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RESUMEN

HONGOS FITOPATOGENOS ASOCIADOS A LA MARCHITEZ DEL CHILE
DEL SUR DE TAMAULIPAS Y SU BIOCONTROL CON CINCO ESPECIES DEL
GENERO Bacillus.

POR:

ROCIO DE JESUS DIAZ AGUILAR

MAESTRO EN CIENCIAS EN PARASITOLOGIA AGRICOLA
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DR. GABRIEL GALLEGOS MORALES

Se evalud in vitro el antagonismo individual y en mezclas de especies del
genero Bacillus sobre hongos fitopatégenos asociados a la marchitez del chile,
del estado de Tamaulipas. Los patdgenos se aislaron de plantas enfermas y se
identificaron a nivel especie mediante procedimientos morfologicos y
moleculares. Con base en la secuenciacion genética se identificdé a Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani, Alternaria alternata y Mortierella sp. asociados
al cultivo. En pruebas de patogenicidad en plantulas de chile 15 dias después
de la inoculaciébn Fusarium oxysporum Yy Rhizoctonia solani resultaron
patogénicas provocando secadera, amarillamiento y muerte en las plantas,
Alternaria alternata y Mortierella sp. no provocaron dafios. En pruebas de
efectividad biologica individual in vitro mediante confrontacion dual utilizando
cepas de Bacillus megaterium, B. subtilis1, B. subtilis 2, B. amyloliquefaciens, B.
liquefaciens y los hongos fitopatdgenos, se observaron diferencias estadisticas
significativas (p= 0,05) en porcentajes de inhibicion entre 33.79% y 50.85%, en
mezclas de 3 y 4 cepas de Bacillus se obtuvo mayor efectividad biologica con
46.1% y 57.96%. La combinacion in vitro de mezclas de especies de Bacillus
incrementa los porcentajes de antagonismo para el control de los fitopatdgenos

asociados a la secadera de chile.

Palabras clave: control bioldgico, secadera, Capsicum annuum, mezclas.



ABSTRAC

PHYTOPATHOGEN FUNGI ASSOCIATED TO THE WILT OF CHILI IN SOUTH
OF TAMAULIPAS AND ITS BIOCONTROL WITH FIVE SPECIES OF THE
GENUS Bacillus.

BY:

ROCIO DE JESUS DIAZ AGUILAR

MASTER IN SCIENCE IN AGRICULTURAL PARASITOLOGY

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO
DR. GABRIEL GALLEGOS MORALES
The individual antagonism was evaluated in vitro and in the mixtures of Bacillus
species on phytopathogenic fungi associated to the wilt of chili, state of
Tamaulipas. Pathogens were isolated from diseased plants and identified at
species level by morphological and molecular procedures. Based on genetic
sequencing, we identified Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Alternaria
alternata and Mortierella sp. associated with the crop. Pathogenicity tests in chili
plants 15 days after the inoculation Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani
were pathogenic causing drying, yellowing and death in plants, Alternaria
alternata and Mortierella sp. did not cause damage. In tests of individual
biological efficacy in vitro by double confrontation using strains of Bacillus
megaterium, B. subtilisl, B. subtilis 2, B. amyloliquefaciens, B. liquefaciens and
the phytopathogenic fungi, statistical differences were observed (p=0.05) with
percentages of inhibition between 33.79% and 50.85%. The mixtures of 3 and 4
Bacillus strains obtained greater biological effectiveness with 46.1% and
57.96%. The in vitro combination of mixtures of Bacillus species increases the
percentages of antagonism for the control of the phytopathogens associated to
the wild chilli.

Keywords: biological control, wild, Capsicum annuum, mixtures.



