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1. RESUMEN

Pythium aphanidermatum y Sclerotium rolfsii son dos fitopatégenos que afectan
comunmente al cultivo del chile, provocando la enfermedad conocida como
damping off y la marchitez del chile. Dichas enfermedades son provocadas por
un complejo de hongos y oomycetos donde también se encuentran a; Fusarium

sp, Rhizoctonia solani y Phytophthora capsici.

El principal control que se ha desarrollado en los ultimos afios es el uso de
microorganismos antagonicos como bacterias (Bacillus, Pseudomonas) y el
hongo Trichoderma. Otra alternativa es el uso del quitosano producto de la
hidrolisis o degradacion de la quitina. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
dosis en la que el quitosano obtenido experimentalmente provoca la inhibicién
del crecimiento micelial de Pythium aphanidermatum y de Sclerotium rolfsii. Para
ello, se evaluaron dos tipos de quitosano, uno elaborado en laboratorio mediante
la degradacion bacteriana de cascara de camaron (Q-Bs) y otro comercial (Q-
Com) en mezcla individual en placas Petri con medio de cultivo PDA estéril. El
experimento in vitro permitié observar que la dosis 0.02 % del quitosano Q-Bs
experimental inhibié a ambos fitopatdgenos, en P. aphanidermatum (63.82 % de
inhibicién) y en S. rolfsii (91.67 % de inhibicidn), mientras que en el mismo
porcentaje el quitosano comercial carece de actividad inhibitoria para ambos
fitopatdgenos dado que crecieron de forma similar estadisticamente (p<0,05) al
testigo absoluto. El quitosano experimental Q-Bs obtenido de quitina proveniente
de degradacion bacteriana de cascara de camardn inhibe el crecimiento de

fitopatdgenos que provocan el damping off y marchitez en plantas de chile.

Palabras clave: chile, damping off, marchitez, inhibicion in vitro, quitosano.



2. INTRODUCCION

En México el cultivo del chile es de gran importancia, nutricional, genética y
econdémica ya que el pais ocupa el segundo lugar a nivel mundial en la
produccion de chiles, con una produccion de 3,238,244.81 ton al afio, con un
valor de mas de 32,761 millones de pesos (SIAP, 2019).

Segun datos del SIAP (2020) en nuestro pais tanto el cultivo del chile como del
tomate son las hortalizas que mas importancia econdmica tienen, el cultivo de
chile aporta el 20.2 % en la produccion de hortalizas a nivel nacional. En los
altimos 15 afios la superficie destinada al cultivo de chile ha oscilado en un rango
de 40 mil hectareas, manteniéndose en un promedio de 147 mil hectareas
anuales sembradas del cultivo en nuestro pais, sin embargo, la produccion solo
ha aumentado poco mas de un millon de toneladas para este mismo lapso. La
principal razén por la que vemos este incremento se debe al aumento promedio
del rendimiento por hectarea que en el afio 2005 produjo 13.86 t/ha y en el afio
2019 aumento6 a 21.65 t/ha.

Entre los principales problemas que afectan a las hortalizas se encuentran los
hongos fitopatégenos como lo son: Fusarium sp., Alternaria sp., Penicillium sp.,
cenicillas, royas y oomycetos como Phytophthora sp. y Pythium sp., entre

muchos otros (Velasquez et al., 2017).

El cultivo del chile se ve afectado a lo largo de su ciclo por diversos fitopatégenos,
en la produccion de plantula una de las principales limitantes es la ocasionada
por el complejo de fitopatdgenos causantes del “damping off” en los que se
encuentran: Rhizoctonia sp., Sclerotium sp., Verticillium sp., Phytophthora sp.,
Pythium sp., y Fusarium sp. Se considera que esta enfermedad ocasiona dafios
en etapa de preemergencia y postemergencia desde un 10 % hasta el 100 %, en
ocasiones esta puede ocasionar pérdidas después del trasplante (Pérez et al.,

2017). Mientras que una vez establecida en campo el cultivo puede ser afectado
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por la enfermedad conocida como la marchitez del chile, la cual es ocasionada
principalmente por Rhizoctonia sp., Sclerotium sp., Phytophthora capsici y
Fusarium sp, los cuales llegan a causar dafios hasta del 100 % (Gdmez-
Hernandez et al., 2018).

El principal método de control empleado para el manejo de estos fitopatdgenos
se basa en la aplicacion de fungicidas quimicos. El uso inadecuado de estos
compuestos quimicos ha ocasionado graves consecuencias como dafios a la
salud de las personas, contaminacion del medio ambiente (Hernandez et al.,
2018; Sanchez et al., 2019), aumento de costos de produccion, desequilibrio en
biodiversidad del suelo al dafiar a los microorganismos benéficos (Sanchez et
al., 2019).

Diversos autores sefialan que una de las mejores alternativas de control para el
manejo de fitopatdgenos, es mediante la implementacion del control biorracional
utilizando microorganismos antagonistas (Hernandez et al.,, 2018), extractos
botanicos y otros compuestos con propiedades antifingicas como lo es el
quitosano (Cortés et al., 2021).

El quitosano es un derivado de la desacetilacion de la quitina, la cual se
encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, especialmente en
caparazones de crustaceos y de insectos (Vieira et al., 2020; Reyes et al., 2021).
Existen diversos reportes que comprueban el efecto antagénico del quitosano en
contra de diversos fitopatégenos, lo cual depende de su bajo peso molecular y

un alto grado de desacetilacion (Palma et al., 2010).



2.1 Justificacién

Hacer uso de productos de origen biologico para el control de enfermedades
vegetales es una de las mejores alternativas ecoldgicas que ayudan a conservar
el medio ambiente, no tiene efectos en la salud humana ni en las plantas, sino
por el contrario, puede generar la induccion de resistencia en las plantas ante la
infeccion de fitopatdgenos. El uso del quitosano como producto organico y
fungicida para el manejo de fitopatdgenos causantes de enfermedades como lo
son el “damping off” y la marchitez del chile pudiera ser un ingrediente activo,
eficaz y ambientalmente seguro para el control de estas enfermedades, sin el

riesgo del dafio ambiental y de la salud de las personas.

2.2 Objetivo

1.- Evaluar el antagonismo in vitro de dos tipos de quitosano (Q-Bs y comercial)
en contra P. aphanidermatum y S. rolfsii agentes fitopatbgenos de cultivos
extensivos causantes de la enfermedad conocida como “damping off” y
marchitez del chile.

2.3 Hipotesis

Se espera que el quitosano elaborado de la degradacion bacteriana de cascara
de camardn, asi como el quitosano comercial evaluados in vitro, inhiban el
crecimiento micelial de Pythium aphanidermatum y de Sclerotium rolfsii en
diferentes proporciones y tiempos, dependiendo de la concentracion de

ingrediente activo utilizado.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1 El Cultivo de Chile Capsicum annuum L.

