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RESUMEN

La marchitez vascular del tomate es provocada por el fitopatdgeno Fusarium
oxysporum f sp. lycopersici (FOL), causante de grandes pérdidas de produccion a nivel
mundial. Tradicionalmente el manejo para el control de esta enfermedad se basa en la
aplicacion de fungicidas de origen quimico, que perjudican severamente los suelos, el
ambiente y la salud de las personas; por lo que control biol6gico con bacterias del género
Azospirillum sp., es una alternativa con altas expectativas en la agricultura moderna ya
que estas acttian directamente sobre las raices, evitando el paso del patdégeno e induciendo
las defensas en las plantas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad
biocontroladora de Azospirillum sp. sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici a través
de pruebas de antagonismo in vitro e in vivo para la reduccion del marchitamiento en
tomate (Solanum lycopersicum L.). Se caracteriz6 tanto el antagonista (C7Az) como el
patégeno (Folle), obteniendo una cepa de cada una. Mediante las pruebas de antagonismo
in vitro, se determind altos porcentajes mayores al 70% de inhibicion del patogeno
durante 8 dias de crecimiento. Asi mismo se encontrd altos porcentajes en el indice de
efectividad de la inoculacion de Azospirillum, mediante su longitud del sistema radical,
peso fresco radicular y la altura de la planta en el trasplante, longitud de la planta al
término de la investigacion y el peso del sistema radical al término de la investigacion en
39.75%, 27. 55%, 29.06% Yy 34.43% respectivamente y el grado de marchitez vascular se
redujo en un 27, 5% en cuanto a la incidencia y en un 19% en la severidad. La utilizacion
de bacterias promotoras de crecimiento como Azospirillum sp es altamente confiable para

el control bioldgico de esta enfermedad mitigando el dafio en las plantas.

Palabras clave: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Azospirillum sp., control

bioldgico, incidencia, severidad.
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ABSTRACT

Tomato wilt disease is caused by the phytopathogen Fusarium oxysporum f sp.
lycopersici (FOL), which causes great production losses worldwide. Traditionally,
the management for the control of this disease is based on the application of chemical
fungicides, which severely damage the soil, the environment and human health;
therefore, biological control with bacteria of the genus Azospirillum sp. is an
alternative with high expectations in modern agriculture, since they act directly on
the roots, preventing the passage of the pathogen and inducing plant defenses. The
objective of this research was to evaluate the biocontrol capacity of Azospirillum sp.
on Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici through in vitro and in vivo antagonism
tests for the reduction of wilt in tomato (Solanum lycopersicum L.). Both the
antagonist (C7Az) and the pathogen (Folle) were characterized, obtaining one strain
of each. In vitro antagonism tests determined high percentages of more than 70%
inhibition of the pathogen during 8 days of growth. Likewise, high percentages were
found in the effectiveness index of the Azospirillum inoculation, through the length
of the root system, fresh root weight and plant height at transplant, plant length at the
end of the research and the weight of the root system at the end of the research in
39.75%, 27.55%, 29.06% and 34.43% respectively, and the degree of vascular wilt
was reduced by 27.5% in terms of incidence and 19% in severity. The use of growth-
promoting bacteria such as Azospirillum sp is highly reliable for the biological

control of this disease, mitigating plant damage.

Keywords: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Azospirillum sp., biological

control, incidence, severity.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION

El marchitamiento vascular es causado por el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici conocido comunmente como FOL, ataca principalmente a plantas de tomate
de edad adulta, sin embargo, también puede infectar a plantas mucho mas jovenes siempre
y cuando estas estén en contacto con el indculo. Esta enfermedad es altamente destructiva
comienza a nivel de la raiz avanzando hacia la parte superior de la planta, una vez haya
invadido completamente la planta, llega a su etapa final y muere (Direccion del Centro
Nacional de Referencia Fitosanitaria [CNRF], 2019). A pesar de que los cultivos de
tomate son controlados desde su siembra, el contagio puede darse por la contaminacién
del suelo, ya que FOL mediante la produccion de clamidosporas se mantiene en el suelo
por largos periodos de tiempo, donde cultivos sanos llegan a contaminarse por la rapida

diseminacion del patdgeno mediante el viento o el agua (Vasquez & Castafio 2017).

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) es considerado como uno de los
principales patdgenos que afecta gravemente a las plantas de tomate a nivel mundial,
disminuyendo en un 60% el rendimiento total, afectando significativamente la calidad del
producto, por esta causa se incrementa la preocupacién entre los productores debido a
que para la mayoria es su fuente principal de ingresos (Ascencio-Alvarez et al., 2008). El
tomate (Solanum lycopersicum L.), es uno de los principales cultivos sembrados y
consumidos, ocupando un lugar importante en la explotacion horticola, aproximadamente
el 75% de la produccion mundial de tomate se destina al consumo fresco, mientras que el
25% restante, a la industria para la elaboracion de pastas, salsas, etc. Tan solo en el afio
2017 su produccion fue de 241641489 t (Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia

en Tecnologia Agropecuaria, 2017).



Comunmente el manejo de la marchitez vascular es tratado en su mayoria con
productos quimicos que afectan no solo a produccion y a sus trabajadores, sino también
al medio ambiente y al suelo para futuros cultivos. El control bioldgico es tomado como
una opcion para muchos productores, el cual consiste en la utilizacién de organismos
vivos, que beneficien a cultivos y controlen patdgenos de forma segura y eficaz

(Pullupaxi, 2016) .

Actualmente existen muchos hongos y bacterias endéfitas que son utilizados como
antagonistas de enfermedades fitopatdgenas de cultivos de tomate, entre los mas
conocidos estan Trichoderma, Pseudomonas, Bacillus, Paenibacillus y Azotobacter
(Quiroga-Rojas et al., 2012), no obstante, en estudios recientes se ha podido apreciar que
la inoculacion de bacterias del género Azospirillum sp. resultan beneficiosas para el
crecimiento y produccidn del cultivo de tomate, ademas su aplicacion resultaria eficiente
para que la contaminacién del suelo se reduzca (Esquivel-Cote, 2017). Las bacterias
Azospirillum sp. al ser muy versétiles tienen la capacidad de adaptarse con mucha rapidez
y facilidad lo cual resulta importante para un cultivo, de la misma manera su incidencia
influye para que el volumen de sus raices se incremente y ayuda a la resistencia de

fitopatdgenos ( Hernandez et al., 2015).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la capacidad biocontroladora de
Azospirillum sp. sobre Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici a través de pruebas de
antagonismo in vitro e in vivo para reducir el marchitamiento en tomate (Solanum

lycopersicum L.).



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

El tomate es uno de los cultivos méas importantes a nivel nacional ya que es de gran
valor para la agricultura e industria, ademas de ser uno de los principales productos dentro
de la canasta familiar. Su consumo se extiende cada vez mas y la produccion se ve
aumentada para satisfacer a las necesidades de la poblaciéon, lo que ha conllevado que se
generen diversas formas de control intensivas que aumentan el uso de agroquimicos
causando incluso el surgimiento de patdgenos mas agresivos. Ya que este cultivo es
principalmente amenazado por bacterias, nematodos, virus y hongos que reducen la
calidad y productividad del cultivo y de su fruto dejando pérdidas econémicas fatales
(Jaramillo, 2015). En un estudio realizado por la INEC (2013, como se citd en Jaramillo,
2015) se encontro que en el afio 2013 se perdieron 27 hectareas de 1353ha a causa de

plagas y enfermedades.

El hongo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL) causante de la marchitez
vascular del tomate, es responsable de bajos rendimientos en la produccién y calidad de
tomate de mesa, segin (Martinez-Ruiz etal., 2016) indica en su investigacion que
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL) afecto al 60% de la produccion en los

ultimos tiempos.

Se debe agregar que actualmente uno de los principales problemas en la agricultura es
el uso y manejo descontrolado de fungicidas quimicos, que en su mayoria resultan
costosos e ineficaces para el control de la enfermedad, debido a que en los dltimos afios
han aumentado su resistencia y se han esparcido de manera inescrupulosa. El uso
indiscriminado de estos productos genera dafios casi irreversibles al ambiente y a sus
recursos naturales, sin contar que ponen en peligro la salud de sus productores y

consumidores e incrementan costos de produccion (RECHARTE, 2015).



1.3 PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Cual es el grado de reduccién de la marchitez vascular provocada por el hongo

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici con el uso de la bacteria Azospirillum sp.?

1.4 JUSTIFICACION

Uno de los principales objetivos en la actualidad es la busqueda por mantener un
equilibrio y desarrollo sustentable con la naturaleza, surge la necesidad de la aplicacion
de nuevas estrategias ecoldgicas como alternativas que conlleven a la creacion de nuevas
tecnologias eficientes, utilizando material biol6gico y especies vegetales de corto plazo.
El uso de agroquimicos no siempre es la mejor opcion para satisfacer las demandas de los
productores y consumidores, que en muchas ocasiones resultan indtiles, teniendo como
resultado pérdidas significativas, no solo econdémicas si no también ambientales

(RECHARTE, 2015).

Es por ello que, para reducir el efecto negativo al ambiente por el uso de estos
quimicos, se ha optado por la utilizacion de nuevos métodos de control mediante
antagonistas. Tomado como opcion a las bacterias del género Azospirillum sp. ya que es
capaz de asociarse directamente con la raiz produciendo de esta manera diversos
beneficios a la planta (Rangel-Lucio et al., 2011), lo que permite su utilizacion para el
control de enfermedades producidas por hongos fitopatogenos como es Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (FOL). El control bioldgico es una estrategia efectiva a largo
plazo, siendo un mecanismo muy diferente al de los productos desarrollados

quimicamente (Ibarra et al., 2006).



1.5 LIMITACIONES
Las limitaciones de la presente investigacion fueron el tiempo de trabajo en las
instalaciones de los laboratorios de la universidad y el tiempo de contaminacion de las

plantas con el hongo.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo general
Evaluar la capacidad biocontroladora de Azospirillum sp. sobre Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici a través de pruebas de antagonismo in vitro e in vivo para la reduccién

del marchitamiento en tomate (Solanum lycopersicum L.).

1.6.2 Objetivos especificos

e Caracterizar los microorganismos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y
Azospirillum sp. mediante técnicas microbioldgicas y bioquimicas para su
posterior uso en pruebas in vitro e in vivo.

e Determinar el efecto antagonista de Azospirillum sp. sobre Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici mediante ensayos in vitro para el estudio de su factibilidad de
uso.

e Establecer el grado de infeccion de las plantas de tomate rifion con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici mediante pruebas microbiol6gicas determinando la
eficacia antagonica de los inoculados de Azospirillum sp.

e Elaborar una propuesta de articulo cientifico respetando los formatos

internacionales para la posible divulgacion de los resultados obtenidos.



1.7 HIPOTESIS
La bacteria Azospirillum sp. es capaz de reducir el grado de marchitez provocado por
el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en condiciones in vitro e in vivo, pudiendo

ser utilizada para control biolégico de tomate.



CAPITULO 2

2.1 ESTADO DEL ARTE

En la investigacion de (Russo etal., 2008) concluyé que las plantas de Prunus
cerasifera L. clon Mr. S 2/5 inoculadas con Azospirillum brasilense Sp245 tuvieron
efectos favorables ya que el sistema radicular, la produccion de biomasa de pelos
radiculares y la actividad apical aumentaron. Asi mismo A. brasilense Sp245 protege a
las plantas contra Rhizoctonia spp., en casi un 100% frente al 0% con respecto al control

negativo.

En la investigacion de (Parmasi et al., 2019) se dio a conocer que A. brasilense
disminuyd la gravedad de la enfermedad de A. rabiei conocida como el tizén de Ascochyta
en cultivos de garbanzo. A. brasilense mejoro la expresion del gen Snakin2 que esta
relacionado con la defensa. En el experimento que se realizé en cultivos de garbanzo
resistentes (ICC 12004) y susceptibles (Bivanij), resulta que la inoculacion de esta
bacteria si tendria significancia en los cultivos ya sea en el alza de la expresion del gen
en plantas resistentes, asi también en la regulacion de la expresidon del mismo en plantas

susceptibles.

De acuerdo con (Herndndez etal.,, 2015) indican que Azospirillum posee
potencialidades para ser utilizada en la agricultura, ya que segun informacion recopilada
por estos autores estas bacterias son aptas para entrar en simbiosis y mutualismo con las
plantas y con otros microorganismo relacionadas a estas. Las bacterias ademas fijan
nitrégeno atmosférico, producen fitohormonas que ayudan al crecimiento y aumento de
raices, solubilizan nutrientes y minerales a las plantas y ademas de puede ser utilizada

como control bioldgico induciendo la resistencia a patdgenos.



Citando a Alfonso y colaboradores (2005), considera que Azospirillum es el género
que domina en la rizéfora del cultivo de tomate en contraste con Pseudomonas,
Azotobacter, Bacillus y Streptomyces en la condiciones adecuadas. Las bacterias
Azospirillum provocaron que las plantas obtuvieran un rendimiento agricola que supera
el 11% con respecto a los testigos y que las plantas tuvieran efectos positivos en el
crecimiento y estado nutricional de las plantas, ademas de que la rizésfera de las plantas

inoculadas hayan aumentado positivamente.

En la investigacion de (Carmona, 2019) titulada “Identificacion de un aislamiento de
Fusarium oxysporumf. sp. lycopersiciy y respuesta fisiolgica en tomate durante la
infeccion frente a dos elicitores fungicos” se dio a conocer que la marchitez vascular del
tomate se redujo en un 70% con la aplicacién en conjunto del quitosan de un bajo peso

molecular (2.5 mg.mL™Y) y Trichoderma spp.

Con base en Esquivel-Cote (2017), plantea que con Azospirillum sp., y la fertilizacién
quimica nitrogenada -FQN- beneficiaron el crecimiento y fisiologia de pléantulas
aumentando de esta forma el crecimiento y la tasa de asignacion, ademas de ello
favorecieron positivamente la produccion de frutos. Los frutos cosechados de plantas
inoculadas con la cepa AZm5 fertilizadas con 255 kg de Nha, registraron contenidos
altos en potasio, sugiriendo que la inoculacion con Azospirillum contribuye al
crecimiento y produccion del cultivo bajo condiciones agotadoras, rediciendo la

contaminacion del suelo con fertilizantes quimicos.

En la investigacién de Cuevas (2000), sefiala que A. brasilense en combinacion con
NK tuvieron un mejor comportamiento en semillero mientras que en el trasplante hubo
una mejor relacion nutricional NPK esta investigacion fue realizada en tomate y se
tomaron diferentes pardmetros para su estudio como es: diferentes relaciones

nutricionales en fase de trasplante, sobre la altura y masa fresca de las plantulas al
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trasplante, el numero de frutos y rendimiento agricola en el cultivo del tomate Var.

Campbell-28, comparado con un testigo de produccion y un control sin fertilizar.

2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 EL TOMATE (Solanum lycopersicum L.)

Solanum lycopersicum L. es conocido comUnmente como tomate, tomatera o jitomate
(Molina et al., 2018). Es uno de los cultivos méas populares en el ambito industrial y
gastronomico por su valor nutricional y gran demanda a los consumidores. Es una planta
perenne que usualmente es cultivada en invernaderos o al aire libre. Dentro de los 10
paises que mas producen el fruto de tomate son: China, Estados Unidos, India, Egipto,

Turquia, Italia, Irdn, Espafia, Brasil y México (Hernandez-Leal et al., 2013).

2.2.1.1 Origen

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una especie originaria de la Regién Andina
de Sudamérica, pero su domesticacion fue en México (SILVA, 2015). El ancestro
silvestres segn muchos autores procedia de Pert y Ecuador el cual en aquella época se
dispers6 como maleza, aquella variedad era llamada Solanum lycopersicum

var.cerasiforme (Dunal) (Molina et al., 2018).

2.2.1.2 Importancia

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es de gran importancia por sus altos niveles
nutricionales, econdémicos e industriales (SILVA, 2015) el tomate es de gran importancia
econdémica ya que muchos paises destinan grandes superficies de tierras para el cultivo
de esta especie, asi mismo es de gran importancia industrial ya que gran parte del producto
es destinado a la fabricacion de diferentes productos comerciales comestibles como

salsas, jugos, sopas, entre otros (Sanchez Lopez, 2017).



2.2.1.3 Clasificacion Taxonomica
Segun el Instituto Nacional de Innovacion y Transferencia en  Tecnologia

Agropecuaria (INTA, 2017) el tomate presenta la siguiente clasificacion taxonémica:

Tabla 1: Clasificacion taxonémica del tomate (Solanum Lycopersicum L.)

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: Solanum Lycopersicum L.

Fuente: INTA (2017)

2.2.1.4 Descripcion Botanica

Son plantas herbaceas, con una altura de mas de 1.5 cm que comunmente son vellosas.
Sus hojas son compuestas con borde dentado y miden aproximadamente entre 5y 7 cm
de longitud. Su fruto es de color rojo, aunque puede tornarse de color amarillento o rosado
en sus primeras etapas, y su diametro es de mas de 2 cm, este fruto puede contener grandes
cantidades de semillas que comUnmente son amarillentas y aplanadas (ALVAREZ,

2018).

2.2.1.5 Requerimientos térmicos del cultivo
Segun Aguilar-Rodriguez y colaboradores (2020), la temperatura para que el cultivo
se desarrolle favorablemente bajo invernadero oscila entre los 22 y 26 °C durante el dia

y 13 a 16 °C por la noche. Hay que tener en cuenta que durante todo el ciclo de desarrollo
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la temperatura tendra un papel importante, ya que para en temporada de maduracion del

fruto es esencial que la temperatura este entre 18 y 24 °C (MERINO, 2017).

2.2.1.6 Fenologia del cultivo
Hay tres fases para el desarrollo de un cultivo de tomate segiin Alvarez (2018), siendo

las siguientes:

e Fase inicial: esta fase inicia desde el primer dia de germinacion hasta los 21 dias,
aumentando rapidamente la materia seca, caracteristica propia de esta fase.

e [Fase vegetativa: esta fase es la continuacion de la fase inicial a partir de los 30 a
45 dias, con una duracién de 25 a 40 dias y termina antes de la floracion, en esta
etapa las plantas necesitan mas nutrientes para su correcto desarrollo de ramas y
hojas.

e Fase reproductiva: en esta etapa envuelve la floracion y la fructificacion, con
una duracion entre 40 y 60 dias, utilizando los nutrientes para su crecimiento y

maduracion.

2.2.1.7 Enfermedades Causadas por hongos.
Hay muchas enfermedades causadas por hongos que causan pedidas grandes para los
productores, estas enfermedades se dan desde la primera etapa del cultivo, a continuacion,

se da a conocer las principales segun Martinez-Ruiz y colaboradores (2016).

2.2.1.7.1 Ahogamiento de plantulasy necrosis radicular (Pythium aphanidermatum)

El hongo Pythium aphanidermatum es capaz de atacar a plantas en sus primeras etapas
de crecimiento, que puede causar podredumbre del tallo e incluso la muerte, ademas de
ellos este hongo puede causar que las plantulas de tomate crezcan de forma desigual. Los
sintomas caracteristicos de la enfermedad son las lesiones de color castafio oscuro o

negras alrededor del tallo que es conocida como ahogamiento, la planta es capaz de

11



doblarse, seguido por un marchitamiento severo y por ende se produce la muerte

(Martinez-Ruiz et al., 2016)

2.2.1.7.2 Tizbén temprano (Alternaria solani)

Es una de las principales enfermedades que afecta al tomate, bajando su rendimiento
entre el 20-30%. Esta enfermedad se desarrolla rdpido con una humedad relativa del 70%
durante la noche. Los principales sintomas que se pueden observar son la aparicion de
manchas circulares en las hojas de color café y negro que al final se secan rapidamente,
mientras avanza la enfermedad se puede apreciar el desarrollo de anillos negros y
concéntricos. La aparicion de lesiones oscuras, correosas y hundidas en la punta del céliz

son sintomas de los frutos de platas con dicha enfermedad (Martinez-Ruiz et al., 2016).

