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RESUMEN

Una de las principales limitantes en la produccion de plantulas es la enfermedad
llamada “damping off”, la cual se asocia a los fitopatégenos Pythium y Fusarium,
entre otros, ocasiona pérdidas del 10 hasta el 100%. Para su control en los
ultimos aflos se han empleado microorganismos antagonistas, como bacterias
del género Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces y hongos del tipo Trichoderma.
Se planteé identificar a los principales agentes causantes del “damping off” en
plantulas de chile, evaluar el antagonismo in vitro de Trichoderma, Pseudomonas
y Bacillus a estos fitopatdgenos y determinar su eficiencia de control en plantulas
de chile bajo condiciones de invernadero. Se identific6 a Pythium
aphanidermatum y Fusarium oxysporum como agentes causales de la
enfermedad. Las pruebas in vitro demostraron que las cepas de Bacillus spp
inhibieron el crecimiento de F. oxysporum destacando Bacillus subtilis (BITV) con
una inhibicion del 56.24%, sin embargo, estas no tuvieron efecto contra P.
aphanidermatum, solo la cepa de Pseudomonas donghuensis (B?) fue capaz de
inhibir en un 56.00% el crecimiento micelial del oomiceto, pero no el de F.
oxysporum, por su parte, la cepa de Trichoderma harzianum (THZ) inhibio el
crecimiento de ambos fitopatdogenos, hubicandoce en el nivel 1y 2 de la escala

propuesta por Bell et al., (1982).

Se demostro que la aplicacion de microorganismos antagonistas en la produccién
de plantulas de chile en inverndero, obtuvieron las menores incidencias con
respecto a los tratamientos Testigo, siendo el tratamiento THZ+B? del
experimento de la mezcla de fitopatdgenos el que presento la menor incidencia
(19.17% y 14.44%) en preemergencia y postemergencia, ademas de que estas
presentan la menor mortalidad despues del trasplante (0%), por lo que son una

alternativa viable para el control del “damping off”.

Palabras clave: dampin off, microrganismos antagonistas, in vitro,

preemergencia y postemergencia.



ABSTRACT

One of the main limitations in seedling production is the disease caused by
“‘damping off’, which is associated with the phytopathogens Pythium and
Fusarium, among others, which causes losses of 10 to 100%. For its control in
recent years, antagonistic microorganisms have been used, in which some
bacteria of the genus Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces and fungi of the
genus Trichoderma are mentioned. It was proposed to identify the main agents
that cause “damping off” in chili seedlings, to evaluate the in vitro antagonism of
Trichoderma, Pseudomonas and Bacillus to phytopathogen species and to
determine their efficacy in chili seedlings under controlled greenhouse conditions.
Pythium aphanidermatum and Fusarium oxysporum were identified as causative
agents of the disease. In vitro tests showed that the Bacillus strains inhibited the
growth of F. oxysporum highlighting Bacillus subtilis (BITV) with an inhibition of
56.24%, however, these did not had an effect againts P. aphanidermatum, only
the strain of Pseudomonas donghuensis (B?) was able to influence 56.00% the
mycelial growth of the oomycete, but not that of F. oxysporum, for its part, the
strain of Trichoderma harzianum (THZ) inhibited the growth of both

phytopathogens, being at level 1 an 2 of the proposed by Bell et al., (1982).

It was shown that the application of antagonistic microorganisms in the production
of chili seedlings in the greenhouse, obtained the lowest incidences with respect
to the control treatments, being, the one that presented the lowest incidence
(19.17% and 14.44%) in pre-emergency and post-emergency, in addition to the
fact that these present the lowest mortality after transplantation (0%), so they are

a viable alternative for the control of “damping off”.

Key words: damping off, antagonistic , microorganisms, in vitro, pre-emergency

and post-emergency.



INTRODUCCION

México es considerado como uno de los principales centros de origen del cultivo
del chile (Capsicum annuum L.) (Montes et al., 2006). Este cultivo es de gran
importancia para el pais, ya que se siembran actualmente una densidad de 157
931.37 ha, con una produccién de 3 379 289.15 toneladas, generando ingresos
de $30 063 163 000. 92 (SIAP, 2018), con un crecimiento anual del 4.8%
(SAGARPA, 2017). Las exportaciones de este fruto generan un total de 789
millones de ddlares anuales, ubicAndose como el tercer producto agricola de
mayor exportacion del pais (SAGARPA, 2018).

En la produccion de plantula una de las principales limitantes es la ocasionada
por el complejo de fitopatégenos causantes del “damping off’ en los que se
encuentra, Pythium, Phytophthora, Fusarium, entre otros. Se considera que esta
enfermedad ocasiona dafios en etapa de preemergencia y postemergencia
desde un 10% hasta el 100%, en ocasiones esta puede ocasionar perdidas
después del trasplante (Lopez et al., 2014; Velazquez et al., 2014; Hernandez et
al., 2018).

En afos recientes el control biolégico de fitopatogenos mediante la aplicacion de
algunos microorganismos antagonistas como, Pseudomonas spp., Streptomyces
spp., Bacillus spp., Actinoplanes, Micromonospora, Trichoderma spp. y
Gliocladium spp., ha tomado particular relevancia (Asaka et al., 1996; Gravel et
al., 2005; Figueroa, 2017). Los microbios son capaces de producir antibioticos
como los son iturina y surfactina (Asaka et al., 1996), pioluteorina, pirrolnitrina,
acido fenazina-1-carboxilico y 2,4- diacetilfloroglucinol, y algunos metabolitos
secundarios como cianuro de hidrogeno y proteasas, capaces de inhibir el
crecimiento de los patégenos (Sharma et al., 2014; Chavez et al., 2018).
Kipngeno et al., (2015) reportan disminuir en un 40% la incidencia de la
enfermedad mediante aplicaciones de Trichoderma asperellum y Bacillus subtilis.
Por su parte, Villanueva (2018) redujo la enfermedad causada por Pythium

mediante aplicaciones de T. asperellum al mismo nivel que la aplicacion de



fungicida quimico (Propanocarb + Fosetil), mientras Hernandez et al., (2018) en
plantulas de chile muestra inhibir la enfermedad en un 80 y 100% mediante

aplicaciones de dos cepas de Pseudomonas.

Se ha demostrado la capacidad de estos microorganismos de promover el
crecimiento de las plantas, mediante la produccién de algunos compuestos
hormonales, entre ellas el &cido indolacético, solubilizar o fijar algunos nutrientes
como lo son el fosforo y nitrégeno, producir sideroforos para quelatar el hierro
(Harman et al., 2004; Tejera et al., 2011).

Se reporta tambien que existe un mayor beneficio al realizar aplicaciones
conjuntas de diferentes antagonistas, que cuando son aplicados de manera
individual (Bautista et al., 2014), ya que la interaccion de estos microorganismos

entre si puede producir efectos sinérgicos (Cano, 2011).



Justificacion

Microorganismos como Bacillus spp., Pseudomona spp., y Trichoderma spp.,
tienen potencial antagonista, en particular, pueden ser capaces de controlar la
enfermedad de plantulas de chile conocida como “damping off”. El uso del control
bioldgico es una alternativa amigable con el medio ambiente, sin efectos nocivos
ala salud de las personas y puede ayudar al manejo de la resistencia a fungicidas
en los fitopatdgenos asociados a la enfermedad.

Objetivos especificos
1- Aislar e identificar los principales fitopatdégenos causantes del “damping
off”, en plantulas de chile (Capsicum annuum L.).
2- Evaluar el antagonismo in vitro con diferentes especies de antagonistas,
para fitopatdgenos causantes del “damping off”.
3- Determinar en condiciones de invernadero la efectividad biolégica de
Bacillus, Pseudomonas y Trichoderma al “damping off’, en etapa de

plantula y su comportamiento al momento del trasplante.

Hipotesis
Algun microrganismo antagonista o mezcla de ellos, mostrara la capacidad de
inhibir la enfermedad conocida como “damping off’ en plantulas de chile en

invernadero.



REVISION DE LITERATURA

El cultivo del chile

El chile (Capsicum sp.) es originario del continente americano siendo los
principales centros de origen México, la cuenca del amazonas, Boliviay Peru. Se
cree que su domesticacion ocurri6 hace unos 8000 afios, cuando nuestros
antepasados lo utilizaban principalmente como condimento, medicamento, en
castigos, moneda, ofrendas en tributos, entre otros (Montes et al., 2006). Este
Género incluye 33 especies y 10 variedades silvestres, cultivables y
semicultivadas. Entre las principales especies se encuentras C. annuum, C.
chinense, C. frutescens, C. baccatum y C. pubescens, las cuales varian en sus
caracteristicas fenotipicas, como la morfologia de sus flores ¢ frutos, las cuales
ayudan para la diferenciacion entre especies (Montes et al., 2006; Aguilar et al.,
2010; Pérez et al., 2015).

La especie Capsicum annuum Var. annuum, es la especie mas conocida y de
mayor importancia econdmica debido a que es la mas cultivada y la cual presenta
una distribucion mundial y la de mayor variabilidad genética y morfoldgica
(Montes et al.,, 2006; Pérez et al.,, 2015). Esta es una planta herbacea de
coloracion verde, con tallos erectos ramificados, de una altura promedio de 60
cm, con hojas ovoides simples, posee flores hermafroditas de una coloracién
blanca o purpura las cuales se forman en las axilas de las ramas y posee un
sistema radicular el cual puede alcanzar una longitud de 1.20 m (SAGARPA,
2017), sus frutos varian de color verde, amarillo, anaranjados, cafés y rojos, de
tamafio muy pequefios o grandes y pueden ser de forma coénica, redonda o
alargada (Montes et al., 2006; Pérez et al., 2015). Requiere climas calidos para
su produccién, siendo afectadas por las bajas temperaturas, teniendo un rango
de temperatura optima de 12- 32 °C, la cual dependera de la especie a cultivar.
Requieren de suelos de textura media con buen drenaje, rico en materia organica

con una conductividad eléctrica que no sobrepase los 3.5 Ds/cm -1. Se han



encontrado especies de chile creciendo y desarrollandose hasta los 2500 msnm
(SAGARPA, 2017).

México alberga la mayor diversidad de chiles, siendo los mas conocidos el chile
Jalapefio, Ancho, Guaijillo, Pasilla, Serrano, Manzano, Habanero, de Arbol y

Piquin, el resto solo son conocidos a nivel regional (Aguilar et al., 2010).

Importancia en México

El cultivo de chile en México, es de suma importancia tanto de manera
econdémica, nutricional y cultural (esto por ser el centro de origen de algunas
especies) (INIFAP, 2008). Ademas, México es el pais que cuenta con mayor
variabilidad genética de este Género, la cual es utilizada para el mejoramiento de
la resistencia de variedades para el manejo de plagas y enfermedades
(Latournerie et al., 2001).

México se ha caracterizado por ser uno de los principales productores y
consumidores de chiles, el consumo de este fruto se ha conservado desde
tiempos prehispanicos (INIFAP, 2008), con un consumo per capital 16 kg de
chiles verdes al afio (SAGARPA, 2016).

México ocupa el segundo lugar a nivel mundial en la produccion de chiles
(SAGARPA, 2016), con un total de 157 931.37 ha, de las cuales solo 8 634.84
son de temporal, y una produccion de 3 379 289.15 millones de toneladas al afio,
generando ingresos de 30 063 163 000.92 (SIAP, 2018), de las cuales se
exportan el 30.7%, y este a su vez es el 8° cultivo que genera mayores ganancias
a la agricultura aporta el 3.50% del PIB agricola, con un crecimiento del 4.8%
anual. México en el 2016 exporto 986.5 millones de toneladas principalmente a
EUA con 982 Mt., seguido de Canada, Guatemala y Espafia, asi la demanda de
esta hortaliza se ha incrementado hasta en 20 paises (SAGARPA, 2016;
SAGARPA, 2017). La exportacion de chiles se ubica en el quinto puesto de los
principales productos exportados del pais y el tercer puesto en el sector agricola

solo por detras del tomate y el aguacate, generando en el periodo de enero-



agosto del 2016, los 789 millones de dolares, lo que representd un aumento en
términos anuales de 31.6%, uno de los crecimientos mas destacados de este
grupo (SAGARPA, 2018).

Los estados con mayor superficie y produccién de chiles son Zacatecas con 38
229.50 ha y 423 757.02 ton., Chihuahua 28 308.42 ha y 676 462.51 ton., San
Luis Potosi 23 876.20 ha'y 327 422.72 ton., y Sinaloa 17 814.81 ha y 858 543.89
ton (SIAP., 2018). Siendo las principales variedades cultivadas Jalapeiio,
Serrano, Poblano, Pimiento morrén y Habanero (SAGARPA, 2015).

Clasificacion taxondémica
Segun Pérez et al., (2015), la clasificacion aceptada por el GRIN en 2014 es la

siguiente:
Reino: Plantae
Division: Magnoliphyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanacea
Género: Capsicum.

Especie: C. annuum,
chinense, baccatum,

frutescens, etc.

Produccion de plantula
Para la produccién de plantula se emplean principalmente los métodos de
produccién de plantula en almacigos y produccion de plantula en charolas en

invernadero.



Produccién de plantula en alméacigos: estos son pequefias superficies de unos
10 m de largo por 1 m de ancho, empleadas para la producciéon de plantula, al
ser una superficie pequefia es mas facil proporcionar las condiciones necesarias
para la germinacion y desarrollo de las plantulas para posteriormente ser
trasplantadas. Al ser una superficie pequefia es mas facil mantener un control de
la humedad del suelo y de la temperatura, ademas de facilitar el control de plagas
y enfermedades. Proporciona plantulas de una calidad y tamafio més uniforme,
reduce el tiempo a cosecha al minimizar el tiempo de desarrollo vegetativo del
cultivo en el terreno definitivo (Ramiro, 2003; 2Reveles et al., 2010).

El lugar para establecer el almacigo deberé contar con buena disposicion de luz
del sol y un suelo con una buena pendiente para evitar los encharcamientos. El
suelo debe ser de una textura porosa para evitar que este se endurezca con
facilidad, con la finalidad de favorecer el desarrollo de las raices y evitar las
pérdidas de plantulas al momento de ser arrancadas para ser trasplantadas al

campo definitivo (Ramiro, 2003; 2Reveles, et al., 2010).

