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PROLOGO
El presente estudio se realizo con la finalidad de determinar los agentes causales de la
marchitez del chile (Capsicum pubescens R & P), conocer la patogenicidad de los
hongos aislados de la marchitez del chile manzano (C. pubescens R & P), evaluar la
eficiencia de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis a dosis diferentes como agentes
biocontroladores de enfermedades de la raiz del chile manzano (C. pubescens R & P,
determinar el efecto de la forma de aplicacion de los agentes de biocontrol y conocer el
comportamiento de los hongos formadores de micorrizas en el manejo de patogenos de
la raiz del chile. La presente tesis esta integrada por tres capitulos, uno de los cuales es
el articulo cientifico que corresponde al capitulo 2. Este articulo y el capitulo 3 fueron
escritos de acuerdo a las normas editoriales de la Revista Mexicana de Fitopatologia.
Por el estilo de escritura de la tesis en articulos o capitulos fue necesario repetir cierta
informacion en algunos capitulos. La introduccion general y la revision de literatura se
presentan en el capitulo 1. El capitulo 2 trata sobre la determinacién y patogenicidad de
los agentes causales de la marchitez del chile manzano (Capsicum pubescens R & P).,
en donde se obtuvieron los resultados siguientes: dentro de los patdégenos que
intervienen en la
marchitez del chile se encontraron a Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani y
Fusarium oxysporum. Los tres hongos fueron patogénicos y causaron marchitez en la
planta, R. sofani causo estrangulamiento del cuello de la planta y en la fase de
transplante fue el que causo la intensidad mayor de la enfermedad. P, capsici fue el
mas agresivo causando marchitez, necrosis de cuello, y desprendimiento de Ia
epidermis de la raiz. El capitulo 3 aborda sobre el manejo biolégico de los agentes
causales de pudricién de raiz, cuello y marchitez del chile manzano (C. pubescens), con
los resultados siguientes: La aplicacién de Endo-Rhyza® (D2) en la dosis mas alta, al
momento de la siembra, protegio (80%) a las plantas de chile manzano (C. pubescens)
de la infeccion contra Phytophthora capsici y 73% de la infeccion causada por la mezcla
de hongos (coctel); el producto biolégico T-22® (Trichoderma harzianum) protegié 89%
a las plantas de chile (C. pubescens), contra la infeccién ocasionada por Rhizoctonia
solani; el producto biolégico Bio-Raiz® protegié 100% a las plantas de chile manzano

(C. pubescens) de la infeccion ocasionada contra Fusarium oxysporum.
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QETERMINACION, PATOGENICIDAD Y BIOCONTROL DE LA PUDRICION DE
RAIZ, CUELLO Y MARCHITEZ DEL CHILE MANZANO (Capsicum pubsens R & P).

DETERMINATION, PATHOGENICITY AND BIOCONTROL OF THE ROOT ROT,
NECK ROT AND “CHILE MANZANO?” (Capsicum pubescens R & P) WILTING.

Valentina Rangel-Jiménez'

RESUMEN GENERAL

La presente investigacidSn tuvo como
objetivos: Daterminar los agentes causales de la
pudricion de ralz, cusello y marchitez del chile
manzano (Capsicum pubescens R & PY; conocer
la patogenicidad de los hongos aislados de la
pudricion de ralz, cuello y marchitez de C.
pubescens; evaluar la eficiencia de Trichoderma
harzianutn, Bacillus sublifis y hongos formadores
de micorrizas a dosis diferentes como agentes
biocontroladores de enfermedades de la raiz y
cuello de C. pubescens. Los agentes causales de
de la pudricion de raiz, cuello y marchitez de C.
pubescens fueron Rhizoctonia sofani,
Phylophthora capsici y Fusarium oxysporum.La
mezcla de hongos fue mas patogénico (80%) en
comparacion con [a patogenicidad inducida en
forma individual de cada hongo, T-22® protegié en
un 87% a las plantas de chile, contra R. solany:
Bic-Ralz®  protegidé en un 100% ocontra F.
oxysporunt, Endo-Rhyza® (D2) aplicada al
momento de la siembra, protegid en un 73% de la
infeccion causada por la mezcla de hongos y en
80% contra P. capsici, ademads indujo la altura,
pesc seco y numero de fleres mayor,

Palabras clave: marchitez, Incidencia, manejo

bioldgico, enfermedades de a ralz, eficacia.

;Tesista
Director de tesis

Marcelo Acosta -Ramos?

GENERAL SUMMARY

The present research had the following objectives:
to determine the causal agents of rcot rot, neck rot
and "chile manzane” {Capsicum pubescens R &
P.) wilting; to find out the pathogenicity of fungi
isolated from root rot, neck rot and C. pubescens
wilting; to evaluate the eficent of Trichoderma
harzianum, Bacillus sublilis and the fungi that
produce mycorrhizaes at different doses as
bioconirol agents for root and stem base diseases
and for C. pubescens wilting. The causal agents of
root rot, neck rot and C. pubescens willing were
Rhizoctonia solani, Phyfophthora capsici and
Fusarim oxysporum; The mixture of these three
above fungi was the most pathogenic, kiling 80%
of the plants, in comparison to the pathogenic
induced by each individual causal agent. T-22®
profected 89% of the plants against R. solani; Bio-
Ralz® protected 100% of the plants against F.
oxysporum, Endo-Rhyza® (D2) applied at the
moment of sowing protected 73% of the plants
from the infection produced by the fungi mix and
protected 80% of the plants against 7. capsici |,
besides increasing height, dry weight, and number
of the flowers.

Key words: Incidence, biological management,
root diseases, efficient, P. capcisi,

! Thesis writer
2 Director thesis



CAPITULO 1

DETERMINACION, PATOGENICIDAD Y BIOCONTROL DE LOS AGENTES CAUSALES
DE LA PUDRICION DE RAiZ, CUELLO Y MARCHITEZ DEL CHILE MANZANO (Capsicum
pubescens R & P).

1. INTRODUCCION GENERAL

El chile (Capsicum pubescens R & P), es uno de los componentes de la dieta méxicana,
considerado como un alimento culturalmente importante en México. La gran diversidad de
climas que existen en México, unido a la variacion en tipos de chile, permiten que se
pueda producir todo el afio (Diaz 1957). En México el 80% del area sembrada es
explotada bajo riego y el 20% es de temporal y de humedad residual. Mexico le dedica un
area mayor a esta hortaliza que al tomate rojo 76 000 y 47 000 ha. respectivamente,
(SAGARPA, 2001). Ademas, es el pais con la superficie y producciéon mayor en el mundo,
ya que es favorecido por la mayor variedad genética de Capsicum que posee. Dentro de
la gran variedad y tipos de chile, esta el chile manzano (Capsicum pubescens R & P.) uno
de los mas picosos, ocupando el segundo lugar después del habanero. En México se
cultiva en huertos familiares y superficies menores a 5 ha, ubicados en regiones de clima
templado con altitudes de 1700 a 2400 msnm (Diaz 1957).

Entre las enfermedades mas importantes del cultivo de chile se encuentran las causadas
por patégenos de la raiz que inducen “la marchitez o tristeza del chile” causada por
Phytophthora capsici Leonian, la cual afecta de forma grave a los cultivos de chile, debido
a que causa enfermedad en plantulas (Redondo 1983). Siendo las épocas mas
sensibles, el transplante y la fructificacion. Otros hongos asociados a la marchitez son:
Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum, debido a la similitud en los dafios, por lo cual
no esta bien definida su distribucidn (SAGARPA, 2002). El control quimico hasta la fecha

es el método mas utilizado para el combate de estas enfermedades (De la Garza, 1996).



La problematica de la utilizacion inadecuada de los fungicidas y fumigantes, es que
geheran resistencia en los hongos, contaminacion ambiental y toxicidad, lo cual ha
motivado la busqueda de otros métodos efectivos y no perjudiciales para combatir ios
patégenos de plantas. La mayoria de los fungicidas utilizados a principios de los anos
setentas se caracterizaban porque su forma de accion era de contacto y por esta razon
Gnicamente se aplicaban en forma preventiva, (Pérez-Moreno et al, 2002).
Desafortunadamente, el mal uso y desconocimiento de estrategias integrales de manejo
trajeron consigo problemas de resistencia en diferentes partes del mundo, (M. Stefanova,
2002).

Por lo anterior y debido a que los fungicidas sistémicos pueden hacer que los patdgenos
generen resistencia, en la actualidad existen opciones diferentes de fungicidas biologicos
que han dado resuitados alternos. El uso de microorganismos antagénicos naturales o
manipulados genéticamente para inhibir la habilidad de los patogenos de la raiz que
causan enfermedades en las plantas, presentan ventajas econémicas y ecologicas

(inocuas) sobre muchos otros métodos de control.

Una respuesta positiva y concreta a la campafia mundial de limpieza del planeta es la
utilizacién de microorganismos antagénicos competitivos para la proteccion de los cultivos
de los patdgenos flingicos de las raices de las plantas, en particular especies del género
Trichoderma, al igual que algunas bacterias como Baciflus subtilis han merecido la
atencién maxima como agentes de biocontrol, teniendo asf otras opciones y con ello se

contribuye a aminorar el uso desmedido de productos sintéticos, (M. Stefanova, 2002).
En base a lo anterior, se realizd la presente investigacidn con los objetivos siguientes:

1. Determinar los agentes causales de la pudricion de raiz, cuello y marchitez del chile

manzano (Capsicum pubescens R & P).