3.1.1 Importancia del Chile en México

Se sabe que en México el cultivo del chile es de suma importancia nutricional,
genética y econdmicamente. Segun datos obtenidos por el SIAP (2019) México
es el segundo pais a nivel mundial con mayor produccion de chiles solo superado
por China. Para el afio 2019 en nuestro pais se cultivaron aproximadamente
152,772.55 ha de esta hortaliza, con una produccion de 3,238,244.81 ton al afio,
generando un valor de mas de 32,761 millones de pesos (SIAP, 2019). Los
estados reportados con una mayor produccion de este cultivo son Zacatecas,
San Luis Potosi, Chihuahua, Sinaloa y Jalisco (SIAP, 2022). Las principales
variedades de chiles cultivadas en México se encuentran; el jalapefio, serrano,
pimiento, poblano, y chilaca, perteneciente a la especie C. annuum (Bobadilla et
al., 2017) y el habanero perteneciente a la especie C. chinense (Ruiz et al.,
2016), este ultimo muy producido en los estados del sur (Yucatan, Quintana Roo

y Campeche).

Vazquez et al. (2010) mencionan que el chile serrano es uno de los mas
comerciales en nuestro pais, donde la preferencia de las personas para su
consumo es en fresco, por lo que, tanto la calidad del fruto y la vida de anaquel
gue tenga son factores importantes para su valor comercial. En realidad, existe
abundante informacion sobre como los factores afectan la calidad y la vida de
anaquel de los distintos tipos de chile que hay en el mercado, especialmente del
tipo pimiento morrén; sin embargo, en la literatura cientifica sobre esta teméatica

es escasa para el chile serrano.

El cultivo del chile serrano comercialmente se produce en regiones del pais que
tienen un amplio rango en cuanto a las condiciones del ambiente que van desde
el tropico humedo, el tropico seco, regiones templadas y semiaridas, lo que

4



ayuda a que durante todo el afio los centros de consumo tengan abasto del
producto en fresco (Delgado et al., 2014).

La especie Capsicum annuum var. annuum, es la especie mas conocida ya que
es de distribuciéon mundial, ademas, de ser la de mayor importancia econémica
debido a que es la mas cultivada y la de mayor variabilidad genética (Pérez et
al., 2015).

3.1.2 Enfermedades del cultivo del chile

El cultivo del chile en sus distintas etapas de desarrollo se ve afectado por
distintas plagas y enfermedades donde sobresalen los hongos y oomycetos
fitopatdgenos, los cuales pueden causar problemas desde la produccion de
plantula (Larios et al., 2019) y en etapa adulta causando la marchitez del chile
(Gonzalez et al., 2004; Pérez et al., 2017).

3.1.3 “Damping off”

El “damping off” 0 ahogamiento es la enfermedad méas en importante en la etapa
de plantula, llegando a ocasionar perdidas que van del 10 al 100 %, por lo que
se le considera como la principal enfermedad en esta etapa fenoldgica. Esta
enfermedad es ocasionada por un complejo de fitopatbgenos como son:
Fusarium sp., Rhizoctonia sp., Sclerotium rolfsii y los oomycetos Phytophthora
capsici y Pythium sp., (Fry et al., 2010; Larios et al., 2019 y Jiménez-Pérez et al.,
2021). Pythium sp., es considerado como el principal causante del “damping off”,
causa dafios en etapa de premergencia (antes de que las plantulas emerjan)
causa la pudricion de la semilla o del hipocotilo y en postemergencia (posterior
a la emergencia de las plantulas) causando pudricion de raices y tallo o el tipico
estrangulamiento de la base este ocasionado que la plantula se doble y muera
(Berrones et al., 2013; Velasquez et al., 2014; Peralta et al., 2017; Jiménez-Pérez

et al., 2021). En ocasiones, llega a ocasionar problemas después del trasplante,
5



aunqgue los dafios se limitan a pequefas lesiones de coloracién oscura en las
raices o en el tallo y rara vez causa la muerte de la planta por atrofia (Grijalba et
al., 2015).

3.2 Descripcion de Pythium aphanidermatum

Este oomiceto pertenece al Reino Chromista, ya que, su pared celular esta
compuesta por celulosa y por B -glucanos, ademas de que produce zoosporas
con 2 flagelos. Estas caracteristicas son las que los diferencian de los hongos
verdaderos. Es un fitopatdgeno cosmopolita el cual se ve favorecido para su
desarrollo por una alta humedad y temperaturas que variadas (15- 30° C o mas)
las cuales dependeran de la especie (Heffer et al., 2012; Jiménez-Pérez et al.,
2021). Existen diversas especies de Pythium las cuales varian en diferentes
caracteristicas como lo son, sus condiciones para su desarrollo y patogenicidad,
siendo un ejemplo de estas la especie P. aphanidermatum y P. ultimum que
crecen en diferentes rangos de temperaturas, la primera se desarrolla a

temperaturas superiores a los 30 °C y la segunda a temperaturas mas inferiores.

Este género cuenta de 120 a 160 especies descritas, las especies mas
importantes son: P. aphanidermatum, P. ultimum, P. myriotylum, P. debaryanum,
P. irregulare y P. coloratum, entre otros mas. Este fitopatdgeno tiene la
capacidad de sobrevivir en restos en descomposicion (saprofito) o como parasito
de una gran variedad de plantas como solanaceas, cucurbitaceas, fabaceas,
entre muchas otras. Provoca dafios en semillas, en raices, en los tallos y en
ocasiones puede afectar a los frutos que entren en contacto con el suelo himedo
(Agrios, 2005; Khalaf et al., 2011; Figueroa et al., 2017; Grijalba et al.,2017;
Jiménez- Pérez et al., 2021).



3.2.1 Clasificacion taxondmica

Segun Heffer et al., (2012) la clasificacion para Pythium es el siguiente:
Reino: Chromista
Phylum: Stramenopila
Orden: Oomycota
Familia: Pythiacea

Género: Pythium spp.

3.2.2 Caracteristicas morfoldgicas

El oomyceto del género Pythium cuenta con caracteristicas morfolégicas las
cuales varian en forma y tamafio dependiendo de la especie, estas
caracteristicas morfoldgicas son; micelio hialino cenocitico compuesto de una
pared celular de p-1,3 y B-1,6 glucanos y de rapido crecimiento (Fry et al., 2010.,
Palmucci et al., 2011), posee anteridios (diclinos si se origina de una hifa
diferente de donde se origina el oogonio) o monoclino (si se originaron de la
misma hifa de donde se origin6 el oogonio), oogonios esféricos con una oospora
plerética o aplerética, esporangios terminales de formas variadas los cuales
pueden o no formar vesicula donde se producen las zoosporas, las cuales
poseen dos flagelos uno tipo latigo y el otro tipo cepillo, todas estas
caracteristicas y su variacion de formas y tamafios o que simplemente carezcan
de estas estructuras entre las distintas especies de Pythium, hacen que la
identificacion morfologica resulte dificil, asi que, para hacer lo mas exacto esto
se recurre a las pruebas moleculares (Diaz et al., 2011; Fry et al., 2010; Jiménez-
Pérez et al., 2021).



