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RESUMEN

El cultivo del chile es severamente afectado por la marchitez, reportandose el 80 % de
pérdidas en la produccion, asociadas a los fitopatdgenos Fusarium oxysporum,
Phytophthora capsici, Pythium sp. y Rhizoctonia solani. El uso de microorganismos con
efecto de biocontrol es de gran valor para el manejo de la enfermedad. Una alternativa
factible es el uso de consorcios microbianos que interactian en la rizosfera para
establecer el equilibrio del agroecosistema y un mayor control de la enfermedad. Se
planteé identificar los agentes asociados a la marchitez del chile y evaluar la actividad
antifangica de consorcios microbianos para su manejo integrado. En condiciones de
laboratorio se realizaron pruebas de compatibilidad de Trichoderma asperellum (TA), T.
harzianum (THZ), T. lignorum (TL) y T. yunnanense (TY) y en campo se evaluaron los
microorganismos solos y en combinacién. Se identifico a F. oxysporum y R. solani
como agentes causales y se establecié una parcela experimental de 800 m?, donde se
aplicé diferentes especies de Trichoderma, Bacillus, Mezcla de Fermento Propagativo
Microbiano, Tiabendazol y Testigo absoluto. Se encontr6 que las cepas TA-TL, TA-THZ
y TA-TL-THZ fueron compatibles y expresaron aumento en el rendimiento por planta
hasta del 86 %, numero de frutos en 79 %, disminuyendo la incidencia y severidad de
la enfermedad en 71 y 59 % respecto al testigo, respectivamente. Ademas, la
combinacion de especies de Trichoderma y Fermento Propagativo mostraron bajos
porcentajes de incidencia y severidad, altos rendimientos con Trichoderma en los
genotipos de chile HS- 52 y Coloso (15.67 y 13.89 ton/ha). Existe compatibilidad entre
especies de Trichoderma, ademas aumentan la produccion y disminuyen la incidencia y
severidad de la enfermedad, del mismo modo se encontré una respuesta favorable en

el Fermento Propagativo.
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ABSTRACT

Chili cultivation is severely affected by wilt, reporting 80% of production losses
associated with the phytopathogens Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici,
Pythium sp. and Rhizoctonia solani. The use of microorganisms with biocontrol effect is
of great value for the management of the disease. A feasible alternative is the use of
microbial consortia that interact in the rhizosphere to establish the balance of the
agroecosystem and greater control of the disease. It was proposed to identify the
agents associated with the wilt of the chili and to evaluate the antifungal activity of
microbial consortia for their integrated management. Compatibility tests of Trichoderma
asperellum (TA), T. harzianum (THZ), T. lignorum (TL) and T. yunnanense (TY) were
carried out under laboratory conditions and the microorganisms alone and in
combination were evaluated in the field. F. oxysporum and R. solani were identified as
causal agents and an experimental plot of 800 m? was established, where different
species of Trichoderma, Bacillus, Microbial Propagative Ferment Mix, Tiabendazole and
absolute witness were applied. Strains TA-TL, TA-THZ and TA-TL-THZ were found to
be compatible and expressed an increase in yield per plant of up to 86%, number of
fruits by 79%, decreasing the incidence and severity of the disease by 71 and 59% with
respect to the witness, respectively. Furthermore, the combination of Trichoderma and
Propagative Ferment species showed low incidence and severity percentages, high
yields with Trichoderma in the HS-52 and Coloso chili genotypes (15.67 and 13.89 ton /
ha). There is compatibility between Trichoderma species, in addition to increasing
production and decreasing the incidence and severity of the disease, a favorable

response was also found in the Propagative Ferment.



INTRODUCCION

El cultivo del chile es de gran importancia a nivel mundial, se reporta una produccion de
58.85 millones de ton (MMt), donde los principales paises productores son China
(17.82 MMt), China Continental (17.80 MMt), México (3.30 MMt), Turquia (2.61 MMt) e
Indonesia (2.36 MMt), que en conjunto contribuyen con el 74.58 % de la produccion
mundial de chile (FAOSTAT, 2017). En particular, el 75 % de la produccion de México
se concentra en los estados de Sinaloa (8.59 miles de toneladas (Mt)), Chihuahua (6.76
Mt), Zacatecas (4.24 Mt), San Luis Potosi (3.27 Mt) y Sonora (2.46 Mt). El rendimiento
promedio nacional es de 21.55 ton/ha. Los mas altos rendimientos en produccién se
obtienen en Sonora (48.22), Sinaloa (48.19), Querétaro (47.72), Tamaulipas (43.45) y
Baja California Sur (41.78) (SIAP, 2018).

Una de las principales enfermedades del cultivo es la marchitez, a nivel nacional, esta
enfermedad ha provocado pérdidas del 80 % en la produccién, reportandose estos
dafios en la region de Tlacotepec de José Manzo, Puebla, en el norte del estado de
Aguascalientes, la regién de Vega de Metztitlan, Hidalgo, en la region Centro Sur del
estado de Chihuahua, por mencionar algunos. En el estado de Tamaulipas existe
escasa informacion de la situacion actual de la enfermedad en las zonas productoras
de chile, en este contexto, Espinoza et al., (2018) realizaron muestreos dirigidos a
plantas de chile con sintomas de marchitez en los municipios de Altamira y Gonzalez,
donde aislaron e identificaron a los hongos Fusarium oxysporum y F. solani, los cuales,

fueron agentes causales de la enfermedad al provocar la muerte de plantulas de chile.

Para el manejo de la enfermedad se recomienda evitar los excesos de humedad,
realizar siembras y plantaciones en bordos elevados, aplicar en forma preventiva
biofungicidas con ingrediente activo de Bacillus subtilis, ademas, el control quimico al
realizar aplicaciones al drench de Propamocarb y Carbendazim (Ramirez et al., 2015).
Por su parte, Manure et al., (1995) demostraron que la enfermedad se controla con la
solarizaciéon del suelo con plastico transparente combinado con el uso de fungicidas y

la incorporacién de materia organica.



El uso de microorganismos con efecto de biocontrol a los agentes causales de la
marchitez del chile es de gran valor para el manejo de la enfermedad, sin embargo, los
trabajos de investigacion se orientan al uso de agentes microbianos por separado. Una
alternativa factible es usar consorcios microbianos, estos son asociaciones de dos o
mas poblaciones microbianas de diferentes especies, que interactan en conjunto
dentro de una comunidad que coexisten cercanamente (LOpez et al.,, 2007). Los
consorcios microbianos, como organizaciones son vitales para el equilibrio del
agroecosistema, estas asociaciones microbianas han demostrado ser sostenibles,
estables y eficientes (Carrefio y Restrepo, 2010). Ramos et al., (2010) demostraron que
los ascomicetos Xylaria poitei y otro referido como ascomiceto desconocido (AD) contra
P. capsici, causante de la marchitez del chile, protege a las plantulas de chile y ayuda
en la sobrevivencia. Por lo anterior, se plante6 identificar los agentes asociados a la
marchitez del chile y evaluar la actividad antifiUngica de consorcios microbianos para el

manejo de la enfermedad.



REVISION DE LITERATURA

Importancia del cultivo del chile

Los frutos del chile se consumen tanto en fresco como seco para proporcionar color,
sabor y aroma a infinidad de platillos, lo que lo sitia entre los principales cultivos
agricolas de importancia en el mundo. Esta planta cultivada es muy apreciada,
teniendo un grado simbdlico que se le reconoce en el sureste asiatico (por considerarse
el &rea donde se cultivan tipos de chile picantes a muy picantes), la cocina hangara por
la paprika, una variante de chile, y Espafa al ser reconocido por las denominaciones de
origen “Pimenton de la Vera” (Caceres, Espana) y “Pimenton de Murcia” (Murcia,
Espafia). También es reconocido por sus propiedades medicinales, su alto contenido
en vitamina C y la presencia de capsicinas como substancias responsables del sabor
picante del chile (Rincon et al., 2010).

La mayor diversidad de Capsicum annuum se encuentra en México, donde se cultiva
practicamente en todo el territorio nacional (Aguilar, 2012). En la época prehispanica,
los mexicanos tenian una dieta balanceada a base de maiz, frijol y chile. Después de la
conquista, las salsas se enriquecieron con la cebolla, ajo y cilantro, y se incorporaron
los moles y adobos a base de los diferentes chiles mexicanos y productos como la
carne de res y de puerco, que en la actualidad ofrece una gastronomia muy rica en
México (Roman et al., 2013).

El cultivo del chile, al poseer un gran valor en la gastronomia y propiedades
medicinales, se produce a nivel mundial. Para el afio 2017, la produccion fue de 58.85
MMt, donde los principales paises productores fueron China (17.82 MMt), China
Continental (17.80 MMt), México (3.30 MMt), Turquia (2.61 MMt), Indonesia (2.36 MMt),
India (2.10 MMt), Espaia (1.28 MMt), Estados Unidos de América (9.63 miles de
ton(Mt)), Nigeria (7.49 Mt) y Egipto (6.23 Mt). Los paises antes mencionados
contribuyen con el 84 % de la produccién mundial de chile (FAOSTAT, 2017).

En particular, México ocupa el tercer lugar en producciéon mundial, los principales

estados productores de chile son Sinaloa con 8.59 Mt, Chihuahua 6.76 Mt, Zacatecas
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4.24 Mt, San Luis Potosi 3.27 Mt y Sonora 2.46 Mt, los cuales contribuyen con el 75 %
de la produccion nacional. EI rendimiento promedio nacional es de 21.55 ton/ha, altos
rendimientos, produccion en ton/ha, se obtienen en Sonora (48.22), Sinaloa (48.19),
Querétaro (47.72), Tamaulipas (43.45) y Baja California Sur (41.78) (SIAP, 2018).

Principales enfermedades del chile

Este cultivo es afectado principalmente por fitopatbgenos de diferentes especies de
hongos, bacterias, nematodos y virus, los cuales pueden afectar en la fase de
almécigo, a lo largo del proceso de produccién y frecuentemente después de la
cosecha. Estos microorganismos provocan la reduccién en la poblacién de plantas,
abaten su potencial productivo y afectan negativamente la calidad y cantidad de chiles.
La incidencia y severidad de las infecciones por estos patdgenos varia de afio a afio y
de parcela a parcela, haciendo necesario mantener el monitoreo del cultivo para

establecer el manejo de las enfermedades detectadas.

Al inicio del cultivo, en su etapa de almacigo, la principal enfermedad es el damping off
causada por los fitopatdgenos Pythium sp., Fusarium spp. y Rhizoctonia spp. La semilla
de chile es considerada como el principal vehiculo de diseminacién de hongos, sin
embargo, la movilizacidon de plantulas infectadas y sustrato contaminado contribuyen a

gue se presente la enfermedad (Arcos, 2017).