INTRODUCCION

La superficie cultivada de chile en México durante el afio 2017 fue de 161,
285.22 ha, con una produccion de 3, 296, 874.66 ton; los principales estados
productores fueron Sinaloa, Zacatecas y Tamaulipas (SIAP, 2017). Las
enfermedades causadas por fitopatbgenos que se encuentran en el suelo son
un factor limitante en la produccién de este cultivo (Palma et al., 2017). La
marchitez del chile es la enfermedad mas importante en este cultivo, como
agentes causales se reporta a los fitopatdgenos Phytophthora capsici,
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum (Lozano et al., 2015), que ocasionan
secadera en la planta, marchitez, clorosis, defoliacién, maduracién adelantada e
irregular de los frutos como consecuencia del taponamiento del xilema
(Velasquez et al., 2001). Se reportan pérdidas del 40 al 60% de la produccion,
disminuyendo la superficie de siembra o desplazandose a terrenos virgenes
(Mojica et al., 2009). Para combatir estos fitopatdégenos el control quimico es el
mas utilizado, sin embargo, ha ocasionado la induccion de resistencia de los
fitopatdgenos a las moléculas activas, ademas de provocar dafios al medio
ambiente y a la salud humana (Rubio et al., 2008). La aplicacion de fungicidas
no es suficiente para el control de las enfermedades vegetales, por lo que es
necesario buscar otras alternativas (Akgul y Mirik, 2008). En ese sentido,
algunas bacterias solubilizan fésforo, fijan nitrégeno y producen moléculas
bioactivas que tienen capacidad antifungica (Badia et al., 2011). Las bacterias
de la rizosfera son excelentes agentes de control biol6gico para patégenos del
suelo (Basha y Ulaganathan, 2002), ademas, promueven el crecimiento,
aumentan la produccion y el rendimiento de los cultivos (Guo et al., 2015,
Samaniego et al., 2017). Las bacterias del género Bacillus son las mas
estudiadas como agentes de biocontrol y son una alternativa eficiente para el
manejo de la secadera de chile (Sarti y Miyazaki, 2013), a través de
metabolitos secundarios y enzimas, como quitinasas, glucanasas, lipasas y

proteasas (Basurto, 2010).



Por lo anterior, este trabajo tiene como objetivo identificar taxonémica y
molecularmente los agentes causales de la marchitez del chile y su control por
antagonistas del género Bacillus de forma individual y en mezclas bajo
condiciones in vitro, se espera que las combinaciones entre especies
antagonicas de Bacillus incrementen significativamente los porcentajes de

inhibicién de los fitopatdgenos asociados a la secadera del chile.



REVISION DE LITERATURA

El cultivo de chile

México es el centro de origen y domesticacion del chile (Capsicum annuum L.),
este cultivo es uno de los mas importantes por su valor cultural, nutricional y
econdémico, ademas por la variedad de tamarfos de los frutos y por los niveles
de capsicina que contienen (Alonso et al., 2008; Aguirre et al., 2017).
Actualmente, existen cinco especies domesticadas de este cultivo C. annuum
L., C. baccatum L., C. pubescens R. y P., C. chinense Jacq. y C. frutescens
(Tun, 2001). A nivel nacional se conoce una gran diversidad de chiles, Oaxaca
es el estado con mayor diversidad con al menos 25 tipos, seguido de Guerrero
con 12 registros, Puebla con 10 y Veracruz con nueve (Vera et al., 2016), los
mas destacados son chile jalapefio, ancho, guajillo, pasilla, serrano, manzano,

habanero, de arbol y piquin (Aguilar et al., 2010).

Clasificacion taxondmica

El cultivo de chile se clasifica segun Valadez (1990) y USDA (2018)
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Solanoideae
Género: Capsicum

Especie: C. annuum

Problemas fitosanitarios

En México, la produccion de chile es afectada por diversos factores, entre los
gue destacan las enfermedades ocasionadas por hongos, algas fitopatogenas,
bacterias, virus y nematodos (Guigéon y Gonzalez, 2001). Los principales

fitopatdgenos que atacan al cultivo del chile son hongos (Fusarium spp.,
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Rhizoctonia solani) (Chew, 2008), y Omicetes (Phytopthora spp. y Pythium spp.)
(Silva et al., 2009), estos patdgenos estan asociados a la marchitez del cultivo,
considerada la enfermedad mas importante a nivel nacional (Anaya et al.,
2011), se le reporta en casi todos los estados productores como
Aguascalientes, Guanajuato, San Luis Potosi, Zacatecas, Durango, Sinaloa,
Sonora, Chihuahua, Querétaro, Hidalgo y Michoacan (Garcia et al., 2000). Los
sintomas de esta enfermedad son clorosis, necrosis en la base del tallo con
desprendimiento de epidermis, pérdida de turgencia de las hojas, frutos, y
muerte de la planta (Pérez et al., 2017), ademas de necrosis del borde de las
hojas y muerte descendente de las ramas, nuevo sintoma que se reporta desde
el 2016 en lotes comerciales de Durango y Zacatecas (Velasquez y Reveles,
2017).