2.- Conocer la patogenicidad de los hongos aislados de la pudricion de ralz, cuelio y
marchitez del chile manzano (C. pubescens R & P).



a3 -Evaluar la eficiencia de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis a dosis diferentes
como agentes biocontroladores de la pudricion de raiz, cuello y marchitez del chile

manzano (C. pubescens R & P).
4_-Determinar el efecto de la forma de aplicacion de Ios'agentes de biocontrol

5.- Conocer el comportamiento de los hongos formadores de micorrizas en el manejo de

patdgenos causantes de pudricion de raiz, cuello y marchitez del chile manzano.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia del cultivo de chile

El cultivo del chile se ha hecho universal, esta presente en casi todas las zonas
templadas y calidas del mundo (Nuez, 1996). Las investigaciones botanicas confirman el
origen y domesticacion del género Capsicum en el Nuevo Mundo, porque no existe
evidencia de su presencia en otros continentes antes del descubrimiento de América.
Segun los etimologos, tampoco hay referencias anteriores al siglo XVI en lenguas tan

antiguas como el Sanscrito, Griego y Chino (Long, 1986).

2.2 Importancia economica mundial

El continente con la extensién mayor dedicada al cultivo de chile fue Asia, ya que ocupé
mas de la mitad del total de ta superficie mundial en el 2002; los paises que destacan en
orden de importancia fueron; China, Turquia, Indonesia, Corea y Japon. El segundo Iugar
en superficie lo ocupé el continente Africano destacando Nigeria, Egipto, Argelia, Tunez y
Ghana, y en América: México y Estados Unidos. En Europa los paises principales
productores fueron la ex Yugoslavia, Espafia, Rumania, Bulgaria, Hungria e Italia (FAO
2003).

2.3 Importancia del chile en México

El chile es un cultivo tradicional y de importancia cultural en México ya que ha sido
utilizado como alimento desde la época prehispanica. Es un elemento muy importante en
la dieta del mexicano. Existen restos arqueologicos registrados de este cultivo en el Valle
de Tehuacan, Puebla, con fechas que datan del 5, 000 vy 7, 000 afios a.C., que lo
confirman como un ingrediente obligado de la comida mexicana desde hace miles de
afios (Long, 1986). México ocupd un lugar importante en la produccién mundial, ya que
solo fue superado por China en el 2002 (Galindo, A. J. 1962). En la Gltima década (1992-
2002), de acuerdo a los promedios de los datos proporcionados por fa FAO (2003), la
superficie dedicada al cultivo de chile en México se incremento en 82% y la produccion en

137%. México fue uno de los principales abastecedores de chile a los mercados de



Estados Unidos, en la Gltima década. Estados unidos compré el 99.8% del volumen total
de las exportaciones, principalmente en los meses de noviembre cuando las condiciones

climaticas limitan la produccion del cultivo en este pais (FAO, 2003).

2.4 Origen y usos

El chile es originario de Sudamérica. Sus principales usos: el alimenticio, como
condimento desde tiempos muy remotos. A pesar de la introduccién de los condimentos
europeos, el chile se emplea de preferencia por la mayoria de los habitantes, incluyendo
la totalidad de la poblacién campesina. Ornamental: Utilizado en diferentes fipos de
adornos. Cultural: El chile se ha convertido junto con el maiz en el simbolo de México.
Industria: cosmética, ya que se utiliza en la elaboracion de shampoo y jabén (Zapata, et
al., 1992, Rico 1983).

2.5 Taxonomia

Capsicum deriva del griego: de Kapso (picar) y segln otros de kapsakes (capsula). El
género pertenece a la familia de las solanaceas y la clasificacion es la siguiente (Nuez,
1996):

Division: Spermatophyta
Linea: Angiospermae
Clase A: Dicotiledones
Rama 2: Malvales-tubiflorae
Orden XX!: Solanaceae (Personatae)
Familia: Solanaceae
Genero: Capsicum

Especie: C. pubescens



2.6 Botanica y Fisiologia

Es una planta con tendencia a ser anual pero también hay formas perennes. Tiene ramas
rectas y simples en forma estrella y flores lilas en las axilas de las hojas. Las flores son
sustituidas después por bayas (fruto) jugosas, estas son verdes al principio y después
cambian a rojas, amarillas o moradas y contienen muchas semillas aplanadas en forma

de rifidon, blancas y con sabor picoso, (Thompson ,1997).

Se conocen muchas variedades y formas, algunas dificiles de describir desde el punto de
vista botanico pero de un modo general se puede decir que se trata de plantas anuales o
semiherbaceas, de hojas alternas y flores pequefias blancas, verdosas o violaceas; el
fruto es una baya por lo comun alargada, cuya pulpa tiene un sabor mas o menos picante.
Hay también algunas que son subarbustos vivaces y los frutos son variados en su forma,

color y tamafio (Nuez-F. et al., 1996).

2.6.1 Analisis nutritivo

En el chile principalmente, se ha encontrado una sustancia llamada capsicina, que actila
como excitante de la piel de modo semejante a como lo hace la mostaza. Su analisis
revela que por cada 100 gramos de porcion comestible obtenemos las vitaminas; A (67.5
g), C (131 g) y E (0.89g), que son fuente importante de antioxidantes, (Zapata, et al., 1992;
Rico 1983).

2.7 Enfermedades

2.7.1 Phytophthora capsici. Leonina.

2.7:1.1 Antecedentes

El genero Phytophthora fue descrito por vez primera por Anton de Bary en 1876. Sin
embargo, la especie fue reportada en nuevo México, Estados Unidos., en 1922 por Leonian,
atacando cultivos de pimiento, En general, en México se calcula que el 40% de las plantas de

chile mueren por esta enfermedad aproximadamente (Romero, 1993).



2.7.1.2 Hospedantes

El Omyceto Phytophthora capsici es €l agente causal de la enfermedad mas universalmente
conocida del chile (Ortega, 1990). Esta enfermedad, afecta de forma grave a los cultivos de
chile, pudiendo causar enfermedad en plantulas e incluso, plantas adultas de ofras

solanaceas y cucurbitacea (Zamora, 1996).

Originalmente se pens6 que solo afectaba al chile, en la actualidad se sabe gue también
puede destruir campos enteros de zanahoria, tomate, berenjena, cucurbitaceas vy
dltimamente en cacao y ejote en un tiempo muy corto, debido a su gran velocidad de

crecimiento y abundante esporulacién (Romero, 1993). '

2.7.1.3 Sintomatologia y dafo

El hongo puede provocar dafios en cualquier parte de la planta y en cuaiquier estado de
desarrollo. La pudricion del cuello y fa subsiguiente marchitez brusca son los sintomas mas
caracteristicos. La primera manifestacion de la enfermedad es la flacidez en las hojas,
especialmente al medio dia cuando la evapotranspiracion alcanza su intensidad mayor,
aungue por las mafianas se logra recuperar la turgencia, sin embargo cuando la enfermedad

agudiza la marchitez es irreversible (Garcia, 1990).

El hongo P. capsici no tiene preferencia por algun tejido, por lo que es capaz de infectar
cualquier parte de la planta, sin importar la edad de la misma. En almacigos la enfermedad se
presenta en manchones y se extiende rapidamente; el sintoma que se observa es el
“Damping-off’ o secadera de las plantulas de almacigo. La infeccion primaria se inicia a nivel
del suelo, los tallos atacados presentan una mancha de color castarfio rojizo gue avanza
hacia arriba y llega a cubrir todo el contorno del tallo; la parte invadida pierde turgencia, cae o
queda erguida (Espinoza, 1999).

El dafio se presenta en preemergencia y postemergencia; en el primer caso la semilla solo
alcanza a germinar y la radicula se muestra de color café con muerte rapida, en el segundo
la planta presenta flacidez progresiva hasta marchitarse por completo, apreciandose asi en el

cuello un estrangulamiento café oscuro que luego ocasiona la muerte. El estrangulamiento



por lo general se presenta después de la floraciébn con una incidencia mayor que en
preemergencia; los puntos dafiados se colorean rapidamente y se arrugan sin gue la planta
cambie de coloracion. Puede provocar atizonamiento de hojas y una pudricion hundida de
frutos con un crecimiento blanco en el interior del fruto. El hongo penetra por el cuello de la
planta, provoca una pudricién dura y ocasiona la marchitez de la planta, la cual es causada
basicamente por una toxina que secreta el hongo y mata a las células por taponamiento de

los haces vasculares (Mendoza, 1990).

En frutos también se han sefialado ataques en postcosecha. El origen de estos ataques
suelen ser infecciones no percibidas en los frutos en el momento del empaque. El transporte
refrigerado usual de los frutos retrasa el desarrolio de la enfermedad, sin embargo, los
primeros sintomas sobre la superficie externa del pericarpic se manifestaron como manchas
pequefas, acuosas, que se agrandan con el tiempo. Sobre ellas se puede desarrollar un
moho algodonoso blanco. Este moho también se puede producir exclusivamente en la parte
interna del fruto (Nuez-F., ef al., 1996).

2.7.1.4 Morfologia
La especie Phyfophthora capsici pertenece a la familia Pythiaceae, al orden Pythiales y la
clase oomycetes (Kirk, et al., 2001).

Es un hongo heterotalico de micelio cenocitico, con abundantes ramificaciones lisas, e
hinchadas y de colonia finamente radiada; esporangiéforo simple o ramificado de forma
robusta y gruesa con un hinchamiento cercano a la base del esporangio, el cual es ovoide y
gUarda la relacion 1.7 de largo por ancho, de crecimiento indeterminado y simpodio simple,
papila conspicua, desviada, frecuentemente con dos papilas, clamidosporas ausentes o
raras; oogonio de esférico a subesferico, de paredes lisas; anteridios basales anfiginos de 2 a
21 micras de largo por 12 a 17 micras de ancho; oosporas generalmente apleréticas,
esféricas a subesféricas con pared gruesa lisa, de un diametro promedio de 31.5 micras,
esféricas a subesféricas con pared gruesa a lisa, de un diametro promedio de 31.5 micras
(Romero, 1983).



2.7.1.5 Ciclo de vida

Habita el suelo de forma natural, sobreviviendo sobre y dentro de la semilia, otra formula de
indculo primario son las oosporas que son capaces de sobrevivir en el invierno (Galindo,
1962). La infeccién se puede presentar en la etapa de plantulas pero el problema principal se

observa en la época de floracion (Mendoza, 1990).

