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RESUMEN
DESINFESTACION DE SUSTRATO Y SOLUCION NUTRITIVA
CONTAMINADOS CON Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

La produccién de hortalizas en sistemas hidropdnicos que utilizan un sustrato
inerte y/o una solucion nutritiva como medio de cultivo, tienen el inconveniente de
que ambos componentes son vulnerables a la contaminacion por patdgenos,
motivo por el cual se evaluaron métodos de baja toxicidad para la desinfestacion
de tezontle y solucion nutritiva, contaminados con Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici. El sustrato y soluciébn nutritiva fueron infestados con 10,000
microconidios por gramo Yy mililitro, respectivamente. En tezontle los tratamientos
fueron (dosis en ingrediente activo): cuaternarios de amonio de cuarta (20 y 40 mg
L") y de quinta generacion (15 y 30 mg L), monopersulfato de potasio (10 y 20
mg L™), hipoclorito de sodio (25 y 50 mg L™), peréxido de hidrégeno (1000 y 2000
mg L™, Bacillus subtilis (10 y 20 mg L™), Trichoderma harzianum (10 y 20 mg L)
y metam sodio (1000 mg L™) como testigo comercial; en la solucién nutritiva se
evaluaron (dosis en ingrediente activo) cuaternarios de amonio de quinta
generacion (1 y 2 mg L™, cuaternarios de amonio de quinta generacién + sulfato
de cobre (1+5 y 1+8 mg L), hipoclorito de sodio (4 y 6 mg L), peréxido de
hidrogeno (500 y 1000 mg L™), extractos de semilla de citricos (10 y 20 mg L™),
permanganato de potasio (10 y 15 mg L™) y radiacién ultravioleta (250 mJ-cm?).
Las variables evaluadas fueron: Unidades formadoras de colonia (UFC), incidencia
y severidad de la enfermedad. Las UFC se evaluaron a los 15, 30 y 45 dias en
tezontle y a las 12, 24 y 48 horas en la solucién nutritiva. La incidencia y severidad
se evaluo en plantas de tomate a los 80 dias después del trasplante. Se usé un
disefio experimental de bloques completamente al azar con cuatro repeticiones en
sustrato y tres en solucion nutritiva. La unidad experimental consistio de una
maceta rellena con 20 kg de tezontle y una bandeja con 20 L de solucién nutritiva.
Los tratamientos que lograron mayor control de UFC en tezontle fueron el
hipoclorito de sodio a 50 mg L™ y peréxido de hidrégeno a 2,000 mg L™, y en
solucién nutritiva fueron la radiacién ultravioleta a 250 mJ cm™, hipoclorito de

sodio a6 mg Ly peroxido de hidrégeno a 1000 mg L™.



PALABRAS CLAVE ADICIONALES: hidroponia, tezontle rojo, peroxido de
hidrégeno, hipoclorito de sodio, radiacion ultravioleta.



SUMMARY

DISINFESTATION SUBSTRATE AND NUTRIENT SOLUTION CONTAMINATED

BY Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Vegetable production in hydroponic systems that use an inert substrate and/or a
nutrient solution as culture medium, has the disadvantage of both components that
are vulnerable to contamination by pathogens, that is why were evaluated low
toxicity methods for disinfestation of tezontle and nutrient solution, both
contaminated by Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. The substrate and nutrient
solution were infested with 10,000 microconidia per gram and milliliter,
respectively. In tezontle treatments were (dose active ingredient):quaternary
ammonium fourth (20 and 40 mg L™) and fifth generation (15 and 30 mg L™),
potassium monopersulfate (10 and 20 mg L™), sodium hypochlorite (25 and 50 mg
L), hydrogen peroxide (1000 and 2000 mg L™), Bacillus subtilis (10 and 20 mg L
1, Trichoderma harzianum (10 and 20 mg L) and metam sodium (1000 mg L?) as
commercial samples; in the nutrient solution were evaluated (dose active
ingredient) quaternary ammonium fifth generation (1 and 2 mg L™), quaternary
ammonium fifth generation + copper sulfate (1+5 and 1+8 mg L™), sodium
hypochlorite (4 and 6 mg L™), hydrogen peroxide (500 and 1000 mg L™), citrus
seed extract (10 and 20 mg L™), potassium permanganate (10 and 15 mg L™) and
radiation ultraviolet (250 mJ cm).The variables evaluated were: colony forming
units (CFU), incidence and severity of the disease. The CFU were evaluated at 15,
30 and 45 days in tezontle and 12, 24 and 48 hours in the nutrient solution. The
incidence and severity was evaluated at 80 days after transplantation. A
randomized complete block design was use with four replications in substrate and
three in nutrient solution. The experimental unit consisted of a pot filled with 20 kg
of tezontle and a tray with 20 L of nutrient solution. The treatments achieved
greater control of CFU in tezontle were sodium hypochlorite 50 mg L* and
hydrogen peroxide 2,000 mg L™?, and in nutrient solution was ultraviolet radiation
at 250 mJ cm™, sodium hypochlorite 6 mg L™ and hydrogen peroxide 1000 mg L™.

vi



ADDITIONAL KEY WORDS: hydroponics, tezontle, hydrogen peroxide, sodium

hypochlorite, ultraviolet radiation.
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I. INTRODUCCION

En la agricultura a campo abierto, los factores ambientales bi6ticos y abidticos
condicionan la produccion, por lo que este sistema de produccién es de alto
riesgo. Un sistema mas seguro es el cultivo bajo condiciones protegidas,
principalmente haciendo uso de invernaderos, dentro de los cuales es posible
manipular el ambiente para proporcionar las mejores condiciones ambientales al
cultivo y con ello lograr alta productividad y calidad de la cosecha (Garza y Molina,
2008). En México la superficie de agricultura protegida ha tenido un crecimiento
vertiginoso; en 2001 se reporté una superficie de 1,200 ha (AMHPAC, 2012),
mientras que para 2012 de 20,000 ha (SAGARPA, 2012).

A pesar de que los invernaderos ayudan a proteger a los cultivos de varios
factores del ambiente, resulta dificil evitar la incidencia de patdégenos y la
contaminacion del suelo dentro de las instalaciones (Chavez et al., 2008). Los
patdgenos del suelo son un problema dificil de erradicar, lo que ha hecho que
algunos productores opten por cambiar de la produccién en suelo hacia la
hidroponia o cultivo sin suelo (Resh, 1992).

La hidroponia o cultivo sin suelo, tiene como objetivo eliminar o disminuir los
factores limitantes del crecimiento vegetal relacionados con las propiedades del
suelo, al sustituirlo por un sustrato inerte o por una solucion nutritiva (Resh, 1992).
Bajo este sistema de produccion se producen comercialmente hortalizas y flores
en casi todo el mundo (FAO, 2002); en México, su uso es cada vez mayor
(Castellanos y Borbdn, 2009). Una de sus ventajas radica en que se reducen los
problemas de patégenos que atacan a la base del tallo y raiz de las plantas, al
emplear sustratos inertes facil de esterilizar (Resh, 1992; Baixauli y Aguilar, 2002);
sin embargo, cuando se utiliza agua de riego contaminada, material vegetal
enfermo y el mismo sustrato por varios ciclos de cultivo, éstos pueden ser
nuevamente contaminados (Baixauli y Aguilar, 2002). Utilizar un sustrato nuevo

después de cada ciclo incrementaria notablemente los costos de produccion



(Boodley, 1998), por lo que normalmente se recurre a la desinfestacion del mismo

antes de iniciar un ciclo de cultivo.

Por otro lado, en el manejo de cultivo sin suelo, se hace uso de una solucion
nutritiva, la cual puede drenar libremente (sistema abierto) o bien puede ser
reutilizada (sistema cerrado). Los sistemas cerrados también incluyen al cultivo en
solucién nutritiva o hidroponia profunda, y tienen la ventaja de hacer un uso mas
eficiente del agua, un mejor aprovechamiento de los fertilizantes y evitan el dafio
ambiental que se da por la acumulacién de nitratos y fosfatos en los mantos
fredticos (Garcia y Urrestarazu, 1999). Sin embargo, dicho sistema tiene como
inconveniente la facil transmisibn de enfermedades (Jarvis, 1992; Baixauli y
Aguilar, 2002), por lo que la desinfestacion de la solucién nutritiva resulta
necesaria antes de ser reutilizada (Garcia y Urrestarazu, 1999). En algunos casos
incluso la desinfeccion del agua es necesaria antes de usarse por primera vez, ya

que puede ser fuente de contaminacion (Van Os, 2010).

La presente investigacion se realiz6 con tezontle rojo, por ser un sustrato
hidroponico que comunmente se utiliza en el pais, de facil disponibilidad y bajo
costo (Castellanos y Vargas, 2009). Como especie vegetal se utilizé al tomate
(Lycopersicum lycopersicon Mill.), ya que es una de las principales hortalizas que
se maneja en invernadero e hidroponia en México (Castellanos y Borbon, 2009;
AMHPAC, 2012; SAGARPA, 2012) y como patdégeno se considero a F. oxysporum
f. sp. lycopersici, por inducir una de las principales enfermedades que afectan al
cultivo de tomate en invernadero (Messiaen et al, 1995), dicho patégeno puede
infectar los sustratos facilmente y diseminarse a través del agua o solucion
nutritiva (Mendoza, 1996; Agrios, 2007).

En lo que respecta a la desinfeccion de sustratos se recomiendan varios métodos
fisicos y algunos productos quimicos altamente residuales. Plaguicidas
alternativos al bromuro de metilo como el metam sodio, dazomet y dicloropropeno
ya no se incluyen en la lista de los pesticidas autorizados por la unién europea
(Yuce et al., 2011). Para el control de patdgenos en sistemas con recirculacion se

citan varios métodos de desinfestacion de tipo fisico, quimico y bioldgico; sin
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embargo, la informacion es todavia escasa (Goémez, 2004) y en algunos casos no
esta bien definida. En afios recientes se estan probando para la proteccion de
cultivos agricolas desinfectantes de uso médico, veterinario y en procesos
industriales de higiene, los cuales son interesantes para la horticultura, por ser de
baja toxicidad y tener un efecto contra varios hongos, bacterias y virus (Slusarski,
2000).

Con base en lo anterior y considerando que actualmente los sistemas de cultivo no
s6lo exigen ser altamente productivos, si no que sus productos posean una
elevada calidad, ademas de ser respetuosos con el medio ambiente y con la salud
tanto de productores como de consumidores, se plante6 como objetivo evaluar la
efectividad biolégica de diferentes métodos para la desinfestacion de sustratos y
solucion nutritiva en un sistema hidropénico contaminado con F. oxysporum f. sp.
lycopersici, alternos al uso de productos residuales y compatibles con el manejo
integrado de enfermedades y esquemas de inocuidad; que ademas permitan usar
y reutilizar una solucién nutritiva con el menor riesgo en la trasmision de

patdgenos.



II. REVISION DE LITERATURA

2. 1. La agricultura protegida.

La agricultura protegida se define como el sistema de produccion que permite
propiciar el ambiente adecuado, en el cual desarrollan los cultivos horticolas, con
el proposito de alcanzar un crecimiento 6ptimo y con ello, un alto rendimiento. Este
sistema permite ofrecer productos de alta calidad, con mejores precios de venta y
con mayores niveles de inocuidad (Castellanos y Bérbon, 2009). Moreno et al.
(2011) la definen como un sistema de produccion realizado bajo diversas
estructuras, para proteger a los cultivos, minimizar las restricciones y efectos que
imponen los fendmenos climaticos, dando proteccion contra los riesgos inherentes

a esta actividad.

Lo que en un principio inici6 como una tecnologia adaptada para tener productos
alimenticios frescos, en lugares donde las condiciones ambientales lo impedian,
ha venido evolucionando, multiplicAndose y ganando terreno frente a la agricultura
convencional (incluso en lugares donde es posible producir a campo abierto), por
representar una alternativa rentable de produccion y de menor riesgo (Garza y
Molina, 2008).