3.2.3 Ciclo de reproduccion

Pythium cuenta con dos formas de reproduccion, asexual y sexual. En la primera
los esporangios son los encargados de llevar a cabo este tipo de reproduccion,
pueden germinar directamente y producir un tubo germinativo, o pueden producir
una vesicula en el cual se formaran un promedio de 100 zoosporas, las cuales
son liberadas cuando las condiciones de humedad son buenas, estas nadan con
ayuda de sus flagelos para encontrar un nuevo hospedante, cuando entran en
contacto se enquistan, penetran y producen un tubo germinativo y, a veces, estas
zoosporas pueden formar una vesicula en las cuales se produciran zoosporas
secundarias las cuales pueden continuar con la infeccion (Van der Plaats, 1981;
Van West et al., 2003; Fry et al., 2010). En la reproduccién sexual se da por
medio de la union de los gametangios femenino (oogonio) y masculino
(anteridio). La union y fecundacion origina una oospora de pared celular gruesa
y resistente a las condiciones extremas del ambiente. Se originara un nuevo tubo
germinativo si la oospora germina y, posteriormente, originara una vesicula con
zoosporas idénticas a las del esporangio. Temperaturas mayores a 18° C
favorecen la germinacion de tubos germinales y menores a 18° C provocan la

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

3.2.4 Condiciones favorables para su desarrollo

Suelos con alta humedad, drenaje deficiente y poca aireacion son condiciones
Optimas para que Pythium se desarrolle. Para la dispersion de las zoosporas
requiere de agua. En cuanto a la temperatura para que pueda desarrollarse
variara segun la especie como ya se mencioné anteriormente (Velasquez et al.,
2014; Grijalba et al., 2017). Este género tiene la capacidad de sobrevivir, ya sea,
como saprofito en materia en descomposicion y como parasito de otras plantas
en estado de plantula en invernadero, alméacigos, parcelas agricolas y bosques.
Las afectaciones son principalmente en las raices, base de los tallos y en las

semillas. Puede sobrevivir por varios afios en fase de oospora y cuando se den



las condiciones germinara y se desarrollara (Agrios, 2005; Fry et al., 2010; Diaz
et al., 2011; Velasquez et al., 2014; Jiménez- Pérez et al., 2021).

Para que se dé la infeccion Pythium necesita que los factores sean favorables y
que esos factores sean desfavorables para la planta (humedad, temperatura,
luminosidad, pH, la nutricién y que haya presencia de otros microorganismos).
Con un fragmento de micelio, una zoospora germinada, una oospora 0 un
esporangio germinado y que entre en contacto con la semilla o cualquier parte
del cultivo se puede iniciar la infeccion, acompafiado de humedad. Los exudados
de la raiz de la planta son un atrayente natural de las zoosporas y del micelio de
Pythium, germinan cuando entran en contacto con la planta y con los apresorios

se adhieren y penetran en la epidermis (Van der Plaats, 1981; Agrios, 2005).

Para causar infeccién en la semilla, el oomiceto necesita que la semilla esté
hameda e hinchada, puede penetrar a través de heridas, mediante presion
mecénica y degradacion enzimatica al embrion o la plantula cuando estan
emergiendo. La infeccidn de las raices y tallos sucede a unos pocos centimetros
debajo del suelo. Al igual que la semilla, penetra en las pates mas humedas e
hinchadas. El micelio penetra en la epidermis y se nutre cuando se desintegran
los tejidos. Las puntas de las raicillas son por donde Pythium penetra puesto que
aqui se encuentran las células mas jévenes y ocasiona muerte rapida. Para el
caso de las raices y los tallos en plantas adultas, la infeccidn esté presente sobre
la corteza de estos tejidos, lo que ocasiona lesiones pequefias. Aunque este
patbgeno también es capaz de atacar los frutos tanto en campo como en
postcosecha, penetra mediante enzimas que produce, las cuales degradan las

paredes celulares (Agrios, 2005).



3.2.5 Sintomas y signos

En la semilla forma una masa putrefacta constituida del patégeno y sustancias
qgue no pudo degradar (Agrios, 2005; Fry et al., 2010). Para el caso del de las
plantulas, se produce una necrosis lo que provoca la caracteristica mas
sobresaliente de esta enfermedad, se dobla, cae y muere. Produce necrosis y
muerte de las raices, en caso de que la infeccion no sea muy grave en la planta,
surge amarillamiento y, posteriormente, el desarrollo no se lleva a cabo
correctamente (Gomez y Melero 2011; Peralta et al., 2017; Hernandez et al.,
2018; Jiménez- Pérez et al., 2021). En ocasiones los frutos se ven afectados,
ocasiona la pudricién de estos, después de un tiempo se observa micelio que
sale del fruto hasta cubrirlo casi en su totalidad (Agrios, 2005; Gomez y Melero
2011; Grijalba et al., 2015).

3.2.6 Marchitez del chile

Entre los fitopatdgenos causantes de la marchitez del chile se encuentra el hongo
Sclerotium rolfsii, el cual en conjunto con Phytophthora capsici, Fusarium spp., y
Rhizoctonia llegan a ocasionar pérdidas en produccion que van de un 26 % hasta
el 100 % (Gonzélez et al., 2004; Pérez et al., 2017; GoOmez-Hernandez et al.,
2018). Estos patégenos pueden causar: pudricion de raices y tallos, marchitez,
defoliacion, amarillamiento de hojas, aborto de flores, madures prematura de
frutos, y finalmente la muerte de la planta (Pérez et al., 2017; Andrade et al.,
2019; Espinoza-Ahumada et al., 2019). Para su control es de suma importancia
la identificacion adecuada del fitopatégeno causal de la enfermedad, debido a

gue la sintomatologia es muy similar.

3.3 Descripcién de Sclerotium rolfsii

El género Sclerotium esta conformado por mas de 40 especies siendo S. rolfsii

la mas conocida (Xu et al., 2010). Esta fue descubierta por el micélogo Pier
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Andrea Saccardo en 1911 de muestras de tomate provenientes de florida, cuya
presencia se tenia desde el afio 1892, causando pérdidas hasta del 70 %.
Posteriormente, se detecto en los estados de Carolina de Norte, Connecticut,
Luisiana, y en los paises de Japodn, India y Ceilan (Sri Lanka). En el siglo XX se
le encontr6 causando dafios en cacahuate y en 1966 se tenian alrededor de
2,000 reportes de Sclerotium en varias partes del mundo, sobresaliendo en los
climas tropicales y subtropicales (Kator et al., 2015). Mario Curzi descubrio su
fase teleomorfa (sexual) a la cual llamo Coticiim en el afio de 1932y en 1978 se

reclasificé con el nombre de Athelia (Kator et al., 2015).

3.3.1 Clasificacion Taxonémica

Segun Binder et al., (2010) el teleomorfo de Sclerotium rolfsii se encuentra

clasificado de la siguiente forma:
Reino: Fungi
Division: Basidiomycota
Subdivisién: Agaricomycotina
Clase: Agaricomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Amylocorticiales
Familia: Atheliaceae
Género: Athelia

Especie: rolfsii

3.3.2 Caracteristicas morfoldgicas

En su fase asexual (Sclerotium rolfsii) forma micelio blanquecino con anillos
conceéntricos (Hernandez et al., 2004) con conexion en forma de pinza, sin
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formacién de esporas, sin embargo, forma esclerocios redondos de coloracion
café (Hernandez et al., 2004; Xu et al., 2010; Hernandez y Herrera 2014).
Mientras que en su fase sexual (Athelia rolfsii) forma basidiocarpos y filamentos
de las hifas que nacen de los esclerocios germinados (Xu et al., 2010)

3.3.4 Distribucioén

Sclerotium rolfsii es considerado como un fitopatégeno polifago, con un gran
ndmero de plantas hospederas, de las cuales 18 son consideradas de
importancia econdémica debido a que son cultivos de México siendo el cultivo del
chile una de ellas (Rodriguez et al., 2021). En el resto del mundo se tiene
reportada su presencia en mas de 500 especies (legumbres, gramineas,
cruciferas, cucurbitaceas, solanaceas, etc.) (Kator et al., 2015). Este hongo
cuenta con una amplia distribucién, practicamente en todo el mundo,
sobresaliendo en zonas tropicales y subtropicales (Punjay Zum, 2001 y Martinez
et al., 2021).