El género Fusarium

Fusarium es el agente causal de pudriciones en diversos cultivos como tomate,
chile, melén, ajo, fresa entre otros, se reportan importantes pérdidas
econdémicas en el mundo debido a este fitopatdogeno (Groenewald, 2006), que
tiene alta capacidad de sobrevivir en materia organica (Michielse y Rep, 2009) y
se puede recuperar en todos los tipos de suelos ya sean cultivado o no
cultivados (Hu et al., 2015) sus principales mecanismos de dispersion son el
movimiento de suelo infectado, las corrientes de agua y el uso de semillas
infectadas, este patdgeno tiene la capacidad de sobrevivir por largos periodos
en el suelo, debido a la formacion de clamidiosporas como estructuras de
resistencia, lo que vuelve inefectiva la rotacion de cultivos a corto plazo
(Daugovish et al., 2008).

El género Rhizoctonia

La capacidad de infeccion del género Rhizoctonia depende de las condiciones

de temperatura y humedad (Gonzalez, 2002), infecta plantas de diferentes
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especies como la papa y chile que son de importancia econémica (Gour, 2012),
en las que produce lesiones castafio-oscuras en raices y semillas, pudricion de
tallos y de las partes de la planta que estan en contacto con el suelo (Gonzalez,
2006). El micelio, es incoloro al principio o de color marron claro al envejecer,
se compone de células alargadas y produce ramificaciones que crecen en
angulos rectos a la hifa principal (Agrios, 2005). Los aislamientos de
Rhizoctonia se clasifican en base a la reaccion de anastomosis hifal, la cual es
una respuesta de incompatibilidad vegetativa entre las cepas confrontadas
(Carling et al., 2002).

Generalidades de Phytophthora

Habita en el suelo y se multiplica a través de esporangios que liberan
zoosporas, las cuales se diseminan al ser arrastradas por el agua o por los
flagelos que permiten su dispersion (Gonzales et al., 2009), este patdgeno
ataca a una gran variedad de plantas tanto horticolas, frutales y ornamentales y
causa ahogamiento de plantulas, pudriciones de raiz, ademas de pudricién
blanda en frutos (Agrios, 2005) Phytophthora capsici L., causa la enfermedad
mas devastadora de chile a nivel mundial, en etapas de prefloracién y en estado
de maduracién del fruto ocasionando grandes pérdidas debido a su gran
capacidad de crecimiento y velocidad de esporulacién (Pérez et al., 2003).

Control quimico

Para el control de estos patdégenos el control quimico es el mas utilizado, se
reportan aplicaciones de ingredientes activos como N-metil ditiocarbamato de
sodio, 2-tiocianometiltio benzotiazol, dimetomorf y tiofanato de metilo (Gonzélez
et al., 2009). En los ultimos afios debido al uso indiscriminado y a la falta de
capacitacion en la utilizacion de estos productos se ha generado resistencia
dificultando el manejo agronémico del cultivo (Carmona y Sautua, 2017),

ademas se genera contaminacion tanto en el suelo como en los mantos
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acuiferos afectando la fauna que ahi habita, en los Ultimos afios se han
realizado estudios que demuestran la residualidad de fungicidas e insecticidas
guimicos sobre hortalizas lo cual genera problemas en la salud humana (Weller,
1988; Pérez et al., 2013).

Control biologico de fitopatégenos

En la rizosfera existen diferentes grupos de antagonistas, entre ellos se
encuentran las micorrizas, hongos, bacterias y actinomicetos (Papavizas, 1985);
En mayor cantidad se aislan hongos de los géneros Trichoderma, Gliocladium
y el actinomycete Streptomyces, asi como bacterias de los géneros
Pseudomonas, Bacillus y Agrobacterium (Harman et al.,, 2010). Estos
microorganismos son importantes para el control bioldgico de los fitopatégenos,
ya que tienen diferentes mecanismos de accién como la competencia por el
sustrato, micoparasitismo, antibiosis, desactivacion de enzimas del patégeno y

pueden generar resistencia inducida en las plantas (Infante et al., 2009).