Castellanos y Borbon (2009) indican que la agricultura protegida en México se ha
venido desarrollando bajo condiciones muy heterogéneas, desde costosos
invernaderos de vidrio, hasta instalaciones econdmicas como la casa sombra. Las
primeras instalaciones comerciales se iniciaron en 1990; sin embargo, fue hasta la
presente década que se dio un crecimiento notable presentandose las mayores
tasas de crecimiento en 2004 y 2005; Zonas como Baja California, aquejadas por
problemas de agua y plagas aceleraron su conversion hacia cultivos protegidos,
asi también, otras regiones agricolas como Sinaloa y la zona del centro, norte y
pacifico del pais han iniciado una reconversion; asi para fines de 2006 se
alcanzaron 6,600 ha con horticultura protegida (AMHPAC, 2012). Para el 2008 se
reportan 8,934 ha de invernadero y casa sombra, destacando los estados de

Sinaloa, Baja California Norte, Baja California Sur, Sonora y Jalisco con 75 % de la

4



superficie (Castellanos y Borbdén, 2009). Para 2012 la SAGARPA (2012) reporta
cerca de 20,000 ha de agricultura protegida (invernaderos y casa sombra) y
menciona que entre las ventajas de este sistema estan la creacion de ocho
empleos de tiempo completo por hectarea, el incremento de la produccion hasta
en cinco veces mas con relacion a la produccion a campo abierto y produccion
durante todo el afo, lo que permite aprovechar las ventanas de mercado y obtener

precios competitivos.

En el afio 2000, las exportaciones de tomate (Lycopersicum lycopersicon Mill.),
una de las hortalizas mas importantes en nuestro pais, provenian del campo en
90 %; mientras que en 2007 el tomate en invernadero represent6 el 35% de las
exportaciones (Cook, 2007; citado por Castellanos y Borbon, 2009). Este
incremento en el cultivo de tomate bajo invernadero se debe a que, al usar de
forma eficiente las herramientas de la agricultura protegida, se puede planificar la
produccion para cosecharse en un periodo determinado de manera rentable. Este
sistema de produccién, ha sido importante en algunas regiones del mundo, un
ejemplo claro lo es la provincia de Almeria, Espafia, la cual exporta anualmente
cerca de un millén de toneladas de hortalizas producidas bajo este sistema,
gracias al avance que tienen en la horticultura protegida (Castellanos y Borbén,
2009).

2. 2. Cultivo sin suelo o hidroponia.

Por cultivo sin suelo o hidroponia, se entiende cualquier sistema que no emplea el
suelo para el desarrollo de las plantas, pudiéndose cultivar en una soluciéon
nutritiva, o sobre cualquier sustrato con adicion de solucion nutritiva (Baixauli y
Aguilar, 2002). Tiene como objetivo eliminar o disminuir los factores limitantes del
crecimiento vegetal relacionados con las caracteristicas del suelo, al sustituirlo por

un sustrato inerte o por una solucion nutritiva (Resh, 1992).

Bajo este sistema se producen comercialmente hortalizas y flores en casi todo el
mundo. En Holanda por ejemplo, el 90 % de los cultivos son manejados con

sistema hidropénico (9,000 hectérea). Los cultivos sin suelo ocupan actualmente



superficies muy importantes en los paises del centro y norte de Europa, a pesar de
gue este sistema exige costos altos y un nivel de tecnificacién elevado. En México
alrededor del 20 % de la produccion horticola en invernadero se lleva a cabo en
cultivo sin suelo (Ojodeagua et al., 2008).

La tendencia actual en la produccion es el establecimiento de cultivo sin suelo con
distintos sustratos (lana de roca, fibra de coco, perlita, entre otros) o en sistemas

de cultivo en agua (Baixauli y Aguilar, 2002).

Las ventajas del cultivo sin suelo frente al tradicional en suelo, son el mejor control
de problemas fitosanitarios y nutricionales de la planta, ahorro de agua, mayores
rendimientos, mayor calidad y respeto al medio ambiente (Garcia y Urrestarazu,
1999; Baixauli y Aguilar, 2002; Pallares y Duran, 2006).

En muchos casos la contaminacion de los suelos por patdgenos, un problema
dificil de erradicar, ha provocado que los productores opten por cambiar del
cultivo en suelo por el uso de sustratos hidroponicos, los cuales son mas faciles de
esterilizar (Resh, 1992).

2. 2. 1. Sustrato hidropénico.

El sustrato es un factor clave para la produccion de hortalizas, plantulas y flores en
invernadero. En México hay una amplia variedad de materiales (polvo de coco,
tezontle, perlita, pumacita, tepezil, compostas, turba, corteza de pino, cascarilla de
arroz, entre otros) que se emplean como sustratos (Vargas et al.,, 2008). La
eleccion de un determinado material como sustrato hidroponico depende de la
disponibilidad del mismo, de la finalidad de la produccion, de la especie a cultivar,
de sus propiedades fisico quimicas, del costo, de la experiencia de manejo,
homogeneidad, entre otros factores (Ojodeagua et al., 2008). El sustrato puede
ser quimicamente actico o inerte en el proceso de nutricién de la planta (Abad, et
al., 2004).

En México, la roca volcanica conocida como tezontle es ampliamente utilizada

como sustrato para la produccion de hortalizas y flores en cultivos sin suelo. Este



sustrato es un material procedente de la erupcion de volcanes y esta constituido
por silicatos de aluminio, formando fragmentos de lava porosa, redondos e
irregulares. Es un excelente material como sustrato; sin embargo, su principal
inconveniente es su variabilidad, problema que puede resolverse usando una
mezcla granulométrica adecuada mediante el uso de tamices (Castellanos y
Vargas, 2009).

El tezontle es un material considerado como inerte, desde el punto de vista
quimico, cuyo extracto de saturacion tiene un pH proximo a la neutralidad, su
capacidad de intercambio catidénico es muy baja, tiene buena aireacion y retencion
de humedad que varia con el diametro de las particulas; generalmente esta libre

de sustancias toxicas y tiene buena estabilidad fisica (Ojodeagua et al., 2008).

2. 2. 2. Solucién nutritiva.

En los sistemas hidroponicos, se usa una solucion nutritiva, entendida ésta como
el agua con oxigeno (O;) y todos los nutrientes esenciales para las plantas,
disueltos en una forma inorganica completamente disociada, aunque en la
solucion pueden existir formas organicas disueltas, procedentes de los
microelementos en forma de quelato (Baixauli y Aguilar, 2002). Castellanos y
Ojodeagua (2009) la definen como una mezcla de elementos nutritivos en
solucion, a una cierta concentracion y relacion entre los elementos, de tal forma
que favorecen la absorcion nutrimental por parte del cultivo. Como en una solucién
nutritiva ocurren todos los nutrimentos considerados esenciales para las plantas,

el cultivo no tiene ninguna restriccién desde el punto de vista de su nutricion.

De acuerdo al uso que se le dé a la solucion nutritiva, Garcia y Urrestarazu (1999)
la clasifican en sistemas abiertos y cerrados. Los sistemas abiertos, son aquéllos
en los que la solucion nutritiva sobrante drena, percola, se infiltra en el subsuelo o
simplemente sufre escorrentia fuera del suelo o contenedor de cultivo, sin que el
cultivo vuelva a tener ningun contacto con la misma. En los sistemas cerrados, la
solucién nutritiva vuelve a incorporarse, total o parcialmente, como suministro a la
fertirrigacion del mismo cultivo. Este sistema también incluye los casos en donde

la solucion nutritiva es “estatica” (cultivo en agua o hidroponia profunda).



En los sistemas abiertos, la solucion nutritiva drenada representa una pérdida total
de ésta, mientras que en los sistemas cerrados es reutilizada; sin embargo, no
siempre resulta una cuestién tan simple, ya que algunas sustancia que salen del
sistema pueden ser fitotoxicas (Garcia y Urrestarazu, 1999); asi mismo, se pueden

dispersar fitopatégenos facilmente a través de la solucion nutritiva (Van Os, 2010).

Todos los denominados cultivos en agua responden en realidad al concepto de
sistemas cerrados, por lo tanto los sistemas cerrados de cultivos sin suelo podrian
ser agruparlos en cultivos en agua y cultivos en sustratos con reutilizacion del

drenaje (Garcia y Urrestarazu, 1999).

2. 2. 5. Fitosanidad en cultivos sin suelo o hidroponia.

En realidad no existe patologia exclusiva para los sistemas de cultivo sin suelo,
pero las circunstancias microclimaticas y ambientales en las que se desarrollan los
cultivos en este sistema pueden arrojar una especial problemética fitopatolégica
(Santos et al., 2004).

Los sustratos utilizados en hidroponia pueden ser colonizados por microfloras
imprevistas e inestables, en el seno de las cuales pueden estar presentes
microorganismos patdgenos capaces de provocar dafios aun mas severos que
aguéllos que causan sobre un suelo natural, ya que al usar sustratos inertes, la
presencia de cualquier patégeno producto de contaminacion, puede tener un
efecto drastico al no existir competidores o controladores naturales (Resh, 1992;
Sandoval, 2004). Una forma de evitar enfermedades causadas por patdogenos se
podria lograr renovando el sustrato cada afio; sin embargo, esta practica trae
como consecuencia un incremento en los costos de produccion, ya que todos los
sustratos hidropdnicos son vulnerables a ser contaminados por patdégenos del
suelo, por lo que es necesario contar con metodos efectivos de esterilizacion para
tratar a estos materiales antes de ser utilizados (Resh, 1992; Slusarski, 2000,
Sandoval, 2004; Gullino et al., 2005).

La dispersion de los patdégenos, de la que dependen los brotes de las

enfermedades, se lleva acabo pasivamente mediante la participacion de agentes



de dispersion tales como el aire, agua, insectos, otros animales y el hombre
(Agrios, 2007).

En los sistemas hidropdnicos con recirculacion, la solucidon nutritiva en contacto
con raices puede transmitir hongos, bacterias y virus. El agua de lluvia captada
puede ser contaminada por F. oxysporum f. sp. radicis- lycopersici (Runia, 1994).
Por lo que en sistemas de recirculacion es muy recomendable la desinfestacion de
la solucion nutritiva para minimizar los riesgos de dispersion de patdgenos (Runia
y Boonstra, 2004; Van Os, 2010).)

Jenkins y Averre (1983) reportan la trasmision de cuatro especies de Phytium en
la solucion nutritiva utilizada en un sistema hidropoénico, por lo que indican que
para evitar riesgo de dispersion del patégeno es necesaria la esterilizacion de la

solucién nutritiva, sobre todo en los sistemas de recirculacion.

Baixauli y Aguilar (2002), indican que la solucién nutritiva puede transmitir hongos
adaptados a los medios acuaticos como pueden ser el Pythium y Phytophthora o

bacterias que se adaptan a los medios acidos como Agrobacterium tumefaciens.

El agua de riego, suele ser en la mayoria de los lugares, la principal fuente de
contaminacion de los cultivos sin suelo (Urrestarazu et al., 2006; Van Os, 2010).
Cuando los tanques que captan el agua de lluvia no estan cubiertos, se corre el
riesgo de que ésta sea contaminada, por lo que, en ocasiones se recomienda
desinfectar el agua antes de ser utilizada por primera vez, al igual que cuando es
reutilizada (Van Os, 2010). Palmero et al. (2009) reportan la presencia de especies

de Fusarium en agua de rioy agua de mar.

Gomez (2004) menciona que el agua de riego y solucién nutritiva usadas en
explotaciones comerciales son objeto de estudio en estaciones experimentales;
sefiala que en un experimento desarrollado en tomate en donde se diseminé
Pytophthora spp mediante el riego, se observd que en las parcelas regadas con

agua sin desinfectar, se tuvo 25.6 % de plantas muertas.



2. 3. El cultivo de tomate en invernadero.

En México el principal cultivo que se produce en invernadero es el tomate cuya
superficie representa 75 % y uno de los mas cultivados sin suelo (Castellanos y
Borbdén, 2009). La técnicas de cultivo de tomate han experimentado cambios
rapidos y notables durante los dltimos afios. La utilizacion de invernaderos con
cobertura plastica, sistemas sencillos de control climatico, equipos de riego vy
fertilizacion automatizada, se han difundido ampliamente a fin de mejorar el
crecimiento y desarrollo de las plantas de tomate y consecuentemente, aumentar
la productividad e incrementar la calidad de los frutos. Aunado a estos cambios
tecnoldgicos, se viene produciendo una sustitucion gradual del cultivo tradicional
en el suelo por el cultivo en sustrato. La principal razon de esta situacion ha sido la
existencia de factores limitantes para la continuidad del cultivo intensivo del tomate
en el suelo natural, particularmente por la salinizacion y enfermedades (Garcia y
Urrestarazu, 1999).