2.2.1.7.3 Podredumbre gris (Botrytis cinérea)

Esta enfermedad provocada por el hongo Botrytis cinérea es considerada como la
segunda mas importante causada por hongos. Es una enfermedad muy severa que afecta
a flores, frutos y tallos, provocando pérdidas grandes en cuanto a poscocecha ya que este
patégeno suele infectar en esta etapa encontrandose incluso en lugares de
almacenamiento. Los principales sintomas son cancro en tallos, flores y frutos (Martinez-

Ruiz et al., 2016).

2.2.1.7.4 Oidio, Cenicilla u Oidiopsis (Leveillula taurica)

El hongo Leveillula taurica que provoca la enfermedad conocida como Oidio, es una
enfermedad facil de reconocer ya que tienen caracteristicas similares a un polvo blanco
en las hojas. Los sintomas principales son lesiones 0 manchas blanquecinas que aparecen
en el haz y el envés de las hojas, esta enfermedad se puede desarrollar con mayor facilidad

gracias a las condiciones de invernadero (Martinez-Ruiz et al., 2016).

12



2.2.1.7.5 Marchitez vascular (Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (Sacc.)
Snyder y Hansen.
La marchitez vascular del tomate es causada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersici (Sacc.) Snyder y Hansen, es una de las principales enfermedades ya que
puede producir severas pérdidas hasta un 60% del rendimiento total (Martinez-Ruiz et al.,

2016).

2.2.1.7.5.1 Sintomas

Las plantas infectadas con marchitez vascular inicialmente muestran amarillamiento
en sus hojas mas viejas, que mientras la enfermedad avanza, este puede darse en toda la
planta, en ciertas ocasiones en plantas adultas en etapa de produccién o al término, suelen
presentar estos sintomas a un solo lado o solo en la mitad de la planta. Las hojas amarillas
infectadas se marchitan, se secan y llegan a su etapa final. Una de las caracteristicas
principales de la enfermedad es la necrosis marron que se produce en el interior del tallo,
esta suele ser mas extensa conforme la enfermedad es mas severa. Las plantas jovenes
con la enfermedad ademés muestran necrosis y pudricion de las raices conllevando a haya
un crecimiento mucho mas lento, epinastia, amarillamiento de las hojas inferiores,
marchitez de hojas y tallos y como etapa final la muerte de la planta (Carrillo-Fasio et al.,

2003).

2.2.1.7.5.2 Ciclo de vida

El hongo Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici puede infestar a plantas mediante
heridas en las raices o tallos, ademas de ello pueden acoplarse a climas calidos mayores
de 28°C, unas de las ventajas para el desarrollo de la enfermedad es la humedad optima
y niveles bajos de N y P. La enfermedad puede mantenerse en los suelos por mucho
tiempo y puede infectar a futuros cultivos, asi mismo la enfermedad puede transmitirse

por el agua, el viento y por herramientas contaminadas (Carrillo-Fasio et al., 2003).
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2.2.2 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder y Hansen. (FOL)

La marchitez vascular del tomate causado por el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersici (Sacc.) Snyder y Hansen. (FOL). Actualmente se han reportado 3 razas del
hongo FOL, la raza 1 la cual fue descubierta en 1886 y su resistencia esta presente en el
locus 1 de Solanum pimpinellifolium PI-79532, la raza 2 que fue reportada en Ohio en
1945 y su resistencia esta presente en el nuevo locus (1-2) del hibrido natural S.
esculentum x S. pimpinellifolium P1-126915 y la raza 3 se report6 por primera vez en 1978

en Australia (Hernandez et al., 2014).

2.2.2.1 Informacion taxondémica de FOL
A continuacion se da a conocer la informacion taxonémica de Fusarium oxysporum f.

sp. Lycopersici segin (CNRF, 2019):

Tabla 2: Informacién de FOL

Nombre cientifico: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici W.
C. Synder & H.N. Hansen, 1940
Sinonimias: Fusarium oxysporum subsp. lycopersici
Sacc., 1886
Fusarium lycopersici (Sacc.) Wollenw,
1913
Nombres comunes: Marchitez del tomate
Marchitez vascular del tomate

Fusarium wilt on tomato (inglés)
Fuente: (CNRF, 2019)
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Posicion Taxonémica

Tabla 3: Posicién Taxonémica de FOL

Reino: Fungi
Dominio: Eukaryota
Phylum: Ascomycota
Subphylum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium
Especie: Fusarium
oxysporum

Fuente: (CNRF, 2019)

2.2.2.2 Caracterizacion Morfologica de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Las colonias de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici poseen micelio aéreo
algodonoso de color blanquecino, con pigmentacion que varia entre rosa claro y violeta
oscuro, que es observado de mejor manera al reverso de la caja Petri. Su colonia es de
crecimiento rapido y es densa dispersa de micelio (Carmona, 2019). Las colonias son
hialinas al inicio de su crecimiento. El diametro de la colonia es alrededor de 2cm pasadas

las 72 horas de crecimiento (Paez & Albarracin, 2007).

Al microscopio las hifas de los hongos son hialinas y septadas, ademas se observa tres
clases de esporas que produce este hongo que son: microconidios los cuales estan
agrupadas en falsas cabezas, son abundantes y en su mayoria unicelulares. Las medidas
de los microconidios oscilan entre entre 5 y 12 um de largo por 2.5 a 3.5 pum de ancho;
macroconidios son abundantes en medio CLA, se forman sobre esporodoquios con
conidioforos simples y cortos, presentan medidas entre 20.3 y 27 um de la largo y 6.7 um

de ancho aproximadamente, aunque puede variar; y clamidosporas que se forman simples
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0 en pares en hifas de forma intercalar o terminal, su medida oscila entre 5 a 15 um de

diametro (Cardona-Piedrahita & Castafio-Zapata, 2019).

2.2.2.3 Aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Para el aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL), se obtiene
material vegetal con signos caracteristicos de la enfermedad, puede ser tallos, hojas o
raices y para la siembra comunmente se utiliza el medio de cultivo PDA (Papa Dextrosa
Agar), y es optimo para el crecimiento de microconidios, asi también de macroconidios
y clamidosporas, pero en bajas cantidades. El medio de cultivo CLA (Carnation Leafpiece
Agar) es utilizado para el 6ptimo y abundante crecimiento de macroconidios, también es
utilizado el medio de cultivo SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) para el crecimiento
Optimo de las clamidosporas. La temperatura Optima de incubacion para el crecimiento

de Fusarium oscila entre los 25 a 30 °C (Duarte et al., 2016).

2.2.3 CONTROL BIOLOGICO

El control bioldgico se trata de la utilizacion de organismos vivos o compuestos de
ellos para la disminucion o el control total de las enfermedades en las plantas y suelos
que resulta beneficiosa para evitar el uso de agroquimicos (Vinchira-Villarraga &
Moreno-Sarmiento, 2019). Este se clasifica segin su mecanismo de accion en
microorganismos antagonistas, precursores de la actividad antagonica u organismos

benéficos e inductores de mecanismos de defensa vegetal (A. Garcia, 2014).

2.2.3.1 Ventajasy desventajas
Dentro de las ventajas y desventajas del control biolégico Segun Jiménez (2009) son

las siguientes:
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Ventajas

¢ No provoca ningun efecto negativo para otros organismos incluido el hombre.

Evita plagas introducidas

La relacién costo / beneficio es muy favorable.

El control es a largo plazo o permanente.

Se reemplazan a los productos quimicos.

Desventajas

Falta de conocimiento sobre el control biolgico.

e Falta de personal con conocimientos en el tema.

e Falta de ingresos.

e Poca disponibilidad

e Los enemigos naturales no siempre atacan a todas las plagas de un cultivo.

e Los enemigos naturales son mas susceptibles a los Plaguicidas.

2.2.3.2 Atributos ecoldgicos de enemigos naturales
Para que un enemigo natural sea efectivo es necesario que sea adaptable a los cambios
del medio ambiente, capaz de mostrar densidad-dependencia con su huésped y que sea

capaz de crecer mas rapido que su enemigo (A. Garcia, 2014).

2.2.3.3 Tipos de control bioldgico
e Control biologico natural: es aquel donde los factores abioticos (elementos
climaticos como la temperatura, viento o lluvia) y factores biéticos (enemigos
naturales como bacterias, virus, hongos, nematodos, etc.) ejercen un papel
importante sobre una plaga atacandola o manteniéndola inactiva para el buen
crecimiento de un cultivo, este control es la clave para que plagas importantes no

se desarrollen (Jiménez, 2009).
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e Control bioldgico clasico: consiste en la introduccion de determinados enemigos
naturales, para el control de patdgenos, insectos plaga, malezas, etc. (Boldini
etal., 2019).

e Control bioldgico aplicado (CBA): se trata de la inoculacion de diferentes
organismos en masa, obtenidos en laboratorio, este control busca un equilibrio
con la reduccidon del nivel de dafio que ocasiona los patégenos. Es un método
bastante similar a los convencionales que usan insecticidas y son a largo plazo

(Boldini et al., 2019).

2.2.3.4 Mecanismos de control microbioldgico

2.2.3.4.1 Competencia

La competencia trata del requerimiento de dos 0 mas microorganismos por un mismo
elemento ya sea por nutrimentos, oxigeno o espacio, donde solo un microorganismo logre
beneficiarse de dicho elemento dejando a los otros organismos con menos opciones de

supervivencia (Fernandez-Larrea, 2001).

2.2.3.4.2 Fungistasis
Es una técnica en donde se trata de inactivar las condiciones propias para el desarrollo
de las esporas de los hongos, que generalmente se limita las fuentes de carbono

(Lockwood, 1986).

2.2.3.4.3 Antibiosis

La antibiosis trata de la interaccion de dos organismos en la cual uno de ellos no puede
sobrevivir debido a produccion de sustancias llamados antibidticos que produce. El
estudio de los antibidticos aislados de microorganismos es muy importante en medicina

(Cubilla-Rios et al., 2019).
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2.2.3.4.4 Micoparasitismo

Es una simbiosis antagonica que es dada entre organismos, en esta accion estan
implicadas el uso de enzimas como la quitinasa, glucanasa o celulasa, en donde el
patdgeno es usado como fuente de alimento y el organismo antagonista micoparasito es

capaz de romper su pared celular con dichas enzimas. (Infante et al., 2009).

2.2.3.4.5 Mecanismos combinados
Este efecto se da cuando un microorganismo es capaz de utilizar varios mecanismos
de accion simultdneamente para combatir un patdégeno, reduciendo de esta manera el dafio

que provoca o eliminandolo en su totalidad (Infante et al., 2009).

224 MICROORGANISMOS ANTAGONISTAS

Los microorganismos antagonistas son aquellos capaces de interferir en el desarrollo
o0 supervivencia de los patdgenos presentes en las plantas o en el suelo. Es importante que
para el buen desarrollo de estos antagonistas haya una introduccion masiva de estos
microorganismos, asi también que la temperatura sea 6ptima para su buena aceptacion al
huésped. Un microrganismo antagonico entra en competencia contra el patdégeno por el
espacio, nutrientes, sitios de colonizacion, produccion de enzimas, etc. (Ezziyyani et al.,

2006).

2.2.4.1 Bacterias antagonistas

Son aquellas bacterias benéficas que ejercen un control bioldgico sobre patégenos
como hongos, bacterias, nematodos u otros. Actualmente hay muchas bacterias para el
control biol6gico de patdgenos como bacterias del género Pseudomonas fluorescens y del
género Bacillus, estas bacterias son consideradas es diferentes estudios como unas de las

mas eficaces (Fernandez-Larrea, 2001).
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2.25 MICROORGANISMO ENDOFITOS

Los microorganismos endofitos son aquellos que colonizan los tejidos internos de las
plantas sin causar dafos, entrando en equilibrio y asociacién con la planta, en donde las
plantas y los microorganismos enddfitos se benefician uno del otro (Gonzalez et al.,

2019).

2.2.5.1 Origen

Segun estudios realizados las primeras asociaciones de endofitos con plantas fueron
evidenciadas en tejidos y hojas fosilizadas, planteando la posibilidad de que estas
asociaciones hayan ocurrido desde el nacimiento de la primera planta. Debido a una larga
asociacion, es posible que genéticamente las plantas y los end6fitos se comuniquen entre

si para adaptarse de forma segura, rapida y eficaz (Cordero et al., 2009).

2.2.5.2 Ecologia de enddfitas

Para la buena colonizacién de las bacterias en las plantas influyen las variaciones
estacionales, tipo de tejido de la planta, densidad poblacional, entre otros. Asi mismo los
factores bidticos y abio6ticos que interfieren en los suelos juegan un papel importante en

la colonizacién de los microorganismos endéfitos (Cordero et al., 2009).

2.2.5.3 Aislamiento e identificacion de endodfitas

Existen diferentes métodos para el aislamiento e identificacién de microorganismos
endofitos como es crecimiento en medios de cultivos, utilizando microplacas Biolog™
es otro método dependiente del cultivo que tiene 95 fuentes diferentes de carbono, sal de
tetrazolio y un control negativo, asi también Ecoplate Biolog™ conteniendo 31 fuentes
de carbono diferentes que cominmente son encontradas en el ambiente, tres repeticiones
y un control negativo. Otros métodos son el analisis de ésteres metilicos de acidos grasos

(FAME) y la caracterizacion molecular junto con la bioinformatica (Cordero et al., 2009).
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2.2.6 BACTERIAS ENDOFITAS

Las bacterias enddfitas son microorganismos que al colonizar la planta no produce
efectos negativos en ella, por lo contrario, se produce un mutualismo entre la planta y los
enddfitos bacterianos que resultan beneficiosas para la planta. Muchas de las bacterias
enddfitas colonizadas en las raices son duraderas y producen compuestos para las plantas
ayudando a su resistencia, es por esta razon que las bacterias endofitas son de gran

importancia en la agricultura (Gonzélez et al., 2019).

2.2.7 GENERO Azospirillum sp.

Azospirillum sp. son conocidas como bacterias promotoras de crecimiento en las
plantas, ya que producen auxinas como el acido indol acético (AlA) y el &cido indol
butirico (AIB), que ayudan a que la raiz de las plantas inoculadas con esta bacteria
aumente y sea capaz de absorber mayor cantidad de nutrientes del suelo. Pueden utilizar
fuentes de carbono para su crecimiento como alcoholes, azicares y acidos organicos

(Velastegui & Pallo, 2011).

Las bacterias del género Azospirillum sp. son conocidas como diazétrofos, ya que son
capaces de fijar el nitrdgeno atmosférico, que crecen en ambientes microaerdfilicos.
Ademas, son endofitos, penetrando en las raices de las plantas, las bacterias son captadas
por las raices por una reaccion denominado quimiotaxis por la presencia de sustancias
presentes en su ambiente lo que hace que estas bacterias sean capaces de colonizar

espacios intra e intercelulares de las raices (Aguilar, 2020).

2.2.7.1 Taxonomia de Azospirillum sp.
A continuacién se presenta la clasificacién taxondmica de las bacterias del género

Azospirillum sp. segun Aguilar y colaboradores (2016).
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Tabla 4: Taxonomia de Azospirillum sp.

Dominio: Bacteria
Division: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacterias
Orden: Rhodospirillales
Familia: Rhodospirillaceae
Género: Azospirillum
Especie: A. lipoferum, A. brasilense, A.

amazonense, A. halopraeferans, A.

irakense, A. largimobile
Fuente: (Aguilar et al., 2016)

2.2.7.2 Historia

Las bacterias del género Azospirillum sp. originalmente eran llamadas Spirillum
lipoferum y su primera especie fue aislada por Beijerinck en Holanda en el afio de 1925
de suelos arenosos que contenian poco nitrogeno. En 1973 fue redescubierta gracias a las
observaciones de Pefia-Cabriales y Ddbereiner quienes reportaron su gran distribucion
en la riz6fora de pastos tropicales, debido a ello empezaria la época moderna de la
bacteria, que fue reclasificada a partir de la clasificacion taxondémica de S. lipoferum
tomando un nuevo género con el cual es reconocida hasta la actualidad como

Azospirillum sp. (De-Bashan et al., 2007).

Actualmente se conocen seis especies del género Azospirillum sp., las cuales son: A.
lipoferum, A. brasilence, A. amazonense, A. halopraeferans, A. irakense, A. largimobile.
Las primeras especies en ser descritas y las mas estudiadas fueron A. lipoferum y A.
brasilence. Después de que este género fue redescubierto hacia el afio 1993, fue muy
estudiada por su gran capacidad de aumento en el crecimiento y rendimiento de las plantas

(Leyva et al., 2006).
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2.2.7.3 Aislamiento
El aislamiento de bacterias de Azospirillum sp. se lo realiza comUnmente de la
superficie de la raiz y del suelo de las plantas, aunque segun Caballero-Mellado (1998),

indica que también pueden ser aisladas del interior de las raices o tallos de las plantas.

En la investigacion de Mendoza y colaboradores (2004), se asegura que para la toma
de muestras para el aislamiento de bacterias es idoneo realizarlas en etapa de floracion ya

que es donde hay més concentracion de bacterias.

Tradicionalmente el medio de cultivo utilizado para el aislamiento de las bacterias del
género Azospirillum sp., es Nitrogen Fixation Biological (NFB, por sus siglas en ingles).
La consistencia del medio tiene que ser semisélida ya que la bacteria es movil y tiene que
ser libre de nitrogeno, utilizando al malato como su fuente de carbono (Velastegui &
Pallo, 2011). Azospirillum sp., es capaz de crecer en diferentes temperaturas pero la
idonea para el aislamiento y crecimiento segun Bergey (2011, como se cito en Reyes,

2016) oscila entre 32-35 °C con un pH de 6.5-7.

2.2.7.4 ldentificacion

Se pueden encontrar diversas pruebas para la identificacién de las especies de
Azospirillum como las bioquimicas y las inmunoldgicas. Las bacterias del género
Azospirillum son bacterias Gram negativas, poseen pleomorfismo, forma vibroide y
movilidad en espiral. Contiene gran cantidad, hasta un 50% del peso seco celular de poli-
R-hidroxibutirato (PHB), que se observa en el microscopio como abundantes granulos
refrigerantes en medios sélidos o semisolidos de 24 a 48 horas de crecimiento (Caballero-

Mellado, 1998).
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En la investigacion realizada por Tarrand y colaboradores (1978), indica que las
bacterias Azospirillum son ligeramente curvas, de forma bacilar similar a un quiste, su

tamafio varia entre con 08 a 1 um de didmetroy 2.1 a 5 um de longitud.

Cuando el crecimiento bacteriano en medios de cultivo NFB semisolidos forman una
pelicula blanca y densa de tamafio de 2-3 mm por debajo de la superficie en forma de
sombrilla, y, ademas el medio cambia de color de verde a azul por el indicador azul de
bromotimol, sefialando como positivo para el aislamiento de bacterias del género

Azospirillum sp. (Velastegui & Pallo, 2011).

2.2.7.5 Distribucion

Las bacterias de Azospirillum sp., estan distribuidas alrededor de todo el mundo,
siendo abundantes en las regiones tropicales. En zonas templadas, frias y desérticas la
presencia de Azospirillum es supremamente baja. EI pH del suelo tiene mucho que ver en
la presencia de Azospirillum en las plantas ya que en suelos con pH cercanos a la
neutralidad se han encontrado grandes cantidades de las especies de A. brasilense y A.

lipoferum (Caballero-Mellado, 1998).

2.2.7.6 Bioquimica

La morfologia de las células de Azospirillum en forma de quistes que son conocidos
como formas C, se debe a la presencia de metales pesados y el envejecimiento de la célula.
El mejoramiento de la sobrevivencia de Azospirillum es debido a la formacién y
agregacion de quistes cuando los nutrientes indispensables para las bacterias estan
limitados. La acumulacion de poli-p-hidroxibutirato (PHB) es importante debido a que
sirve como almacén de energia, carbono y nitrdgeno, asi también son resistentes a la
desecacion, al choque osmoético y a la luz ultravioleta. Se han encontrado otros
compuestos en cultivos de Azospirillum como acido indol pirtvico, indol etanol, indol

acetaldehido, triptamina entre otros (Velastegui & Pallo, 2011).
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2.2.7.6.1 Ventajas del uso de Azospirillum

El uso de las bacterias del género Azospirillum tiene diferentes ventajas como:

Ayuda a la reduccién del uso de productos quimicos como fertilizantes

nitrogenados, ademas ayudan en el incremento en el rendimiento de cultivos

(Fischer et al., 2007).

e Aumenta el volumen del sistema radicular, acelerando el crecimiento de las
plantas. Fijan nitrégeno y producen auxinas (Villegas-Espinoza et al., 2010).

e Son parte del proceso de degradacion de moléculas organicas de origen vegetal
y animal ya que son fuentes de energia y carbono beneficiosas (Rivera-Cruz
etal., 2010).

e Forman alginatos en las raices de las plantas hospedadoras, los cuales

contribuyen a las bacterias a resistir mejor en temporadas de sequia ( Bashan

et al., 2005).