Generalidades de Bacillus

Las especies de Bacillus constituyen un grupo diverso de bacterias
ampliamente distribuidas en el suelo (Parvathi et al., 2009), estas colonizan y
presentan un nicho ecolégico, similar al ocupado por los patdgenos vegetales,
(Dai et al., 2016), debido a su capacidad de formacion de esporas puede
sobrevivir en la rizosfera vegetal (Calvo y Zuiiga, 2010). Este género, es
considerado eficaz para controlar enfermedades de las raices y del follaje; tal
efecto se atribuye a su diversidad genética y distribucion (Dequiedt et al., 2009).
Los mecanismos de accion del genero Bacillus pueden ocurrir de manera
directa llevando a cabo la fijacion de nitrogeno y la solubilizacion de minerales,
ademas de producir hormonas del crecimiento vegetal, de manera indirecta
produce sustancias que actian como antagonistas de patégenos induciendo asi

resistencia a las plantas (Choudhary y Bhavdish., 2009). Numerosas especies
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del género Bacillus se han reportado como productoras de sustancias con
actividad funguicida y bactericida, entre las que figuran subtilisinas,
micobacilinas, iturinas, bacilomicinas, surfactinas, micosubtilinas, fungistatinas y
subporinas, entre otras (Orbera et al.,, 2005, Astorga et al., 2014). Las
surfactinas es la familia mas estudiada de los lipopéptidos induce resistencia
sistémica en plantas y tiene la propiedad para proliferar células bacterianas,
facilitando asi la colonizacion de la rizésfera (Ongena y Jaques., 2008). La
iturrina A suprime el crecimiento de varios tipos de hongos incluyendo
Rhizoctonia solani (Asaka y Shoda., 1996), algunas cepas de Bacillus subtilis
producen fengicinas que tienen actividad antifingica contra los hongos
filamentosos ya que hacen que la membrana plasmatica de las células sean
mas permeables (Maget., 1992). La aparicion de resistencia contra péptidos
antimicrobianos es menos probable que la resistencia que producen los

fitopatdgenos a productos convencionales (Oard et al., 2004).

Clasificacion taxondmica

Bacillus spp. se clasifica segun Fritze (2004)

Reino Procariota

Phyllum: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Bacillaceae

Género: Bacillus
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento

La presente investigacidon se realiz6 en los laboratorios de Fitopatologia y
Microbiologia del Departamento Parasitologia Agricola de la Universidad

Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Aislamiento y purificacién de hongos fitopatégenos

Se colectaron muestras de plantas de chile serrano (Capsicumm annuum L.)
con sintomas de amarillamiento y marchitez de lotes comerciales del sur de
Tamaulipas. Las muestras se lavaron con agua corriente para eliminar el suelo
y se secaron a temperatura ambiente. Posteriormente, las raices se cortaron en
pequefias secciones de tejido necrosado, se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 3 % por 1 min, se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se
colocaron sobre toallas de papel estéril para secarse. El tejido vegetal se
depositd en cajas Petri con papa dextrosa agar (PDA) suplementado con 3 gr
de extracto de malta y se incub6 a 25°C por cinco dias hasta obtener
crecimiento micelial. Los diferentes aislamientos fueron observados en un
microscopio estereoscopio, para su purificacion se realizé a través de
resiembras de punta de hifa, que se incubarén en las mismas condiciones

mencionadas anteriormente por 48 a 72 horas.

Identificacidn taxondmica

Los aislamientos se identificaron por sus caracteristicas morfolégicas a nivel de
especie (caracteristicas del micelio, tipos esporas y caracteristicas de las
estructuras que conforman a los hongos), observandose a través de un
microscopio compuesto bifocal Olympus CX41 y utilizando claves taxonomicas
de Sneh, et al., 1991; Leslie y Summerell, (2006); y Watanabe (2010).
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Identificacidon molecular

El ADN de los hongos fue extraido por el método descrito por Velarde et al.,
(2015), para realizarse su amplificacibn mediante el método de reaccion en
cadena de polimerasa (PCR) de las regiones espaciadoras internas transcritas
ITS1 e ITS4 de los genes ribosomales ADNr 18S utilizando el par de iniciadores
de secuencia ITS1 R:5'- TCC GTA GGT GAA CCC TGC GG-3' e ITS4 D:5'-
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3', por el método propuesto por O Donell et
al., (1998) y Geiser et al., (2004). Los productos amplificados fueron separados
por electroforesis en geles de agarosa al 1%, la secuenciacion de los genes
transcritos se realizd en el Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola,
Médica y Ambiental del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica (IPICYT), San Luis Potosi, México. La busqueda de similitud entre
secuencias de ADN se realizé por medio del programa BLAST (Programa
Informatico de Alineamiento de Secuencias de Tipo Local) con el cual se
compararon las secuencias de nucleétidos en estudio, con las bases de datos
del NCBI (Centro Nacional para la Informacion de Biotecnologia)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), de esta manera se identificaron los

valores en homologia para el aislamiento obtenido.