2. 4. Marchitez del tomate (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici).
2. 4. 1. Importancia y distribucién

La marchitez del tomate causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici es una
de las enfermedades mas prevalecientes y destructivas de los cultivos intensivos
de tomate; se ha reportado su presencia en mas de 32 paises (Mendoza, 1996).
Agrios (2007) sefiala que la marchitez causada por Fusarium spp es una de las
enfermedades mas dafinas en las principales regiones productoras del mundo. En
México, Mendoza (1996) reporté su presencia en Sinaloa, Morelos, Estado de
México, San Luis Potosi, Michoacan, el Bajio y otras areas de menor importancia

agricola.

Este patdgeno ataca exclusivamente al cultivo de tomate. Se han descrito tres
razas. La raza 1, es la mas ampliamente distribuida y se ha detectado su
presencia en la mayoria de las areas en donde se cultiva tomate. La raza 2 se
identific6 en 1940 en Ohio, pero no provocé pérdidas econdémicas hasta su

descubrimiento en Florida en 1961; posteriormente esta raza se identificé en otros
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paises como EEUU, Australia, Brasil, Gran Bretafia, Israel, Marruecos, México,
entre otros. La raza 3 se reportd en Brasil en 1966 (Agrios, 2007). En muestreos
realizados en el valle de Culiacan, Carrillo et al. (2003), reporta la presencia de la
razaly 2.

2. 4. 2. Caracteristicas morfologicas.

Mendoza (1996) indica que tienen conidi6éforos alargados con microconidios
hialinos, pequefios y elipticos; clamidosporas de 1 a 2 células; macroconidios
finos, alargados con 3 a 5 células y pared delgada; la masa de esporas es ocre,

rosa o amarillo.

Las colonias de Fusarium oxysporum se caracterizan por ser de rapido
crecimiento, con una tasa diaria cercana a un centimetro en medio de cultivo PDA
(papa dextrosa agar) a 26 °C y pH de 6. La morfologia de las colonias puede
variar. El crecimiento de tipo micelial se caracteriza por la produccion abundante
de micelio aéreo, algodonoso y coloracion que varia de blanco a rosa, pero con un
tinte parpura mas intenso en la superficie del agar y pocos microconidios
(Mendoza, 1996).

2. 4. 3. Ciclo biolégico

Generalmente el ciclo empieza con la presencia de macroconidios, microconidios,
micelio y/o clamidosporas en el suelo infestado; éstos germinan y penetran por
heridas o aberturas naturales, atacando el xilema e invadiéndolo, con lo cual éste
adquiere una tonalidad amarillo-ocre a café, la cual externamente se manifiesta
como una clorosis; el micelio sigue desarrollandose y llega a invadir las células
adyacentes al xilema; después se presenta una marchitez y la muerte de la planta.
El patégeno excreta enzimas pectoliticas que destruyen la lamina del parénquima
del xilema. Las células parenquimatosas mueren y se tornan color café lo cual se
observa como un anillo al hacer un corte transversal. El hongo sobrevive en restos
de cultivo de una temporada a otra y posee estructuras de resistencia que le

permiten perdurar en el suelo por periodos de hasta 6 afos. El hongo puede estar
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en la semilla o el suelo y puede ser diseminado por labores culturales, plantas

infectadas y por el agua de riego (Romero, 1988; Mendoza, 1996; Agrios, 2007).

2. 4. 4. Condiciones que favorecen su desarrollo

Su mayor desarrollo se presenta de 21 a 33 °C; con menos de 21 °C o superiores
a 33°C, el hongo se desarrolla méas lentamente. Su crecimiento y reproduccioén son
mayores con temperaturas del suelo alrededor de 27 a 29 °C, las plantas mueren
2 a 4 semanas después de la infeccion. Este hongo ataca preferentemente
durante los periodos calidos del afio. Prefiere particularmente los suelos arenosos
y acidos. Las plantas parecen ser mas sensibles cuando carecen de nitrdgeno,
fésforo y calcio, y cuando estan sometidas a dias cortos y poco luminosos. Aun las
variedades con mayor resistencia manifiestan sintomas de esta enfermedad,
especialmente durante atagues severos de nematodos (Meloidogyne spp) o
cuando las plantas han sufrido asfixias radiculares. Otras condiciones que
favorecen su desarrollo son la baja humedad del suelo, dias cortos, alto contenido
de nitrégeno combinado con bajo contenido de potasio (Mendoza, 1996; Agrios,
2007).

2.4.5. Sintomas.

El primer indicio aparece al inicio de la floracién o formacion de primeros frutos; es
un amarillamiento de las hojas inferiores, las cuales gradualmente se marchitan y
mueren adheridas a la planta y posteriormente caen al suelo. Los sintomas
pueden aparecer de un solo lado de la planta. Al hacer un corte transversal
principalmente en la parte baja del tallo, se puede observar una coloracion café
obscura del tejido vascular (xilema). Si el corte es longitudinal se puede observar
la tonalidad café del tejido vascular a lo largo de todas las ramas, tallos y raices.
Las plantas en estas condiciones presentan un achaparramiento; las hojas se
marchitan, mueren y caen al suelo, finalmente puede morir la planta y producir
algunos frutos de baja calidad (Messiaen et al., 1995; Mendoza, 1996; Agrios,
2007).
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2. 5. Desinfestacién de sustratos y solucién nutritiva.

Cuando los cultivos se manejan durante periodos muy largos de tiempo, sea cual
fuera el medio de cultivo, se acumulan una serie de microorganismos patdégenos
en dicho medio y se eleva la posibilidad de que aparezca una enfermedad en cada
una de las cosechas sucesivas; si bien, puede ser posible establecer ciclos de
cultivo sucesivos sin necesidad de esterilizacion entre ellas, es recomendable,
aplicar una esterilizacion entre cada ciclo, para evitar cualquier posibilidad de
transmision de enfermedades (Resh, 1992).

Para la desinfeccion de sustratos se recomiendan métodos fisicos, como el vapor
de agua o métodos quimicos usando el bromuro de metilo, el cual esta restringido
por los dafios que puede causar al medio ambiente; productos comunmente
usados, como el metam sodio, dazomet y diclombiarropropeno, que son
comunmente utilizados, ya no se incluyen en la lista de los pesticidas autorizados
por la unidén europea (Yuce et al., 2011), lo cual obliga a buscar nuevas
alternativas de desinfeccion, ya que, muchos productores que comercializan sus
productos hacia los paises de esta region, tienen que regirse por la legislacién del
pais importador. Asimismo, se recomienda dentro de un manejo integrado, el uso
de agentes de biocontrol como Trichoderma sp y Bacillus sp (Fernandez-Larrea,
2001; Gullino et al., 2005). La produccién en invernadero presenta condiciones
ideales para estrategias de biocontrol, ya que es posible tener control del medio
ambiente; sin embargo, no deben ser considerados una alternativa a los quimicos
de gran espectro, pero si pueden ser un método util en el manejo integrado de
patdgenos del suelo (Vannaci y Gullino, 2000; Fernandez-Larrea, 2001; Gullino et
al., 2005).

En afos recientes se estan probando para la proteccion de cultivos agricolas
desinfectantes de uso médico, veterinario y en procesos industriales de higiene,
los cuales son interesantes para la horticultura porque son de baja toxicidad y
tienen un efecto contra varios hongos, bacterias y virus (Slusarski, 2000). Entre los
diferentes compuestos que se vienen utilizando como agentes desinfectantes

destacan los compuestos clorados (cloro, sales de hipoclorito y diéxido de cloro),
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cuaternarios de amonio, peroxidos y acidos paracéticos, para la desinfestacion de
sustratos y soluciones nutritivas (Urrestarazu et al., 2006; Urrestarazu et al., 2007),

los cuales son motivo de esta investigacion.

Para eliminar o disminuir la densidad y/o actividad de los microorganismos
patogenos de los lixiviados y reducir los riesgos patologicos asociados a la
recirculacion, se pueden utilizar varios métodos de desinfeccion de tipo fisico
(desinfeccion térmica, ozonizacion, radiacion ultravioleta, filtracion por membrana
y filtros de arena con flujos de baja velocidad), quimico (usando el ozono, peréxido
de hidrogeno, cloro y yodo) y biolégico (usando Trichoderma sp y Bacillus sp)
(Baixauli y Aguilar, 2002; Runia, 1994; Runia, 1995; Runia y Boonstra, 2004;
Urrestarazu et al., 2006; Urrestarazu et al., 2007).

Garcia y Urrestarazu (1999) mencionan que el procedimiento para la reutilizacién
de una solucion nutritiva en el centro de Europa consta de dos fases: una primera
de filtracion y otra segunda de desinfeccion. La fase de filtracion se hace con filtros
fisicos, normalmente de arena y con una capacidad de filtrado variable. La de
desinfeccién del agua que drena se puede hacer mediante la ionizacion, con rayos
ultravioleta y agua oxigenada. Runia y Boonstra (2004) reportan el uso de otra
tecnologia que consiste en inyectar peréxido de hidrégeno a la solucion nutritiva y
posteriormente hacerla pasar por las lamparas de rayos ultravioleta, para producir

radicales hidroxilos los cuales son biocidas con alto poder oxidante.

2. 5. 1. Hipoclorito de sodio.

El cloro tiene un gran poder oxidante, que permite la desinfeccion. Su capacidad
para destruir patdgenos con bastante rapidez y su amplia disponibilidad lo hacen
muy adecuados para la desinfeccion. El hipoclorito de sodio es un compuesto que
tiene diferente nombres comerciales con diferentes concentraciones, pero con la
misma estructura quimica (NaOCI). Se utiliza ampliamente para el tratamiento del
agua. Cuando se afiade al agua, el hipoclorito de sodio se descompone para
formar HOCI" y NaOH’, el HOCI se descompone en ClI'y O para realizar la

oxidacion, el poder del cloro es de 1.36 voltios (Rick, 2010).
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En cultivos en grava puede utilizarse como desinfectante al hipoclorito de calcio o
sédico, o bien el acido clorhidrico que se utiliza normalmente en las piscinas. Para
la esterilizaciébn se prepara una solucién de 10 ppm de cloro comercial en el
depdsito de nutrientes, inundando el sustrato por espacio de veinte minutos, tres o
cuatro veces; posteriormente es necesario lavar varias veces el sustrato con agua
hasta eliminar todos los residuos de cloro. Los invernaderos deben airearse
durante uno o dos dias antes de efectuar la plantacion siguiente. Con cada una de
las cosechas se iran quedando en el medio algunas raices y al cabo de los afios la
desinfeccion con hipoclorito perder4d su efectividad a menos que puedan
eliminarse dicho material vegetal (Resh, 1992), ya que pierde su poder biocida en

presencia de materia organica (Runia, 1995; Cayanan et al., 2009).

Runia (1995) indica que la cloracién a una concentracion de 1 a 5 mg Cl libre L y
un tiempo de exposicion de 2 horas lograron una reduccion de 90 a 99.9 % de
Fusarium oxysporum, pero algunas esporas sobrevivieron a estas

concentraciones.

Poncet et al. (2001) llevaron a cabo dos experimentos utilizando hipoclorito de
sodio a una dosis de 4 mg L™ de cloro activo contra Phytophthora cryptogea. En
el primero observaron que a los tres meses todas las plantas de gerbera regadas
con solucion nutritiva desinfectada estaban sanas, mientras que 90 % de las
plantas regadas con solucion no desinfectada presentaron sintomas de la
enfermedad. En el segundo observaron que seis meses después las plantas
regadas con solucion nutritiva reciclada y desinfectada, el 100 % de las gerberas
estaban sanas, mientras que 50 % de las plantas de regadas con solucion nutritiva
no desinfectada mostraron sintomas de la enfermedad o estaban muertas. En

ambos casos no observaron sintomas de fitotoxicidad.