La marchitez por pudricion de la raiz es la enfermedad mas importante del cultivo de
chile en México. La enfermedad provoca sintomas de marchitez, clorosis, defoliacion,
pérdida de estructuras reproductivas y necrosis de raices, entre otros. La enfermedad
es causada por uno o la combinacion de los fitopatdgenos Phytophthora spp., Fusarium
spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp. y Verticillium spp.

Marchitez del chile en México

La marchitez del chile ha causado pérdidas de hasta el 80% del cultivo en México. El

primer estudio de la enfermedad en la region de Tlacotepec de José Manzo, el Verde,



Puebla, demostré que los fitopatégenos asociados a la enfermedad son F. oxysporum,
P. capsici, Pythium sp., R. solani y Sclerotium rolfsii. Para su control los agricultores
utilizan fungicidas quimicos, demostrandose en esta investigacion que son eficaces en
condiciones in vitro (Gonzélez et al., 2004). En el norte del estado de Aguascalientes se
atribuye que P. capsici es el principal agente causal de la enfermedad, sin embargo, no
es totalmente concluyente, ya que se reporta la presencia de Fusarium spp. y
Rhizoctonia spp., los cuales pueden ser responsables de la marchitez del resto de las
plantas enfermas. También se encuentran los fitopatdégenos Verticillium sp., Pythium
sp. y Rhizopus sp., los cuales son potenciales agentes causales de la enfermedad
(Zapata et al., 2012). Por su parte, bajo las condiciones de la regién de Vega de
Metztitlan, Hidalgo, se reportan grandes pérdidas en el rendimiento del cultivo del chile
por la marchitez y muerte de plantas. Bajo las condiciones de esta region, se aislaron
de plantas con sintomas de la enfermedad a los fitopatégenos F. oxysporum, R. solani
y P. capsici, sin embargo, solamente P. capsici produjo los sintomas de la enfermedad.
Ellos reportan un control total de la enfermedad, al realizar aplicaciones recurrentes de
metalaxil, fosetil aluminio o propamocarb, ademas, un mejor efecto realizando
alternancia de metalaxil con fosetil aluminio o propamocarb (Lozano et al., 2015). El
oomyceto P. capsici causa pudricion de raiz y marchitez del chile jalapefio en la region
Centro Sur del estado de Chihuahua. En la década del afio 2000, al utilizar aun el riego
rodado en esta region, se estudio la dispersion, espacio—tiempo, de P. capsici en
cultivos de chile con riego rodado, se encontré que el patégeno es el primer foco de
infeccion, dispersandose hasta diez plantas (4.5 m) de manera continua en la direccién
del riego rodado y hasta cuatro plantas contiguas (2 m) a través del surco en direccion
del encharcamiento. El fitopatégeno se dispersa de plantas enfermas a plantas sanas
por zoosporangios que liberan zoosporas que se diseminan por el movimiento

superficial del agua, ya sea por el arrastre o por encharcamiento (Silva et al., 2009).

Marchitez del chile en Tamaulipas

Existe escasa informacion de la situacién actual de la enfermedad en las zonas

productoras de chile de Tamaulipas. Espinoza et al., (2018) realizaron muestreos



dirigidos a plantas de chile con sintomas de marchitez en los municipios de Altamira y
Gonzalez, Tamaulipas, donde aislaron e identificaron a los hongos F. oxysporum, F.
solani y R. solani, los cuales, fueron agentes causales de la enfermedad al provocar la
muerte de plantulas de chile. Ramirez et al., 2015 hacen reconocen que la marchitez
del chile esta asociada al omiceto P. capsici y el ahogamiento o secadera por el
complejo Pythium spp., F. oxysporum, R. solani y P. capsici. Las recomendaciones
para el manejo de la enfermedad son evitar los excesos de humedad, realizar siembras
y plantaciones en bordos elevados, aplicar en forma preventiva biofungicidas con
ingrediente activo Bacillus subtilis, ademds, el control quimico al realizar aplicaciones

de Propamocarb y Carbendazim al drench a la base de la planta.

Manejo de la marchitez del chile

La correcta preparacion del terreno ayuda en el control de la marchitez del chile, es
fundamental que el terreno esté libre de malezas y sin terrones que dificulten las
labores de cultivo y el control de la enfermedad. Generalmente se recomienda realizar
las labores de barbecho, rastreo, nivelacion y surcado con suficiente anticipacion. La
correcta preparacion del terreno facilitara la aireacion, contribuye en la incorporacion de
materia organica que favorece al incremento de microorganismos benéficos en la
rizosfera de las plantas de chile y disminuye el inoculo al exponer a los rayos del sol a
los hongos fitopatdgenos asociados a la marchitez del chile. Posteriormente, se realiza
el rastreo, con lo que se logra romper los terrones y dejar el suelo mullido; en el manejo
de la marchitez esta actividad ayuda en la correcta distribucion de fumigantes en el
suelo haciendo una actividad eficiente al bajar la cantidad de inoculo. La nivelacion del
terreno es para eliminar monticulos y depresiones del terreno, evitando con esta
actividad los encharcamientos del agua de lluvia o de riego rodado. Por dltimo, se
realiza el surcado en camas de 1.5 a 1.8 m y una altura de 0.6 m, que ayudara a
mantener a las plantas separadas del fondo del surco donde se incrementa el inoculo
de la enfermedad. Las labores culturales, antes mencionadas, son la primera
herramienta a considerar y es de alto valor para disminuir la incidencia y severidad de

la enfermedad (Gonzalez et al., 2009).



El control genético es una medida promisoria para el manejo de la marchitez del chile,
en este contexto, se ha documentado la resistencia del chile serrano criollo de Morelos
a P. capsici, ademas, se reporta la resistencia en las accesiones BG102 y BG107.
Todos estos materiales son nativos del estado de Morelos, las cuales se pueden utilizar
en los programas de mejoramiento genético, para incorporar resistencia a la marchitez
en los diferentes tipos de chile comerciales, principalmente contra P. capsici (Anaya et
al., 2011), sin embargo, no existe resistencia absoluta de esta enfermedad. Manure et
al., (1995), demostraron que la solarizacién del suelo con plastico transparente, solo o
combinado con el uso de fungicidas y la incorporacion de materia organica se tiene el
mayor control de la enfermedad. Sin embargo, el manejo de la enfermedad debe
incorporar el uso de fungicidas con actividad sistémica, variedades resistentes vy

practicas culturales.

Agentes microbianos para el biocontrol de la Marchitez del chile

Los microorganismos de la rizosfera tienen un efecto de biocontrol de la marchitez del
chile, donde, los agentes causales de la enfermedad son antagonizados por ellos. Es
un hecho que se ha expandido la marchitez del chile a nuevas plantaciones y zonas
productoras de chile en México, donde es dificil su control, haciendo factible realizar un
manejo integrado de la enfermedad. Para lo cual, se ha evaluado la capacidad
antagodnica de Bacillus thuringiensis sobre R. solani, P. capsici y F. oxysporum, los
principales agentes causales de la enfermedad, donde se encontr6 que 16 cepas B.
thuringiensis redujeron significativamente el crecimiento radial micelial de R. solani, 19
para P. capsici y ocho para F. oxysporum. Por otra parte, las mejores cepas
bacterianas evaluadas incrementan el porcentaje de germinacion de semillas de chile
(Mojica et al., 2009). Una cepa de Bacillus velezensis de la rizosfera de Sporobolus
airoides, un pasto del centro-norte de México, fue aislado y mostro biocontrol a los
aislados virulentos de los fitopatégenos P. capsici, F. solani, F. oxysporum y R. solani.
Ademas, la bacteria es un productor de &cido indolacético e indujo la expresion de
PR1, que es un gen relacionado con la resistencia sistémica inducida en plantulas de

chile (Martinez et al., 2017). De igual forma, Hernandez et al., (2014) demostraron que



tres cepas bacterianas rizosféricas del género Bacillus inhibieron significativamente la
actividad infectiva de los hongos fitopatégenos P. capsici, R. solani y F. oxysporum,
ademas, de estimular el crecimiento vegetativo, peso de raiz y frutos, y rendimiento
total de plantas de chile. Por su parte, los hongos Trichoderma viride, T. harzianumy T.
asperellum tienen una alta actividad antagonista contra esos fitopatdgenos obtenidos
de raices de plantas de chile con sintomas de la marchitez. Sus altos potenciales
inhibitorios los hacen factibles para evaluarlos en condiciones de invernadero y a
campo abierto, y su posterior uso en la agricultura comercial (Hoyos et al., 2019). Por
otro lado, los actinomicetos del género Streptomyces son considerados como
habitantes del suelo, que pueden ejercer diferentes actividades biologicas benéficas
para los cultivos, como fijar el nitrégeno atmosférico, haciéndolos promisorios para ser
incorporados en los bioformulados como agentes de biofertilizacion (Condori et al.,
2019). También producen metabolitos secundarios con actividad antagonistas a los
fitopatdgenos Alternaria sp., Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Colletotrichum sp. (Medina
et al., 2013).

Consorcios microbianos para el biocontrol de la Marchitez del chile

El Consorcio Microbiano se refiere a la asociacion natural de dos o mas poblaciones
microbianas de diferentes especies, que interactian en conjunto dentro de una
comunidad formando un sistema complejo, sus miembros mantienen la compatibilidad
metabdlica y ecoldgica, permitiendo que ellos coexistan cercanamente, aun cuando
existan transformaciones ambientales (Lopez et al., 2007). Los consorcios
microbianos, como organizaciones son vitales para el equilibrio del agroecosistema,
estas asociaciones microbioldgicas han demostrado ser sostenibles, estables y
eficientes (Carrefio y Restrepo, 2010). Los consorcios microbianos basados en cepas
promotoras del crecimiento se han estudiado, particularmente en condiciones
ambientales dificiles y para la restauracion de comunidades microbianas beneficiosas
en ambientes de suelo perturbados. Se ha demostrado el crecimiento de raices y
brotes al mejorar la adquisicion de macronutrientes, lo anterior, se asocia a la expresiéon

aumentada del gen AuxIAAS5 del tejido de la raiz (Bradacova et al., 2019). Hernandez et



al., (2016) identificaron cianobacterias filamentosas fijadoras de nitrégeno vy
proteobacterias que conforman un consorcio microbiano, destacando que existen
interaccion entre ellas y un intercambio de metabolitos entre todos los organismos
dentro de la comunidad, lo que les permite sobrevivir en diferentes ambientes. La
compatibilidad entre microorganismos fue estudiada por Ramos et al., (2010), ellos
demostraron que los ascomicetos Xylaria poitei y otro referido como ascomiceto
desconocido (AD) contra P. capsici, causante de la marchitez del chile, protege a las
plantulas de chile y ayuda en la sobrevivencia de plantulas. De igual forma, la
confrontacién triple de ambos ascomicetos incrementa la inhibicién a los 12 dias de
establecida la confrontacién contra P. capsici. Lo anterior, demuestra que existe
sinergismo al combinar los dos ascomicetos contra P. capsici al tener una actividad
antagonica superior, que cuando se hacen confrontaciones duales de cada ascomiceto
por separado frente al fitopatdbgeno. Espinoza et al., (2019) encontraron que la mezcla
de diferentes especies de Trichoderma y un fermento propagativo, a partir de
metabolitos de Trichoderma spp. y Bacillus spp., disminuyen la incidencia y severidad
de la marchitez del chile ocasionada por hongos F. oxysporum y R. solani, ademas,

incrementan el rendimiento en hibridos de chile serrano.