Se ha encontrado que el micelio y los esporangios de P. capsici sobreviven por menos de
siete dias en suelo seco y 62 en suelo humedo; debido a que la mayoria de los oomycetos

son acuaticos y por lo tanto muy suscepﬁbles a la sequia (Ramirez, 1980).

2.7.1.6 Epidemiologia

P. capsici puede sobrevivir en el suelo por medio de clamidosporas o sobre restos vegetales.
Por ello, la practica cultural de enterrar' las plantulas enfermas no es recomendable. En
efecto, el hongo, vive saprofiticamente sobre los restos descompuestos, con riegos
sucesivos, produce esporangios Yy zoosporas que son distribuidas por el agua, las cuales
difunden la enfermedad (Nuez-F, et al., 1996).

Los factores bidticos que juegan un papel muy importante en el desarrollo epidémico de la
enfermedad son: el inoculo primario, temperatura, luz, humedad ambiental y lluvias
abundantes. Las condiciones favorables de temperatura se ubican entre 11 a 35° C con una
éptima para el maximo desarrolio del patogeno de 26 a 28° C. Dicho factor acompafado de
una humedad relativa alta en el suelo, se puede tener una infestacion alta del patégeno sobre
los cultivares de chile. El desarrollo rapido del hongo puede ser debido a la cantidad de -
inoculo existente, aunado a un ma! drenaje del suelo. Sin embargo, en algunas areas se ha
observado la pérdida total del cultivo cuando la temperatura nocturna es baja (14-18°C) y la

precipitacion alta (Mendoza, 1993).

2.7.1.7 Manejo de la enfermedad
La rotacion de cultivos ayuda a prevenir esta enfermedad evitando la siembra sucesiva de
hospedantes susceptibles de P. capsici como son: jitomate, calabaza y pepino, eliminando

cualquier planta que muestre marchitez, uso de semillas sanas, elaborando surcos altos,
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evitando asi que el agua de riego 0 liuvia nunca llegue a la base de las plantas, asi como,
procurando que el terreno donde se establezca el cultivo este nivelado y tenga buen drenaje
(Galindo, 1962; Garcia Morato, 1996).

El manejo quimico es eficiente para la prevencion de la enfermedad salvo en casos de
infestacion extrema del suelo. Los fungicidas que cominmente se han empleado con éxito
para el control de P. capsici son Ridomil Gold 4E (Metalaxil 48%), Tokat 240 (Metalaxil 25.3),
Aliette (Fosetil —Al} y Previcur N (Propamocarb clorhodratado) (Perez ~Moreno., 1990;
Gonzalez-Villalobos, 1997; Fernandez-Herrera et al 2005; Galvan- Lamas ef al., 2005).

2.7.2 Rhizoctonia solani

2.7.2.1 Antecedentes

En el genero Rhizoctonia, la especie R. solani es la mas importante y fue descrita en 1815
por De Candolle. En 1853 Kuhn describi6 a esta especie distribuida en todo el mundo, donde
la humedad v la temperatura son adecuadas ademas ataca a una gran variedad de plantas
silvestres y cultivadas. El concepto de la especie ha sido modificado en reiteradas
oportunidades a causa de |a gran variabilidad morfoldgica que presentan los hongos incluidos

en este grupo (Leon, 1978).

2.7.2 .2 Hospedantes

Rhizoctonia sofani Kuhn. Es un habitante del suelo con capacidad patogénica tan
extraordinaria que se encuenira en plantas de todo tipo, ataca un gran numero de especiés
tales como: malas hierbas, arboles forestales y casi cualquier cultivo agricola como: soya,
frijol, chile, chicharo, espinaca, camote, papa, tomate, zanahoria, apio, rabano, remolacha
azucarera, bulbo de tulipan, y nabo (Mendoza, 1993).
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2.7.2 .3 Sintomatologia y dafo

En condiciones favorables ataca las semillas antes de que germinen, en otros casos la
semilla es atacada después de germinar, también dafa plantas y tejidos suculentos. En
plantas grandes se ha encontrado causando marchitez con amarillamiento por la pudriciéon
del cuello y raiz (Mendoza, 1990).

El' hongo R. sofani se identifica por causar lesiones htimedas y hundidas de tamafio variable
y con una coloracion café canela a café rojizo, las areas oscuras o necrdticas son mas
evidentes cuando el tejido atacado es grande, si las condiciones son favorables, las
infecciones se extienden y adquieren un aspecto hundido y pueden llegar a cubrir la base del
tallo y destruir raices, como consecuencia se debilita la planta o causa un acentuado
amarillamiento. En plantas de mas de 15 cm. de altura ocasiona marchitez y en las raices se
observan areas necréticas (Agrios, 1999)..

2.7.2 .4 Morfologia

Este patégeno se incluye dentro del orden Mycelia sterilia debido a que durante muchos afios
se pensd que era incapaz de producir algin tipo de esporas va sea sexual o asexual.
Actuaimente se sabe que produce basidiosporas en su fase sexual, siendo esta especie un
Basidiomyceto, El estado imperfecto (micelio vy esclerocios), es usualmente citado como
Rhizoctonia solani. Kuhn. El nombre para el estado perfecto o basidial es Thanatephorus
cucumeris Frank Donk. Las esporas del hongo solo se forman durante condiciones

especiales de laboratorio y son extremadamente raras en la naturaleza (Agrios, 1999).

El hongo no presenta fructificaciones asexuales; los esclerocios son de color café a negro, de
forma variable y frecuentemente pequerios peroc no muy compactos y formados por
filamentos miceliales y ramas saliendo aproximadamente en angulo recto (Romero,1988),
ademas presenta constricciones muy marcadas en las septas y la ramificacion se origina

subterminalmente a la septa (Mendoza, 1990).
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2.7.2 .5 Ciclo de vida

R. solani es un habitante natural del suelo donde persiste como hifa o esclerocio. Su
diseminacion es por el agua, tejidos vegetales y el hombre, logra vivir hasta por 5 arios, al
germinar el crecimiento hifal penetra directamente al tejido, luego causa la muerte por
enzimas que ablandan el tejido que le servira como alimento (De la Garza, 1996).

Se ha encontrado que la capacidad de infeccion del hongo se ve afectada por diferentes
factores, entre los que destacan, la cantidad de inoculo presente en el suelo, temperatura, y

humedad principalmente (Hooker, 1981).

2.7.2 .6 Epidemiologia

Se favorece su desarrollo con un exceso de humedad en el suelo y una temperatura de 15 °
C, sin embargo para la germinacion del esclerocio es necesario una humedad alta y una
temperatura de 21 a 25 °C (Mendoza, 1990). También se ha visto la incidencia en areas
tropicales con suelo mai drenado, desconociéndose factores de resistencia vertical, pero si se
sabe que en plantas con mas de 2 o 3 hojas gue han sido afectadas, no presentaran

susceptibilidad posterior (Butler, 1955).

2.7.2 .7 Grupos de anastomosis.

Como consecuencia de la cantidad enorme de especies descritas a través del analisis de
caracteristicas miceliales, aspectos que por su variabilidad son poco confiables, comenzaron
a surgir estudios sustentados que muchos hongos identificados comoe R. solani
correspondieron a ofros hongos, cuya morfologia hifal guarda estrecha similitud con la que
posee |la especie referida (Nuez 19986),

Las hifas de Rhizoctonia son capaces de presentar anastomosis (fusion hifal), y los
aislamientos han sido clasificados de acuerdo a la compatibilidad entre ellos en grupos de
anastomosis denominados AGs (Hooker, 1981).
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2.7.3 Fusarium oxysporum (Atkinson)

2.7.3.1 Antecedentes.
El genero Fusarium es uno de los mas importantes econémicamente, ya incluye muchas
especies patogénicas, las cuales causan enfermedades en un gran rango de plantas. Hay

especies las cuales producen toxinas que afectan el desarrollo de las plantas (Nelson., 1981).

Fusarium oxysporum es una de las especies mas variables dentro del género, estas incluyen
poblaciones las cuales causan marchitamiento vascular, afectando a la raiz, la corona,
tubérculos, cormos y bulbos (Beckman 1987). Sin duda alguna esta especie de Fusarium sp.
es la mas ampliamente distribuida y perjudicial en la agricultura, se sabe que F. oxysporum f.
sp. vasinfectum Snyder es la forma especial que mas ataca al cultivo de chile. Este se
observo primero observado en Nuevo México durante 1918, después se encontro en América

del-Sury Europa (Romero, 1988).

2.7.3.2 Hospedantes.
Tiene un gran nimero de hospedantes entre los que se encuentra: jitomate, papa, frijol,
chicharo, cebolla, col, rabano, pepino, chile, melon, sandia, platano, café, tabaco, gladiolo,

algodén y lino (Romero, 1988).

2.7.3.3 Sintomatologia

Es comin un ataque en el tejido vascular, pero sin embargo, no ocasiona perdidas
considerables al menos que la temperatura del suelo y aire aumenten durante gran parte de
la estacién (Agrios, 1991).En cuanto a los sintomas es comdn una caida de hojas inferiores,
asi mismo en los tejidos internos de la raiz y el tallo se observa una coloracion pardo oscura
que corresponde a las lesiones externas que estrangularan al tallo gradualmente (Reche,
1991).También se reporta un doblado de las hojas inferiores debido a una pudricion himeda
de la raiz, la cual termina con un desprendimiento de la epidermis y una excrecién de goma.

También se ha visto una clorosis intervenal y muerte en plantulas (Cepeda, 1984).
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2.7.3.4 Morfologia.

El patdgeno F. oxysporum produce micelio entre rosado y blanco a manudo con matiz
purpireo o violeta. Presenta una gran cantidad de microconidios pequefios e hialinos
producidos en conidiéforos pequefios, presentan forma oval-elipsoide, erectas o curvadas;
clamidosporas terminales o intercalares con medidas de 6 a 11 micras de diametro, tiene
pared engrosada que puede ser lisa o rugosa, son abundantes y se generan de forma radial
o intercalar, normalmente son solitarias pero en ocasiones se forman en pares o en cadenas;
macroconidios finos con pared delgada, céiulas apicales terminadas en curva, con longitud
méxima de 18 a 56 micras por 2.7 a 6 micras de ancho y producidos en conidiéforos

alargados dentro de un esporodoquio, (Romero, 1993).