2.2.7.7 Control biolégico con cepas de Azospirillum sp.

Hay diversas investigaciones que demuestran el uso de bacterias del género
Azospirillum como control bioldgico por ejemplo el uso de Azospirillum brasilense como
biocontroladora de la antracnosis en cultivos de fresas, asi también en combinacion con
Pseudomonas fluorescens sirve como biocontrol frente a frente a Pyricularia oryzae,
Azospirillum induce la resistencia al ataque de Diabrotica en cultivos de maiz entre otros

(Fendrihan et al., 2017).

2.2.7.8 Asociacion bacteria-planta
Las bacterias del género Azospirillum sp., invaden o colonizan principalmente la
superficie de las raices y los pelos radicales. Las proteinas y polisacaridos de la

membrana externa del Azospirillum son los que participan en la asociacion eficaz entre
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las bacterias y las plantas. Estas sustancias permiten una fuerte adherencia a las raices de

la planta a las que se inocularon las bacterias (Schoebitz, 2006).

2.2.7.9 Mecanismo de accion

Mediante la fijacion de nitrdgeno de la atmosfera, siguiendo un proceso enzimatico
denominado nitrogenasa, las bacterias aumentan la biodisponibilidad de minerales
necesarios para su sobrevivencia, de esta forma aporta nitrégeno naturalmente a la planta,
siendo este el principal mecanismo para el incremento del crecimiento de las plantas

inoculadas con Azospirillum sp. (Aguilar, 2020).

2.2.7.10 Fijacién de nitrogeno
La fijacion de nitrogeno es uno de los principales beneficios que ofrece las bacterias

del género Azospirillum a las plantas (Fendrihan et al., 2017).
Segun un estudio la fijacidn de nitrégeno de la atmosfera se lleva a cabo mediante:

El complejo enzimatico llamado nitrogenasa, que estd constituido por
dos hierros proteinas: la proteina (I), llamada hierro-molibdeno-proteina,
y la proteina (Il), llamada hierro-proteina. La enzima requiere de la
colaboracidn de otras dos proteinas: ferredoxina y flavodoxina, que actdan
como donadores de electrones y reductores naturales de la nitrogenasa. Los
electrones son transportados a la nitrogenasa por la ferredoxina y llegan a
la hierroproteina, ésta activa a la Mo-Fe-proteina y se produce la reduccién
de nitrogeno, siendo luego fijado como compuesto aminado (L. Aguilar,

2020).

2.2.7.11 Efecto de Azospirillum sobre las plantas
Segun estudios la inoculacion de bacterias del género Azospirillum puede tener

muchos efectos en su crecimiento y produccion, pero las mas significativas son: el
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aumento en peso seco total, altas concentraciones de nitrogeno, tasas de germinacion

elevadas e incremento en las raices de las plantas (de-Bashan et al., 2010).

2.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS
Mutualismo: el mutualismo es la interaccion o relacion entre dos especies diferentes
como bacterias plantas, donde se benefician mutuamente manteniendo un equilibrio

(Gonzélez et al., 2019).

Pleomorfismo: aquellos microrganismos que tiene la capacidad de cambiar su

morfologia, es decir su morfologia es variable (Musto et al., 2013).

Escala de Mc FARLAND: consiste en una escala de diez tubos estandarizados con la
mezcla de diferentes cantidades de Cloruro de Bario y Acido Sulfdrico, en donde se
asemeja a la turbidez de una determinada suspension microbiana, que se compara
visualmente hasta la obtencion de la concentracion requerida y lo relaciona con el namero
de células de acuerdo a cada patron. Para que no haya ningin margen de error es
conveniente realizar la comparacion con tubos que sea de igual diametro o volumen

(McFARLAND, 1907).

Inoculantes microbianos: son microorganismos con una concentracion determinada
que es introducida en las semillas, suelo o en las plantas, de esta manera aumenta su
poblacion para almacenar mas nutrientes disponibles y aumentar los beneficios para la

planta (Pedraza et al., 2010).

Medios de cultivo: es un conjunto de nutrientes que puede estar en forma sdlida,
semisolida o liquida, que es usado para el crecimiento e identificacion de
microorganismos. Este medio asegura la disponibilidad de nutrientes necesarios para que
los microorganismos puedan sobrevivir periodos de tiempos necesarios hasta su

utilizacion (Néapoles et al., 2006).
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Diazétrofos: Son organismos capaces de crecer en ambiente sin fuentes de nitrégeno,
es por ello que tiene la habilidad de fijar nitrogeno de la atmosfera, sintetizando la enzima

nitrogenasa (Bello et al., 2015).

Microaerofilas: Son los microorganismos que requieren de condiciones bajas de
oxigeno para sobrevivir, relativamente bajos a lo se puede encontrar en la atmosfera, ya
que un microorganismo microaeréfilo puede sobrevivir a un 5% de oxigeno en
comparacion a la atmosfera que su nivel de oxigeno es aproximadamente de un 21%

(Macias et al., 2019).

Quimiotaxis: fendmeno que se da cuando microorganismos uni y pluricelulares como
las bacterias destinan sus movimientos por la presencia de ciertas sustancias quimicas que

pueden estar presentes en su alrededor o en su ambiente (Fernandez, 1997).
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BlcAriTULO 3

3.1 NIVEL DE INVESTIGACION

El presente trabajo tiene un nivel de investigacion de tipo experimental cuantitativo,
ya que de los datos numéricos adquiridos durante el trabajo experimental se realiz6 una
interpretacion para dar a conocer el efecto beneficioso de la aplicacion de inoculantes
bacterioldgicos del género Azospirillum en las plantas de tomate (Solanum lycopersicum
L.) para la reduccion del marchitamiento vascular producido por el hongo Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici. Asi mismo la investigacion tiene un nivel exploratorio y
explicativo debido a que se da a conocer porque de los hechos generando una reaccion de

causa y efecto.

3.2 DISENO DE INVESTIGACION

El trabajo tiene un disefio de investigacion de tipo experimental puesto que las
variables dependientes cambian debido a la manipulacion de las variables independientes,
en este caso se presencia la reduccién de la incidencia de la marchitez vascular en plantas

de tomate con la inoculacién de bacterias del género Azospirillum sp.

3.3 POBLACION Y MUESTRA

Para el aislamiento de las bacterias del género Azospirillum sp., se tomd raices de
plantas de L. perenne de un area destinada como forrajes de alimentacion animal de 200
m? en el canton Paute, de donde se obtiene una muestra de ocho raices. Para el aislamiento
de hongos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici se tomaron muestras representativas de
un area ubicada en la parroquia Bulan, canton Paute en la provincia del Azuay. El total
de muestras es de 56 tallos de 15 a 17 cm de longitud con sintomas de marchitez vascular
transportadas al laboratorio en siete fundas autosellantes. Para la siembra de las plantas

de tomate se obtienen como muestra representativa 200 semillas certificadas de la
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variedad “Sheila Victory” de un paquete de 900 semillas, obtenidas del centro

agropecuario “Semilleros el Huerto”.

34 VARIABLES

Dependiente: Plantas de tomate con marchitez vascular.

Independiente: Inoculacion de bacterias de género Azospirillum sp.

Interviniente: colonizacidn de las bacterias en las raices de las plantas.

3.5 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Las técnicas e instrumentos de recoleccion de datos fueron la observacion documental
con la ayuda de cuadros, tablas estadisticas y revision bibliografica de documentos, tesis,
manuales, articulos cientificos, libros con la ayuda de base de datos como: Google
Escolar, Scielo, Dialnet, Springer, Scopus y programas de referencia como Zotero.
Adicionalmente para la técnica de observacion no estructurada se realiz6 mediante

instrumentos como diario de campo, cdmara fotogréafica y de video.

3.6 TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Para el andlisis estadistico del experimento se utilizé el programa estadistico Minitab
17 con las funciones de prueba de normalidad, para normalizar los datos se utiliz6 COX-
BOX vy transformacion de Johnson, asi mismo se utiliz6 la prueba no paramétrica de
signos Wilcoxon para aquellos datos que no seguian una distribucion normal. Con los
valores obtenidos durante el estudio para las variables medibles se llevo a cabo un anélisis
de varianza ANOVA vy la comparacion entre los tratamientos mediante la prueba de

Tukey.
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3.7 PROCEDIMIENTO
3.7.1 FASE 1: Recoleccion de las muestras.
3.7.1.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Las muestras se tomaron de cultivos de tomate con evidentes sintomas de
marchitamiento vascular ubicados en la comunidad de Bulan, canton Paute, Provincia del

Azuay.

Materiales: tijeras de podar, fundas autosellantes, rotulador

El tipo de muestreo utilizado es muestreo por cuotas, la misma que segun Hernandez
y Carpio (2019) consiste en la formacion de grupos o estratos con determinadas

cualidades o rasgos representativos de la muestra requerida.

Con una tijera de podar se cortaron 70 fragmentos de entre 15 y 17 cm de la base del
tallo de plantas con caracteristicas de Fusarium oxysporum y se las coloca en fundas
autosellantes (Imagen 1), con su debida rotulacion para ser trasladadas a los Laboratorios

de Ciencias de la vida de la Universidad Politécnica Salesiana.

Imagen 1: Muestra de tomate infectados

Fuente: Autora
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3.7.1.2 Azospirillum sp.
Se toman muestras de raices de la especie L. perenne conocida comdnmente como
raigras, las cuales presentaron las mejores cualidades en cuanto a su altura y vigorosidad.

Ubicadas en el barrio “La Playa”, Canton Paute, provincia del Azuay.

Materiales: pala, fundas autosellantes, rotulador.

La técnica utilizada es la de muestreo aleatorio simple, la cual consiste en que los
sujetos de la poblacién muestra tienen la misma probabilidad de ser seleccionados, son
elegidos aleatoriamente mediante nimeros que se les ha asignado al principio, con la

utilizacion de tablas (Hernandez & Carpio, 2019).

Con laayuda de una pala se excava alrededor de la planta para obtener raices con tierra
impregnada, una vez obtenidas se elimina la mayor cantidad de tierra y se tomd la
longitud de la parte aérea de cada muestra. Cada raiz se introduce en fundas de de papel
rotuladas y se adjuntan todas en una funda autosellante como se observa en la Imagen 2

para su traslado a los laboratorios de CCVV.

Imagen 2: Muestras de raiz de L. perenne.

Fuente: Autora
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3.7.2 FASE 2: AISLAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici y Azospirillum sp.
3.7.2.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)

Una vez obtenidas las muestras (tallos infectados), se procede a lavarlos
cuidadosamente con agua corriente y se colocan en papel secante, a continuacion, los
tallos infectados se cortaron en pequefios fragmentos de un centimetro aproximadamente,
se sumergieron en hipoclorito de sodio al 2% por 3 minutos, posteriormente se
desinfectaron con etanol al 70% por 1 minuto y se enjuagaron tres veces en agua destilada
estéril, a continuacion se dejo en papel secante y por Gltimo se realizé la siembra de los
tallos en medio PDA como es descrito en Péez y Albarracin (2007), se puede observar en
la Imagen 3 y 4. Este proceso fue realizado en completa esterilidad en la cdmara de flujo

laminar para evitar la contaminacion ya sea de bacterias u hongos.

Se sembraron 10 fragmentos de tallos en 7 cajas Petri con medio PDA, fueron selladas

con Parafilm e incubadas a 25 °C por 7 dias (Péez & Albarracin, 2007).

Una vez obtenidos los diferentes hongos se procedio a purificarlos en nuevos medios

hasta la obtencion de la cepa axénica.

Imagen 3: A. Siembra de fragmentos en medio PDA. B. Incubacién de medios de cultivo.

Fuente: Autora
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3.7.2.2 Azospirillum sp.

Las muestras de L. perenne (raices) se lavaron cuidadosamente con agua destilada para
que el suelo adherido a las raices no se pierda en su totalidad, de las ocho muestras
tomadas se cortaron dos fragmentos de cada una de un centimetro aproximadamente
(Imagen 5). La siembra de fragmentos de L. perenne para el aislamiento de Azospirillum

sp. se realizo en la camara de flujo laminar para mantener la esterilidad.

Imagen 4: Cortado de raices de L. perenne

Fuente: Autora

Se sembrd fragmentos de L. perenne de aproximadamente 1 cm esterilizadas con
hipoclorito de sodio al 2% durante 5 minutos, enjuagadas dos veces con agua destilada
estéril y secadas en papel secante siguiendo el método descrita por Garcia y colaboradores
(2010). Estas fueron sembradas en siete matraces de vidrio de 100 mL y uno de 200 mL
con medio NFB semisolido que se prepard previamente para facilitar la movilidad de la
bacteria, se sembré dos fragmentos por matraz. Estos fueron incubados a 33 °C durante
ocho dias como se observa en la Imagen 6, hasta el desarrollo de una pelicula blanca,

densa y ondulada por debajo de la superficie (Schoebitz, 2006).
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Imagen 5: Siembra de L. perenne en medio NFB semisélido

Fuente: Autora

3.7.3 FASE 3: Identificacion de bacterias del género Azospirillum sp. y Fusarium
Oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)
3.7.3.1 Azospirillum sp.
Para la identificacion de las bacterias del género Azospirillum sp. se implementa la

caracterizacion macroscopica, microscopica y bioguimica.

3.7.3.1.1 Caracterizacién macroscépicay microscépica de Azospirillum sp.

Para la caracterizacion macroscépica se evalta el crecimiento, cambio de color del
medio de cultivo utilizado de verde a azul, morfologia de la colonia observada en el medio
NFB solido, descrito por Carrera y colaboradores (2010), como es el tamafio, forma,
superficie, elevacidn, borde, consistencia, color. En esta caracterizacion se utiliza cepas
de cajas Petri con medio solido de 48 horas de crecimiento. Ademas de ello la presencia
de una pelicula blanca, densa y ondulada por debajo de la superficie en medio semisolido

de 8 dias de crecimiento.

Para la caracterizacién microscopica se evalGa la forma, presencia de granulos
intracelulares de poli-B-hidroxibutirato y movimiento en espiral, utilizando medios de

cultivo de 48 horas de crecimiento (Caballero-Mellado, 1998).
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3.7.3.1.2 Pruebas bioquimicas
Para confirmar que la cepa corresponde a Azospirillum sp. se realizaron las siguientes

pruebas Bioquimicas, realizando cada prueba por triplicado (ANEXO 8):

Tincién de Gram: En un cubreobjetos se afiade una asada de las cepas fijdndolas con
la ayuda del mechero, se tifie con cristal violeta durante 1 minuto y se retira el exceso de
colorante con agua destilada, a continuacion, se aplica lugol por un minuto y se retira el
exceso con agua destilada. Para decolorar se utiliza alcohol acetona y por altimo se tifie
con la solucién de safranina por 30 segundos, se deja secar, se afiade el cubreobjetos y se
observa al microscopio. Encontrando a las bacterias Gram negativas tefiidas de color

rosado y las bacterias Gram positivas tefiidas de color morado (Carrera et al., 2010).

Reactivos: cristal violeta, solucion de lugol y safranina.

Prueba de la catalasa: se afiade una colonia de bacterias en un portaobjetos limpio, a
continuacion, se afiade una gota de H>O> al 30% sobre la colonia y observar la presencia

inmediata de burbujas (Carrera et al., 2010).

Reactivos: H202al 30%

Prueba de la ureasa: se prepara medio de cultivo Christensen (Anexo 1-E) y después
del autoclavado se afiade urea. Una vez preparado el medio se cultiva Azospirillum en
medio inclinado y se incuba a 37 °C por 24 a 48 horas, resulta como positivo el cambio

de color de amarillo a rosa (Carrera et al., 2010).

Reactivos: Medio de cultivo Christensen

Prueba de motilidad: para esta prueba se siembra por puncion a las baterias en medio
de cultivo NFB semisdlido (Anexo 1-A), en tubos de ensayo por un lapso de 48 horas

(Velastegui & Pallo, 2011).
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Prueba de la oxidasa: en un portaobjetos limpio colocar un fragmento de papel filtro
y seguidamente agregar de 2-3 gotas del reactivo de Kovacs. Con un asa tomar una
colonia y difuminarla en el papel con el reactivo y esperar de 5 a 10 segundos para su
reaccion. Resultando como positivo el cambio de color a un tono purpura (Universidad

de Las Palmas de Gran Canaria [ULPGC], 1989).

Fijacion de nitrégeno: preparar el medio de cultivo NFB solido ajustando el pH a 6.8
(Anexo 1-B), sembrar las bacterias en estriado e incubar por 8 dias a 32 °C, el viraje a
color azul indica fijacion de nitrégeno resultando una prueba positiva (Velastegui &

Pallo, 2011).

Prueba de poli-p hidroxibutirato (PHB): este procedimiento fue propuesto por
Bradshaw (1976, como se citd en Reyes, 2011), la cual consiste en realizar un frotis de
colonia bacteriana y fijar a la llama con la ayuda del mechero, seguidamente se afiade al
frotis Negro Sudan B durante 10 minutos. Retirar el colorante con agua destilada y secar
con papel el exceso del colorante, a continuacion, afiadir de 2 a 3 gotas de xilol para
eliminar el colorante en exceso y secar nuevamente con papel secante. Tefiir con safranina
durante 10 a 15 segundos, lavar con agua destilada, secar al aire y observar en

microscopio. Esta prueba se realiza en cultivos de 24 y 48 horas.

Reactivos: Negro Sudan B, Xilol, Safranina (Imagen 7).

Imagen 6: Materiales para prueba de poli-g hidroxibutirato
Fuente: Autor
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3.7.3.2 Fusarium Oxysporum f. sp. lycopersici (FOL)

3.7.3.2.1 Caracterizacién macroscépica y microscopica de Fusarium Oxysporum f.
sp. lycopersici

Para la caracterizacion macroscopica la cepa aislada se sembr6 en medio de cultivo

PDA y fueron incubados a 25 °C por diez dias, donde se evalla el color, aspecto y

didmetro de crecimiento de la colonia (Paez & Albarracin, 2007).

Para la caracterizacién microscopica los aislados fungicos se sembraron de igual
manera en medio PDA e incubados a 25 °C por un periodo de siete dias, se realiza
observaciones (Paez & Albarracin, 2007) y mediciones de microconidios, macroconidios
y clamidosporas (Cardona-Piedrahita & Castafio-Zapata, 2019), con la ayuda de un

microscopio con camara acoplada.

3.7.4 FASE 4: Pruebas de antagonismo in vitro

3.7.4.1 Lavado de esporas

Materiales
Tabla 5: Materiales para el lavado de esporas
Materiales Equipos Reactivos
2 matraces de 250 mL Camara de flujo laminar Azul de Lactofenol
Agua destilada estéril Micropipeta de 1000 pL Cepa de FOL
1 embudo

1 pipeta de 10 mL

2 gasas esteériles

Puntas para
micropipetas

Pera de succion

Mechero

Fuente: Autora

El lavado se realiz6 de cepas purificadas de Fusarium Oxysporum f. sp. lycopersici las
cuales fueron purificadas en cuatro matraces de 250 mL durante 14 dias a 25 °C. Este
proceso se realizo en la camara de flujo laminar para evitar contaminaciones, como se
observa en la Imagen 8.
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Se realiz6 seis lavados de cada matraz con 10 mL de agua destilada estéril, agitandola
suavemente por un aproximado de 20 segundos y depositando en un matraz, para
posteriormente filtrar en otro matraz de 250 mL con la ayuda de gasas estériles para evitar
de esta forma el paso de micelio o de medio de cultivo que se desprende por los lavados

realizados (Llivicura, 2018).

Con la micropipeta de 1000 pl se tom6 una muestra y se la depositd en un tubo cénico

de 1.5 mL con una gota de azul de lactofenol.