Pruebas de patogenicidad

De los cultivos puros de los hongos crecidos en cajas Petri con medio de cultivo
PDA con extracto de malta, se inocularon plantulas de chile serrano de 10 cm
de altura, las cuales fueron trasplantadas en vasos de plastico con capacidad
de 300 gr de suelo estéril, se cortaron porciones de micelio con medio de cultivo
con un sacabocado de 1 cm de didmetro y se colocaron en el sustrato junto a
la raiz (Silva et al., 2009). La severidad se evalué con la escala descrita por

Fernandez et al., (2004) en base al dafio causado en la planta.
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Pruebas preliminares de antagonismo

Se desarrollaron pruebas de antagonismo utilizando la metodologia de cultivo
dual, empleando cinco cepas identificadas como Bacillus megaterium, B.
amyloliquefaciens, B. liquefaciens y dos cepas de B. subtlis, proporcionadas por
el laboratorio de Microbiologia del Departamento de Parasitologia. Las cepas se
desarrollaron en cajas Petri conteniendo medio de cultivo PDA. Se utilizaron
tres cepas de hongos fitopatdgenos previamente identificados asociados a la
marchites del chile Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Alternaria
alternata. Los bioensayos consistieron en colocar un explante del crecimiento
activo del fitopatégeno al centro de una placa Petri con PDA, y en cada punto
cardinal una azada de cada cepa bacteriana, ademas, se sembraron en cajas
Petri explantes de los fitopatdgenos como control negativo. El crecimiento radial
del micelio se midié cada 24 h con un Vernier digital hasta que las cajas con el
medio de cultivo de los controles (testigos) estaban llenas, esto con la finalidad

de seleccionar las cuatro cepas con mejor actividad antagonica.

Bioensayos de antagonismo

El experimento se realiz6 con cuatro cepas de Bacillus que fueron
seleccionadas de acuerdo a los resultados obtenidos de las pruebas
preliminares, al igual que las cepas de los hongos fitopatdgenos, se realizdé un
arreglo factorial para la combinacion de las cepas de Bacillus para colocarlos en
cada punto cardinal, posteriormente se colocdé un explante del crecimiento
activo del fitopatdgeno al centro de una placa Petri con PDA, y en cada punto
cardinal una azada de la cepa bacteriana correspondiente de acuerdo al arreglo
factorial, ademas se sembraron en cajas Petri explantes de los fitopatdgenos
como control negativo., se obtuvieron 10 tratamientos y un testigo por cada

hongo fitopatdgeno con cuatro repeticiones.
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Disefio experimental

El ensayo se establecio bajo un disefio completamente al azar, procesando los
resultados con andlisis de varianza (ANVA) y la prueba de comparacion de

medias por Tukey (P=0.05) utilizando el programa estadistico R. version 3.3.1
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacién morfoldgica

A partir de explantes de plantas de chile serrano con sintomas de secadera se
aislaron cuatro hongos, uno de estos aislamientos presenté macroconidias
alargadas con extremidades estrechas con tres septos y microconidias sin
septos (Fig. 1b), ademas de fialides cortas en formas de cabezas agrupadas
(Fig. 1c), la tonalidad del micelio fue blanco al principio y después de 72 horas
rosaceo, caracteristicas tipicas del Fusarium oxisporum. (Fig. 1) descrito por
Leslie y Summerell (2006), estos resultados coinciden con lo reportado por
Duenias et al., (2007) con aislamientos de Fusarium del cultivo de garbanzo, al

igual que por Lezcano et al., (2012), para F. oxysporum procedente de

Leucaena leucocephala.

Figura 1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Fusarium
oxysporum., en medio PDA. a) Micelio blanco-rosaceo b) Macroconidias con

tres septos y microconidias sin septos c) Fialides agrupadas.
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El segundo aislado presentd micelio café ramificado en angulo recto de 90°,
caracteristica principal del hongo Rhizoctonia sp., segun Agrios (2005). La
descripcion de estos fitopatdgenos asociados a la marchitez y pudricion
radicular de plantas de chile en campo concuerda con los reportes de Albanil
(2015), sobre los agentes causales de esta enfermedad vegetal en el Bajio y
suroeste de Guanajuato. Este hongo tiene mayor incidencia en el cultivo de
chile, aunque puede afectar a otras especies de plantas de importancia

econdmica (Gonzéles, 2002).

