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MICROENCAPSULACION DE Trichoderma viridae CONTRA LOS PRINCIPALES
HONGOS FITOPATOGENOS DE LA RIZOSFERA DEL JITOMATE (Solanum
lycopersicum)

MICROENCAPSULATION OF Trichoderma viridae AGAINST THE MAIN
PHYTOPATHOGENIC FUNGI OF THE RHIZOSPHERE OF TOMATO (Solanum
lycopersicum)

RESUMEN
Encontrar alternativas tecnol6gicas que permitan
un control mas eficiente de las enfermedades de
los cultivos permite un menor impacto al medio
ambiente. El objetivo del presente trabajo fue
desarrollar dos procesos de encépsulacion de T.
viridae que permitieran preservar lo mas
eficientemente posible los mecanismos de control
biolégico y reproduccién de estos propagulos
contra los principales hongos fitopatégenos de la
rizésfera del cultivo de jitomate (Fusarium
oxysporum f. e. capsici (Fu) y Phytophthora
capsici (Phy)), en condiciones de laboratorio y en
condiciones de invernadero. El proceso de
encapsulacién en bicapa (Bc) arrojo un 66% en
comparacion con el proceso de encapsulacion en
combinacion de polimeros (Cc) el cual fue de 80
%, Bc tuvo una encépsulacion doble de un 59 %,
la forma de Bc es irregular y de Cc es esférica; la
velocidad de dispersion de BC es hasta un 30 %
menor que Cc, mientras que la capacidad de
conservacion es mayor en Bc por un 63 %. El 79
% de las capsulas de Bc miden entre 300 y 570
pum; para Cc el 68 % se encuentran en el rango de
225 a 360 um. Las capsulas en Bc se encuentran
en los rangos de peso de 24 a 154 pg/cépsula,
mientras que las capsulas en Cc pesan entre 229 y
376 pg /cépsula. En la confrontacion in vitro Bc
tiene buenos resultados contra Phy al dominar de
un 15 hasta un 29 % en su velocidad de
crecimiento; Cc mantienen un avance de
crecimiento superior a Fu en un 7 % y de un 16
% superior contra Phy, En las plantas de
jijitomateBc actua como un buen estimulante de

ABSTRACT

Finding technological alternatives that allow a
more efficient control over crop diseases allows
less impact on the environment. The objective of
this study was to develop two processes of
encépsulation of T. viridae that allowed to
preserve as efficiently as possible the
mechanisms  of  biological control and
reproduction of these propagules against the
main phytopathogenic fungi of the rhizosphere of
tomato crop (Fusarium oxysporum f. sp. capsici
(Fu) and Phytophthora capsici (Phy)), under
laboratory conditions and under greenhouse
conditions. The bilayer encapsulation process
(Bc) yielded 66% compared to the encapsulation
process in polymer combination (Cc) which was
80%, Bc had a double encapsulation of 59%, the
Bc form was irregular and Cc is spherical; The
dispersion rate of BC is up to 30% lower than
Cc, while the storage capacity is higher in Bc by
63%; 79% of the Bc capsules measure between
300 and 570 pum; For Cc 68% are in the range of
225 to 360 pm. Bc capsules are in the weight
ranges of 24 to 154 pg / capsule, while the
capsules in Cc weigh between 229 and 376 pg /
capsule. In the in vitro confrontation Bc has good
results against Phy by dominating its speed of
growth by 15 to 29%; Cc maintains a progress of
growth superior to Fu by 7% and Phy by 16%. In
the tomato plants Bc acts as a good growth and
biomass stimulant; in addition, it shows good
control over Phy and Cc has good control over
Fu.

crecimiento 'y un estimulante de biomasa,
ademas, presenta buen control sobre Phy y Cc
presenta un buen control sobre Fu.

Key words: Capsules in bilayer, capsules in
combination of polymers, Fusarium oxysporum f.
sp. Capsici, Phytophthora capsici, rhizosphere.
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Capitulo 1. Revision de literatura
1.1 El cultivo de jitomate

1.1.1 Importancia mundial

Como se muestra en la figura 1 se puede apreciar la importancia del cultivo en
México y en el mundo. El jitomate es la hortaliza mas difundida en todo el mundo y
la de mayor valor econémico. Su demanda aumenta continuamente y con ella su
cultivo, produccion y comercio. Actualmente el jitomate se considera el segundo

vegetal mas importante en el mundo después de la papa (FAO, 2017).

Cantidades de produccién de Tomates, frescos por pais 9
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Figura 1. Produccion mundial de jitomates frescos de los afios 2010 a 2013
(FAOSTAT, 2016)

Los principales productores mundiales de este cultivo en orden de importancia a
partir de datos de la FAO hasta 2013 fueron China con una produccion de poco
mas de 50 millones de toneladas que corresponde a un 31% de la produccion
mundial, el segundo lugar corresponde a la India, la cual produjo 18 millones 200
mil toneladas que representan el 11% de la produccion mundial, en México, la
produccion registrada en 2013 representa el 2% (3,282,583 toneladas) de la
produccion mundial de jitomates frescos, ubicandolo en el 10° lugar, debajo de
paises como Turquia y Egipto como de muestra en la figura 2 (FAO, 2017).



Produccion mundial de jitomates
frescos (2013)
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Figura 2. Principales productores de jitomate rojo fresco a nivel mundial
(FAOSTAT, 2016).
La globalizacion ha permitido la distribucién de distintos productos agricolas por
las vias de comercializacion internacionales, de este modo cultivos como el
jitomate pueden estar en estantes en diferentes mercados alrededor del mundo.
Las importaciones y exportaciones son indicadores econémicos de importancia
tanto para los paises que proveen del producto como para los que lo solicitan;
debido al hecho de que a partir de la demanda se establecen criterios de calidad,
de produccion y de precios de comercializacion para satisfacer las demandas

mundiales (Trapaga, 2001).

En cuanto a exportaciones de jitomates frescos; México es el primer exportador a
nivel mundial reportando para 2013 una cantidad superior a 1 millébn 500 mil
toneladas de este cultivo (20% de las exportaciones mundiales) con valor de
1835.2 US$/t; le siguen los Paises Bajos que para ese mismo afio reportaron
exportaciones de jitomate superiores a un millén de toneladas (13% de las
exportaciones mundiales) con valor de 1697.2 US$/t, y en tercer lugar se
encuentra Espafa el cual reportd, para 2013, la cantidad de 1 millon 4 mil
toneladas (13% de las exportaciones mundiales del cultivo de jitomate) con valor
de 1313.2 US$/t., como se puede observar en la figura 3 (FAO, 2017).



Es importante recalcar que Estados Unidos es el principal socio comercial que
compra jitomate a México, la principal variedad que se consume en dicho pais es
el jitomate bola, seguido del saladette y del cherry, siendo las variedades

principalmente cultivadas en México (Getachew, 2006).

Principales paises exportadores de
jitomates frescos (2013)
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Figura 3. Paises exportadores de jitomate rojo fresco (FAOSTAT, 2016).

Para el caso del cultivo de jitomate (Figura 4), el primer importador a nivel mundial
es Estados Unidos que para 2013 importé millon 537 mil 403 toneladas (21% de
del total de importaciones mundiales del cultivo de jitomate) con valor de 1344.1
US$/t, en segundo lugar se encuentra La Federacion Rusa que para ese mismo
afo reporté importaciones del cultivo de jitomate por 855 mil 953 toneladas (12%)
con valor de 1290.3 US$/t y en tercer lugar se encuentra el Alemania con 739 mil
361 toneladas (10%) con valor de 1,862.2 US$/t. (FAO; 2017).



Principales paises importadores de
jitomates frescos (2013)
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Figura 4. Paises importadores de jitomate fresco (FAOSTAT, 2016)

1.1.2Importancia nacional

Se estima que para la produccion de 75,000 hectareas de jitomate se emplean a
172 mil trabajadores de campo. El cultivo del jitomate trae aparejado consigo
mismo una fuerte fluctuacion migratoria de personas originarias de estados como
Oaxaca, Zacatecas, Guanajuato, Guerrero y Veracruz, principalmente; por ser
éstos estados que aportan una proporcién considerable de trabajadores agricolas

a las principales regiones de cultivo del jitomate (Ramirez, 2015).

A nivel nacional los principales estados productores de Jitomate para el afio 2016
(datos obtenidos hasta el mes de septiembre) ubican en primera posicién a
Sinaloa con 551,055 ton (31%), seguido de San Luis Potosi con una produccién
de 179,784 toneladas (10%) y en tercer lugar se ubica Zacatecas con una
produccion de 132,433 toneladas (7%) y entre los tres producen cerca del 50% de
la produccién de jitomate a nivel nacional (Figura 5). El estado que mejor
rendimiento presenta en la produccion de jitomate es Querétaro el cual registra
312.425 t/ha, debido, principalmente a su grado de tecnificacion lo cual le provee
de una ventaja en rendimiento, en comparacion con Sinaloa, por ejemplo, el cual
tiene un rendimiento de 47.841 t/ha (SIAP, 2017).



Principales productores de jitomate
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m SINALOA

m SAN LUIS POTOSI

m ZACATECAS
SONORA

H BAJA CALIFORNIA

m OTROS

Figura 5. Estados productores de jitomate fresco (SIAP, 2016).

1.1.3Principales agentes fitopatégenos del suelo en el cultivo

El problema de plagas y enfermedades es uno de los mas serios para los
agricultores y al que se enfrentan afio con afio, causando pérdidas considerables
en cultivos de importancia comercial, como lo es el jitomate (Chaves, 2010).

Las enfermedades principales se pueden dividir en enfermedades de follaje
(Phytophthora infestans, Leveillula taurica y Alternaria solani) y enfermedades de
tallo y raiz (Pytium sp, Rhizoctonia solani, Fusarium oxisporum fs lycopersici y
Phytophthora capsici) y dependiendo de la severidad de dichos patégenos la
perdida puede ser minima o provocar dafios importantes al cultivo y a la economia
del productor (Chaves, 2010).

Dentro de las enfermedades las de la base del tallo y raiz suelen ser severas
debido a que no solo se infecta la planta sino también el suelo, por lo que no es
suficiente eliminar la planta enferma sino que también se hace necesario
considerar tratamientos de desinfeccion al suelo, ademas si la planta es atacada
por una enfermedad de raiz se pierde toda el individuo en comparacién con

enfermedades de follaje que se puede controlar con relativa facilidad



1.1.3.1 Phytophthora capsisi

1.1.3.1.1 Importancia

Detectado en México en 1952 por Jorge Galindo, atacando plantaciones de chile
en la Universidad Autdnoma Chapingo, Estado de México y pueblos aledarios.
Debido al aspecto de las plantas infectadas, le nombro “Marchitez del chile”, Este
hongo ocasiona dafios de hasta el 80% en regiones productoras de jijitomate en
México. También afecta al cultivo de calabaza, pepino, sandia, melén, chile y
berenjena (CATIE, 1993).

1.1.3.1.2 Taxonomia (Kirk et. al., 2001)

Dominio: Eucaryota
Reino: Straminipila
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Pythiales
Familia: Pythiaceae
Genero: Phytophthora

Especie: P. capsici Leonian

1.1.3.1.3 Morfologia

P. capsici produce esporangioforos en simpodio simple. Esporangios de forma
ovoide, elongada, elipsoidal, fusiforme y piriforme, 60 um de lago por 36 um ancho
en promedio, generalmente papilados, aunque a veces se presentan con
semipapilados. Ocasionalmente se pueden presentar de 2 a 3 papilas por
esporangiocon un grosor que oscila entre 1.4 a 9.2 um. Micelio heterotalico,

anteridio anfigeno, oogonio esférico o subesférico de 23 a 50 um de diametro,

6



oosporas pletdricas, semitransparentes de 25 a 35 um, con pared gruesa de 2 a 6

pm. Micelio que puede llegar a ser toruloso de 5 a 8 pum de ancho (Leonian, 1922).

Los esporangios producen zoosporas a 12 °C o germinan directamente a
temperaturas mayores de 18 °C (Romero, 1988). Diversos estudios han mostrado
la gran complejidad genética del género y con gran variabilidad genética; en 1991,
Oudemans y Coffey analizaron 84 cepas aisladas de todo el mundo y lograron
ubicar al menos tres grupos: A) CAP1. Subgrupo 1. En su mayoria aislamientos de
solanaceas y cucurbitaceas, B) CAP2. Subgrupo 2. Mayoritariamente aislamientos
de cultivos tropicales (pimienta negra, cacao, papaya, macadamia y hule) y C)
CAP3. Subgrupo 3. Aislamientos de cacao (Chew et al., 2010).

1.1.3.1.4 Sintomas

Marchitez leve a los tres dias, y a los cuatro dias se marchita completamente. En
el tallo en el area del cuello se observa necrosamiento marcado, cuando se corta a
ese nivel, se detecta una coloracién café oscuro. Las plantas enfermas presentan
una banda parda oscura que cifie el cuello, debido a esto, se marchitan y mueren
(Chew et al., 2010).