En este contexto, Srivastava et al., (2010) evaluaron la efectividad biolégica de los
microorganismos benéficos Pseudomonas sp., T. harzianum y Glomus intraradices (un
hongo micorricico arbuscular AMF), en la marchitez del tomate, la cual es provocada
por F. oxysporum f. sp. lycopersici. Los bioagentes utilizados redujeron
significativamente la incidencia de marchitez y al combinar Pseudomonas sp., T.
harzianum y G. intraradices, result6 ser mas efectivo que al aplicar cada

microorganismo por separado, ademas, aumentaron el rendimiento hasta en un 20%.

Micoparasitismo por Trichoderma

El hongo Trichoderma tiene actividad micoparasitica, para que este micoorganismo
empiece a parasitar a su huésped se expresan cambios morfolégicos, para dar paso al
enrollamiento y formacion de estructuras parecidas a apresorios, con forma de bulbo o

gancho, que se adhieren a la pared del huésped y penetran, y al crecer dentro del
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anfitrion este se encoge, colapsa y finalmente se desintegra (Chet et al., 1981). La
interaccidn micoparasitaria empieza con la deteccion del hongo presa, seguido de la
atraccion, adhesion, enrollamiento y lisis por enzimas hidroliticas, donde interfieren
metabolitos secundarios (Mukerjee et al., 2012). La proteina Epl-1 de T. harzianum
induce defensas locales y sistémicas en las plantas y desempefia un papel esencial en
el proceso de micoparasitismo, se demostro esta actividad al confrontarlo con hongos
los fitopatdgenos Sclerotinia sclerotiorum, R. solani y F. solani, donde Epl- 1 interactla
en el reconocimiento, regulacion de la expresion génica y modulacion del enrollamiento
de hifas relacionadas en el micoparasitismo, ademas de regular la induccién de genes
relacionados con la defensa de la planta (Gomes et al.,, 2015). Por otra parte,
Atanasova et al., (2013), demostraron que existen diferencias en las respuestas
transcripcionales en el proceso de micoparasitismo de R. solani ejercida por los
controladores bioldgicos T. atroviride, T. virens, estas respuestas transcriptomicas se
observaron aun antes del contacto fisico con el fitopatbgeno. Para T. atroviride se
expresaron genes implicados en la produccion de metabolitos secundarios, glucanasas
GH16, varias proteasas y pequefias proteinas ricas en cisteina. Por su parte, T. virens
expreso genes para la biosintesis de gliotoxinas, sus respectivos precursores y también
el glutation. Elamathi et al., (2018) encontraron que las enzimas que degradan la pared
celular producidas por T. harzianum tienen un gran potencial en el micoparasitismo y se
relacionan a genes que codifican para quitinasa (chit33), endocitinasa (endo42), -1, 3-
glucanasa (glu), exochitinasa 1 (excl) y exochitinasa 2 (exc2), estos genes se reportan
en una expresion a la alza durante y después del contacto; en el contacto se mostraron
a la alza los genes relacionados con proteasas como la proteinasa alcalina (prbl),
proteasa de tipo tripsina (Pral) y serina proteasa de tipo subtilina (ssp). En la
interaccion Trichoderma y F. solani se ha investigado genes que codifican enzimas de
degradacion de la pared celular que estan involucradas en el micoparasitismo. Se
informa que el gen gluc31, que codifica una B-1,3-glucanasa, en T. harzianum regulado
positivamente durante las Ultimas etapas de la interaccion entre Trichoderma y el
fitopatdogeno, lo que lleva a una funcion dindmica en la pared celular en el

micoparasitismo de Trichoderma spp. (Suriani et al., 2019).
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Metabolitos secundarios producidos por agentes microbianos

Los microorganismos producen metabolitos secundarios que juegan un papel
importante en las actividades antagonicas de fitopatdogenos, con un alto valor en el
biocontrol de enfermedades de las plantas y aumento en el rendimiento de los cultivos.
Los agentes microbianos, para ejercer antibiosis produce enzimas extracelulares y
metabolitos secundarios (Vinale et al., 2008). En particular, Trichoderma spp. produce
tres grandes compuestos que pueden tener actividad antagonista al inhibir e interferir
en el desarrollo de fitopatdgenos, los cuales son peptaiboles, policétidos y terpenos.
Los peptaiboles son compuestos de alto peso molecular que actian directamente en la
interaccion con otros microorganismos, por su parte, los policétidos y terpenos son
compuestos volatiles de bajo peso molecular que pueden actuar a ciertas distancias
inhibiendo a fitopatdégenos y mejorando el desarrollo de las plantas (Cardoza et al.,
2005). Entre los metabolitos secundarios que produce Trichoderma se han identificado
compuestos del tipo de las alquil-pironas (6-a-pentil-pirona), isonitrilos (isonitrina),
poliquétidos (harzianolida), peptabioles (trichodermina, atroviridina, alameticina,
suzucacilina y trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina), sesquiterpenos
(adcido heptelidico) y esteroides (viridina). Estos metabolitos secundarios también
pueden relacionarse con la expresion de genes relacionadas en la defensa de las
plantas a través de las vias de sefializacion de acido salicilico, jasmonato y etileno (Cai
et al., 2013; Martinez et al., 2013). Recientemente, Vinale et al., (2008) caracterizaron
un grupo de metabolitos secundarios (azapilona, butenolide, 6-pentil-a-pirona, 1-
hidroxi-3-metil-antraquinona, 1,8-dihidroxi-3-metil-antraquinona, koninginina, &cido
heptelidico, trichoviridina, &cido harzianico, gliotoxina, gliovirina, viridina, viridiol)

obtenidos de la interaccién entre R. solani y dos cepas comerciales de T. harzianum.

Entre los compuestos producidos por Bacillus sp., se incluyen la surfactina, fengicina,
iturina A, B, y C, micosubtilinas y bacilomicinas, y biosurfactantes activos de membrana
con potentes actividades antimicrobianas (Muaaz et al., 2007). Reportan que B. subtilis
produce Iturina A, un polipéptido ciclico que contiene 7 residuos de a-aminoacidos (L-
Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-LPro-D-Asn-L-Ser-) y un residuo de (3-aminoacido. Al extraer

este metabolito y someterlo a pruebas de antagonismo in vitro contra Fusarium sp. se
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inhibié 70 a 100 % del crecimiento, demostrando la gran capacidad de la Iturina A como

control bidlogo frente a fitopatdgenos (Ariza et al., 2012).

Por otra parte, se informa que existe competencia en la co-inoculacién de T. asperellum
y Bacillus amyloliquefaciens, este efecto influye en la tasa de crecimiento, expresion
diferencial de genes y metabolitos vitales durante la fermentacion. La interaccidon
competitiva entre T. asperellum y B. amyloliguefaciens regula negativamente la
expresion de genes y metabolitos vitales de Trichoderma y una disminucion en los
metabolitos de Bacillus. Con estos resultados, se demuestra que la expresion
metabdlica y genética de T. asperellum y B. amyloliquefaciens podria ser inducido por
el método de cocultivo, estos metabolitos, producidos en el cocultivo, mejoran el
crecimiento de las plantas de maiz y el potencial de defensa en condiciones normales y
de estrés bidtico (Wu et al., 2018).

Induccién de defensa de las plantas por agentes microbianos

Para defenderse de los fitopatbgenos, las plantas han desarrollado diferentes
mecanismos de defensa, el punto de partida es el reconocimiento del patdgeno donde
se expresan genes asociados a la defensa, conocida como resistencia sistémica
inducida, la cual puede estar mediada por microorganismos benéficos. La mayoria de
los mecanismos de defensa de las plantas son bioquimicos, donde existen
antioxidantes que les permiten actuar como agentes reductores, donadores de
hidrogeno y extintores de oxigeno (Samaniego et al., 2017). Dentro de las enzimas mas
importante en la resistencia sistémica inducida esté la fenilalanina amonio-liasa (FAL),
la cual es el punto de entrada en la ruta de biosintesis del fenilpropanoide que conduce
a la sintesis de fitoalexinas o fenoles, que tienen funciones de defensa en las plantas,
como el refuerzo de la pared celular (Nicholson and Hammerschmidt, 1992), la
actividad antimicrobiana y la sintesis de compuestos de sefializacion como el acido
salicilico (Wen et al., 2005). El aumento en el contenido fenélico (CF) tiene una relacion
positiva con el grado de resistencia de la planta contra los patégenos, lo anterior,
porgue los fenoles juegan un papel clave en el arsenal de defensa antimicrobiana de

las plantas (Abo et al.,, 2009). Las enzimas superoxido dismutasas (SD) y polifenol
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oxidasa (PO), trabajan junto con otras enzimas del ciclo ascorbato-glutation para
promover la eliminacion de radicales libres (Hernandez et al., 2001), las actividades de
las enzimas actuan de forma positiva contra enfermedades y plagas, estas son
desencadenadas por interacciones entre plantas y microbios (Dutta et al., 2008). Las
Quitinasas de diversas fuentes vegetales inhiben el crecimiento de hongos patégenos
en sinergia con las B-1,3-glucanasas, ademas, de la actividad antifungica directa,
también pueden estar involucrados en la induccion de la resistencia del huésped al
ayudar en la liberacion de los oligdmeros de las paredes celulares microbianas, que se
comportan como inductores activos de otras respuestas de defensa (Coété y Hahn,
1994). El agente de biocontrol Bacillus subtilis desempeiia un papel importante en la
reduccion de la severidad de la enfermedad del marchitamiento en las plantas de chile
causada por R. solani. La microscopia de fluorescencia combinada con diferentes
colorantes demostré que B. subtilis induce una gran cantidad de oxigeno activo, por
otro lado, la actividad enzimética por peroxidasa, catalasa, SD, PO y FAL mejora
significativamente con B. subtilis (Wu et al., 2019). Jain et al., (2012) evalu6 consorcios
de B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa y T. harzianum en plantas de chicharo
inoculadas con Sclerotinia sclerotiorum, demostrando un mayor nivel de fenoles en las
hojas con los consorcios. En general, se encontré que el CF era maximo en consorcios
de tres organismos, seguido de consorcios de especies duales y tratamiento con un
solo bioagente. De igual forma, se reporta alta actividad de FAL en las plantas tratadas
con el consorcio de los tres agentes de control biolégico en comparaciéon con otras
combinaciones microbianas y plantas de control no tratadas. Las enzimas SD y PO se
expresan en las plantas, después de la infeccion por patégenos, y es mayor el efecto al
ser tratadas con el consorcio de tres microbios seguidos por el consorcio de dos
microbios de B. subtilis y P. aeruginosa en comparacién con las plantas tratadas con
cada microorganismo por separado y control no tratado. Los consorcios microbianos
que comprenden los tres microbios seguidos del consorcio B. subtilis y T. harzianum

inducen una maxima expresion de Quitinasas y -1,3-glucanasas.
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ABSTRACT

Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani are causal agents of Serrano pepper wilt,
which causes losses to this crop of up to 80 % in Mexico. The inadequate use of
fungicides has generated problems of resistance, this are not observed with the

microbial agents, therefore it was evaluated in the biocontrol of the wilting of the pepper
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in experimental plots where F. oxysporum and R. solani were identified as causative
agents of the disease. Trichoderma spp., Bacillus spp., Microbial Propagative Ferment
Mixture, Thiabendazole and Control, were applied in plots from 800 m? with six chili
varieties. The treatments Trichoderma and the Propagative Ferment showed low
percentages of incidence and severity, high yield with Trichoderma in HS- 52 and
Coloso (15.67 and 13.89 ton/ha). The treatments Trichoderma and Propagative
Ferment promote the biocontrol of chili wilt caused by F. oxysporum and R. solani and

increasing the yield.