Imagen 7: Lavado de esporas

Fuente: Autora

3.7.4.2 Conteo de esporas en la cAmara de Neubauer

Materiales
Tabla 6: Materiales para el conteo de esporas.
Materiales Equipos
Céamara de flujo laminar Tubo conico con la suspension de
esporas.

Microscopio con camara
Cémara de Neubauer
Micropipeta de 10 pL

Fuente: Autora

Con la micropipeta de 10 pL se tom6 una muestra de la suspensién de esporas
preparada previamente con azul de lactofenol y se deposité en la cdmara de Neubauer

(Imagen 9), una vez cargada la muestra, se procedi6 a realizar el conteo en el microscopio
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con camara, se enfocd con el lente de 40X en las cuadriculas correspondientes (Llivicura,

2018), obteniendo una concentracion de 1x10° esporas/mL, mediante la formula:

» n° de células
Concentracioén de esporas/mL = — * 10000
n° de cuadrantes contados

Imagen 8: esporas en camara de Neubauer con el lente 40X

Fuente: Autora

3.7.4.3 Concentracion de bacterias

Los aislados bacterianos de Azospirillum sp. en medio de cultivo NFB sélido, fueron
cultivados en caldo nutritivo y se incubd durante 24 horas (Tejera etal., 2012), en
agitacion orbital a 180 rpm y a una temperatura de 35 °C (Canto et al., 2004), como se
observa en la Imagen 10. La concentracion se ajustd a 1.5x108 cel.mL™* (Imagen 11),

tomando como referencia el estandar 0.5 de la escala de McFarland.
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Imagen 9: A. Agitador orbital. B. Escala 0.5 de McFarland

Fuente: Autora

3.7.4.4 Determinacion del efecto antagénico in vitro

Materiales

Tabla 7: Materiales para pruebas de antagonismo in vitro

Materiales Reactivos Equipos

14 cajas Petri con medio Cepa de FOL en caja Cémara de flujo laminar
PDA Petri a una concentracion

de 1x10° esporas/mL

Mechero Bunsen Solucion bacteriana en Estufa de cultivo

caldo nutritivo

Hisopos largos

Parafilm

Pinzas

Fuente: Autora

Para determinar el efecto antagdnico in vitro se sigui6 la metodologia de cultivo dual
descrita por Bashan y colaboradores (1996, como se cit6 en Tejera et al., 2012). Se tomo
la solucion bacteriana con una micropipeta de 100 pL y se la depositd en cada caja Petri
con medio PDA, a continuacion, con la ayuda de un hisopo se extendio por toda la caja.
Con un sacabocados se extrajo un fragmento del hongo crecido previamente a la

concentracion requerida y se coloco en el centro de cada una de las cajas Petri. Como
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control negativo se utilizaron cuatro cajas Petri donde solo se coloco fragmentos del

hongo. Estas cajas fueron incubadas a 30 °C.

Para determinar el efecto antagonico a los 8 y 11 dias se utiliz6 la siguiente formula

descrita por (Chaiharn et al., 2009):

D.C.C-D.C.P
Porcentaje de inhibicion = Tnoo

Donde:
D.C.C= diametro de la colonia de control
D.C. P=didmetro de la colonia del hongo en interaccidn con las bacterias.

3.7.5 Fase 5: inoculacion de bacterias en semillas de tomate

3.7.5.1 Preparacion de las semillas

Se utilizaron 200 semillas de tomate Sheila Victory, las cudles se esterilizaron con una
solucion de hipoclorito de sodio al 3% en agitacion constante durante 3 minutos,
posteriormente se le afiadié a una solucion de alcohol al 70% durante 3 minutos y por
ultimo se realizé tres lavados con agua destilada estéril, realizado este proceso se dejé
secar en papel secante, siguiendo el proceso descrito por (Vergani-Boza & Zufiga-

Davila, 2018), el cual fue realizado en la camara de flujo laminar en condiciones estériles.

3.7.5.1 Preparacion del inoculo
Teniendo los tubos con la concentracién de 1.5x108 cel.mL™, se afiadio 50 mL de

indculo en dos cajas Petri para afiadir las semillas.

3.7.5.2 Inoculacion
En las cajas Petri con 50 mL del cultivo bacteriano de 24 horas de crecimiento, con

una concentracion de 1.5x108 cel.mL?, se colocaron 50 semillas por caja previamente
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esterilizada, agitando levemente para permitir que se produzca la imbibicion de la semilla

y el establecimiento de la bacteria, por treinta minutos (Canto et al., 2004).

De la misma manera se realizé la inoculacion a los 5 y 10 dias después de la siembra

con 10 mL por planta.

3.7.5.3 Germinacion de las semillas
Se colocaron grupos de 20 a 30 semillas de tomate en cada caja Petri sobre dos capas
de papel filtro himedo y cubiertos con papel secante himedo. Estos se conservaron a

25°C en una estufa de cultivo por tres dias (Canto et al., 2004).

3.7.6 Fase 6: Siembra de semillas de tomate
Para la siembra de semillas germinadas, se utilizo turba como sustrato en un total de
tres libras, la cual se procedio a esterilizar dos veces en cinco vasos de precipitacion a

120 °C por 15 minutos cada una (Imagen 12).

Imagen 10: Sustrato estéril

Fuente: Autora

Una vez estéril el sustrato, se desinfecto dos cubetas plasticas de 200 cavidades cada
una, seguidamente se rellenaron con turba estéril y se sembraron las semillas ya

germinadas y por ultimo se regaron con 10 mL de agua destilada estéril en cada cavidad.

Las cubetas se mantuvieron en un invernadero improvisado totalmente desinfectado

hasta el trasplante, como se observa en la Imagen 13.
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Imagen 11: Cubetas en invernadero

Fuente: Autora

3.7.7 FASE 7: Inoculacion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) en las
plantas de tomate inoculadas y no inoculadas con la bacteria
Para el experimento se tomd cuatro grupos de veinte plantas cada uno como

tratamientos de investigacion, los cuales son presentados en la Tabla 8:

Tabla 8: Tratamientos de la investigacion

N° de tratamiento Tratamiento Concentracion
TO Testigo absoluto
T1 Testigo relativo 1.5x108 cel.mL™?
(Azospirillum sp.)
T2 FOL (Fusarium 1x106 esporas/mL,
Oxysporum f. sp.
lycopersici)
T3 Azospirillum 1.5x10°8 cel.mL™!
+
FOL 1x108 esporas/mL

Fuente: Autora

3.7.7.1 Inoculacion

La inoculacion se realiz6 a los 28 dias después de la siembra en 20 plantas inoculadas
con bacterias Azospirillum sp denominando a este tratamiento como T3 y 20 plantas sin
la bacteria (T2), utilizando dos métodos de inoculacidon: inyeccion en la corona de la raiz
e inmersion de las raices, descritos por Cardona-Piedrahita y Castafio-Zapata (2019). La
inoculacién por inyeccion en la corona de la raiz se realiz6 en plantas con tres hojas

verdaderas, inyectando 1 mL de suspension de esporas con una concentracion de 1x10°
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esporas/mL, con la ayuda de jeringas para insulina de 1 mL. Para la inoculacién por
inmersion de las raices, se lavaron cuidadosamente las raices con agua destilada estéril y
con un bisturi estéril se cortan los apices de la raiz principal, a continuacion, se
sumergieron las plantulas hasta el cuello de las raices en un vaso de precipitacion de 100
mL que contenia la suspension de esporas a una concentracion de 1x10° esporas/mL, por

un periodo de 30 minutos como lo plantea Carmona (2019).

3.7.7.2 Trasplante

Después de la inoculacién las plantas -T2 Y T3- y los testigos -TO Y T1- fueron
trasplantadas en vasos plasticos transparentes reciclados de 10 oz. Se utiliz6 5 kg de turba
esterilizada en autoclave a una temperatura de 121°C y 15 atm durante 15 minutos dos
veces para eliminar cualquier rastro de organismos vivos. Una vez trasplantadas se
trasladaron a condiciones de invernadero manteniendo una humedad constante en los

maceteros para facilitar la colonizacion del patgeno.

3.7.8 Efecto de la inoculacion de Azospirillum sp.

Transcurridos 15 y 28 dias después de la siembra, se midieron las plantas de los
diferentes tratamientos, asi también el peso del sistema radicular al término del
experimento, es decir a los 28 dias, calculandose el indice de efectividad de la inoculacion

(IEI), mediante la siguiente formula descrita por Garcia y colaboradores (2010):

IEI(%) Tratamiento con inoculaciéon — Control sin inoculaciéon 100
= X
’ Control sin inoculacion

3.7.9 Establecer el grado de infeccion de las plantas de tomate rifidn con Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici con y sin la bacteria Azospirillum sp.

Para establecer el grado de infeccion se determino el porcentaje de incidencia de la

enfermedad en 20 plantulas de dos tratamientos -Azospirillum +FOL y FOL- de 15y 28

dias despues del trasplante tomando como muestra 6 y 8 hojas verdaderas
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respectivamente, utilizando la siguiente formula segin Castillo-Arévalo y Jiménez-

Martinez (2020):

Numero de hojas muestreadas con sintomas

Incidencia (%) = 100
neidencia (%) Total de hojas muestreadas x

Asi mismo se calculé el grado porcentual de severidad utilizando una escala citada por
Carmona (2019) para medir el dafio foliar del tomate utilizando la siguiente formula

descrita por Castillo-Arévalo y Jiménez-Martinez (2020):

%) = —2- 100
"= Nman

Donde:

S= Porcentaje de severidad

>'i= Sumatoria de valores observados
N= Numero de plantas muestreadas

Vmax= Valor méximo de la escala
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Tabla 9: Escala de severidad de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Nivel Sintomas en la parte aérea

0 Planta sana

Amarillamiento en las hojas basales

Amarillamiento de las hojas basales y
tercio medio y marchitez en una o dos

hojas.

3 Amarillamiento severo en las hojas.
50% de las hojas marchitas y crecimiento
inhibido.

Sintomas generalizados,
amarillamiento en toda la planta, raiz
principal necrosada,

necrosis vascular.

5 Planta muerta

Fuente: (Carmona, 2019)
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 MUESTREO

4.1.1 Azospirillum sp.
Se obtuvieron ocho muestras de L. perenne conocida como raigras, las cuales tenian
alturas aéreas muy significativas, la informacion de las muestras se presenta en la Tabla

10:

Tabla 10: Muestras de L. perenne recolectadas por Susana Viri

MUESTRA ALTURA LUGAR
M1 84 cm Paute
M2 58 cm Paute
M3 81cm Paute
M4 59 cm Paute
M5 71cm Paute
M6 76 cm Paute
M7 84 cm Paute
M8 69 cm Paute

Fuente: Autora

4.2 AISLAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici y Azospirillum sp.
4.2.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Hubo la presencia de diferentes hongos en cuatro cajas Petri en las que fueron
sembradas los fragmentos de tomate contaminado, se aislé el hongo que presentaba las
caracteristicas de FOL (color rojo-violeta), el cual fue nuevamente sembrado e incubado

a una temperatura de 25 °C por siete dias para la obtencion de la cepa axénica.
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Imagen 12: Diferentes tipos de hongos de tomate

Fuente: Autora

En la Imagen 14, se muestra la presencia de crecimiento de diferentes tipos de hongos
que afectan a las plantas de tomate, en el que sobresale el hongo de coloracion roja, con

aspecto algodonoso caracteristico de Fusarium oxysporum.

En total se obtuvo una cepa de FOL denominada Folle, la cual presento las
caracteristicas de este microorganismo, siendo el crecimiento con aspecto algodonoso
blanquecino y de pigmentacion difusible violeta que son caracteristicos del género
Fusarium oxysporum, como se presenta en la Imagen 15, del cual se purificé nuevamente

para obtener cultivos completamente puros.

Imagen 13: cepa Folle de FOL aislada

Fuente: Autora
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4.2.2  Azospirillum sp.
Transcurridos ocho dias desde la siembra, se obtuvo en total una cepa de Azospirillum
sp, que crecié abundantemente en el matraz de 200 mL (muestra 7), denominandolo como

matraz positivo.

Del matraz positivo se sembré en cajas Petri con medio NFB solido de color verde, se
incubo a 33 °C por 48 horas y hubo bastante crecimiento, ademas de que el medio cambio
a un tono azul. Se sembrd nuevamente para obtener la cepa pura denominada C7Az,

observada en la Imagen 16.

Imagen 14: Cepa de Azospirillum C7Az.

Fuente: Autora
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4.3 ldentificacion de bacterias del género Azospirillum sp. y Fusarium Oxysporum
f. sp. lycopersici (FOL)

4.3.1 Azospirillum sp.

Imagen 15: Crecimiento de Azospirillum en medio semisélido

Fuente: Autora

Los aislados en medio NFB semisolido presentaron el crecimiento caracteristico de
bacterias del género Azospirillum como son la presencia de movilidad y de la pelicula
densa, ondulada y blanca en forma de sombrilla de 0.8 mm de longitud bajo la superficie
y el cambio de color del medio de verde a azul, como se observa en la Imagen 17. Estas
caracteristicas concuerdan con las reportadas por Hernandez (2003) en su trabajo
“AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CEPAS DE AZOSPIRILLUM, Y
EVALUACION DE SU CAPACIDAD PARA SUPLIR LAS NECESIDADES DE
NITROGENO EN PLANTAS DE ORYZA SATIVA (ARROZ)” en donde indica que los
10 tubos denominados positivos para crecimiento de las bacterias Azospirillum sp,
presentaron la pelicula blanca y espesa por debajo de la superficie de una longitud de
entre 0.5-1 mm aproximadamente. En el estudio “EFECTO DE LA INOCULACION
CON Azospirillum sp. EN PLANTAS DE CHILE HABANERO (Capsicum chinense
Jacquin), asi mismo menciona la aparicion de esta pelicula blanca en los tubos positivos

denotando que esta condicion se debe a que las bacterias de este género tienen la

51



necesidad de migrar hacia la zona donde el flujo de oxigeno se encuentre en mejores
proporciones para la supervivencia de los microorganismos, haciendo que no se inhiba la
fijacion de nitrégeno. De la misma manera autores como Velastegui & Pallo (2011) en su
investigacion titulada EVALUACION DE SOPORTES SOLIDOS Y LIQUIDOS,
PARA LA PRODUCCION DE UN BIOFERTILIZANTE A BASE DE Azospirillum spp.
APLICABLE AL CULTIVO DE MAIZ (Zeamays L.) utilizaron medios de cultivo NFB
para el aislamiento de las bacterias del género Azospirillum sp., en donde tomaron como
positivos aquellos que cambiaron el color de verde a azul gracias al cambio de pH del
medio que son utilizados para determinar y evaluar la actividad reductora del acetileno,

que indica evidentemente la fijacion del nitrogeno (Caballero-Mellado, 1998).

En la Tabla 11 se puede apreciar las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de
la cepa de Azospirillum sp., identificadas en medio NFB solido a las 48 horas de

crecimiento a 33 °C.

Tabla 11: caracteristicas macroscdpicas y microscopicas de la cepa de Azospirillum (C7Az)

Identificacion macroscopica Identificacién microscopica
Tamafio: entre 1 y 2mm Pleomorfismo
Forma: circular Forma: vibroide
Borde: entero Rectas o levemente curvadas
Elevacion: convexa Movilidad: espiral
Superficie: lisa Medidas promedio: de 0.98 um de

diametro y 3.5 de longitud

Consistencia: cremosa

Color: blanco

Fuente: Autora

Estas caracteristicas concuerdan con los reportados por Cortez (2012), en su
investigacion titulada “EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE PROMOCION DE

CRECIMIENTO VEGETAL DE Azospirillum sp. EN PLANTAS DE MAIZ (Zea mays
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L.)”, que nos indica que la cepa identificada como Azospirillum sp presentaba
caracteristicas referenciales en donde las colonias que crecieron en medios de Agar Libre
Nitrogeno (NFB) presentaron colonias mucosas de 2 mm de ancho y largo, de forma
redonda, convexa y ademas el medio tuvo un viraje de color de verde a Azul, asi mismo
dentro de la morfologia microscopica presento bacilos gruesos, Gram negativos
ligeramente curvos o rectos. En el estudio “A taxonomic study of the Spirillum lipoferum
group, with descriptions of a new genus, Azospirillum gen. nov. and two species,
Azospirillum lipoferum (Beijerinck) comb. nov. and Azospirillum brasilense sp. nov”
Tarrand y colaboradores (1978), sefiala que Azospirillum al microscopio presentan formas
bacilares y ligeramente curvas, que tienen de diametro de 1 py 2.1 a 3.8 p de longitud,
que presentan movilidad en medios liquidos a una temperatura de 30 °C; resultados
similares son presentados por Caballero-Mellado (1998) en su investigacion sobre el
género Azospirillum donde indica que para la identificacion rutinaria de este género es la
forma vibroide, su movilidad en espiral y el pleomorfismo, estas caracteristicas se

observan en la Imagen 19.

Imagen 16: Bacterias del género Azospirillum sp. vistas con el lente de 100x

Fuente: Autora
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4.3.1.1 Pruebas bioquimicas
En la tabla 12 se aprecian los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas para la
identificacion de la cepa aislada denominada C7Az, confirmando que pertenece al género

Azospirillum sp. estas pruebas se realizaron por triplicado (ANEXO 8).

Tabla 12: Resultados de pruebas bioquimicas

Pruebas
Cepa Tincion de Catalasa Ureasa Motilidad Oxidasa Fijacion  de poli-p
C7Az. Gram nitrégeno hidroxibutirato
I - + + +(espiral) + + +
1 - + + + + + +
11 - + + + + + +

Fuente: Autora

De acuerdo con lo descrito por Okon y colaboradores (1976) y Sangoquiza y
colaboradores (2018), las cepas identificadas como Azospirillum, son bacterias Gram
negativas, llegando a esta conclusion por el procedimiento realizado por la Tincién de
Gram donde las cepas se tifien de un tono rosado caracteristico de este grupo, asi mismo
concluyen que la cepas poseen cantidades superiores de poli-B-hidroxibutirato (PHB),
Ilegando a contener hasta el 50 % del peso seco celular y tiene movilidad en espiral esto
debido a que las bacterias del género Azospirillum poseen flagelos uno polar y varios
laterales permitiéndoles desplazarse tal y como lo confirma Caballero-Mellado (1998),
estas evidencias concuerdan con los resultados obtenidos de la cepa C7Az obtenida de las

raices de L. perenne.

Asi mismo se realiz6 una prueba de la catalasa resultando positiva, afiadiendo peroxido
de hidrogeno a la cepa C7Az de Azospirillum sp (Anexo 8-B) donde se determiné la

presencia de la enzima catalasa por la presencia de burbujas esto debido al
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desprendimiento de oxigeno dando paso a la siguiente  reaccion:

2H,0, catalasa . 2H,0 + 0,.

La formula indica que la catalasa descompone el peréxido de hidrogeno en agua y
oxigeno, donde la catalasa destruye toxicos del oxigeno (Velastegui & Pallo, 2011), este

resultado concuerda con los publicados por Cortez (2012).

La prueba de la oxidasa resulté positiva indicando la presencia de enzimas oxidasas
por la reacciéon de un sistema citocromo oxidasa, y la prueba ureasa también positiva,

concordando con Cortez (2012), y, W. I. Hernandez (2003).

Para la prueba de fijacion de nitrégeno de la cepa C7Az aislada, se realizd en el medio
NFB sélido, el cual cambio de tono de un verde a azul debido a la presencia de bacterias

fijadoras de nitrogeno haciendo referencia al cambio del pH.

4.3.2 Fusarium Oxysporum f. sp. lycopersici (FOL).

4.3.2.1 Identificacion macroscopica

/\ .,

B.

Imagen 17: A. Hongo FOL visto de frente. B. Hongo FOL visto de reverso

Fuente: Autora

En la Imagen 20 se observa las caracteristicas macroscépicas de la cepa Folle de FOL,

la cual presenta un aspecto algodonoso blanquecino y pigmentacion violeta a los diez dias
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de crecimiento, igual que al reverso de la colonia. En los primeros dias de crecimiento

se observo que las colonias son hialinas adquiriendo a las 48 horas una leve coloracién

roja, como se observa en la Imagen 21.