Una de las practicas realizadas antes de la siembra de la semilla es la
desinfeccion del suelo para el control de plagas y enfermedades mediante la
aplicaciéon de algunos productos quimicos o mediante la técnica de solarizacion.
La siembra de la semilla se realiza en pequefios surcos a una distancia de 10 cm
de separacion, por lo general se utilizan de 600 a 800 g para producir plantula
para una hectarea, posteriormente se cubre la semilla con tierra y se le da un
riego, posteriormente este se cubre con alguna manta para evitar la desecacion.
Es aconsejable que los almacigos se cubran con mantas durante los periodos
criticos de temperaturas que puedan afectar el desarrollo de la plantula (Ramiro,
2003; @Reveles, et al., 2010).

Para un buen desarrollo de la plantula es recomendable la aplicacion de
fertilizantes de manera balanceada, esto 2 veces por semana, la primera
aplicacién de fertilizantes se realiza cuando la plantula tenga las 2 primeras hojas

verdaderas. Se recomienda que antes del trasplante la planta se someta a riegos
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ligeros y se exponga a la luz del sol durante 10 dias para que “endurezcan” y

recientan menos el estrés al ser trasplantadas (?Reveles, et al., 2010).

Produccién de plantulas en charolas en invernadero: esta aumentado debido
a que con este método se garantiza una mejor produccion al contar con un
ambiente controlado y con las condiciones para que la planta manifieste un mejor
desarrollo, a de mas de que se garantiza una planta con buen desarrollo radicular
para ser trasplantada y esta rapidamente se adapte al terreno (Ramiro, 2003;
Guerrero, 2010).

Se requiere contar con semilla de buena calidad para evitar pérdidas de
germinacion. Antes de la siembra se debe de desinfectar tanto las charolas de
poliestireno, el lugar donde se mantendran estas para su germinacion y el lugar
donde seran colocadas después de su germinacion, esto se realiza utilizando
algunos productos como sales cuaternarias de amonio, yodo, cloro metam sodio
entre otros (°"Reveles et al., 2010; Castillo et al., 2015).

Posteriormente se debe de seleccionar el tipo de sustrato a utilizar el cual tiene
la finalidad de brindarle a la planta las condiciones adecuadas para su desarrollo,
los sustratos deben de tener las cualidades de una buena consistencia y
porosidad, un buen drenaje, ser inocuo, alta capacidad de retencioén de agua (50
a 60%) y nutrientes, y un pH de 5 a 7.5, un sustrato con estas caracteristicas
garantiza que las raices de las plantas queden envueltas en un cepellon lo cual
facilita su supervivencia y adaptacion al momento del trasplante (°Reveles et al.,
2010). Para la preparacion del sustrato por lo general se realiza una mezcla de
este con vermiculita, se debe humedecer con agua en una relacion de 1:1 para
evitar que este quede muy saturado lo cual puede afectar la germinacion,
adicionalmente se le puede adicionar algunos fungicidas, microrganismos
benéficos como Trichoderma sp., enraizadores o fertilizantes. Enseguida se
llenan las charolas con el sustrato, las cuales pueden ser de 200, 240, 338, etc.
cavidades, se pasa el rodillo para formar las cavidades aproximadamente de 1
cm de profundidad y posteriormente se colocan las semillas, se recomienda

utilizar semilla de buena calidad para colocar solamente una semilla por cavidad,
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posteriormente tapadas con sustrato y llevadas al area de germinacion donde se
apilan en grupos maximo de 10 charolas y se cubren con plastico negro, el lugar
de germinacion debe tener una temperatura de 25 a 28°C, una humedad relativa
del 60 al 80% y una oscuridad del 80 a 90% (Guerrero, 2010; PReveles et al.,
2010; Castillo et al., 2015).

La germinacion varia dependiendo de la especie y las condiciones ambientales,
para el caso de los chiles serrano esta ocurre a partir del 5° dia, en el caso del
chile pasillo esta ocurre a los 7 dias (Guerrero, 2010; PReveles et al., 2010). Las
charolas son acomodadas en bancales en el invernadero, donde se deberan
manejar las condiciones climaticas segun la edad de la plantula (Guerrero, 2010).

Los riegos deberan de ser homogéneos vy ligeros aplicados por micro aspersion
de 800 ml por charola y 1.2 L cuando se apliquen fertilizantes, ademas de
fertilizantes se pueden inyectar enraizadores y fungicidas. Se debe de mantener
una nutricion balanceada a base principalmente de nitrdgeno, potasio, fosforo,
calcio y magnesio de una manera balanceada 2 veces por semana. La
fertilizacion debera realizarse cuando la planta presente sus primeras hojas
verdaderas, la cual debera tener en esta etapa como base fertilizantes ricos en
fosforo para promover el desarrollo vegetal (Ramiro, 2003; Guerrero, 2010;
bReveles et al., 2010; Castillo et al., 2015), después de ser aplicada la fertilizacion
se requiere realizar un riego ligero con pura agua para lavar el follaje y asi
eliminar residuos de fertilizantes sobre las hojas que puedan causar toxicidad
(Guerrero, 2010).

La temperatura 6ptima para el desarrollo de la plantula dependera de su etapa
de desatrrollo, por lo generar esta va de los 18 hasta los 28°C durante el dia y por
la noche de 15 a 20°C con una humedad relativa del 75%, las cuales se logran
abriendo o cerrando cortinas o0 mediante el uso de calefaccion y ventiladores
(°Releves et al., 2010).

El tiempo de obtencion de plantula es de 40 a 50 dias, cuando esta alcanza una
altura de 10 a 12 cm y de 3 a 4 pares de hojas (Ramiro, 2003; Releves et al.,

2010; Castillo et al., 2015), 8 dias antes del trasplante la planta debe de pasar
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por un proceso de endurecimiento, esto se realiza sometiendo a la plantula a mas
luz, aportando mas potasio, menos nitrégeno y agua (Castillo et al., 2015). Antes
del trasplante se deber& dar un riego pesado para que la plantula se despegue
de la charola facilmente, ademas se sugiere aplicar fungicidas, bactericidas e
insecticidas para que la plantula vaya protegida al campo (Guerrero, 2010).

La ventaja de este método es que se requiere de menor cantidad de semilla por
hectarea, se obtienen plantulas de mayor vigor y calidad listas para el trasplante
en 40 dias en comparacion a la producida en almacigos que se extiende hasta
los 60 y 70 dias (Ramiro, 2003).

Plagas y enfermedades

La produccion de plantula tanto en invernadero como en almacigos puede verse
afectada severamente por algunos insectos plaga, principalmente chupadores
trasmisores de virus como lo son la mosquita blanca y pulgones, por mencionar
algunos (Ramiro, 2003). Los principales fitopatdgenos que atacan a las plantulas
de chile son los oomicetos (Pythium sp. y Phytophthora capsici) y los hongos
Fusarium sp. y Rhizoctonia sp., los cuales son causantes de la enfermedad
conocida como “damping off” (Velasquez et al., 2007; ?Reveles et al., 2010;
Velasquez et al., 2014; Castillo et al., 2015; Larios et al., 2019), y otros causantes

de tizones foliares como Alternaria sp. (Velasquez et al., 2007).

Mosquita blanca (Bemisia tabaci)

Es la principal plaga que puede afectar en la etapa de produccion de plantula,
debido a ser una trasmisora de enfermedades virales, para su control se
recomiendan la aplicacién de productos quimicos como Imidacloprid al momento
de que la plantula presente sus primeras hojas verdaderas y complementarlo con

la aplicacién de algunos repelentes (Castillo et al., 2015).
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Mosca negra o fungus gnat (Bradysia spp.).

Esta es un diptero de la familia Sciaridae, las larvas se alimentan de materia
orgénica en descomposicion y de las raices pequefias de las plantas, lo que
ocasiona que las plantulas manifiesten sintomas como, crecimiento lento,
amarillamiento y marchitez. Al ocasionar dafios en las raices esta facilita la
entrada de otros fitopatdgenos como es el caso de Pythium sp., Fusarium sp.,
Verticillium sp., etc. Mientras que en la fase adulta estos facilitan la dispersién de
sus esporas. Las condiciones adecuadas para el desarrollo de este insecto son
espacios humedos con poca luz y presencia de materia organica en
descomposicion, caracteristicas que se presentan en los invernaderos. Entre las
especies importantes de plantas afectadas por este diptero se encuentran el
chile, jitomate, nochebuena y gerbera (Alvarado et al., 2016).

Damping off

En etapa de plantula la enfermedad méas importante es conocida como “damping
off’, la cual ocasiona marchitez o estrangulamiento de plantulas, esta es
ocasionada por un complejo de fitopatdogenos en los que se encuentran Fusarium
sp., Rhizoctonia sp., Sclerotium rolfsii y los oomycetos Phytophthora capsici y
Pythium sp., este ultimo considerado como el principal causante de esta
enfermedad. El “damping off’ se encuentra distribuida en todo el mundo y es
considerada como la principal enfermedad en estado de plantula pudiendo
ocasionar pérdidas desde un 10% hasta el 100%. Esta enfermedad tiene la
capacidad de ocasionar dafios en un gran numero de diferentes géneros de
plantas. Esta se puede diferenciar causando infeccion en dos etapas de
desarrollo, una en etapa temprana denominada Preemergencia y una etapa
después de la germinacion denominada Postemergencia. En ocasiones esta
puede presentar una tercera etapa aun mas tardia después de que las plantulas
hayan sido trasplantadas. (Fry et al., 2010; ?Reveles et al., 2010; Saul et al., 2010;
Martin et al., 2011; Lopez et al., 2014; Velazquez et al., 2014; D'Angelo, 2016;
Hernandez et al., 2018).
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Preemergencia: esta etapa se presenta antes de que emerja la plantula. La
semilla alcanza a producir su hipocotilo el cual se torna de color café oscuro y
muere pronto. Cuando la infeccion se da antes de que germine el hipocétilo, la
semilla adquiere un color café, consistencia suave, se encoge y se descompone
trayendo como consecuencia al momento de la germinacién de las demas
semillas, que se observen manchones sin germinar en los almacigos. Como en
esta fase es dificil de observar, los agricultores le atribuyen el bajo porcentaje de
germinacion a una mala calidad de la semilla (Avelar et al., 2010; Saul et al.,
2010; Berrones et al., 2013; Velasquez et al., 2014).

Postemergencia: Los sintomas en esta etapa pueden ocurrir en cualquier parte
de la planta iniciando como una mancha café oscura de consistencia humeda, la
infeccidon se extiende con rapidez, afectando a las células, produciendo que estas
colapsen, lo cual origina que la planta muera al poco tiempo de la infeccion
(Agrios, 2005). El sintoma mas tipico se origina en la base de los tallos, como
una estrangulacion necrosado de coloracion café rojizo a negro, se observa a
simple vista que la parte afectada es mas delgada que la parte que aun no ha
sido invadida, ocasionando una flacidez del tallo y marchitez de las hojas,
posteriormente la plantula cae al suelo, el hongo sigue infectando a la planta
hasta que esta muere por completo. En las raices ocasiona pudricion de color
oscura que puede llegar a destruirlas, la cual se origin6 en la base del tallo
(Agrios, 2005; Avelar et al., 2010; Saul et al., 2010; Berrones et al., 2013;
Velasquez et al., 2014; Peralta et al., 2017).

Etapa tardia: en ocasiones las plantas después del trasplante pueden ser
atacadas por el complejo “damping off”, aunque los sintomas casi siempre se
limitan a pequefas lesiones de coloracion oscuras en las raices y en ocasiones
también en los tallos, algunas veces estas pequefas lesiones pueden crecer y
cubrir gran parte de la plana, lo que ocasiona atrofia y su muerte (Agrios, 2005;
Grijalba et al., 2015).
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Descripcion de los principales fitopatégenos causantes del “damping off”.
Pythium spp.

El Género Pythium fue descrito por Pringsheim en 1858 (Khalaf et al., 2011).
Es perteneciente al reino Chromista debido a las caracteristicas de su pared
celular que esta compuesta por celulosa y beta glucanos, ademas de producir
zoosporas con 2 flagelos, caracteristicas que los diferencian de los hongos
verdaderos (Van West et al., 2003; Palmucci et al., 2011; Heffer et al., 2012). Este
es considerado el principal patégeno causante del “damping off”, se encuentra
ampliamente distribuido en todo el mundo, se ve favorecido por alta humedad y
temperaturas desde los 15°C a las superiores de 30°C dependiendo de la
especie, por ejemplo P. aphanidermatum es mas agresivo de los 30 a los 35°C a
comparacion de P. ultimum que se ve favorecido por temperaturas por debajo de
los 23°C. Cuenta con aproximadamente de 120 a 160 especies, pudiendo
elevarse a muchas mas utilizando pruebas de PCR, entre las especies mas
importantes se encuentran P. aphanidermatum, P. ultimum, P. myriotylum, P.
debaryanum, P. irregulare, P. coloratum, entre otros. Puede sobrevivir como
saprofito o parasito, atacando a mas de 60 especies de cultivos, en los que se
encuentran Solanaceas, Cucurbitaceas y Fabaceas, causa dafios en semillas,
raices, en la base de tallos de plantulas y en ocasiones llega a dafar los frutos
gue estén en contacto con el suelo hiumedo o que estén constantemente con una
pelicula de humedad (Agrios, 2005; Gravel et al., 2005; GOmez et al., 2011;
Khalaf et al., 2011; Valdés et al., 2011; Grijalba et al.,2015; D"Angelo, 2016;
Figueroa et al., 2017; Grijalba et al.,2017; Villanueva, 2018).

Clasificacion taxon6mica: Segun Heffer et al., (2012) la clasificacion de

Pythium es la siguiente:

Reino: Chromista
Phylum: Stramenopila
Orden: Oomycota
Familia: Pythiacea

Género: Pythium spp.
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Caracteristicas morfolégicas: El Género Pythium cuenta con caracteristicas
morfoloégicas como lo son micelio cenocitico, oogonios con odsporas, anteridios,
esporangios y zoosporas flageladas, debido su gran variacién en formas y
tamafios o ausencia de estas estructuras entre las especies de este género, hace
gue resulte dificil la identificacién de estas especies, por lo tanto, para una
identificacion mas exacta se requiere recurrir a pruebas moleculares (Diaz et al.,
2011).