Keyords: Chili wilt, Trichoderma, Bacillus, propagative ferment

RESUMEN

Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani son agentes causales de la marchitez del
chile y provocan pérdidas hasta del 80 % en el cultivo en México. El uso inadecuado de
fungicidas quimicos ha generado problemas de resistencia, esto no se observa con
agentes microbianos, por lo que se evaluaron en el biocontrol de la marchitez del chile
en parcelas experimentales donde se identific6 a F. oxysporum y R. solani como
agentes causales de la enfermedad. Trichoderma spp., Bacillus spp., Mezcla de
Fermento Propagativo Microbiano, Tiabendazol y Testigo, fueron aplicados en una
parcela de 800 m? con seis variedades de chile. Los tratamientos Trichoderma y
Fermento Propagativo mostraron bajos porcentajes de incidencia y severidad, altos
rendimiento con Trichoderma en HS- 52 and Coloso (15.67 y 13.89 ton/ha). Los

tratamientos Trichoderma y Fermento Propagativo promueven el biocontrol de la
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marchitez del chile provocada por F. oxysporum y R. solani e incrementar el

rendimiento.

Palabras clave adicionales: Marchitez del chile, Trichoderma, Bacillus, fermento

propagativo

INTRODUCCION

La marchitez del chile es una de las principales limitantes biolégicas en la produccién
de este cultivo y es provocada por Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani y Fusarium
oxysporum (Albaiiil et al., 2015). Existen reportes de marchitez del chile donde se
asocia con frecuencia a F. oxysporum, el cual aprovecha el dafio mecanico y aberturas
naturales de la planta para infectar, sin embargo, se considera a P. capsici como el
patdgeno de mayor importancia por su capacidad de penetrar la epidermis de las raices
e invadir los haces vasculares (Zapata et al.,, 2012). Esta enfermedad se reporta en
todo México, estimando pérdidas hasta del 80% por pudriciones de raiz al invadir el
sistema vascular de las plantas (Gonzalez et al., 2009). El control quimico es el método
més utilizado para controlar la enfermedad, es comun reducir el inoculo al hacer
desinfeccion del suelo con Metam Sodio, también se realizan aplicaciones de
fungicidas con los ingredientes activos 2Tiocianometil (TCMTB), Metalaxyl,
Azoxystrobin y Propanocar para controlar P. capsici (Pérez et al., 2003), R. solani y
Fusarium spp., son controlados con Tebuconazole, Carbendazim, Tiabendazol y
Tiofanato de Metilo (Yossen y Conles, 2014). La alta variabilidad genética que existe en

el complejo de hongos asociados a la enfermedad y el uso inadecuado de los

16



fungicidas ha provocado problemas de resistencia; en este contexto el control biol6gico
a través de agentes microbianos no reporta resistencia de los fitopatégenos lo que los
hace una alternativa factible para el manejo de la enfermedad (Bardin et al., 2015).
Diferentes especies de Trichoderma y Bacillus se reportan para el manejo de los
géneros Phytophthora, Sclerotium, Fusarium, Rhizoctonia, Alternaria, entre otros, estos
antagonistas promueven la produccion de biomasa y el rendimiento de los cultivos
(Astorga et al., 2014; Mamani et al., 2016; Arenas et al., 2017); asi como también
activan la respuesta de defensa de las plantas, donde se involucran al etileno,
jasmonato y acido salicilico (Manganiello et al., 2018), colonizan la rizosfera y producen
metabolitos secundarios que generan antagonismo (Fan et al., 2017; Saravanakumar et
al., 2017) y parasitismo al colonizar y penetrar al fitopatégeno (Druzhinina et al., 2018).
La eficiencia de los microorganismos para el manejo de enfermedades se ha
demostrado al obtener un mayor efecto con formulados de B. subtilis y T. asperellum
comparado con productos quimicos de ingredientes activos como Propanocarb, Fosetil
de Aluminio y Etridiazol (Villanueva, 2018). Se plante6 evaluar la efectividad de agentes
microbianos como biocontrol de la marchitez del cultivo de chile y efecto en el

rendimiento de diferentes variedades de chile serrano.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del experimento
El trabajo de investigacion se establecio en el afio 2017 en el campo experimental el

Bajio, donde existen antecedentes de la presencia de marchitez del chile, también se
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trabajo en el laboratorio de fitopatologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio

Narro (UAAAN) de Saltillo, Coahuila, México.

Establecimiento experimental

Se evaluaron los materiales de chile serrano HS- 52, Coloso, HS- 44, Centauro,
Paraiso y Tampiquefio 74, proporcionados por el Campo Experimental “Las Huastecas”
INIFAP de Villa Cuauhtémoc, Tamaulipas, México. La planta se desarrollé en charolas
de poliestireno de 200 cavidades, las que fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio
al 3 %, empacada con una mezcla de peatmoss-perlita en proporcion de 2-1 y
mantenidas en condiciones de invernadero por 40 dias. La siembra en campo se
realizé con plantulas de 10 cm de altura, trasplantadas en camas a 1.5 m a doble
hilera. Los agentes microbianos de control fueron proporcionados por el Departamento
de Parasitologia de la UAAAN, como producto de investigacion; Trichoderma
asperellum, T. harzianum y T. yunnanense (Osorio et al., 2011; Jimenez et al., 2018),
Bacillus amyloliquefaciens, B. liqgueniformis y B. subtilis (Hernandez et al., 2014) y un
Mezcla de Fermento Propagativo Microbiano (MFPM) a base de Trichoderma spp. -
Bacillus spp. La mezcla de tres especies de Trichoderma (1x108) (Tratamiento 1),
MFPM (Tratamiento 2), mezcla de tres especies de Bacillus (1x108) (Tratamiento 3),
Tiabendazol (60 %) (Tratamiento 4) y un Testigo absoluto (Tratamiento 5), a una dosis
de 1 I/ha para los tratamientos 1, 2 y 3, mientras para Tiabendazol fueron 0.5 kg/ha. La
aplicacion se realiz6 al drench con una aspersora manual a los 7, 28 y 49 dias después
del trasplante (ddt). Posteriormente a los 85, 105, 125 y 145 ddt se determiné el

rendimiento por bloque (4.5 m?) y se transform6 a ton/ha, a partir de muestras de 10
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frutos se determind el peso del fruto (g) y tamafio (mm). En el primero y ultimo corte se
evalué la incidencia transformada a porcentaje, la severidad se evalu6 a través de la
escala visual que muestra la Figura 1, donde 0= Sin sintomas visibles; 1= Inicial.
Clorosis ligera, presencia de flores y frutos; 2= Intermedio. Marchitez parcial, clorosis
severa, maduracion prematura de frutos y 3= Avanzado. Marchitez total sin
recuperacion, las hojas y frutos se quedan pegados al tallo. Los datos de las escalas
obtenidos en las evaluaciones del grado de severidad de la enfermedad, se
transformaron mediante el uso de la siguiente formula citada por Carrién (2016):

_ (Z(a * b)

= (n*k))*wo

Dénde: S = Severidad; ~ (a * b) = Sumatoria del grado de afectacion (0, 1, 2, 3); n =

Numero de plantas evaluadas; k = Grado mayor de la escala (3)

0. Sin sintomas 1. Inicial 2. Intermedio 3. Avanzado

Figura 1. Fotografias utilizadas para determinar la severidad de la marchitez del

chile

Aislamiento de hongos fitopatdbgenos

Se colectaron plantas con sintomas aparentes de la enfermedad y se trasladaron al

laboratorio, donde se lavaron sus raices con agua corriente y se hicieron cortes
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transversales en la base del tallo. Posteriormente se desinfectaron superficialmente con
una solucién de hipoclorito de sodio al 1 %, donde fueron sumergidas las secciones de
tallo por tres minutos y enjuagadas en tres pasos de agua estéril. Los tejidos fueron
secados en papel estéril y depositados en cajas Petri con el medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA), se incubo siete dias para el desarrollo de los hongos y fueron
aisladas las colonias con caracteristicas diferentes. La purificacion se realiz6 a las 24
horas por la técnica de punta de hifa, se incubaron por 15 dias para realizar
observaciones del crecimiento en PDA y al microscopio las caracteristicas del micelio,
estructuras de reproduccién y de resistencia, fueron utilizadas claves taxonémicas de

Sneh et al., 1991, Barnett y Hunter (1998) y Leslie y Summerell (2006).