En las hojas y ramas, se presentan lesiones como tizones de color verde
amarillento y después de color café. En los frutos se observan manchas acuosas

de color verde claro cubiertas de micelio del hongo. (Chew et al., 2010).

1.1.3.1.5 Ciclo de la enfermedad

Las oosporas son la fuente de inoculo primario, sobreviven mas de dos afios en el
suelo en ausencia de hospedante. El micelio es una fuente importante de inoculo
secundario y se ha observado que no sobrevive a mas de 7 dias en suelo seco. El
patdgeno vive como saprofito en los restos de materia organica y con humedad
constante produce esporangios y zoosporas que son distribuye por agua. Las
zoosporas son los propagulos mas efectivos ya que pueden nadar o arrastrarse
por la corriente de agua. Después de determinado tiempo las zoosporas se

enquistan para después emitir un tubo germinativo que penetra los tejidos por
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medio de apresorios. La lluvia y el drenaje favorecen la infeccion, por lo que la
enfermedad se presenta después del trasplante. La infeccion inicia por heridas o
lenticelas. ElI marchitamiento se debe a una secrecibn de toxinas y el
taponamiento de vasos conductores. Las lesiones en ramas y hojas se presentan
por el inoculo diseminado por salpique del agua de lluvia. Las condiciones
ambientales que favorecen el desarrollo son: Alta humedad en suelo y
temperaturas frescas, en algunas zonas productoras, la Ultima etapa del cultivo es
la mas afectada, ya que coincide con la época mas lluviosa. En semilla el

patdgeno solo forma micelio y no sobrevive mas de un mes (CATIE, 1993).

1.1.3.2 Fusarium oxysporum f.e. capsici

1.1.3.2.1 Importancia

En 1995-98, en numerosos campos de Sinaloa se detectaron plantas de chile con
clorosis, flacidez, defoliacion parcial y pudricion de raices y cuello, que en
ocasiones ascendio 10-15 cm sobre la base del tallo, afectando la corteza, médula
y el sistema vascular; con frecuencia, en la base del tallo se observaron cancros y
el desarrollo de micelio blanco y esporodoquios de color cremoso. Las plantas
murieron generalmente en etapa de fructificacién. A partir de las plantas enfermas
de campo e invernadero, se aislé consistentemente a Fusarium oxysporum (Fo)
(datos no publicados). En 1993, Garcia et al. reportaron una nueva enfermedad en
plantulas de C. annum (pimiento morrén), atribuida a Fusarium oxysporum y a la

cual denominaron pudricion de la corona del chile (PCCH) (Redondo, 1977).

Las perdidas ocasionada por F. oxysporum se estiman entre el 5y el 15%, pero en
cultivos como la soya se reportan hasta el 90%; de 93% en garbanzo y de 21% en

clavel (Quifiones, 1980).



1.1.3.2.2 Taxonomia (Kirk et. al., 2001)

Dominio: Eucaryota
Reino: Eumycota
Phylum: Ascomycota
Clase: Ascomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Genero: Giberella

Especie: Nectria haematococa (Anamorfo:

Fusarium solani)

1.1.3.2.3 Morfologia

Fusarium oxysporum se caracteriza por producir colonias de rapido crecimiento,
con una tasa diaria cercana a un centimetro en medio papa- dextrosa agar (PDA)
a 25°C. La morfologia de las colonias es muy variable y puede presentar dos tipos:
una de tipo micelio caracterizada por la produccion de abundante micelio aéreo,
algodonoso, coloracion variable, de blanco a rosado durazno, pero usualmente
con tinte purpura o violeta mas intenso en la superficie del agar y pocas
microconidias (Booth, 1970) y una de tipo pionotal con la formaciéon de poco o

ningun micelio aéreo y abundantes microconidias (Redondo, 1977).

El hongo produce tres clases de esporas: Microconidias, son esporas
generalmente unicelulares, sin septas, hialinas, elipsoidales a cilindricas, rectas o
curvadas; se forman sobre fialides laterales, cortas, simples o sobre conidi6foros
poco ramificados. Macroconidias, son esporas de paredes delgadas, fusiformes,
largas, moderadamente curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5

septas transversales, con la célula basal elongada y la célula apical atenuada; y



Clamidosporas, estas son esporas formadas a partir de la condensacion del
contenido de las hifas y de las conidias, de paredes gruesas. Se forman simples o
en pares, terminales o intercalares, gracias a ellas el hongo sobrevive en
condiciones ambientales desfavorables y en el suelo como saprofito de vida libre

en ausencia de plantas hospedantes (Redondo, 1977).

1.1.3.2.4 Sintomas

Lo primero que se observa a campo es un amarillamiento en las hojas basales,
posteriormente se marchitan se secan pero permanecen adheridas a la planta.
Esta sintomatologia va progresando hacia la parte superior de la planta a veces
s6lo toma un sector de la misma. Al comienzo las plantas muestran marchites en
las horas mas calurosas del dia recuperandose al final del mismo pero finalmente
se marchitan y mueren. Las raices principales y la base del tallo presentan
necrosis vascular. Cuando se corta el tallo se observa el sistema vascular de color
marron (Chew, et al., 2008).

1.1.3.2.5 Ciclo de la enfermedad

La enfermedad se inicia con el crecimiento de las hifas o con la germinacion de las
clamidosporas en dormancia presentes en tejidos muertos del hospedante,
estimulados por los exudados secretados por las raices de las plantas recién
sembradas. Las hifas del hongo penetran directamente la epidermis de las raices,
pasan a la corteza y a la endodermis y entran a los vasos del xilema, también las
hifas pueden penetrar a través de las heridas hechas en forma mecanica o por
nematodos, insectos o miriapodos. Sin embargo, la penetracién directa a través de
las raices es el método mas comun de penetracion del patogeno (Chew, et al.,
2008) Una vez dentro de la planta, el hongo se mueve hacia el tejido vascular por
colonizacion intracelular a los vasos del xilema y los invade cuando estan maduros
(Chew, et al., 2008). El patégeno coloniza por crecimiento del micelio o por medio
de transporte pasivo de microconidias (Chew, et al., 2008). Este ultimo contribuye
a una colonizacibn no uniforme, lo que puede hacer que el material de

propagacion aparentemente sano resulte afectado (Chew, et al., 2008).
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1.2 Manejo de enfermedades
1.2.1Manejo bioldgico
1.2.1.1 Trichoderma spp.

1.2.1.1.1 Descripcion

Las especies del genero Trichoderma representa a hongos filamentosos que
pertenecen a la clase Euascomycetes. Este hongo se caracteriza por predominar
en los ecosistemas terrestres (Suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos),
algunas especies son de vida libre en el suelo, oportunistas, simbionte de plantas
y otras son microparasitas. Los requerimientos de este hongo filamentoso son
pocos aunque se ve favorecido por la materia organica ademéas de que
temperaturas entre un rango de 25 a 30 °C también contribuye a su crecimiento
(Garcia et. al., 2006).

Las especies de Trichoderma pueden ser identificadas por su morfologia distintiva,
rapido crecimiento y por la coloracion verde o blanco brillante de los conidios. Los
conidiéforos son hialinos con ramificaciones pareadas que se forman de las hifas
en angulos de 90° y llegan a tener aspecto piramidal y tipicamente termina en una

0 pocas fialides (Kubicek y Harman, 2002).

Las fialides son hialinas, en forma de matraz, se adhieren a los conidiéforos por la
parte mas amplia, pueden ser solitarias o dispuestas en racimos y producen los
conidios en el extremo, los conidios son unicelulares y tienen una longitud y
anchura menor a los 5 um, pueden ser globosos, subglobosos, elipsoidales u

oblongos, con pigmentacién usualmente verdosa (Samuels, 2006).

Las clamidosporas generalmente estan presentes especialmente en el micelio
sumergido, de manera intercalar o terminal, son globosas o elipsoidales y pueden
ser incoloras o de tonos amarillo o verde palido y en ocasiones con paredes

gruesas, no mayores a 15 um de diametro (Kubicek y Harman, 2002).
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1.2.1.1.2 Especies principales

El género Trichoderma tiene cerca de diez especies consideradas como

antagonistas de las cuales destacan:

T. harzianum: se le puede encontrar en diferentes materiales organicos y suelos,
estan adaptados a diferentes condiciones ambientales lo que facilita su amplia
distribucion. En el estadio temprano de T. harzianum el color del micelio es blanco
y eventualmente desarrolla un color verde oscuro después de la esporulacion. La
esporas crecen y maduran rapidamente a los cinco dias de incubacion en medio
de cultivo agar de papa y dextrosa (PDA) a 25 °C. Como hongo antagonista de
muchos hongos patdgenos puede realizar control biolégico sobre agentes

patégenos vegetales (Kuguk y Kivang, 2004)

T. koningii: es de los microorganismos mas estudiados como agente de biocontrol
de enfermedades en plantas. Por su amplia distribucién este hongo se puede
aislar de tejidos vegetales en descomposicion, de los cuales obtiene los
monosacaridos que necesita para satisfacer sus requerimientos energéticos. En
estudios realizados in vitro, se determind el efecto antagonista que ejerce sobre
micelio, esporas y estructuras de resistencia de hongos fitopatégenos que habitan

el suelo, como Rhizoctonia spp. y Fusarium spp (Durnam et. al., 1999).

T. pseudokoningii, sus colonias crecen rapidamente, con micelio aéreo escaso,
inicialmente de color crema, poco a poco, con mechones de color verdoso de la
esporulacién, inicialmente en el margen, mas tarde a toda la colonia; a menudo
las colonias se tornan de color amarillento. Las hifas son hialinas, de hasta 10 um
de ancho. Los conidiéforos son ramificados de forma piramidal, con ramas cortas
cerca de la punta y las ramas mas largas en la parte inferior; de ramificacion en
angulo recto. Las fidlides se encuentran dispuestas en verticilos indistintos de 1-4,
delgado, en forma de matraz, hinchado cerca de la mitad, con cuello relativamente
largo, 5.5-8.0 x 2.5-3.5 um. Los conidios son elipsoidales a cilindricos, de color

verde azulado de paredes lisas en masa, de 3,5-45 x 2,0-2,5 uyum. Las
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clamidosporas, cuando esta presentes, son hialinas de paredes lisas, subesférica,

hasta el 10 um de ancho (Harman, 2001).

T. viridae, en este microorganismo las colonias crecen rapidamente y esporulan en
5 dias a 30°C en Agar glucosado de Sabouraud, Agar papa-dextrosa y Agar malta.
Las colonias son algodonosas al inicio y luego se compactan y esporulan tomando
color verde de textura granular y formando parches concéntricos. Presenta hifas
hialinas septadas, conidioforos, fialides y conidios. Los conidiéforos son hialinos,
ramificados y pueden ocasionalmente se dispone en forma piramidal. Las fialides
son en forma de botella unidas a los conidioforos en angulo recto. Las fialides
pueden encontrarse solitarias o dispuestas en grupos. Las conidias miden 3 um de
diametro aproximadamente de forma redonda u ovalada (Mathivanan et. al.,
2005).

1.2.1.1.3 Mecanismos de control

Debido a su amplio espectro de especies frente a las que presentan antagonismo,
es de los microorganismos que mas se han estudiado. Entre los mecanismos de
control que se han clasificado esta la produccién de compuestos antibiéticos, la

competicion de nutrientes y por ultimo el micoparasitismo (Ezziyyani et. al., 2011).

1.2.1.1.3.1 Micoparasitismo

Trichoderma, organismo que siente la presencia de otro hongo al secretar
sustancias degradadoras de pared celular, contiene, mayormente, quinasas,
glucanasas y proteasas (Vinale et. al., 2008). Cuando estas sustancias degradan
la pared celular del hongo patdgeno se liberan moléculas que son detectadas por
Trichoderma, el cual crese en direccion del patdégeno; cuando Trichoderma entra
en contacto directo con el hongo se adhiere y enrolla alrededor del patégeno y
forma estructuras similares a los apresorios que permiten la penetracion (Benitez
et al., 2004). Adicionalmente produce metabolitos antifingicos y enzimas
hidroliticas que causan vacuolizacién, granulacion, degradacion del citoplasma vy

lisis celular (Ezziyyani et. al., 2011).
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1.2.1.1.3.2 Antibiosis (Metabolitos secundarios)

Entre las sustancias antibidticas que podemos encontrar estan la Glicoxina y la
Gliovirina, las cuales han demostrado ser excelente inhibidor especifico para
oomicetos (Viale et. al., 2008). Algunos estudios han demostrado que Trichoderma
también produce hormonas como auxinas y giberelinas, lo cual favorece el
crecimiento de la planta e induce y respuesta y resistencia contra patdégenos
(Argumedo- Delira et. al., 2009).