2.7.3.5 Ciclo de vida

El ciclo vida de este hongo comienza cuando las raices de plantulas sensibles se ponen en
contacto con hifas desarrolladas a partir de clamidosporas. Ahi el hongo penetra por
aberturas naturales, heridas de laboreo o por via directa en tejidos tiernos, una vez dentro
invade las células y empieza a causar marchitez, luego crece hacia la regién del xilema,
después se desamolldé en las tragueideas de los vasos, posteriormente invade el
parénquima, donde segrega enzimas pectoliticas que destruyen el xilema parcialmente,
vasos lefiosos y traqueidas. Por ultimo produce conidios y los libera para continuar

nuevamente el ciclo (Agrios, 1991).

2.7.3.6 Epidemiologia
E| inicic de la enfermedad se ve favorecido con elevadas humedades relativas vy
temperaturas altas del suelo, mismas que son necesarias para la germinacion de los conidios

y el crecimiento del micelio subsiguiente (Mendoza, 1999).

2.7.3.7 Manejo de la enfermedad

Por lo que recomienda el uso de las estrategias siguientes: Utilizaciéon de plantulas y
sustratos sanos, no realizar los transplantes profundos, buen control del riego, evitando
encharcamientos v retirando los goteros de las plantas, evitar regar con agua portadora de la
enfermedad y en su caso, tratarla con productos adecuados, limpieza de embalses y canales
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de riego, una medida buena es cubrirlos y utilizar conducciones cerradas para evitar que
entre suciedad en ellos, en parcelas infectadas conviene llevar a cabo desinfecciones para el

cultivo siguiente, siendo una opcion buena la solarizacion, (Stefanova, 1995).

2.8 Biocontroladores

En lo se que refiere a Biocontroladores, su desarrolio comercial ha recibido un incremento
muy significativo en los ultimos 5 afios, en primer lugar por que se han logrado grandes
avances en el aislamiento y caracterizacién de cepas nuevas de microorganismos que
poseen propiedades fungicidas. El proceso fue inicialmente lento por las propiedades
inherentes de las cepas naturales, las cuales requerian del hospedante para poder
propagarse. Con el desarrollo de herramientas nuevas en la industria de la biologia molecular
y mas especificamente en el area de tecnologias de fermentacion, este obstaculo se ha
salvado logrando una relacién mejor costo beneficio para las empresas que se dedican al

desarrollo de estos productos (Stefanova, 2002).

Los biofungicidas se han clasificado de manera comercial en tres categorias: 1) Aquellos
qgue controlan enfermedades de la raiz, 2) los que controlan enfermedades del foliaje y 3)

aquellos que se utilizan en los tratamientos poscosecha y almacén (Hofstein, 1998).

Todos estos tipos de biofungicidas han sido extensamente documentados desde hace varias
décadas, sin embargo pocos de ellos se han logrado registrar y de estos s6lo unos cuantos
se han colocado en el mercado con éxito (Hofstein, 1998). Entre ellos podemos mencionar a:
Burkholderia cepacia (Deny™, CCT, Carlsbad, CA), Agrobacterium radiobacter (Nogall™, Bio
Care Technology), Bacillus subtilis (Kodiak HB™ vy Epic™, Gustafon) y Streptomyces
griseoviridis (Mycostop™ , Kemira OY) (Hebbar, 1998).

Como antecedentes del desarrollo de los biofungicidas tenemos que Frear en 1955, hace
alusion en su libro "Chemystry of the pesticides”, de las propiedades fungistaticas de la
viridina, una sustancia producida por Trichoderma viridae. Otro antibiético producido por T.
viridae es la gliotoxina al cual se le encontrd caracteristicas fungicidas, asf también podemos

mencionhar a la antymicina, clavicina y la estreptomicina.
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2.8.1 Bacillus subtilis

Chazaro (1956), realizd uno de los primeros estudios en Mexico sobre las amilasas
producidas por una cepa de Bacillus aislada de pulgque (bebida obtenida del maguey),
reclasificando a la bacteria como Bacillus subtilis, y mencionando la importancia gque esta

bacteria podrian tener en la industria de la fermentacion.

Aun no se ha demostrado que alguna bacteria ataque y parasite directamente a hongos, pero
en el caso de Bacillus subtilis, al parecer es antagonica a ciertos hongos fitopatdégenos que
habitan en el suelo, a los cuales destruye mediante secreciones enzimaticas o toxicas
(Agrios, 1991).

2.8.1.1 Caracteristicas

Bacillus subtilis es una bacteria movil, gram positiva, formadora de esporas, en forma de
baston, que se encuentra comunmente en el suelo (Olsen, 1967). En el nicleo de las
endoesporas se sintetiza acido dipicolinico y se incorporan iones de calcio, lo que le da la
capacidad de soportar elevadas temperaturas, desecacion, radiacion y la accion de acidos y
desinfectantes quimicos (Brock et al., 1987). Su tolerancia termal alta asegura su
supervivencia después de tratamientos al suelo con vapor por otro lado se ha encontrado que
estimula el crecimiento de plantulas de algunos cultivos ya que es, favorecida, por suelos
ricos en materia organica y con contenidos de nitrégeno altos, que la estimulan a producir
antibidticos poco solubles en agua, lo cual garantiza un control permanente en el suelo
(Olsen, 1967; Utkhede, 1983: Baker, 1983; Pusey, 1988).

El mecanismo de actividad de Bacillus subtilis consiste en la produccion de una sustancia
que inhibe la germinacién de esporas y el crecimiento de las hifas, también ataca los tubos
germinativos; los deforma (Baker, 1983). Otras substancias como las Bacitracinas son
formadas y estas bloquean la formacion de la pared celular. Entre otras propiedades destaca
la habilidad de degradar polisacaridos, &cidos nucleicos y lipidos por accién de enzimas
hidrofilicas extracelulares (Brock et al., 1987).

Muchas de las sustancias contra los hongos que produce B. subtilis son polipéptidos el cual
es inhibidor y contiene 95% de proteinas y 5% de carbohidratos (Baker, 1983).
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La mayoria de las evaluaciones que se han realizado con Bacillus subtilis han sido para
controlar hongos en el suelo, no obstante las pocas evaluaciones que se han hecho contra
enfermedades del follaje, han demostrado buenos resuitados (Muifio, 1994). Fucikovsky ef
al., (1989), encontraron que dos aislamientos de bacillus spp a nivel de laboratorio, son
antagonistas a hongos de importancia econémica tales como: Phytophthora capsici, P.
citricota, P.cinnamomi, Pythium sp, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, F.
culumorum, Verticillum dahlie, Rhizoctonia solani, Aspergillus niger, Sclerotium rolsfii y
Macrophomina phaseolina. Por su parfe Baker (1983), por su parte mencioné que un
aislamiento de B. subtilis APPL-1, fue el tratamiento mejor, ya que mostré la méas grande
reduccion (95 %) en el numero de pustulas cuando este se aplico a las plantas inoculadas

con Uromyces phaseoli var. Tipica, en frijol bajo invernadero.

Filipi et al. (1985), evaluaron la actividad de 160 cepas bacterianas, de Ias cuales la cepa
M51, correspondiente a Baciflus subtilis, ejercid control durante dos meses contra Fusarium

oxysporum f. sp. dianthi y F. roseum en clavel.

Pusey (1988) utilizé B. subtilis como tratamiento contra la pudricién morena del durazno
Monilfia fruticola, en lineas de empaque y empaques caseros, observando resultados buenos.
Aguilar (1992), evaliio una cepa de Bacillus subtilis para el control Botrytis cinerea,
Colletotrichum sp y Ramularia tulasnei Sacc., en fresa y concluyd que esta tuvo una eficacia
similar con el testigo comercial (iprodiona) el cual mostré un control bueno (76%) de estos

patégenos.

Badel y Kelemu (1994) mencionaron que la presencia de Baciflus subtilis en medios de
cultivo redujeron de manera significante del crecimiento micelial, la germinacién y produccién
de conidios de Collefotrichum gloeosporioides, asi como una preparacién (filtrados) de
antibidticos producidos por esta bacterié mostré efectos fungicidas en contra de
Thanatephorus cucumeris, Rhizoctonia solani, Colletotrichum lindemathianum, Phytophthora

parasitica y Pyricularia oryzae. El efecto inhibitorio de estos filtrados de medios de cultivos
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fue comparado con un tratamiento con Benomyl, y se observé mejores resultados con B.
subtifis (70%).

Robles (1997), encontré que el tratamiento de captan 400 + Kodiak (una cepa de Bacillus
subtilis) fue el mejor para la germinacién de plantas, sin embargo no encontré diferencias
marcadas con el testigo en el control de Fusarium spp., por lo que argumentt que

posiblemente la bacteria no se pudo establecer normaimente.

Tejeda et al., (1998), mencionaron que debido a la produccién de antibiéticos, la bacteria
Bacillus subtilis, se ha utilizado para el control de muchos patogenos del la raiz. como
Phytophthora sp y F. oxysporum. B. subfilis se ha encontrado que tiene efecto antagénico
contra Rhizoctonia solani por lisis del micelio, y que el grado de proteccién varia con el suelo

y grupos de hongo presentes (Olsen y Baker, 1998).