Prueba de patogenicidad

Se realiz6 mediante la técnica propuesta por Sanchez et al. (1975), con ligeras
modificaciones, utilizando semillas de chile serrano de la variedad tampiqueiio 74. Las
semillas se desinfectaron por tres minutos en una soluciéon de hipoclorito de sodio al
1%, se enjuagaron en tres pasos de agua estéril, para luego secarlas en papel estraza
estéril y transferirlas a cajas Petri conteniendo agar agua (AA) al 2% e incubadas a
28°C con ciclos de luz de 12 h. Se revisaron cada 24 h por tres dias para seleccionar
semillas libres del crecimiento de fitopatdgenos, para después transferirlas en grupos
de tres semillas germinadas a cajas Petri con el mismo medio donde se inocularon
cerca del sistema radicular con un fragmento de los hongos de 0.5 cm de diametro
aproximadamente. Se incubaron a 28°C, durante 7 dias y se evalu6 la mortalidad de las

plantulas.
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Analisis estadistico

Se realizé mediante un disefio completamente al azar con tres repeticiones, a través de
un analisis de varianza (ANVA) y una prueba de comparacion de medias segun Fisher's
soportada por LSD test (p<0,05), utilizando el programa estadistico R (R Development

Core Team, 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se recuperaron dos hongos fitopatdgenos asociados a la marchitez del cultivo de chile
de la parcela experimental establecida en Saltillo, Coahuila, a Fusarium oxysporum y
Rhizoctonia solani. El crecimiento de F. oxysporum en PDA mostrd color blanco y
microscépicamente se observaron microconidias unicelulares y bicelulares, de forma
ovoide a elipsoide sobre fialides cortas agrupadas en falas cabezas y macroconidias de
tres septos con las células apicales ligeramente curvadas. R. solani en PDA present6
crecimiento de micelio color marron claro, bajo el microscopio las hifas tendian a
ramificarse en angulo recto con una ligera constriccion cerca al punto de la formacién
del angulo producido. Los hongos recuperados fueron confirmados como agentes
causales por medio de las pruebas de patogenicidad, donde se observG menor
cantidad de pelos absorbentes y necrosis en la raiz. R. solani fue mas agresiva
observandose muerte de las plantulas a 8 dias y F. oxysporum hasta los 12 dias. En la
sintomatologia de la enfermedad se observdé amarillamiento, aborto de flores,

marchitez, necrosis en el sistema radicular y madurez prematura de frutos, los cuales
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guedaron adheridos a la planta (Figura 2). Al igual que en la presente investigacion,
Albaiiil et al., (2015) reportaron a F. oxysporum y R. solani como agentes causales de
la marchitez del chile en el Bajio y suroeste de Guanajuato. La sintomatologia en la
escala de severidad concuerda con el reporte en los estados de Aguascalientes y
Zacatecas, donde se encontraron estos fitopatdgenos en el mayor porcentaje de los
aislamientos provocando marchitez, defoliacion, cambios en color del follaje, pudricion

terminal de la raiz, entre otros sintomas (Velasquez et al., 2001).

Figura 2. Sintomatologia de marchitez en condiciones de campo, a) Planta sana
b) Amarillamiento en el estrato foliar de la planta c) Amarillamiento, aborto de flores y
maduracion prematura de frutos d) Frutos maduros y adheridos a plantas muertas por

sequia
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En el Tabla 1 se muestra la incidencia de la enfermedad, donde se observo diferencias
estadisticas (p<0,05) en los materiales HS-52 y Coloso. El tratamiento Trichoderma con
la variedad HS- 52 tiene una incidencia de la enfermedad del 10.67 % que represent6
una disminucion con respecto al testigo del 21.16 %. La variedad Coloso mostré bajos
porcentajes de incidencia con tiabendazol donde existio un 6.83 %, lo anterior muestra
excelente respuesta de la variedad a la aplicacion del producto quimico. Las
variedades HS- 44, centauro, tampiquefio 74 y paraiso no presentaron diferencias

estadisticas significativas, ubicandolas en un mismo grupo estadistico.

Tabla 1. Incidencia de la enfermedad (%) en chile serrano con respecto a cada

tratamiento

Variedades de chile serrano

Tratamientos HS-52 Coloso HS-44 Centauro Tampiquefio 74 Paraiso
Trichoderma 10.67 2 18.17% 16.842 19.172 12.502 10.002
MFPM 26.67%> 15.50%> 10.502 15.332 19.832 10.672
Bacillus 29.17%> 29.67° 20.072 20.52 21.832 19.502
Tiabendazol 21.00% 6.832 19.512 24.172 10.332 16.172
Testigo 31.83> 21.33% 21512 23.332 24.672 22.332

Valores medios en la misma columna con diferente letra minuscula diferencia
estadistica significativa (p<0,05) segun Fisher's soportada por la prueba LSD; NS, no

significativo, valores de medias en la misma columna con letras iguales

En la Figura 3 se mostraron diferencias estadisticas significativas (p<0,05) en
porcentajes de incidencia de la enfermedad entre tratamientos en los seis materiales

evaluados, donde Trichoderma y MFPM presentaron bajos porcentajes de incidencia
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(14.39 y 16.39 %), siendo Testigo y Bacillus los que presentaron altos niveles de la

presencia de sintomas (24.08 y 23.36 %).

30
25

20

15

10

INCIDENCIA DE SECADERA DEL CHILE (%)

Trichoderma MFPM Bacillus Tiabendazol Testigo

Figura 3. Incidencia de la enfermedad en los tratamientos con respecto a todas las

variedades de chile serrano

La severidad de la enfermedad transformada a porcentaje (Tabla 2) mostré diferencias
estadisticas (p<0,05), donde el tratamiento MFPM con el material HS-52 expreso los
mejores resultados con el 8.33 %, en esta misma variedad el tratamiento Trichoderma
presentdé porcentaje bajo de incidencia y severidad de 11.30 %. En la variedad
Tampiquefio 74 la aplicacién de tiabendazol tuvo el 6.54 % de severidad, seguido de
Trichoderma con el 7.83 % y Testigo con el 17.96 %, observandose respuesta del
material a la aplicacion de los tratamientos antes mencionados. Por su parte, Paraiso
con aplicacion de la mezcla de MFPM y Trichoderma presentd bajos niveles de
severidad (6.46 y 6.93 %,) representativos e inferiores al testigo, lo cual permitié una

mejor cosecha. Al hacer pruebas con diferentes especies de Bacillus en el cultivo de
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chile Guillén et al., (2006) consignaron que la aplicacion de estos microorganismos
aumento la biomasa de las plantas y el rendimiento, esto posiblemente esté
relacionado con el tipo de suelo arcillo-limoso donde se obtuvieron buenos resultados,
tal efecto no se encontr6 en esta investigacién donde el control de la enfermedad y
rendimientos fueron bajos. La eficiencia biofungicida de Trichoderma spp. se atribuye al
antagonismo (Reyes et al., 2012) y micoparasitismo a hongos fitopatdogenos, apreciable
en esta investigacion donde se redujo la incidencia y severidad de la marchitez del

cultivo de chile (Atanasova et al., 2013).

Tabla 2. Severidad de la enfermedad (%) en chile serrano con respecto a los

tratamientos

Variedades de chile serrano

Tratamientos HS-52 Coloso HS-44 Centauro Tampiquefio 74 Paraiso
Trichoderma 11.30% 18.432 10.802 6.832 7.83% 6.932
MFPM 8.332 16.282 24.452 12.762 14.35% 6.462
Bacillus 14.40%* 19.16% 15.092 11.542 17.60° 16.2230
Tiabendazol 20.04°> 14.072 17.972 15.742 6.562 18.24b
Testigo 19.45%0 24352 24.072 13.652 17.96° 18.43P

Valores medios en la misma columna con diferente letra minUscula diferencia
estadistica significativa (p<0,05) segun Fisher's soportada por la prueba LSD; NS, no

significativo, valores de medias en la misma columna con letras iguales

En el Tabla 3 se observa que el tamano de fruto fue estadisticamente superior (p<0.05)
en la variedad Centauro con los tratamientos MFPM (73.44 mm), Bacillus (67.94 mm) y

Trichoderma (66.44 mm), observandose incremento del 28, 23 y 21%, con respecto al
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Testigo. En la variedad Tampiquefio 74 los tratamientos Bacillus, MFPM y Trichoderma
presentaron tamafos de 78.74, 74.73 y 73.63 mm, respectivamente. Para la variable
peso de fruto, se encontré que el material HS-44 fue estadisticamente diferente, con
mejor respuesta en Bacillus (10.83 g), MFPM (10.50 g) y Trichoderma (10.00 g) con
respecto al testigo. En el rendimiento del cultivo (Cuadro 3) se observo diferencia
estadistica (p<0,05) en las variedades HS-52, Paraiso y Centauro, en este contexto se
observo que el tratamiento Trichoderma presentd un mejor comportamiento con 15.67 y
13.22 ton/ha en la variedad HS-52 y Centauro. La aplicacion de Trichoderma
incrementa la produccién del 62% y 61% en las variedades antes mencionadas, con
respecto al Testigo. La aplicacion del MFPM reporta altos rendimientos en la variedad
Centauro (11.52 ton/ha), Paraiso (10.59 ton/ha) y HS- 52 (10.37 ton/ha), el Testigo fue
el de menor rendimiento. Se observo que la aplicacion del MFPM increment6 en 76% el
rendimiento con respecto al Testigo, con diferencia estadisticamente significativa
(p=<0,05) respecto de los tratamientos Tiabendazol y Testigo (Cuadro 3). Se observo
gue Trichoderma aumenté el rendimiento, esto lo han evidenciado diferentes especies
de Trichoderma en plantas de chile habanero (Capsicum chinense) (Candelero et al.,
2015), lechuga (Lactuca sativa), rdbano (Raphanus sativus) (Ortufio et al., 2013) y
arveja (Pisum sativum) (Camargo y Avila 2014). En el mismo contexto, Cubillos et al.,
(2009) hicieron pruebas con Trichoderma harzianum en el cultivo de maracuya
(Passiflora edulis) donde pudieron determinar que es un antagonista a F. oxysporum y

F. solani, ademas de estimular la germinacion, aumento de biomasa y longitud de raiz.
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Tabla 3. Longitud (mm), peso de fruto (g) y rendimiento (ton/ha) con los diferentes

tratamientos evaluados del cultivo de chile serrano

Variedades de chile serrano

Tratamientos HS-52 Coloso

Tamafio Peso Rendimiento | Tamafio Peso Rendimiento
Trichoderma 72.372 12.832 15.672 74.3020  14.33% 13.892
MFPM 78.782 14.672 10.37% 74.49*  14.17°?2 10.042
Bacillus 76.182 14.17# 7.26° 75.95%  14.17?2 8.752
Tiabendazol 73.892 12.332 10.02% 74.13? 13.172 9.022
Testigo 78.802 13.672 5.98° 72.56* 12.67? 8.062

Centauro HS-44
Trichoderma  66.443  10.672 13.222 64.73%2  10.00% 7.552
MFPM 73.442 10.672 11.523 67.44%  10.50% 13.042
Bacillus 67.942 9.832 8.18% 64.292 10.832 10.3072
Tiabendazol 59.25P¢ 7.502 8.69% 61.362 9.00% 10.622
Testigo 52.58°¢ 8.332 5.15P 64.762 8.50P 6.942
Paraiso Tampiquefio 74

Tamafio Peso Ton/h Tamafio Peso Ton/h
Trichoderma 66.13?2 10.17#2 8.48° 73.63%°¢  11.002 12.262
MFPM 63.942 10.502 10.592 74733  11.672 13.302
Bacillus 66.182 11.002 5.41° 78.742 10.502 8.742
Tiabendazol 61.182 8.172 7.44° 68.10° 10.332 9.772
Testigo 61.022 8.502 2.59P 71.19°  11.00% 6.262

Valores medios en

la misma columna con diferente

letra minuUscula diferencia

estadistica significativa (p<0,05) segun Fisher's soportada por la prueba LSD; NS, no

significativo, valores de medias en la misma columna con letras iguales

La interaccion positiva entre Trichoderma y la planta hospedera se atribuye a una

compleja actividad quimica de metabolitos secundarios volatiles y difusibles, liberacion

de fitohormonas y antibiéticos en la rizosfera, los cuales promueven el desarrollo de la
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raiz y una mayor absorcion de nutrientes, que ayudan a controlar los fitopatégenos y
aumentar el rendimiento (LOpez et al., 2015), lo que explica el efecto que produjo en
esta investigacion. Los Extractos microbianos como biofertilizantes tienen la capacidad
de generar hormonas que estimulan el desarrollo e incrementan el rendimiento
(Martinez et al., 2017), lo cual se pudo constatar con la aplicacion del MFPM del
crecimiento de Trichoderma spp. y Bacillus spp. que mostraron efecto en el control de
la enfermedad y en el desarrollo del cultivo en igual o mejor porcentaje que al emplear

los microorganismos.