1.2.1.1.3.3 Competencia por nutrientes

El uso eficiente de los nutrientes disponibles en el sustrato esta basado en la
habilidad para obtener ATP metabolizando diversos azucares como la celulosa,
glucanos y la quitina. Adicionalmente, Trichoderma secreta moléculas de bajo
peso molecular que son quelantes especificos para iones de hierro, esenciales
para la viabilidad, llamadas sideroforos, los cuales son principalmente acidos

hidroxamicos (Verma et. al., 2007).

1.2.1.1.4 Usos en la agricultura

El género Trichoderma se distingue por ser de los hongos mas estudiados y
utilizados para el control de enfermedades de plantas producidas por hongos, esto
por su ubicuidad, su facilidad de aislamiento, cultivado y crecimiento en diversos

sustratos, ademas de no atacar a plantas superiores (Ezziyyani et. al., 2004).

Existe una gran variedad de estudios que demuestran la efectividad de las
diferentes especies de Trichoderma como agentes de control hongos y oomicetos
que causan diversas enfermedades. Dependiendo de la cepa, su uso en la
agricultura puede ser diverso, como la colonizacion de la rizésfera, control de
patdgenos mediante diversos mecanismos, mejora en la salud de la planta y una

estimulacién en el crecimiento de las raices (Harman et. al., 2004).

Existen gran numero de productos comerciales y patentes de Trichoderma

distribuidos en mas de 100 paises y se estima que ha creado un mercado a nivel
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mundial de mas de un billon de ddlares (Lorito y Woo, 2015). El primer producto
registrado y utilizado en invernaderos y vifiedos fue el aislado T39 de T. harzianum
(Trichodex ®) en Israel (Hajieghrari et. al., 2008).
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Capitulo 2. Caracterizacién de microencapsulados en bicapa y combinacion
de polimeros de Trichoderma viridae

2.1 Introducciodn

La encapsulacion se define como una técnica por la que gotas liquidas, particulas
sélidas o gaseosas, son cubiertas con una pelicula polimérica porosa conteniendo
una sustancia activa (Araneda y Valenzuela, 2009), esta membrana, barrera o
pelicula esta generalmente hecha de componentes con cadenas para crear una
red con propiedades hidrofébicas y/o hidrofilicas (Fuchs et al., 2006). De igual
manera el término de microencapsulacion en la industria alimentaria, cuando se
encapsulan sustancias de bajo peso molecular o en pequefias cantidades, aunque
los dos términos, encapsulacibn 'y microencapsulacion, se emplean

indistintamente (Yarfiez et al., 2002).

El proceso de microencapsulacion se puede llevar a cabo por deferentes métodos
agrupados en tres métodos generales (Chandramouli et al., 2003). El proceso de
Secado por aspersion es un proceso fisico. Entre los métodos quimicos existentes
se encuentran la polimerizacion interfacial e incompatibilidad polimérica
(recomendado para materiales solidos). Entre los métodos fisicoquimicos se
pueden encontrar opciones como coacervacion (conveniente para evitar pérdidas
por oxidacién o volatilizacion), elaboracién de liposomas y gelificacion iénica
(Mandal et. al., 2006).

La eleccion de la metodologia a usar dependera de factores como la disponibilidad
de equipo, el material a encapsular y el polimero de encapsulacion (Mandal et. al.,
2006).

El tipo de agente encapsulante empleado tendra influencia sobre la estabilidad de
la emulsién antes de secar, sobre el tamafio de particula, las propiedades y sobre
la vida util del material encapsulado deshidratado. Los agentes encapsulantes mas

utilizados en microencapsulacion son (Chandramouli et al., 2003).
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Materiales inorganicos como el silicato de sodio ha demostrado ser un poderoso

encapsulante de materiales peligrosos, en procesos de biorremediacion,
convirtiendo productos solubles en insolubles, volatiles en no volatiles. Asimismo,
los compuestos organicos quedaran recubiertos por el silicato, reduciendo su
potencial riesgo de contaminacion. Los componentes activos adecuadamente
encapsulados cambian sus propiedades fisico-quimicas, haciéndoles resistentes a

la accion del viento, lluvia y ataques acidos (Lussier et. al., 2003).

Lipidos como ceras, parafinas, aceites o grasas. Se utilizan sobre todo para
formacion de liposomas. Algunos de los mas efectivos son los aceites
hidrogenados como el aceite de palma, algodén y soja, que son excelentes
formadores de peliculas capaces de cubrir particulas individuales, proporcionando

una encapsulacion uniforme (Gharsallaoui et. al., 2007).

Proteinas como gluten, caseina, albumina, soja, caseinatos y gelatina, siendo esta
tltima de las proteinas mas utilizada. Estos agentes encapsulantes poseen alta
capacidad emulsionante, generando microcapsulas de tamafo inferior a 2
micrometros, pero su solubilidad en agua a baja temperatura, el potencial para
reaccionar con grupos carbonilos y su alto coste limitan su utilizacién (Gharsallaoui
et. al., 2007).

Gomas como alginato de sodio. Son hidrocoloides extraidos de algas. Debido a
sus caracteristicas de viscosidad, solubilidad y capacidad emulsionante, se utilizan
preferentemente como componentes de membrana que reaccionan con iones para
inducir formacion de geles estables. No son adecuados para retener moléculas no

lipidicas de bajo peso molecular (Bertolini et. al., 2001).

Los polimeros, por su bajo coste, facil adquisicion, susceptibilidad a innumerables

modificaciones quimicas y potencialmente degradables (Resinas vinilicas o
Acrilicas, colofonia, polimeros sintéticos como la polivinilpirrolidona, povidona o
PVP) (Bertolini et. al., 2001).

Carbohidratos este grupo es numeroso en compuestos, debido a su alta

solubilidad acuosa, caracter no higroscopico, vida media alta a temperatura
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ambiente y bajo coste son muy utilizados como agentes encapsulantes (ejem.

sacarosa, almidén, dextrinas, celulosa y quitosano) (Dutta et. al., 2009).

La microencapsulacion, proporcionan ventajas en areas como la agricultura en
aplicacion de plaguicidas en sus formas convencionales (polvo, emulsiones, cebos
y pulverizables), estos se emplean directamente en el area requerida,
contaminando ecosistemas acuosos, terrestres y aéreos y, en consecuencia,
afectando a la poblacibn humana y animal, tanto por contacto directo como
indirecto. Una preocupacion de la industria de plaguicidas es desarrollar productos
mas seguros para el trabajador y el medioambiente. En este sentido, la
introduccién de procesos de microencapsulacion, por ejemplo, permite modificar
algunas propiedades fisico-quimicas de los pesticidas mediante formacién de dos
estructuras, los sistemas reservorio o capsular y los sistemas matriciales (Sainz et.
al., 2003).

Otra ventaja es la encapsulacion de microorganismos benéficos para plantas. El
uso de los productos biolégicos es una alternativa a los quimicos convencionales
en agricultura y en auge en los ultimos afios (Pérez, 2010). En particular los
elaborados a base de microorganismos benéficos son los que presentan atractivos
beneficios a los cultivos debido a sus multiples efectos sobre los fitopatdgenos
(Ibarra et al.,, 2006). Actualmente algunas técnicas biotecnol6gicas como
inmovilizacion celular y enzimética se han convertido en una herramienta de
manejo de los microorganismos y sus subproductos, lo cual permite mantener o
mejorar su actividad protegiéndola de los factores adversos como luz, oxigeno o

ataque de otros microorganismos (Alvarez et al., 2009).

2.2 Objetivos

Elaborar microcapsulas con T. viridae en dos diferentes presentaciones (bicapa y
combinacion de polimeros

Evaluar las caracteristicas de ambas presentaciones de microcapsulas

Evaluar la viabilidad de T. viridae micrioencapsulado in vitro.
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2.3 Materiales y métodos

2.3.1 Microencapsulacion

El proceso de microencapsulacion se realizo en el laboratorio de Ganaderia en el
Colegio de Posgraduados Campus Montecillo.

Sepas de Thichoderma viridae se obtuvieron de sepas previamente aisladas en
laboratorios de Tecnologias Agribest S. A de C. V. Para la encapsulacion en
bicapa, se disolvié por separado cada polimero (grenetina y alginato de sodio) en
agua desionizada, previamente calentada (70+1 °C); para el caso de alginato de
sodio se prepard una solucién al 1.8% (p/v) y para la grenetina pura se prepar6
una solucién al 10% (p/v); posteriormente se retird de la parrilla y se esper6 a que
ambas soluciones llegaran a temperatura aproximada de 34 + 2 °C, con la
finalidad de agregar la solucion de microorganismos previamente preparada a
8x10® conidios* mL' y se agit6 lentamente hasta obtener una solucién
homogénea y con conidios uniformemente distribuidos. Previamente se preparo la
solucion de captura, en donde se disolvié cloruro de calcio al 2% (p/v) y se metio a

refrigeracion por cerca de 1 hora antes de su utilizacion.

Una vez preparadas las soluciones se vertieron, cada mezcla, en los frascos del
equipo (Figura 6), los cuales constan de tapa con dos orificios (uno para el tubo
por que pasa la solucién al dispositivo de dispersién del liquido y otro para ejercer
presion positiva sobre el liquido y empujarlo hacia dicho dispositivo dispersante),
se montd el equipo colocando la boquilla interna (nucleo) con apertura de 200 um
y para la cobertura externa una boquilla con apertura de 300 um. En el dispositivo
de encapsulacion; se establecieron los parametros (presion de 209+1mba,
temperatura de 352 °C, vueltas de apertura para el paso de solucion, para
alginato 1.5 y para grenetina 1). Una vez dispuesto el equipo, la solucion de
cloruro de calcio se colocd debajo del flujo para obtener las microcapsulas

manteniendo con agitacion suave durante el proceso para evitar aglutinamiento.

Para el caso de la combinacidon de polimeros se siguen los mismos pasos

descritos hasta adicionar la solucién de conidios del microorganismo, para ambos
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(alginato de sodio y grenetina) se prepararon a una concentracion del 2% (p/v). Ya
preparadas las soluciones se procedié a combinarlas en el frasco del equipo de
encapsulacién pasandolas por filtro para evitar el paso de particulas que puedan
obstruir la boquilla. Las condiciones para la obtencion de particulas en
combinacion de polimeros fueron las siguientes: boquilla con apertura de 300 um,
presion a 209+1 mba, 0.5+0.1 vueltas de apertura, a una temperatura de 3512 °C

y el liquido de captura en las mismas condiciones antes descritas.

Se tomaron datos de entrada y de salida del proceso de encapsulacion para medir
distintos parametros de rendimiento, se monitored el proceso controlando pesos
de muestra y volumenes. Se tomaron muestras de la mezcla de los polimeros
antes de ser encapsulados y se tomaron muestras del liquido de captura después

de obtener las microcapsulas.

Adicionalmente se pesaron muestras de capsulas (0.005 + 0.002 g, en promedio)
con el fin de realizar conteo de Neubahuer para determinar rendimiento de

encapsulacion del microorganismo.

Se realizé un Andlisis de Varianza individual de las salidas de cada tipo de
capsulas (capsulas y liquido de captura) y una comparacion de medias, mediante
el uso del software SAS. Los datos se analizaron con un modelo Lineal General
correspondiente a un disefio en Bloques Completos al Azar y se compararon las
medias con una prueba de Diferencia Minima Significativa (LSD, por sus siglas en

ingles).
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encapsulador
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Figura 6. Equipo en el que se elaboraron las capsulas (en bicapay en
combinacion de polimeros); Microencapsulador BUCHI

2.3.2 Caracterizacion

Para la caracterizacién se tomaron en cuenta la forma y el tamafio. Para tal efecto
se tomd una muestra de capsulas, poniéndolas en un portaobjeto y se fijo con
cinta adhesiva, la muestra se observdé por medio de un microscopio con una
camara adaptada para sacar fotos con la ayuda del programa Zen 2 lite para la
medicion de estructuras, el cual es un software para captura y analisis de
imagenes microscopicas. Se midié el largo y ancho de 30 cépsulas elegidas al
azar dentro de la muestra, esto se realizd en 45 repeticiones; en el caso de las
capsulas en bicapa se tomo el largo y ancho tanto de la capa externa como de la
capa interna. La forma fue medida de manera visual clasificandolas en forma
“esférica”, “ovoide” e “irregular”. Los datos obtenidos se sometieron a una prueba
de normalidad para identificar la distribucion de tamafios y se analizaron
estadisticamente usando un modelo de bloques completos al azar y comparacion
de medias con una prueba de LSD. Adicionalmente se pesaron 50 muestras de
cada tipo de capsulas (0.0175 + 0.075 @), posteriormente, con el uso de un
microscopio se contaron las capsulas, esto para poder calcular el peso promedio
por capsula. Con los datos obtenidos se realiz6 un analisis usando un modelo de
Bloque Completos al Azar y se realizd6 una comparacion multiple de medias
usando una prueba de LSD. La formula usada para determinar el peso por capsula

fue:
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peso de la muestra (g)

Peso d l =
eso de capsula (g/cap) cantidad de capsulas en la muestra

Del mismo modo, para el caso de las capsulas en bicapa se determind el
porcentaje de capsulas dispuestas de dicha forma, es decir, la cantidad de
capsulas que efectivamente presentaran el nucleo de grenetina y la cubierta
externa de alginato, lo cual se realiz6 tomando 30 muestras de aproximadamente
0.0125 g, posteriormente se conté el total de capsulas contenidas en la muestra
con ayuda de un microscopio estereoscoépico, y luego se hizo el recuento de las
capsulas que contienen el nicleo de grenetina, éste se distingue debido a que las
capsulas presentan un estructura de color blanquecino opaco dentro de la
estructura de la capsula; para optimizar el conteo se agrega a la muestra 4 gotas
de agua destilada y con ayuda de una aguja de jeringa se separan las cipsulas
para el conteo posterior.