3.3.5 Sintomas y signos

Alonso et al., (2002), mencionan los distintos tipos de sintomas que este
patégeno es capaz de provocar en los tejidos de la planta como amarillamiento
en las hojas inferiores, puede ocasionar lesiones en la base del hipocétilo los
cuales se caracterizan ser hundimientos, se ablandan y se decoloran en la
corteza, justo por debajo de la linea del suelo. Conforme a que esta enfermedad
sigue avanzando, las hojas de las ramas mas jévenes pueden marchitarse hasta
que finalmente toda la planta cae quebrandose por la base del tallo. En cuanto a
los signos los esclerocios del hongo suelen presentarse en grandes cantidades,
estos se adhieren en la base de los tallos de todas las plantas que se encuentren
afectadas, también se presentan masas de micelios de color blanco,

caracteristica de esta especie de hongo.
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3.4 Métodos de control

3.4.1 Control Quimico

La desinfeccion del suelo es uno de los tratamientos mas comunes utilizados y
se utilizan productos quimicos altamente toxicos como el Bromuro de Metilo y
Metam Sodio. Para el tratamiento de la semilla se utilizan otros productos
quimicos de accidén fungica como el Captan, Thiram, el Mancozeb, Carbendazim,
el Metalaxyl, el Procloraz, el Azoxystrobin, asi como mezclas entre estos
compuestos. Estos compuestos quimicos no siempre son eficaces a la hora de
controlar la enfermedad, aunado a esto, el manejo incorrecto de estas sustancias
ha generado consecuencias en muchos aspectos, los patégenos han empezado
a resistir al ingrediente activo, se ha contaminado el suelo y el agua por el uso
excesivo, dafos a la salud de las personas y afectaciones en otros organismos
(Velasquez et al., 2014; 2Castillo et al.,2015; Figueroa, 2017; Hernandez et al.,
2018; Larios et al., 2019).

3.4.2 Control Cultural

Para este tipo de control, los agricultores basan principalmente sus estrategias
en el control del riego. Otros métodos del control cultural son la de esterilizar el
suelo o la biofumigacién antes de que se haga la siembra. Es importante no solo
hacer tratamiento al suelo, sino que también a las herramientas y los equipos de
trabajo. El uso de semilla certificada es muy importante para evitar el riesgo de
que las semillas ya estén contaminadas con la enfermedad. Es importante
mantener una temperatura 6ptima, asi como buena humedad y nutricién, evitar
los riegos pesados y tener un buen drenaje para evitar encharcamientos. Plantas
gue tengan sintomas de la enfermedad deberan ser eliminados inmediatamente
asi estén en almacigo, en charolas o en el campo, con esto evitaremos que haya

mas dispersion de los patdégenos a otras plantas sanas (Agrios, 2005).
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3.4.3 Control Bioldgico

En los ultimos afos, los agricultores han optado por nuevas formas de manejar
estas enfermedades dejando de lado los agroquimicos convencionales y el uso
de microorganismos antagonistas de fitopatdgenos es una muy buena opcién
(Herndndez et al., 2018; Larios et al., 2019) como ejemplo de estos
microorganismos antagonistas se encuentran las bacterias del género
Pseudomonas, Bacillus, Micromonospora, algunos estretomycetos y algunos
géneros de hongos como Trichoderma spp., Gliocladium spp., entre otros (Asaka
et al., 1996; Gravel et al., 2005; Figueroa, 2017).

3.5 Uso de Quitosano en la Agricultura

Es muy importante emplear otros métodos de control, ademas, que no sean
nocivos para los ecosistemas, que no afecte la vida microbiana del suelo, ni
contamine el agua y que no genere resistencia en los fitopatdgenos, un ejemplo
de esto son los compuestos naturales con propiedades antifingicas como el
quitosano que se obtiene al hacer una desacetilacion de la quitina (Jiménez, et
al., 2018; Keller et al., 2020; Cortés et al., 2021).

La quitina se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, aunque
podemos encontrarlo principalmente en caparazones de los crustaceos e
insectos (Monter et al., 2016; Tayo et al., 2017; S4denz et al., 2019; Holguin et al.,
2020; Vieira et al., 2020; Reyes et al., 2021), también en los nematodos, en picos
de cefalépodos (De Tender et al., 2019) y, en las paredes celulares de algunos

hongos se encuentra este compuesto (Saenz et al., 2019; Reyes et al., 2021).

Cabanillas et al., (2020), segun datos obtenidos de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), menciona que la
produccion en el afio 2017 de camardn en México fue de 227,000 toneladas y se

estima que los desechos ascendieron aproximadamente a 100,000 toneladas.
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Estos desechos, si no se manejan adecuadamente, pueden generar problemas
de contaminacion ambiental, asi como malos olores durante su descomposicion.
Segun Hamed et al., (2016), la composicion de la cascara del camarén es la
siguiente: proteinas (35 — 50 %), quitina (15 — 20 %), minerales (10 — 15 %),
lipidos (2 — 7 %) y pigmentos (1 — 5 %).

Con los datos anteriores podemos observar que la cascara de camarén es una
fuente de quitina para la obtencion de quitosano muy importante, es por ello por
lo que se debe de aprovechar lo mejor posible esta fuente, aparte de que la
contaminacion disminuiria considerablemente en los lugares donde se produce
este alimento como los puertos maritimos o tiendas que vendan productos del

mar.

Como se menciono anteriormente para la obtencion del quitosano se realiza la
desacetilacion de la quitina la cual se puede extraer mediante diferentes
procesos quimicos y bioldgicos (Gamal et al., 2016), sin embargo, el método
quimico es el mas utilizado. Este consiste en la utilizacién de sustancias alcalinas
(NaOH) y acidos fuertes, aunque este proceso de obtencion posee algunas
desventajas como lo es la contaminacion del medio ambiente y la obtencion final
del polimero con propiedades inconsistentes. Mediante la obtencion por
procesos bioldgicos como la fermentacion bacteriana (Gamal et al., 2016) y la
fermentacién acido lactica (Pasotti et al., 2020) se separa la quitina de otros
compuestos, mediante desmineralizacién y desproteinizacion. Al final de estos
procesos se obtiene la quitina la cual debe de ser desacetilada con una solucion
de NaOH al 50 % al igual que en el método quimico para la obtencion del
quitosano. Las ventajas de estos métodos es que se disminuye el riesgo de
contaminaciéon ambiental, ademas, de que al final del proceso se obtiene un
quitosano con mejores propiedades que en el método quimico, aunque, el
inconveniente de estos procesos es el tiempo de obtencion que va de los 7 a 15
dias (Gamal et al., 2016; Pasotti et al., 2020).
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Figura 1. Diferencia estructural de la Quitina y del Quitosano (Hamed et al.,
2016)