CONCLUSIONES

La aplicacion de Trichoderma y el MFPM son excelentes alternativas para el control de
la marchitez del chile provocada por Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, ademas
de aumentar el rendimiento de los diferentes materiales de chile serrano bajo las

condiciones del campo experimental El Bajio de la UAAAN en Saltillo, Coahuila.

AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (Conacyt) por el apoyo econémico por
medio de una beca estudiantil, al M. C. Moisés Ramirez Meraz al proporcionar semillas
de chile serrano utilizadas en este experimento y al M. C. Fidel Maximiano Pefia

Ramos por el apoyo en el andlisis estadistico.

28



LITERATURA CITADA

Albaiil, J. J.; Mariscal, A. L.; Martinez, M. T.; Anaya, L. J.; Cisneros, L. H. y Pérez, R.
H. 2015. Estudio regional de fitopatdgenos asociados a la secadera del chile en
Guanajuato, México. Rev. Mex. Cienc. Agric. 6 (SPE11):2191-2197.

Arenas, O. R.; Amaro, J. L.; Huato, M. A_; de Ita, M. V.; Rivera, A. y Lara, M. H. 2017.
Biopreparados de Trichoderma spp. para el control bioldgico de Phytophthora
capsici en el cultivo de tomate de Puebla, México. ITEA, informacién técnica
econdmica agraria. Rev. de la Asociacion Interprofesional para el Desarrollo
Agrario (AIDA). 113(4):313-324.

Astorga, Q. K.; Meneses, M. K.; Zufiga, V. C.; Brenes, M. J. A. y Rivera, M. W. 2014.
Evaluacion del antagonismo de Trichoderma sp. y Bacillus subtilis contra tres
patdgenos del ajo. Rev. Tecnol. en Marcha. 27(2):82-91.

Atanasova, L.; Le, C. S.; Gruber, S.; Coulpier, F.; Seidl, V.; Kubicek, C. P. and
Druzhinina, 1. S. 2013. Comparative transcriptomics reveals different strategies of
Trichoderma mycoparasitism. BMC genomics. 14(121):1-15.

Bardin, M.; Ajouz, S.; Comby, M.; Lopez, F. M.; Graillot, B.; Siegwart, M. and Nicot, P.
C. 2015. Is the efficacy of biological control against plant diseases likely to be
more durable than that of chemical pesticides? Frontiers Plant Sci. 6(566):1-14

Barnett, H. L. and Hunter, B. B. 1998. lllustrated genera of imperfect fungi. APS Press,
Minnesota. 218 p.

Camargo, C. D. F. y Avila, E. R. 2014. Efectos del Trichoderma sp. sobre el crecimiento

y desarrollo de la arveja (Pisum sativum L.). Ciencia y Agricultura. 11(1):91-100.

29



Candelero, D. J.; Cristébal, A. J.; Reyes, R. A.; Tun, S. J.; Gamboa, A. M. y Ruiz, S. E.
2015. Trichoderma spp. promotoras del crecimiento en plantulas de Capsicum
chinense Jacq. y antagonicas contra Meloidogyne incognita. Phyton-Inter. J.
Exp. Bot. 84(1):113-119.

Carrion, A. R.; Criollo, R. G.; Rojas, F. M.; Rodriguez, A. S. y Torres, G. R. 2016.
Estudio de la patogenicidad de aislados de Fusarium spp., asociados a la
marchitez vascular del babaco en loja-Ecuador. Centro de Biotecnologia.
3(1):63-74. http://revistas.unl.edu.ec/index.php/biotecnologia/article/view/86/84.

Cubillos, H. J.; Valero, N. y Mejia, L. 2009. Trichoderma harzianum como promotor del
crecimiento vegetal del maracuya (Passiflora edulis var. flavicarpa Degener).
Agron. Colomb. 27(1):81-86.

Druzhinina, I. S.; Chenthamara, K.; Zhang, J.; Atanasova, L.; Yang, D.; Miao, Y. and
Salim, K. A. 2018. Massive lateral transfer of genes encoding plant cell wall-
degrading enzymes to the mycoparasitic fungus Trichoderma from its plant-
associated hosts. PLoS Genetics. 14(4):1-33. doi:10.1371/journal.pgen.1007322.

Fan, H.; Zhang, Z.; Li, Y.; Zhang, X.; Duan, Y. and Wang, Q. 2017. Biocontrol of
bacterial fruit blotch by Bacillus subtilis 9407 via surfactin-mediated antibacterial
activity and  colonization. Frontiers in Microbiol.  8(1973):1-15.
doi:10.3389/fmicb.2017.01973.

Gonzalez, M. M.; Villordo, P. E.; Pons, H. J.; Delgadillo, S. F.; Paredes, M. R.; Godoy,
H. H.; Anaya, L. J.; Gamez, V. F.; Medina, C. T.; Rodriguez, G. R. y Ruiz, C. E.
2009. Guia para el manejo de la marchitez del chile en Guanajuato. Primera

Edicion. Prometeo Editores, SA de CV CEPROCH- Guanajuato. México, DF. 8 p.

30



Guillén, C. R.; Hernandez, C. F. D.; Gallegos, M. G.; Rodriguez, H. R.; Aguilar, G. C.
N.; Padron, C. E. y Reyes, V. M. H. 2006. Bacillus spp. como biocontrol en un
suelo infestado con Fusarium spp., Rhizoctonia solani Kihn y Phytophthora
capsici Leonian y su efecto en el desarrollo y rendimiento del cultivo de chile
(Capsicum annuum L.). Rev. Mex. Fitopatol. 24(2):105-114.
https://www.redalyc.org/html/612/61224204/.

Hernandez, C. F. D.; Lira, S. R. H.; Gallegos, M. G.; Hernandez, S. M. y Solis, G. S.
2014. Biocontrol de la marchitez del chile con tres especies de Bacillus y su
efecto en el crecimiento y rendimiento. Phyton (B. Aires). 83(1):49-55.

Jiménez, M. D.; Hernandez, F. D.; Alcala, E. I. L.; Morales, G. G.; Valdés, R. A. and
Reyes, F. C. 2018. Biological effectiveness of Bacillus spp. and Trichoderma
spp. on apple scab (Venturia inaequalis) in vitro and under field conditions. Eur.
J. Physical Agric. Sci. 6(2):7-17.

Leslie, J. F. and Summerell, B. A. 2006. The Fusarium burkinafaso. Laboratory manual.
First edition. Blackwell Publishing, State Avenue, Ames, lowa. 212-218 pp.
Lopez, B. J.; Pelagio, F. R. y Herrera, E. A. 2015. Trichoderma como bioestimulante:
explotando las propiedades multinivel de un hongo beneficioso para la planta.

Sci. Hort. 196(10):109-123. doi:196 109-123. 10.1016 / j.scienta.2015.08.043.

Mamani, R. P.; Limachi, V. J. y Ortufio, C. N. 2016. Uso de microorganismos nativos
como promotores de crecimiento y supresores de patdgenos en el cultivo de la
papa en Bolivia. Revista Latinoamericana de la Papa. 17(1):74-96.

Manganiello, G.; Sacco, A.; Ercolano, M. R.; Vinale, F.; Lanzuise, S.; Pascale, A. and

Woo, S. L. 2018. Modulation of tomato response to Rhizoctonia solani by

31


https://www.redalyc.org/html/612/61224204/

Trichoderma harzianum and its secondary metabolite harzianic acid. Frontiers in
microbiology. 9(1966):1-19. doi:10.3389/fmicb.2018.01966.

Martinez, M.; Silvestre, A.; Figueroa, R.; Pifia, J.; Castro, C.; Acevedo, L. y Aguilar, D.
2017. Evaluacion de biofertilizantes y enraizador hormonal en jatropha (Jatropha
curcas L.). Rev. Mex. Cienc. Agric. 8(2):463-4609.

Ortufio, N.; Miranda, C. y Claros, M. 2013. Seleccion de cepas de Trichoderma spp.
generadoras de metabolitos secundarios de interés para su uso como promotor
de crecimiento en plantas cultivadas. J. Selva Andina Biosph. 1(1):16-32.

Osorio, H. E.; Hernandez, C. F. D.; Gallegos, M. G.; Rodriguez, H. R. and Castillo, R. F.
2011. In-vitro behavior of Trichoderma spp. against Phytophthora capsici
Leonian. Afr. J. Agric. Res. 6(19):4594-4600.

Pérez, M. L.; Duran, O. L. J.; Ramirez, M. R.; Sanchez, P. J. R. y Olalde, P. V. 2003.
Compatibilidad fisiologica y sensibilidad a fungicidas de aislamientos de
Phytophthora capsici Leo. Rev. Mex. Fitopatol. 21(1):19:25.

R Development Core Team. 2007. R: A Language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.

Reyes, R. A.; Alejo, J. C.; Ruiz, S. E. y Tun, S. J. M. 2012. Inhibicién del crecimiento in
vitro de Fusarium sp. aislado de chile habanero (Capsicum chinensis) con
hongos antagonistas. Fitosanidad, 16(3):161-165.

Sanchez, L. E.; Endo, R. M. and Leary, J. V. 1975. A rapid technique for identifying the
clones of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici causing crown and root rot of

tomato. Phytopathology. 65(6):726-727.

32



Saravanakumar, K.; Li, Y.; Yu, C.; Wang, Q. Q.; Wang, M.; Sun, J. and Chen, J. 2017.
Effect of Trichoderma harzianum on maize rhizosphere microbiome and
biocontrol of Fusarium  Stalk rot. Scientific  Reports. 7(1):1-13.
doi:10.1038/s41598-017-01680-w.

Sneh, B.; Burpee, L. and Ogoshi, A. (1991). Identification of Rhizoctonia species. Am
Phytopathol Soc Press, St. Paul, MN, USA. 133 pp.

Veladsquez, V. R.; Medina, A. M. M. and Luna, R. J. D. J. 2001. Sintomatologia y
géneros de patégenos asociados con las pudriciones de la raiz del chile
(Capsicum annuum L.) en el Norte-Centro de México. Rev. Mex. Fitopat.
19(2):175-181. http://www.redalyc.org/pdf/612/61219207.pdf.