El micelio es cenocitico, estd compuesto de pared celular de 3-1,3 y B-1,6
glucanos (Fry et al., 2010; Palmucci et al., 2011), este es de rapido crecimiento,
de una coloracién blanquecina, es filamentoso, muy ramificado. Los esporangios
son terminales de forma esférica o filamentosa variada en su forma, los cuales
pueden o no formar una vesicula donde se forman alrededor de 100 zoosporas.
Las zoosporas son carentes de pared celular, son de forma ovalada con 2
flagelos uno tipo latigo dirigido hacia atras y uno cepillo dirigido hacia adelante,
los cuales les sirven para su locomocion. Estas tienen la capacidad de
enquistarse y entrar en reposo hasta encontrar un hospedante (Agrios, 2005; Fry
et al., 2010).

Los oogonios son forma esférica y los anteridios son de forma de pino de boliche,
estos pueden ser diclinos si se originan de una hifa diferente de donde se origina
el oogonio o monoclino si se origina de la misma hifa de donde se originé el
oogonio. En el interior del oogonio se produce una espora de resistencia llamada
oo0spora, la cual tiene una pared gruesa, que le proporciona la capacidad de
sobrevivir por varios afios en el suelo aun en condiciones extremas (Agrios, 2005;
Fry et al., 2010; Velazquez et al., 2014).

Ciclo de reproduccion: Consta de 2 formas de reproduccion, asexual y sexual.

Reproduccion asexual: esta se da mediante la produccion de esporangios, los
cuales pueden germinar directamente produciendo un tuvo germinativo, también
pueden producir una vesicula, donde se formaran aproximadamente mas de 100
zoosporas flageladas, estas son liberadas solo en condiciones de humedad. La

pared de la vesicula desaparece y las zoosporas son liberadas, estas nadan
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hasta encontrar un hospedante al cual infectar, al entrar en contacto con el
hospedante estas se enquistan y después penetran produciendo un tubo
germinativo, o en ocasiones estas pueden producir una vesicula en las que se
formaran més zoosporas secundarias, este evento puede llegar a repetirse varias
veces (Van der Plaats, 1981; Van West et al., 2003; Agrios, 2005; Fry et al.,
2010).

Reproduccién sexual: esta ocurre con la unién de sus gametangios oogonio y
anteridio, esta por lo regular seda de una forma homotalica. El anteridio se une
al oogonio produciendo un tubo de fecundacion, posteriormente se desplazan los
nucleos del anteridio hacia el oogonio y ambos se fusionan dando origen a una
oospora de pared gruesa la cual tiene la capacidad de sobrevivir en condiciones
extremas del ambiente. La oospora puede germinar desarrollando un tubo
germinativo originando nuevo micelio o produciendo una vesicula con zoosporas
igual a la de los esporangios. La germinacion esta influenciada por temperatura
del medio ambiente, por ejemplo, temperaturas superiores a los 18°C favorece la
germinacion de tubos germinales y temperaturas menores a 18°C induce la

produccion de la vesicula (Agrios, 2005; Fry et al., 2010; Velasquez et al.,2014).

Condiciones favorables para su desarrollo: Para su desarrollo Pythium
requiere de suelos con alta humedad, un deficiente drenaje y una baja aireacion.
Para dispersar sus zoosporas necesita de agua para que estas se puedan
desplazar. Los requerimientos de temperatura para su desarrollo dependeran de
la especie de Pythium, debido a que los requerimientos Optimos de temperatura
varian entre las especies, por ejemplo, P. aphanidermatum requiere de
temperaturas altas que van de los 30 a los 35°C, mientras que P. ultimum
requiere de temperaturas bajas inferiores a los 23°C (Velasquez et al., 2014;
Grijalba et al., 2017).

Como sobrevive de un ciclo a otro: Pythium tiene la capacidad de sobrevivir
tanto como saprofito en materia en descomposicion y como paracito de plantas
especialmente afectando en estado de plantula en invernadero, almacigos,

parcelas agricolas y bosques, afectando las raices, tallos y semillas de las plantas
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(Agrios, 2005; Diaz et al., 2011). Este sobrevive por varios afios en fase de
oospora hasta que se dan las condiciones favorables para su germinacion y
desarrollo (Agrios, 2005; Fry et al., 2010; Velasquez et al., 2014).

Infeccion inicial: Para que Pythium cause infeccion se requiere de una serie de
factores favorables para su desarrollo y factores desfavorables para el desarrollo
de la planta como lo son, la humedad, temperatura, luminosidad, pH, nutricion y
presencia de otros microorganismos. La infeccion inicial se puede originar desde
un fragmento de micelio, la germinacién de una zoospora, una oéspora o la
germinacion directa de un esporangio, al entrar en contacto con una semilla o
cualquier parte de la planta que este en contacto con humedad. Las zoosporas y
el micelio son atraidas al hospedante mediante sus exudados radiculares,
posteriormente germinan al hacer contacto con la planta, estos se adiaren a ellas
mediante la formacién de apresorios y producen una clavija de infeccion para
poder penetrar en ella. Los exudados radiculares producidos por las plantas
sirven a Pythium como estimulantes quimiotropicos para las zoosporas y micelio
ya que estos se mueven o crecen en su direccion (Van der Plaats, 1981; Agrios,
2005).

En las semillas Pythium penetra cuando estas estan humedas e hinchadas, o
atreves de heridas, también puede llegar a penetrar al embrion o a plantulas que
estan emergiendo mediante presion mecanica y degradacion enzimatica de los
tejidos (Agrios, 2005).

En las raices y tallos jovenes la infeccion ocurre a nivel de suelo o muy poco por
debajo de este. Este penetra igual que en la semilla en las partes mas humedas
e hinchadas, el micelio penetra en las células de la epidermis y de la corteza

donde se nutre y produce desintegracion de las células y tejidos (Agrios, 2005).

En las raicillas Pythium penetra por las puntas propagandose en las células
jovenes, ocasionandoles una muerte rapida. En raices y tallos adultos la infeccion
se limita a la corteza de estos ocasionando pequefias lesiones a nivel de la

infeccion. Pythium también es capaz de atacar frutos que estén en contacto con
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alta humedad en el campo o postcosecha, este penetra mediante la produccién

de enzimas que degradan las paredes celulares (Agrios, 2005).

Sintomas y signos: En semilla ocasiona pudricion, en esta se forma una masa
putrefacta la cual esta constituida por el hongo y las sustancias que este no pudo
degradar (Agrios, 2005; Fry et al., 2010; Hernandez et al., 2011). En los tallos de
las plantulas produce necrosis provocando el tipico estrangulamiento lo que
ocasionando que la plantula se doble, caiga y muera, también ocasiona necrosis
y pudriciones de raices, cuando la infeccion no es tan grabe se puede provocar
retraso en el crecimiento y amarillamiento (Gémez et al., 2011; Hernandez et al.,
2011; Peralta et al., 2017; Hernandez et al., 2018). En los frutos ocasiona
pudricion y transcurrido un tiempo se empieza a observar como el micelio sale
del fruto y hasta llegar a cubrirlo en gran parte (Agrios, 2005). En ocasiones
puede provocar reduccion del crecimiento, podredumbre en la base de los tallos
y marchitez de plantas adultas (Gomez et al., 2011; Grijalba et al., 2015).

Fusarium spp.

Este género fuero descripto por vez primera en 1809 por Link (Leslie y
Summerell, 2006). Tiene la capacidad de sobrevivir tanto como saprofito y
paracito de plantas. Este género es cosmopolita y cuenta con una gran cantidad
de especies, entre las mas importantes se pueden mencionar a F. oxysporum
(con mas de 120 formas especiales) y F. solani (Torres, 2000; Agrios, 2005;
Hernandez et al., 2011; Villa et al., 2015; Retana et al., 2018). Se considera como
uno de los principales fitopatdgenos que causan mayores pérdidas en la
agricultura, es capaz de afectar a mas de 100 especies de plantas de importancia
econdmica (De Granada et al., 2001) en las que se encuentran Solanaceas,
Cucurbitdceas y Amarilidaceas, entre muchas otras. Fusarium spp., puede
infectar tanto en estado de plantula ocasionando “damping off” y en estado
avanzado del cultivo provocando la marchitez o secadera (Wolcan., et al., 2001,
Zapata et al., 2001; Agrios, 2005; Velasquez et al., 2007 y 2014; Sanchez et al.,

2015; Hernandez et al., 2018). Velasquez et al., (2007) mencionan a Fusarium
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sp., ocasionando un mayor porcentaje de incidencia de Damping off en almécigos
de chiles en comparacion con Rhizoctonia solani, en los estados de
Aguascalientes y Zacatecas.

Clasificacion taxondmica: Segun Martinez et al., (2015) la clasificacién de

Fusarium es la siguiente:
Reino: Fungi
Fillum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium spp.

Caracteristicas morfologicas: Este género se caracteriza poseer un micelio de
coloraciones variadas que van del blanco al rosado, color durazno o una
coloracion morada, ademas de ser de rapido crecimiento y por la produccion de
sus tipicas esporas como lo son las macroconidias, microconidias y

clamidosporas (Torres., 2000; De Granada et al., 2001).

Microconidias: No todas las especies las producen, estos son esporas
unicelulares de forma ovalada, ovoide, globosa, reniforme, periforme o de huso
con 1, 2 o sin septos transversales. Estas se originan de una fialide (puede ser
monofialide o polifialide) (Leslie y Summerell, 2006; Martinez et al., 2015). Las
microconidias de F. oxysporum por lo regular son unicelulares, hialinas, curvas,
estas se forman sobre fialides laterales cortas, miden 12 um de largo por 2.5- 3.5
um de ancho (De Granada et al., 2001).

Macroconidias: Son esporas rectas o curvadas en forma de canoa,
multicelulares de 3 a mas septos transversales, con una célula basal (célula pie),
hialinas, alargadas de variados tamafios segun la especie (F. oxysporum es de

27 a 46 pum de largo por 3.0 a 4.5 um de ancho) (Torres 2000; De Granada et al.,
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2001; Leslie y Summerell, 2006; Martinez et al., 2015). Estas se pueden producir
de forma simple en conidi6foros pequefios o alargados simples o ramificados,
algunas especies tienen la capacidad de formarlos en esporodoquios (Martinez
et al., 2015).

Clamidosporas: Estas se forman a partir de la condensacion del contenido del
micelio o de las macroconidias, se pueden formar de manera individual o en
grupos formando cadenas, para su formacién se requiere de mucho tiempo y son
producidas en mucho menor cantidad que las macroconidias y microconidias, las
caracteristicas de estas es que son de pared gruesa, la cual es la estructura de
resistencia del hongo (Torres 2000; Leslie y Summerell, 2006; De Granada et al.,
2001; Martinez et al., 2015).

Ciclo de vida: El Género Fusarium consta tanto de estado anamorfo como
teleomorfo, un ejemplo del estado teleomorfo es el Género Gibberella spp.,
(Leslie y Summerell, 2006; Reynoso et al., 2005). Sobrevive de un ciclo a otro en
restos de cultivos ya sea como micelio o cualquiera de sus tipos de conidias,
aunque es mas frecuente que sobreviva como clamidosporas. Las conidias o el
micelio al detectar los exudados radiculares de la planta desarrollan un tubo
germinativo con el que penetran por las puntas de las raices o a través de heridas
hacia interior de la planta. El micelio se propaga intercelularmente hasta llegar a
los vasos del xilema, de donde viaja hacia el tallo y la corona de la planta, en
interior de la planta el micelio produce microconidios los cuales son distribuidos
con la savia, posteriormente germinan y producen mas micelio, penetrando a los
vasos de la planta produciendo taponamiento de estos, ocasionando la marchitez
y muerte de la planta. En los tejidos ya muertos de la planta es donde el hongo
produce mayor cantidad de esporas, las cuales seran diseminadas hacia nuevas
plantas para comenzar un nuevo ciclo. Uno de los principales medios de
diseminacion a larga distancia ocurre al trasplantar plantulas infectadas con el
fitopatdgeno a parcelas donde no se encontraba la presencia de este hongo (De
Granada et al., 2001; Agrios, 2005).



22

Condiciones favorables para su desarrollo: Esta dependerd segun la especie
como, por ejemplo, la temperatura optima para el desarrollo de F. oxysporum
oscila entre los 25 y 30°C, con un periodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.
Siendo las temperaturas minima y maxima de 5°C y 37°C., su pH optimo es de
7.7, aunque se puede desarrollar a pH de 2.2 y 9.0 (De Granada et al., 2001).

Como sobrevive de un ciclo a otro: Este sobrevive como patégeno facultativo
en plantas o en restos de cosechas, su forma de supervivencia en el suelo es a
través de clamidosporas las cuales tienen la capacidad de sobrevivir por largos
periodos de tiempo en condiciones extremas del medio ambiente hasta que se
presenten las condiciones favorables para su desarrollo (Retana et al., 2018;
Agrios, 2005).

Infeccion inicial: Inicia en el momento en que la clamidospora, macro y
microconidia o micelio son es estimulados por los exudados radiculares, lo que
ocasiona que estos germinen y penetren en la epidermis de las raices,
posteriormente se dirige hacia los vasos del xilema. Otro método de penetracion

es a través de heridas (De Granada et al., 2001).