PHC® Healthy Star 12-16-12 es un biofertilizante soluble en agua, esta formulado para
mejorar la salud nutricional, vigor, color, de las plantas, vegetales y frutas. Contiene una
calidad alta de combinacion de elementos  solubles con extractos de levaduras,
maltodextrina, biofertilizantes organicos y bacterias fijadoras de nitrégeno y ademas
antagdnicas a algunos hongos patégenos del suelo como son: Colletotrichum sp,
Phytophthora sp y F. oxysporum. PHC® Healthy Star 12-16-12 contiene Bacillus subtilis
(1.65x10ufc/Kg), B. Lincheformis (1.85x10ufc/Kg), B. megaterium (1.65x10ufc/Kg), B.
polymyxa (1.85x10ufc/Kg), B. thuringiensis (1.65x10ufc/Kg), y Paenibacillus azotofixans
(1.65x10ufc/Kg), solubizadoras de fésforo y promotores de crecimiento derivadas de
Citokininas del extracto de algas marinas. Ademas contiene aminodcidos y vitaminas,
derivadas de ingredientes como las algas, levaduras y azucares. Su método de aplicacion es
disolver 0.5 Kg en 100 litros de agua de PHC® Healthy Star 12-16-12 y se drena la zona de

la raiz de la planta. Para mejores resultados se recomienda aplicar 2 veces al mes.
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2.8.2 Trichoderma harzianum

En el caso de hongos, especies de Thichoderma son antagonistas muy conocidos,
particularmente en el suelo, ademas de ser un organismo que se caracteriza por su rapido
crecimiento, involucra competencia, antibiosis, asi como interacciones hiperparasitas, lo cual
hace a este genero atractivo para su uso como agente de bidcontrol (Blakeman, 1982; Bisset,
1984).

El genero Trichoderma incluye un conjunto de especies con variadas caracteristicas
bioquimicas y moleculares. Hasta la fecha se han descrito varias especies (T.
longibrachiatum, T. harziarum, T. anhamatum, T. atroviridae y T. aspereflum) que poseenn
actividad antifungica sobre un amplio espectro de fitopatogenos. La actividad antagonica de
Trichoderma se lleva a cabo, entre otros factores, gracias a las enzimas liticas que excretan
al medio. Las enzimas liticas #-1,6 glucanasa, 8-1,4 glucanasa, 8-1,3 glucanasa, quitinasa y
proteasa expresadas por Trichodermas son inducibles, tienen una gran impottancia en el

sustrato presente en el medio de induccion en el que'son producidas (Castillejo et al., 200}.

Trichoderma harzianum es un agente biologico controlador de fitopatégenos que se formula
como polvo humectable, se usa ampliamente contra hongos tales como Bofrytis cinerea,
Colletotrichum spp., Plasmopara cubensis, Pseudoperonospora sp, Monilia sp, entre otros
(Araya, 2000). No es tdoxico para animales, ni humanos, no contamina el agua, ni es toxico a
peces, se puede aplicar a las semillas (Barrén, 2002).

El hongo T. harzianum es también un habitante del suelo tiende a poblar las raices, por tanto
compite con fitopatébgenos por exudados y espacio, por Jo cual reduce las posibilidades de
desarrollo del patégeno, es decir entra en contacto con el suelo y sus hifas comienzan a
orecer formando ramificaciones que se dirigen hasta el micelio del hongo perjudicial
(Stefanova, 2002).

Harman (1996), afirmé que los fungicidas a base de este hongo aplicados en conjunto con
otros fungicidas quimicos tiene una relacion favorable pues los sintéticos ofrecen proteccion a

corto plazo, mientras que T. harzianum funciona a largo plazo y este mismo autor hace
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énfasis en que T. harzianum se mezcla en tanque con iprodiona, el primero actlia como un

excelente sinergista para controlar a Botrytis cinerea en uva.

El genero Trichoderma en general, es considerado como uno de los agentes de biocontrol
mas promisorios debido a sus propiedades antagonicas a los fitopatégenos y puede
localizarse en la rizésfera y asi proteger a las raices pero también se ha observado su
efectividad en enfermedades foliares en un rango amplio de cultivos, asi como en
pudriciones postcosecha de algunos frutos. Sin embargo, se sabe que en el foliaje no
controla muy bien debido quiza a que es un habitante natural del suelo y por ello se adapte
totalmente a sobrevivir en la parte aérea de las plantas. Aun con esto, el éxito del biocontrol
se ha incrementado marcadamente en los Ultimos afios para patogenos que infectan flores y
hojas, tal es el caso de Cofletotrichum gloosporoides, (Alabouvette, C. 1998).

A diferencia de los pesticidas, “Trichoderma” no deja residuos en la tierra y actla como un
habitante natural del suelo (respetando el sabor natural de cultivos comestibles).
“Trichoderma” subsiste en cualquier territorio, pero antes se tiene que adaptar. Se adapta

perfectamente en los suelos arcillosos y arenosos (Neyra, 1992).

En un ensayo de frijol, Tu, (1997) indico que Trichoderma viride, Gliocadiumn roseum y
Bacillus subtilis en comparacién con Benomylo para el control del moho blanco en frijol, en el

cuarto afio, la eficacia en el control de T. viride era eficaz y comparable con el de Benomylo.

Liu (1965) y Richard (1983), aislaron y evaluaron los microorganismos del suelo vy
encontraron a Trichoderma viridae como el mas abundante. Al tratar la semilla de remolacha
con esporas de este hongo, dio buena proteccién a plantulas contra ahogamiento

preemegente causada por Pythium sp.

PHC T-22® es un fungicida biolégico preventivo para el control de enfermedades de un gran
nimero de especies vegetales. El ingrediente activo es un microorganismo benéfico

Thichoderma harzianum Cepa T-22 (KRL-AG2). Al ser aplicado a las semillas u otro material
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de propagacion, asi como al suelo y al follaje, se desarrolla rapidamente, dando proteccion a
la raiz contra patégenos como Pythium, Rhizoctonia, Fusarium, Cylindrocladium vy
Thielaviopsis. Su modo de accion de PHC T-22® es inhibir el crecimiento de hongos
patégenos del suelo y el follaje mediante procesos de competencia natural formando una
coraza alrededor de la raiz de la planta y procesos de micoparasitismo necrotrofico de
hongos paréasitos. Su método de aplicacion es en aplicaciones al suelo se puede incorporar
al substrato o mezcla de siembra comercial antes de llenar los contenedores y efectuar la
siembra o transplante. Para activar el producto al sistema de riego. En una dosis de 0.6-0.9
Kg/m3, coloniza la raiz en un lapso de 24-72 horas formando un escudo protector contra el
ataque de hangos patégenos, en un periodo de 8 a 12 semanas. Se recomienda hacer dos o
tres aplicaciones adicionales a lo largo del ciclo del cultivo a intervalos de 60 a 45 dias,
reforzando su efecto. A la segunda y tercera dosis se recomienda reducir ia dosis al 50% de
la dosis inicial (PHC 2005).

2.8.3 Hongos formadores de micorrizas

Los hongos formadores de micorrizas son el grupo mas importante para la horticultura, dentro
de su grupo, existen alrededor de 150 especies pertenecientes a los géneros Glomus y
Sclerocystis (Glomaceae), Acaulospora y Enfrophosphora (Acaulosporaceae), Gagaspora y
Scutellospora (Gigasporaceae), clasificadas dentro del orden Glomales (clase zigomycetes)
son hongos biétroficos conocidos como Micorrizas Vesiculo  Arbuscular (MVA), que
establecen relaciones simbidticas obligadas con el sistema radical de la mayoria de las

plantas vasculares (Gianinnazi, 1991; Morton y Beny, 1990; Walter 1992).

Los hongos formadores de micorrizas se adicionan a la raiz produciendo una planta mas
sana, debido a que el micelio del hongo consume los exudados de las raices, compitiendo
con los patogenos no permitiéndoles obtener alimento. Cada punto de union con la raiz
Iibgra antibioticos y fungistaticos que recubren su superficie protegiéndola de hongos vy
baéterias; libera hormonas de crecimiento (IAA, [PA, [BA, NAA), favoreciendo el
enraizamiento de plantas e incrementando la superficie de accién de las raices. Los hongos
formadores de micorrizas producen mayor desarrollo de la raiz, parte aérea, resistencia a

condiciones de sequia y suelos pobres de nutrimentos pudiendo llegar a ser el hongo
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formador de micorriza fuente de elementos esenciales como N y P. También se ha observado
disminucion en la mortandad por transplante, aumento en el desarrollo una vez germinada la
semilla y un mayor éxito en campo ya que la planta se encontrard con mas vigor para

soportar el cambio entre el medio favorable del vivero al campo (Regés, 2000).

La colonizacion de las raices por hongos formadores de micorrizas arbusculares ha
demostrado proteger o reducir la extension de las enfermedades producidas por los

patégenos de la raiz, principalmente hongos y nematodos (Azcon y Barea, 1992).

Los hongos formadores de micorrizas se pueden aplicar diluidos en agua de riego al
momento de la siembra, cuando se prepara el sustrato, en el momento del repique de la
plantula, al momento de llevario a campo, y hasta un mes y medio antes de repicar si es a
raiz desnuda. Se puede emplear en condiciones muy variables, tanto de temperatura como
de pH y los agroquimicos y fungicidas de uso normal en la agricultura no afectan su
rendimientos {Regés, 2000).

El cultivo del chile a demostrado respuesta a la inoculacion con hongos formadores de
micorrizas. Bagyraj y Sreeramulu (1982) inocularon chile a la siembra en el almacigo, sin
tratar al suelo, seis semanas después lo transplantaron, observando que la inoculacion puede
sustituir el 50% de la fertilizacion fosfatada, midiendo como respuesta el peso seco de frutos
y contenido de &cido ascorbico entre otras variables ademas induce una proporcion mayor de

recursos hacia la fructificacion.

PHC® Endo-Rhyza Mini Plug, es un inoculante de hongos formadores de micorrizas, vesiculo
arbusculares (VAM) adecuado para una gran variedad de especies, desde forestales y
frutales hasta horticolas como cebolla, chile, tomate, berenjena, pepino sandia y melon. El
producto esta formulado para inocular substratos comerciales utilizados en sistemas de
propagacién masiva de plantas en contenedor de cavidades multiples (Charola o tubete) de
bajo volumen. Tiene beneficios como: Promover la formacion de raices alimenticias y la
asimilacién de agua e induce la tolerancia a la sequia, Incrementa la disponibilidad de

nutrientes minerales, aumenta la supetvivencia al transplantar y desatrollo en suelos pobres y
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acidos, altas temperaturas y en presencia de metales toxicos y bajos en materia organica e
Incrementa la resistencia a enfermedades de la raiz y nematodos. Su modo de accién se da
cuando al colonizar la rizosfera los hongos formadores de micorrizas penetran las raices
jovenes de la plantula, formando vesiculas y arbusculos en el interior de las células de la
endodermos, los cuales posteriormente dan lugar a un abundante sistema radical,
proporcionando a la plantula una mayor resistencia al estrés hidrico y nutricional asi como a
microorganismos patoégenos del suelo y nematodos, asi como aumento de la productividad y
rendimiento (PHC 2005).