Villanueva, D. M. L. 2018. Eficacia de biofungicidas frente a la caida de plantula de
pepino, inducida por Pythium aphanidermatum. Rev. Invest. Agrop. Sustentable.
2(1):72-78.

Yossen, V. E. and Conles, M. Y. 2014. Eficacia de fungicidas in vitro para el control de
Fusarium oxysporum y F. proliferatum, agentes causales de marchitamiento en
el cultivo de orégano en la Argentina. Revista industrial y agricola de Tucuman.
91(1):19-25.

Zapata, V. A.; Sanchez, S. M.; del Rio, R. A.; Silos, E. H.; Perales, S. C.; Flores, B. S. y
Valera, M. L. L. 2012. Phytophthora capsici Epidemic Dispersion on Commercial
Pepper Fields in Aguascalientes, Mexico. The Sci. World J. 2012(ID 341764):1-5.

doi:10.1100/2012/341764.

33


http://www.redalyc.org/pdf/612/61219207.pdf.

COMPATIBILIDAD DE ESPECIES DE Trichoderma PARA BIOCONTROL DE
MARCHITEZ Y AUMENTO DE LA PRODUCCION DEL CHILE (Capsicum annuum L.)

Trichoderma SPECIES COMPATIBILITY FOR WILT BIOCONTROL AND INCREASE
OF PRODUCTION FROM CHILE (Capsicum annuum L.)

Manuscrito para articulo cientifico # 3098, enviado en la Revista Tropical and

Subtropical Agroecosystems

César Alejandro Espinoza-Ahumada?, Gabriel Gallegos-Morales'*, Yisa Maria Ochoa-Fuentes?,

Francisco Daniel Hernandez-Castillo?, Reinaldo Méndez-Aguilar?, Rall Rodriguez-Guerra®

lUniversidad Auténoma Agraria Antonio Narro. Calzada Antonio Narro 1923, Buenavista, Saltillo,
Coahuila, México. CP. 25315. (espinozaiap@hotmail.com; ggalmor@uaaan.edu.mx
yisaBa@yahoo.com.mx; fdanielhc@hotmail.com). 2INIFAP. Carretera Tampico Mante km 55, Esperanza,
Estacion Cuauhtémoc, Tamaulipas, México. CP. 89610. (mendez.reinaldo@inifap.gob.mx) SINIFAP.
Carretera Montemorelos-China s/n, Cerca de la Hacienda las Anacuas, Cd. General Teran, Nuevo Leodn,

México. CP. 67400. (raulrdzg@yahoo.com.mx)

Autor para correspondencia: ggalmor@uaaan.edu.mx

RESUMEN

La marchitez del chile en México es una de las principales enfermedades de este
cultivo, el manejo de la enfermedad se basa en el control quimico, teniendo un efecto
negativo en el medio ambiente y generandose resistencia en las moléculas activas de
estos fungicidas. Una alternativa es utilizar Trichoderma en los agroecosistemas, ya
gue este hongo tiene un efecto benéfico y biofungicida en las plantas cultivadas. Se
planteé determinar la compatibilidad de cuatro especies de Trichoderma y su efecto en
el rendimiento y biocontrol de la marchitez en el cultivo del chile. Se realizaron pruebas
de compatibilidad de Trichoderma asperellum (TA), T. harzianum (THZ), T. lignorum
(TL) y T. yunnanense (TY) en laboratorio y en condiciones de campo donde se
evaluaron los microorganismos solos y en combinacién. Se encontré que las cepas TA-

TL, TA-THZ y TA-TL-THZ fueron compatibles y expresaron aumento en el rendimiento
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por planta hasta del 86 %, numero de frutos en 79 %, ademas, disminuyo0 la incidencia
y severidad de la enfermedad en 71 y 59 %, respectivamente. La cepa de T. lignorum
expreso la actividad de Acido Indol Acético, ademas, en todas las combinaciones que

expresaron aumento en produccion y control de la enfermedad.
Palaras clave: Compatibilidad, Trichoderma, marchitez del chile, biocontrol

SUMMARY

The wilt of chili in Mexico is one of the main diseases of this crop, the management of
the disease is based on chemical control, having a negative effect on the environment
and generating resistance in the active molecules of these fungicides. An alternative is
to use Trichoderma in agroecosystems, as this fungus has a beneficial and biofungicide
effect on cultivated plants. It was considered to determine the compatibility of four
species of Trichoderma and its effect on the yield and biocontrol of the wilt in the
cultivation of chili peppers. Compatibility tests of Trichoderma asperellum (TA), T.
harzianum (THZ), T. lignorum (TL) and T. yunnanense (TY) were performed in
laboratory and field conditions where microorganisms were evaluated alone and in
combination. The TA-TL, TA-THZ and TA-TL-THZ strains were found to be compatible
and expressed increased yield per plant up to 86%, fruit number by 79%, and
decreased the incidence and severity of the disease by 71% and 59%, respectively. The
strain of T. lignorum expressed the activity of Acetic Indole Acid, in addition, in all

combinations that expressed increased production and control of the disease.

Keywords: Compatibility, Trichoderma, wilt Chili, Biocontrol

INTRODUCCION

El cultivo de chile verde representa para México una produccién de 3.38 millones de
ton, donde el 57.96 % se produce en los estados de Sinaloa (858,543.89 ton),
Chihuahua (676, 462.51 ton) y Zacatecas (423, 757.02 ton) (SIAP, 2018). Los frutos de
chile se utilizan como saborizantes en la cocina mexicana, se considera que tiene su

origen en la Sierra norte de Puebla e Hidalgo, donde se domesticé y tiene su mayor
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diversificacion del pais (Rincon et al., 2010). Los factores que limitan la produccion y
bajos rendimientos estan asociados a la pudricion del sistema radicular, provocada por
los fitopatdbgenos Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Verticillum sp.,
Phytophthora sp. y Pythium sp. (Albafil et al., 2015; Pérez et al., 2017; Velasquez y
Reveles, 2017). En la actualidad el manejo de la enfermedad se basa en el control
guimico y tecnologias que conducen a la inestabilidad en los ecosistemas naturales,
ademas, se genera resistencia a moléculas activas de fungicidas de diferentes
mecanismos de accion (Sang et al., 2018; De Ramon et al., 2019). La rizosfera es uno
de los ecosistemas mas importantes, ya que existen interacciones entre
microorganismos que son moduladas por factores bibticos o abioticos, mostrando un
efecto sinérgico, antagonismo o competencia fisica o bioquimica (Probanza, 2012). En
los agroecosistemas, las comunidades microbianas tienen un efecto directo como
reguladores del rendimiento de las plantas, sin embargo, estan determinadas por las
interacciones entre el manejo agricola y los procesos de seleccion del huésped
(Schmidt et al., 2019). Las especies de Trichoderma son microorganismos que pueden
interactuar en beneficio de las plantas, al mejorar su crecimiento y desarrollo, inducen
la formacién de raices laterales y pelos radiculares a través de la sefalizacion de
auxinas (Contreras et al., 2014; Salazar et al., 2015). El hongo Trichoderma puede
aislarse de diferentes tipos de suelos, Mendoza et al., (2015) al realizar muestreos de
suelos agricolas con diferentes caracteristicas, aislaron a T. harzianum y T. virens que
expresaron actividad antagonica a través de la competencia espacial, mientras que una
cepa de T. koningiopsis mostré un alto nivel de micoparasitismo, efecto reportado
contra Macrophomina phaseolina. Al estudiarse el proceso de micoparasitismo de
Tricoderma spp. frente a R. solani, Phytophthora capsici, Sclerotinia sclerotiorum y
Botrytis cinérea, se han identificado enzimas y efectores que se involucran en el
reconocimiento y la degradacion de la pared celular del huésped (Reithner et al., 2011;
Steindorff et al., 2014; Atanasova et al., 2018). Por lo anterior, se planted determinar la
compatibilidad de cuatro especies de Trichoderma y su efecto en el rendimiento y
biocontrol de la marchitez en el cultivo del chile (Capsicum annuum L.), como una

estrategia Util en el manejo de esta enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion de los experimentos. El ensayo se realizé en la Universidad Autbnoma
Agraria Antonio Narro (UAAAN) Saltillo, Coahuila, en el Laboratorio de Microbiologia
del Departamento de Parasitologia y el ensayo de campo en una parcela experimental
del Bajio, donde se ha reportado la presencia de marchitez del chile asociada a

Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani (Espinoza et al., 2019).

Material biolégico. Los microorganismos antagonicos fueron proporcionados del
cepario de Microbiologia de la UAAAN. Las cepas evaluadas fueron Trichoderma
asperellum (TA), T. harzianum (THZ), T. lignorum (TL) y T. yunnanense (TY); las cuales
fueron activadas en el medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) suplementado con 3

g/l de extracto de malta.

Compatibilidad Trichoderma spp. Las cepas de Trichoderma spp. se activaron en
cajas Petri de 90 mm conteniendo medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA),
transcurridos 10 dias se realizaron confrontaciones entre dos, tres y cuatro especies.
Para confrontar dos especies fueron sembradas en puntos equidistantes, con tres
especies al sembrarlas en los puntos de interseccion de un triangulo equilatero y las
cuatro especies fueron sembradas en los cuatro puntos cardinales de la caja Petri con
el medio PDA y se incubaron a 27 £ 2 °C. Con ayuda de un Vernier digital se realizaron
mediciones del crecimiento frontal, y se determind la compatibilidad con la férmula de
Concentracion Inhibitoria Fraccionada (FIC) consultada en la investigacion de Sueke et
al., (2010). Transcurridos ocho dias después de la siembra se contaron las esporas con
camara de neubauer y microscopio compuesto Motic BA210E, ademas se midié el

ancho de barrera y se evalu6 con los criterios que se muestran en el Cuadro 1.
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Tabla 1. Criterios para determinar la compatibilidad por el ancho de barrera

entre Trichoderma spp.

Ancho de barrera (cm) Compatibilidad Caracteristica

0.7 Incompatible Barrera firme
0.5-0.6 Incompatible Barrera extensa
04-05 Confrontable Barrera gruesa
0.2-0.3 Diferente Barrera delgada
0.1-0.2 Compatible Barrera perceptible
0 Compatible Sin barrera

Ensayo en campo. En charolas de poliestireno fueron sembradas semillas de chile
serrano de la variedad Tampiquefio 74, transcurridos 40 dias después de la siembra
(DDS) las plantulas de 10 cm de altura fueron sembradas a doble hilera en camas de
1.5 m, con riego por goteo y acolchado plastico. La fertilizacién se realizo al aplicar al
fondo del surco y antes de la siembra a razén de 600 kg/ha de la mezcla fisica T-17
(17-17-17), la cual estd compuesta de las bases MAP granulado (11-52-00), Urea (46-
00-00) y Nitrato de Potasio (12-00-46). Los tratamientos aplicados fueron considerados
con base en los resultados de compatibilidad de Trichoderma spp. y cada uno de ellos
por separado. Las aplicaciones se realizaron a los 7, 21, 51 y 81 DDS, las cuales se
realizaron al drench con una solucién de conidias de 1X108. La parcela se establecid
en un disefio de bloques al azar con tres repeticiones. Transcurridos 85 dias DDS se
evaluaron las variables producciéon por planta, nimero de frutos por planta, y la
incidencia y severidad de la enfermedad se evalu6 como se describe en la

investigacion de Espinoza et al., (2019).