Sintomatologia: En plantulas provoca “damping off’ ocasionando
estrangulamiento y necrosamiento de la base del tallo, amarillamiento, marchites,
pudricion de raices y la muerte de la plantula, en frijol causa lesiones de
coloracion rojizas oscuras en el epicatilo e hipocotilo. En plantas adultas ocasiona
marchitez de las hojas, clorosis de las venas, achaparramiento, defoliacion,
necrosis marginal y la muerte de la planta, en algunas especies de plantas como
es el caso del tomate ocasiona el desarrollo de raices adventicias. los haces
vasculares del tallo se tornan de una coloracion café, la cual se va extendiendo
hacia la parte superior de la planta. Las raices afectadas se observan pudriciones
y estas se pueden desprender con facilidad (De Granada et al., 2001; Garnica et
al., 2004; Agrios, 2005; Hernandez, 2012).
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Métodos de control del “damping off”

Los agricultores para el control de esta enfermedad se basan principalmente en
el control del riego, desinfeccion del suelo con productos quimicos altamente
téxicos como lo son el bromuro de metilo y metan sodio, también el tratamiento
de la semilla y la aplicacion de algunos productos quimicos como lo son; Thiram,
Captan, Mancozeb, Carbendazim, Metalaxyl, Procloraz, Azoxystrobin y mezclas
entre ellos. Los productos quimicos no siempre son efectivos para su control y su
mal manejo han traido como consecuencia, resistencia de los patégenos hacia
estos compuestos, contaminacién del suelo y agua, dafios a la salud de las
personas entre otros (Velasquez et al., 2014; Castillo et al.,2015; Figueroa, 2017;
Hernandez et al.,2018; Larios et al., 2019). Algunos otros métodos de control son,
la esterilizacion del suelo con altas temperatura o biofumigacion antes de la
siembra en almacigos, uso de sustrato estéril, ademas del suelo también es
importante la esterilizacion de las herramientas y equipos de trabajo, uso de
semilla certificada, mantener una temperatura, humedad y nutricion 6ptimas,
evitar riegos pesados y mantener un buen drenaje. Eliminacion de plantulas con
sintomas para evitar su dispersion en el vivero o en campo al ser trasplantadas
(Agrios, 2005; Martin et al., 2011).

Una opcion por la que han venido optando los agricultores en los ultimos afios
para el control de esta enfermedad, es el control bioldgico mediante el uso de
microrganismos antagonistas de estos patdogenos (Hernandez et al., 2018; Larios
et al., 2019) como lo son, Bacterias del genero Pseudomonas, Streptomyces,
Bacillus, Actinoplanes y Micromonospora y algunos hongos como Trichoderma
spp., Gliocladium spp., por mencionar algunos (Asaka et al., 1996; Gravel et al.,
2005; Figueroa, 2017).

En un trabajo realizado por Kipngeno et al., (2015) demostraron que la aplicacién
de Trichoderma asperellum y Bacillus subtilis en semillas de tomate se redujo el
dafo causado por “damping off” en méas del 40%, donde el testigo obtuvo un dafio
del 65.89%, ademas estos agentes de biocontrol promovieron el crecimiento

vegetal. Asaka et al., (1996) menciona que una cepa de Bacillus subtilis obtuvo
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efecto inhibitorio in vitro contra diferentes patdégenos al producir antibioticos
iturina A 'y surfactina, demostrando su efecto inhibitorio en contra de Rhizoctonia
solani en plantulas de tomate. Hernandez et al., (2018) al trabajar con “damping
off” en chile, utilizaron bacterias del genero Pseudomonas y Bacillus obteniendo
inhibicién in vitro del 44 a 50% del agente causal, posteriormente en plantulas
con la aplicacion de 2 cepas de Pseudomonas obtuvieron 80 y 100% de
supervivencia de las plantulas contra 30% del testigo, ademas se demostr6 que
estos agentes de biocontrol tuvieron la capacidad de producir AlA y solubilizar
fosfato inorganico. En produccién de plantulas de Capsicum chinense en
charolas en invernadero al utilizar una cepa de Trichoderma denominada clombta
y unamezcla de T. clombta y T. SP6 a una concentracion de 1x 103 por ml, estos
tratamientos no mostraron sintomas de damping off en comparacion con el
tratamiento testigo (Captan) que presento un 5.4% de incidencia, ademas de que
estas cepas promovieron el desarrollo vegetativo de las plantulas al incrementar
la altura, la biomasa area y radicular, el diametro del tallo y contenido de clorofila
(Larios et al., 2019). En un trabajo realizado por Villanueva, (2018) para el control
del “damping off” producida por Pythium aphanidermatum en plantulas de pepino
utilizo T. asperellum, el cual mostro ser efectivo para su control al mismo nivel
gue el fungicida de la mezcla de Propanocarb y Fosetil, en comparacion con la
aplicacion de B. subtilis, el biofungicida B. subtilis cepa QST713 y el fungicida

Etridiazol, los cuales no tuvieron un efecto reductor sobre esta enfermedad.

Trichoderma spp.

Es un hongo saprofito cosmopolita, el cual se puede encontrar principalmente en
lugares que contienen materia organica en descomposicion. Este género tiene
gran facilidad de adaptacién debido a que posee una amplia gama de modos de
accién como lo son, una alta capacidad para degradar sustratos, un metabolismo
versatil y resistente a inhibidores microbianos. Fue descrito por primera vez en
1794 por Persoon, el cual describi6 4 especies, en la actualidad este nimero ha

aumentado a mas de 100 con ayudad de pruebas moleculares, entre las que se
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pueden mencionar Trichoderma harzianum, T. viride, T. asperellum (Martinez et
al., 2015).

Trichoderma pertenece al Reino Fungi, Division Eumycota, Subdivision
Ascomycotina, Clase Euascomycetes, Orden Hypocreales, Familia Hypocraceae
(Argumedo et al., 2009).

Este género es muy conocido por ser un excelente agente de biocontrol, debido
a sus diferentes modos de accidn, en los que se encuentran la produccién de
sustancias antibiéticas (antibosis), su capacidad de parasitar a otros hongos
(micoparasitismo), competencia por espacio y nutrientes (Harman et al., 2004,
Argumedo et al., 2009; Martinez et al., 2015; Chirino et al., 2016; Larios et al.,
2019). Ademas, se conoce que Trichoderma tiene la capacidad de inducir
resistencia sistémica o localizada en plantas al penetrar en la epidermis de las
raices y en algunas células mas por debajo, y producir compuestos que activan
las defensas de las plantas como son, péptidos, proteinas y compuestos de bajo
peso molecular. La colonizaciéon de las raices por Trichoderma aumenta la
produccion de enzimas (peroxidasas, quitinasas, B-1,3-glucanasas y la
hidroperéxido-liasa de la ruta de la lipoxigenasa) relacionadas con la defensa de
las plantas. Al inducir cambios en el metabolismo de las plantas induce a la
acumulacién de compuestos antimicrobianos como lo son la produccién de
fitoalexina y glucosidos fendlicos (Harman et al., 2004). Como ya se mencion6
Trichoderma tiene la capacidad de parasitar a otros géneros de hongos, al
detectar a otros hongos este crece rapidamente en direccion hacia ellos,
posteriormente este se enrolla alrededor de ellos y forma apresorios, una vez que
entran en contacto produce enzimas fungitoxicas que degradan la pared celular
del hongo provocando su muerte. Otro modo de accidon es mediante la
competencia, por ejemplo, se menciona que compite por los exudados
producidos por semillas, los cuales estimulan la germinacion de hongos
fitopatdgenos, compiten también por nutrientes y espacio al colonizar la rizosfera
de la planta, ademas de que tiene la capacidad de degradar o inhibir pectinadas

y otras enzimas que son esenciales para los fitopatdgenos. Otro beneficio que se
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menciona es que algunas especies tienen la capacidad promover el crecimiento
vegetal al solubilizar algunos nutrientes como lo son fosfato de roca, Fe3*, CU?",
Mn#*, Zn, eficientisar el uso de nitrégeno y producir sideroforos que quelatan el
hierro lo que favorece el desarrollo y la produccién de las plantas, la produccion
de algunos metabolitos secundarios como el acido indol acético (AlA) y analogos
de auxina, 6-pentil-alfa-pirona (6PP) y harzianolida (Harman et al., 2004; Chirino
et al., 2016).

Bacillus spp.

Pertenece a la clase 1 del filum Firmicutes (Abriouel et al., 2011; Villareal et al.,
2018), Clase Bacilli, Orden Bacillales, Familia Bacillaceae, siendo una de las
familias con mayor actividad bioguimica (Layton et al., 2011; Villareal et al., 2018).
Estas son en forma de bacilos de un tamafio de 0.5 a 10 um, con flagelos laterales
los cuales le proporcionan movimiento, Gram+, aerobias y anaerobias,
productoras de endosporas las cuales resisten condiciones extremas, producen
catalasa, presentan un rango de crecimiento en pH de 5.5 a 8.5 lo cual permite
encontrarla en diferentes ambientes (Abriouel et al., 2011; Layton et al., 2011,
Tejera et al., 2011; Villareal et al., 2018). Existen aproximadamente mas de 336
especies (Villareal et al., 2018), entre las especies mas destacadas por su accion
de antagonismo en contra de fitopatégenos y promocion del crecimiento vegetal
se mencionan a Bacillus subtilis, B. brevis, B. licheniformis, B. megaterium, B.
circulans, B. cerus, B. sensu, B. pumilus, B. amyloliquefaciens (Abriouel et al.,
2011; Layton et al., 2011; Tejera et al., 2011; Villarreal et al., 2018).

La actividad antagonica de Bacillus se debe a la produccién de una gran variedad
de antibioticos como son los lipopeptidos (iturinas, fengicinas y surfactinas), los
cuales actian sobre la membrana citoplasmatica de los hongos o bacterias
provocandoles poros, desbalance osmético y algunos desbalances celulares
como la homeostasis celular del calcio ocasionandoles la muerte (Villareal et al.,
2018). En varios estudios se ha demostrado la capacidad antagonista del género

Bacillus en contra de diversos fitopatdgenos en los que se mencionan Pyricularia,
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Alternaria, Curvularia, Fusarium entre otros, al producir algunas enzimas como lo
son quitinasas, hidrolasas, proteasas y glucanasas. En este género destaca la
especie B. subtilis por su capacidad de antagonismo en contra de Fusarium
oxysporum, para cual esta bacteria produce lipasas, proteasa y glucanasas
(Tejera et al.,, 2011). Otro mecanismo de accibn es por competencia de
nutrientes, por ejemplo, compiten con algunos microrganismos por algunos
minerales como el hierro mediante la produccion de sideréforos los cuales tienen
la capacidad de quelatar a este elemento, lo cual limita el crecimiento y la
colonizacion de los microrganismos (Villareal et al., 2018).

Bacillus tiene la capacidad de inducir la resistencia sistémica inducida (ISR) la
cual depende de moléculas elicitoras en las que se encuentran lipopeptidos,
fitohormonas (acido jasmonico y etileno) y compuestos volatiles. Villareal et al.,
(2018) menciona a un género de Bacillus el cual confiere resistencia a plantas de
tabaco mediante la produccion de una -1,3 glucanasa y una quitinasa en contra
de Rhizoctonia solani y Phytophthora nicotiane. Otros mecanismos que se
mencionan incluyen cambios estructurales en la pared celular mediante la
acumulacion de lignina, produccion de metabolitos secundarios como
flavonoides, fitoalexinas, auxinas y glucosinolatos. Ademas, este género es
considerado como PGPR (rizobacteria promotora del crecimiento vegeta)
(Moreno et al., 2018), por tener la capacidad de promover el crecimiento de las
plantas de forma directa mediante la solubilizacion de fosfatos (B. megaterium y
B. subtilis), la fijacion del nitrégeno (B. fusiformis) y la produccion de hormonas y
de forma indirecta al proteger a la planta del atague de patdgenos (Tejera et al.,
2011).

Pseudomonas spp.

Este género es perteneciente al Filo Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria, Orden Pseudomonadales, Familia Pseudomonadaceae,
Género Pseudomonas (Pérez et al., 2015), son en forma de bacilos Gram

negativos rectos o un poco curvados, de un diametro de 0.5- 1.0 por 1.5- 5.0 ym
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de largo, aerobias, con presencia de flagelos polares que le proporcionan
movimiento (Valverde et al., 2009). En la agricultura existen tanto especies
benéficas como patégenas (Pérez et al., 2015). Entre las especies benéficas se
encuentran Pseudomonas chlororaphis, P. aureofaciens, P. fluorescens, P.
putida entre otras, estas dos Ultimas son las tipicas representativas de las
llamadas Pseudomonas florecentes, esto por la caracteristica tipica de producir
pigmentos hidrosolubles de color azul verdoso al verse con luz UV (Valverde et
al., 2009).

Algunas especies de Pseudomonas son de gran importancia en la agricultura
debido a poseer diferentes propiedades benéficas como son, promotoras del
crecimiento vegetal (PGPR), ser agentes de biocontrol de fitopatégenos,
induccion de la resistencia sistémica, solubilizadoras de algunos minerales como
el fosforo, etc., (Valverde et al., 2009; Gakegne et al., 2017).

Entre los mecanismos de inhibicion que presenta algunas especies de
Pseudomonas se encuentra la produccion de antibiéticos, competencia por
espacios y nutrientes, quelatacion del hierro y produccion de enzimas hidroliticas
(Gakegne et al., 2017). Los principales antibioticos producidos son, pioluteorina,
pirrolnitrina, acido fenazina-1-carboxilico y 2,4- diacetilfloroglucinol, y algunos
metabolitos secundarios como cianuro de hidrogeno y proteasas, los cuales
estan involucrados en el antagonismo de algunos hongos patégenos (Sharma et
al., 2014; Chavez et al., 2018). Otro ejemplo de compuestos producidos por estas
bacterias es el caso de compuestos extracelulares (biosurfactantes) los cuales
tienen efecto litico en las zoosporas producidas por Pythium y Phytophthora
(Pérez et al., 2015).

Algunas especies de Pseudomonas como es el caso de P. fluorescens son
catalogadas como PGPR debido a su capacidad de promover el crecimiento
vegetal, de manera directa mediante la produccién de algunos compuestos como
lo son, auxinas, giberelinas y citoquininas, producir aminoacidos y fijar nitrégeno
atmosférico como en el caso de P. putida. De manera indirecta al producir

sustancias antibiéticas que tienen efecto antagonista de patégenos de plantas,
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ademas de sintetizar sideréforos para secuestrar hierro y limitando el desarrollo
de estos patégenos, por medio de competencia al colonizar la rizosfera de la
planta (Sivasakthi et al., 2014; Pérez et al., 2015). Entre las especies con mayor
capacidad de producir sideroforos destaca la especie P. donghuensis, siendo una
especie con un alto potencial para el control biolégico (Gao, et al., 2015).