Figura 2. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Rhizoctonia solani

en medio PDA. a) Micelio café b) Hifas ramificadas en angulo recto.

El tercer aislamiento mostré conidias oscuras con septos longitudinales,
transversales y micelio blanco a las 24 horas incubacion en medio PDA a 25°C
y obscuro después de 14 dias de la siembra en la misma placa de cultivo,
caracteristicas tipicas de Alternaria sp. Todas las caracteristicas coincidieron
con la descripcion de A. alternata reportada por Simmons (2007), al igual que lo

reportado por Garcia et al., (2013).
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Figura 3. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Alternaria alternata
en medio PDA. a) Micelio algodonoso blanco-grisaseo b) Conidias septadas y

micelio.

Un cuarto aislado desarroll6 crecimiento radial en forma de roseta de color
blanco en el medio PDA, con micelio hialino y cenocitico, con clamidiosporas
intercalares y esporangios terminales ovalados, reporta Watanabe (2010)
morfometria para Oomycetes descritos en el genero Mortierella sp. Las
caracteristicas de esta cepa coinciden con lo reportado por Ramirez et al.,

(2013) y Hernandez et al., (2018) con aislados del cultivo de caupi y aguacate.

Figura 4. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Mortierella sp., en

medio PDA. a) Crecimiento en forma de roseta de Mortierella sp. b)

Clamidiospora intercalar ¢) Esporangio terminal.
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Identificacién molecular

De cada aislamiento de los hongos asociados a las plantas de chile con
secadera se extrajo el ADN y se amplificé los genes transcritos (ITS 1 e ITS 4)
mediante la técnica de PCR, los que se muestran en la figura 5. Los productos
amplificados se mandaron secuenciar al IPICYT, dando como resultado
comparativo de dichas secuencias la identidad de la cepa 1 como Fusarium
oxysporum con el 99% de similitud a partir de muestras de ADN extraido con
511 pb, con Rhizoctonia solani la cepa 2 se obtuvo el 100% de similitud con
953 pb, la cepa 3 con Alternaria alternata con el 96% con 715 pb y Mortierella

sp., con 650 pb y 99% de similitud.

Figura 5. Gel de agarosa de productos de PCR obtenidos a partir de ADN de F.
oxysporum carril 2, R. solani carril 3, A. alternata carril 4 y Mortierella sp., carril
5, testigo positivo carril 6 y testigo negativo sin ADN carril 7, utilizando ITS1 e
ITSA4.

Cuadro 1. Similitud molecular de cepas aisladas de plantas de chile.

Aislado” Especie Nucleotidos® No de acceso’ IS?
Cepal Fusarium oxysporum 511 KJ847727.1 99%
Cepa 2 Rhizoctonia solani 953 KX592586.1 100%
Cepa 3 Alternaria alternata 715 KX987252.1 96%
Cepa 4 Mortierella sp. 650 MF423627.1 99%

" Clave otorgada por el autor * Nimero de nucleétidos de la secuencia comparada ” indice de
similaridad de la secuencia comparada con la base de datos * Nimero de acceso en la base de
datos del NCBI.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KJ847727.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZUYHXHD0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX987252.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=ZUY8JFK501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF423627.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=ZUXXFMNJ014
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Pruebas de patogenicidad

15 dias después de inocular las plantulas de chile con F. oxysporum
presentaron ahorcamiento en la base del tallo, necrosis y marchitamiento, de
igual forma, que las plantas inoculadas con R. solani, presentaron necrosis en
la base del tallo y hojas amarillas (Fig 6). Los patdgenos fueron aislados
nuevamente para comprobar que estaban afectando a las plantas obteniendo
crecimientos de color blanco-rosaceo que contenian macroconidias septadas y
microconidias sin septos caracteristicas de F. oxysporum, el segundo
aislamiento se caracterizd por la coloracion café ademas de hifas ramificadas
en angulo recto por lo que se identificé como R. solani.

Las plantas inoculadas con porciones de micelio con medio de cultivo de
Mortierella sp., 0 A. alternata no presentaron sintomas de marchitez al igual que
las plantas testigo. Resultados similares se observaron con cepas de Mortierella
aislados de suelo de cultivo de manzano; en dicho estudio las cepas aisladas
de Mortierella no fueron patogénicas (Mares et al., 2017). A si mismo Velazquez
et al., (2009) observaron que A. alternata no se asocia como agente causal de

la secadera de chile, si no como patégeno secundario.