En la agricultura el quitosano tiene diversos beneficios como, mejorar la
germinacién, mejora la adsorcion de microelementos, aumento en la produccion
de la cosecha, estimula la formacién de barreras fisicas (Lopez et al., 2019),
tiene efecto antagonista contra de diversos fitopatégenos como; Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani (Keller et al., 2020), Alternaria spp., (Xoca et al., 2018.,
Rodriguez et al., 2019), Colletotrichum sp., (Xoca et al., 2018), algunos
oomycetos (Pérez et al., 2019), bacterias y nematodos (Radwan et al., 2012),
ademas, estimula los mecanismos de defensa de las plantas (Radwan et al.,
2012 y Rodriguez et al., 2019).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del experimento

La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia del
Departamento de Parasitologia Agricola, ubicada en la Universidad Autébnoma
Agraria Antonio Narro, Saltillo, Coahuila, el cual se ubica en las siguientes
coordenadas geograficas de 25° 21" 13" latitud N y 101° 1’ 56" longitud oeste,

con una altura de 1,742 msnm.

4.2 Material biologico

El quitosano y los fitopatdgenos (Pythium aphanidermatum y Sclerotium rolfsii)
fueron proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro. Tanto la cepa
de P. aphanidermatum como de S. rolfsii fueron identificadas morfoldgica y
molecularmente en estudios previos realizados por Jiménez-Pérez et al., (2021).
P. aphanidermatum fue aislada de plantulas de chile serrano producidas en
charolas en invernadero las cuales presentaban sintomas de “damping off”,
mientras Sclerotium rolfsii., fue caracterizado morfolégicamente y aislado de
plantas de chile serrano del municipio de Escuinapa, Sinaloa. Las cepas de estos
fitopatdgenos fueron reactivadas en medio de cultivo Agar- V8 (A- V8) para P.

aphanidermatum y PDA para Sclerotium rolfsii.

4.3 Obtencion de quitosano en laboratorio

Para la obtencién del quitosano se utilizé el método realizado por Gamal et al.,
(2016) con modificaciones, se colectaron inicialmente cédscaras de camarén
fresco (no de la cabeza) y se dejo secar por aproximadamente 3 dias al sol y se
molio hasta obtener polvo fino. EI molido obtenido se tamizé en un tamiz de 100
mallas/cm. La cascara en polvo fino fue sometida a degradacion en cultivo

mediante la fermentacion aerdbica con Bacillus subtilis para la obtencion de la
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quitina., para ello se cultivdé esta bacteria en un caldo de cultivo con 0.5 g de
sulfato de magnesio,1 g de sulfato de potasio, con 5 gramos del polvo de
camaron por cada litro de agua destilada. EI medio de cultivo se colocé en
matraces bafleados con 1/5 de caldo de cultivo y se esteriliz6 en autoclave
durante 18 minutos a 15 psi. Se dejé enfriar y se inocula con la bacteria (B.
subtilis) y se incubd durante 15 dias en agitacién constante a 150 rpm a 28 “C.
Una vez pasado este lapso se filtré el caldo de cultivo en el papel filtro No 40 y
se recupera un polvo con alto contenido de quitina (el cual no es soluble en
agua), que posteriormente se desacetil6 mediante la metodologia empleada por
Sedaghat et al., (2015) con modificaciones, para lo cual se utilizé hidroxido de
sodio al 50 % en relacion 1 - 10 durante 10 h a 100 °C en agitacion constante en
una placa de agitacion con calentamiento, se filtra y se lava con agua estéril
nuevamente hasta obtener un pH cercano a neutro y una vez seco, el polvo
obtenido es a lo que se le conoce como quitosano (Figura 2). Este producto final
es el que ya es soluble en agua y el cual se puede usar en nuestras pruebas de

antagonismo.

Fermentacion Filtrado Quitina No soluble

CC 5% y Sacarosa 1%
Bacterias x 15

Soluble Quitosano

NaOH 50%

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso para la obtencion del quitosano.
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4.4 Tratamiento experimental de quitosano.

Se emplearon placas con medio de cultivo agar caldo de papa mezclado con
quitosano para evaluar su actividad fungicida. Para ello se utilizaron 4
concentraciones de cada uno de los quitosanos (Tabla 1) las que se mezclaron
con medio de cultivo agar caldo de papa a un pH de 6.5 y se esterilizaron en
autoclave por 15 min a 15 psi, una vez enfriado los medios de cultivo fueron
vaciados en cajas Petri de 90 mm, dejados en reposo para su solidificacion y
después de 48 horas para realizar las pruebas de inhibicion en contra de P.
aphanidermatum y S. rolfsii. El quitosano fue previamente disuelto en agua
destilada estéril acidificado a un pH de 6 con acido acético, donde se observo

una buena solubilidad del quitosano en comparacion con la quitina (Figura 2).

Cuadro 1. Tratamientos y dosis de quitosano (Q-Bs y Q-Com).

Tratamientos Dosis de quitosano (%)

Q-Bs 0.005
Q-Bs 0.01
Q-Bs 0.015
Q-Bs 0.02

Q-Com 0.005

Q-Com 0.01

Q-Com 0.015

Q-Com 0.02

Testigo 0

4.4.1 Prueba de inhibicién in vitro de quitosano contra P. phanidermatum
y S. rolfsii

Placas de cultivo de cada fitopatdgeno de 72 horas de cultivo fueron usadas para
obtener el in6culo de cada fitopatdogeno para los ensayos de inhibicién in vitro.
Con ayuda de un sacabocado se obtuvieron explantes de cajas Petri con
crecimiento micelial de los fitopatdgenos, previamente purificados.
Posteriormente se coloco en el centro de todas las cajas Petri con medio de
cultivo suplementado con quitosano un explante con crecimiento micelial de cada

fitopatdgeno de manera individual, procurando que el micelio estuviera en
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contacto con el medio de cultivo. Para el caso del testigo, se sembré en medio
de cultivo sin quitosano. Todos los tratamientos en cajas fueron incubados a 28

°C hasta el final del ensayo.

Una vez hecha la siembra de los fitopatégenos en las cajas Petri, se midio el
crecimiento micelial de los tratamientos y el testigo cada 24 horas posteriores a
la siembra y fue dado como finalizado al momento de que el testigo llené la caja
Petri. Las mediciones se realizaron en mm con ayuda un Vernier digital marca
Truper. Posteriormente, la evaluacion de la medicion del crecimiento fue
necesario expresarlo en porcentaje de inhibiciéon con la formula siguiente: %
inhibicion = (crecimiento del testigo — crecimiento del tratamiento/crecimiento del
testigo) * 100 (°Castillo, 2015).

4.5 Anélisis estadistico

Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y una
prueba de comparaciéon de medias de Tukey (P<0.05) en un disefio experimental
completamente al azar, con el programa estadistico SAS Version: 3.8 (Edicion
Enterprise) Google Chrome 27+ Versién SAS: 9.04.01M6P11072018.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Solubilidad de la quitina y del quitosano

Tal y como se reporta en la literatura la solubilidad de quitina en agua es nula
(Fig. 3- A), mientras que el quitosano dependiendo de su grado de desacetilacion
con NaOH es su capacidad para solubilizarse en agua acidificada con acido
acético, tal y como se muestra en la Figura 3, donde se aprecia que el quitosano
comercial (Fig. 3 C) es més soluble que el quitosano experimental obtenido en
este trabajo (Fig. 3 B), por lo que en principio pudiera deberse a un mayor grado
de desasetilacion obtenido bajo el procedimiento empleado (Cisneros et al.,
2019; Palma et al., 2010).