La formula usada para la determinacion del porcentaje de encapsulamiento en

bicapa fue la siguiente:

) ] Numero de capsulas en bicapa
% encapsulamiento en bicapa = No.total de capsulas x 100

También se midi6 la velocidad de liberacion de las capsulas en combinacion de
polimeros y en bicapa a lo largo de tres meses, con la finalidad para analizar si las
capsulas conservan la misma capacidad de liberacion en un periodo de 60 dias y
si existe diferencia entre tipos de capsulas; para ello se tom6 una capsula y se
sembrd en una placa de Petri con PDA con antibidtico (Ramfipicina; 0.001 g/L y
ampicilina; 0.25 g/L), y se midio el crecimiento diametral del micelio por 5 dias,
este procedimiento se realiz6 con 5 repeticiones y cada repeticién contdé con 5
placas. Los resultados se analizaron en tres fases diferentes, la primera fue
usando un modelo estadistico correspondiente a un disefio en Parcelas Divididas
para obtener una andlisis generalizado del experimento, en la segunda etapa se
analizé como un Experimento Factorial para obtener un analisis sobre cada lapso
de 30 dias en los cuales se llevd a cabo el experimento y por ultimo se analizaron

los datos individualizados para cada tratamiento en cada dia de medicién por cada
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lapso en el que se realiz6 el experimento, usando un modelo estadistico
correspondiente a un Diseilo Completamente al Azar, adicionalmente se
compararon las medias por medio de una prueba de LSD, esto con la ayuda del

software SAS System.

También se evalu6 la capacidad de las capsulas de conservar viables los
propagulos en un lapso de 60 dias, con el fin de saber si la cobertura
efectivamente protege de las condiciones ambientales al microorganismo T.
viridae. Para ello se sembr6 una cépsula en cultivo PDA y un posterior conteo de
propagulos por medio del conteo por Camara de Neubahuer en los dias 3, 4y 5
después de la siembra; los resultados obtenidos se analizaron de la misma forma

gue en que se analizaron los datos de velocidad de dispersion.

2.4 Resultados y discusion

2.4.1 Microencapsulacion

Tanto para capsulas en bicapa como capsulas en combinacién de polimeros se
realizaron conteos de Neubahuer de soluciones de polimeros antes del proceso de

encapsulacion y después de este.

En cuanto al andlisis de varianza del proceso se observaron diferencias
significativas (a = 0.009) entre la proporcién de encapsulacion en las capsulas en
bicapa y las de combinaciéon de polimeros, lo cual es congruente con lo que se

presenta graficamente.

Las figuras 7 y 9 muestran las concentraciones de esporas antes y después del
proceso de encapsulacién. El porcentaje de encapsulacion determina la cantidad
real de .material que esta dentro de las capsulas, a partir de este dato se puede
determinar la eficiencia del proceso y por lo tanto si es un método viable para

aplicar a gran escala.

Para encapsulacion en bicapa se obtuvo 67% de encapsulacion de T. viridae
(figura 7) este porcentaje no es tan alto como el que se reporta en
encapsulaciones de alginato con el mismo método (por aspersion), la cual puede
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reportar porcentajes de encapsulacién del 96 al 100% (Bastos et. al., 2009), sin
embargo estos reportes solo son con una capa; en el caso de encapsulacién en
bicapa deben, también, involucrarse las caracteristicas del segundo polimero

(grenetina), el cual repercutira en el resultado final.

En este caso la estructura molecular del alginato de sodio al endurecerse forma
redes y por consecuencia se forman poros sin embargo los microorganismos
guedan atrapados inmediatamente en la red del polimero, lo cual hace que la
encapsulacion sea altamente efectiva; por otro lado la grenetina, a pesar de que
también forma redes moleculares, necesita de condiciones de temperatura
cercanas a los 4 + 1 °C ademas de que el liquido en el que se obtienen las perlas
debe ser de naturaleza oleosa (aceite, p. e.) lo que da tiempo a las capsulas de
grenetina de endurecerse y atrapar mayor cantidad de microorganismos (Kwak et.
al., 2001).

Concentracidn de propagulos de T. viridae
en diferentes puntos del proceso de
encapsulacion en bicapa

9 66 %
8 8
3 7
=
E g 5 33%
0o 4 -
2 T
3 3+
35
g2 2
5=
2 0 -
o
© Alginato Grenetina Lig_cap CAP

COMPONENTES

Figura 7 Conteo de propagulos antes (solucién de alginato y solucion de
grenetina) y después del proceso de encapsulacion (capsulas y liquido de
captura) en bicapa.

Para el caso de capsulas en combinacion de polimeros, presenta un porcentaje de

encapsulacion del 81%, lo cual representa un valor cercano a valores de
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encapsulacion con alginato, lo que indica que las redes poliméricas se endurecen
a buena velocidad (15% superior a las capsulas en bicapa) aunque no iguala a los
valores que reportan los autores sobre encapsulacion con alginato sélo; una de las
causas es la grenetina, la cual juega un papel importante en el resultado obtenido,
en este sentido, al combinar la grenetina y el alginato de sodio la redes no pierden
las cualidades del alginato, como es la velocidad de endurecimiento y adquieren la
complejidad de construccion de la red, produciendo poros mas pequefios y por lo

tanto un mayor porcentaje de encapsulacion en comparacion con capsulas en

bicapa.
Concentracion de propagulos de T. viridae
en diferentes puntos del proceso de
encapsulacion en mezcla de polimeros
- 14
Q 81 %
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Figura 8 Conteo de propagulos antes (solucién de polimeros) y después
(capsulas y liguido de captura) del proceso de encapsulacion en
combinacion de polimeros.

2.4.2 Caracterizacion

La forma es una caracteristica relativamente importante para la elaboracion de
capsulas, puesto que puede representar una ventaja o desventaja; por ejemplo,

una capsula que en ves que este esférica este ovoide puede ampliar el area de
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contacto y por lo tanto hay posibilidad mayor para la liberacion, o por el contrario,
las capsulas con forma mas esférica tiene la oportunidad de llegar a su destino sin
que se desvien o se queden atorados en vias intermedias (Rivas, 2010).

En el caso particular de las capsulas en bicapa, se presentan las condiciones
ideales para el endurecimiento optimo del alginato, sin embargo para la grenetina
solo la variable de temperatura se cumple, lo cual provoca que el endurecimiento
de la grenetina no se lleve a cabo a la misma velocidad del alginato de calcio, lo
cual ocasiona el escurrimiento de la grenetina por los poros del alginato, antes
mencionados, provocando disminucion el en porcentaje de encapsulacion. Este
fenémeno repercute, al igual que variables como la presion o temperatura, en la
forma de las cépsulas; debido a que la grenetina se endurece de manera mas
lenta con respecto al alginato de sodio, hace que la red de alginato se estire por el
movimiento interno de la grenetina resultando en estructuras irregulares, u ovoides

en la mayoria de los casos (Figura 9).

Figura 9 Diferentes formas de las cdpsulas en bicapay la forma del nacleo
de grenetina.

Como se puede observar en la figura 10 las capsulas obtenidas con la
combinacion de polimeros, las capsulas presentan forma homogénea ademas se
puede observar una mayor cantidad de propagulos encapsulados a diferencia de
la cubierta en las capsulas en bicapa, es decir, en este caso la grenetina genera
redes mas intrincadas y por lo tanto poros mas pequefos, esto es, al combinar
ambos polimeros se conserva la velocidad de endurecimiento del alginato y como
consecuencia la construccion de capsulas tiene forma esférica mas uniforme, por

otro lado se entreteje una red mas intrincada con poros mas pequefos debido a la
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estructura de grenetina, atrapando, de esta manera, mas propagulos al momento

del contacto con el liquido de captura dejando libre solo el 12% de propégulos.

Figura 10 Capsulas en combinacion de polimeros, se observa laformay la
cantidad de propagulos en las capsulas

El proceso de encapsulacion en bicapa se lleva a cabo normalmente en la
elaboracion de liposomas en las cuales se formas capsulas de uno o varias capas
de fosfolipidos atrapando sustancias lipofilicas (comunmente), la cantidad de
capas, entre otras variables definen la velocidad de liberacién del compuesto
encapsulado (Yafiez et. al., 2002). Usar doble encapsulacion en sistemas de
aspersioén con microorganismos tiene como objetivo darle mayor proteccion contra
variables ambientales adversas asi como maximizar el aprovechamiento de los
beneficios de estos microorganismos, sin embargo, al ser un proceso trasladado
se deben tomar en cuentas la eficiencia del proceso, en este caso, el porcentaje
de encapsulacion doble; el proceso mostrd porcentaje de encapsulacion promedio
del 58.7% el cual es bajo en comparacion con la encapsulacion por liposomas.
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Figura 11 capsulas en bicapa; (a) capsula sin nucleo de grenetina, (b)
capsula con nucleo de grenetina visible

La microencapsulacion se desarroll6 como una técnica para proteger las
diferentes sustancias y microorganismos de interés por lo tanto una de las
caracteristicas importantes es la capacidad de mantener viables los productos de

interés (Favaro et. al., 2010).

Cuando el objetivo es encapsular microorganismos lo que se persigue es que
dichos organismos sean protegidos por condiciones de entorno adversas o incluso
otros microorganismos. Este aspecto cobra importancia en el ramo de la
agricultura debido a que los microorganismos estan expuestos a condiciones

ambientales (radiacion solar, temperaturas extremas, humedad o sequia, etc.).

Las capsulas, debido a la diferencia del proceso llevado a cabo, es importante
medir su capacidad de proteccién en la viabilidad de los microorganismos. En la
figura 12 se observa el conteo de esporas con separacién de 30 dias entre ellos,
su progreso y como el tiempo de elaboracion repercute en la viabilidad de los

propagulos encapsulados.

El analisis de varianza mostro diferencia significativa (a = 0.0008) entre los meses
en los que se llevd a cabo el experimento, lo que indica un cambio de las capsulas
entre el dia en que se elaboraron y el tiempo en que se usan de igual manera se

mostré diferencia significativa (a = <0.0001) entre los tratamientos (capsulas en
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bicapa y capsulas en combinacion de polimeros), a través de los lapsos de 30 dias

entre siembra de cdpsulas y los dias de medicion.

En lo que respecta a las capsulas en bicapa se puede observar mejor desempefio
con respecto de las capsulas en combinacion de polimeros, por ejemplo la
diferencia entre las ultimas mediciones entre el mes 1 y 3 de las cépsulas en
bicapa solo es de un 19% de disminucion de vigor, en comparacion con un 63%
menos de vigor en el crecimiento de micelio entre las mismas mediciones en los
mismos meses, lo cual indica que las capsulas en bicapa preservan de mejor
manera a comparacion de las capsulas en combinacion de polimeros; es
claramente visible en la ultima medicion del tercer mes donde la diferencia entre el
crecimiento de micelio de T. viridae encapsulado en bicapa es claramente superior

en 75% mas vigor que la encapsulacion con combinacion de polimeros.

Concentracion de esporas de T. viridae en
diferentes dias de cresimiento
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Concentracion de propagulos de T. viridae
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Mediciones realizadas

Figura 12 Crecimiento de micelio de T. viridae encapsulado en bicapay
encapsulado en combinacién de polimeros alo largo de 3 meses. Letras
iguales, expresan que no hay diferencia significativa
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Otra caracteristica que se evalla en el proceso de microencapsulacion es la
velocidad de liberacion de las capsulas, esta caracteristica es importante ya que
determina la efectividad del producto obtenido.

El experimento mostro diferencia significativa (a = < 0.0001) entre los lapsos de
tiempo entre los que se llevo a cabo los experimentos, lo cual nos indica que si
existe una diferencia medible a lo largo del tiempo, del mismo modo también hubo
diferencia significativa (a = < 0.0001) entre los dias de medicién a excepcion de
los dias 1 y 2 en el mes 3, esto debido al proceso de envejecimiento de los
propagulos de T. viridae y por ultimo en el analisis individualizado mostro
diferencia significativa (a = < 0.0001) entre los tratamientos en cada dia de
medicion en diferentes momentos; donde se muestra una clara diferencia en el

ultimo mes donde se observa diferencia visible.