Figura 6. Pruebas de patogenicidad en plantas de chile. a) Planta inoculada

con F. oxysporum b) Planta inoculada con R. solani c) Plantas testigo.
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Pruebas preliminares de antagonismo

La confrontacién de diferentes especies de Bacillus spp. se presenta en el
Cuadro 2; Al evaluar el efecto in vitro se encontré que Bacillus subtilis 1 y 2 son
antagonistas similares con porcentajes de inhibicion para F. oxysporum que van
del 49.62% al 49.66% respectivamente, B. amyloliquefaciens y B. megaterium
mostraron un efecto inhibitorio menor del 45.27% y 46.65%. Actividad
antagonica de especies de Bacillus que coincide con los reportes de Méndez et
al., (2017).

Para R. solani las cepas de B. subtilis 1 y 2 inhibieron 41.67% y 39.55%
seguidas por las cepas B. megaterium y B. liquefaciens con 34.43 % y 33.79 %,
respectivamente. Esto concuerda con lo reportado por Asaka et al., (1996) y

Basurto et al., (2010) quienes utilizaron a B. subtilis para el control de R. solani.

Para el control de A. alternata, las cepas B. subtilis 1 y 2 superaron el 50% de
inhibicion, las cepas B. amyloliquefaciens y B. megaterium obtuvieron 41.69% y
44.26% de inhibicion. Estos resultados difieren en el grado de inhibicion
observado en todas las cepas de Bacillus, con los reportado por Mejia et al.,
(2016) y Badia et al.,, (2011.), quienes obtuvieron niveles de actividad
antagonica de cepas de Bacillus del 90% y del 69% para el control de
fitopatdgenos como Pyricularia grisea, Fusarium sp., y A. Alternata. Castillo et
al., (2015) utilizaron cepas de Bacillus subtilis, B. pumilus y B. atrophaeus
presentando un efecto antagonista sobre la inhibicion micelial de R. solani
desde 40% a 67 %, resultados muy similares a los obtenidos en este trabajo.
Para realizar las mezclas sinérgicas se descartdé a la cepa de B. liquefaciens
debido a que al confrontarla con las cepas de fitopatdgenos los niveles de

inhibicion fueron bajos y estadisticamente se encuentra en el Ultimo grupo.
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Cuadro 2. Porcentajes de inhibicion ocasionadas por diferentes cepas de
Bacillus spp., con fitopatdogenos asociados a la secadera de chile

F. R. A.
oxysporum Solani alternata
B. amyloliquefaciens 46.65 ab 38.05 ab 41.69 b
B. subtilis 1 49.62 a 41.67 a 50.44 a
B. subtilis 2 49.66 a 39.55a 50.85 a
B. megaterium 45.27 ab 34.43 b 44.26 b
B. liquefaciens 41.63 b 33.79b 3453 c¢c

Bioensayos de mezclas de cepas de Bacillus spp.

La mezcla de antagonistas reportan diferentes grados de inhibiciébn hacia el
crecimiento micelial de los hongos (Fig. 7), algunos porcentajes son superiores,
al uso individual de cada especie en confrontaciones duales en placas de
ensayo (Cuadro 3). Se observé que los mejores resultados de inhibicién para F.
oxysporum fueron con la mezcla B. megaterium- B. amyloliquefaciens- B.
subtilis 1 con 55.60% de inhibicion, este resultado fue mayor a los porcentajes
de las pruebas testigo donde B. subtilis 1 que inhibi6 49.62 %, B.
amyloliquefaciens 46.65 % y B. megaterium 45.28 %. Sin embargo Zhang et al.,
(2009) encontraron rangos de control in vitro de F. oxysporum por B. subitillis
que van del 17% al 48%, resultados menores a los obtenidos en este trabajo
donde se obtuvo hasta el 55.38 % de inhibicion, en mezclas de especies de
Bacillus antagodnicos.