Figura3. Comparacion de la quitina (A), quitosano Q-Bs (B) y quitosano

comercial (C).

5.2 Caracteristicas morfolégicas de Pythium aphanidermatum y Sclerotium

rolfsii.

Pythium aphanidermatum: presentd rapido crecimiento micelial, en medio de
cultivo A-V8 (Fig. 4- A), formacion de estructuras de reproduccion sexual como
lo son oogonios esféricos (Fig. 4- B) en los que dentro de estos se encuentra una

oospora aplerética y un anteridio por oogonio (Fig. 4- D), ademas de estructuras

21



de reproduccion asexual como lo son sus esporangios (Fig. 4- C) de forma
irregular en los que contiene zoosporas, cuya identificacion y caracteristicas ya
han sido reportadas por Jiménez-Pérez et al., (2021).

/L0 m) WA\ V') P Seel P Ml
Figura4.  Caracteristicas morfolégicas de Pythium aphanidermatum.

Crecimiento micelial de P. aphanidermatum en medio de cultivo A- V8. B)
Proliferacion de oogonios. C) Observacion de la formacion de esporangios. D)
Oogonios con oospora aplerética y anteridio.

Sclerotium rolfsii: presentd micelio septado blanquecino con halo concéntrico
(Fig. 5- A), hifas con presencia de fibulas (conexién en forma de herradura) (Fig.
5- B), hifas ramificadas (Fig. 5- C), sin produccion de esporas, pero con la
formacién abundante de esclerocios de forma redonda y coloracion café (Fig. 5-
Dy E), dichas caracteristicas concuerdan por las descritas por Barnett y Hunter
(1999) y Hernandez et al., (2004).
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Figura5.  Caracteristicas morfologicas de Sclerotium rolfsii.

Micelio blanquecino. B) Fibula. C) Ramificaciéon de la hifa. D) Produccion de
esclerocios. E) Esclerocio redondo de color café.

5.3 Prueba de inhibicion in vitro del crecimiento micelial de Pythium
aphanidermatum y Sclerotium rolfsii en medio de cultivo suplementado
con quitosano

En la prueba in vitro contra P. aphanidermatum todas las concentraciones del
quitosano denominado Q- Bs mostraron la capacidad de inhibir en diferentes
porcentajes el crecimiento micelial de Pythium (Figura 6 - A, B, C y D), mientras
que el quitosano Q- Com a las dosis evaluados carece de un efecto inhibitorio
en todas las concentraciones empleadas (Figura 6 — E, F, G y H) y se comporta

estadisticamente similar al testigo absoluto.

Como se observa en la Tabla 2 donde se muestra que los tratamientos Q- Bs en
concentraciones de (0.005 %, 0.01 %, 0.015 % y 0.02 %) presentaron inhibicion
en contra del fitopatdgeno siendo las concentraciones de 0.015 % y 0.02 % las
gue obtuvieron el mayor porcentaje de inhibicibn con 63.38 % y 63.82 %
respectivamente, o que hace que sean estadisticamente significativos a los

demas tratamientos.
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En cuanto a los tratamientos del quitosano Q- Com, las cuatro concentraciones
(0.005 %, 0.01 %, 0.015 % y 0.02 %) resultaron sin actividad en contra del

oomyceto, al final del experimento fueron estadisticamente similar al testigo tal y

como se observa en la Figura 6, donde se aprecia los diversos grados de

crecimiento micelial de P. aphanidermatum cuando se hizo crecer en medio con

quitosano Q- Bs, mientras que el micelio se desarrollé6 de forma abundante en

las placas con el quitosano comercial.

Cuadro 2. Inhibicién de quitosano (Q-Bs y Q-Com) contra P.

aphanidermatum.

Tratamiento

% de inhibicién (mm + DS)

Q-Bs (0.02)
Q-Bs (0.015)

Q-Bs (0.01)
Q-Bs (0.005)
Q-Com (0.02)
Q-Com (0.015)
Q-Com (0.01)
Q-Com (0.005)

Testigo

63.82+1.01 A
63.38 +1.86 A
46.78 +3.11 B
20.50+2.56 C

0D

0D

0D

0D

0D

*Medias estadisticas con letras distintas son significativamente diferentes

(Tukey; p<0,05). Promedios de cuatro repeticiones.
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Quitosano Q- Bs Quitosano Q- Com

Figura 6. Crecimiento micelial de Pythium aphanidermatum.

Cultivo suplementado con quitosano a distintas concentraciones. A) Q- Bs al
0.005 %. B) Q- Bs al 0.01 %. C) Q- Bs al 0.015 %. D)Q- Bs 0.02 %. E) Q- Com
al 0.005 %. F) Q- Com al 0.01 %. G) Q- Com al 0.015 %. H) Q- Com al 0.02 %.
I) Testigo.

Los reportes que demuestran el efecto antagonico del quitosano en contra de
Pythium aphanidermatum son escasos, aunque, existen algunos que
demuestran su efecto antagonico en contra de otras especies de Pythium, por
ejemplo, Palma et al., (2008) reportan la disminucion del crecimiento micelial de
Pythium ultimum utilizando tres concentraciones de quitosano (0.5, 1y 2 mg/mL)
siendo la concentracion mas alta en la cual el oomyceto logré el menor
crecimiento (23.7 %) mientras que a la concentracibn mas baja logro un
crecimiento del 99.5 %. De igual manera Martin et al., (2020) inhibieron el
crecimiento de P. ultimum utilizando quitosano a dosis de 2.5 g/L, logrando una
inhibicién de hasta el 80 %. Aunque son limitados los reportes de quitosano para
inhibir a Pythium existen algunos otros que demuestran el efecto fungicida de
este biopolimero en contra de otros oomycetos como lo es el género
Phytophthora, por ejemplo, Gonzalez et al., (2016) lograron inhibir in vitro el
crecimiento de Phytophthora palmivora utilizando quitosano a cinco
concentraciones (0.5, 1, 1.5, 2y 2.5 g/L), observandose que conforme aumenta
la concentracién del quitosano aumenta la inhibicién del fitopatégeno, ademas,
la disminucion de la formacion y germinacion de esporangios. De manera similar,

Ramirez et al.,, (2019) reportan al quitosano con propiedades de inhibir a
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Phytophthora capsici utilizando distintas dosis de quitosano (0.4 mg/L, 0.8 mg/L,
1.6 mg/L, 2.4 mg/L, 3.2 mg/L y 4 mg/L). Con las dosis mas bajas obtuvieron
resultados de porcentaje menores de inhibicion y a partir de la dosis de 1.6 mg/L
el crecimiento del fitopatdbgeno se detuvo en un 100 %. Estos resultados
coinciden de cierta forma con los obtenidos en el presente estudio, ya que, entre
mas altas fueron las dosis hubo un mayor efecto inhibitorio en contra de P.
aphanidermatum. Se tienen reportes que la capacidad de inhibicién del
quitosano esta relacionada con un bajo peso molecular y un alto grado de
desacetilacion (Palma et al., 2010) por lo cual podemos suponer que el quitosano
Q- Bs obtenido de quitina de cascara de camaron por fermentacién bacteriana
presenta un menor peso molecular y un mayor grado de desacetilacion, lo cual,

falta por confirmar.