Canayan et al. (2009) reportaron que las concentraciones de cloro libre de 1, 0.3y
2 mg L eliminan las zoosporas de Pythophtora. infestans, P. cactorum, y
Phytium aphanidermatum, respectivamente. Sefialan también que con 14 mg L™
de cloro libre se eliminan conidios de Fusarium oxysporum y Rizoctonia solani,

pero a esta concentracion, se puede dafiar la parte radical del cultivo, por lo que
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se puede eliminar el cloro por aireacion con el uso de carbén activado, sulfito de
sodio y dioxido de sodio, en aguas para riego. Asimismo, sefialan que una opcion
para el control de Phytophthora, Phytium, Rizoctonia y Fusarium, puede darse
utilizando una dosis de 2 mg L™ y aumentar el tiempo de exposicién para el control
F. oxysporum y R. solani. Sin embargo, se requiere mas investigacion para
determinar qué tiempo de contacto es suficiente para eliminar a F. oxysporum y R.

solani a 2 mg L™ de cloro libre.

2. 5. 2. Cuaternarios de amonio.

Los cuaternarios de amonio representan una familia de compuestos
antimicrobianos considerados como agentes activos catidnicos potentes en cuanto
a su actividad desinfectante, ya que son activos para eliminar bacterias
grampositivas y gramnegativas, aunque estas Uultimas en menor grado. Son
bactericidas, fungicidas y viricidas. Su actividad la desarrollan tanto sobre el medio
acido como alcalino, aunque en este Ultimo muestra mejores acciones. Son

compatibles con tensoactivos catidnicos, no iénicos y anfotéricos (Negroni, 2009)

Nel et al. (2007) reporta que ciertos compuestos de amonio cuaternario son

eficaces como desinfectantes en contra de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
Los cuaternarios de amonio se clasifican de la manera siguiente:

Primera generacion: Cloruro de benzalconio, también denominado como cloruro
de n-alquil dimetil bencil amonio, donde la cadena alquilica puede tener
variaciones en la composicion de numero de carbonos. Las cadenas alquilicas de
12 y 14 carbonos, son los que presentan mayor poder antibacterial. Esta primera
generacion surgida hace mas de 50 afios, es la que presenta mas baja actividad
biocida y dado que tiene muchos afios en el mercado, pueden existir ya
resistencias bacterianas al producto. Sin embargo, esta molécula sigue

utilizandose ampliamente en la desinfeccion hospitalaria y veterinaria.

Segunda generacion: Es un producto cuya denominacion quimica es: cloruro de n-

alquil dimetil etil bencil amonio, es decir, tiene un radical etil en el anillo aromatico.
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Tercera generacion: Es la mezcla de las dos primeras generaciones. La mezcla de
estos dos cuaternarios resulta tener un incremento en la actividad biocida y baja
toxicidad. El uso de la mezcla evita la resistencia bacteriana al uso constante de

una sola molécula.

Cuarta generacion: Denominados “Twin or Dual Chain Quats” o cuaternarios de
“‘cadena gemela”, son productos cuaternarios con cadenas dialquilicas lineales y
sin anillo bencénico como: cloruro de didecil dimetil amonio o cloruro de dioctil
dimetil amonio o cloruro de octil decil amonio, cada uno aislado. Estos
cuaternarios son superiores en cuanto a actividad germicida, son de baja espuma
y tienen una alta tolerancia a las cargas de proteina y al agua dura. Se
recomiendan para desinfeccion en industria alimenticia y de bebidas, ya que se

pueden aplicar por su baja toxicidad.

Quinta generacion: Es una mezcla de la cuarta con la segunda generaciéon. La
quinta generacion tiene un desempefio germicida mayor en condiciones hostiles y

es de uso seguro.

Los cuaternarios de amonio son agentes no oxidantes, su accion biocida es por
contacto y se da alterando el metabolismo de la célula. La accion bactericida de
los cuaternarios de amonio ha sido atribuida especificamente a la ruptura de la
membrana, la reactivacion de las enzimas productoras de energia y a la

desnaturalizacion de las proteinas esenciales de la célula (Negroni, 2009).

Los cuaternarios de amonio se consideran generalmente como desinfectantes de
accion rapida y son activos a bajas concentraciones (Tanner, 1989; citado por Nel
et al., 2007). En una investigacion realizada por Nel et al. (2007) observaron que la
eficacia contra conidios de Fusarium oxysporum f. sp. cubense se presenté en un

tiempo de exposicion de 30 segundos.

Algunos desinfectantes comerciales que contienen compuestos de cuaternario de
amonio han sido eficientes contra Fusarium oxysporum f. sp. radicys-lycopersici y
Clavibacter michiganensis (Vanachter et al., 1991; citado por Slusarski, 2000).
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2. 5. 2. Extracto de semillas de toronja.

El extracto de semilla de toronja es un compuesto antimicrobiano de amplio
espectro, no toxico, rico en bioflavonoides, elaborado a base de semillas y pulpa
de toronaja (Citrus paradisi). El acido ascoérbico y el acido citrico son componentes
que se encuentran en el extracto de semilla de pomelo, las cuales poseen una

conocida actividad antimicrobiana (Garcia, 2008).

Ruiz et al. (2005) indican que los extractos de semilla de toronja pueden ser una
alternativa viable y segura para el control de Fusarium roseum en frutos de melén,
ya que en una investigacion realizada observaron que se redujo el dafio hasta
en75 %. Asimismo Rodriguez y Montilla (2002) reportan efectos de control sobre

fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
2. 5. 3. Peroxido de hidrogeno.

El uso de los peréxidos es muy amplio en distintas industrias y sectores de la vida
cotidiana, que van desde las areas de la salud humana hasta la industria textil. Es
un fuerte e inestable agente oxidante que reacciona para formar H,O y O radical.
Es comun afadir a la solucion activadores para estabilizar la solucion original y
aumentar la eficacia. Los principales activadores son el acido férmico o acido
acético, que disminuyen el pH en la solucién nutritiva. Para el control de
patdgenos se recomiendan diferentes dosis. Para Fusarium se recomienda una
concentracion de 0.05 % (Van Os, 2010).

Urrestarazu et al. (2006) indican que el peréxido de hidrogeno puede ser utilizado
para la desinfeccion de soluciones nutritivas y como aporte de oxigeno al sistema
radicular de la planta. En experimentos que se llevaron a cabo se encontro que la

aplicacion de peroéxido de hidrogeno aumenté el rendimiento del cultivo.

2. 5. 4. Radiacion Ultravioleta.

Este método consiste en hacer pasar la solucion nutritiva por una lampara con luz
incandescente de cuarzo o de vapor de mercurio. La radiacion UV afecta la

estructura quimica del ADN de los microorganismos esterilizandolos. Es letal para
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la mayoria de los microorganismos, bacterias, esporas de hongos, virus,
protozoos, nematodos y algas. Pierde eficacia con la turbidez del agua. La eficacia
contra hongos y virus depende de la dosis, empleandose 100 mJ cm™? para
control de hongos y 250 mJ cm™ para una completa desinfeccién (Baixauli y
Aguilar, 2002).

Pallares y Duran (2006) indican que la radiacion ultravioleta es una radiacion
electromagnética de longitud de onda entre 100 y 400 nm; siendo la longitud de
onda eficaz como germicida de 254 nm. Su accion desinfectante se debe a que

provoca alteraciones en el ADN de los microorganismos, originando su muerte.

La radiacion ultravioleta puede ser efectiva contra diversos patégenos, muchos
productores usan este sistema para la desinfeccion de la solucion nutritiva en
sistemas cerrados (Runia y Boonstra, 2004). Runia (1994) indica que con una
dosis de 70 mJ cm™ se logra la mortalidad del cien por ciento de conidios de F.
oxysporum f. sp lycopersici y 74 % de conidios y micelio de Verticillum en una
solucién nutritiva. Este mismo autor indica que este método de desinfeccion no
representa riesgo para las plantas, animales y humanos; su costo de inversion y

de consumo de energia son relativamente bajos.

2. 5. 5. Trichoderma sp y Bacillus sp

El género Trichoderma es uno de los antagonistas mas utilizados para el control
de enfermedades causadas por patdgenos del suelo como Phytophthora, Pythium,
Rhizoctonia, Sclerotium y Fusarium. Su accion como antagonista se da por
parasitismo, produccion de metabolitos antifingicos, competencia por nutrientes y
espacio, produccion de enzimas hidroliticas que causan cambios estructurales a

nivel celular (Howell, 2003).

Un agente de control biolégico que es incapaz de competir por espacio y
nutrientes es dificil que se pueda establecer en el suelo. Trichoderma es una
especie que crece facilmente junto al sistema de raices de la planta dandole
proteccion a estas contra los fitopatdgenos. La enzimas y antibioticos producidos

por Trichoderma implicados en el control biol6gico estan fuertemente influenciadas
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por condiciones ambientales como la temperatura, el tipo de suelo, pH, la
humedad del ambiente de la planta y por la microflora, motivo por el cual, lo
idoneo es aislar al potencial agente de biocontrol de las zonas en donde se
planea utilizar (Howell, 2003)

Obzay y Newman (2004) indican que con la aplicacion de T. harzianum al
momento del trasplante en cultivos hidropdnicos bajo invernadero, se redujo la
incidencia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en un 79 % en fibra de coco y

en 73 % en lana de roca, con una severidad de 45y 48 %, respectivamente.

Las bacterias del grupo de Pseudomonas fluorescens y las del genero Bacillus son
consideradas las mas eficaces para controlar enfermedades foliares y de las
raices. Con respecto a B. subtilis, se ha estudiado la liberacion de compuestos con
propiedades antifungicas como la subtilina y otros antibioticos de la familia delas
iturinas. Estas .iturimas son polipéptidos que actlan sobre la pared celular de los

hongos (Fernandez-Larrea, 2001).
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II.MATERIALES Y METODOS
3. 1. Localizacién

La investigaciéon de campo se desarrollé en un invernadero de vidrio del Instituto
de Horticultura de la Universidad Autonoma Chapingo, ubicado a 19° 20" latitud
norte y 98° 53" longitud oeste, a 2240 msnm. En esta zona la temperatura media
anual es de 15 °C y la precipitacion de 644.8 mm, con un clima templado

subhumedo con lluvias en verano (Garcia, 1981).
3. 2. Procedencia del inéculo

Las muestras de material vegetal con sintomas de marchitez del tomate fueron
colectadas en una parcela comercial de tomate ubicada en Culiacan, Sinaloa,
México.

3. 3. Fase de laboratorio.

3. 3. 1. Aislamiento del hongo.

A partir de material vegetal con sintomas de marchitez del tomate, se obtuvo una
cepa de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en el laboratorio de fitopatologia de
la Maestria de Proteccion Vegetal de la Universidad Autonoma Chapingo. La
purificacion e identificacion del hongo se realiz6 con base en las caracteristicas
morfolégicas que presento en los medios de cultivo, con ayuda de un microscopio

compuesto y con el apoyo de claves taxondmicas (Romero, 1994).
3. 3. 2. Medio de cultivo.

El medio de cultivo utilizado en todas las etapas del experimento fue papa-
dextrosa-agar PDA (producto sintético formulado con el nombre comercial de
BIOXON). Se formulé una solucién con 39 g de PDA L™ de agua destilada, la cual
se esterilizé a 121 °C por 15 minutos en autoclave. Se dejé enfriar y una vez que
la solucién alcanzé una temperatura de aproximadamente 20 °C, se agregaron

antibiéticos a base de ampicilina (0.05 g L™) y la solucién se transfiri6 a cajas petri.
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3. 3. 3. Preparacion del material vegetal.

De la raiz y tallo de las muestras (Figura 1) se seleccionaron areas con sintomas
de la enfermedad. El tejido enfermo y sano se cortd en secciones de 1.0 x 0.5 cm
(parte enferma y sana), se lavd con agua destilada esterilizada y se colocaron en
una solucién de hipoclorito de sodio al 2 % durante dos minutos, a fin de eliminar
microorganismos contaminantes; posteriormente se realizd otro lavado con agua
destilada estéril para eliminar el exceso de hipoclorito y finalmente se secaron
con toallas absorbentes esterilizadas. Se colocaron cinco secciones de material

enfermo en cada caja de petri y se incubaron a 28 °C por una semana.