C.

Imagen 18: A. Hongo FOL a las 24 horas de crecimiento. B. Hongo FOL a las 48 horas de crecimiento. C.
Hongo FOL a las 72 horas de crecimiento

Fuente: Autora

En la Tabla 13 se detalla el crecimiento de la cepa de Folle de FOL, a una temperatura

de 25°C por 7 dias.

Tabla 13: Crecimiento de Fol durante 7 dias a 25°C

Dia Diametro  del Coloracién Aspecto
crecimiento (cm)
1 1.5cm Blanquecino Cremoso
2 2.5¢cm Rosado Cremoso
3 3.5¢cm Rosado Cremoso
4 4.5cm Rosado-violeta Algodonoso
5 55cm Violeta Algodonoso
6 6.5cm Violeta Algodonoso
7 7.5cm Violeta Algodonoso

Fuente: Autora

Como se observa en la Tabla 13, el crecimiento de la cepa de Fusarium Oxysporum f.

sp. lycopersici a 25 °C es sumamente rapida ya que por cada dia el rango de crecimiento

es de 1 cm, adquiriendo a los 7 dias un diametro de 7.5 cm, con una coloracion violeta y

aspecto algodonoso, estas caracteristicas concuerdan con las descritas por Paez &

Albarracin (2007) en su trabajo titulado “ldentificacion de Fusarium oxysporum f. sp.
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lycopersici y Trichoderma koningii colectados en el Estado Aragua, Venezuela”, el cual
indica que las cepas aisladas de diferentes localidades productoras de tomate presentan
caracteristicas propias de Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, la coloracion violeta y
aspecto algodonoso de las colonias que se adquieren en un periodo de diez dias, asi mismo
indica que el diametro de la colonia fue alrededor de 2.0 cm al cabo de 72 horas de
crecimiento y su micelio aéreo se denotaba poco flocoso, sin embargo hay que agregar
que el diametro de las colonias eran diferentes dependiendo de las cepas aisladas en
diferentes localidades el cual se encontraban en el rango entre 7 a 8.4 cm durante un
periodo de diez dias, asi mismo el autor recalca que el crecimiento se dio bajo condiciones
alternas de luz y obscuridad cada doce horas, en donde en el periodo de obscuridad se
mantenia a las colonias a una temperatura de 20 °C y durante periodos de luz se mantenian
a una temperatura de 25 °C, se puede asimilar que el crecimiento puede verse afectado
por el cambio alterno de temperaturas provocando estrés y por ende reduccién en su
crecimiento (Mufioz et al., 2014). En la investigacion “Identificacion de un aislamiento
de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y respuesta fisiolégica en tomate durante la
infeccion frente a dos elicitores fungicos” Carmona (2019) sefiala que los 119 aislados
presentan las caracteristicas morfologicas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici las
cuales fueron incubadas en medio PDA y sus coloraciones fueron violeta oscuro y rosa
claro, su micelio se presentaba denso y algunos crecimientos era pionotal que segun el

autor este se puede dar por la degeneracion del cultivo.

4.3.2.2 ldentificacion microscépica
El hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL), posee micelio hialino y

septado, asi mismo presenta tres clases de esporas asexuales que son:

Microconidios, los cuales son abundantes que se presentaron sobre cortas

monofialides en falsas cabezas; Macroconidios, los cuales son poco abundantes en medio
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PDA, con una célula apical alargada, son septados y fusiforme; Clamidosporas se

presentan globosas, como terminales y/o intercalares.

A B.L—

Imagen 19: A. Microconidios de FOL (100x).B. Macroconidios de FOL (100X).C. Clamidosporas de FOL (40x)

Fuente: Autora

En la Imagen 22, se puede observar la presencia de abundantes microconidios
agrupados visto con el lente de 100x, la presencia de macroconidios visto con el lente de
100x y abundantes clamidosporas al igual que los microconidios vistos con el lente de

40x ya que con este se observd con mayor facilidad.

C.

Imagen 20: A. Macroconidio 20.85 um de largo y 2.77 um de ancho. B. Microconidio 5.17 de largo y 2.80 de
ancho. C. Clamidospora 15.06 um de didmetro.

Fuente: Autora

Se realizaron mediciones a las estructuras microscépicas como se muestra en la
Imagen 23, utilizando un microscopio con céamara acoplada. ElI promedio de las
mediciones de microconidios fue de 5.59 um de largo y 2.94 um de ancho, el promedio
de los macroconidios fue de 26.36 um de largo y 6.42 um de ancho, del mismo modo,

para las clamidosporas, se obtuvo un promedio de 8.57 de diametro.
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Los resultados obtenidos de la identificacion macroscopica coinciden con los
presentados por Paez y Albarracin (2007), indican que los micelios de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) son septados, producen altas cantidades de
microconidios unicelulares sobre falsas cabezas midiendo 4.755-9.5 pum x1.90-2.85 um,
observandose macroconidios con dos o tres septas de 9.5-32.5x1.9-3,8 um vy
clamidosporas de 6.5-9.50 um. Asi también Carmona (2019) agrega datos similares con
respecto a las caracteristicas microscopicas donde especifica que en los aislados se
encontrd con altas cantidades de macroconidios y que estas estaban agrupadas en falsas
cabezas sobre monofialides cortas, los macroconidios eran observados sobre
esporodoquios cortos y simple y de igual manera las clamidosporas se observaban en
pares o simples, formadas de forma terminal o intercalar. Carmona (2019) presenta
medidas las cuales son las siguientes: microconidias (6.14-9.75 um), macroconidias
(18.7-48.9 pm) y clamidosporas (7.5-8.4 pm). En “Comparacion de métodos de
inoculacion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder y Hansen, causante
del marchitamiento vascular del tomate” Cardona-Piedrahita y Castafio-Zapata (2019)
afiaden datos similares en cuanto a las medidas de las tres esporas que el hongo FOL,
produce las cuales son: microconidios, entre 5y 12 um de largo x 2.5 a 3.5 um de ancho;
macroconidios, entre 20.3 y 27.0 um de largo x 6.7 um de ancho; y, clamidosporas, 5 a
15 um de didmetro. Con la revision de diferentes autores se comprueba que el aislado
denominado Folle corresponde a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL),
denotando que los datos obtenidos en las diferentes investigaciones tienen mucha

similitud en cuanto a sus resultados.
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4.4 Evaluacion in vitro del efecto antagonico de Azospirillum sp. frente a Fusarium
Oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) a 30 °C

La confrontacién de las cepas se dio en cajas Petri a 30 °C, donde el crecimiento de
FOL se vio afectado por la presencia de la bacteria del género Azospirillum sp, ya que su
crecimiento fue lento en los primeros ocho dias. En el dia once se observoé que las colonias
de FOL, crecian mucho mas rapido, pero aun asi el enfrentamiento fue exitoso ya que se
aprecio que la cepa de Azospirillum efectivamente cumple como antagonista, ya que como
se observa en la Imagen 24, en el lado anverso y reverso de la caja Petri a los ocho dias

la cepa de FOL, alcanza apenas la etapa inicial de su crecimiento.

Imagen 21: Cepa de FOL en confrontacion con Azospirillum sp a los ocho dias de incubacion.

Fuente: Autora

Los datos obtenidos de los crecimientos de FOL en confrontacion con Azospirillum
sp., a los 8 y 11 dias en las evaluaciones mediante el cultivo dual, son detallados en la

Tabla 14.
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Tabla 14: Resultados del crecimiento en cm de FOL en confrontacion con Azospirillum sp.

Repeticiones Crecimiento en cm Cepa testigo
de FOL en FOL
confrontacion con
Azospirillum sp.

8 11 dias 8 11
dias dias  dias
C7Az vs Folle (1) 2 5 8.5 9
C7Az vs Folle (2) 2 4.5 8.5 9
C7Az vs Folle (3) 1.8 4.2 8.5 9
C7Az vs Folle (4) 2 2.5 8.5 9
C7Az vs Folle (5) 2.3 4.4
C7Az vs Folle (6) 1.6 1.8
C7Az vs Folle (7) 2.2 2.5
C7Az vs Folle (8) 2 4.6
C7Az vs Folle (9) 2.1 2.4
C7Az vs Folle (10) 2.5 4.7

Fuente: Autora

En la Tabla 14, se detalla que la cepa C7Az de Azospirillum sp., que es el antagonista,
interviene en el crecimiento de la cepa FOL denominada Folle tanto a los ocho dias como
a los 11 dias, este hecho es notorio comparando las cajas en confrontacion (C7Az vs
Folle) con los testigos (FOL). Los testigos tuvieron un mayor crecimiento aun cuando la
cepa fue incubada a 30 °C, esto se debe a que los testigos no recibieron ningln mecanismo
con el cual afectara su crecimiento y desarrollo. Los resultados indican que efectivamente
la cepa aislada de Azospirillum sp., cumple el rol como antagonista al confrontar a la cepa
del patdégeno (FOL). y los mejores resultados se reflejan a los ocho dias en donde el
patdgeno crecié en un didmetro de hasta los 2.5 cm en comparacion de los 4.7 cm de
diametro maximo que alcanzo en los 11 dias. Estos resultados se fundamentan en lo
sefialado por Hernandez y colaboradores (2015) en su trabajo “Uso de Azospirillum en
la agricultura” en donde sefiala que las bacterias Azospirillum posee un sin nimero de
caracteristicas que hace que sea un microorganismo antagénico como es el hecho de que
estos microorganismos pueden adaptarse a los cambios nutricionales debido a que es
capaz de consumir varios compuestos aromaticos, azucares y acidos organicos, es capaz

de adaptar su flagelacion a diferentes ambientes por lo que tendria un mayor control sobre
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el habitat en el que se maneja. Asi mismo Ramirez y colaboradores (2015) sefiala que la
actividad antagdnica se da por la produccion de sideroforos con actividad antimicrobiana,
HCN, bacteriocinas y acido fenilacético. Con estos resultados se puede afirmar que el

crecimiento del hongo FOL es afectado por la presencia de

Tabla 15: Porcentaje de inhibicion de FOL con la bacteria Azospirillum sp.

Repeticiones Porcentaje de inhibicion (1%)
8 dias 11 dias
C7Az vs Folle (1) 76.47% 44.4%
C7Az vs Folle (2) 76.47% 50%
C7Az vs Folle (3) 78.82% 53.3%
C7Az vs Folle (4) 74.12% 72.2%
C7Az vs Folle (5) 72.94% 51.2%
C7Az vs Folle (6) 81.17% 80%
C7Az vs Folle (7) 74.12% 72.2%
C7Az vs Folle (8) 76.47% 48.9%
C7Az vs Folle (9) 75.29% 73.39%
C7Az vs Folle (10) 70.59% 47.7%
Promedio 75.65% 59.33%

Fuente: Autora

Con los datos obtenidos en el porcentaje de inhibicion mostrados en la Tabla 15, se

aplica una prueba de normalidad por Shapiro Wilkes.

Normalidad para % Crecimiento In Vitro.
Normal

Mean 67.49
StDev 12,62
N 20
RJ 0901
P-Value <0010

Percent
«n
{=]

% Inhibicion In Vitro

lustracion 1: Prueba de normalidad del porcentaje de inhibicion a los 8 y 11 dias

Fuente: Autora

En la llustracion 1 se observa que el valor de P <0,010. No son normales los datos por
lo que se rechaza la hipétesis nula Ho de que los datos siguen una distribucién normal y
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se acepta la hipdtesis alternativa Hi de que estos datos no son normales, por lo que se

procedio a aplicar BOX- COX en donde tampoco se obtuvo la normalidad de los datos.

Es por ello que se aplico la Transformacion de Johnson.

Probability Plot for Original Data

N 20

AD 1,917 E i

90 P-Value =0,005 3 oo

B £ 006

g so g

& F 003
2
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Probability Plot for Transformed Data
99

N 20
AD 0,566
90 P-Value 0,124

50

Percent

Johnson Transformation for Inhibicion

Select a Transformation
0.45

s
..l.
Ll 1
& le
2O
S
-J H .fuum-m“‘-.-
1
1
02 0.4 06 0.8 1.0 12

Z Value

(P-Value = 0,005 means < 0,005)

P-Value for BestFit: 0,124086

Zfor Best Fit: 0.45

Best Transformation Type: SU

Transformation function equals

0.466526 + 0,518735 x Asinh(( X - 75,3107 ) / 1.64643 )

llustracién 2: Transformacién de Jo

hnson para la inhibicién in vitro

Fuente: Autora

En la llustracion 2 se observa que se logré normalizar los datos mediante la

transformacion de Johnson ya que el valor de P <0,05 pas6 a ser p > 0,05 (p =0,124), en

donde se aplica un Disefio Completamente al Azar DCA con un arreglo de 2x10 (dos

tratamientos (8 y 11 dias) por 10 repeticiones y calcular el ANOVA (Andlisis de Varianza

de un factor) con los nuevos datos normales.

One-way AMNOWA: 8 Dias. 1
Methodd

Muaull hypothesis
Alternative hypothesis

Egqual wariances were assumed

Factor Information

Factor Lewels Walues

Factor 1 T,.EE7T T, 6660
Error 15 10,938 0, 607E
Total 1o 15,605

1 Dias

211 means are egual
At least one mean is different
Significance lewel o« =— 0,05

for the analysis.

Factor =2 & Dias. 11 Dias
Analysis of WVariance
Source DF Bd3 5SS djy MS F—Valu= P—Value=

1z,&82 o, o002

llustracion 3: ANOVA de los porcentajes de inhibicion a los 8 y 11 dias

Fuente: Autora
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En la llustracion 3 se observa que P < 0,05 (P = 0.02) lo que significa que vamos a
rechazar la hipotesis nula Ho de que las medias estadisticas son iguales a los 8 y 11 dias
con respecto al porcentaje de de inhibicion y aceptamos la Hi que estas son diferentes, es

decir el porcentaje de inhibicidn no es igual a los 8 y 11 dias.

Boxplot of 8 Dias. 11 Dias con respecto al Porcentaje de inhibicion (%)

1.5

0,5 @\

0,0

-0,5 \@

Data

8 Dias 11 Dias

llustracion 4: Diagrama de cajas de la inhibicién a los 8 y 11 dias.

Fuente: Autora

En la llustracion 4 se observa un diagrama de cajas (Boxplot), donde se indica que si
existen diferencias significativas con respecto a los dias en los que se calcula el porcentaje
de inhibicion, se puede deducir que los mejores resultados de inhibicion en la evaluacién
in vitro del efecto antagdnico de Azospirillum sp. frente a Fusarium Oxysporum f. sp.

lycopersici (FOL) se producen a los 8 dias vs los 11 dias.

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
8 Dias 10 0,527 R
11 Dias 10 -0,712 B

Mesans that do not share a letter are significantly different.

lustracién 5:Prueba de Tukey de los porcentajes de inhibicion a los 8 y 11 dias.

Fuente: Autora

En la lustracion 5 del método de Tukey se observa que los tratamientos son

significativamente diferentes en cuanto a sus medias estadisticas es decir el porcentaje de
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inhibicidn no es igual a los 8 dias (75.65%) y 11 dias (59.33%) tal y como lo describe el

ANOVA.

En la Tabla 15, se observa los resultados obtenidos del enfrentamiento mediante caja
dual antagonista vs patdgeno. Con el objetivo de evaluar la capacidad de antagonismo in
vitro de Azospirillum contra FOL, los resultados reflejaron que la cepa de Azospirillum
(C7Az), presenta antagonismo tanto a los 8 como a los 11 dias, como se presenta en el
ANEXO 9, sin embargo, entre estos dos tratamientos hay una diferencia significativa
(p=0.02) evidenciando que el mejor porcentaje de inhibicion se presento a los ocho dias
de incubacion con un porcentaje entre el 70 y 81%, al contrario de las pruebas realizadas
a los 11 dias donde el porcentaje fue menor entre 40 y 80%. La reduccion de inhibicion
que se produjo a los 11 dias puede estar vinculado con la baja concentracion de
metabolitos anti fungicos para la inhibicion del crecimiento de FOL, debido a que el
proceso se realiza en condiciones controladas (Tejera etal., 2012), sin embargo el
porcentaje sigue siendo alto esto debido a que estas bacterias son capaces de soportar
cambios en el ambiente en el que se encuentre (Hernandez et al., 2015) como lo ya
mencionado anteriormente. En un estudio realizado por Ramirez y colaboradores (2015)
en su trabajo titulado “Efecto de cuatro rizobacterias promotoras de crecimiento sobre la
pudricion basal causada por Phytophthora capsici en plantas de chiledulce (C apsicum
annuum )”, indica que la cepa Azospirillum lipoferum PCJ2 logro inhibir en un 50% el
crecimiento de Phytophthora capsici a nivel in vitro donde posee resultados altos al igual
que los observados en esta investigacion. En “RIZOBACTERIAS PROMOTORAS DE
CRECIMIENTO VEGETAL COMO BIOFERTILIZANTES” Pernasetti y Di Barbaro
(2012) indican que Azospirillum sp., ejerce antagonicamente en pruebas in vitro contra
hongos fitopatdgenos como Fusarium moniliforme, haciendo que este no se desarrolle en

las cajas Petri y Fusarium sp asilado de raices enfermas de nogal (Juglans nigra sp),
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donde el crecimiento disminuyo significativamente con la presencia de Azospirillum sp.

En base a estos resultados se confirma que las bacterias de género Azospirillum sp, sirven

como antagonistas de FOL a los 8 dias de incubacion en condiciones controladas in vitro,

obteniendo altos y aceptables indices de antagonismo.

4.5 Efecto de la inoculacion en la longitud de las plantas y en el desarrollo de las

raices

4.5.1 Efecto de la inoculacion en germinacion de las semillas

Semilla inoculada

Semilla no
inoculada

3cm

1.3cm

Imagen 22: Semillas germinadas inoculadas y no inoculadas

Fuente: Autora

Tres dias después de la siembra de las semillas en placas estériles a una temperatura

de 25 °C, se observo la germinacién de las semillas inoculadas y no inoculadas, a las

cuales se realizé la medicién de la longitud radicular con una regla esterilizada como se

observa en la Imagen 25, obteniendo datos en centimetros de 100 semillas germinadas

inoculadas y 100 no inoculadas (ANEXO 2).
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Normalidad para Longitud del Sistema Radicular (cm)
Normal

Mean 1,85
StDev  0.5557
N 200
RJ 0.996
P-Value 0,100

Percent
=
[=}

0 1 2 3 4
Longitud del sistema radicular

llustracién 6: Prueba de normalidad de la longitud del sistema radicular

Fuente: Autora

En la llustracion 6, se aprecia que al aplicar un test de Shapiro — Wilkes si existe
normalidad en los datos dado que el valor de p > 0,05, siendo en este caso es 0,100, es
por ello que se acepta la Ho (Hipdtesis Nula) que los datos siguen una distribucion
normal, rechazando por defecto la Hi, todo esto con 100 repeticiones. Lo que permite
realizar el ANOVA aplicando un DCA de dos tratamientos por 100 repeticiones con un

arreglo factorial 2x100, para conocer la longitud del sistema radicular en centimetros.

Factor Lewvels Values

~

Factor 2 Ingoculadas (Azospirillum sp.). Ho inocculadas

Enalysis of Variance

Source DF Rdj 55 2dy M5 F-Value P-Valuse
Factor 1 19,97 19,9712 95,31 a,000
Error 148 41,49 0,20495

Total 14949 61,446

llustracion 7: ANOVA del crecimiento radicular en semillas germinadas inoculadas y no inoculadas

Fuente: Autora

En la llustracion 7 se observa que el valor de p es igual a 0,000 es decir p <0,05 por lo
que se rechaza la Ho que las medias estadisticas de la longitud radicular en centimetros
de las semillas germinadas inoculadas y no inoculadas son iguales es decir aceptamos la

Hi que al menos un tratamiento o una media estadistica es diferente.
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Tukey Pairwise Comparisons

Frouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor N Mean Grouping
Incculadas (Azcospirillum sp.) 100 2,1680 &
Mo inoculadas 100 1,5340 B

Means that do not share a letter are significantly different.

lustracién 8: Tukey del crecimiento radicular en semillas germinadas inoculadas y no inoculadas

Fuente: Autora

En la llustracién 8, se observa la prueba de Tukey donde se confirma que
efectivamente existen diferencias significativas en la longitud del sistema radicular en
centimetros de las plantas inoculadas vs no inoculadas. Este proceso se realiz6 con un

intervalo de confianza del 95 %.