En la prueba de inhibicion in vitro contra Sclerotium rolfsii., de manera similar
qgue en la prueba en contra de Pythium todas las concentraciones del quitosano
denominado Q- Bs mostraron la capacidad de inhibir en diferentes porcentajes a
este hongo (Fig. 7 - A, B, C y D), mientras que el quitosano comercial (Q- Com)
nuevamente carecio de efecto inhibitorio en todas las concentraciones (Figura
7-E, F, Gy H). En la Tabla 3 se puede observar lo mencionado anteriormente
donde los tratamientos Q- Bs a concentraciones de (0.005 %, 0.01 %, 0.015 %y
0.02 %) presentaron inhibicion en contra del fitopatégeno siendo la
concentracion de 0.02 % la que obtuvo el mayor porcentaje de inhibicién (91.67
%) siendo estadisticamente significativa diferente a los demas tratamientos.
Mientras que en el caso de los tratamientos con quitosano Q- Com se puede
observar que ninguna concentracién (0.005 %, 0.01 %, 0.015 % y 0.02 %) logré
inhibir el crecimiento de Sclerotium rolfsii.,, siendo estos tratamientos
estadisticamente similares al testigo tal y como se ilustra en la Figura 6, donde
es de muy facil apreciacion como el quitosano Q-Bs inhibe a S. rolfsii, mientras

gue en el quitosano comercial carece de actividad.
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Cuadro 3. Inhibicién de quitosano (Q-Bs y Q-Comercial) contra Sclerotium

rolfsii.
Tratamiento % de inhibicién (mm + DS)
Q-Bs (0.02) 91.67+0.75 A
Q-Bs (0.015) 87.41+ 1.43 B
Q-Bs (0.01) 85.26+1.17 B
Q-Bs (0.005) 79.20£1.90C
Q-Com (0.02) 0+ 0.46 D
Q-Com (0.015) 0+ 0.46 D
Q-Com (0.01) 0+£0.46 D
Q-Com (0.005) 0+£0.46 D
Testigo 0+£0.46 D

*Medias estadisticas con letras distintas son significativamente diferentes

(Tukey; p<0,05). Promedios de cuatro repeticiones.

Quitosano Q- Com

Figura7.  Crecimiento micelial de Sclerotium rolfsii.

Medio de cultivo suplementado con quitosano a distintas concentraciones. A) Q-
Bs al 0.005 %. B) Q- Bs al 0.01 %. C) Q- Bs al 0.015 %. D) Q- Bs 0.02 %. E) Q-
Com al 0.005 %. F) Q- Com al 0.01 %. G) Q- Com al 0.015 %. H) Q- Com al
0.02 %. 1) Testigo.

Existen diversos reportes que demuestran la capacidad inhibitoria del quitosano

hacia este hongo fitopatdégeno, por ejemplo, Hernandez et al., (2016) lograron
27



disminuir el dafio causado por S. rolfsii en plantas de frijol mediante la aplicacion
de un producto comercial Chitoplant ® (Quitosana 99,9 %) a dosis de 0.1% en
semilla, siendo este tratamiento similar estadisticamente a los tratamientos con
Pseudomonas, Bacillus, Trichoderma y el tratamiento quimico (Tetrametil Tiuram
Disulfuro al 80 % PH) con menos del 0.02 % de plantas enfermas. Por su parte
Ahmed et al., (2019) reportan la inhibicién in vitro de S. rolfsii utilizando 3
concentraciones de quitosano (200, 400 y 600 ppm) logrando inhibir al hongo
hasta en un 72.97 % con la concentracion mas alta. También EI-Mohamedy et
al., (2013) reportan la inhibicién del crecimiento de este hongo utilizando dos
tipos de quitosano (bajo peso molecular y alto peso molecular), de igual manera
gue en el estudio descrito anteriormente con forme aumentaron la concentracion
del biopolimero aumento el porcentaje de inhibicidn, logrando la mayor inhibicién
a las dosis de 5 g/L de quitosano de bajo peso molecular y quitosano de alto
peso molecular con porcentajes de inhibicion del 88.8 % y 100 %
respectivamente. Estos resultados concuerdan de cierta manera con los
resultados obtenidos en este trabajo ya que estos autores obtuvieron una mayor
inhibicién del hongo conforme aumentaron la concentracién del quitosano. Sin
embargo, en nuestro estudio se obtuvo un porcentaje alto de inhibicién, siendo
este del 91.67 % utilizando una menor concentracion de quitosano (0.02 %),
quizas esté relacionado con el método de obtencién de este polimero, ya que,
en esta investigacion, la quitina fue obtenida por degradacion bacteriana de la
cascara de camaron, por lo cual, se puede pensar que al utilizarla para la
obtencion del quitosano se obtuvo un biopolimero de mejores cualidades (peso

molecular y desacetilacién), debido a su mayor actividad fungicida observada.
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6. CONCLUSIONES

Se comprobo que el quitosano tiene un efecto antagonista in vitro en contra de
los fitopatdbgenos Pythium aphanidermatum y Sclerotium rolfsii agentes
causantes del damping off y marchitez de plantas de chile, donde se observo la
inhibicion del crecimiento micelial de ambos fitopatdgenos. El quitosano
experimental Q- Bs derivado de quitina extraida por degradacion bacteriana de
cascara de camaron presento efecto inhibitorio en cuatro concentraciones (0.005
%, 0.01 %, 0.15 % y 0.02 %), siendo la concentracion mas alta (0.02 %) la que
presento los mayores porcentajes de inhibicién hacia P. aphanidermatum (63.82
%) y Sclerotium rolfsii (91.67 %), en comparacion con el quitosano comercial el

cual carecio de efecto inhibitorio a las dosis experimentales utilizadas.
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8. ANEXOS

Cuadro 4. Datos de Pythium aphanidermatum.

Observacion Tratamiento Repeticion % inhibicidon

1 TESTIGO 1 0

2 TESTIGO 2 0

3 TESTIGO 3 0

4 TESTIGO 4 0

5 Bs-0.005 1 17.72
6 Bs-0.005 2 20.41
7 Bs-0.005 3 19.96
8 Bs-0.005 4 23.92
9 Bs-0.01 1 50
10 Bs-0.01 2 46.83
11 Bs-0.01 3 47.71
12 Bs-0.01 4 42.57
13 Bs-0.015 1 61.35
14 Bs-0.015 2 63.36
15 Bs-0.015 3 62.98
16 Bs-0.015 4 65.84
17 Bs-0.02 1 63.36
18 Bs-0.02 2 63.36
19 Bs-0.02 3 63.24
20 Bs-0.02 4 65.33
21 Com-0.005 1 0

22 Com-0.005 2 0



23 Com-0.005 3 0

24 Com-0.005 4 0
25 Com-0.01 1 0
26 Com-0.01 2 0
27 Com-0.01 3 0
28 Com-0.01 4 0
29 Com-0.015 1 0
30 Com-0.015 2 0
31 Com-0.015 3 0
32 Com-0.015 4 0
33 Com-0.02 1 0
34 Com-0.02 2 0
35 Com-0.02 3 0
36 Com-0.02 4 0

Cuadro 5. Caddigo de SAS para P. aphanidermatum.