Figura 1. Material vegetal de tomate con sintomas
inducidos por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(pudricion cafe-rojiza de los haces vasculares).

3. 3. 4. Purificacion de la cepa.

Cuando el crecimiento micelial alcanz6 un desarrollo definido, se tomaron
porciones de medio de cultivo con crecimiento micelial y se transfirieron a cajas
petri que contenian medio de cultivo PDA. Una vez que el micelio alcanzé a cubrir
toda el area de la caja petri, se procedié a la obtenciéon de la cepa pura por medio
de la técnica de cultivo monoconidial. Para ello se tom6 una porcién (0.3 x 0.3 cm)
del medio de cultivo con micelio y se diluyé en un tubo de ensaye con 10 mL de

22



agua destilada estérilizada, se agité por cinco minutos y se tomé 1 mL de la
solucion, el cual se adicioné a otro tubo de ensaye que contenia 9 mL de agua
destilada esterilizada. Este procedimiento se repitié hasta lograr cinco diluciones.
De la quinta dilucién se tomé 1 mL y se depositd en cajas petri con medio de
cultivo PDA (1 mL por cada caja); con ayuda de un triangulo de vidrio se distribuyo
uniformemente y se incubaron a 28 °C por tres dias, periodo en el cual ocurrié la
germinacion y crecimiento del micelio. De estos crecimientos miceliales se tomé
una seccion (0.5 x 0.5 cm) de medio de cultivo con micelio (conidio germinado) y

se sembro en una nueva caja petri para obtener la cepa pura (Figura 2).

Figura 2. Cepa pura de F. oxysporum f.sp. lycopersici (coloracion rosacea).
3. 3. 5. Preparacion y cuantificacion del indculo.

A partir de la cepa pura, el hongo se sembré en cajas petri con medio PDA,;
cuando el micelio cubrié la superficie total de las cajas (tres semanas después de
la siembra) se procedid a preparar la solucion madre a inocular bajo el
procedimiento siguiente: primeramente se agregaron 10 mL de agua destilada
estérilizada + tween 20 al 0.1 % en cada caja y con ayuda de un cubreobjetos se
rasp6 el micelio y la solucion se filtr6 a través de una manta de cielo.

Posteriormente, se tom6 1 mL con una micropipeta esterilizada, la cual se
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deposito en la camara de Neubauer y con la ayuda del microscopio compuesto se
determiné el nimero de microconidios mL™? (Figura 3) y mediante dilucién se

ajustd la solucién madre a una concentracién de 10° microconidios mL™.

[/ i
Microconidio

(.q

Propiedad del autor

Figura 3. Microconidios de F.oxysporum f. sp. lycopersici

3. 3. 6. Prueba de patogenicidad.

Con la finalidad de corroborar la capacidad patogénica de la cepa de F.
oxysporum f. sp. lycopersici, se llevo a cabo la prueba de patogenicidad, con base
en los postulados de Koch. El aislamiento del hongo y preparacion del indculo se
realiz6 como se indica en los puntos anteriores. La inoculacion se realizé de la
manera siguiente: se eliminé el cepellbn de la planta, se realizaron pequefias
heridas a la raiz y fueron sumergidas en la solucién con inéculo, durante una hora.
Se inocularon 12 plantas y se dejaron cuatro como testigo (sin inocular).
Posteriormente se realizo el reaislamiento del hongo a partir de las plantas que
mostraron sintomas tipicos de marchitez y pudricidon café-rojiza en la raiz y

finalmente se corroboré e identifico el patégeno.
3.4 Fase de campo.

El estudio en campo consistié de dos ensayos. Uno en sustrato y otro en solucion
nutritiva (cultivo en solucién nutritiva). En cada uno se evaluaron diferentes

métodos de desinfestacion.
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3. 4. 1. Ensayo en sustrato.

Como sustrato se utilizé tezontle rojo nuevo, el cual se desinfesto previamente con
vapor de agua, para evitar la posible presencia de microorganismos que pudieran
afectar el desarrollo del hongo bajo estudio, y asi también garantizar la
uniformidad de las unidades experimentales. La plantula utilizada se produjo
cuidadosamente a fin de evitar el trasplante de material enfermo que pudiera influir
en los resultados de la evaluacion. La semilla se sembr6 en sustrato y charolas
desinfestadas previamente y las plantas en semillero fueron manejas durante 35
dias, periodo durante el cual alcanzaron las condiciones Optimas para su

trasplante.

3.4.1. 1. Infestaciéon del sustrato.

Con ayuda de una aspersora se aplicaron 10,000 microconidios de F. oxysporum
f. sp. lycopersici gramo™ de sustrato. La concentracion utilizada fue de 10°
microconidios mL™. Durante la aspersién, el sustrato se removié continuamente a
fin de lograr una distribucion homogénea del indéculo. Para asegurar la
sobrevivencia del patégeno y la uniformidad de las unidades experimentales, se
realiz6 un muestreo previo (Figura 4) en cada unidad experimental a los siete dias,

para determinar las unidades formadoras de colonia'g™ de sustrato.

b\l,fl.i_

>

Figura 4. Muestreo previo a la aplicacion de tratamientos para determinar unidades

formadoras de colonia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici g™ de tezontle.
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3. 4. 1. 2. Aplicacion de tratamientos en sustrato.

A los 15 dias después de la infestacion, se llevé a cabo la aplicaciéon de los
tratamientos. Se evaluaron siete productos a diferentes dosis, un testigo comercial
comunmente utilizado en la desinfestacion y un testigo absoluto (sin aplicacion).

Los tratamientos se indican en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en la desinfestacibn de tezontle rojo,

contaminado con F.oxysporum f. sp. lycopersici (10,000 microconidios gramo™ de

sustrato).
Tratamiento Dosis
(mg L™ deia)
Cuaternarios de amonio de cuarta generacion 20y 40
(Cloruro de Didecil Dimetil Amonio)
Cuaternarios de amonio de quinta generacion 15y 30
(Didecil Dimetil Cloruro de Amonio + Alquil Dimetil
Benzil Cloruro de Amonio)
Monopersulfato de potasio 10 y 20
Hipoclorito de sodio 25y 50
Perdxido de hidrogeno 1000y 2000
Bacillus subtilis 10y 20
Trichoderma harzianum 10 y 20
Metan sodio (Testigo comercial) 1000

Testigo (sin aplicacion) -

ia: ingrediente activo.

Antes de la aplicacion de tratamientos se realizd un riego hasta humedecer
completamente el sustrato. Posteriormente se aplicaron los tratamientos con un
gasto de 2.5 L por maceta. El orifico de las macetas para el drenaje de la solucion
nutritiva fueron cerrados por lo que los tratamientos no drenaron, los cuales se
abrieron hasta el momento de la siembra un dia después. La aplicacion se realizo
con una regadera. Para el caso de las unidades experimentales tratadas con
hipoclorito de sodio se dio un segundo riego al siguiente dia a fin de eliminar

residuos del producto.
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3. 4. 1. 3. Establecimiento del cultivo.

En cada unidad experimental se trasplantaron seis plantas de tomate Variedad Rio
Grande, un dia después de la aplicacion de los tratamientos, excepto en las
unidades experimentales tratadas con el testigo comercial (metam sodio), en las

cuales el trasplante se realiz6 a los 15 dias después de la aplicacion.

El cultivo se condujo durante 80 dias, periodo durante el cual se llevaron a cabo
las labores de tutoreo, podas y fertiirrigacibn como se realiza de manera
convencional. Las plagas y enfermedades se monitorearon y en su caso se
aplicaron métodos preventivos de control. Cabe sefialar que no se utilizaron
fungicidas que pudieran afectar la evaluaciébn de los tratamientos objeto del

presente estudio.

3.4.1. 4. Disefio experimental.

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar con cuatro repeticiones. La
unidad experimental estuvo conformada por un contenedor con 20 kilogramos de

tezontle (Figura 5), en el cual se establecieron seis plantas.

Figura 5. Contenedores utilizados en la evaluacion de tratamientos para la
desinfestacion de tezontle rojo, contaminado con F. oxysporum f. sp. lycopersici
(10,000 microconidios g™ de sustrato).
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3. 4. 1. 5. Variables y método de evaluacion.

Los pardmetros evaluados fueron: unidades formadoras de colonia por g* de
sustrato, asi como la incidencia y severidad de la enfermedad en las plantas de

tomate.

Unidades formadoras de colonia.

Se tom6 una muestra compuesta de 300 g de sustrato (100 g de la parte superior,
100 g de la parte media y 100 gr de la parte inferior) en cada unidad experimental,

alos 15, 30 y 45 dias después de la aplicacion de los tratamientos.

De la muestra compuesta se tomaron 10 g de sustrato y se diluyeron en 90 mL de
agua destilada estéril (Figura 6), posteriormente se realiz6 una dilucién de 10° y
se tom6 1 mL de esa solucion la cual se sembrd en cajas petri con medio de
cultivo PDA. Después de siete dias se contabilizaron las colonias formadas en

dicho medio.

Figura 6. Preparaciéon de muestras para determinar

unidades formadoras de colonia g™ de sustrato.
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Incidenciay severidad

La evaluacién se realiz6 a los 80 dias después de la siembra (maduracion del
primer racimo). Todas las plantas se arrancaron completamente y con ayuda de

una navaja se abrieron el tallo y la raiz.

Para determinar la incidencia, se contabilizaron plantas con sintomas de la
enfermedad y se calcul6 el porcentaje de incidencia de la siguiente manera:
PT- PS
Pl =———— X100
PT
Pl: Porcentaje de incidencia
PT: Plantas totales

PS: Plantas con sintomas
Para evaluar la severidad, se utilizé la siguiente escala de evaluacion (Cuadro 2):

Cuadro 2. Escala para evaluar grado de infeccion en plantas de tomate por

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici .

Indice  Sintoma

0 Sin sintomas visibles

1 Pudricién de la raiz

2 Pudricion de la raiz y de 0.1-2 cm de necrosis interna del
tallo

3

Pudricion de raiz y de 2.1-6 cm de necrosis interna del tallo
4 Pudricion de la raiz y de 6.1-15 cm o0 mas de necrosis
interna del tallo

Fuente: Apodaca et al., 2002.

Los datos obtenidos con la escala se transformaron a grado de infeccion o
porcentaje de severidad mediante la formula de Towsend y Hauberger.
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5 (n*V)
P= X 100

Categoria mayor *N

P= Porcentaje de severidad
n= namero de planta en cada categoria
V= Valor numérico de cada categoria

N= Numero total de plantas en la muestra
Fitotoxicidad.

La evaluacion de fitotoxicidad se realiz6 con la escala siguiente (Cuadro 3).

Cuadro 3. Escala de puntuacion propuesta por la European Weed Research

Society (EWRS) para evaluar el posible efecto fitotoxico.

Valor Efectos sobre el cultivo % de fitotoxicidad
1 Sin efecto 0.0a1.0
2 Sintomas muy ligeros 1.1a35
3 Sintomas ligeros 3.6a7.0
4 Sintomas que no se reflejan 7.1a125

en el rendimiento
Limite de aceptabilidad

5 Dafo medio 12.6 a 20.0
6 Dafos elevados 20.1 a 30.0
7 Dafos severos 30.1a50.0
8 Daflos muy severos 50.1a99.0
9 Muerte completa 99.1a100

3.4. 1. 6. Andlisis de datos.
La eficacia de los tratamientos se obtuvo con la férmula de Abbott:

IT-it
%E=—""—"— X100
IT
% E = Porcentaje de eficacia
IT = Infeccion en el testigo.

it = Infeccién en el tratamiento.
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Los resultados obtenidos fueron analizados con pruebas estadisticas incluyendo
analisis de varianza y comparaciones de medias con la prueba de Tukey (P=
0.05), con el paquete estadistico SAS (SAS, 2002).

3. 4. 2. Ensayo en solucion nutritiva.