Deteccidén de acido indol acético. Las cepas TA, THZ, TL y TY, fueron activadas en
cajas Petri que contenian PDA e incubadas a 27 + 2 °C, transcurridos siete dias, un
esplante de 5 mm fue depositado en medio liquido BT (modificado). EI medio BT se
preparé como sigue: Glucosa 5 .0 g/L, K2 HPO4 1.0 g/L, NH4 NOs 0.4 g/L, NaCL 0.2
g/L, MgSOa4 - 7 H20 0.4 g/L, Triptona 2.0 g/L y se depositaron 50 ml de BT en matraces
de 100 ml para ser esterilizados por 15 minutos a 120 Ibp. Se inocularon los matraces
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con un explante de 5 mm, de las cepas de Trichoderma spp., y se mantuvieron en
agitacion por 48 horas a 150 rpm y 30 °C. El caldo de cada fermentacion se centrifugo
a 12.500 rpm durante 15 min y 15 ° C, se recuperé el sobrenadante para cuantificar el
acido Indolacético. Posteriormente, se colocé 1 ml del fermento de TA, THZ, TLy TY
en tubo de ensaye de 10 ml, se le agregd 1 ml de agua estéril y 1 ml de reactivo de
Salkowski. También se preparé una reaccion positiva con indole-3-Acetic Acid (IAA;
Heteroauxin, SIGMA). El reactivo Salkowski se prepar6 al hacer la reaccién de H2 SO4
15 ml, agua destilada 25 ml y FeClz - 6H20 0.75 ml (0.5 M). La determinacién de
produccion de Acido Indol Acético se hizo por observacion directa de las reacciones, al

observar una coloracion rosacea.

Andlisis de datos. Las variables evaluadas se sometieron a un analisis de varianza
(ANVA) y una prueba de comparacion de medias segun Tukey (p<0,05), utilizando el

programa estadistico SAS (Version 9.3).

RESULTADOS

Al confrontar las diferentes cepas de Trichoderma, se encontré que T. lignorum (TL)
presento altas concentraciones de esporas por ml (4.42x107), seguido la combinacion
de TA-TL (2.04x107) y TY-TL (1.46x107). Las mejores combinaciones con tres especies
de Trichoderma fue TA-TY-THZ y TA-TL-THZ en concentraciones de 9.92x10° vy
9.28x10°, respectivamente; particularmente al combinar las cuatro cepas la
esporulacion fue baja. La respuesta en el crecimiento (Figura 1), muestra que existe
diferencia estadistica significativa (p<0,05), donde la compatibilidad en crecimiento fue
mejor en TA-TL, TA-TL-TZ, TA-THZ y TL-THZ, con crecimientos del 71 al 60 %. Al
realizar las mediciones y observaciones de la barrera formada cuando se confrontan
las diferentes especies de Trichoderma se pudo constatar que existe compatibilidad de
TA-TL, TA-THZ y TA-TL-THZ, donde el ancho de barrera fue de 0.05, 0.06 y 0.08 cm,

respectivamente.
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Tabla 2. Esporulacion de especies de Trichoderma solo y en combinacion

COMBINASION CONIDIOS/mI COMBINACION CONIDIOS/mI

TL 4.42x107 a TA-THZ 5.45x10° def
TA-TL 2.04x10" b TA-TY 5.38x106 ef
TY-TL 1.46x107 bc TY-TA-TL 5.02x10° ef

TL-THZ 1.39x10" bcd TA-TL-THZ-TY 4.94x10° ef
TA 1.29x10" bcde TY-THZ 4.63x10° ef
TA-TY-THZ 9.92x10° cdef THZ 2.72x10° f
TA-TL-THZ 9.28x10° cdef TY 1.66x10°f

Figura 1. Crecimiento de especies de Trichoderma en combinacion
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Figura 2. Prueba de compatibilidad de diferentes especies de Trichoderma a

través del ancho de barrera

Produccién y numero de frutos por planta. Se encontraron diferencias estadisticas
(p=<0,05), con diferentes grupos estadisticos (Figura 1). La mezcla de TA-TL presento la
mayor produccién (802.2 g/planta), seguido de THZ-TL (769.8 g/planta), con respecto
al testigo los tratamientos incrementaron la produccion en 86 y 78 %, observandose
bajos rendimientos en el testigo (434.4 g/planta). En la variable nimero de frutos por
planta (Figura 2) se encontraron diferencias estadisticas (p<0,05). La mejor respuesta
de la planta a los tratamientos fue TA-TL (116.22), THZ-TA-TL (113.67) y TL (112.56),
por su parte el testigo obtuvo 65.78 frutos. Los incrementos con respecto al testigo
fueron estadisticamente iguales, sin embargo, numéricamente se situaron en
porcentajes del 14 al 79 %. En plantas de chile serrano de la variedad Tampiquefio 74,
la aplicacion de las diferentes cepas de Trichoderma spp., solas y en combinacion,

aumentan la produccién y el nimero de frutos con respecto al testigo.
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Figura 3. Comportamiento de plantas de chile en producciéon de frutos bajo diferentes

tratamientos de Trichoderma
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Incidencia y severidad de la enfermedad. En la incidencia de la enfermedad (Figura
3) se encontraron diferencias estadisticas marcadas (p<0,05), donde el testigo expreso
la enfermedad ubicandose con altos porcentajes (47.69 %), y la mejor respuesta se
encontrd con el tratamiento THZ-TA-TL con 13.67 %, con respecto al testigo disminuyé
en un 71 % de la incidencia. En la figura 4 se muestra que la severidad de la
enfermedad no expresé diferencias estadisticas (p<0,05), donde se encuentran todos
los tratamientos en un mismo grupo estadistico y con porcentajes en el testigo del 18.
24 y 6.05 en THZ-TL, con una disminucion de la severidad del 7 al 59 %, con respecto
al testigo. Los efectos perjudiciales de la marchitez del chile se reducen con la
aplicacion de diferentes especies de Trichoderma, esto se pudo constatar en la
presente investigacion, de igual forma, Sanchez et al., (2019) explican que al confrontar
a Trichoderma spp. con Pythium ultimum existe antagonismo in vitro del fitopatdégeno,

ademas, en condiciones de campo se reduce la enfermedad en sintomatologia en raiz
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y éarea foliar. La combinacion de micoorganismos compatibles desencadenan e
incrementan la respuesta de defensa en la planta, comparado cuando son
suministrados microbios solos, ademas, coadyuban en la proteccion contra

fitopatogenos (Jain et al., 2012).

Figura 4. Comportamiento de marchitez del cultivo del chile bajo tratamientos de

diferentes especies de Trichoderma solo y en combinacion
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Acido indol acético (AlA). Como se muestra en la Figura 5, la cepa TL expreso una
reaccion Salkowski positiva al AIA, con una coloracidén rosacea, lo que no se observo
en las cepas TA, THZy TY.

b i W
Reaccion

positiva
Reaccion T.

lignorum

e

Figura 5. Reaccion Salkowski para determinar la presencia de Acido Indol

Acético

DISCUSION

En nuestro estudio encontramos que algunas especies de Trichoderma son
compatibles, lo que concuerda con la investigacion de Ortufio et al., (2013), ademas,
ellos demostraron que cada cepa tiene la capacidad de producir metabolitos
secundarios especificos, que seran promotores del crecimiento, aumentando el
rendimiento, y controlar ciertas enfermedades, con estas caracteristicas pueden ser
compatibles y se pueden mezclar, dando como resultado un mayor efecto benéfico en
las interacciones del agroecosistema. En condiciones de campo encontramos una
interaccién positiva al inocular combinaciones de Trichoderma spp., donde se aumento
la produccion de las plantas. Alejo et al., (2015), estudiaron y comprobaron que los
aislamientos de Trichoderma spp. provenientes de patosistemas silvestres y agricolas
encontraron un efecto promotor de crecimiento en plantas de Capsicum chinense
Jacq., donde reportan incrementos con respecto al testigo en altura (55.5 %) y biomasa
seca aérea (47.05 %). En estudios con chile dulce (Capsicum annuum L.) la aplicacion
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de T. asperellum estimula el crecimiento de las plantulas en la etapa de almacigo, en
condiciones de invernadero el filtrado al 50 % de este microorganismo mejoré la
elongacion de la raiz, promovio el incremento en la biomasa de la raiz y el area foliar,
mostrandose un buen desarrollo foliar de las plantas comparadas con el testigo (Brenes
et al., 2019). El aumento en el rendimiento lo podemos asociar a la produccion de AlA,
ya que se ha demostrado que las especies de Trichoderma, que interactian en la
rizosfera, lo sintetizan y actla en la raiz de la planta y puede interferir con el desarrollo

y alterar positivamente el equilibrio de auxina en las plantas (Nieto et al., 2017).

CONCLUSIONES

Existe compatibilidad de Trichoderma lignorum con T. asperellum y T. harzianum, en
laboratorio y campo, ya que en condiciones in vitro no se antagonizan, comparten
espacio y permiten la esporulacion en estas combinaciones. Se tiene una respuesta
favorable a la inoculacion de Trichoderma lignorum y sus combinaciones con T.
asperellum y T. harzianum, evidenciandose el aumento del rendimiento y sanidad de
las plantas de chile serrano tampiquefio 74 sensible a la enfermedad bajo las

condiciones de campo de Buenavista, Saltillo, Coahuila.
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CONCLUSIONES GENERALES

La aplicacion de Trichoderma y el MFPM (mezcla fermentativa de propagacion
microbiana) son excelentes alternativas para el control de la marchitez del chile
provocada por Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, ademas, estos tratamientos
aumentan el rendimiento, disminuyen la incidencia y severidad de la enfermedad de
plantas de diferentes materiales de chile serrano, todo lo anterior, en las condiciones

ambientales del campo experimental El Bajio de la UAAAN en Saltillo, Coahuila.

Por otra parte, las especies de Trichoderma lignorum, T. asperellum y T. harzianum son
compatibles en condiciones in vitro al compartir espacio y esporular de forma normal,
de la misma manera que se tiene una respuesta favorable a la inoculacién de
Trichoderma lignorum y sus combinaciones con T. asperellum y T. harzianum,
evidencidndose el aumento del rendimiento y sanidad de las plantas de chile serrano

tampiquefio 74 sensibles a la enfermedad.
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