Velocidad de liberacion de propagulos de
T. viridae encapsuladas en bicapay en
combinacion de polimeros
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Figura 13. Velocidad de liberacién de propagulos de T. viridae encapsulados
en bicapay en combinacion de polimeros. Barras con letras iguales no son
diferentes.

En la figura 13 se observa la velocidad de liberacion, tanto en capsulas en bicapa
(naranja) como en capsulas en combinacion de polimeros (azul). Se aprecia como
la velocidad de las capsulas en combinacion de polimeros es ligeramente superior

a la velocidad que se observa en el caso de las capsulas en bicapa, las cuales
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registran diferencia entre la velocidad de 6 hasta un 30% entre los picos maximos

de crecimiento de micelio.

Este comportamiento puede deberse a la misma constitucion de las capsulas; ya
que mientras en las capsulas de bicapa el nicleo se disuelve a menor temperatura
y por lo tanto la liberacidon es mas rapida , traspasando la cubierta de alginato por
los poros que forman; también hay que considerar la estructura del alginato, que
funge como cubierta y que se encuentra como Unico componente de dicha coraza,
permitiendo una retencion de tiempo mayor y retrasa la liberacién de todos los

propagulos, conservandolos dentro de la capsula.

Por otro lado, las cépsulas en combinacién de polimeros, al tener ambos
compuestos mezclados permite una liberacion relativamente mas rapida de los
microorganismos, debido a que se generan huecos de mayor tamafio una vez que
la gelatina se hidrata y se disuelve por efecto de la combinacion de temperatura y
humedad.

Otra caracteristica importante que se evalla en la construccion de cépsulas es el
tamafo; esta depende de la boquilla del encapsulador asi como de la velocidad y
presidén con que se esta manipulando la mezcla. El tamafio determina su posterior
uso y el equipo con que se manipularian, de tal forma si las cipsulas son grandes
(500 — 1000 pum), el uso o el equipo se tendria que adaptar para que las mismas

capsulas no obstruyeran el paso.
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Distribucion de tamafios de capsulas en
bicapa

3% 1%

M 243-297 um
W 297-351 um
m 351-405 um
405-459 pm
M 459-513 um
B 513-567 um
567-621 um
621-675 pm

675-729 um

Figura 14 Distribucion de tamafios obtenidos en el proceso de capsulas en
bicapa.

En la figura 14 se observa la distribucion de tamafos existentes en las capsulas
obtenidas en bicapa, se aprecia una distribucion uniforme que oscila entre tamafio
de 300 y hasta 570 pm, lo cual puede explicarse con el comportamiento interno
que tiene la grenetina con respecto al alginato; la grenetina al tener la velocidad de
endurecimiento mas lento en comparacién al alginato y por la velocidad de
agitacion en el liquido de captura da oportunidad de que la capsula pierda su
forma recular y de paso una forma de mayor tamafo e irregular dando como
resultado la variabilidad de tamafios que se ven en la gréfica, esto constituye el
79% del total de la muestra, lo cual quiere decir que la elaboracion de cépsulas en
bicapa arroja capsulas de tamafio superior a los 300 um, que es el tamafio de la

boquilla externa del encapsulador.
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Distribucion de tamanos de capsulas
en combinacion de polimeros

5% 2% 1% W 179-225 um
W 225-271 pm
M 271-316 um
316-362 um
B 362-408 um
B 408-454 pm
454-500 pm
500-545 um

545-591 pm

Figura 15 Distribucién de tamafios de capsulas en el proceso de
encapsulacién en combinacion de polimeros

En la figura 15 se observa la distribucion de tamafios en el proceso de elaboracion
de capsulas en combinacién de polimeros; como se aprecia en la grafica los
tamafios predominantes de capsulas oscilan entre los 225 y 360 um lo cual
constituye el 68% del total de las capsulas, es decir, el tamafio que en general se

encontré en este proceso esta en el rango antes mencionado.

El analisis estadistico demostré que si existe diferencia significativa (a = < 0.0001)
entre los dos tratamientos (bicapa y combinacion de polimeros) lo cual es
congruente con lo presentado graficamente. Al comparar ambas graficas se
aprecia como es en el proceso de elaboracion de capsulas en combinacion de
polimeros donde se obtienen las capsulas mas pequefias, mientras que en el
proceso de elaboracién de capsulas en bicapa las capsulas tienden a ser cerca de
75% mas grandes con respecto a las capsulas en bicapa, este fendmeno es
explicado por la interaccion de ambos polimeros y su posicién en la estructura de
la capsula; la estructura de las capsulas en combinacion de polimero se beneficia

con las caracteristicas de endurecimiento del alginato al contacto con el cloruro de
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calcio en disuelto en el liquido de captura, mientras que en el caso de las capsulas
en bicapa la grenetina actta directamente con el proceso de endurecimiento del
alginato lo cual permite que se deforme la capsula ademéas de agrandarla,

resultando en capsulas de mayor tamafio al esperado.

Otra caracteristica que se evalué fue el peso de las cpsulas, la importancia al
evaluar el peso es debida a su relacion con la densidad de las capsulas, ademas
de formar parte de la descripcién general del producto, ayuda a saber la cantidad
de cépsulas que contiene por dosis y con datos como propagulos por capsula se

puede obtener la cantidad de microorganismos por dosis.

El analisis estadistico del experimento mostro diferencia significativa (a =0.05)

entre los dos tratamientos (capsulas en bicapa y en combinacion de polimeros).

Distribucion en rangos del peso de
capsulas en bicapa

4% o'l%/_ 0%

M 6.69-8.114

10%

W 8.114-9.537

W 9.537-10.960
10.960-12.384

W 12.384-13.808

W 13.808-15.231

15.231- 16.655

Figura 16 Rango de peso por capsulay distribucion porcentual en capsulas
en bicapa

Como se puede observar en la figura 16, la mayor concentracion de peso esta
entre los rangos de 124 y hasta 152 ug/ capsula, constituyendo el 74% del total de
la muestra, mientras que el restante 26% pueden llegar a pesar hasta los 166.55
Mg/ cépsula. Escalando el resultado a una muestra de 100 g significa que
podemos encontrar aproximadamente 751,427 y considerando que cada capsula

tiene en promedio 1.24x10" microorganismos benéficos, implica que en eso 100 g
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de muestra se tiene en promedio 9.35x10'? microorganismos, lo cual lo hace un
mecanismo favorecedor que concentra de manera efectiva los

microrganismos.

En el caso de las capsulas en combinacién de polimeros cerca del 70% de las
capsulas oscilan entre 229 y 376 ug/ capsula (Figura 17), esto implica un peso
mayor con respecto al peso de las capsulas en bicapa (aproximadamente 50%
mas) y por lo tanto la cantidad de cdpsulas por mediciones de peso sera menor,
con respecto a las cépsulas en combinacion de polimeros. Adicionalmente, se
puede decir que la densidad de las capsulas en bicapa es menor a la densidad de

las capsulas en combinacion de polimeros

Distribucion en rangos del peso de
capsulas en combinacidn de polimeros

4% 2%

W 22.859-27.658
W 27.658-32.458
W 32.458-37.257
37.257- 42.056
W 42.056- 46.855
m 46.85- 51.654
51.654- 56.453

Figura 17 Rango de peso por capsulay distribucion porcentual de cada uno
de ellos de capsulas en combinacién de polimeros

Una de las razones por las cuales las capsulas en bicapa son menos pesadas con
respecto a las capsulas en combinacion de polimeros, es la edad de las capsulas,
esto quiere decir, en el caso de las capsulas en bicapa se debe recordar que el
nacleo esta constituido de grenetina, la cual en condiciones de temperatura (33 -
34 °C) vy/lo humedad suficiente puede disolverse en un lapso de tiempo
relativamente corto, en el caso de ambas capsulas, el experimento se llevé a cabo

con capsulas de aproximadamente 70 dias (poco mas de 2 meses) después de su
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elaboracion, ademas las céapsulas estuvieron sumergidas en agua, estas
condiciones contribuyeron a que la grenetina se disolviera poco a poco Yy
provocara la disminucién de peso de estas capsulas; por el lado contrario a pesar
de que las céapsulas en combinacion de polimeros también estuvieron sometidas a
las mismas condiciones las pérdidas de peso no son tan marcadas, esto puede
deberse a la interaccion del alginato con la grenetina, ya que los enlaces o las
redes que pueden llegar a formar en conjunto puede dar como resultado una
estructura fuerte pero flexible, lo cual permite que la grenetina no se disuelva en
condiciones de humedad tan rapidamente como lo hace estando en bicapa, lo cual

contribuye a la estabilidad fisica del producto terminado.

2.5 Conclusiones y recomendaciones

La velocidad de dispersion es una medida importante para la descripcion del
producto final en el caso de esta investigacién las capsulas en combinacion de
polimeros resulté tener una velocidad de liberacibn mayor con respecto a las
capsulas en bicapa, esto se debe a la estructura de las mismas capsulas, mientras
las capsulas en combinacion se desintegran en una sola fase, y tomando en
cuenta que por la grenetina se disuelven a una menor temperatura y en
condiciones de menor humedad, mientras que las capsulas en bicapa tienen por
separada estas caracteristicas, por lo tanto, primero se disuelve la grenetina y se
escapa por los poros del alginato, y por ultimo la capa de alginato se disuelve mas

lento y por lo tanto repercute en la velocidad de liberacion de los propagulos.

La caracteristica de preservacion de la sustancia de interés es el objetivo
probablemente mas importante que persigue el proceso de encapsulacion, vy
entre mayor tiempo dure viable la sustancia el proceso habra cumplido dicho
objetivo; en el caso de las capsulas en bicapa demostraron tener una estructura
mas solida de conservaciéon de los microorganismos a comparaciéon de las
capsulas en combinacién de polimeros puesto que la diferencia entre perdida de
vigor entre bicapa y combinacion de polimeros es de poco mas de 40 %, esto

quiere decir que en un lapso de 3 meses las capsulas en bicapa conservan 40 %
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mejor viabilidad de T. viridae en comparacion de las capsulas en combinacién de

polimeros.

Es recomendable retomar la investigacion en virtud de encontrar un liquido de
soporte adecuado para evitar el desgaste de las capsulas puesto que si bien al
principio la velocidad de liberacion es estadisticamente igual el tiempo merma la
estructura de las cépsulas haciendo evidente la diferencia entre las velocidad de
un tipo de cépsula y otra. Adicionalmente, encontrar un liquido de soporte
adecuado contribuira en la conservacion de los microorganismos y por

consecuencia un buen equilibrio del producto final.

En el caso de las cépsulas en bicapa reportan tamafos relativamente grandes
(hasta 600 ym aunque existe mayor concentracion de tamanos que van de 350 a
500 um), los cuales limitarian el equipo agricola a usar, 0 en su defecto adaptar
equipo agricola al tamafio de las capsulas, por otro lado las céapsulas en
combinacion de polimeros reportan tamafos relativamente mas pequefios en
comparacion con (valores desde 180 hasta 600 ym, con mayor concentracion de
entre 320 y 360 um). Adicionalmente las cdpsulas en combinacién de polimeros
son las que poseen una forma esférica mas regular en comparacién con las
capsulas en bicapa, lo cual hace de las capsulas en combinacion de polimeros

mas facil de manejar en cuanto a aplicaciones agricolas.

Es recomendable probar otros polimeros con el fin de estabilizar y homogenizar el
tamafio y la forma en microencapsulacibn en bicapa o0 explorar otros

procedimientos que den mejores resultados.

En el caso de las capsulas en bicapa registran pesos menores con respecto a las
capsulas en bicapa, lo cual indica menor densidad. Probablemente debido a la
estructura fisica de las capsulas, pues, mientras las capsulas en bicapa esta
dividida por capas y cada capa posee sus caracteristicas fisicoquimicas, el caso
de la combinacién de polimeros las estructuras quimicas y las caracteristicas

fisicas se combinan y forman nuevas.

37



Es recomendable hacer mas pruebas de elaboracion de capsulas para obtener
pesos mas homogéneos ademas de registrar el peso a lo largo de un periodo
estandar de tiempo para obtener registros de pérdidas de peso y si estas se

pueden controlar con procesos de elaboracion, liquidos de soporte o polimeros.

La combinacion de la estructura mas pesada con un porcentaje de encapsulacion
mayor equilibra las caracteristicas de las capsulas en combinacion de polimeros
con respecto a las capsulas en bicapa que es una capsula menos pesada y con
menos porcentaje de encapsulacion, sin embargo, la velocidad de liberacion
superior de las capsulas en combinacién permite una accion del microorganismo
mas rapida con respecto a las capsulas en bicapa. Por otro lado las cdpsulas en
bicapa proveen mayor proteccidon a los microorganismos, permitiendo que el
producto sea Util en posteriores ocasiones a comparaciéon de un producto con

capsulas en combinacion de polimeros.