Se utilizé la solucion nutritiva de Steiner al 50 % (Steiner, 1984), la cual se usa
comunmente en la nutricion de los cultivos. Se empled agua esterilizada a fin de
evitar la posible presencia de microorganismos que pudieran afectar el desarrollo
del hongo bajo estudio, y asi también garantizar la uniformidad de las unidades
experimentales. La plantula utilizada se produjo bajo las mismas condiciones que

la utilizada en la evaluacion en sustrato (3.4.1).
3. 4. 2. 1. Infestacién de la solucion nutritiva

Se diluyeron 10,000 microconidios de F. oxysporum f. sp. Lycopersici mL™ de
solucién nutritiva. La concentracion utilizada fue de 10° microconidios mL™. Para
asegurar la sobrevivencia del patégeno y la uniformidad de las unidades
experimentales, se realizé un muestreo previo (Figura 7) a los cinco dias, en cada
unidad experimental para determinar las unidades formadoras de colonia mL™ en

la solucién nutritiva.

Figura 7. Muestreo previo a la aplicacion de tratamientos en
solucién nutritiva para determinar unidades formadoras de colonia
de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici mL™
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3. 4. 2. 2. Aplicacion de tratamientos en solucién nutritiva.

A los 15 dias después de la inoculacion, se llevd a cabo la aplicacion de los

tratamientos. Los productos y métodos evaluados se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Tratamientos evaluados en la desinfestacién de una solucién nutritiva,
contaminada con F. oxysporum f. sp. lycopersici (10,000 microconidios mL™* de

solucion nutritiva).

Tratamiento Dosis
mg L' deia
Cuaternarios de amonio de quinta generacion ly?2

(Didecil Dimetil Cloruro de Amonio + Alquil Dimetil
Benzil Cloruro de Amonio)

Cuaternarios de amonio de quinta generacion + 1+5y 1+8
Sulfato de Cobre Pentahidratado

Permanganato de potasio 10y 15
Hipoclorito de sodio 4y 6
Peroxido de hidrégeno 500 y 1000
Extracto de semillas de toronja (Citrus paradisi) 10y 20
Radiacion ultravioleta 250 mJ cm™

Testigo (sin aplicacion)
ia: Ingrediente activo.

Las dosis de los tratamientos se diluyeron directamente en la solucién nutritiva

considerando el volumen de solucion nutritiva de la unidad experimental (20 L).

3. 4. 2. 3. Establecimiento del cultivo.

En cada unidad experimental se trasplantaron cinco plantas de tomate Variedad
Rio Grande, tres dias después de la aplicacion de tratamientos. El trasplante se
hizo en bandejas con solucion nutritiva la cual se oxigend con ayuda de bombas
utilizadas en la oxigenacion de peceras (Figura 8); el cultivo se condujo durante 80
dias, periodo durante el cual se llevaron a cabo labores de tutoreo, podas y control
de plagas y enfermedades. Cabe sefialar que no se utilizaron fungicidas que

pudieran afectar la evaluacion de los tratamientos objeto del presente estudio.
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Figura 8. Siembra del cultivo de tomate en soluciéon nutritiva (oxigenacion con
bombas), contaminada con 10,000 microconidios de Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici mL™.
3. 4. 2. 4. Disefio experimental.

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar con tres repeticiones. El
tamafio de la unidad experimental fue una bandeja (Figura 9) con 20 litros de

solucién nutritiva, en la cual se sembraron cinco plantas de tomate.

Figura 9. Bandeja con solucién nutritiva contaminada con
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
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3. 4. 2. 5. Variables y método de evaluacion.

Los parametros evaluados fueron: unidades formadoras de colonia mL™ de
solucién nutritiva, asi como la incidencia y severidad de la enfermedad en las

plantas de tomate.

Unidades formadoras de colonia

Se tom6 una muestra de 100 mL en cada unidad experimental a las 6, 24 y 48
horas después de la aplicacion de los tratamientos. De la muestra se tomaron 10
mL de solucion nutritiva y se diluyeron en 90 mL de agua destilada estérilizada
(Figura 10), posteriormente se hizo una dilucién de 10° y se tomé 1 mL de esa
solucién la cual se sembr6 en cajas petri con medio de cultivo PDA. Después de

siete dias se contabilizaron las colonias formadas en el medio de cultivo.

Figura 10. Preparacion de muestras para determinar

unidades formadoras de colonia mL™? de solucién nutritiva.

Incidenciay severidad.

Para la evaluacion de la incidencia y severidad se procedié de la misma forma que

para el ensayo en sustrato (3.4.1.5)

3. 5. 1. 6. Andlisis de datos.

La metodologia de analisis se hizo tal como se indic6 en el punto 3.4.1.6.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Andlisis de varianza de las variables evaluadas.

El analisis de varianza indicé que en las tres fechas de evaluacion, a los 15, 30 y
45 dias después de la aplicacion, todas las variables evaluadas en el sustrato
(Cuadro 5) y en la solucién nutritiva (Cuadro 6 y 7) fueron altamente significativos
(diferencia entre tratamientos).

Cuadro 5. Cuadrados medios de diferentes variables evaluadas en tezontle.

FVv GL UFC UFC UFC Incidencia Severidad
Primera Segunda Tercera (%) (%)
evaluacion evaluacion evaluacion
Tratamiento 15 21.86** 18.69** 17.11 * 1403.05 **  1403.05**
Bloque 3 1.18 0.35 3.09 1258.98 1258.98
Error 45 0.40 0.44 0.21 94.15 94.15

** Altamente significativo; FV.: Fuente de variacion; GL: Grados de libertad; UFC:

Unidades formadoras de colonia.

Cuadro 6. Cuadrados medios de la variable unidades formadoras de colonia

evaluada en solucidon nutritiva.

Fuente de variacion  GL UFC UFC UFC
1°@Evaluacion 2% Evaluacion  3°? Evaluacion
Tratamiento 13 15.62** 15.51* 14 .55**
Bloque 2 0.50 0.30 0.16
Error 26 0.19 0.23 0.24

**: Altamente significativo; GL: Grados de libertad; UFC: Unidades formadoras de colonia.

Cuadro 7. Cuadrados medios de la incidencia y severidad evaluada en solucién

nutritiva.
Fuente de variacién | GL Incidencia Severidad
(%) (%)
Tratamiento 9 145.18** 85.83**
Bloque 2 1554.07 1200
Error 18 693.33 52.5

**: Altamente significativo; GL: Grados de libertad.
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4. 2. Identificacién del patdbgeno y prueba de patogenicidad.

El hongo aislado de las muestras de tomate con sintomas de marchitez y pudricion
de raiz y cuello, se identifico6 como Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, con
base en las caracteristicas descritas por Romero (1992) y Mendoza (1996). El
patdgeno mostré un periodo de incubacion de 45 dias, evidenciando epinastia y
amarillamiento de las hojas basales (Figura 11A), y a los 65 dias se presentd un
marchitamiento general. El porcentaje de incidencia en las plantas inoculadas fue
de 100 %, lo que demostré la gran capacidad patogénica del hongo. Asimismo, al
realizar un corte transversal y longitudinal del tallo, se observd una necrosis café
rojiza de los tejidos vasculares (Figura 11B). Por otro lado, la cepa se torné de
color rosa purpura (Figura 11C); con la presencia abundante de microconidios
hialinos y elipticos (Figura 11D), caracteristicas que coinciden con las descritas
por Romero (1992) y Mendoza (1996) para Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

4. 3 Evaluacion de métodos de desinfestacion en sustrato.
4. 3. 1. Unidades formadoras de colonia (UFC).

Los resultados del muestreo previo y en la primera, segunda y tercera evaluacion,
correspondiente a los 15, 30 y 45 dias, respectivamente después de la aplicacién
de los tratamientos, se indican en el Cuadro 8 y la tendencia de los mismos se
ilustra en la Figura 12. En el muestreo previo, las UFC de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici g* de sustrato, fueron estadisticamente iguales en todas las
unidades experimentales, lo que confirmé una presencia homogénea del patégeno
antes de la aplicacion de los tratamientos. En las evaluaciones realizadas a los
15, 30 y 45 dias después de la aplicacion de los tratamientos, se not6 una
diferencia significativa entre éstos (Cuadro 8). En las tres fechas de evaluacién, el
mayor control del patdégeno se dio con los tratamientos a base de hipoclorito de
sodio (25 y 50 mg L) y peréxido de hidrégeno (1000 y 2000 mg L™), alcanzando
porcentajes de control de 78 % con la dosis mas alta de ambos productos, siendo
estadisticamente igual al testigo comercial (metam sodio a 1000 mg L™), el cual
logré 81 % de control. Cabe mencionar que los mejores porcentajes de eficacia se

presentaron desde la primera evaluacion (Cuadro 8).
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Figura 11. Sintomas y aislamiento de F. oxysporum f.sp. licopersici. A)
Marchitamiento y amarillamiento de las hojas basales, B) Necrosis de los haces
vasculares, C) Colonia color rosa purpura en medio PDA, de ocho dias de edad y

D) Microconidios.
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Cuadro 8. Unidades formadoras de colonia de F. oxysporum f. sp. lycopersici por

g’ de sustrato y porcentaje de eficacia de los tratamientos, en diferentes fechas de

muestreo.
Tratamiento Dosis MP 1°7@ 2% 3%
mgL* UFC Evaluacién Evaluacién Evaluacién
deia 1x10° 15 DDA 30 DDA 45 DDA
UFC E% UFC E% UFC E %
1x10° 1 x10° 1 x10°
Cuaternarios de 20 9 a‘ 6.7c 18 6.5¢ 13 6.5c¢c 10
amonio (42 G.) 40 85a 6.2d 24 6 C 20 6 d 17
Cuaternarios de 15 9 a 6 d 27 5.7d 23 556d 24
amonio (52 G.) 30 85a b55e 33 52e 30 52e 27
Monopersulfato de 10 85a 7.2b 12 7 b 6 6.7b 6
potasio 20 8.7a 6.5d 21 6.2c 16 6.2c 13
Hipoclorito de 25 8 a 2 f 75 2 f 74 2 f 72
sodio 50 9 a 17f 78 1.7f 76 1.7f 75
Peréxido de 1000 85a 2.5f 69 25f 66 25f 65
hidrégeno 2000 85a 1.7f 78 1.7f 76 1.7f 75
Bacillus subtilis 10 85a 6.7c 18 6.2c 16 5.7d 20
20 9 a 6.2d 24 57d 23 52e 27
Trichoderma 10 9 a 6.7c 18 6.5¢ 13 6.2¢c 13
harzianum 20 9 a 65d 21 6.2c 16 6 d 17
Metam sodio (TC) 1000 8.7a 1.5f 81 15f 80 15 f 79
Testigo  sin aplicacion 85a 82a 75a 7.2 a
DMS 1 0.5 0.6 0.4

“Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales; DDA: Dias después de la
aplicacion; E: Eficacia; G: generacion; ia: Ingrediente activo; MP: Muestreo previo; UFC:
Unidades formadoras de colonia; TC: Testigo comercial (fumigante registrado para el
control de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici).

En la Figura 12, se observa que el numero de UFC de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici por g* de sustrato en el testigo fue a la baja en los diferentes
muestreos, lo cual se puede deber a que durante este periodo se realizaron
fertiriegos que pudieron arrastrar a los microconidios hacia la parte inferior de las
macetas y ser acarreados hacia el exterior del sistema por medio de la solucion
nutritiva drenada. Lo anterior se corrobord, al sembrar esta solucion nutritiva
drenada en medio de cultivo PDA, en el cual se observé el crecimiento de dicho
hongo (Figura 13). Cabe sefialar que lo anterior no es un factor que haya afectado
la evaluacion de los tratamientos, ya que todas las unidades experimentales
fueron tratadas de la misma forma (el fertirriego fue similar en todos los

tratamientos).

38



UFC ( 103) de F. oxysporum f. sp. lycopersici g'1 de tezontle

30 45

Dias despues de la aplicacion

Cuaternario de amonio (4® G) 20 mg L?
Cuaternario de amonio (4° G) 40 mg L?
Cuaternario de amonio (5% G) 15 mg L™
Cuaternario de amonio (5% G) 30 mg L™
Monopersulfato 10 mg L™
Monopersulfato 20 mg L™

Hipoclorito de sodio 25 mg L™
Hipoclorito de sodio 50 mg L™

Peroxido de Hidrogeno 1000 mg L™
Peréxido de hidrogeno 2000 mg L*
Bacillus subtilis 10 mg L™

Bacillus subtilis 20 mg L™

Trichoderma harzianum 10 mg L™
Trichoderma harzianum 20 mg L™
Metam sodio (TC) 1000 mg L*

Testigo

Nota: La dosis estan en mg de ingrediente activo; G: Generacién; TC: Testigo comercial.