Cada kg de PHC® Mini Plug contiene 635,000 esporas de cepas seleccionadas de cuatro
diferentes especies de hongos micorricicos (Entrophospora colombiana 158,750 esporas,
Glumus intraradices 158,750 esporas, G. etunicatum 158, 750 esporas, G. clarum 158,750
esporas y Formononetrina 1%), la formometrina es un bioestimulante natural de hongos
VAM. Todas las esporas estan libres de patbgenos y certificadas mediante el registro de su
codigo genético (ADN). El método de aplicacion de PHC® Mini Plug esta formulado para
inocular en los estadios tempranos del crecimiento de la pléntula, por lo que debe mezclarse
bien en e} substrato antes de colocar la semilla. La dosis recomendada para utilizarse en
sistema de produccién de transplantes (charola de 200 cavidades) de acuerdo al tipo de
cultivo en este caso chile es de 1.5g por cada charola. E! material inerte utilizado en su

formulacién es vermiculita, la cual facilita su aplicacién al substrato de siembra (PHC 2005).
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CAPITULO 2
DETERMINACION Y PATOGENICIDAD DE LOS AGENTES CAUSALES DE LA
PUDRICION DE RA[Z, CUELLO Y MARCHITEZ DEL CHILE MANZANO

(Capsicum pubescens R & P).

RESUNMEN
Se aislaron los hongos Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum Yy
Pythium aphanidermatum de plantas de chile manzano, con sintomas de pudricion de raiz,
cuello y marchitez. Se obtuvieron cultivos puros de cada uno de los hongos y se inocularon
en forma individual y en mezcla (coctel), en plantas de chile manzano con dos pares de
hojas verdaderas, en ires formas diferentes de inoculacién; al suelo, a la raiz y al cuello mas
un testigo sin inocular, bajo condiciones controladas en invernadero. Los objetivos fueron: 1)
Determinar el o los agentes causales de la marchitez del chile manzano. 2) Conocer la
sintomatologia y patogenicidad que inducen cada uno de los hongos aislados de plantas con
sintomas de marchitez en chile manzano. De los sintomas de pudricion de cuello, raiz y
marchitez se obtuvo a los hongos: Phyfophthora capsici, Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum y Pythium aphanidermafum en un 30, 40, 20 y 10 % respectivamente. Se
determind como agentes causales de la pudricion de raiz, cuello y marchitez del chile
manzano a R. solani, P. capsiciy F. oxysporum. R. solani indujo estrangulamiento, pudricién
corchosa vy rojiza a nivel del cuello, detuvo el crecimiento de las plantas, causo hojas
cloréticas y conforme avanzo el tiempo, se defoliaron. Phyfophthora capsici causd necrosis
de raiz, marchitez y muerte de plantas. F. oxysporum desarrollo clorosis (amarillamiento),
perdida de turgencia, pudricion de raices y detuvo el crecimiento de algunas plantas. La
mezcla de hongos (coctel), causo la incidencia mayor (80%) de plantas muertas o con
sintomas de marchitez en un tiempo menor en comparacién con la patogenicidad inducida en
forma individual de cada hongo. La inoculacién a la raiz y al suelo fueron las técnicas mejores
para la inoculacion de P. capsici, F. oxysporum y P. aphanidermafum con respecto a Ia
inoculacion al cuello. R. solani fue el que mas afecto la altura inoculado al suelo en grano de

trigo colonizado.
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DETERMINATION AND PATHOGENICITY OF THE CAUSAL AGENTSOF ROOT ROT, STEM
BASE ROT AND CHILE MANZANO (Capsicum pubescens R & P) WILTING.

ABSTRACT
The fungus R. solani, P. capsici, F. Oxysporum y P. aphanidermatum were isolated of “chile
manzano” plants with symptoms of root and stem base rot. Pure cultivations were obtained
each one of the fungus, and were inoculated each one in individual way and in mix of the
fungus in “chile manzano” plants with two left pares in three different forms of inoculation;
root, stem base and soil and one test under conditions controlled in greenhouse. The
objectives were: 1) to determinate the causal agents or agent of C. pubescens wilting. 2) to
find out the pathogenicity and know the sintomatology that producing each one of the fungus,
isolation of the plants with root rot, stem base rot and “chile manzano” wilting symptoms in
“chile manzano” plants. Of the symptoms in root rot, stem base rot and “chile manzano”
wilting were obtained the fungus: Phytophthora capsici, Rhizoclonia solani, Fusarium
oxysporumy Pythium aphanidermatum in a 30, 40, 20 y 10 % respectively. The causal agents
of root rot, stem base rot and C. pubescens wilting were Rhizoctonia solani, Phyfophthora
capsici and Fusarium oxysporum R. solani, P. capsici and F. oxysporum. R. solani induced
strangler, reddish and cork-like rotting in the stem base, and stop the growth in the plants,
manifested the yellow of foliage and in the next time the lefts coming loose. Phytophthora
capsici caused root’s necrosis, wilting and total death of the plants. Fusarium oxysporum
produced yellow of foliage, swelling lees, root rotting and stop the growth in some plants. The
fungal mixture {coctel), was the most pathogenic, killing the 80% of the plants with wilting
symptoms in less time in comparison to the pathogencity inducted by each individual causal
agent. The inoculation to the root and the soil were the best technique to the inoculation of P.
capsici, F. oxysporum y P. aphanidermatum in comparison with the stem base inoculation.
Moreover R. sofani had the highest effect against plant size when it was inoculated to the soil

with colonized wheat grain.
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1. INTRODUCCION
Los hongos que se encuentran en el suelo tienen gran importancia, ya que muchos son
fitopatdgenos que atacan a las plantas de interés econdmico a través de la raiz o a nivel del
cuello (Rodriguez, 2002). Deniro de los diversos problemas fitosanitarios, que atacan al
cultivo del chile en México se mencionan a hongos'que ocasionan marchitez en las plantas.
Las enfermedades fungosas que afectan a la raiz del chile son: pudricién de cuello,
ahogamiento o damping-off ocasionado por el hongo Rhizoctonia solani Kinh; marchitez del
chile inducida por Phytophthora capsici y la marchitez 6 pudricion seca causada por Fusarium
oxysporum f. sp. capsici, (Beckman, 1987). Recientemente, Black et al., (1993) sefalaron
que la marchitez del chile es causada por F. oxysporum y Phytophthora capsici, sin
embargo a pesar de que existen muchos reportes de la marchitez del chile, no se cuenta con
suficiente informaciéon que permita diferenciar la marchitez del chile causada por Fusarium,
con la causada por la asociacion de este con P. capsici (Black et al., 1993). Asi mismo Bauer
(1997), menciono que los hongos principales gue mas inciden en la manifestaciéon de la
marchitez del chile son Fusarium sp, Phyfophthora sp y Rhizoctonia sp. Aunado a lo anterior
Rhizoctonia solani ocasiona sintomas en €l cultivo de chile que a menudo son confundidos
por su similitud con los dafios causados por P. capsici, por lo que aun no esta bien definida
su distribucion sintomatologia e importancia en este cultivo (Mendoza, 1996). En base a lo
anterior seria de gran interés fitopatologico realizar investigaciones que permitan dilucidar si
la marchitez del chile manzano es causada por un sélo hongo, o por un complejo de hongos
patégenos, asi como establecer cual o cuales son los sintomas que inducen en forma
individual y en complejo (mezcla). Debido a lo anterior se realizd la presente investigacion

con los objetivos siguientes:

-Determinar el o los agentes causales de la marchitez del chile (Capsicum pubescens R & P).
- Conocer la sintomatologia y patogenicidad que inducen cada uno de los hongos aislados de

plantas con sintomas de la marchitez del chile manzano.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Asociacion constante de los hongos con los sintomas

2.1.1 Material vegetal

Se colectaron 10 plantas de chile manzano (C. pubescens) con sintomas de marchitez,
achaparramiento, amarillamiento, necrosis y pudricién en raiz y cuello, en Coatepec de
Harinas, Edo. de México, en el mes de mayo de 2004 en época de floracion y amarre de
frutos. Las plantas se colocaron en bholsas de polipapel y se trasladaron al Laboratorio de
Hongos Fitopatogenos del departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad

Autonoma de Chapingo, para llevar acabo el aislamiento de los hongos.

2.1.2 Aislamiento de hongos

Para el aislamiento de los hongos, las plantas se clasificaron por sintoma y parte infectada,
como pudricién de cuello y raiz, coloracién rojiza de raiz y desprendimiento de la corteza. De
cada uno de los sintomas, se tomaron 50 muestras (mitad de tejido enfermo y mitad sano),
estas muestras se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1.5 % durante dos minutos
después se enjuagaron en agua destilada esterilizada, se secaron con sanitas esterilizadas y
despues sembraron (cuatro muestras por caja) en cajas petri con medio de cuitivo papa-
dextrosa-agar (PDA) y finalmente se incubaron a 25°C en luz blanca por 72 horas. Después
se determind la frecuencia de aislamiento de cada hongo para cada sintoma, en base a la
forma y color de las colonias de hongos que crecieron en las muestras. Finalmente, se
lievaron a cabo reaislamientos de cada una de las colonias obtenidas (Acosta-Ramos, 2002),
y se identificaron en base a sus caracteristicas morfolégicas y por comparacién con claves

taxondmicas.