Boxplot of Inoculadas (. No inoculada
35

X%

3,0

S
£ 20
©
=)
1,5 9
1,0 *
0,5 *%

Inoculadas (Azospirillum sp.) No inoculadas

llustracion 9: Diagrama de Boxplot del crecimiento radicular en semillas germinadas inoculadas y no
inoculadas

Fuente: Autora

En la llustracion 9 se puede apreciar el diagrama de Boxplot donde se muestra que
efectivamente la longitud media del sistema radicular en centimetros de las plantas
inoculadas con Azospirillum -media de 2.166- es diferente a las no inoculadas -media de
1.534-, se presentan mejores resultados de crecimiento radicular con la inoculacion de

Azospirillum.

Los valores de las medias de la longitud radicular de las semillas germinadas oscilan

entre 2.166 y 1.534 cm para las inoculadas y no inoculadas respectivamente. Segun la
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prueba de Tukey (llustracion 8) las mayores longitudes del sistema radicular a los 3 dias
de germinacion se alcanzaron con las semillas inoculadas, alcanzando un indice de

efectividad del 39.75%.

4.5.2 Efecto de la inoculacion en la longitud se plantas de tomate al momento del
trasplante

Después de 30 dias de la siembra de las semillas germinadas se pudo apreciar una
notable diferencia entre las plantulas inoculadas y no inoculadas. Las plantas no
inoculadas tenian un aspecto amarilloso y eran més pequefias, al contrario de las plantulas
inoculadas que eran verdes en su totalidad (Imagen 26), ademas de ser mas grandes en
longitud. Segin Hernandez (2003) esto podria indicar la falta de nitrégeno en el suelo, en
donde las plantas que fueron inoculadas indicaban un buen aspecto al contar como Unica

fuente de nitrogeno la solucion bacteriana Azospirillum sp.

Imagen 23: Plantulas de tomate, izquierda (no inoculadas), derecha (inoculadas)

Fuente: Autor

Asi mismo se tomo la longitud de 20 plantas con a las que fueron inoculadas las

bacterias Azospirillum y 20 plantas sin inocular.
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Tabla 16: Longitud de plantas inoculadas y no inoculadas en el trasplante

Longitud de plantas (cm)

Numero de plantas Inoculadas (Azospirillum No inoculadas
sp.)
1 12 8.5
2 13 10
3 12.2 8.2
4 12.1 9.5
5 13 8.5
6 13 8.5
7 10.8 10.2
8 115 10.2
9 11.3 9.8
10 13.2 10.2
11 12.5 9.5
12 13.5 9.8
13 13 10.4
14 13.2 11.3
15 13.1 10.3
16 12.5 9.5
17 12.2 11.2
18 13.1 10
19 12 10
20 13.4 10.3
PROMEDIO 12.5 9.8

Fuente: Autora

La Tabla 16 muestra las longitudes de las plantas inoculadas y no inoculadas en el

momento del trasplante, para el estudio se toman 20 plantas para cada tratamiento para la

obtencidn de datos méas acercados y reales.

Normalidad para Longitud de Plantas (cm)
Normal

Percent
n
=]

Mean 11,16
StDev 1,594
N 40
R 0973
P-value 0,067

7 8 9 10 17 12 13 14 15
Longitud de plantas (cm)

llustracion 10: Prueba de normalidad de datos de plantulas inoculadas y no inoculadas.

Fuente: Autora

La llustracion 10 indica que al aplicar un test de normalidad por el método de Shapiro

— Wilkes, la grafica revela al instante que los datos son normales dado que p > 0.05, es
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decir 0,067 eso significa que se acepta la Ho (Hipdtesis Nula) que los datos siguen una

distribucion normal (rechazando por defecto la Hi).

Se aplicé un DCA (Disefio estadistico completamente al Azar) con un arreglo factorial
de 2x20 es decir dos tratamientos (inoculadas y no inoculadas) por veinte repeticiones,
para comprobar la existencia de diferencias significativas con la longitud de las plantas

inoculadas y no inoculadas medidas en cm, esto gracias a una prueba de ANOVA.

[One-way ANOVA: Inoculadas (Azospirillum sp.). No inoculadas

dethod

ffull hvpothesis 211 means are equal
L1 cernative hypothesis At least one mean is different
Significance lewvel o = 0,05

Fqual wariances were assumed for the analysis.

Factor Information

[Factor Levels Values

[Factor 2 Inoculadas (Azospirillum sp.). No inoculadas

Pfinalysis of Variance

[Source DF ~djy S5 Ad3 MS F—Value P-Value
[Factor 1 40,61 40,6125 58,33 0,000
Error 13 12,53 0,68963

[Total 19 53,15

lustracion 11: ANOVA de plantulas inoculadas y no inoculadas en el trasplante

Fuente: Autora

En la llustracion 11 se puede observar que el valor de p < 0.05 (p= 0.000) lo que se
rechaza la Ho que las medias estadisticas de las plantas inoculadas y no inoculadas son
iguales es decir aceptamos la Hi que al menos un tratamiento o una media estadistica es

diferente.

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Methed and 95% Confidence

Factor i) Mean Grouping
Inoculadas (Azospirillum sp.) 10 12,210 2
No incculadas 10 9,360 B

Means that do not share a letter are significantly different.

lHustracion 12: Prueba de Tukey de plantulas inoculadas y no inoculadas en el trasplante

Fuente: Autora
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En la llustracion 12 se observa la prueba de Tukey, confirmando que efectivamente
existen diferencias significativas en la longitud en centimetros de las plantas inoculadas

vs no inoculadas. Todo este proceso se realiza con un intervalo de confianza del 95 %.

Boxplot of Inoculadas (. No inoculada

13 ‘

Data

e

——

Inoculadas (Azospirillum sp.) No inoculadas

lustracién 13: Boxplot de plantulas inoculadas y no inoculadas en el trasplante

Fuente: Autora

La lustracion 13 indica el diagrama de Boxplot, en donde se confirma que
efectivamente la longitud medida en centimetros de las plantas inoculadas con
Azospirillum -media de 12.2- es diferente a las no inoculadas -media de 9.3-, se presentan
mejores resultados de crecimiento con la inoculacion. Donde el indice de efectividad de

la inoculacion oscilo en un 27.55%.

4.5.3 Efecto de la inoculacion en la longitud de plantas de tomate al término de la
investigacion

Para determinar que las plantas de tomate hayan sido efectivamente beneficiadas con

la bacteria Azospirillum sp., como lo describe donde confirma que la aplicacién de

Azospirillum hace que la longitud de las plantas sea mayor a las plantas testigo (no

inoculadas), se realizd la medicion de la parte aérea de las plantas de los cuatro

tratamientos para determinar que el uso de la bacteria beneficio en el crecimiento de las
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plantas. Los resultados de las mediciones de longitudes de los cuatro tratamientos al

término de la investigacion -28 dias después del trasplante- se detalla en la tabla 13.

Tabla 17: Longitud en cm de plantas de tomate a los 28 dias

Longitud de las plantas (cm)

NuUmero de TO (testigo T1 (Testigo T2 (Hongo Ts
planta absoluto) relativo) FOL) (Azospirillum+FOL)
Azospirillum sp.

1 23.5cm 30 cm 16 cm 25cm
2 23 cm 29 cm 16.5cm 24.2 cm
3 23.8cm 29.2cm 17 cm 26 cm
4 24.7 cm 28 cm 18.2cm 24 cm
5 22.5cm 29.2 cm 19 cm 23 cm
6 22.7cm 27.4cm 16.5cm 24.2 cm
7 23.5¢cm 28 cm 17.9cm 25.2cm
8 22.2.cm 34 cm 19 cm 26 cm
9 24.2 cm 27.5cm 19.5cm 25.5cm
10 24 cm 27.5cm 18.2cm 24 cm
11 24.2 cm 27 cm 17 cm 27 cm
12 22 cm 26.8 cm 17 cm 26.8 cm
13 23cm 28.2cm 20.3cm 24 cm
14 22 cm 26.5cm 16.5cm 26 cm
15 25cm 26.6 cm 16.5cm 24 cm
16 21.8cm 27.2cm 17.6 cm 23.8cm
17 21.5¢cm 28.5cm 18.1cm 23.2cm
18 23.5¢cm 29 cm 19.2cm 22.5cm
19 22.4cm 26 cm 17.6 cm 23.2cm
20 22 cm 26 cm 16.3cm 23.5cm

PROMEDIO 23.1cm 28.08cm 17.68cm 24.55cm

Fuente: Autora

En la Tabla 17 se indica que T1 y T3 obtuvieron mayor crecimiento ya que fueron
inoculadas con la bacteria Azospirillum en comparacion al TO y T2, que el caso del
segundo fue contaminado con el patdgeno tan solo, en donde no tenia un biocontroladora
como Azospirillum como el T3, que aun con la inoculacion del patogeno las plantas

alcanzaron mayores longitudes casi alcanzando al T1.
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Normalidad para Longitud de Plantas (cm)
Normal

Mean 23,35

StDev 3993

Eo N 80

] 0983

= P-Value 0.041
90
80
= 7
g %
& 40
o 30
20
10
5
1
01

10 15 20 25 30 35

Longitud de las plantas (cm)

lustracién 14: Prueba de normalidad en longitudes al término de la investigacion.

Fuente: Autora

Como se observa en la llustracion 14 el test de normalidad indica que le valor de
p<0,05 (p=0,041), por lo que se rechaza la hipotesis nula Ho de que los datos siguen una
distribucion normal y se acepta la hipotesis alternativa Hi de que estos datos no son
normales. Es por ello que con la intencion de normalizar los datos se intentd transformar
los datos con BOX — COX, en el cual también se evidencid que los datos no siguen una

distribucion normal, por lo que se transformd los datos con Johnson.

Johnson Transformation for Longitud en (cm) al Termino

Probability Plot for Original Data Selecta Transformation
999 " P 058
] AD 1,059 g 0,08 ",bl.
PVaue 0008| - :-’
=y < 006 . !
= I JI—‘ —————————————————— RefP
S w0 g 004 A
5 3 .
a g 0,02 . o
10 d ggol w——F ————
; 02 04 06 08 1.0 12
01 Z Value
© 10 20 30 40

(P-Value = 0,005 means < 0,005)
Probability Plot for Transformed Data

N 80

i “ AD 0642 .
PValue 0,091 P-Value for Best Fit:0,0908543

) Zfor BestFit 0,58

Best Transformation Type: SU

Transformation function equals

2,33016 +2,82259 x Asinh( ( X - 30,6979) / 7,11196)

Percent
8

lustracion 15: Trasformacion de Johnson en la longitud al término de la investigacion

Fuente: Autora
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En la llustracion 15 se observa se logroé normalizar los datos con Johnson, ya que p =
0,091 es decir p > 0,05 podemos aceptar la Hipotesis Nula (Ho) de que los datos siguen

un comportamiento normal.

Una vez normalizado los datos se aplicar un DCA (Disefio Estadistico completamente
al Azar) con arreglo factorial de 4x20 (cuatro tratamientos por 20 repeticiones), es decir
que se analiza cada tratamiento con 20 repeticiones cada uno. Con los datos normalizados

se procedid a ejecutar el ANOVA.

One-way ANOVA: TO (testigo abso. T1 (Testigo rela. T2 (Hongo FOL). T3 (Azospirillum

Method

Null hypothesis 211 means are equal

Llternative hypothesis At least one mean is different

Significance level a = 0,05

Rows unused 1z

Equal variances were assumed for the analysis

Factor Information

Factor Levels Values

Factor 4 T0 (testigo absoluto). Tl (Testigo relativo). T2 (Hongo FOL). T3

(Azoapirillum+FOL)

Analysis of Variance

Scurce DF Adj 55 Rdj MS F-Value BE-Value
Factor 3 82,55 27,5152 146,21 0,000
Error 76 14,30 0,1882

Total 79 96,85

llustracion 16: Prueba de ANOVA para los cuatro tratamientos al final del experimento

Fuente: Autora

La lustracion 16 indica que, en base a los resultados del Analisis de Varianza, el valor
de p < 0,05 (p = 0,000); por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula de que todos los
tratamientos presentan medias estadisticas similares, al menos uno de los tratamientos es

diferente (se acepta Hi alternativa).

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor by Mean Grouping
Tl (Testigo relatiwvo) 20 1,329 &

T3 (Azospirillum+FOL) 20 00,1407 B

TO ({(testigo abscluto) 20 —-0,2889 c

T2 (Hongo FOL) 20 -1,5120 D

Means that do not share a letter are significantly different.

llustracion 17: Prueba de Tukey para los datos de longitud de los cuatro tratamientos al final de la investigacion
Fuente: Autora

Con el Andlisis de Tukey (llustracion 17) efectivamente se puede apreciar que ninguno

de los tratamientos es similar entre si, todos presentan diferencias significativas.
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Boxplot of TO (testigo . T1 (Testigo . ...

*

Data

TO (testigo absoluto)  T1 (Testigo relativo) T2 (Hongo FOL) T3 (Azospirillum+FOL)

llustracion 18: Diagrama de cajas para los datos de longitud de los cuatro tratamientos al final de la
investigacion

Fuente: Autora

La grafica de cajas (llustracion 18), corrobora el Anélisis de Tukey. Ningun
tratamiento comparte medias similares es decir son significativamente diferentes en otras
palabras el T1 (testigo relativo Azospirillum sp.) produjo los mejores valores de
crecimiento en la planta de tomate al final del experimento seguido del T3 (Azospirillum

+ FOL). En donde se obtuvo un porcentaje de efectividad del 29.06%.

4.5.4 Efecto de la inoculacion en el peso fresco del sistema radicular al término de
la investigacion.
El efecto de la inoculacion de las bacterias en el peso de las raices de las plantas a los

28 dias después del trasplante mostrando los siguientes resultados:
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Tabla 18: Peso del sistema radicular de los cuatro tratamientos a los 28 dias

Peso de las raices (g)

NUmero de TO T1 (Testigo relativo) T2 Ts
planta (testigo Azospirillum sp. (Hongo (Azospirillum+FOL)
absoluto) FOL)
1 2.03 4.81 2.72 4.52
2 2.88 4.61 3.04 4.31
3 3.84 5.02 3.55 4.24
4 3.28 4.04 2.84 3.93
5 3.39 3.94 3.06 4.34
6 2.86 4.42 4.54 3.99
7 2.38 4.23 2.98 3.87
8 2.91 3.96 3.53 4.26
9 3.15 4.52 4.67 4.18
10 2.75 4.22 3.65 3.76
11 3.55 4.34 3.43 3.76
12 3.54 4.67 2.56 4.56
13 2.6 3.67 3.87 5.06
14 4 3.93 3.56 4.96
15 3.5 3.45 2.97 4.65
16 3.4 4.46 2.97 4.65
17 3.32 4.43 3.86 3.68
18 2.98 4.64 3.80 3.89
19 2.67 3.56 2.94 3.90
20 3.25 4.68 3.54 4.89
PROMEDIO 3.11 4.28 3.25 4.27

Fuente: Autora

En la Tabla 18 se observa, los diferentes datos recolectados de los pesos de las raices

en los cuatro tratamientos, donde tanto T1 como el T3 tiene mayor peso en comparacion

del TOy T2. Se procede a efectuar el analisis de normalidad por Shapiro — Wilkes para

comprobar los resultados.

Percent

Normalidad para Peso de las Raices (g)
Normal

Peso de las raices (g)

Mean 3,767
StDev 07038
N 80
RJ 0,992
P-Value >0,100

llustracion 19: Prueba de normalidad del peso del sistema radicular

Fuente: Autora
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En la lustracion 19 se observa que el valor de p > 0,05 (p = 0,237) por lo tanto; se
acepta la Ho; Hipotesis Nula de que los datos se comportan de forma normal (Se rechaza

la hipotesis Hi). Los que permite realizar la prueba de ANOVA.

Se empled un disefio estadistico de DCA (Disefio Completamente al Azar) de arreglo
factorial 4 x 20 (cuatro tratamientos por veinte repeticiones), Donde cada tratamiento

tiene 20 repeticiones.

Factor Levels Values
Factor 4 T0 (testigc absclutc). T1 (Testigo relative). T2 (Hongo FOL). T3
(Azo3pirillum+FOL)

Analysis of Variance

Source DF Adj 55 Adj M5 F-Value P-Value
Factor 3 21,4% 17,1624 30,86 0,000
Error 17,84 10,2321

Total 39,13

76
79

lustracion 20: ANOVA del peso radicular al final de la investigacion

Fuente: Autora

En la lustracion 20 se puede observar los resultados del Andlisis de Varianza, donde
el valor de p < 0,05 (p = 0,000); por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula de que todos los
tratamientos presentan medias estadisticas similares, al menos uno de los tratamientos es

diferente (se acepta Hi alternativa). Se ejecuta una comprobacion mediante Tukey.

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Informaticn Using the Tukey Method and 95% Confidence

Factor 0 Mean Grouping
Tl (Testigo relatiwve) 20 44,2800 A

T3 (Azospirillum+FOL) 20 4,2700 A

T2 (Hongo FOL) 20 3,404 B

T0 (testigo absocluto) 20 3,114 B

Means that do not share a letter are significantly different.

lustracion 21: Prueba de Tukey en el peso radicular al final de la investigacion

Fuente: Autora

Segun la prueba de Tukey como se observa en la llustracion 21, el tratamiento T3 es
similar al T1, estos dos tratamientos no son significativamente iguales al T2 y TO en

cuanto que estos dos Ultimos comparten significancia.
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Boxplot of TO (testigo . T1 (Testigo . ...
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TO (testigo absoluto)  T1 (Testigo relativo) T2 (Hongo FOL) T3 (Azospirillum+FOL)

llustracién 22: Boxplot del peso radicular al final de la investigacion

Fuente: Autora

El grafico Boxplot -llustracion 22-, permite confirmar que el tratamiento T1 -testigo
relativo con una media de 4.28-, seguido de T3 -Azospirillum + FOL con media de 4.27-
son los mejores tratamientos aplicados ya que causan un mayor peso gramos en las raices
de las plantas a los 28 dias después del trasplante, por otro lado, el TO -testigo absoluto,
media de 3.114- provocé el menor peso radicular a los 28 dias del trasplante. Obteniendo

un porcentaje de efectividad de 34.43%.