Dependiendo del uso y del proposito de la microencapsulacién de T. viridae las
capsulas en bicapa o en combinacion de polimeros son una buena opcién para

control biolégico, sin embargo, aln pueden realizarse mejoras en cada etapa.
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Capitulo 3. Confrontacioén in vitro e in vivo de capsulas en bicapa y capsulas
en combinacion de polimeros contra los principales hongos fitopatégenos
de larizésfera en cultivo de jitomate

3.1 Introduccidn

El jitomate es una especie que se agrupa dentro de las hortalizas, que son plantas
herbaceas con 6rganos o tejidos comestibles para la alimentacion humana y que
son fuente importante de vitaminas, minerales y proteinas. Esta hortaliza requiere
de cuidados intensivos, por lo que demanda mucha mano de obra por unidad de
superficie cultivada (SACEM, 2002).

La extension que ocupa el cultivo del jitomate a nivel mundial es de 4.803.680
hectareas, que han llegado a producir 161’79 millones de toneladas de jitomate
(FAOSTAT, 2012).

En México, la superficie total destinada para el cultivo de jitomate rojo es de
48,287 hectareas, los principales estados productores de esta hortaliza son
Sinaloa el cual contribuye con la tercera parte de la produccion nacional, por otro
lado San Luis Potosi y Zacatecas, reunen el 47% de la produccién total (SIAP,
sept 2016).

El cultivo de jitomate es uno de los productos horticolas mas importantes en la
produccion agricola, este cultivo generd una ganancia, en 2013, superior 15 mil 46
millones de pesos, lo cual lo ubica como el sexto cultivo que genera mas

ganancias en el sector agricola (SIAP, 2013).

Entre las principales variedades que produce México, la variedad Saladette la cual
representa el 50% de la producciéon nacional siendo esta la variedad mas
importante producida en el pais, seguida de la variedad bola la cual representa el
13% de la produccion nacional (SIAP, 2013). Aunque el consumo en fresco es el
principal uso que se le da a esta hortaliza, datos del SIAP, en el afio 2013 se
destinaron 480 toneladas a industrias de elaboracién de salsas, jugos conservas y

pastas, lo cual representd una derrama econémica de $ 1,392,000 pesos.
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La importancia econdémica del cultivo es en gran medida, debido a las relaciones
comerciales que México tiene con los distintos paises, entre los cuales destaca
Estados Unidos (mas de 75% se destina al mercado de este pais), puesto que de
la producciéon total, nueve de cada diez kilos van a parar a los mercados
internacionales (Trapaga, 2001). La demanda de este producto ha permitido a los
agricultores la adopcion de técnicas y tecnologias que permitan obtener frutos de
mayor calidad fitosanitaria y comercial, que puedan competir a nivel mundial con
las caracteristicas que el consumidor final busca en dichos productos; para ello se
requiere de estrategias multidisciplinarias que permitan mayor control del cultivo
asi como mejor aprovechamiento de los recursos tanto del espacio como de los
recursos hidricos, entre otros; y en el casos como el cultivo de jitomate el grado de
tecnificacion es de importancia para cumplir con los estandares de calidad que el
mercado requiere, de ahi que, actualmente, cerca del 100% de la produccion de
jitomate estd bajo la modalidad de un sistema de riego; mientras que una cuarta
parte de la produccién nacional se realiza bajo condiciones de invernadero, lo cual
representa una ventaja en la produccion al proporcionar mecanismos de control
de distintas variantes importantes para el cultico como la temperaturas, la
luminosidad, entre otros, ademas de maximizar el uso del espacio disponible
(ISNAR, 1998).

Ademas de las variantes fisicas que pueden repercutir de manera negativa al
cultivo, también los agentes biol6gicos son un factor importante que se debe tomar
en cuenta. El excesivo uso de agroquimicos es un problema importante, puesto
gue ademas de presentar riesgo ecolégico a mediano y largo plazo, el uso de
guimicos acelera el proceso de resistencia de organismos patdégenos. Las plagas
y enfermedades son los principales problemas que impactan en el cultivo del
jitomate, incrementando los costos de produccion por el uso de productos
guimicos para su control. Como alternativa a los agroquimicos se han desarrollado
estrategias ecologicas entre las que destacan el uso de microorganismos con
distintas capacidades de proteccion y aunque en la actualidad existen diversos
productos de control biologico aun existen limitantes como la viabilidad de los

microorganismos, es por ello que la constante investigacion busca obtener
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productos que permitan al microorganismo benéfico potencializar su vida de

anaquel y extender su capacidad protectora (ISNAR, 1998).

3.2 Objetivos

Evaluar el efecto que tienen las céapsulas en bicapa de T. viridae contra F.

oxysporum f.e. lycopersici y P. capsici in vitro

Evaluar el efecto que tienen las capsulas en combinacion de polimeros de T.

viridae contra F. oxysporum f.e. lycopersici y P. capsici in vitro

Evaluar el efecto de las capsulas en bicapa de T. viridae en plantas de jitomate
bajo condiciones de invernadero contra F. oxysporum f.e. lycopersici y P. capsici.

Evaluar el efecto de las cdpsulas en combinacién de polimeros de T. viridae en
plantas de jitomate bajo condiciones de invernadero contra F. oxysporum f.e.

lycopersici y P. capsici.

3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Confrontacién in vitro

Para esta etapa del estudio se debe tener con antelacién placas con los hongos
fitopatdbgenos de interés; para tal caso se tomaron placas con medio de cultivo
PDA de Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum f. e. capsici ya purificadas las
cuales fueron proporcionadas por la coleccion de hongos Fitopatégenos del
Departamento de Parasitologia Agricola apoyado por estudiantes del posgrado de
Proteccion Vegetal; de estas, se cortaron discos de medio con micelio en el de 5
mm de didmetro para propagarlos en medio de cultivo limpio. Después de tres
dias se obtuvieron placas con crecimiento maximo de micelio, el cual se usé para

el experimento de confrontacion.

Con las placas de los hongos fitopatégenos (Phytophthora capsici y Fusarium
oxyspotum f. e. capsici) llenas y listas para usarcé se procedié a cortar discos de
medio de cultivo con micelio del microorganismo, de 5 mm con micelio activo y se

sembro en placas con medio de cultivo PDA con antibidtico (Ramfipicina; 0.001
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g/L y ampicilina; 0.25 g/L), aproximadamente a 0.5 cm de distancia de la pared de
la placa y en la pared contraria a esta se sembro T. viridae en cada presentacion
dispuesta (Trichoderma sin encapsular, capsula en bicapa y capsula en
combinacion de polimero); el experimento se realizé en las instalaciones del
laboratorio de Posgrado del Departamento de Parasitologia Agricola en la
Universidad Autbnoma Chapingo manteniendo las placas a temperatura constante
de 201 °C.

EXPERIMENTO

Figura 18 Experimento in vitro, donde se midio el progreso de crecimiento de
micelio.

Para la medicién se registro el crecimiento cada 12 h marcando el crecimiento del
micelio hasta ese momento y posteriormente se sacan fotos de cada placa
marcada, hasta que los micelios de los patdogenos y del microorganismo
encapsulado entraron en contacto. Para obtener el area se usaron dos softwares
distintos, el primero es el programa GIMP 2; editor de imagenes y con el cual se
transformaron las fotos para que el area a medir fuese aislada. El segundo es
IMAGE TOOL el cual cuenta los pixeles de una imagen y los convierte en

mediciones de area.

Cada confrontacion se realizd 54 veces tomando en cuenta los respectivos
controles de cada tratamiento. El analisis estadistico se realizé con el programa
SAS System. Se realizé6 un andlisis de varianza con un modelo de Disefio

Completamente al Azar y pruebas de comparacion de medias por prueba de LSD.
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3.3.2 Confrontacion in vivo

Se colocaron en varias cajas de Petri discos de medio de cultivo con micelio de
Phytophthora capsici y Fusarium oxyspotum f. e. capsici y se incubaron por tres
dias a una temperatura de 35 °C con el propdésito que desarrollaran micelio viable

e infectivo.

Para la propagacion de plantas se sembraron semillas de jitomate en almacigo
con tierra de campo esterilizada, bajo condiciones de invernadero, en el momento
en que surgen las primeras hojas se trasplantaron a bolsas de plastico. Cuando
las plantas alcanzaron 15 dias de desarrollo se procedio a inocular la planta con

las capsulas. En total se usaron 50 plantas para el experimento.

La aplicacion del tratamiento se realizé en diciembre del 2016, donde se pesaron
15 muestras de 2 gramos de cada tipo de cépsulas y se adicionaron a plantas de
jitomate haciendo cuatro horadaciones cerca del tallo y vertiendo las capsulas en
dichas perforaciones, posteriormente se taparon con tierra y se humedecié la
planta. Posteriormente 8 dias después de la inoculacién con las cépsulas se
procedio a inocular las plantas con Phytophthora capsici y Fusarium oxyspotum f.
e. capsici, respectivamente. El procedimiento consistié en tomar varias placas con
micelio de Phytophthora capsici, el cual fue vertido en un recipiente junto con 100
ml de agua destilada y esterilizada y se licuo hasta tener una mezcla homogénea,
posteriormente se tom6 una muestra para realizar un conteo de Neubahuer y asi
obtener la concentracion de los propagulos del hongo fitopatégeno, y se ajusto, de
ser necesario, a 10° propagulos/ml; para el caso de Fusarium oxyspotum f. e.
capsici se recurrio al mismo procedimiento con la diferencia de usar 80 mL, esto
para obtener la concentraciéon de 10° propagulos/ml, la inoculacién de los hongos
fitopatdgenos en las plantas se realizé heridas en el cuello de la planta y en las
raices cercanas a la base, posteriormente se vertio, con la ayuda de una jeringa,
la solucién de propagulos sobre la herida, ademas de hacer una horadacion cerca

de las raices con el fin de lastimarlas y asi maximizar la oportunidad de contagio.
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Las mediciones se realizaron a los 21, 31y 41 dias después de la inoculacion (ddi)

de los hongos fitopatdgenos; las mediciones que se realizaron fueron:

Severidad: de Marchitez de planta de jitomate (Phytophthora capsici). Se
determiné tomando 10 muestras de la planta y se evalué usando la escala visual
propuesta por Aldana (2009) (Cuadro 1), una vez obtenidas las evaluaciones, se
uso la formula de Townsed y Heuberger para transformar el conjunto de datos de
los tratamiento en medida de porcentaje. Para el caso de Fusarium oxyspotum f.

e. capsici se adaptoé la escala anterior.

Cuadro 1 Escala usada para determinar severidad (Aldana, 2009)

INDICE DESCRIPCION
0 Planta no infectada
1 Planta que muestra dafio ligero
2 Planta que muestra dafio moderado
3 Planta completamente marchita (seca)

7515(71 *V)

= 100
Categoria mayor * N i

Dénde:

Pl = Porcentaje de infeccion
n = NUmero de plantas en cada categoria
V = Valor numérico de cada categoria

N = Numero de plantas en la muestra

Incidencia. La toma de datos se realiz6 a los 41 (ddi) y se midio en raiz; la cual se
dividi6 en 5 partes y se consider6 el niamero total de secciones de raiz que
presentan sintomas tipicos tanto en el tratamiento contra Phytophthora capsici
como en los tratamientos contra Fusarium oxysporum f. e. capsici, con respecto al
namero total de secciones. Adicionalmente se tomaron mediciones de grosor de
tallo, altura del mismo, peso en fresco y seco, tanto de la parte aérea (tallo y
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hojas) como de la subterranea (raiz); esto para evaluar si los antagonistas tuvieron

algun efecto sobre el vigor de la planta.

Con los datos obtenidos se realizd un analisis de con un modelo correspondiente a
un Disefio Completamente al Azar individualizado por dia y una comparacion de
medias con prueba LSD (p< 0.05).

3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Confrontacioén in vitro

El enfrentamiento de un microorganismo con otro a nivel de laboratorio es una
buena medicion de la efectividad del organismo de interés frente a un
antagonista, una de las ventajas que ofrece este estudio en laboratorio es el hecho
de tener las variables como temperatura y humedad controladas para que no
repercutan significativamente sobre el experimento ademés de tener buen

acercamiento con el comportamiento de los microorganismos que son de interés.

Trichoderma spp. ha demostrado ser un excelente organismo para control
biolégico debido a sus mudiltiples mecanismos de control, lo cual lo ha vuelto
ampliamente utilizado en gran diversidad de cultivos y es por ello que es objeto de
investigaciones para aumentar sus mecanismos y ampliar sus virtudes como
control biolégico. El experimento mostrd diferencias significativas (a = < 0.0001)

entre los tratamientos.