2.1.3 Purificacién de los hongos e incremento de inoculo
Cultivo monoconidial de Fusarium spp. Se utilizaron cultivos de ocho dias de edad que
llenaron las cajas petri, a las cuales posteriormente se les agregaron 10 mL de agua

destilada estéril con Tween 20 al 0.1% y con una aguja de diseccidn se removid la superficie
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del micelio de los hongos para desprender los conidios. La solucién resultante se vacid a un

tubo de ensayo (solucion madre) (Morales, 1996).

Posteriormente se adiciond 1 mL de la solucidn madre a un tubo de ensaye con 9 mL de
agua destilada estérilizada, el cual se mezclo vigorosamente y de esta ultima se tomo
nuevamente 1 ml., el cual se pasd a otro tubo con 9 mL de agua destilada estérilizada y asi
sucesivamente hasta obtener una concentraciéon baja (conidios dispersos). Enseguida tres
gotas de la suspension con conidios dispersos se sembraron y distribuyeron
homogéneamente con un triangulo de vidrio en cajas de petri con medio PDA, las cuales se
incubaron a 25 + 2°C durante 24 a 36 h. Posteriormente, los crecimientos miceliales (conidios
germinados) se separaron y transfirieron a cajas con PDA, de esta forma se obtuvieron los
cultivos monoconidiales (Morales, 1996). Cada aislamiento se incrementd masivamente en

cinco cajas con PDA.

Cultivo homocariotico de Pythium sp. y Phytophthora sp. Se reaislaron reaislamientos de
los hongos Fhytophthora y Pythium (obtenidos de los aislamientos iniciales) en cajas petri
con medio V8-agar, las cuales se expusieron por 5 dias en luz blanca a 25 + 2°C, una vez
que llenaron las cajas petri se procedid a realizar la toma de 10 discos con micelio y medio de
cultivo de 5 mm de diametro. Los discos se colocaron en cajas petri esterilizadas que
contenian dos hojas de chile aparentemente sanas (Quintero, 1968; Jiménez, 2000),
previamente desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2% por 4 min, y enjuagadas con agua
destilada esterilizada, a las cajas petri se les adicionaron 10 mL de agua destilada
esterilizada para cubrir la mitad del grosor de los discos. Las cajas con los discos se
incubaron a 25 4 2°C en luz blanca por 72 h.

El material se reviso diariamente en el microscopio estereoscopico y compuesto bajo los
objetivos 10X y 40X, para confirmar la presencia de esporangios y una vez confirmada
(aproximadamente dos a ocho dias después), se indujo la liberacidn de zoosporas. Para
esto, a las cajas petri se les aumentd la cantidad de agua esterilizada hasta cubrir el micelio y
después se colocaron a una temperatura de 4°C por 15-20 min (Jiménez, 2000}, en este caso

la metodologia se modificd ya que no se logro la liberacion de las zoosporas, por lo gue se
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coloco en refrigerador a 10° C por tres horas. La exposicion repentina del hongo a cambios
bruscos de temperaturas, incide en la division protoplasmatica de los esporangios que liberan

las zoosporas (Fawcett y klotz, 1998).

Posteriormente se extrajo 1 mL de la suspension de zoosporas y se colocd en un tubo con 9
mL de agua destilada esterilizada, se mezclé y se tomd 1 mL nuevamente, el cual se paso a
otro tubo con @ mL de agua destiiada esterilizada y asi sucesivamente hasta obtener una
concentracion baja de zoosporas (zoosporas dispersas). Tres gotas de una solucién con
zoosporas dispersas se sembraron y distribuyeron homogéneamente con un triangulo de
vidrio esterilizado en cajas petri con medio de cultivo VV8-agar. Las cajas se incubaron a 25 +
2°C en luz blanca. Después de 12 horas, las zoosporas emitieron sus tubos germinativos, por
lo que se reaislaron individualmente con la ayuda de una aguja hipodérmica de insulina y se

sembraron (reaislaron) en cinco cajas petri con V8-agar (Quintero, 1968; Jiménez, 2000).

En el caso de las colonias de Rhizoctonia se dejaron crecer en PDA para después reaislarlas
a través de la técnica de punta de hifa (se corta una parte final e individual del micelio}
después se siembra en cajas de petri con PDA, de ahi se obtuvo un cultivo puro (punta de
hifa), el cual se sembré en PDA por tres dias y posteriormente de ahi tomar 3 discos de
micelio (de 7mm de diametro) que se colocaron en matraces de 500 mL con semillas de
cebada (esterilizada previamente tres veces durante 20 min a 121°C) y 100 mL de agua
esterilizada, los matraces se incubaron durante 10 dias en oscuridad a 25° C y se revolvieron
regularmente para obiener una colonizacion uniforme de los granos. Una vez echo esto el
suelo se infecto con 2% (peso/peso) del grano de cebada colonizado con el hongo
(Privatmojo, et al 2001).

2.1.4 Identificacion de los hongos aislados.

Se realizaron montajes permanentes de cada uno de los hongos obtenidos, las
preparaciones se cbservaron al microscopio compuesto. La identificacion a especie, se hizo
con la ayuda de claves especializadas (Sneh, 1996; Romero, 1998; Booth, 1971, Waterhouse

1963). Dicha actividad se realizd tomando en cuenta las caracteristicas de las estructuras
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vegetativas y reproductivas de los hongos, asi como por mediciones de sus estructuras

reproductivas.

ldentificacion de la especie de Fusarium. Para la identificacion de especie de Fusarium se
utilizé la forma del macroconidio. También se uso la presencia o ausencia de clamidosporas
como un aspecto y caracteristica muy importante ya que es un criterio primario en la
identificacién. La morfologia de las colonias, la tasa de crecimiento en PDA se uso como un
criterio de identificacion secundario (Klotz et al, 1998). Para promover la formacion de
macroconidios se utilizd el medio de cultivo suelo agar (Klotz et al, 1998). Para su
preparacion se utilizaron 250 g de suelo de arcilla negra previamente secado y tamizado a
este se le agregaron 15 g de agar por litro de agua destilada, se agité constantemente hasta
quedar una masa pastosa y uniforme, se esterilizo en una olla de presion por 15 min a 15 Lb
al termino se dejo enfriar y se vacié a cajas petri de vidrio, una vez frié el medio se procedié a
sembrar discos de PDA con el micelio del hongo y se colocd detras de una ventana (luz
natural) a temperatura ambiente (17 a 23 °C ) dandole luz de dia y oscuridad en la noche,

con ello se promueve la formacién de macroconidios y clamidosporas.

Identificacion de la especie de Phytophthora capsici. La especie se identifico segln las
claves de Waterhouse (1963), y Erwind Ribeiro (1996). Se tomaron en cuenta las
caracteristicas siguientes: tipo de micelio (cenocitico o septado), forma de los esporangios y
cosparas y forma de la colonia.

Identificacion de la especie de Pythium aphanidermatum. La especie se identificd segun
las claves de Romero (1980). Se tomaron en cuenta las caracteristicas siguientes: tipo de

micelio (cenocitico o septado), forma de los esporangios y oosporas.

Identificacion de la especie de Rhizoctonia solani. Se identifico a especie segun las

claves de Sneh ef al. (1991). Tomando en cuenta fipo de micelio.
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2.1.5 Determinacion de la patogenicidad
Cada uno de los aislamientos obtenidos se inocularon en plantas aparentemente sanas de C.
pubesences con la finalidad de reproducir los sintomas observados de los aislamientos y

muestreos realizados. L.a metodologia fue la siguiente:

2.2 Fase de invernadero
El experimento se llevd a cabo en el invernadero de Proteccion Vegetal de la Universidad

Auténoma Chapingo.

2.2.1 Preparacion del material vegetal

El semillerc se estabiecid con C. annum en charolas plasticas de 200 cavidades con sustrato
de peat moss en el invernadero del departamento de Parasitologia Agricola de la
Universidad Auténoma de Chapingo. Las plantas se mantuvieron a temperatura de 18+ 4°C
y humedad relativa de 80+ 5 % (Mora, 1993). Una vez que las plantas tuvieron 2 o tres pares
de hojas verdaderas se sembraron en vasos de unicel de un litro con suelo esterilizado en

proporcién de 1:1 de una mezcla de suelo de monte y peat moss.

2.2.2 Preparacion del inoculo

De los aislamientos homocarioticos de Phyfophthora capsici y Pythium aphanidermatum,
punta de hifa de Rhizoctonia solani y monoconidiales de Fusarium oxysporum se hicieron
suspensiones acuosas de zoosporas y conidios respectivamente. Posteriormente con un
hemacitometro se realizo un conteo por triplicado, de cada una de las suspensiones y una
vez conocida la concentracion de zoosporas, propagulos y conidios de cada hongo, se ajusto
hasta obtener las concentraciones siguientes; 5x10 3 zoosporas'mL™! de Pythium (Heungens,
K., y Parke,J.L 2001), 2.5 x 10® zoosporas*mL™ de Phytophthora capsici (Velasquez, 2003),
3X10° conidiossmL" de Fusarium oxysporum. (Montes, 1992), y Rhizoctonia solani se cultivo
de dos formas a) en PDA (suspension micelial mediante raspado superficial del medio de
cultivo, llevandose la solucion a una concentracion de 86x 10° propagulos=mL™ y b) en grano
de cebada 2% (peso/peso) del grano de cebada colonizado con Rhizocfonia, (Priyatmojo, et
al 2001).
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2.2.3 inoculacion de plantas

Se utilizaron 160 plantas de chile manzano (C. pubescens) con dos o tres hojas verdaderas
(30 dias de edad) sembradas en vasos de unicel de un litro con suelo esterilizado en
proporcion de 1:1 de una mezcla de suelo de monte y peat moss. De estas, 30 se inocularon
con F. oxysporum, 30 con P. aphanidermatum, 30 con P. capsici, 30 con R. sofaniy 30 se
inocularon con la mezcla de los 4 hongos; de las 30 plantas inoculadas con cada hongo y
mezcla, 10 se inocularon al suelo, 10 a la raiz y 10 al cuelio y las ultimas 10 se dejaron como

testigo (sin inocuiar}, (Cuadro 1).