Los datos obtenidos en la longitud del sistema radicular, el peso fresco radicular y en
la longitud de las plantas muestran resultados similares en donde indican que con la
inoculacion de Azospirillum sp., hubo aumento de estos parametros encontrando indices
de efectividad de 39.75%, 27. 55%, 29.06% y 34.43% en la longitud del sistema radical,
en la longitud de la planta al momento del trasplante, en la longitud de la parte aérea al
término de la investigacion y peso sistema radical al término de la investigacion
respectivamente, asimilando que existen diferencias significativas en comparacion los
testigos absolutos; indicando que con la presencia de Azospirillum en la planta provoca
cambios rapidos para su crecimiento, con la produccion de hormonas, conjuntamente con
la absorcién de nutrientes necesarios para las plantas de suelos en los que se encuentren
inmersos. Estos resultados concuerdan con lo descrito por Garcia y colaboradores (2010)
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en su investigacion “Caracterizacion de cepas nativas de Azospirillum spp. y su efecto en
el desarrollo de Oryza sativa L. “arroz” en Lambayeque” donde sefiala que todas la cepas
aisladas e identificadas como Azospirillum sp., incrementaron los resultados en la
longitud y peso del sistema radical y parte aérea de las plantas de arroz, obteniendo
indices de efectividad entre 21.77, 102.06 y 126.11% en relacion al testigo absoluto. La
cepa que mayor efectividad le dio a la planta en cuanto a la altura y biomasa seca del
sistema radical fue Azospirillum sp. GM-86 dando a conocer que la efectividad es dada
por el incremento de produccién de acido indolacético y fijacion de nitrégeno producido
por estas cepas. Asi mismo los autores concluyen que para un mayor indice de efectividad
se da con aplicacion de Azospirillum en combinacidn con Urea. Autores como Villegas-
Espinoza y colaboradores (2010) sefiala que el incremento del sistema radicular y el
acelerado aumento en el crecimiento de las plantas se debe a que las bacterias del género
Azospirillum producen reguladores de crecimiento como las citoquininas, auxinas, acido
indolacetico, ademas de ello fijan nitrégeno, sugiriendo que estas fitohormonas podrian
ser las causantes del incremento en el peso, longitud y rendimiento de los cultivos. Segun
Caballero-Mellado (1998), en su estudio sobre “el género Azospirillum” resalta que estos
microorganismos tienen alta capacidad para asociarse con las plantas y fijar nitrégeno.
Segun el autor las inoculaciones de estas bacterias no han reportado que causen algun
dafo a las plantas que en este caso fueron de trigo, algodon y tomate, sino al contrario se
observo que mediante la inoculacion hubo un mayor desarrollo de las raices y aumento
de la parte aérea de las plantas. Los experimentos también revelaron que las plantas
contenian altos indices de fosforo, potasio y nitrégeno. Okon y colaboradores (1976)
indican que con la inoculacion de Azospirillum incrementa el rendimiento de los cultivos
hasta en un 30%, Yy que con la aplicacion de fertilizacion que contenga nitrégeno, potasio

y fosforo la efectividad aumenta hasta en un 90%. Los datos aportados por Meza (2013)
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en su investigacion titulada EFECTO DEL ACIDO INDOL-3-ACETICO PRODUCIDO
POR Azospirillum brasilense EN LAS ENZIMAS DE ASIMILACION DE AMONIO
EN Chlorella vulgaris, BAJO CONDICIONES DE COINMOVILIZACION sefialan que
los cambios producidos a las plantas como morfologia se debe a la produccién de
fitohormonas que producen las bacterias de este género como son el AlA, como los ya
mencionados anteriormente, sin embargo en este estudio se pudo determinar que: A
brasilense provoco que Cholorella absorba amonio, Glutamina sintetasa y Glutamato
Deshidrogenasa. Por lo tanto la inoculacion de Azospirillum sp en plantas de tomate
produce aumento en las raices y en la parte aérea de las plantas debido a que las bacterias
del género Azospirillum sp., son consideradas como promotoras de crecimiento por la
produccién de fitohormonas y fijan nitrégeno, pueden provocar que estas caracteristicas
conlleven a otros beneficios: que las plantas inoculadas puedan obtener mayor absorcién
de nutrientes, tolerancia al estrés y a la sequia, haciendo que las plantas resulten mas

vigorosas y productivas (Di Barbaro et al., 2014).

4.6 Grado de infeccion de las plantas de tomate rifién con Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici con y sin la bacteria Azospirillum sp. (T2 y T3)

Para la determinacion del grado de infeccién de las plantas de tomate rifién con
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici con y sin la bacteria Azospirillum sp., se realiz6 el
calculo de la incidencia de la enfermedad en la parte aérea de la planta a los 15 dias con
seis hojas muestreadas y a los 28 dias con ocho hojas muestreadas en 20 plantas por
tratamiento T —FOL- y T3z -Azospirillum +FOL-. El resultado de la incidencia se puede

apreciar en las siguientes tablas:
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46.1 Grado de infeccion de la marchitez vascular del tomate mediante la

incidencia en el tratamiento T2 (FOL) y T3 (Azospirillum +FOL)

4.6.1.1 Incidencia en el tratamiento T2 (FOL)

Tabla 19: Incidencia del marchitamiento vascular en el T2(FOL)

Evaluacion de Incidencia (Hojas)

Numero de 15 dias Porcentaje 28 dias Porcentaje
plantas (#) (6 hojas (%) (8 hojas (%)
muestreadas) muestreadas)

1 2 33.3% 5 62.5%
2 1 16.6% 4 50%
3 0 0% 4 50%
4 2 33.3% 5 62.5%
5 1 16.6% 4 50%
6 2 33.3% 5 62.5%
7 1 16.6% 4 50%
8 1 16.6% 5 62.5%
9 1 16.6% 5 62.5%
10 0 0% 3 37.5%
11 2 33.3% 5 62.5%
12 1 16.6% 4 50%
13 2 33.3% 5 62.5%
14 2 33.3% 5 62.5%
15 1 16.6% 5 62.5%
16 1 16.6% 4 50%
17 0 0% 4 50%
18 1 16.6% 5 62.5%
19 2 33.3% 5 62.5%
20 0 0% 4 50%

PROMEDIO 19.13% 56.25%

Fuente: Autora

Con los datos de la Incidencia del marchitamiento vascular a los 15y 28 dias en el
tratamiento T2, presentados en la Tabla 19, se aplica una prueba de Normalidad por
Shapiro - Wilkes para verificar si los datos en este experimento siguen una distribucion

normal.
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Normalidad para Incidencia FOL T2

Normal

Mean 37.69
StDev 2137
N 40
RJ 0,993
P-Value >0.100

Percent
@
i=]

0 20 40 60 80 100
Incidencia FOL (T2)

llustracion 23: Prueba de normalidad de la incidencia en T2 (FOL)

Fuente: Autora

En la llustracion 23 se puede observar que el valor de p = 0.100 segin Shapiro —
Wilkes; por lo tanto, p > 0,05, es decir los datos siguen una distribucion normal segun la

Prueba de Shapiro — Wilkes.

Se procede a aplicar un DCA (Disefio estadistico completo al Azar) con un arreglo
factorial de 2x20, dos tratamientos, uno a los 15 dias con 6 hojas muestreadas y otro a los
28 dias con 8 hojas muestreadas, cada uno con 20 repeticiones -Aplicacion del Analisis

de Varianza ANOVA de una via-.

Factor Information

Factor Lewvels Values

-

[Factor 2 15 dias (& hojas muestreadas). 28 dias (& hojas muestreadas)

knalysis of Variance

Source DF Rdj 55 2dj M5 F-Value P-Value
Factor 1 13783 13782,7 130,28 0,000
Error 38 4021 105,8

[otal 39 17803

llustracién 24: ANOVA de la Incidencia T2

Fuente: Autora

En base a los resultados del Analisis de Varianza presentados en la llustracion 24, se
puede apreciar que el valor de p < 0,05 (p = 0,000); por lo tanto, se rechaza la hip6tesis

nula de que todos los tratamientos presentan medias estadisticas similares, al menos uno
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de los tratamientos es diferente, se acepta Hi alternativa. A continuacion, se realiza una

comprobacion de estos hechos mediante Tukey.

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence
Factor N Mean Grouping

28 dias (&8 hojas maestreadas) 20 56,25 L
20

15 dias ({6 hojas miestreadas) 19,13 B

Means that do not share a letter are significantly different.

llustracion 25: Prueba de Tukey de la Incidencia T2

Fuente: Autora

Segun la prueba Tukey observada en la llustracidn 25, efectivamente los dos
tratamientos aplicados a los 15 y 28 dias; son diferentes no presentan medias

significativamente iguales.

Boxplot of 15 dias (6 h. 28 dias (8 h
70

60

50

40

Data

30

2 e

15 dias (6 hojas muestreadas) 28 dias (8 hojas muestreadas)

lHustracion 26: Boxplot de la Incidencia T2 a los 15 y 28 dias

Fuente: Autora

La grafica de cajas —boxplot- mostrada en la Ilustracion 26, permite demostrar que a
los 28 dias y con 8 hojas muestreadas se produjo el mayor porcentaje de incidencia en las

partes aéreas del vegetal sobre los 15 dias y con 6 hojas muestreadas.
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4.6.1.2 Incidencia en el tratamiento T3 (Azospirillum + FOL)

Tabla 20: Incidencia en el tratamiento T3 a los 15 y 28 dias

Evaluacion de Incidencia (Hojas)

Numero de plantas 15 dias Porcentaje 28 dias Porcentaje
# (6 hojas (%) (8 hojas (%)
muestreadas) muestreadas)

1 0 0% 2 25%
2 0 0% 2 25%
3 1 16.6% 3 37.5%
4 0 0% 2 25%
5 1 16.6% 3 37.5%
6 0 0% 2 25%
7 1 16.6% 2 25%
8 1 16.6% 3 37.5%
9 0 0% 2 25%
10 0 0% 3 37.5%
11 1 16.6% 2 25%
12 0 0% 2 25%
13 1 0% 3 37.5%
14 0 16.6% 2 25%
15 1 16.6% 2 25%
16 0 0% 2 25%
17 0 0% 2 25%
18 0 0% 2 25%
19 2 33.3% 3 37.5%
20 0 0% 2 25%

PROMEDIO 7.47%% 28.75%

Fuente: Autora

En la tabla 17 se aprecia los datos recogidos durante la investigacion en el tratamiento
T3 alos 15y 28 dias después del trasplante donde la incidencia a los 28 dias fue mayor a
laincidencia producida a los 15 dias. Estos resultados son comprobados mediante pruebas
estadisticas empezando con una prueba de normalidad para saber si los datos recogidos

siguen una distribucion normal.
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Normalidad para Incidencia T3
Normal

Mean 1811
StDev 1350
N 40
RJ 0,988
P-Value >0,100

Percent
w
(=]

-
L ]
.
0

10 20 30 4 50
Incidencia T3

lustracién 27: Prueba de normalidad para Incidencia en el tratamiento T3

Fuente: Autora

La llustracion 27 demuestra que con la aplicacion de Shapiro — Wilkes, el valor de

p=0.100 por lo tanto p >0,050, es decir los datos siguen una distribucion normal.

Se procedi6 a aplicar un DCA -disefio estadistico completo al Azar; con aplicacion de
un ANOVA- con un arreglo factorial de 2x20 dos tratamientos uno a los 15 dias con 6
hojas muestreadas y otro a los 28 dias con 8 hojas muestreadas, cada uno con 20
repeticiones; de forma analoga a lo que se hice con T2 pero esta vez con el T3 —

Azospirillum vs FOL).

Factor Information

Factor Lewels Values
Factor 2 15 dias.

28]

dias

%)

knalysis of Variance

Source DF &Ldj S5 Bdj MS F-Valus= P-Value

Factor 1 4526 4524,26 66,76 0,000
Error 38 2577 &87,80
Total 39 T1l03

llustracién 28: ANOVA de Incidencia en el tratamiento T3

Fuente: Autora

En base a los resultados del Analisis de Varianza (llustracion 28), se puede observar
que el valor de p < 0,05 (p = 0,000); por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula de que todos

los tratamientos presentan medias estadisticas similares, al menos uno de los tratamientos
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es diferente (se acepta Hi alternativa). Se ejecutd una comprobacién mediante el analisis

de Tukey.

Tukey Pairwise Comparisons
Grouping Information Using the Tukey Method and 95% Confidence

Me

Factor
28 dias
15 dias

n Grouping
5 L
47

=1

N
0z
0

-
£
-
£

=1 0

B

Means that do not share a letter are significantly different.

llustracion 29: Prueba de Tukey de la Incidencia del tratamiento T3

Fuente: Autora

Al igual que en T2 usando Unicamente al FOL en los dos tratamientos con 28 y 15
dias, en T3 -FOL + Azospirillum- estos dos tratamientos son significativamente diferentes

en relacién a sus medias estadisticas.

Boxplot of 15 dias. 28 dias
40

30

7

’ "

15 dias 28 dias

lHustracion 30: Boxplot de la incidencia en el tratamiento T3

Fuente: Autora

Con la gréfica de cajas —Boxplot- mostrada en la llustracién 30 donde se comprueba
que los resultados del porcentaje de incidencia con el tratamiento T3 -Azospirillum +
FOL-, son idénticos a los resultados con T2 —FOL- ya que es a los 28 dias -8 hojas
muestreadas- que se obtienen mayores porcentajes de incidencia en las hojas -partes

aéreas- del vegetal que con la aplicacion del T3 en 15 dias -6 hojas muestreadas-.
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4.6.1.3 Comparacion de la incidencia T2 (FOL) y T3 (Azospirillum + FOL)

Tabla 21: Comparacion de la incidencia T2y T3 a los 15 y 28 dias

Dias 15 dias 28 dias

Tratamiento
T2 19.15% 56.25%
Ts 7.47% 28.75%

Fuente: Autora

La Tabla 21 indica el célculo del promedio porcentual de cada tratamiento aplicado en
15y 28 dias, corrobora los resultados estadisticos presentados anteriormente, en donde la
mayor incidencia de la marchitez vascular causada por el hongo FOL se presenta a los 28
dias después del trasplante. En comparacién a los dos tratamientos la incidencia en el
tratamiento T3 se ve reducido en un 27.5% con la aplicacion de la solucién bacteriana
compuesta de Azospirillum sp; corroborando de esta manera que al aplicar bacterias del

género Azospirillum sp., reduce la incidencia de la marchitez vascular causada por FOL.

4.6.2 Grado deinfeccion de la marchitez vascular del tomate mediante la severidad
en el tratamiento T2 (FOL) y T3 (Azospirillum +FOL)

Al igual que la incidencia, la severidad se calculé de la parte aérea de la planta a los

15 dias con seis hojas muestreadas y a los 28 dias con ocho hojas muestreadas en 20

plantas por tratamiento T2 —-FOL- y T3 -Azospirillum +FOL-. El resultado de la severidad

se puede apreciar en las tablas 22 y 23.
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4.6.2.1 Severidad en el tratamiento T2 (FOL)

Tabla 22: Datos de la severidad en el tratamiento T2 (FOL)

Numero de plantas Evaluacion de Severidad (sintomas
# externos)
15 dias 28 dias
(Nivel 0-5) (Nivel 0-5)

1 2 3

2 2 3

3 0 3

4 2 4

5 2 3

6 2 4

7 2 3

8 2 3

9 2 4
10 0 3
11 2 3
12 2 3
13 2 3
14 2 3
15 2 4
16 2 3
17 0 3
18 2 3
19 2 4
20 0 3

PORCENTAJE (%) 32% 65%

Fuente: Autora

En la Tabla 22 se puede observar los datos recogidos de la severidad que causo el
hongo FOL en el tratamiento T2 (FOL) a los 15 y 28 dias, donde indica que el mayor
porcentaje de severidad se produjo a los 28 dias igual que la incidencia. Se aplicé el Test
de Normalidad por Shapiro — Wilkes para constatar que exista una distribucion normal en

los datos.

89



Normalidad para Severidad T2

Normal

Mean 2,425
StDev 1.059
N 40
RJ 0,979
P-Value >0,100

Percent
n
(=]

Severidad T2

llustracién 31: Prueba de normalidad de la severidad en el tratamiento T2

Fuente: Autora

Como puede apreciar en la llustracion 31 la aplicacion de Shapiro — Wilkes, el valor

de p =0.100 por lo tanto p >0,050, es decir los datos siguen una distribucion normal.

Se procede a aplicar un DCA -Disefio estadistico completo al Azar- con un arreglo
factorial de 2x20 -dos tratamientos; el T2 aplicado a los 15 dias y el T2 aplicado a los 28
dias, y cada uno con 20 repeticiones-, se procede a la aplicacion del Analisis de Varianza,

ANOVA.

Factor Lewelz Values
Factor 2 15 dias (Niwvel 0 -5). 28 dias (Nivel 0 -3)

Analysis of Variance

F-Value P-Value

Source DF 2dj 55 Adj MS
7,2250 62,51 0,000
55

Factoer 1 27,23 27,
Error 38 16,55 0O,
Total 39 43,78

llustracién 32: ANOVA de severidad en el tratamiento T2

Fuente: Autora

En base a los resultados del Analisis de Varianza, llustracion 32, se puede apreciar que
el valor de p < 0,05 (p = 0,000); por lo tanto, se rechaza la hipdtesis nula de que todos los

tratamientos presentan medias estadisticas similares, al menos uno de los tratamientos es
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diferente, se acepta Hi alternativa. Se ejecuta una comprobacion mediante el analisis de

Tukey.

Tukey Pairwise Comparisons

Grouping Informaticon Using the Tukey Method and 95% Confidence
Factor N Mean Grouping

28 dias (Niwel 0 -5) 20 3,2500 R

15 dias (Niwel 0 -5) 20 1,800 B

Means that do not share a letter are significantly different.

lustracién 33: Prueba de Tukey para la severidad en el tratamiento T2

Fuente: Autora

La severidad de los sintomas en las partes aéreas del vegetal no es igual con la
aplicacion del T2 —-FOL- a los 15 como a los 28 dias, estas son diferentes, y con la

prueba de Tukey queda demostrado claramente, llustracion 33.

Interval Plot of 15 dias (Niv. 28 dias (Niv
95% Cl for the Mean

35
3,0

2,5

Data

2,0

1.0
15 dias (Nivel 0-5) 28 dias (Nivel 0-5)

The pooled standard deviation was used to calculate the intervals.

llustracién 34: Grafico de intervalos de la severidad en el tratamiento T2

Fuente: Autora

En la llustracion 34 la grafica de intervalos -Interval Plot- con una significancia de
95% para la media estadistica -esta grafica tiene una interpretacion muy similar a la
gréfica de cajas- la media estadistica del T2 aplicado a los 28 dias es de 3.25 por sobre la
media estadistica de este tratamiento aplicado a los 15 dias, cuya media no supera 1.6. Lo

que indica que la severidad de los sintomas en las hojas del tomate es mayor en el
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tratamiento T2 a los 28 dias. En este numero de dias la severidad en las partes aéreas del
vegetal alcanza valores comprendidos entre 3 y 4 de la escala de severidad que se

interpreta de la siguiente forma:
3- Amarillamiento severo en las hojas. Un 50% de las hojas marchitas y crecimiento inhibido.

4- Sintomas generalizados, amarillamiento en toda la planta, raiz principal necrosada, necrosis

vascular

4.6.2.2 Severidad en el tratamiento T3 (Azospirillum + FOL)

Tabla 23: Datos de la severidad en el tratamiento T3 (Azospirillum+FOL)

Numero de plantas (#) Evaluacion de Severidad
(sintomas externos)

15 dias 28 dias
(Nivel 0-5) (Nivel 0-5)
1 0 2
2 0 2
3 2 2
4 0 2
5 2 2
6 0 2
7 2 3
8 2 2
9 0 2
10 0 3
11 2 2
12 0 2
13 2 2
14 0 2
15 2 2
16 0 2
17 0 3
18 0 2
19 2 2
20 0 2
PORCENTAJE (%) 16% 46%

Fuente: Autora

En la Tabla 23 se puede observar los datos recogidos de la severidad que causo el
hongo FOL en el tratamiento T3 —FOL- a los 15 y 28 dias de la misma forma que el
tratamiento T2, donde indica que el mayor porcentaje de severidad se produjo a los 28

dias al igual que el tratamiento T2 solo que en este caso la severidad fue menor. Se aplico
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el Test de Normalidad por Shapiro — Wilkes para constatar que exista una distribucién

normal en los datos.

Normalidad para Severidad T3

Normal

Mean 1475
StDev 1,012
N 40
RJ 0,969
P-Value 0.041

Percent
n
o

|
L ]
L]
0

1 2 3 4
Severidad T3 (Azosp + FOL)

llustracién 35: Prueba de normalidad en la severidad del tratamiento T3

Fuente: Autora

La llustracion 35 indica que el valor de p < 0,05 (p= 0,041): por lo tanto, los datos no
son normales tras la aplicacion del Test de Normalidad por Shapiro Wilkes, provocando
que se rechace la hipdtesis nula Ho de que los datos siguen una distribucion normal y se

acepta la hipotesis alternativa Hi de que estos datos no son normales.

Con la intencion de normalizar los datos se aplicé una transformacién de COX-BOX,
en donde los datos no se normalizaron ya que dentro de los valores obtenidos habia unos
igual a cero y esta transformacion exige siempre datos mayores a cero. Es asi que se aplicd
la Transformacién de Johnson donde tampoco fue posible normalizar los datos ya que
esta distribucion posee valores menores a 4 que son incompatibles con esta
transformacion estadistica. Es por ello que se aplico una prueba no paramétrica de signos

Wilcoxon.
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Wilcoxon Signed Rank Test: Signos de Wilcoxon T3

Test of median = 0,000000 wersus median # 0,000000

N for Wilcoxon Estimated
i) Test Statistic i Median
Signos de Wilcoxon T3 20 13 a,0 0,002 1,000

lustracién 36: Prueba de Wilcoxon para la severidad en tratamiento T3

Fuente: Autora

En la lustracion 36 se observa el valor de p es 0,002 por lo tanto p < 0,05, se rechaza
la Ho Hipdtesis Nula de que ambos tratamientos de T3 aplicados en 15 y 28 dias son
significativamente iguales, y aceptamos la Hi de que estos tratamientos presentan

diferencias significativas.