En la figura 19 se observa el progreso de crecimiento del micelio de Trichoderma
sin encapsular (barra azul) enfrentada contra los fitopatbgenos de interés
(Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum f.e. capsici), correspondientemente
(barra naranja). Se puede observar, en general, el crecimiento y por lo tanto la
velocidad de crecimiento es superior en Trichoderma viridae con respecto a los
fitopatdgenos de interés, lo cual indica buena colonizacion de Trichoderma lo cual
limita la disponibilidad de nutrientes para los patdégenos y por lo tanto disminuye su

diseminacion.
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En el caso del control (Tri vs Tri) se observa crecimiento simétrico entre ambas
partes; es en la parte izquierda (barra azul) la que se encuentra rezagada en
comparaciéon con la parte derecha (barra naranja); el avance es constante en

ambas partes, entre 6 y 7% por dia.

En el segundo tratamiento (Tri — Fu) se observa avance constante y mas rapido de
Fusarium a comparacion de Trichoderma sin encapsular, la diferencia entre el
crecimiento de uno y otro es de 8%, es decir, el crecimiento de Fusarium se
mantiene constantemente 8% mas grande que el crecimiento de Trichoderma, lo

cual se podria traducir en una dominancia por parte de Fusarium.

En el dltimo tratamiento (Tri — Phy) se observé el crecimiento de Trichoderma sin
encapsular superior al crecimiento de Phytophthora capsici manteniendo una
diferencia promedio de 20%, es decir, el crecimiento de Trichoderma supero en
20% cada dia al crecimiento de Phytophthora capsici con lo que se puede decir
que el control de Trichoderma contra este fitopatdgeno es efectivo, al crecer

rapidamente y con ello limitar el desarrollo del fitopatégeno.
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Confrontacion in vitro de Trichoderma sin encapsular
contra F. oxysporum f.e. capsici y P. capsici
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Figura 19 Confrontacién in vitro de Trichoderma viridae sin encapsular
contra Fusaium oxysporum f.e. capsici y Phytophthora capsici.

En la figura 20 se puede observar la confrontacién de Trichoderma encapsulado
en combinaciébn de polimeros contra Fusaium oxysporum f.e. capsici y

Phytophthora capsici, respectivamente.

En una vista general se puede apreciar el crecimiento y la velocidad de
crecimiento de los propagulos liberados por las capsulas en comparacién con el
crecimiento de ambos fitopatégenos, lo cual indica que la velocidad de liberacion
es adecuada ademas que le brinda la ventaja suficiente para que los propagulos

se conserven y se mantengan viables por mas tiempo.

En el caso del tratamiento de cdpsulas en combinacion de polimeros (Cc), en el
control (Cc — Cc) se observa un crecimiento mas 0 menos simétrico con cierta
ventaja de uno de los lados, esto puede deberse a una pequefia variacion entre la
velocidad de liberacion de las capsulas, debido a la cantidad de cada polimero por
capsula, este tema resulta interesante, puesto que si, entre las capsulas, no existe
la misma proporcién entre los polimeros esto podria modificar la velocidad con que
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se disuelven; lo cual es una ventaja al presentar la opcion de liberacion rapida y

constante.

En la primer confrontacion de cédpsulas en combinacién de polimeros contra F.
oxysporum f. e. capsici (Cc — Fu), se observa un crecimiento constante de los
propagulos liberados de Trichoderma y el area mayor que abarca a comparacion
del crecimiento de Fusarium, el cual, en promedio se mantiene 7% inferior con
respecto del crecimiento de Trichoderma y alcanzando en su punto maximo hasta
18% de crecimiento superior al desarrollo de Fusarium, lo cual se resume en una

efectividad de control buena sobre este fitopatdgeno.

En lo que respecta al segundo enfrentamiento, cdapsulas en combinacion de
polimeros contra Phytophthora capsici (Cc — Phy) es el fitopatdbgeno es presenta
un crecimiento inferior al crecimiento de Trichoderma encapsulado; en promedio el
crecimiento de Phytophthora es 16% inferior al crecimiento promedio de
Trichoderma, teniendo picos de diferencia de hasta 30%. La velocidad de
liberacibn asi como la proteccion que la red de polimeros le brindo a los
propagulos permitio un avance efectivo en el crecimiento del micelio con respecto

al crecimiento del antagonista.

En general las capsulas en combinacion de polimeros presentan buenas
caracteristicas para la confrontacién contra fitopatégenos bajo condiciones de
laboratorio, presentan un crecimiento vigoroso logrando un avance de cerca del

50% en 4 dias lo cual es una ventaja poderosa frente a los fitopatégenos.
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Confrontacion in vitro de Trichoderma encapsulado (combinacion
de polimeros) contra F. oxysporum f.e. capsici y P. capsici
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Figura 20 Confrontacion in vitro de Trichoderma viridae encapsulado en
combinacion de polimeros contra Fusarium oxysporum f. e. capsici y
Phytophthora capsici.

En la figura 21 se observa la confrontacion de Trichoderma encapsulado en bicapa
contra los principales fitopatégenos de la rizosfera del cultivo de jitomate, en una
vista general el crecimiento miceliar de Trichoderma (barra azul) con respecto a

sus antagoénicos (barra naranja) presenta una velocidad de liberacion lenta.

En el caso de la confrontacién control, capsulas en bicapa contra capsulas en
bicapa (Bc — Bc), se observa una predominancia del lado derecho (barra naranja),
lo que puede deberse al tamafio de la capsula asi como la velocidad en disolverse
para liberar los propagulos, esto puede ser ventajosa al presentar una liberacion a
diferentes tiempos, sin embargo la capacidad de disolucién del alginato a un
tiempo mas prolongado puede repercutir en la proteccion en una etapa inicial.

En el segundo caso, capsulas en bicapa contra F. oxysporum f. e. capsici (Bc —
Fu) se observa una total supremacia en el crecimiento de micelio de Fusarium,

con respecto al crecimiento de Trichoderma encapsulado; Fusarium crece en
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promedio 47% con respecto a Trichoderma llegando a maximos de 100%, es
decir, Fusarium puede llegar a crecer y dominar el area inhibiendo por completo el
crecimiento de Trichoderma, y por lo tanto, anulando sus -caracteristicas

protectoras.

En el tercer y ultimo caso, capsulas en bicapa contra Phytophthora capsici (Bc —
Phy), se aprecia un crecimiento superior de Trichoderma (barra azul) con respecto
al crecimiento de Phytophthora capsici (barra naranja), la velocidad es contante,
en promedio, creciendo 7% diario con respecto a Phytophthora el cual registra un
crecimiento diario de 3%. Por otro lado Trichoderma mantiene el crecimiento
superior en relacion de Phytophthora, en promedio, 15%, teniendo picos de
diferencia de hasta 29%, este resultado es positivo, puesto que presenta un

control de area sustancial.

Confrontacion in vitro de Trichoderma encapsulado (bicapa)
contra F. oxysporum f.e. capsici y P. capsici
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Figura 21 Confrontacion in vitro Trichoderma viridae encapsulado en bicapa
contra Fusarium oxysporum f. e. capsici y Phytophthora capsici.
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3.4.2 Confrontacion in vivo

En esta etapa los tratamientos principales (capsulas en bicapa y capsulas en
combinacion de polimeros) se enfrentaron contra los fitopatégenos de la rizésfera,

Fusarium oxysporum f. e. capsici y Phytophthora capsici, en plantas de jitomate.

Los tratamientos aplicados en dichas plantas mostraron diferencias significativas
en las variables de longitud de tallo (a = 0.0009) vy raiz (a = 0.0077), severidad (a
< 0.0001), incidencia (a = < 0.0001), biomasa humeda (a = < 0.0001) y seca (a
0.0011) de la parte aérea (tallo y hojas) y biomasa en humedo de la parte

subterranea (raiz) (a = 0.0059).

En el caso del crecimiento (parte aérea y parte subterrdnea) se observa en el
cuadro 2 una eficacia de las capsulas en bicapa para estimular el crecimiento
aéreo Yy subterraneo, del mismo modo se observa las mismas capacidades de
estimulacién al enfrentarlo contra Fusarium oxysporum f. e. capsici y Phytophthora
capsici, al contrario de las capsulas en combinacion de polimeros, las cuales
registraron un retroceso en su crecimiento, reportando cerca de un 23% de
diferencia entre ambos testigos (TBc y TCc, respectivamente). Respecto al
crecimiento aéreo, al enfrentarse contra los fitopatégenos la diferencia de
crecimiento entre los mismos testigos, fue de 10% cuando se enfrenta a Fusarium

oxysporum f. e. capsici y de 6% al enfrentarse contra Phytophthora capsici.
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Cuadro 2 Crecimiento de la parte aérea y de la parte subterrdnea sometidas a
tratamientos de Trichoderma viridae encapsulada 41 dias después de la
inoculacion de los fitopatégenos.

Tratamientos Altura de tallo (cm) Largo de raiz (cm)

TA 23.8 bcde 32.2 abc
TR 20.4 e 29 bcd
TCc 23.4 cde 32.4 abc
TBcC 304 a 34.4 ab
TPhy 27.6 ab 27.2 cd
TFu 22.4 de 25d
Bc vs Fu 26.8 abc 36.2 a
Bc vs Phy 24.8 bcd 374 a
Ccvs Fu 24 bcde 33.8 abc
Cc vs Phy 23.2 cde 28 bcd

TA: Testigo absoluto, TR: Testigo con raspadura, TCc: Testigo con capsulas en combinacion de polimeros,
TBc: Testigo con capsulas en bicapa, TPhy: Testigo inoculado con Phytophthora capsici, TFu: Testigo
inoculado con Fusarium oxysporum f. e. capsici. Medias por columnas con las mismas letras no son
estadisticamente diferentes LSD (a = 0.05).

Caso similar sucede con el crecimiento radicular, demostrando mayor capacidad
de estimulacion con el tratamiento de las cdpsulas en bicapa las que presentan
cerca de 5% de crecimiento superior con respecto al testigo de las céapsulas en
combinacion de polimeros. En el caso de los enfrentamientos fueron las capsulas
en bicapa las que mostraron mejor eficacia como estimulantes en de crecimiento
de raiz frente a las cédpsulas en combinacién de polimeros; de este modo se
observa cerca de 7% de crecimiento de raiz con el tratamiento de capsulas en
bicapa con respecto al tratamiento de cépsulas en combinacién de polimeros,
ambos enfrentados contra Fusarium oxysporum f. e. capsici. La mayor capacidad
de estimulacion de crecimiento radicular se observa al enfrentar ambos
tratamientos contra Phytophthora capsici, en el cual el tratamiento en capsulas en
bicapa estimula en 25% mas el crecimiento radicular, respecto al tratamiento de

capsulas en combinacion de polimeros.

Con respecto a la medicion de severidad se tom6 en cuenta la parte aérea. La
medicion se expresdé en porcentaje. En el cuadro 3 se observa como los

tratamientos de capsulas en bicapa enfrentada contra Phytophthora capsici (Bc vs

52



Phy) y capsulas en combinacion de polimeros enfrentada contra Fusarium
oxysporum f. e. capsici (Cc vs Fu) son los que presentan menor porcentaje de

severidad a comparacion de los testigos de los fitopatdogenos (TPhy y TFu).

Las plantas inoculadas con Fusarium oxysporum f. e. capsici (TFu) reportaron el
mayor porcentaje de severidad, mientras que las plantas a las que permanecieron
sin tratamiento (TA) y las plantas a las que se le provoco una herida en la base de

la misma (TR) no presentaron indicios de severidad.

Se puede observar como las plantas que solo fueron tratadas con capsulas en
bicapa (TBc) fueron las que presentaron menor porcentaje de severidad a
comparacion de las plantas tratadas solo con las capsulas en combinaciéon de
polimeros (TCc), la cual represento un a diferencia de 2,6 puntos porcentuales; lo
cual indica un efecto relativamente mas alto de proteccion contra posibles
fitopatdgenos presentes de T. viridae encapsulado en bicapa a comparacion de un
encapsulamiento en combinacién de polimeros, por otro lado esta proteccidn
también se podria traducir en estimulacién en el vigor de la planta, de este modo
la planta al ser tratada con T. viridae encapsulado en bicapa al podria estimular el

vigor de esta.