Un mecanismo de defensa inducido por algunas especies de Pseudomonas (P.
fluorescens y P. veronii) es conocido como la Resistencia Sistémica Inducida
(RSI), la cual le proporciona a la planta mejor capacidad de respuesta contra el
ataque de patdégenos, esto al colonizar las raices de las plantas e inducir la
produccién en la planta de algunos compuestos. La RSI es dependiente de
algunos compuestos como el jasmonato y etileno (Martinez et al., 2015; Jaramillo
et al., 2016). Algunos genes que participan en los mecanismos de defensa son;
Eirl (transportador de flujo de auxinas especifico para raices), Lox2 (lipoxigenasa
gue lleva a la biosintesis de acido jasmonico) y Tlpl (pertenece a la familia de
PR-5 de proteinas relacionadas a patdégenos, con actividad antifangica). Se
menciona a P. veronii con actividad antagonica en contra de Xiphinema index,
esta bacteria fue capaz de estimular la expresion de los genes Eirl, Lox2, Tlpl
(Jaramillo et al., 2016).

Solubilizadores de fosfatos

En los dltimos afios las personas han buscado algunas alternativas para
minimizar el uso de fertilizantes quimicos mediante la utilizacion de
biofertilizantes como lo son microorganismos solubilizadores de fosfatos (MSF)
organicos y minerales (Becerra et al., 2011). Algunos de los microorganismos con
la capacidad de solubilizar fosfatos se mencionan a las bacterias de los géneros
Bacillus, Pseudomonas (Higuera, 2008; Patifio et al., 2013) Rhizobium,
Burkholderia, Pantoea, @ Achromobacter, = Agrobacterium, Microccocus,
Aereobacter,  Flavobacterium, Enterobacter, Klebsiella, @ Rhodobacter,
Arthrobacter, Serratia, Erwinia (Patifio et al., 2013) y algunos actinomicetos como

Streptomyces, y algunos géneros de hongos como, Rhizopus (Higuera, 2008),
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Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y algunas levaduras (Higuera, 2008; Patifio
et al.,, 2013) entre los géneros de levadura se encuentran Saccharomyces,
Rhodotorula (Higuera, 2008) y Candida famata. Estos microorganismos tienen la
capacidad de solubilizar fosfatos mediante acidificacion, quelacion y reacciones
de o6xido reduccion (Becerra et al., 2011). Los MSF tienen la capacidad de
segregar la enzima fosfatasa para hidrolizar el fosfato organico para que la planta
lo pueda asimilar (Higuera, 2008). Vargas et al., 2019, menciona tres estrategias
usadas por los MSF para la movilidad de fosfatos en el suelo como lo son, la
acidificacion de la rizosfera formando complejos estables con el aluminio y el
hierro mediante el uso de &cidos organicos, la liberacién de aniones organicos

acidos (citrato, oxalato, gluconato) y la liberacién de fosfatasas y fitasas.

Bacillus megaterium, B. mesentericus y Pseudomonas putida se encargan de
solubilizar fosforo organico (ortofésfato) y lo transforman en fosfatos asimilables
para las plantas, en el caso de Streptomyces estos destruyen las moléculas
organicas fosfatas para liberar fosforo. Los hongos Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus, Saccharomyces y Rhodotorula degradan los acidos nucleicos vy

glicerofésfatos a fosfatos simples (Higuera, 2008).

Interaccion entre mezclas de microorganismos de biocontrol

Existe un beneficio mayor cuando se aplican de manera conjunta diferentes tipos
hongos y bacterias antagonistas, que cuando se aplica cada uno de ellos de
manera individual (Bautista et al., 2014), ya que la interaccion de estos
microorganismos entre si puede producir efectos sinérgicos que potencialicen
sus beneficios (Cano, 2011), por ejemplo, Espinoza et al., (2019) reportan la
mezclas de diferentes cepas de Trichoderma (T. harzianum, T.asperellum y T.
yunnanense) y un fermento a base de Trichoderma spp. y Bacillus spp.,
disminuyeron la incidencia y severidad de la secadera del chile, ademas de haber
incrementado su rendimiento, mientras que Larios et al., (2019) menciona que
obtuvo mayor efecto al aplicar en plantula de chile una mezcla de dos cepas de

Trichoderma (T. clombta + la cepa T. sp6) obteniendo incidencia del “damping
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off” del 0% mientras que al aplicar solamente la sepa T. sp6 obtuvo una incidencia

mayor.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento

Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Microbiologia e Invernadero del
Departamento de Parasitologia Agricola, de la Universidad Autbnoma Agraria
Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, ubicada en las coordenadas geograficas de 25°
21" 13" latitud Ny 101° 1’ 56" longitud oeste, con una altura de 1,742 msnm.

Material biolégico

Los microorganismos antagonistas (Bacillus spp., Pseudomonas donghuensis,
Trichoderma harzianum) fueron proporcionados por el Cepario del Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Parasitologia de la UAAAN, las cuales fueron
reactivadas en medio de cultivo Agar nutritivo (AN) para las bacterias y Papa

Dextrosa Agar (PDA) para Trichoderma.

Aislamiento e identificacion de fitopatdogenos causantes del “damping off”
Estos fueron aislados de plantulas de chile serrano de 30 dias, producidos en
charolas de 200 cavidades en el invernadero del Departamento de Parasitologia,
gue mostraron los sintomas tipicos del complejo “damping off”. Las muestras se
depositaron en bolsas de plastico, se etiquetaron y trasladaron en hieleras al
laboratorio, donde se lavaron con agua corriente y se diseccionaron las raices y
tallos. Posteriormente, con ayuda de un bisturi estéril se cortaron en pequefios
trozos, se desinfectaron en una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante 3
min, se lavaron por tres ocasiones con agua destilada estéril y se dejaron secar
sobre papel estraza estéril bajo condiciones asépticas en camara de flujo laminar.
Las porciones de raiz y tallo se transfirieron a cajas Petri con medio de cultivo
V8- Agar (V8A) y PDA (Fig. 1), las cuales se incubaron a 26+ 2°C por 3 dias.



Figura 1: Procedimiento para el aislamiento de los fitopatégenos causantes del

“‘damping off” en plantulas de chiles.

Los crecimientos miceliales, se transfirieron a cajas petri con medio de cultivo
agar agua (AA), 24 h después estos aislamientos se purificaron transfiriendo
punta de hifa en cajas Petri con medios V8A y PDA, y se mantuvieron incubadas

para su identificacion.

Identificacién de Pythium sp., y Fusarium sp.

Para identificar a Pythium se realizaron observaciones directas del crecimiento
micelial y sus estructuras desarrolladas sobre una semilla que fue esterilizada e
inoculada con una concentracion 1x 10® cel/mL (oogonios, odsporas Yy
zoosporas), transferida a una caja Petri con medio AA e incubada por siete dias,
tiempo en el que se formaron las estructuras mencionadas de este oomiceto. La
observacion directa se realizé con ayuda de un microscopio digital Keyence VHX-

7000 y un microscopio compuesto Motic BA210E en este ultimo se observaron
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preparaciones semipermanentes. La identificacion se realizdé de acuerdo a las

descripciones realizadas por Van der Plaats, (1981) y Tsuneo, (2010).

La confirmacién de la identidad del aislado se realizé mediante un estudio de
secuenciacion molecular, en el Laboratorio Nacional de Biotecnologia Agricola,
Médica y Ambiental ubicado en San Luis Potosi, México (IPICYT). Las muestras
fueron secuenciadas con el método de didesoxinucledtidos marcados en el
secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems), la region ITS del
rADN nuclear se amplifico usando los primers ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (Al-
Sheikh, 2010; Diaz et al., 2011).

Por su parte, la identificion de Fusarium sp., se realizo mediante preparaciones
en portaobjeto con azul de lactofenol para su observacion al microscopio
compuesto, donde se observaron sus caracteristicas miceliales y estructuras

reproductivas, de acuerdo a las descripciones de Leslie y Summerell, (2006).

Pruebas de patogenicidad
Estas se realizaron in vitro en cajas Petri con medio de cultivo AA, utilizando dos

metodologias en preemergencia y postemergencia.

Preemergencia: Esta prueba se realiz6 mediante la metodologia descrita por
Apodaca et al., (2002), para lo cual se utilizaron 90 semillas de chile serrano
hibrido platino, las que fueron desinfectadas por 3 min en una solucién de
hipoclorito de sodio al 1%, posteriormente se enjuagaron en tres ocaciones en
agua destilada estéril, para luego ser inoculadas con una solucién de 1 x 10°
cel/mL (oogonios, odsporas y zoosporas de Pythium o clamidiosporas, macro y
microconidias de Fusarium). Con esta suspencion se inocularon 30 semillas con
cada fitopatdgeno, sumergiéndolas en un frasco de plastico con 15 ml de dicha
solucion por 1.5 min, en el caso de las 30 semillas utilizadas para los tratamientos
testigo se evitd este Ultimo paso, posteriormente se colocaron en papel estraza

estéril para retirar el exceso de humedad y ser transferidas en grupos de 10
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semillas en cajas Petri con medio de cultivo AA, e incubadas 26 + 2 °C con un
fotoperiodo de 12: 12 (luz: obscuridad). Para determinar la patogenicidad, se
evalud la mortalidad de las semillas por 12 dias.

Postemergencia: Para este bioensayo se utiliz6 la técnica empleada por
Sanchez et al., (1975) modificado, para lo que se germinaron en medio AA 50
semillas de chile del mismo hibrido anteriormente mencionado, las cuales habian
sido lavadas y desinfectadas como se describi6 en la prueba anterior,
transcurridos cinco dias, una vez que desarrollaron el hipocétilo, se transfirieron
en grupos de tres semillas, libres de crecimiento de microorganismos, a nuevas
cajas Petri conteniendo AA, dos dias después, cuando se observé el desarrollo
de su raiz y cotiledones, se transfirid en el centro de las cajas Petri una porcion
de micelio del fitopatdégeno purificado (Pythium o Fusarium) con medio de cultivo
de 3 mm de diametro. Las cajas Petri se incubaron a 26 + 2 °C con un fotoperiodo
de 12: 12 (luz: obscuridad). Para determinar la patogenicidad se evaluo la

mortalidad de las plantas, por nueve dias.

Para la evaluacion de la patogenicidad en ambas metodologias, se utilizé la
escala visual de severidad descrita por Apodaca et al. (2002), modificada, donde;
0= sin sintomas planta sana, 1= puntos pequefios necroticos en el hipocotilo o
en cotiledones, 2= necrosamiento en la base del hipocoétilo, 3= hipocotilo
necrosado hasta en un 50%, 4= semilla, hipocoétilo o planta completamente
necrosada. Los datos obtenidos en ambos ensayos se analizaron bajo un disefio
completamente al azar con dos tratamientos (1= Pythium, 2= Fusarium), un

testigo absoluto y tres repeticiones.

Incremento de microorganismos

Se utilizaron cajas Petri que contenian medios de cultivo especifico para cada
microorganismo; para el caso de los hongos se realizd la resiembra de una
porcién de micelio con medio de cultivo de 5 mm de diametro, en cajas petri con
medio de cultivo PDA. Para el organismo que presento micelio cenocitico se

utilizé la metodologia mencionada anteriormente, con la diferencia que la porcién
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de micelio fue transferida a medio de cultivo VBA. En el caso de las bacterias
estas fueron resembradas mediante la técnica de estrias de placa en medio de
cultivo AN. Estos microrganismos fueron incubados a una temperatura de 26+ 2

°C, para su posterior utilizacion.

El conteo de estructuras de reproduccién de Pythium sp y Fusarium sp, se realiz6
una vez que los microrganismos habian formado sus estructuras de
reproduccion, esto a los siete dias. Se les adiciono agua destilada estéril a las
cajas Petri donde se desarrollaron los microrganismos, posteriormente se realizd
un raspado del micelio con ayuda de un bisturi estéril, el contenido de las cajas
petri fue recuperado en frascos de plasticos. El conteo y célculo de las estructuras
de reproduccion de los microrganismos, se realizo utilizando la cAmara Neubauer
mediante observacion al microscopio compuesto, para esto se utilizé la formula

descrita por Carrion et al., (2016).

Las soluciones se ajustaron a una concentracion de 1 x 108 cel/ml de agua,
utilizando la siguiente formula: V1 C1=V2 C2 (Carrion et al., 2016).

Donde V1= volumen inicial del indculo que se desea preparar, C1=concentracion
inicial del indculo, V2= volumen final del inoculo que se desea preparar, C2=

concentracion final que se desea preparar, en este caso 1 x 106,

Antagonismo in vitro entre bacterias antagonicas y los fitopatégenos

Se determind el porcentaje de inivicion mediante la técnica de confrontacion dual
entre antagonista y fitopatégeno. Cajas Petri con medio de cultivo Caldo de Papa
Agar Nutritivo (CPAN), fueron marcadas en los cuatro puntos cardinales, en cada
punto se coloco una asada de la cepa antagonista, 24 h después se coloc6 una
porcién de micelio del fitopatégeno con crecimiento en medio de cultivo de 3 mm
de diametro y se incubaron a 26+ 2°C. Para el ensayo de Pythium este se sembro
72 h después que el antagonista, debido al rapido crecimiento micelial que
presenta esta alga fitopatbgena. Los tratamientos empleados para la

confrontacién fueron similares para cada fitopatdbgeno; se realizaron ocho
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tratamientos y un testigo (Tab. 1), con cuatro repeticiones por tratamiento. Se
midié en mm el crecimiento radial del fitopatbgeno en confrontacién con cada
cepa bacteriana, cada 24 h con ayuda de un Vernier digital (Truper) hasta que el
testigo lleno la caja Petri. El crecimiento micelial se transformé a porcentaje de
inhibicién (%l), usando la formula descrita por Castillo et al., (2015), (%l= C -
T/Cx100) donde C es el didmetro del testigo y T es el tratamiento. Los datos se
sometieron a un analisis de varianza (ANVA) y una prueba de comparacion de
medias de Tukey (P<0.05), mediante el programa estadistico InfoStat version
2019.1.2.0.

Tabla 1. Tratamientos utilizados para estudiar la capacidad antagonista de los

fitopatdégenos causantes del “damping off” de plantulas de chile.