Con el célculo de promedios se puede afirmar que existe una mayor severidad de
sintomas en las partes aéreas del vegetal, 46%, a los 28 dias de aplicado el tratamiento

que frente a los 15 dias con un porcentaje de severidad promedio de solo el 16 %.

A los 28 dias de aplicado el tratamiento T3 se arrojan valores de severidad
comprendidos entre 2 y 3 en la escala de severidad, con lo que se tiene los siguientes

sintomas:

e 2. Amarillamiento de las hojas basales y tercio medio y marchitez en una o dos
hojas.
e 3. Amarillamiento severo en las hojas. Un 50% de las hojas marchitas y

crecimiento inhibido.
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4.6.2.3 Comparacion de la severidad de FOL en los tratamientos T2 (FOL) y T3

(Azospirillum+FOL).

Tabla 24: Comparacion de la severidad en T2y T3

Dias
15 dias 28 dias
Tratamiento
T.-FOL- 32% 65%
Ts-Azospirillum+FOL- 16% 46%

Fuente: Autora

La tabla 24 indica que la severidad de sintomas externos en las partes aéreas del vegetal
es mayor a los 28 dias para los dos tratamientos, T2 y T3, datos que han sido comprobados
por métodos estadisticos, solo que la severidad se ve reducida en un 19% en el T3 -
Azospirillum+FOL- ya que en este tratamiento se aplicO bacterias del género
Azospirillum sp., lo que comprueba que la aplicacion de estas bacterias son beneficiarias.

Estos promedios han sido extraidos a partir de la formula del porcentaje de severidad.

4.6.2.4 Reduccion de la marchitez vascular con la aplicacion de Azospirillum sp.

Tabla 25: Porcentajes de reduccion de marchitez vascular del tomate con la aplicacion de Azospirillum sp.

Incidencia Severidad

Tratamiento

Ts-Azospirillum+FOL- 27.5% 19%
Fuente: Autora

En esta investigacion con el objetivo de determinar el grado de reduccién de la
marchitez vascular provocada por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici con la
aplicacion de Azospirillum sp, se pudo encontrar que existen diferencias significativas en
cuanto a la incidencia y severidad provocadas entre los 15 y 28 dias después del
trasplante, encontrando que la mayor incidencia y severidad se produjo a los 28 dias

obteniendo 65% de severidad en el tratamiento T2 y 46% en el T3, asi mismo con 56.25%
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de incidencia en el tratamiento T2 y 28.75% en el T3. Con estos datos se aprecia que
existe una reduccion de la severidad e incidencia del marchitamiento en un 19% y 27.5%
respectivamente como se observa en la Tabla 25, en el tratamiento T3 en donde tanto el
antagonista como el patdgeno estuvieron presentes, en comparacion con el tratamiento
T2 el cual solo fue infectado con el patdgeno FOL Yy los testigos tanto el absoluto y el
relativo no sufrieron ningln dafio en la investigacion como se observa en el ANEXO 14.
Estos resultados indican que hubo reduccion de la marchitez vascular en las plantas
inoculadas con Azospirillum y contaminadas con FOL, si bien no hubo resultados tan
altos como los obtenidos in vitro, estos resultan significantes puesto que los bajos
resultados en pruebas in vivo pueden estar reflejadas a interaccion de muchos factores,
entre los mas destacables, la adaptacion de la cepa al medio, para su investigacion por las
condiciones ambientales a las cuales las cepas estan acostumbradas. Segun Baro y
colaboradores (2011) indican que los resultados presentados en condiciones in vitro no
siempre son similares a los resultados observados en condiciones in vivo ya que dentro
de este interfieren muchos mas factores como es el suelo, supervivencia, competencia,
capacidad de colonizacidn, accion de otros microorganismos, etc. Es decir que en
condiciones in vivo muchas de las veces no es posible controlar todos los factores en su
totalidad, al contrario de las pruebas en condiciones in vitro que se puede realizar con
total control del medio, temperatura, tiempo, etc. Asi mismo hay que destacar el hecho
de que la investigacion se llevé en completa esterilidad por lo cual la Unica fuente de
nutriente y control biolégico para el correcto desarrollo de la planta fue la cepa de las
bacterias Azospirillum sp cumpliendo un doble rol dentro de la investigacion. Con estos
resultados podemos asimilar que la bacteria del género Azospirillum sp., es eficiente para
el control de fitopatdgenos en este caso FOL, asi como asegura Russo y colaboradores

(2008) en su trabajo titulado “Respuesta de micropropagacion mejorada y efecto de
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biocontrol de Azospirillum brasilense Sp245 en plantas de Prunus cerasifera L.clon Mr.S
2/5, donde indica que aparte de promover el crecimiento y aumento de raices, la
inoculacion ayudé al control bioldgico de patdgenos en este caso Rhizoctonia spp., que
obtuvo una inhibicion de casi el 100% frente al control negativo -0%-. En la investigacion
“Biocontrol del tizon de Ascochyta por Azospirillum sp. dependiendo del grado de
resistencia de los genotipos de garbanzo” Parmasi y colaboradores (2019) indica que la
inoculacion Azospirillum sp,. disminuyo los sintomas provocados por A. rabiei -Bivanij
e ICC 12004-. Tortora y colaboradores (2011) en su investigacion “Proteccion de plantas
de fresa (Fragaria ananassa Duch.) Frente a la anthracnose disease inducida por
Azospirillum brasilense ” también concluye en que las cepas de A. brasilense ademas de
aumentar sustancialmente el crecimiento vegetal también interviene en la proteccién
contra antracnosis causada por C. acutatum M11 en plantas de fresa, segun los autores
esto se debe a la produccion de siderdforos por parte de A. brasilense que fueron
detectados por cromatografia y espectrometria, en donde dichos sider6foros actian en
contra del patdgeno. Actualmente no esta claro coémo actua especificamente Azospirillum
para controlar e inhibir patdgenos, pero Domingues y colaboradores (2020), indican que
puede deberse a los mecanismos de accion de estas bacterias, como son la produccion de
quitinasas, siderdforos, glucanasas, antibioticos, enzimas, toxinas, mediante antibiosis y
parasitismo. Asi también es posible que se deba al reconocimiento plata-huésped o a la
reduccion de resistencia, coincidiendo con Di Barbaro y colaboradores (2014) donde
propone que la tolerancia a los patdgenos puede darse por el aumento de las raices debido
a las fitohormonas, dandose una mayor nutricién y resistencia. De-Bashan y
colaboradores (2007) también concluyen que el control biol6gico por parte de las

bacterias Azospirillum se debe a mecanismos como competencia con el patdgeno en
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cuestion, secrecion o produccion de siderdforos, antibidticos, enzimas que inhiben a los

fitopatdgenos y sustitucion del patdgeno.

47 Reaislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) y
Azospirillum sp.
4.7.1 Prueba de Patogenicidad de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici mediante
los postulados de Koch

e Postulado 1

Las muestras para el aislamiento del hongo FOL se tomaron de plantas de tomate de
la variedad Fortaleza de 7 meses de edad aproximadamente con evidentes sintomas de la

enfermedad, marchitez vascular, como se muestra en el ANEXO 3
e Postulado 2

El patégeno se aislo desde fragmentos de tallos recolectados que presentaban necrosis

avanzado en el xilema y sembrados en medio de cultivo PDA, Papa Dextrosa Agar.
e Postulado 3

El patégeno aislado fue identificado microscopica y macroscopicamente, donde se
evidencio las caracteristicas propias de Fusarium Oxysporum f. sp. lycopersici, una vez
identificado se procedio a inocular el patdgeno en plantas sanas de variedad Sheila

Victory con una solucion de 1x108 esporas/mL.
e Postulado 4

Las plantas inoculadas presentaron los mismos sintomas que las plantas del postulado
1 es por ello que para comprobar que el hongo inoculado era el mismo que fue aislado se
sembré fragmentos de tallos de plantas inoculadas en medio PDA de los 4 tratamientos.
Se observo crecimiento caracteristico de hongos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
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en cajas Petri de los tratamientos T2 y T3, pero no en el TOy T1, Imagen 27, es asi que
se identific6 microscopicamente y macroscopicamente de la misma forma que el

postulado 1 encontrando los mismos resultados.

Imagen 24: Prueba de patogenicidad

Fuente: Autora

4.7.2 Prueba de presencia de Azospirillum sp.

Al término de la investigacion se tomaron raices de tomate de los cuatro tratamientos
para comprobar que la bacteria Azospirillum sp interfirio en el control contra la
enfermedad de marchitez vascular en donde de todas las muestras tomadas del tratamiento
T1y T3 y sembradas en medio NFB semisélido resultaron positivos ya que hubo la
presencia de la pelicula blanca en forma de sombrilla por debajo de la superficie y hubo
cambio de color del medio de verde a azul indicativo de la presencia de la Azospirillum.
En cambio, las muestras tomadas del TO y T2 no presentaron cambio alguno en el medio
como se observa en la imagen 28, por lo que indicaba negativo para la presencia de
Azospirillum sp. Se realizd continuamente las pruebas macroscépicas, microscopicas y
bioguimicas de los matraces y tubos positivos para comprobar que tiene las mismas
caracteristicas de la cepa aislada denominada C7Az, donde se pudo apreciar que

efectivamente tenia las mismas caracteristicas de la cepa ya mencionada.
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Imagen 25: A. Positivos para Azospirillum sp. B. Negativos para Azospirillum sp

Fuente: Autora
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Con los datos obtenidos en la presente investigacion se puede concluir:

e Es posible la caracterizacion de Azopsirillum sp de las raices de L. perenne con
efectos biocontroladores contra FOL.

e Conforme alabibliografia disponible, la cepa Folle pertenece a los hogos de FOL
y la cepa C7Az a las bacterias del género Azospirillum sp, siendo comprobado en
esta investigacion mediante pruebas de laboratorio tanto morfoldgicas como
bioguimicas.

e De los 10 ensayos in vitro, todos mostraron antagonismo con la cepa de
Azospirillum contra FOL, destacando porcentajes mayores a 80% a los 8 dias de
incubacion.

e Se obtuvo porcentajes de efectividad mayores a 27% por la inoculacion de
Azospirillum con respecto la longitud radical, peso radical y altura de la planta.

e Se concluye que existe diferencias significativas en la incidencia y severidad a los
15y 28 dias de la inoculacién del patdgeno ya que la mayor incidencia y severidad
se produce a los 28 dias después del trasplante e inoculacién con el patégeno,
obteniendo un 56.25% de incidencia en T2 donde solo fue infectado con el
patdgeno y un 28.75% de incidencia en T3 donde fueron inoculados los dos
microorganismos (Azospirillum como antagonista). En la severidad se obtuvo un
65% en el tratamiento T2 y un 46% en el tratamiento T3 a los 28 dias.

e Se obtuvo una reduccion en la incidencia de la enfermedad de 27.5% y reduccion

en la severidad de un 19%.
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Se obtuvo antagonismo tanto in vitro como in vivo, sin embargo, la mejor
inhibicidn del patdgeno se presentd en pruebas in vitro realizadas a los 8 dias de
incubacion.

La hipdtesis se cumple ya que la bacteria Azospirillum sp si reduce el grado de
marchitez provocado por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici tanto en
condiciones in vitro como in vivo, por lo tanto, se puede utilizar para el control

bioldgico en tomate.

5.2 RECOMENDACIONES

Es recomendable al momento del muestreo para el aislamiento del patdgeno,
tomar muestras no solo del tallo si no de las raices y del suelo ya que es muy
probable que sea mas facil aislar de estos lugares el patdgeno.

Caracterizar las bacterias de diferentes huéspedes a parte del L. perenne, para
determinar si las bacterias son mas efectivas con respecto al huésped del que es
aislado.

Obtener mas de una cepa para el estudio tanto del patégeno (Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici) como del antagonista (Azospirillum sp.).

Determinar las variedades de la bacteria y evidenciar cudl de ellas es la mejor en
cuanto a la reduccion del marchitamiento vascular.

Profundizar el estudio de la respuesta de las plantas en etapas ya mas avanzadas
como en la produccion y evidenciar los cambios que podrian darse en los frutos
en cuanto a su peso, superficie, color, sabor y calidad en comparacion de aquellos
que no han sido inoculados con la bacteria.

Realizar el estudio con la comparacion de diferentes métodos y concentraciones

de inoculacion del antagonista y del patdgeno.
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Profundizar el estudio con diferentes variedades de plantas de tomate, para saber
si la variedad tiene algo que ver con la inoculacion de las bacterias.
Determinar el efecto de inoculacién Azospirillum combinado con bacterias de otro

género.
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ANEXOS

ANEXO 1: MEDIOS DE CULTIVO

Reactivo Cantidad
Acido malico 59
KOH 49
KH2PO4 0,59
FeSO4 0,019
MnS04.H20 0,01g
MgS04.7H20 0,01g
NaCl 0,029
CaCl2 0,01g
Na2Mo04.2H20 0,002g
Azul de bromotimol (5%) 2ml
Biotina 0,001g
Agar Agar 39
Agua destilada 1000mL

Ajustar el pH de 6.8-7 (medio color verde) con el reactivo NaOH

Anexo 1-B: Medio sélido de asilamiento NFB para Azospirillum sp.
Fuente: (Schoebitz, 2006), (Velastegui & Pallo, 2011) y (W. I. Herndndez, 2003)

Reactivo Cantidad
Acido malico 59
KOH 49
KH2PO4 0,59
FeSO4 0,019
MnSO4.H20 0,01g
MgS04.7H20 0,01g
NaCl 0,029
CaCl2 0,01g
Na2Mo04.2H20 0,002g
Azul de bromotimol (5%) 2ml
Biotina 0,001g
Agar Agar 159
Extracto de levadura 0,59
Agua destilada 1000mL

Ajustar el pH de 6.8-7 (medio color verde) con el reactivo NaOH

Anexo 1-A: Medio semisolido de aislamiento NFB (Nitrogen Free Biological)
para Azospirillum sp.

Fuente: (Schoebitz, 2006), (Velastegui & Pallo, 2011) y (W. I. Hernandez, 2003)
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Anexo 1-C: Caldo nutritivo

Reactivo Cantidad
Nutrient Broth 139
Agua destilada 1000mL

Anexo 1-D: Medio de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa)
Fuente: (Schoebitz, 2006)

Reactivo Cantidad
APD Merck 399
Agua destilada 1000mL

Anexo 1-E: Medio agar urea Christensen.
Fuente: (Schoebitz, 2006)

Reactivo Cantidad
Peptona 19
Glucosa 19
KH2PO4 59
NaCl 29
Rojo Fenol 0,012g
Agar 209
Extracto de levadura 0,19
Urea 209
Agua destilada 1000mL
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ANEXO 2: Longitud de sistema radicular

Fuente: Autora

Longitud del sistema radicular (cm)

Numero de Inoculadas No
plantas (Azospirillum sp.)  inoculadas
1 1.3 1.9
2 1.3 0.9
3 1.5 1.7
4 1.6 2
5 1.5 1.5
6 1 1.7
7 2.1 1.9
8 2.2 1.7
9 2.1 2.2
10 2 0.7
11 2 1.9
12 1.9 1.7
13 1.7 1.2
14 2 1.8
15 1.6 1.5
16 1.5 1.7
17 1.5 0.7
18 3.3 2.3
19 2 1.8
20 25 2
21 2.1 1.7
22 3 1.9
23 2.1 1.5
24 3 0.9
25 2 1.7
26 2.1 1.5
27 2 0.5
28 2.3 1.7
29 3.2 1.5
30 2.5 1.7
31 2 0.9
32 2.3 1.4
33 2.2 1.5
34 2 0.5
35 2.3 1.4
36 1.7 1.4
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37 1.3 1.7
38 2 1.5
39 2 1.1
40 15 0.9
41 3 1.7
42 2.9 1.5
43 15 1.3
44 3.1 1
45 2.5 1.8
46 2 2
47 2.4 1.9
48 2.5 2
49 2.5 1.5
50 3.3 1.3
51 2.5 1.9
52 2 1.1
53 2.5 1.6
54 2.6 1.5
55 2 1.6
56 2.2 1.8
57 2.1 0.8
58 15 1.8
59 2 1.5
60 2 1.7
61 1.8 1.7
62 2.3 0.6
63 2.5 1.2
64 2.5 1.5
65 2 1.1
66 2 1.9
67 15 1.4
68 2.3 1.7
69 2.5 1.9
70 2.5 1.4
71 2 0.8
72 2.4 1
73 2 1.5
74 15 1.7
75 1.6 1.5
76 1.6 1.7
77 15 1.5
78 2.5 2
79 2.3 2
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80 2.7 1.6

81 3 0.8
82 2.3 1.7
83 2.4 1.9
84 2 1.5
85 2.5 2
86 2 1.2
87 2.2 2.5
88 3 0.8
89 2.5 1.8
90 2.3 1.9
91 2.5 0.9
92 2.1 1.3
93 2 1.5
94 2 1.9
95 2.3 2.3
96 2.5 1.7
97 15 2.3
98 2.2 2
99 3 1.7
100 3 1
TOTAL 214.1 153.2
PROMEDIO 2.141 1.532
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ANEXO 3: Toma de muestras

Anexo 3-A: Toma de muestras de tallos de tomate enfermo

Fuente: Autora
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Anexo 3-B: Toma de muestras de raices de L. perenne

Fuente: Autora
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ANEXO 4: Preparacion de medios de cultivo para aislamiento

Anexo 4-A: Medio de Cultivo NFB

Fuente: Autora
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Anexo 4-B: Preparacién de medio de Cultivo PDA

Fuente: Autora
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ANEXO 5: Preparacion de medio agar urea Christensen.

Fuente: Autora
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ANEXO 6: Aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fuente: Autora
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ANEXO 7: Aislamiento de Azospirillum sp

Fuente: Autora
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ANEXO 8: Pruebas bioquimicas de identificacion de Azospirillum sp.

Fuente: Autora

A. Tincion de Gram

INS N

A. Pru e la catalasa

o

B. Fijacion del Nitrégeno

3

E. Oxidasa
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F. Poli B Hidroxibutirato
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ANEXO 9: Pruebas de antagonismo in vitro de Azospirillum sp. frente a FOL

Fuente: Autora

Crecimiento de Azospirillum sp en medio Crecimiento de FOL a la concentracion requerida
PDA = . -
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Inhibicién a los 11 dias

Control
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Inhibicién a los 8 dias en comparacion con el control

Anverso

Reverso

Inhibicién a los 11 dias en comparacion con el control

ANVerso

Reverso
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ANEXO 10: Inoculacién de Azospirillum en semillas de tomate

Fuente: Autora
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ANEXO 11: Germinacion se semillas inoculadas y no inoculadas

Fuente: Autora
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ANEXO 12: Siembra de semillas inoculadas y no inoculadas

Fuente: Autora

Esterilizacion de Agua y turba
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ANEXO 13: Trasplante e inoculacion con el patégeno (FOL)

Fuente: Autora

Plantas inoculadas vs no inoculadas
(Azospirillum)

Inoculacion del patégeno (Inyeccion en Inoculacién del patégeno (Inmersion
la corona de raiz) de la raiz)
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Trasplante

No inoculadas vs inoculadas (Azospirillum)
AR g R | RS [

Plantas en invernadero
: e
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ANEXO 14: Plantas de los cuatro tratamientos al final de la investigacion (28
dias después del trasplante)

Fuente: Autora

TO (Testigo absoluto)

T1 (testigo relativo Azospirillum)

T3 (Azospirillum+FOL)
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ANEXO 15: Sintomas de la enfermedad marchitamiento vascular del tomate

Fuente: Autora

Sintomas en las hojas

Tratamiento T3 vs T2 Tratamiento T3 vs T2
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Necrosis Radicular en tratamiento T2
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ANEXO 16: Toma de datos para determinar el porcentaje de efectividad de
inoculacion de Azospirillum sp.

Fuente: Autora
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