiocianatos.

Por otro lado, los tratamientos que causaron una inhibicidén menor

fueron los materiales de 1la Gobernadora y el hojasen con una



inhibicién de 83.41 y 85.24 % respectivamente. Resultados
similares fueron obtenidos por Lépez-Benitez, et. al., (2005),
quienes reportaron una inhibicidén de 81.3 (5% de concentraciodn) y
92.7% (10% de concentracién) en Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, con
la aplicacion de extractos de gobernadora aunque difiere en los
resultados con extractos de hojasen, puesto que reportaron una
inhibicién de 42.8 y 53.7% en las concentraciones anteriores,

siendo muy inferiores a los encontrados en este trabajo.

En el caso de 1la Gobernadora, 1la 1lenta 1liberacidon del acido
nordihidroguayarético, puede ser la causa de la baja inhibicidn
del crecimiento del hongo, puesto que se ha demostrado su
potencial inhibitorio, pero esto es con 1la aplicacién de
extractos, los cuales son extraidos por medio de solventes

organicos.(Mercado-Martinez, et. al., 2009)

IV.4.- Cinética de crecimiento

Los gases generados en la descomposicion del material vegetal de
todas las especies tuvieron efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, tal como se muestra en
la Figura 19. En ninguno de los casos el tratamiento con estiércol
puro o el tratamiento control inhibieron el crecimiento radial del

micelio del hongo.



FIGURA 19. Crecimiento radial final del hongo Fusarium oxysporum bajo los siguientes tratamientos; 1.- Testigo, 2.-
Estiércol, 3.- Larrea tridentata, 4.- Flourencia cernua, 5.- Carya illinoensis 6.- Cucurbita foetidissima, 7.- Schinus molle, 8.- Pinus cembroides,
9.- Oleaeuropea, 10.- Brassica oleracea Var. Italica.
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En la Grafica 4 se observa que los mejores resultados inhibitorios
del crecimiento del hongo Fusarium oxysporum se presentan con la
aplicacién del Broécoli (Brassica oleracea Var. Italica) como material
biofumigante. Esta caracteristica es atribuida a la presencia de

glucosinolatos en sus tejidos.

Crecimiento (mm)

8 9 10
Tratamientos

Grafica 4. Cinética de crecimiento del hongo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici,
sometido a diferentes tratamientos de biofumigacién in vitro. Tratamientos: 1.-
Brassica oleraceae Var. Italica, 2.- Pinus cembroides, 3.- Olea europea, 4.- Schinus molle, 5. -
Cucurbita foetidissima, 6.- Carya illinoensis, 7.- Flourencia cernua, 8.- Larrea tridentata, 9.-
Estiercol puro, 10.- Control.
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Posteriormente los resultados de la aplicacidén de sustratos como
biofumigantes van decreciendo en efectividad en el siguiente
orden: Olea europea, Pinus cembroides, Schinus molle, Cucurbita foetidissima, Carya
illinoensis, Flourencia cernua, Larrea tridentata, y finalmente, con un
crecimiento normal estan los tratamientos a los que se les agrego
unicamente estiércol como enmienda y el tratamiento control. Estos
ultimos no tuvieron efecto inhibitorio en el crecimiento del
patogeno, es decir, el hongo siguié su curva normal de

crecimiento.



“La verdadera ciencia ensena, por encima de todo, a dudar

y a ser ignorante.”

Miguel de Unamuno



V. CONCLUSIONES

Los resultados anteriores permiten concluir que el uso de 1la
biofumigacién como técnica de control de Fusarium oxysporum f. sp
lycopersici es factible, ya que todos 1los tratamientos 1in vitro
presentaron una alta capacidad inhibitoria. Estos resultados
sirven de base para establecer investigaciones posteriores sobre
el efecto de la rotacidén de cultivos de tomate y de Brdécoli para
disminuir el inoculo de Fusarium oxysporum e integrando esta técnica
dentro de 1las practicas culturales de un manejo integrado del

patdégeno en el cultivo del tomate.

De esta manera, la biofumigacidén se confirma fuertemente como una
practica agricola que puede ser incluida satisfactoriamente en el

manejo integrado de plagas fungicas y demas.



“La ciencia no sirve sino para darnos una 1idea de cuan

vasta es nuestra ignorancia.”

Félecité de Lamennais
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