Tratamientos Género Acréonimo

1 Bacillus sp BM2
2 Bacillus sp BITB
3 Bacillus subtilis B15
4 Bacillus sp T13
5 Bacillus subtilis BITV
6 Bacillus sp BM1
7 Bacillus sp *3

8 P. donghuensis B?

9 Testigo Tst

Antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum “THZ” contra
fitopatégenos

Se determino el nivel de inhibicion mediante la técnica de confrontacion dual en
cajas Petri con medio de cultivo PDA. Las cajas Petri fueron marcadas en dos de
sus extremos a una distancia entre puntos de 5 cm, en un punto se colocé una
porcién de micelio de THZ con medio de cultivo de 3 mm de diametro y 24 h

después se coloco un disco con micelio del fitopatégeno en el otro extremo y se
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incubaron a 26+ 2°C, por seis dias, se consideraron cuatro repeticiones por
tratamiento. El antagonismo del crecimiento micelial se determino deacuerdo a la
escala de Bell et al., (1982), donde; 1= THZ cubre completamente al fitopatégeno
y la superficie de la caja Petri, 2= THZ cubre al menos dos tercios de la superficie
de la caja Petri, 3= THZ y el fitopatdgeno colonizaron aproximadamente la mitad
de la superficie de la caja Petri y ninglin microrganismo parece dominar al otro,
4= el fitopatdgeno cubre al menos dos tercios de la superficie de la caja Petri y
parece resistir la invasion de THZ, y 5= el patégeno cubre completamente a THZ
y la superficie de la caja Petri. Se considera que THZ es antagonista del
fitopatégeno cuando este no sobrepasa el nivel 3 siendo este el de menor nivel
de antagonismo y se considera que no tiene capacidad de antagonismo cuando
el fitopatogeno alcanza los niveles 4 y 5. Se realizé un disefio completamente al

azar con dos tratamientos, siendo cada fitopatégeno igual a un tratamiento.

Efectividad biolégica de Bacillus, Pseudomonas y Trichoderma en el
control del “damping off” en plantulas de chile

Se realizo un experimento en charolas en invernadero, ubicado en el
Departamento de Parasitologia; las condiciones de temperatura durante el
ensayo oscilaron alrededor de 22- 35°C, con una media de 28 °C, para esta
prueba se utilizaron charolas estériles de unicel de 60 cavidades, las cuales se
llenaron con una mezcla estéril de peat moss y perlita a razon de 2:1. Cada
charola se llend6 con 1.5 Kg de dicha mezcla, la cual fue previamente uniformizada
y humedecida con 1.7 | de agua que contenia una solucion de células de Pythium
o Fusarium segln correspondiera a una concentracion de 1 x 10% cel/ml.
Posteriormente, se sembraron dos semillas de chile serrano por cada cavidad de
la charola, las que fueron cubiertas por mas sustrato de la mezcla. Después de
24 h se inocularon con los tratamientos que se indican en la tabla 2. Para esto se
aplicé una solucién de 1000 ml de agua a una concentracion de 1 x 10° cel/ml,
utilizando regaderas manuales. Posteriormente las charolas se extendieron en

mesas germinativas y se cubrieron con plastico oscuro hasta su germinacion, lo
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cual sucedio al quinto dia después de la siembra, posteriormente se continuo con
la aplicaciéon de los tratamientos antagonistas a los 15, 30 y 42 dias que fue el

termino de este experimento.

Los tratamientos evaluados fueron cada cepa antagonista por separado y las
combinaciones de microorganismos compatibles, resultando la mezcla de dos
cepas y un testigo inoculado con el fitopatdgeno. Los fitopatdbgenos sometidos a
esta evaluacién fueron los agentes causales de la enfermedad encontrados en
los aislamientos de plantulas con sintomas de la enfermedad (Tab. 2). Se
obtuvieron un total de siete tratamientos y tres testigos, para un total de 10
tratamientos, con un disefio de bloques al azar, considerandose cada charola

como 2 repeticiones, para un total de 20 repeticiones.

Tabla 2: Tratamientos antagonicos para fitopatogenos causantes de “damping

off’ para plantas cultivadas e inoculadas en charolas de unicel en invernadero.

Pythium Fusarium Mezcla (P + F)
Tratamientos B? BITV THZ
THZ THZ THZ+ B?
B?+ THZ Testigo Testigo
Testigo

Manejo agrondmico de plantulas de chile

Los riegos se aplicaron diariamente por la mafiana, utilizando una regadera
manual y se fertilizo dos veces por semana al diluir en 1.7 | de agua 5 gr de
fertilizante NPK (18-18-18+ M.E) de la marca SQM y se asperjo este volumen por
charola. Para el control de insectos chupadores (Bemisia tabaci y Bactericera
cockerelli), se realizaron dos aplicaciones de Imidacloprid, la primera a los 15

dias de la emergencia de las plantulas y la segunda 25 dias después.
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Evaluacion de la actividad de microrganismos beneficos para el control del
“damping off” en plantulas de chile producidas en charolas bajo
condiciones de invernadero

En la etapa de preemergencia, se evalué la variable de incidencia de la
enfermedad expresada como porcentaje de semillas sin  germinar,
posteriormente se evalud la incidencia en postemergencia tomando en cuenta la
mortalidad de las plantulas cada cinco dias desde que germinaron hasta los 42
dias y se expreso como porcentaje de plantas muertas. La conversion de los
datos a porcentaje de la incidencia se determind con la formula: Inc.= (nim. de

plantas enfermas/ nim., total de plantas) * 100 (Larios et al., 2019).

Evaluacion de la mortalidad de las plantulas 25 dias después del trasplante
A los 42 dias despues de la germinacion (ddg) se realizo el trasplante de las
plantulas a macetas y bolsas, estas fueron llenadas con una mezcla estéril de
peat moss y perlita a una proporcion de 75:25, respectivamente. Se eligieron seis
plantulas aparentemente sanas de cada tratamiento, se trasplantaron en grupo
de cuatro plantulas por maceta y en grupo de dos plantulas por bolsa, siendo

cada plantula una repeticion.

La incidencia de la enfermedad se determino a los 25 dias después del trasplante
(ddt) y se considero como porciento de plantas con la enfermedad con la formula
Inc.= (ndm. de plantas enfermas/ num. Total de plantas) * 100. Ademas, se
evalud la severidad de la parte area y de la raiz con las siguientes escalas
descriptivas de cinco niveles; parte aérea: 0= planta sana, 1= Clorosis inicial de
las primeras hojas, 2= clorosis intensa de aproximadamente del 50% del follaje y
defoliacion moderada, 3= clorosis total del follaje y defoliacion severa, 4= plantas
completamente defoliadas y necrosis del tallo (planta muerta). Parte de la raiz:
0= raices y sistema vascular sano sin lesiones, 1= lesiones en la corteza de la
raiz y/o raicillas. 2= colonizacion vascular significativa de la raiz que progresa
hasta el cuello. 3= colonizacién vascular de raiz, cuello y parte del tallo, 4= raices

completamente necrosadas (planta muerta).
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Analisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANVA) y una prueba de

comparaciéon de medias de Duncan (P<0.05), con el programa estadistico
InfoStat version 2019.1.2.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Agentes causantes del “damping off” en plantulas de chile

Se obtuvieron dos aislamientos que presentaron caracteristicas macroscépicas
diferentes. En uno de ellos se observé un crecimiento micelial blanco algodonoso,
con hifas septadas, macroconidias y microconidias (Fig. 2- A- B), caracteristicas
tipicas del género Fusarium (Leslie y Summerell, 2006). El otro fitopatégeno
presento micelio blanco de rapido crecimiento, hifas hialinas y cenociticas,
00gonNios con una oospora en su interior y anteridios (Fig. 2- C- D), caracteristicas
similares a las del género Pythium (Van der Plaats, 1981).

Figura 2: Aislamiento de fitopatégenos causantes de “damping off’. A)
Crecimiento blanco algodonoso. B) Preparacion del crecimiento visto al
microscopio compuesto. C) Crecimiento micelial de rapido desarrollo. D)

Preparacién del crecimiento vista al microscopio compuesto.

El aislamiento que presento hifas septadas, se encontraron macroconidias curvas
en forma de canoa de tres a cuatro septos, con célula pie en la parte basal (Fig.

3- Ab y B), microconidias bicelulares o unicelulares (Fig. 3- Aa), clamidosporas
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ovoides (Fig. 3- Ca), fialides cortas de donde se originan las conidias (Fig. 3- Cb)
y esporodoquios (Fig. 3- D). Con las caracteristicas descritas anteriormente se
identific6 a Fusarium oxysporum, concordando con las claves taxonomicas
especializadas de Leslie y Summerell, (2006). Estas caracteristicas concuerdan
por las reportadas por diversos autores, los cuales mencionan la presencia de
micelio algodonoso de coloraciones variadas desde blanquecino, rosado, hasta
de una coloracion morada, microconidias unicelulares y algunas bicelulares,
macroconidias curvas de 3 a 4 septos en ocasiones hasta 5 septos con la célula
apical atenuada y la basal en forma de pie, las cuales se originan de fialides
cortas simples o ramificadas y clamidosporas de pared gruesa, terminales
solitarias o en pares (Bruna et al., 1991; Torres, 2000; Fraire et al., 2010).

Figura 3: Observacibn microscopica de Fusarium oxysporum. A) a-
Microconidias y b- Macroconidia de 3 septos. B) a- Macroconidias de 4 septos y

b- de 3 septos. C) a- Clamidospora esférica y b- Fialides. D) Esporodoquio.

El microorganismo del género Pythium presento hifas toruloides cenociticas
hialinas con diametros de 5- 7 um (Fig. 4- Aa'y Da), oogonios terminales esféricos
lisos y de un didmetro de 25-28 um (Fig. 4- Ba, Ca, Ea, y Fb), con una odspora
aplerotica de 24- 26 um en el interior del oogonio (Fig. 4- Cc y Eb), anteridios
diclinos o monoclinos uno por oogonio (Fig. 4- Bbc y Cb), esporangios
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filamentosos e irregulares (Fig. 4- Fa), zoosporas en movimiento de 3 um de
longitud y zoosporas enquistadas (Fig. 4- Abc). De acuerdo a las observaciones
mencionadas anteriormente y concordando con las caracteristicas descritas en
las claves taxondmicas de Van der Plaats, (1981) y Tsuneo, (2010), se identifico
como Pythium aphanidermatum. Sin embargo, existen diferencias con el tamafio
de algunas estructuras, donde Van der Plaats describe a la hifa con un didmetro
de 10 um, oogonios con un didmetro de 20 - 25 um con odspora aplerotica de 18-
22 um y de uno a dos anteridios por oogonio, mientras que en esta investigacion
se encontraron hifas de un diametro de 5- 7 um, oogonios con diametro de 25-
28 um con oéspora aplerotica de 24- 26 de um y con un solo anteridio por
oogonio. Las caracteristicas observadas en este estudio fueron similares a las
observadas en el trabajo realizado por Diaz etal., (2011) donde observo oogonios
de 27.5 um de diametro y solo un anteridio por oogonio.
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Figura 4: Observacion microscopica de Pythium aphanidermatum. A) a- Hifa
cenocitica, b- Zoosporas alargadas y c- Zoosporas enquistadas vistas al
microscopio digital. B) a- Oogonios terminales esféricos lisos, b y c- Anteridios
diclinos. C) a - Oogonio liso, b- Anteridio monoclino y ¢ - Odspora aplerotica. D)
a-Hifas toruloides vistas al microscopio compuesto. E) a - Oogonio terminal y b -

Odspora aplerotica. F) a- Esporangios irregulares y b- Oogonio esférico liso.
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La identidad de esta especie se corrobor6 por secuenciacidbn molecular,
concordando con la especie P. aphanidermatum con un porcentaje de 99.15%
en similitud, con clave de acceso JN695786.1, del Gen Bank, utilizando los
primers de secuenciacion ITS1 e ITS4. Otros investigadores para caracterizar
esta especie han empleado primers diferentes como ITS4 e ITS5, ITS1 e ITS2
(Al-Sheikh, 2010; Dias et al., 2011), por su parte, Grijalba et al., (2015) utilizaron
los primers ITS4 e ITS5, confirmando la identidad de la especie P.
aphanidermatum como causante del ahogamiento de plantas de trigo, tomate y
ornamentales. En esta investigacién se reporta a P. aphanidermatum como

fitopatdgeno de plantulas de chile producidas en invernadero.

Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad en preemergencia en semillas inoculadas con P.
aphanidermatum, mostraron crecimiento de micelio ralo y blanquecino 24 h
después de la inoculacion (hdi), cinco dias después de la inoculacion (ddi) se
observo el crecimiento del hipocotilo (Fig. 5- A), el cual estaba menos
desarrollado que en los tratamientos inoculados con F. oxysporum y el testigo
(Fig. 5- B). Transcurridos 12 ddi se observo que los tratamientos inoculados con
P. aphanidermatum no mostraron el desarrollo de cotiledones, ni de raiz y su
hipocotilo se encontré necrosado y con presencia de micelio (Fig. 5- C), por lo
gue se consideramos que P. aphanidermatum es un agente causal de “dampimg

off” preemergente en plantulas de chile.

En los tratamientos inoculados con F. oxysporum, las semillas mostraron
desarrollo de micelio hasta los tres ddi, posteriormente, cinco ddi, las semillas
tenian mas desarrollado el hipocétilo que las semillas inoculadas con P.
aphanidermatum, pero con mayor presencia de micelio (Fig. 5- D). Las semillas
a los 12 ddi se encontraron completamente cubiertas por un micelio blanco
algodonoso (Fig. 5- Ey F) y solo algunas habian logrado desarrollar la raiz, pero

esta se encontraba completamente necrosada y con presencia de micelio (Fig.
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5- E), por lo anterior consideramos que F. oxysporum es un agente causal del

“‘damping off” preemergente en plantulas de chile.

Figura 5: Prueba de patogenicidad en preemergencia. A) Semillas inoculadas
con P. aphanidermatum. B) Semilla con el hipocétilo poco desarrollado,
necrosado y con presencia de micelio. C) Semilla 12 ddi con su hipocétilo
necrosado y con presencia de micelio. D) Semillas inoculadas con F. oxysporum
cinco ddi. E) Semillas 6 ddi con presencia de micelio y algunas con desarrollo de
raiz ya necrosadas. F) Semillas 12 ddi con completamente cubiertas con micelio.
G) Tratamiento testigo. H) Semilla a los seis dias con desarrollo de su raiz. 1)
Tratamiento testigo a los 12 dias, semillas desarrolladas con presencia de raiz,

tallo y cotiledones.
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En los tratamientos testigos, las semillas en cinco dias presentaron desarrollo de
su raiz (Fig. 5- G), la cual estaba mas desarrollada que en los tratamientos
inoculados con los fitopatdgenos, al ser de un mayor tamafio y contar con pelillos
absorbentes (Fig. 5- H). Transcurridos 12 dias, estas ya presentaban un
desarrollo normal de sus raices, un pequefio tallo y cotiledones, estructuras no
observadas en las cajas Petri inoculadas con los aislamientos sometidos a este
estudio (Fig. 5- I).