El fitopatogeno R. solani fue susceptible a las mezclas antagonistas
conformadas por tres cepas de Bacillus, el mayor porcentaje de inhibicion
representa el 57.96% proporcionado por la combinacién B. megaterium- B.
amyloliquefaciens- B. subtilis 1 seguida por B. megaterium-B. subtilis 2-B.
amyloliquefaciens con 56.40%, posteriormente 54.52% por B. megaterium-B.
subtilis 1- B. subtilis 2, estas mezclas se agruparon estadisticamente iguales; El

grado de inhibicion para los testigos se encuentra entre 34.44% al 38.05%., los



25

resultados de las combinaciones asi como los testigos son menores a los
sefalados por Hernandez et al., (2018) que reportan el 66.26% de inhibicion
confrontando a B. subtilis contra R. solani. Lagunas et al., (2001) mencionan
que cepas de la misma especie pueden manifestar diferentes niveles de
inhibicién hacia el crecimiento de diferentes microorganismos.

La mezcla que proporcioné un efecto inhibitorio en mayor porcentaje al
fitopatégeno A. alternata fue B. megaterium- B. subtilis 2-B. amyloliquefaciens,
con el 56.05%, los testigos se encuentran en grupos estadisticos diferentes con
porcentajes que van del 41.70% al 50.85% de inhibicién. Méndez et al., (2017)
reportan un efecto inhibitorio del 90% al 100% de dos cepas de Bacillus para el
control de A. alternata. Souto et al., (2004), mencionan que el efecto de Bacillus
en el control de patdgenos se relaciona a la produccion de compuestos
peptidicos y lipopeptidicos como las micobacilinas, iturinas, bacilomicinas,
fungistatinas, etc., estudios realizados por Sosa et al., (2005); Corrales et al.,
(2011) que demuestran que estos compuestos son eficientes para anular el
crecimiento de patégenos in vitro o en condiciones de campo, Tlapal et al.,
(2014) explican que la combinacién de microorganismos crea un ambiente de
equilibrio en el medio que evita que las poblaciones de los fitopatégenos se

disparen.

Figura 7. Bioensayo de inhibicién por Bacillus spp contra F. oxysporum.
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Cuadro 3. Porcentajes de inhibicién ocasionadas por mezclas de cepas

de Bacillus spp. ante fitopatdgenos asociados a la secadera de chile.

No. de Antagonistas Fusarium Rhizoctonia Alternaria
mezcla oxysporum solani alternata
1 B. megaterium-B. 49.44 bc 43.89 b 52.29 ab
amyloliquefaciens
2 B. megaterium-B. 47.34 c 44.12 b 47.07 bcd
subtilis 1
3 B. megaterium-B. 48.39 ¢ 41.22 bc 47.94 bed
subtilis 2
4 B. subtilis 1- B. 45.28 ¢ 44.18 b 45.30 bcd
subtilis 2
5 B. subtilis 1- B. 48.45c 42.87 bc 51.00 abc
amyloliquefaciens
6 B. amyloliquefaciens- 48.33 ¢ 41.79 bc 47.59 bed
B. subtilis 2
7/ B. megaterium- B. 54.57 ab 56.40 a 56.05 a
subtilis 2-B.
amyloliquefaciens
8 B. megaterium-B. 48.42 c 54.52 a 50.51 abc
subtilis 1- B. subtilis 2
9 B. megaterium- B. 55.60 a 57.96 a 50.56 abc
amyloliquefaciens- B.
subtilis 1
10 B. megaterium- B. 46.11 c 53.33 a 52.25 ab
subtilis 2- B.
amyloliquefaciens- B.
subtilis 1
Testigo 1  B. amyloliquefaciens 46.65 c 38.05 cd 41.70d
Testigo 2 B. subtilis 1 49.62 bc 41.68 bc 50.44. abc
Testigo 3 B. subtilis 2 49.67 bc 39.56 bcd 50.85 abc

Testigo 4 B. megaterium 45.28 c 34.44d 44.27. cd
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CONCLUSIONES

Se aislé e identifico morfolégica y molecularmente a F. oxysporum, R. solani,
como fitopatdgenos asociados a la marchitez del chile y se comprobé su
patogenicidad. También fueron identificados A. alternata y Mortierella sp.,

asociados al cultivo sin embargo no fueron patogénicos para plantas de chile.

La combinacion in vitro de especies de Bacillus incrementa los porcentajes de
antagonismo para el control de los fitopatdgenos asociados a la secadera de

chile.

Se realiza el primer reporte de la presencia de Mortierella sp. asociada a raices
de plantas de chile y particularmente para zonas productoras de este cultivo en

Tamaulipas, México.
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