Figura 12. Unidades formadoras de colonia de F. oxysporum f. sp. lycopersici por

g’ de sustrato, en el muestreo previo y a los 15, 30 y 45 dias después de la

aplicacion de los tratamientos.
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TESTIAO

Solucion nutritiva drenada en el Crecimiento de Fusarium
Testigo oxysporum f.sp. lycopersici
en medio PDA

Figura 13. Crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en medio de
cultivo PDA, a partir de la soluciébn nutritiva drenada en las unidades

experimentales del testigo.
4. 3. 2. Incidencia y severidad de la marchitez del tomate.

El porcentaje de incidencia y severidad de la marchitez del tomate se observa en
el Cuadro 9. El testigo alcanzé una incidencia de 70.8 % y una severidad del 41.6
%, corroborandose el caracter patogénico de la cepa utilizada, cuyos sintomas
pueden observarse en la Figura 14. Asimismo, se presentaron diferencias
significativas entre los tratamientos. También se aprecié que los datos obtenidos
fueron congruentes y/o similares con los valores de la variable UFC de F.
oxysporum f. sp. lycopersici g™ de sustrato, es decir, de manera general la menor
incidencia y severidad se presenté en los tratamientos a base de metam sodio
(1000 mg L™, hipoclorito de sodio (25 y 50 mg L™) y peréxido de hidrégeno (1000
y 2000 mg L™), que fueron tratamientos en donde se ejercié el mejor control de
UFC g™ (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Incidencia y severidad de la marchitez del tomate F. oxysporum f. sp.
lycopersici en plantas de tomate sembradas en tezontle rojo contaminado con

10,000 microconidios g™ de sustrato, a los 80 dias después del trasplante.

Tratamiento Dosis Incidencia Eficacia Severidad Eficacia
mg L* (%) (%) (%) (%)
deia
Sales cuaternarias 20 458 “c 35 291 a 30
(4% G) 40 417 c 41 26 ¢ 37
Sales cuaternarias 15 417 c 41 26.2 ¢ 37
(52 G) 30 375 ¢ 47 239 d 42
Monopersulfato de 10 50 b 29 31.2 a 25
Potasio 20 458 c 35 27 cC 35
Hipoclorito de 25 125 d 82 93 e 77
sodio 50 83 d 88 6.2 f 85
Peréxido de 1000 125 d 82 104 e 75
hidrégeno 2000 83 d 88 6.2 f 85
Bacillus subtilis 10 458 c 35 281 b 32
20 417 c 41 239 d 42
Trichoderma 10 458 ¢ 35 30.2 a 27
harzianum 20 375 ¢ 47 239 d 42
Metam sodio (TC) 1000 83 d 88 72 f 82
Testigo 708 a 416 a
DMS 24.8 6.8

“Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales; G: Generacion; ia:
Ingrediente activo; TC: Testigo comercial (fumigante registrado para el control de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici).

Como ya se indicO en las diferentes variables evaluadas (UFC de F. oxysporum f.
sp. lycopersici g* de sustrato, incidencia y severidad de la marchitez del tomate) el
mejor control de F. oxysporum f. sp. lycopersici se logré con los tratamientos a
base de hipoclorito de sodio (25 y 50 mg L) y peréxido de hidrogeno (1000 y

2000 mg L ™), similar a la aplicacion del metam sodio (1000 mg L™).
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Figura 14. Sintomas de marchitez en las hojas basales y necrosis de los haces
vasculares en plantas de tomate sembradas en el testigo (tezontle rojo

contaminado con 10,000 microconidios de F. oxysporum f. sp. lycopersicig™).

El hecho de que el hipoclorito de sodio haya mostrado un control aceptable contra
F. oxysporum f. sp. lycopersici, se puede deber a sus propiedades como agente
oxidante que afecta la membrana celular, cuyo poder oxidativo es de 1.36 voltios;
de hecho Resh (1992) lo recomienda para la desinfecciébn de sustratos; sin
embargo, por ser un producto que puede causar fitotoxicidad, se deben realizar
riegos posteriores a su aplicacion, a fin de eliminar los residuos. Es importante
recalcar que en esta investigacion, con 25 mg L™ de hipoclorito de sodio, se logré
reducir las UFC de Fusarium oxysporum f .sp. lycopersici g* de tezontle rojo hasta
75 % y con 50 mg L™ hasta 78 %, lo cual se logré realizando la aplicacién bajo
condiciones en que se usa comercialmente este sustrato (macetas de 20 Kkg);
estos resultados fueron inferiores a los reportados por Cayanan (2009) quien a
nivel laboratorio puso conidios de F. oxysporum f. sp. lycopersici en diferentes
concentraciones de cloro, encontrando que una dosis de 14 mg L™ de cloro libre,
logré una eficacia de 100 %; quizas dicha diferencia en la eficacia se deba a que

los estudios se realizaron en condiciones diferentes al de esta investigacion.

Por otra parte la eficacia aceptable de 78 % del peréxido de hidrégeno a dosis de
2000 ppm fue igual al hipoclorito de sodio (50 mg L™?); dicha eficacia se pudo
deber a que ambos son agentes oxidantes, aunque el poder oxidante del peréxido
de hidrégeno es mayor al hipoclorito de sodio. El perdxido es utilizado en distintas
actividades como desinfestante en la industria de los alimentos, de los cosméticos,
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en actividades médicas, entre otras; ademas, Muioz et al. (2009) llevaron a cabo
la evaluacion de este producto en la desinfeccion de semillas contra Fusarium
circinatum, encontrando un control eficiente, el cual fue similar o mejor al de
algunos fungicidas quimicos, ademés de que favorece la germinacion de las
semillas. Asimismo, Yuce (2011) indicé que productos como el metam sodio, por
si solos no logran una desinfestacion satisfactoria en suelos contaminados por
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, por lo cual, lo evalu6 en mezcla con
perdxido de hidrégeno, logrando una mayor eficacia. Si se considera que algunos
de los fumigantes comunmente utilizados ya no han sido incluidos en la lista de
productos autorizados por la Unién Europea (Yuce, 2011) y que las exportaciones
que se realizan a Europa bajo el esquema de inocuidad rigen el uso de plaguicidas
en base a esa autorizacion, el perdxido de hidrégeno pudiera ser una herramienta
atil dentro de un manejo integrado, ya que es un producto seguro para la salud
humana (FDA, 2012).

En lo que respecta a los agentes de biocontrol evaluados, su eficacia contra
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici fue baja; ya que Bacillus subtilis (20 ppm)
logré 24 % y Trichoderma harzianum (20 ppm) 21 % al ser aplicados en tezontle
rojo, a pesar de que dichos productos biologicos se recomiendan para el control
de Fusarium sp (Vannaci y Gullino, 2000; Fernandez-Larrea, 2001; Gullino et al.,
2005; ), lo cual se puede atribuir a la formay momento de la aplicacion, ya que en
este caso se realiz6 directamente a un sustrato sin contenido de materia organica
y dias antes del trasplante; cabe sefalar que la materia organica es de vital
importancia para el establecimiento, sobrevivencia, colonizacion e incremento de
los organismos de biocontrol. En este sentido Ozbay y Newman (2004)
encontraron que la aplicacion de Trichoderma harzianum al momento del
trasplante en cultivos hidroponicos redujo la incidencia de Fusarium oxysporum en
un 79 % en fibra de coco y en un 73 % en lana de roca. Ambos resultados nos
permiten considerar que la aplicacibn es recomendable después de la
desinfestacién, por lo que los agentes de biocontrol deben ser considerados como
productos alternos al uso de fungicidas, pero no para desinfeccion de sustratos,

por lo que podrian ser parte de un manejo integral de enfermedades en
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combinacion con otros métodos (Vannaci y Gullino, 2000; Gullino et al., 2005). La
aplicacion de un producto desinfestante y posteriormente la aplicacion de un
agente de biocontrol pudiera ser una buena estrategia ya que brindarian una
proteccidn posterior, lo cual es importante si consideramos que Fusarium puede

reinfestar facilmente a los suelos desinfestados (Yuce, 2011).

Asimismo, los cuaternarios de amonio, presentaron eficacias relativamente bajas
alcanzando como maximo un 33 % a dosis de 30 mg L™ con cuaternarios de
quinta generacion, a pesar de que su uso como desinfestante ha sido eficiente en
el control de Fusarium oxysporum f. cubense y es ampliamente recomendado para
la desinfeccion de superficies y herramientas (Nel et al., 2007); por lo que para
mejorar su eficacia, bajo los niveles de infestacion de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici establecidos en este experimento, una dosis mas alta o tiempo mayor
de exposicion pudieran lograr una mayor eficacia, ya que es un producto no
oxidante, cuyo mecanismo de accion se da por contacto afectando la membrana
celular. Asimismo, por ser un producto no residual, quizas se podria usar dentro
de un manejo integrado de enfermedades, ya que, también han demostrado
eficacia contra Clavibacter michiganensis importante en el cultivo de tomate
(Vanachter et al., 1991, Slusarski, 2000).

4. 4. Evaluacion de métodos de desinfestacion en solucidn nutritiva.
4. 4. 1. Unidades formadoras de colonia (UFC).

Los resultados obtenidos en el muestreo previo y en la primera, segunda y tercera
evaluacion correspondiente a las 12, 24 y 48 horas, respectivamente después de
la aplicacién de los tratamientos, se muestran en el Cuadro 10 y su tendencia en
cada evaluacion se ilustra en la Figura 15. En el muestreo previo, las UFC de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici mL™® de solucién nutritiva fueron
estadisticamente iguales en todos los tratamientos, lo que confirma una presencia
homogénea del patégeno antes de la aplicacion de los mismos. En las diferentes
evaluaciones, los tratamientos que presentaron las mayores eficacias en el control

de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici fueron: el uso de radiacion ultravioleta
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(250 mJ cm®), hipoclorito de sodio (4y 6, mg L™ y peréxido de hidrégeno (500
y 1000 mg L™), ya que redujeron el nimero de propagalos de F. oxysporum f. sp.
lycopersici de 8.7 x 10° a 0, 1.7 y 1.7 x 10° propagulos mL™ de solucién nutritiva,

respectivamente.

4. 4. 2. Incidencia y severidad de la marchitez del tomate.

El porcentaje de incidencia y severidad de la marchitez del tomate se observa en
el Cuadro 11. Los tratamientos en donde se presentd menor incidencia y
severidad de esta enfermedad, también fueron en los tratamientos a base de
radiacién ultravioleta (250 mJ cm™), hipoclorito de sodio (6 y 8 mg L™) y peréxido
de hidrégeno (500 y 1000 mg L™). De manera general, la menor incidencia y
severidad se present6 en los tratamientos que lograron un mayor control respecto
a la variable de UFC mL™? de solucién nutritiva. En el testigo se alcanzé una
incidencia de 73.3 % y una severidad de 63.3 %, lo que corrobora el caracter
patogénico de la cepa utilizada (Cuadro 11) y los sintomas se pueden observar en
la Figura 16. La evaluacion de incidencia y severidad de dicha enfermedad en los
tratamientos a base de cuaternarios de amonio de quinta generacion + sulfato de
cobre, no se llevaron a cabo, ya que se presento fitotoxicidad en las plantas de
tomate (Figura 17), un caso similar ocurrio con el permanganato de potasio. De
igual forma, se presentd una ligera fitotoxicidad (alrededor de quince dias) en el
tratamiento a base de hipoclorito de sodio (6 mg L™?), aunque después de

aproximadamente dos semanas, estos sintomas desaparecieron.
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Cuadro 10. Unidades formadoras de colonia de F. oxysporum f. sp. lycopersici por

mL™? de solucién nutritiva y porcentaje de eficacia de los tratamientos, en

diferentes fechas de muestreo.