Las pruebas de patogenicidad en postemergencia, en plantas inoculadas con
porcién de micelio de P. aphanidermatum (Fig. 6- A- D), mostraron sintomas de
necrosis en raices y abundante micelio a los tres ddi (Fig. 6- B), los cotiledones
presentaron manchas necroticas (Fig. 6- C). A los cinco ddi las plantulas de los
tratamientos con inoculo mostraron una necrosis total y abundante crecimiento
micelial (Fig. 6- D).

Los tratamientos inoculados con una porcion de F. oxysporum (Fig. 6- E- H),
presentaron puntos necroticos en la raiz a los cuatro ddi (Fig. 6- F y G), estos
puntos fueron creciendo hasta necrosar por completo la plantula, esto a los nueve
ddi, ademas, las plantulas mostraron un crecimiento abundante de micelio blanco
(Fig. 6- H).

En los tratamientos testigos las plantulas tuvieron un desarrollo normal de raiz,

tallo y cotiledones, sin presentar signos de los fitopatdgenos (Fig. 6- I- L).

De acuerdo a la escala de severidad propuesta, el nivel de dafio observado en
los cotiledones, hipocétilo y raiz de los tratamientos inoculados de ambas
metodologias se ubicé en el nivel 4, que es el nivel mas alto de la escala;
ocasionando necrosis, pudricién de semillas y muerte de la plantula, mientras que
los tratamientos testigos se ubicaron en la escala 0 que es el nivel mas bajo al
no presentar dafios. Dado lo anterior se considera que las especies P.
aphanidermatum y F. oxysporum son agentes causales del “damping off’ y

muerte de plantulas de chile.
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Figura 6: Prueba de patogenicidad en postemergencia. A) Inoculacién de
tratamientos con P. aphanidermatum. B y C) Tratamientos inoculados con P.
aphanidermatum a los tres ddi. D) Tratamientos inoculados con P.
aphanidermatum a los cinco ddi. E) Inoculaciébn de tratamientos con F.
oxysporum. F y G) Tratamientos inoculados con Fusarium cuatro ddi. H)
Tratamientos inoculados con F. oxysporum nueve ddi. I) Tratamientos testigos,
J) a los tres dias, K) a los cuatro dias y L) al noveno dia.

Estos resultados coinciden, en cierta manera, con los reportados por otros
autores, donde afirman la capacidad de estos fitopatégenos de causar “damping
off”. Sanchez et al., (2015) mencionan al género F. oxysporum como agente
causal del “damping off” en almacigos, donde este hongo causa pudricién en
almécigos de cebolla en preemergencia y postemergencia. Jiménez, etal., (2018)
reportan a las especies F. oxysporum y F. solani como agentes causales de esta
enfermedad en plantulas de chile poblano con una mortalidad del 49.54 y 56%,
respectivamente, hasta los 30 dias que duro la prueba, el tiempo y los porcentajes
de mortalidad son diferentes a los resultados de este trabajo debido a la



49

metodologia empleada en los ensayos, los cuales realizaron su trabajo
experimental en maceta con sustrato y en condiciones de invernadero, a
diferencia de nuestra investigacion que se realizo en condiciones in vitro. De igual
manera, Gravel et al., (2005) reportan a P. aphanidermatum y P. ultimum como
agentes causales de la pudricion de semillas y plantulas de tomate. Existe
concordancia de nuestro trabajo con el de Apodaca et al., (2004), quienes
mencionan que las especies de F. oxysporum y P. aphanidermatum causan
pudriciones en semilleros de chile y jitomate en condiciones de invernadero,
reportando incidencia y severidad de un 10 hasta el 100%. Al igual Dar, et al.,
(2015) reportan a F. oxysporum y Pythium sp., como los principales agentes
causales del “damping off” en plantulas las cuales murieron a los pocos dias

después de la inoculacion.

Antagonismo in vitro de bacterias contra agentes causales del “damping
off”

En las pruebas in vitro contra F. oxysporum todas las cepas del género Bacillus
mostraron la capacidad de inhibir en diferentes porcentajes el crecimiento micelial
del hongo (Fig.7- A- G), en la Tabla 3 se aprecia que la cepa BITV (Fig. 7- E) fue
la que mostro la mayor capacidad de inhibir el crecimiento micelial de F.
oxysporum con 56.24%, seguida de la cepa T13 (Fig. 7- D) con 52.09% (Tab. 3),
mientras B15 (Fig. 7- C) fue la cepa de Bacillus que mostré la menor capacidad
de inhibir a este fitopatégeno con un 39.35% (Tab. 3), en cambio la cepa de P.
donghuensis “B?” (Fig. 7- H) no mostro6 tener capacidad inhibitoria en contra de
F. oxysporum (Tab. 3), lo anterior, este efecto se observo durante seis dias de
evaluacion del experimento, tiempo que duro el testigo en llenar la caja Petri (Fig.
7- 1) (Tab. 3). Ninguna de estas cepas mostro la capacidad de inhibir la

esporulacion del hongo.
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Figura 7: Confrontacion in vitro de las diferentes cepas de bacterianas contra F.
oxysporum a los seis dias. Cepas de Bacillus A) BM2, B) BIBT, C) B15, D) T13,
E) BITV, F) BM1y G) *3. H) Pseudomonas donhuensis “B?”. 1) Testigo.

Existen diversos estudios sobre la capacidad antagénica de diferentes géneros
de bacterias entre los que se encuentran los géneros Bacillus y Pseudomonas.
Los rangos de antagonismo de estas bacterias son variados, por ejemplo, Mejia
et al., (2016) probaron 10 cepas de Bacillus en confrontacién contra dos especies
de Fusarium, de las cuales todas mostraron capacidad antagénica con rangos de
inhibicion del 21 al 71%. Por su parte, Velasco et al., (2016) reportan rangos de
inhibicion de 42 a 51% por especies de B. methylotrophicus y B.
amyloliquefaciens respectivamente, ambos autores mencionan rangos diferentes
de inhibicién, los cuales son similares a los encontrados en esta investigacion.
Se menciona que la capacidad antagdnica de este género de bacteria se debe a
la capacidad de producir compuestos volatiles y antibiéticos, como los
lipopeptidos Iturina, Fengicina y Surfactina, los cuales actiuan en la pared celular
del hongo, ademas, quitinasas involucradas en la inhibicion de la elongacion de
las hifas. De igual forma Asaka et al., (1996) mencionan que la inhibicion
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producida por B. subtilis en contra de Rhizoctonia solani se debe a la capacidad
de esta bacteria en producir Iturina A y surfactina. A diferencia de este estudio
Guerra et al., (2011) reportan una cepa de P. fluorescens con la capacidad de

inhibir el crecimiento micelial de F. oxysporum.

Tabla 3: Inhibicion de Bacillus spp y Pseudomonas donghuensis a Fusarium

oxysporum en placas de cultivo.

Tratamientos Media del crecimiento (mm = DS)

Bacillus subtilis. BITV 56.24+ 1.27 a

Bacillus sp. T13 52.09+£0.95b

Bacillus sp. BIBT 49.62+1.26 b

Bacillus sp. BM1 49.43+ 1.26 bc

Bacillus sp. BM2 48.82+ 1.39 bc

Bacillus sp. *3 46.10+£ 1.79 c

Bacillus subtilis. B15 39.35+ 2.65d
Pseudomonas donghuensis. B? 0.00x0¢e
Testigo 0.00x0¢e

*Medias estadisticas con letras distintas son significativamente diferentes (Tukey;

p<0,05). Promedios de cuatro repeticiones.

En las confrontaciones in vitro contra P. aphanidermatum se utilizaron los mismos
tratamientos y repeticion que en Fusarium, las inoculaciones de los tratamientos
se realizaron 72 h antes que el fitopatdgeno, esto debido a que el fitopatogeno
mostré una gran velocidad de crecimiento micelial al llenar la caja Petri en dos
dias (Fig. 7- 1). A diferencia del ensayo de F. oxysporum ninguna de las cepas de
Bacillus spp., mostré capacidad de inhibicién hacia esta alga fitopatégena (Fig.
7- A- G) (Tab. 4), ya que P. aphanidermatum en un periodo de 32 h invadio
completamente las cajas Petri con un crecimiento micelial sobre los antagonistas,
solo la cepa de Pseudomonas mostré la capacidad de inhibir en un 56% el

crecimiento micelial de P. aphanidermatum (Fig. 7- H) (Tab. 4).
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Figura 8: Confrontacién in vitro de las diferentes cepas bacterianas contra P.
aphanidermatum a las 48 horas. Cepas de Bacillus, A) BM, B) BITB, C) B15, D)
BITV, E) BM1, F) *3, G) T13, H) Pseudomonas donhuensis “B?”. I) Testigo.

Estos resultados coinciden con los reportados por Gravel et al., (2005) donde
mencionan la capacidad antagonista del género Pseudomonas para inhibir a
Pythium, reportandose que los aislamientos de los géneros de bacterias Gram+
no muestran capacidad de inhibir el crecimiento micelial de esta alga, lo que
concuerda con los datos obtenidos en nuestro estudio al observarse que las
bacterias Gram+ (Bacillus) no tuvieron ningun efecto antagonico hacia este
fitopatdgeno. Por su parte, Villa et al., (2005), encontraron que la capacidad
antagdnica del género Pseudomonas se debe a la capacidad de producir
compuestos antibioticos y sideroforos, como resultado obtuvo un 60 y 90% de
inhibiciobn en contra de Sclerotium rolfsii, ademas, mencionan que estos
compuestos tienen efecto inhibitorio en contra de otros fitopatégenos como es el
caso de Pythium, como se demostro en este estudio donde Pseudomonas logro

inhibir al alga fitopatdgena en un 56%. Los resultados obtenidos en este trabajo
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con la cepa de P. donghuensis afirma lo propuesto por Gao, et al., (2015) los
cuales reportan a la especie P. donghuensis como una gran candidata en control
biolégico debido a su alta capacidad de producir sideroforos.

Tabla 4: Inhibicibn de Bacillus spp y Pseudomonas donghuensis a P.

aphanidermatum en placas de cultivo.

Tratamientos Media del crecimiento (mm + DS)
Pseudomonas donghuensis B? 56.00+1.70 a

Bacillus sp. BM2 0.00£0b
Bacillus sp. BM1 0.00£0b
Bacillus sp. T13 0.00£0b
Bacillus sp. *3 0.00£0b
Bacillus subtilis BITV 0.00x0b
Bacillus sp. BIBT 0.00£0b
Bacillus subtilis B15 0.00£0b
Testigo 0.00x0b

*Medias estadisticas con letras distintas son significativamente diferentes (Tukey;

p<0,05). Promedios de cuatro repeticiones.

Evaluacion del antagonismo entre T. harzianum y los fitopatégenos

En la confrontacion de THZ contra P. aphanidermatum el contacto entre ambos
microrganismos se dio a las 48 h con un ligero crecimiento micelial de P.
aphanidermatum sobre el crecimiento de THZ, en este caso el oomycete
presento un mayor crecimiento micelial cubriendo la tercera parte de la caja Petri
(Fig. 9- A), ubicandose en el nivel 4 de la escala de Bell et al., (1982). A las 72
horas THZ crecio sobre el micelio de P. aphanidermatum (Fig. 9- B), a las 96
horas THZ invadi6 dos tercios de la caja Petri (Fig. 9- C), para los seis dias THZ
cubrié por completo el crecimiento micelial de P. aphanidermatum y esporul6
sobre él, ademas de presentar parasitismo y haber llenado completamente la caja

Petri (Fig. 9- D), ubicandose en el nivel 1 de la escala de Bell et al., (1982).
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Figura 9: Confrontacién in vitro entre Trichoderma harzianum y Pythium
aphanidermatum. A) alas 48 h. B) alas 72 h. C) a las 96 horas. D) a las 144 h.

T. harzianum= THZ y P. aphanidermatum= P.

En los tratamientos confrontados contra F. oxysporum, el contacto entre
microrganismo se dio hasta los 4 dias, THZ cubrié dos tercios de la caja Petri
(Fig. 10- A) y permanecié de esta manera hasta los seis dias, sin mostrar
capacidad de parasitismo como en el caso con Pythium, sin embargo, en este
caso Trichoderma (THZ) s6lo mostré la capacidad de inhibir el crecimiento
micelial de Fusarium mediante antibiosis por lo cual no permitié que el hongo se
desarrollara (Fig. 10- B). Segun la escala de Bell et al., (1982) THZ se ubica en

el nivel 2 de antagonismo en contra de F. oxysporum.

Figura 10: Confrontacion in vitro entre Trichoderma harzianum y Fusarium
oxysporum. A) momento en que los microrganismos entraron en contacto. B)
crecimiento de los microrganismos a los 6 ddi. T. harzianum=THZ y F.

oxysporum= F.
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Los resultados de este estudio concuerdan con los reportados por Sanchez et al.,
(2015); dichos autores reportan la capacidad de algunas especies de
Trichoderma de inhibir a patdgenos, como es el caso de F. oxysporum, donde se
obtuvo diferentes grados de inhibicibn desde un 20 hasta 58%, ademas
mencionan que una de las caracteristicas mas importantes de Trichoderma para
el biocontrol es su rapido crecimiento y competencia por nutrientes y espacio;
también reportan la produccién de compuestos volatiles, los cuales tuvieron
efecto inhibitorio en el crecimiento micelial de F. oxysporum. Por su parte, Gajera
et al., (2010) mencionan que Trichoderma produce algunos compuestos como
glucanasa B-1,3, proteasas y quitinasas, que inhiben el crecimiento de
Aspergillus. Por su parte Sandoval et al.,, (2001) reportan a Trichoderma
harzianum y T. viridae con propiedades de hiperparasitismo, especialmente
contra oomycetos, donde causa deformacion o destruccion de las paredes
celulares, vaculacion citoplasmaticas. Mientras que Leiva et al., (2009) reportan
gue T. viridae inhibe en un 80% a P. debaryanum, mostrando la capacidad de
crecer, al cubrir totalmente el micelio del fitopatdgeno, y esporular sobre él. Estos
resultados son similares a los de este estudio donde se encontro a Trichoderma
empleando el parasitismo al crecer y cubrir totalmente el crecimiento micelial de
P. aphanidermatum y esporular sobre él, ademas presento efecto de antibiosis al

inhibir el crecimiento micelial de F. oxysporum.