Por otro lado se puede observar como los tratamientos donde las plantas se
inocularon con Fusarium oxysporum f. e. capsici y, previamente los tratamientos
(Cc y Bc), es en el enfrentamiento de capsulas en bicapa contra Fusarium
oxysporum f. e. capsici (Bc vs Fu) donde se presenta el mayor grado de severidad
en comparacion del tratamiento de las capsulas en combinacion de polimeros
contra el fitopatdgeno antes mencionado (Cc vs Fu), esta diferencia es de cerca
del 23%, lo cual indica que en lo que respecta a la proteccién contra Fusarium
oxysporum f.e. capsici en este cultivo es T. viridae encapsulado en combinacion
de polimeros mas efectivo que el mismo microorganismo encapsulado en bicapa,
esto puede deberse a la velocidad de liberacion el cual demostré ser mas rapido
con respecto a las capsulas en bicapa, permitiendo una colonizacion mas rapida.
Por otro lado, el enfrentamiento contra Phytophthora capsici es T. viridae

encapsulado en bicapa la que presenta mejor proteccion con respecto a las
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capsulas en combinacion de polimeros, con una diferencia del 26%, este
comportamiento puede deberse a la cualidad de las cpsulas en bicapa de
preservar mas efectivamente al microorganismo y por lo tanto permitir una
colonizacion mas efectiva y prolongada.

Cuadro 3 Medicion de incidencia y severidad (%) en plantas de jitomate

sometidas a tratamientos de T. viridae encapsulado a los 41 dias después de
lainoculacion de fitopatdégenos de larizésfera

Tratamientos Severidad en parte aérea Incidencia en raiz

TA od 4d
TR od od
TCc 4.6 cd od
TBc 2d od
TPhy 55.4 a 76 a
TFu 58.8 a 60 b
Bc vs Fu 36.4Db 28 ¢
Bc vs Phy 10.2 cd 32c
Cc vs Fu 12.6 c 24 c
Cc vs Phy 36Db 52 b

TA: Testigo absoluto, TR: Testigo con raspadura, TCc: Testigo con capsulas en combinacion de polimeros,
TBc: Testigo con capsulas en bicapa, TPhy: Testigo inoculado con Phytophthora capsici, TFu: Testigo
inoculado con Fusarium oxysporum f. e. capsici. Medias por columnas con las mismas letras no son
estadisticamente diferentes LSD (a = 0.05).

Respecto a la incidencia se puede observar en el cuadro 3 como son los
tratamientos donde solo se inocularon las plantas con capsulas en bicapa o
capsulas en combinacion de polimeros no se detectd la presencia de sintomas
tipicos de alguna enfermedad en la raiz; por otro lado podemos observar que los
picos mas altos en presencia de sintomas de enfermedad son en las plantas que
solo fueron inoculadas con los fitopatdogenos de interés (TPhy y TFu) por lo cual

podemos decir que la inoculacién se llevé a cabo de manera correcta.

Por otro lado observamos en la confrontacion de los tratamientos contra Fusarium
oxysporum f. e. capsici, ambos tratamientos (Bc vs Fu y Cc vs Fu) presentan los
porcentajes mas bajos, en tratamientos de confrontacion; lo cual implica que
ambos tratamientos son igualmente efectivos para retardar la presencia de
sintomas en raiz de este fitopatdgeno; en este sentido podemos observar,

ademas, las confrontaciones de ambos tratamientos contra Phytophthora capsici
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mostraron un porcentaje mas alto, sin embargo, el que menor efectividad tuvo fue
el tratamiento de capsulas en combinacion de polimeros contra Phytophthora
capsici el cual mostro poco mas del 50% de incidencia, esto podria deberse a la
baja capacidad de estas capsulas de prolongar la vida de los propagulos en un

lapso de tiempo importante (Véase capitulo 2, caracterizacion).

Otra caracteristica evaluada es biomasa, tanto en seco como en humedo, de la
parte aérea (tallo y hojas) y de la parte subterranea (raiz). En el cuadro 4 se puede

observar los tratamientos y el comportamiento de cada uno de ellos.

En el caso del peso fresco de la parte aérea se puede observar como T. viridae
encapsulado en bicapa presenta el mayor desarrollo de biomasa mientras que las
plantas que solo fueron inoculadas con Fusarium oxysporum f.e. capsici presentan
el menor valor de desarrollo; por otro lado de los tratamiento de confrontacion, fue
capsulas en bicapa contra Fusarium oxysporum f.e. capsici el que mostr6 un
desarrollo positivo de biomasa, aunque no presenta diferencia entre los otros tres

tratamientos (Bc vs Phy, Cc vs Fu y Cc vs Phy)

En el mismo sentido, en el caso del peso en fresco de la raiz la que presento un
valor mas elevado de produccion en biomasa fue el tratamiento en donde solo se
inocularon las plantas con T. viridae encapsulado en bicapa seguido del testigo
absoluto, mientras que el resto de los tratamientos no son estadisticamente
diferentes lo cual indica que ningun tratamiento insidio de manera significativa en

el desarrollo de biomasa de las raices a diferencia de la parte aérea.
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Cuadro 4 Peso de biomasa secay fresca de la parte aérea y subterranea (g)
de plantas de jitomate sometidas a tratamientos de T. viridae encapsulados a
los 41 dias después de lainoculacion con hongos fitopatégenos de la

rizésfera.
Tratamient Peso Humedo (aérea) Peso Humedo (raiz) Peso seco (aérea) Peso Seco (raiz)
° (g) (g) (g) (g)

TA 9.6 bc 7.6 ab 1.9 bc 2.7 ab
TR 9.16 bc 424 b 1.68 ¢ 1.4 bc
TCc 10.1 bc 5 bc 1.78 bc 1.38 bc
TBc 12.5a 8.26 a 2.42a 292a
TPhy 13.68 a 4.24 b 2.46 a 1.42 bc
TFu 842c 496 b 1.68c 1.44 bc
Bc vs Fu 10.36 b 3.84b 2.18 ab 1.9 abc
Bc vs Phy 10.222 bc 3.46b 1.98 bc 13¢c
Ccvs Fu 10.08 bc 4.1b 1.9 bc 1.6 abc
Cc vs Phy 9.58 bc 4.34b 1.66c 1.66 abc

TA: Testigo absoluto, TR: Testigo con raspadura, TCc: Testigo con capsulas en combinacion de polimeros,
TBc: Testigo con capsulas en bicapa, TPhy: Testigo inoculado con Phytophthora capsici, TFu: Testigo
inoculado con Fusarium oxysporum f. e. capsici. Medias por columnas con las mismas letras no son
estadisticamente diferentes LSD (a = 0.05).

En el caso del peso seco en la parte aérea se puede observar un comportamiento
similar al presentado en el analisis con el peso en fresco; como se puede observar
el valor mas alto se obtuvo con las plantas inoculadas con las cipsulas en bicapa,
y es en este caso que el valor mas bajo obtenido es el tratamiento de las capsulas

en combinacion de polimeros contra Phytophthora capsici.

En el caso del peso seco de la raiz el tratamiento que expres6 mayor biomasa fue
el tratamiento con las cdpsulas en bicapa y el que tuvo la menor biomasa fue el
tratamiento en confrontacion de capsulas en combinacion de polimeros contra

Phytophthora capsici.

3.5 Conclusiones y recomendaciones

En el caso del experimento de la confrontacion in vitro; entre los controles (Tri —
Tri, Cc — Cc y Bc — Bc) el crecimiento es uniforme, es decir, crecen a la velocidad
con minimas diferencias porcentuales (1%), la velocidad de crecimiento de micelio

no se ve afectada por ninguno de los tratamientos, aunque existe un aumento de
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crecimiento en Bc lo cual puede deberse a las proteinas disueltas en el liquido de

soporte, lo cual puede fungir con alimento disponible (grenetina).

El tratamiento que mostro mejor desempefio contra Fusarium oxysporum f.e.
capsici fueron las capsulas en combinacién de polimeros (Cc), el cual mostro un
crecimiento de micelio de Trichoderma de hasta 10% superior con respecto a
Trichoderma sin encapsular y Trichiderma encapsulado en bicapa (Bc); este ultimo
es el peor tratamiento puesto que el crecimiento es el menor de los tres
tratamiento representando una ventaja de desarrollo para el fitopatégeno. El
crecimiento de Fusarium es parecido en los tres experimentos lo cual refleja que el
crecimiento solo se ve afectado por el efecto de los tratamientos y no las posibles

variables externas.

Entre los tres tratamientos que se enfrentaron a Phytophthora capsici, el que
presentd mejores resultados fueron las capsulas en combinacién de polimeros
(CC) con una diferencia de crecimiento que va del 2 al 8% con respecto a los otros
dos tratamientos (Trichoderma sin encapsular (Tri) y capsulas en bicapa (Cb)), sin
embargo el que mostré un menor tamafio en el crecimiento de micelio contra
Phytophthora fue en Tri, esto puede deberse al mecanismo de compuestos
fungicidas volatiles, los cuales han demostrado influir en el crecimiento de los
antagonistas de Trichoderma; este caso es parecido a Bc, a pesar de que registrd
el menor porcentaje de avance de crecimiento con respecto a los otros dos

tratamientos.

Respecto a la capacidad de los tratamientos de promover el crecimiento tanto en
la parte aérea como en la parte subterranea, las capsulas en bicapa demostraron
tener mejores resultados; el crecimiento de tallo alcanzo los mejores resultados al
solo aplicar las capsulas, sin intervencion de algun fitopatdégeno. Los resultados
fueron similares en el crecimiento de raiz, donde los mejores resultados se
alcanzaron con las capsulas en bicapa sin la participacion de alguno de los

fitopatdégenos de interés.
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En cuanto los enfrentamientos, el resultado mas favorable en cuanto a la
promocion de crecimiento de tallo se obtuvo al confrontar a las capsulas en bicapa
contra Fusarium oxyspotum f. e. capsici, mientras que en el caso de promocion de
crecimiento de raiz el mejor resultado se obtuvo en el experimento de
confrontacion de las capsulas en bicapa contra Phytophthora capsici; de este
modo se puede decir que son las cépsulas en bicapa, por su estructura y
presentacion, las mas recomendables como un estimulante de crecimiento en

plantas de jitomate en condiciones de invernadero.

Se recomienda profundizar en este experimento con otros fitopatdgenos y/o

cultivos para saber si este comportamiento es generalizado o existen limitantes.

Respecto a la evaluacion de severidad los tratamientos que tuvieron mejores
resultados fueron las capsulas en bicapa enfrentadas contra Phytophthora capsici
y las cépsulas en combinacién de polimeros enfrentadas contra Fusarium
oxyspotum f. e. capsici, mientras que para incidencia los mejores tratamientos que
no mostraron diferencia estadistica fueron las capsulas en bicapa enfrentadas con
Phytophthora capsici y Fusarium oxyspotum f. e. capsici, enfrentamiento por
separado, y las capsulas en combinacion de polimeros confrontadas con Fusarium

oxyspotum f. e. capsici.

Es recomendable realizar estudios de severidad e incidencia en etapas tempranas
de la planta con el fin de evaluar el efecto de las capsulas contra los fitopatdgenos

en esta etapa y cual es su efecto y conveniencia para los productores.

Respecto a la produccién de biomasa de la parte aérea en fresco, el mejor
resultado se obtuvo con las cdpsulas en bicapa sin interferencia de alguno de los
fitopatdgenos de interés; respecto a los tratamientos de confrontacion, los cuatro
no tuvieron diferencia significativa, sin embargo, numéricamente los mejores
resultados se obtuvieron con las capsulas en bicapa enfrentadas con ambos
fitopatdogenos de interés (Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum f.e. capsici).
Resultados similares se obtuvieron en la evaluacion del peso fresco de la parte
subterranea, donde el mejor resultado se obtuvo con las cépsulas en bicapa,

mientras que los tratamientos de confrontacion no resultaron diferentes
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estadisticamente, aunque numeéricamente los que arrojaron los valores mas altos
fueron las capsulas en combinacion de polimeros confrontadas con ambos

fitopatdgenos de interés (Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum f.e. capsici).

La evaluacién del peso seco de la parte aérea, fue congruente con la evaluacion
en peso fresco, donde las capsulas en bicapa obtuvieron valores altos de biomasa
en seco, mientras que los tratamientos de confrontacion no resultaron ser
estadisticamente entre ellos a excepcion del tratamiento de capsulas en
combinacion de polimeros contra Phytophthora capsici, el cual generé el valor mas
bajo, estadistica y numéricamente. Resultados similares se obtuvieron al evaluar
el peso de la biomasa seca de la parte subterrdnea (raiz), donde el mejor
resultado se obtuvo con la inoculacion de las capsulas en bicapa, Unicamente,
mientras que el resto de los tratamientos resultaron ser estadisticamente iguales,
a excepcion del tratamiento de capsulas en bicapa contra Phytophthora capsici, el

cual expreso la menor cantidad de biomasa seca de raiz.

Es recomendable profundizar en los estudios de antagonismo en los encapsulados
para ajustar velocidades de liberacion y si la capacidad de liberacion constante es
lo mas apropiado en campo, ademas de profundizar en la posibilidad de convertir
al polimero como un agente que contribuya al control de microorganismos sin
afectar al organismo encapsulado, ya que algunos polimeros, como el quitosano,

han mostrado caracteristicas biosidas con ciertos microorganismos.
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