TRATAMIENTO DOSIS Muestreo per 2% 3%

mg L* Previo Evaluacién Evaluacién Evaluacioén

deia UFC 12 HDA 24 HDA 48 HDA

1x10° UFC %E UFC %E UFC %E
1x10° 1x10° 1x10°

Cuaternarios de 1 8.7a* 57b 34 57b 34 57b 31
amonio (52 G) 2 8.7a 53b 38 53b 38 53b 35
Cuaternarios de 1+5 83a 57b 34 53Db 38 53Db 35
amonio (5*G)+ 4 . g g3, 5 b 41 5 b 41 47b 43
sulfato de cobre
Permanganato 10 8.7a 53b 38 53Db 38 53b 35
de potasio 15 8.3a 5 b 41 53b 38 5 b 39
Hipoclorito de 4 8.7a 23c 72 23c 72 23c 71
sodio 6 8.7a 17¢c 80 1.7c 80 1.7c 79
Peréxido de 500 8.7a 2 c 76 2 C 76 2 C 75
hidrégeno 1000 8.7a 1.7c 80 1.7c 80 1l.7c 79
Extracto de 10 9 a 5 b 41 5 b 41 5 b 39
semilla (toronja) 20 8.3a 4.7Db 45 43Db 49 43D 47
Radiacion UV 250 . g7a 0 d 120 0 d 100 0 d 100

mJ cm
Testigo (sin aplicacion) 8.7a 8.7a 8.7a 8.3a
DMS 0.5 0.4 0.4 0.4

“Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales; ia: Ingrediente

activo;UFC: Unidades formadoras de colonia; HDA: Horas después de la aplicacién; E:
Eficacia; G: Generacion.
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Horas después de la aplicacion

UFC (103) de F.oxysporum f. sp. lycopersici mL_1 de solucién Nutritiva

Cuaternario de amonio 52 G 1 mg L™

---------- Cuaternario de amonio 5 G 2 mg L™
C.A. 5taG+ Sulfato C. 1 +5mg L™
C.A. (5" G) + SulfatoC 1+8mgL™

—————— Permanganato de potasio 10 mg L™
Permanganato de potasio 10 mg L™

—_—e—— - - - Hipoclorito de sodio 4 mg L™

—————— Hipoclorito de sodio 6 mg L™

b b : : Peroxido de Hidrogeno 500 mg L™

--------- Peroxido de Hidrogeno 1000 mg L™

— Extracto de toroja 10 mg L™

Pt : : : ' Exracto de toronja 20 mg L™

——————— Radiacion Ultravioleta 250 mJ cm™

' Bebe b Testigo

Nota: Las dosis son estdn en mg de ingrediente activo; G: Generacion; C: Cobre;

Figura 15. Unidades formadoras de colonia de F. oxysporum f. sp. lycopersici por
mL™ de solucién nutritiva, en el muestreo previo y a las 12, 24 y 48 horas después

de la aplicacion de los tratamientos.
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Cuadro 11. Incidencia y severidad de la marchitez del tomate F. oxysporum f. sp.
lycopersici en plantas de tomate sembradas en solucion nutritiva contaminada con

10,000 microconidios mL™, a los 80 dias después del trasplante

Tratamiento Dosis Incidencia Eficacia Severidad Eficacia
mg L™ (%) (%) (%) (%)
deia
Cuaternarios de 1 533 b’ 27 416 b 24.2
amonio (52 G) 2 46.7 ¢ 36 38.3 ¢ 30.3
Cuaternariost de 1+5 * * * * * *
amonio (5 a G) + * * * * * *
sulfato de cobre 1+8
Permanganato de 10 * * * * * *
potasio 15 * * * * * *
Hipoclorito de sodio 4 20 d 73 116 d 78.7
6 133 f 82 10 f 81.8
Peréxido de hidrogeno 500 20 d 73 10 d 81.8
1000 13.3 f 82 8.3 f 84.8
Extracto de toronja 10 46.7 ¢ 36 35 c 36.3
20 40 c 45 316 ¢ 42 .4
Radiacién Ultravioleta anS\]Ocm_2 0 g 100 0 g 100
Testigo 73.3 a 63.3 a
DMS 13.7 10.5

“Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales; *No se realiz6 evaluacion,

hubo presencia de fitotoxicidad; ia: Ingrediente activo; G: Generacion.
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Figura 16. Sintomas de marchitez en las hojas basales y necrosis de los haces
vasculares en plantas de tomate sembradas en el testigo (solucion nutritiva

contaminada con 10,000 microconidios de F. oxysporum f. sp. lycopersici mL™).
4. 4. 3. Fitotoxicidad.

Los tratamientos a base de cuaternarios de amonio de quinta generacion + sulfato
de cobre (1 ppm + 5 ppm; 1 ppm + 8 ppm) causaron un dafio severo de fitotoxidad
en las plantas de tomate sembradas en solucion nutritiva. La fitotoxicidad se pudo
notar a partir de los cinco dias después de la aplicacién, la cual se incrementé
durante el desarrollo de la planta, a pesar de que constantemente se adicioné
solucion nutritiva a las bandejas de acuerdo al consumo que la planta tenia, lo que
hace suponer que después de cierto tiempo la concentracion del producto se
diluyd; sin embargo, el dafio en la planta se incrementd. En la Figura 17, se puede
observar la clorosis en la planta y el crecimiento raquitico de la raiz. Al parecer la
fitotoxicidad fue causada por el sulfato de cobre, ya que, cuando los cuaternarios
de amonio fueron evaluados solos y a la misma concentracion, no se presentaron
sintomas de fitotoxicidad. Un caso similar de fitotoxicidad se presenté en los
tratamientos con permanganato de potasio similar al ocasionado por sulfato de
cobre. En el caso del hipoclorito de sodio, la dosis de 6 mg L™ presenté al inicio
del trasplante en soluciéon nutritiva una ligera fitotoxicidad, que con el tiempo
desaparecid; el comportamiento anterior coincide con lo sefialado por Date et al.
(1995); citado por Garcia y Urrestarazu (1999), quienes mencionaron que los
residuos del cloro han sido también descritos como causantes de importantes

dafios a las raices de las plantas, sobre todo en cultivos de solucion recirculante.
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Al igual en el caso del peréxido de hidrogeno a 1000 mg L™ se present6 una ligera

toxicidad temporal.

Los resultados obtenidos indican que con una radiacién de 250 mJ cm™ se logra
una desinfestacion total de Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi, por lo que la
incidencia de la marchitez del tomate no se presentd en las plantas sembradas en
solucién nutritiva desinfestada con este método (Cuadro 11). El resultado anterior
es congruente con lo indicado por Runia (1994) y Runia y Amsing (2001) quienes
sefialan una dosis de 100 mJ cm™ para control de hongos; reportan que una dosis
de 70 mJ cm? logré un porcentaje de 100 % de control sobre los conidios de
Fusarium oxysporum f. sp lycopersici.

Por otra parte, el peréxido de hidrégeno (1000 mg L™) logré reducir a las UFC de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici mL™ de solucién nutritiva hasta 80 %, lo
cual se atribuy6 a su gran poder oxidativo; sin embargo, el control se podria
considerar poco satisfactorio, si consideramos que la desinfeccion inicial tiene
como objetivo lograr altos porcentajes de control y que la solucién nutritiva es un
medio de facil dispersion de patdgenos (Jarvis, 2001, Van Os, 2010). Quizas este
producto se podria combinar con otros para aumentar la eficacia y disminuir los
riesgos por presencia de patogenos. Al respecto, Runia y Boonstra (2004) llevaron
a cabo un experimento en donde inyectaron peréxido a la solucién nutritiva y
posteriormente la hicieron pasar por radiacién ultra violeta, obteniendo radicales
hidroxilo los cuales tienen un poder oxidante de 2.8 voltios, el cual es mayor al
hipoclorito de sodio y perdxido de hidrégeno (Rick, 2010). Asimismo, Urrestarazu
et al. (2006) y Urrestarazu et al. (2007) citan al peréxido de hidrogeno como una
buena alternativa, ya que no deja residuo alguno y cumple con su papel de
desinfestante y puede ayudar a la oxigenacién de la raiz; pero a pesar de ello,
pueden llegar a producir fitotoxicidad, cuyos limites van a variar de acuerdo al
cultivo en que sea aplicado. Mencionan que al aplicar peroxido de hidrogeno a la
solucion nutritiva, se aumentaba la oxigenacion de la raiz y con ello se incrementa
la produccion. Con base a lo anterior, podriamos considerar al perdxido de

hidrogeno como una alternativa viable para el manejo integrado de F. oxysporum f.
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sp. lycopercisi en la desinfestacion de la solucion nutritiva. Cabe sefialar que se
presenté una ligera fitotoxicidad con la dosis mas alta (1000 mg L™), por lo que es
importante establecer futuros estudios a fin de determinar las causas y/o limites de

uso para dicho producto.

Asimismo, el hipoclorito de sodio al igual que el peroxido de hidrogeno (1000 mg
L™) logré reducir los propagulos de F. oxysporum f. sp. lycopersici mL™ de solucion
nutritiva en 78 % a dosis de 6 mg L™; cabe indicar, que los resultados obtenidos
en esta investigacion son diferentes a los reportados por Canayan et al. (2009)
quienes pusieron conidios de F. oxysporum f. sp. lycopersici en diferentes
concentraciones de cloro, encontrando que una dosis de 14 mg L™ de cloro libre
obtenido a partir de hipoclorito de sodio, logré6 una eficacia del 100 %; sin
embargo, también sefiala que esta dosis puede dafar a la raiz de las plantas;
dicha diferencia, posiblemente se debe a que las dosis utilizadas son diferentes y

los experimentos se realizaron en condiciones distintas.

Con el extracto de semilla de toronja (Citrus paradisi), se logré un porcentaje de
control bajo (49 % con la dosis de 20 mg L™) y diferente a lo reportado por Ruiz et
al. (2005) quienes sefalaron que los extractos de semilla de toronja pueden ser
una alternativa viable y segura para el control de Fusarium roseum en frutos de
meldn, ya que en una investigacion realizada observaron que se redujo el dafio
hasta en75 % . De igual forma el control que ofrecieron los cuaternarios de amonio
de quinta generacién lograron un control bajo (38 % a dosis de 2 mg L™). A pesar
del bajo control de estos productos, se podrian considerar dentro de un manejo
integrado, ya que son poco residuales y su accion la realizan por contacto.

Posiblemente con dosis mas altas se pudiera obtener mayor control.
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Figura 17. Sintomas de fitotoxicidad causada por sulfato de cobre, en plantas de
tomate sembradas en solucion nutritiva. A) Fitotoxicidad a los 15 dias después del
trasplante, B) Fitotoxicidad a los 80 dias después del trasplante, C) Tratamiento
con sales cuaternarias + sulfato de cobre (lado izquierdo) y tratamiento de sales

cuaternarias (lado derecho); D) Raiz con crecimiento raquitico.
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V. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos y bajo las condiciones en que se desarrollé

la presente investigacion, se concluye lo siguiente:

1. El hipoclorito de sodio (50 mg L™ gramos de ingrediente activo) y peréxido de
hidrégeno (2000 mg L™ gramos de ingrediente activo) lograron reducir en 78 % las
unidades formadoras de colonia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en
tezontle rojo contaminado con 10000 microconidios por g™, por lo que pudieran
considerarse como una alternativa en la desinfestacion de este sustrato contra

dicho patégeno

2. La radiaciéon ultravioleta a una dosis de 250 mJ cm™? eliminé en 100 % los
propagulos de F. oxysporum f. sp. lycopersici en una solucion nutritiva
contaminada con 10,000 microconidios mL™.

3. El hipoclorito de sodio (6 mg L™ gramos de ingrediente activo) y peréxido de
hidrégeno (1000 mg L™ gramos de ingrediente activo) lograron reducir hasta 80 %
las unidades formadoras de colonia de F. oxysporum f. sp. lycopersici, en una
solucién nutritiva contaminada con 10000 microconidios mL™, por lo que podrian
utilizarse dentro de un manejo integrado, para el control de este patdgeno; sin
embargo, en ambos casos, su uso requiere definir los limites de toxicidad, ya que
se presentd una ligera toxicidad temporal en las plantas tomate cultivadas en

solucién nutritiva.
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