Compactibilidad entre especies antagonistas

Como resultado de las confrontaciones de los microrganismos benéficos se
obtuvo solamente una prueba positiva y dos negativas. La cepa P. donhuensis
(B?) fue compatible con T. harzianum, esto al no mostrar halo de inhibicién (THZ)
(Fig. 11- C). Por su parte, la cepa B. subtilis (BITV) presento incompatibilidad con
P. donhuensis (B?), esto al rodear el crecimiento de (B?) (Fig. 11- A), mientras
gue la confrontacion de THZ contra BITV, es el hongo quien rodea el crecimiento
bacteriano (Fig. 11- B). Estos resultados son similares a los obtenidos por Latha
et al., (2011) donde describe la compactibilidad in vitro de B. subtilis, P.
fluorescens y T. viride, ya que en las confrontaciones de estos agentes de

biocontrol ninguno mostro zonas de inhibicibn y estos crecian entre si, a
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diferencia en este estudio donde las Unicas cepas que mostraron ser
compactibles fueron Trichoderma (THZ) y P. donghuensis (B?), mientras que la
cepa de B. subtilis (BITV) mostro ser incompatible con T. harzianum (THZ) y P.

donhuensis (B?).

Figura 11: Confrontacién entre microrganismos benéficos. A) Antagonismos
entre Pseudomonas donhuensis “B?” y Bacillus subtilis “BITV”. B) Antagonismo
entre B. subtilis “BITV” y T. harzianum “THZ”. C) Compatibilidad entre P.
donhuensis “B?” y T. harzianum “THZ".

Efectividad biolégica de B. subtilis, P. donghuensis y T. harzianum al
“damping off” en premergenciay postemergencia en plantulas de chile

En los tres experimentos se observo que el fitopatégeno que presento la mayor
incidencia en ambas etapas fue P. aphanidermatum (28.33 y 39.53%) con un
incremento del 21.43% y 13.66% en preemergencia y postemergencia con
respecto a F. oxysporum que presento la menor incidencia en ambas etapas
(23.33 y 34.78%) (Fig. 12), una respuesta similar fue obtenida por Perdomo, et
al., (2007) quienes obtuvieron una incidencia en Pythium de casi el 50%, mientras

gue en Fusarium fue menor al 10%.

El analisis de varianza del experimento con plantas infestadas con P.
aphanidermatum tratadas con P. donghuemsis (B?) y la mezcla de P. donguensis
mas T. harzianum (B?+THZ) presentaron diferencia significativa (P> 0.05) lo que

indica que la aplicacién de estos tratamientos disminuyeron la incidencia de la
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enfermedad en la etapa postemergencia, mientras en la etapa de preemergencia
solamente las plantulas tratadas con P. donghuensis mostraron una disminucion
de la enfermedad del 2.92% con respecto al Testigo (Tab. 5). Estos resultados
son similares en parte a los reportados por Gravel et al.,, (2005), donde
mencionan que al utilizar dos cepas de Pseudomonas redujo en un 62.5y 87.5%
la incidencia del “damping off”’, causado por P. ultimum y P. aphanidermatum,
mientras que en este trabajo la aplicacion de P. donghuensis redujo la
enfermedad en un 50.59%, también mencionan que al utilizar dos cepas de
Trichoderma la incidencia de la enfermedad fue mayor, resultado similar al
presentado en este trabajo donde las plantulas tratadas con T. harzianum
presentaron una incidencia mayor de la enfermedad, que en las plantulas
tratadas con la cepa de P. donghuensis (Fig. 12). De igual manera Villanueva
(2018) reporta en plantula de pepino incidencias mayores a las obtenidas en este
trabajo, mediante la aplicacion de Trichoderma asperellum obtuvieron incidencias
de 40%, mientras que las plantulas tratadas con los tratamientos de Bacillus

subtilis y Trichoderma fetile las incidencias fueron superiores al 50%.

Para el caso de las plantas infestadas con F. oxysporum el analisis de varianza
en la etapa de preemergencia no mostron diferencia significativa entre los
tratamientos, sin embargo, en la etapa de postemergencia las plantulas tratadas
con B. subtilis mostraron una incidencia de la enfermedad del 20.41% (Fig. 12)
siendo esta menor y significativamente diferente a la presentada en las plantulas
tratadas con T. harzianum (29.17%) y el Testigo (34.78%) (Fig. 12 y Tab. 6). Por
su parte Hernandez et al., (2018) reportan incidencias de “damping off” del 70%
y 90% en plantulas de chile tratadas con Bacillus sp. y del 60 y 70% en plantulas
tratadas con Pseudomonas chlroraphis, al igual que Catro et al., (2019) quienes
reportan una incidencia de la enfermedad del 90% utilizando mezclas de Bacillus

spp., siendo estas incidencias mayores a la obtenida en este trabajo.

En las plantas infestadas con la mezcla de los fitopatdgenos se puede apreciar
en la Tabla 7 que los tratamientos presentaron diferencia significativa con

respecto al Testigo en ambas etapas, siendo el tratamiento de la mezcla de T.
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harzianum y P. donghuensis el que presentd la menor incidencia de la
enfermedad la cual fue de 19.17 y 14.44% en las etapas de pree y
postemergencia (Fig. 12). Perdomo, et al.,, (2007) reportan que mediante
aplicaciones de T. harzianum redujeron la incidencia del “damping off” provocado
por Pythium, Fusarium y Rhizoctonia en un 127.5% con respecto al Testigo esto
en plantulas de tomate, mientras que en este trabajo la aplicacion de T.
harzianum solo redujo la enfermedad en un 13.32 y 35.23% y en combinacion
con P. donghuensis esta se redujo en un 23.3y 61.77% (Tab. 7).
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B? THZ B?+THZ Testigo THZ Testigo THZ THZ+B? Testigo

P. aphanidermatum F. oxysporum Mezcla

Preemergencia M Postemergencia

Figura 12: Incidencia del “damping off” en pree y postemergencia de las plantulas

de chile infestadas con los fitopatdgenos en invernadero.

Evaluacion de laincidenciay severidad de las plantulas de chile infestadas
con los fitopatégenos a 25 dias después del trasplante.

En la Figura 16 se puede observar que todos los tratamientos presentaron menor
incidencia y severidad que los Testigos. Fue notorio apreciar sintomas
relacionados con clorosis y caida de hojas provocados por ambos fitopatogenos
en las plantulas de chile sin tratamiento, mientras que las plantulas con

tratamiento los sintomas fueron de leves a desapercibidos (Fig. 17, 18 y 19).
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Los resultados obtenidos en este trabajo son similares a los reportados por
Guillen et al., (2006) quienes sefialan que en plantas de chile inoculadas al
momento del trasplante obtuvieron incidencias del 19% hasta el 28.80%,
mediante la aplicacion de tratamientos con diferentes cepas de Bacillus spp.,
mientras el Testigo alcanzé una incidencia del 96%, datos similar a los obtenidos
este trabajo en el que se reporta una incidencia del 100% en los Testigos de P.
aphanidermatum y la mezcla de los fitopatégenos, mientras que los Testigos de
F. oxysporum presentaron el 50% de incidencia, sin embargo, estos ultimos

presentaron una alta severidad aérea y de raiz del 79y 91.67% (Fig. 16).
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P. aphanidermatum F. oxysporum Mezcla
Incidencia ®S. aérea M S. de raiz

Figura 16: Incidencia, severidad aérea y de la raiz a los 25 dias después del

trasplante de las plantulas de chile.

En la Figura 17 se muestran imagenes de crecimiento de plantas de chile tratadas
y comparadas contra el Testigo, donde se observa claramente las diferencias en
tamafo, follaje y vigor de las plantas tratadas con P. donghuensis mas T.
harzianum (B?+THZ) donde fue posible comparar el efecto in vitro del laboratorio

y del control del los fitopatogenos asociados “damping off” al trasplantar el cultivo.
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B?+THZ

B2+THZ

Figura 17: Evaluacion de la incidencia y severidad de plantas infestadas con P.

aphanidermatum a los 25 dias después del trasplante.

Se comprobdé tambien en los Testigos que la incidencia de los fitopatogenos y los
sintomas asociados tal y como se muestra en la Figura 20, donde se observa la
necrosis en la base del tallo y la pudricion de raiz en casi todos los Testigos
infestados tanto de manera individual como en la mezcla con ambos
fitopatdgenos; en dicha Figura se puede notar la falta de raiz y la necrosis
asociada en tallo, comparativamente con el tratamiento de la mezcla de T.
harzianum mas P. donghuensis (THZ+B?) donde las plantas inoculadas con este
tratamiento no desarrollaron ninguno de estos sintomas, esto en el experimento

de la mezcla de los fitopatégenos (Fig. 21).
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Figura 20: Tratamientos Testigos de “damping off’ a los 25 dias despues del
trasplante. a) Testigo infestado con P. aphanidermatum, b) Testigo infestado con
F. oxysporum y c) Testigo infestado con la mezcla de los fitopatégenos.

Figura 21. Tratamiento de T. harzianum mas P. donghuensis (THZ+B?) de

plantas infestadas con P. aphanidertatum - F. oxysporum del experimento a 25
dias despues del trasplante. Notese la diferencia con respeto la Figura 20 donde

los Testigos presentaron pudricién radical y muerte de la plantula.
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CONCLUSIONES

Los fitopatdgenos Pythium aphanidermatum y Fusarium oxysporum son agentes
causales del “damping off” en plantulas de chile. Se comprobd el antagonismo in
vitro de algunas cepas de Bacillus hacia F. oxysporum y una cepa de P.
donghuensis (B?) en contra de P. aphanidermatum al inhibir el crecimiento
micelial por antibiosis. En el caso de la cepa de Trichoderma harzianum (THZ)
esta inhibi6 a P. aphanidermatum mediante parasitismo y a F. oxysporum
mediante antibiosis. A deméas se demostré la compatibilidad in vitro de estos
antagonistas, con excepciéon de Bacillus subtilis (BITV) que presento
antagonismo contra P. donghuensis (B?) y tambien para T. harzianum (THZ).

Tanto Pythium como Fusarium presentaron mayor incidencia en la etapa de
postemergencia que en preemergencia. Se comprobé que Pythium presenta

mayor incidencia que Fusarium en ambas etapas.

La aplicacion de forma individual o en mezclas de microorganismos antagonistas
en la produccion de plantulas disminuye la incidencia de la enfermedad. Las
plantulas tratadas con antagonistas presentan menor incidencia de sintomas de

“‘damping off” a los 25 dias despues del trasplante.

Es factible realizar combinaciones sinérgicas de P. donghuensis y T. harzianum
con el proposito de ampliar el rango de antagonismo para fitopatdgenos y su

control mediante el uso microorganismos beneficos.
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ANEXOS

Tabla 5: Porcentaje de incidencia de “damping off’ en preemergencia y

postemergencia de plantulas de chiles infestadas con P. aphanidermatum en

invernadero.

Medias
Tratamientos
Premergencia Postemergencia

B?+THZ 34.17 a 20.26 b

THZ 32.50a 35.83 a
Testigo 28.33 b 39.53 a

B? 27.50 b 19.53 b
Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (Duncan p >

0.05).

Tabla 3: Porcentaje de incidencia de “damping off’ en preemergencia y

postemergencia de plantulas en charolas infestadas con F. oxysporum en

invernadero.
Medias
Tratamientos
Preemergencia Postemergencia
Testigo 23.33 a 34.78 a
THZ 20.00 a 29.17 b
BITV 18.33 a 2041 c

Medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (Duncan p >
0.05).
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Tabla 7: Porcentaje de incidencia de “damping off°’ en preemergencia y
postemergencia de plantulas en charolas infestadas con la Mezcla de los

fitopatdogenos en invernadero.

_ Medias
Tratamientos
Preemergencia Postemergencia
Testigo- 25.00 a 37.78 a
THZ 21.67Db 2447 b
THZ+B? 19.17c 1444 c

Medias con una letra en comudn no son significativamente diferentes (Duncan p >

0.05).

ST AN W T

Figura 13: Evaluacién de la incidencia del “dampin off’ causado por Pythium
aphanidermatum, a los 42 dias despues de la germinacion. A) Diferencia del
desarrollo entre los tratamientos B? y THZ. B) Diferencia en el desarrollo del
tratamiento B?+ THZ y el Testigo. Notese que el tratamiento Testigo fue el que
presento un menor desarrollo y mayor mortalidad de plantulas, en comparacion

con los demas tratamientos.



85

Figura 14: Evaluacion de la incidencia del “dampin off” causado por Fusarium
oxysporum, a los 42 dias despues de la germinacién. A) Diferencia del desarrollo
entre los tratamientos THZ y BITV. B) Tratamiento Testigo. Notese que el
tratamiento Testigo fue el que presento un menor desarrollo y mayor mortalidad
de plantulas, en comparacién con los tratamientos THZ y BITV, siendo este ultimo

la menor mortalidad.

Testigo

Figura 15: Evaluacion de la incidencia del “dampin off” causado por la mezcla de
Pythium aphanidermatum y Fusarium oxysporum, a los 42 dias despues de la
germinacion. A) Diferencia del desarrollo entre los tratamientos THZ+ B? y THZ.
B) Tratamiento Testigo. Notese que el tratamiento Testigo fue el que presento un
menor desarrollo y mayor mortalidad de plantulas, en comparacion con los
tratamientos THZ+ B? y THZ, siendo el tratamiento THZ+ B? el de mayor

desarrollo y menor mortalidad.
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Figura 18: Evaluacion de la incidencia y severidad de plantulas infestadas con

F. oxysporum y tratadas con Bacillus ssubtilis (BITV) y T. harzianum (THZ) a los

25 dias después del trasplante.
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Figura 19: Evaluacion de la incidencia y severidad de plantulas infestadas con

F. oxysporum y P. aphanidermtum y tratadas con T. harzianum (THZ) y P.

donghuensis (B?) a los 25 dias después del trasplante.