Title "Pythium";

proc print data=pythium.pythium;

proc glm data=pythium.pythium;

class Tratamiento;

model crecimiento=Tratamiento;

means Tratamiento/Isd Tukey duncan scheffe;

proc means data=pythium.pythium n mean stddev stderr max min;

class tratamiento;

var crecimiento;

run;




Cuadro 6. Componentes del disefio.

Informacion general
F.V Niveles | Valores

Tratamientos 9 | Bs-0.005 Bs-0.01 Bs-0.015 Bs-0.02 Com-0.005 Com-0.01 Com-
0.015 Com-0.02 TESTIGO

N.° observaciones leidas 36

NUimero de observaciones usadas | 36

Cuadro 7. Andlisis de varianza para P. aphanidermatum.

Variable dependiente: Crecimiento

Origen G.L. | Sumade cuadrados  Cuadrado medio | Valor Cal | Pr>F
Tratamientos 8 25985.70809 3248.21351 | 1413.25 | <.0001
Error 27 62.05690 2.29840

Total corregido 35 26047.76499

Hipotesis para tratamiento

Ho: todos los tratamientos son iguales.
Ha: al menos un tratamiento es diferente.
Regla de decision bajo SAS

Se rechaza Ho si [Pr > F] < alfa (a)
Confiabilidad 95% Alfa = 0.05
[Pr>F] =0.0001

0.0001 <0.05

Por lo tanto, se rechaza Ho.

Conclusién

Se acepta Ha, por lo tanto, al menos un tratamiento es diferente.



Cuadro 8. Prueba de Tukey para P. aphanidermatum.

Alfa 0.05
G. L. error 27
CME 2.298404

Valor de tablas de Tukey | 4.75840

Tukey calculado 3.607

Crecimiento Tukey Grouping for Means of
Tratamiento (Alfa = 0.05)

Means cubjertas por la misma bara no son significativamente diferentes.

Tratamiento  Estimacion

Bs-0.02 63.8225
Bs-0.015 63,3825
Bs-0.01 46.7775 I
Bs-0.005 20.5025 I
Corn-0.005 a
Com-0.01 a
Com-0.015 a
Com-0.02 ]
TESTIGO a

Figura8.  Comparacion de medias para P. aphanidermatum.
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Cuadro 9.

Tratamiento ' N Obs

Bs-0.005

Bs-0.01

Bs-0.015

Bs-0.02

Com-0.005

Com-0.01

Com-0.015

Com-0.02

TESTIGO

Media

20.5025000

46.7775000

63.3825000

63.8225000

Crecimiento

Desv. est.

2.5641422

3.1069747

1.8558803

1.0065908

Medidas resumen de P. aphanidermatun.

Error Std

1.2820711

1.5534873

0.9279401

0.5032954

Méaximo

23.9200000

50.0000000

65.8400000

65.3300000

Minimo

17.7200000

42.5700000

61.3500000

63.2400000
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Cuadro 10. Datos de Sclerotium rolfsii.

Observacion | Tratamiento | Repeticion | % inhibiciéon

1 TESTIGO 1 0

2 TESTIGO 2 0

3 TESTIGO 3 0

4 TESTIGO 4 0

5 B-0.005 1 81.24

6 B-0.005 2 80.27

7 B-0.005 3 78.23

8 B-0.005 4 77.07

9 B-0.01 1 85.02
10 B-0.01 2 85.17
11 B-0.01 3 84
12 B-0.01 4 86.83
13 B-0.015 1 85.82
14 B-0.015 2 87.17
15 B-0.015 3 87.35
16 B-0.015 4 89.29
17 B-0.02 1 90.78
18 B-0.02 2 91.55
19 B-0.02 3 92.61
20 B-0.02 4 91.73
21 Com-0.005 1 0
22 Com-0.005 2 0

23 Com-0.005 3 0
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Com-0.005

Com-0.01

Com-0.01

Com-0.01

Com-0.01

Com-0.015

Com-0.015

Com-0.015

Com-0.015

Com-0.02

Com-0.02

Com-0.02

Com-0.02

Repeticion

4

Cuadro 11. Cadigo de SAS para S. rolfsii.

% inhibicion

Title "Sclerotium™;

proc print data=Scleroti.sclerotium,;

proc glm data=Scleroti.sclerotium,;

class Tratamiento;

model crecimiento=Tratamiento;

means Tratamiento/Isd Tukey duncan scheffe;

proc means data=scleroti.sclerotium n mean stddev stderr max min;

class tratamiento;

var crecimiento;

run;
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Cuadro 12. Componentes del disefio.

Informacion Gen
F. V. Niveles @ Valores

Tratamiento 9 B-0.005 B-0.01 B-0.015 B-0.02 Com-0.005 Com-0.01 Com-0.015
Com-0.02 TESTIGO

N.° observaciones leidas 36

NUimero de observaciones usadas | 36

Cuadro 13. Andlisis de varianza para S. rolffsi.

Variable dependiente: Crecimiento

F. V. G.L. Sumade cuadrados A Cuadrado medio Fcal Pr>F
Tratamiento 8 65886.88677 8235.86085 9787.45 <.0001
Error 27 22.71972 0.84147

Total corregido 35 65909.60650

Hipotesis para tratamiento

Ho: todos los tratamientos son iguales.
Ha: al menos un tratamiento es diferente.
Regla de decision bajo SAS

Se rechaza Ho si [Pr > F] < alfa (a)
Confiabilidad 95% Alfa = 0.05
[Pr> F] =0.0001

0.0001 <0.05

Por lo tanto, se rechaza Ho.

Conclusién

Se acepta Ha, por lo tanto, al menos un tratamiento es diferente.
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Cuadro 14. Prueba de Tukey para S. rolfsii.

Alfa 0.05
G. L. Error 27
CME 0.841471

Valor de tablas de Tukey | 4.75840

Tukey calculado 2.1825

Crecimiento Tukey Grouping for Means of
Tratamiento (Alfa = 0.05)

Means cubjertas por la misma bara no son significativamente diferentes.

Tratamiento  Estimacion

B-0.02 91.6675 I
B-0.015 B7.4075
B-0.01 B5 2550
B-0.005 79.2025 I
Corn-0.005 a
Com-0.01 a
Com-0.015 a
Com-0.02 ]
TESTIGO a

Figura9. Comparacién de medias para S. rolfsii.



Cuadro 15. Medidas resumen de S. rolfsii.

Tratamiento ' N Obs

B-0.005 4
B-0.01 4
B-0.015 4
B-0.02 4
Com-0.005 4
Com-0.01 4
Com-0.015 4
Com-0.02 4
TESTIGO 4

Media

79.2025000

85.2550000

87.4075000

91.6675000

Crecimiento

Desv. est.

1.8959848

1.1716228

1.4287145

0.7513710

Error Std

0.9479924

0.5858114

0.7143572

0.3756855

Méaximo

81.2400000

86.8300000

89.2900000

92.6100000

Minimo

77.0700000

84.0000000

85.8200000

90.7800000
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