Cuadro. 1 disefio del experimento para determinar la patogenicidad y sintomatologia de hongos
aislados e inoculados en plantas de chile manzano (C. pubescens) con dos o tres hojas verdaderas.

Hongos Tipo de inoculacion N° de plantas
F. oxysporum Raiz 10
Cuello 10
Suelo 10
P. capsici Raiz 10
Cuello 10
Suelo 10
P. aphanidermatum Raiz 10
Cuello 10
Suelo 10
R. sofani Raiz 10
Cuello 10
Suelo ' 10
Mezcla de hongos (coctel} Raiz 10
Cuello 10
Suelo 10
Testigo ( Plantas sin inoculo} - _ 10

La cantidad de in6culo utilizado se indico anteriormente en el punto 2.2.2.

1. En la inoculacion al suelo; los hongos F. oxysporum, P. capsici y P. aphanidermatum y se

aplicaron al suelo a una dosis de 50 mL de cada una de las suspensiones de inoculo a las
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concentraciones antes senaladas. El hongo R. solani se agrego al suelo a una dosis de 2%
(peso/peso) del grano de cebada colonizado con el hongo {20 gramos de grano infectado por

Kg de suelo).

2. En la inoculacién a la raiz, se usaron plantulas extraidas de las charolas, a las raices de
dichas plantas se les realizaron heridas. Las raices de estas plantas se sometieron en
inmersién en una suspension (100mL) de inoculo (conidios, zoosporas o propagulos) durante

30 min.

3. En la inoculacién al cuello, a las plantas se les realizo una herida (3 mm aproximadamente)
con una aguja de diseccion. Posteriormente, a cada planta se le agregaron 1 mL de inoculo
(conidios, zoosporas y propagulos) previamente preparado a las concentraciones antes

indicadas.

Después de la inoculacion, las plantas se colocaron en el invernadero a una temperatura de
18 + 4° C, humedad relativa de 80% y a capacidad de campo.

2.2.4 Reaislamientos:

Después de que transcurran 30 dias después de la inoculacién y aparicidn de sintomas se
procedié a hacer siembras (reaislamientos) del tejido de las plantas inoculadas inicialmente
en medio de cultivo PDA. Las cajas se incubaron a 25 + 2°C con luz blanca durante 72 horas.
Posteriormente, los hongos que se obtuvieron de las siembras, se montaron preparaciones.
Finalmente se compararon los sintomas y estructuras morfologicas de los hongos obtenidos
originalmente en fas plantas enfermas en los muestreos con los inducidos y reaislados de las
inoculaciones en las pruebas de patogenicidad.

2.2.5 Variables evaluadas:

Se determinaron la incidencia de las enfermedades y la altura de las plantas a los 12, 33 y 66
- dias después de la inoculacion. Asi como la frecuencia de aislamiento (una sola vez) y la
sintomatologia inducida durante todo el experimento. La incidencia se considero como el

numero de plantas que muestren sintomas tipicos de la enfermedad, con respecto al numero
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total de plantas muestreadas y se expresa en porcentaje. La altura de la planta se midi6é con

una regla y se expreso en cm.

2.2.6 Diseio del experimento
Se uso un disefio factorial 5X3 (4 hongos, la mezcla y 3 formas de inoculacidon mas un

testigo). La unidad experimental fue una planta con 10 repeticiones.

2.2.7 Analisis de resultados

La frecuencia de aislamiento y la incidencia de la enfermedad se analizaron graficamente y
numéricamente. Los datos de la altura de las plantas se sometieron a un analisis de varianza
y una comparacién de medias de Tukey (o = 0.05) con ayuda del paquete estadistico SAS
(System analitical statical).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Frecuencia de aislamiento de hongos obtenidos de la marchitez del chile manzano

De los 50 aislamientos realizados de las pilantas de chile manzano con sintomas de
marchitez {pudricién de cuello) colectadas en el municipio de Coatepec de Harinas, Estado
de Meéxico, se aislaron a los hongos siguientes: Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici,
Fusarium oxysporum y Pythium aphanidermatum en un 40, 30, 20 y 10 % respectivamente.
Mientras que del sintoma de pudricidn de raiz se obtuvieron a los mismos hongos en un 20,
50, 20 y 10 % respectivamente (Cuadro 2) la mayoria de los aislamientos obtenidos en este
estudio correspondieron a P. capsici y R. solani. Lo anterior difiere un poco con lo reportado
por Duran (2001), quien realizo un estudio para identificar a los hongos causantes de la
marchitez de chile en la region del Bajio en Guanajuato, encontrando en 110 plantas
muestreadas con sintomas de la enfermedad, a P. capsici (9%), Fusarium spp. (29%), y
Rhizoctonia spp. (75%); este ultimo se encontré en todos los sitios muestreados, por lo que
concluyo que la marchitez de chile en esa regién era causada por Rhizoctonia spp. Sin
embargo, en este estudio se realizaron pruebas de patogenicidad y el comportamiento fue

diferente, lo cual se dilucida en apartados posteriores.

Cuadro 2, Frecuencia de aislamiento de hongos obtenidos de sintomas de pudricién de cuello y raiz

en chile manzano (Capsicum pubescens) en el Municipio de Coatepec de Harinas, Estado de Mexico.

PUDRICION DE CUELLO *(FA). PUDRICION DE RAIZ *(FA)
Phytophthora capsici 30% Phytophthora capsici 50%
‘Pythium aphanidermatum 10% Pythium aphanidermatum 10%
Fusarium oxysporum 20%  Fusarium oxysporum 20%
Rhizoctonia solani 40%  Rhizoctonia solani 20%

» FA= Frecuencia de aislamiento
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Figura 1. Crecimiento en medio PDA de las colonias, sintomas de partes aisladas e inducidos de los
patdgenos involucrados en la pudricién de raiz, cuello y marchitez de chile manzano (C. pubescens):
a) Colonia de P. capsici, b). Pudricién de raiz de donde se aislé P. capsici, ¢) Sintomas inducidos por
P. capsici, d) Colonia de R. solani, e) Pudricion de raiz de donde se aislé R. solani, f) Sintomas
inducidos por R. sofani g).Colonia de F. oxysporum, h) Estrangulamiento de cuello de donde se
obtuvo f. oxysporum, i) Sintomas inducidos por F. oxysporum. j) Colonia de P. aphanidermatum, k)
Sintomas de marchitez del cual se aislé a P. aphanidermatum, 1) Sintomas inducidos por P.
aphanidermatum.
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3.2 Sintomatologia e incidencia de la marchitez del chile manzano

Rhizoctonia solani inoculada al suelo indujo los sintomas siguientes: 1) estrangulamiento a
nivel de cuello, 2) pudricién corchosa y rojiza en el cuello, 3} detuvo el crecimiento de muchas
plantas, las cuales permanecieron con las hojas clordticas (amarillamiento) y conforme
avanzo el tiempo, se defoliaron (Fig. 1 e y f). Dichos sintomas se observaron en plantulas que
tenian una altura mayor a 15 cm. La marchitez de dichas plantas quiza se debid a un
estrangulamiento y pudricion a nivel de cuello y raiz. Algunos de los sintomas antes
mencionados coinciden con los sefialados por Agrios (1999), quien menciond que R. solani
cuando infecta a las plantas presentan lesiones (pudriciones) de color rojizo en el cuello, las
cuales se extienden y adquieren un aspecto hundido y pueden llegar a cubrir la base det tallo
y destruir raices, como consecuencia se debilita la planta o muestran un amaritlamiento
acentuado. Las otras técnicas de inoculacién (a la raiz y cuello de la planta) no indujeron
sintomas considerables de la enfermedad (Fig. 2). R. solani fue el patégeno que causo la
incidencia mayor de la enfermedad, ya que indujo la mortandad mayor de plantas (44 %)
cuando se inoculo al suelo (Fig.2), este comportamiento se pudo deber a que este tipo de
inoculacion  permite al hongo establecerse adecuadamente y permanecer en el suelo
contihnuamente, ya que el hongo mantiene su patogenicidad al penetrar a los granos de
cebada. Esto coincide con lo mencionado por Priyatmojo, ef af (2001) quienes citaron a este

método como uno de los mas eficientes para la inoculaciéon de Rhizoctonia spp.

Phytophthora capsici inoculado a la raiz causo: 1) necrosis de raiz, 2) marchitez y 3) muerte
de plantas (Fig 1, b c), estos dafios producidos por Phytophthora coinciden con los
reportados por Kapoor and Thakur (1987), quienes sefialaron que Phytophthora capsici por si
sola es capaz de causar darios fuertes en plantulas y que la infeccién puede iniciar en
cualquier parte de la planta, a nivel de suelo, brote terminal o a mitad del tallo, pero la
infeccidn primaria se produce a nivel de suelo. Lo anterior hace inferir que por eso P. capsici
causo mas dafio durante los primeros 12 dias después del transplante o inoculacion, ya que
en esta etapa de desarrollo, las plantulas son muy susceptibles al ataque de cualquier tipo de
patdgeno, debido a que sus mecanismos de defensa en esa etapa son limitados, pues sus
tejidos aun permanecen poco lignificados y faciimente pueden ser dafiados. Asi mismo, dicho

comportamiento de fa incidencia se pudo deber a que al sacar |a raiz e inocular el patégeno,
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este pudo penetrar facilmente por raicillas dafiadas y trozadas, lo cual hizo muy susceptible
a la plantula de chile. La inoculacion de P. capsici a la raiz fue la mas agresiva a los 12 dias
(Fig. 2) después de la inoculacion, debido a que causo la muerte de 33% de las plantas, con
respecto a las inoculaciones realizadas al suelo y cuello de las plantas (Fig. 2). Aunque dicho

patégeno es mas agresivo durante el inicio de la floracion y amarre de frutos (Mendoza,
1996).

50 -
A5
40 |
35 = INOC SUELO

30 B INOC RAIZ

R S S

26 5 INOC CUELLO

20 4

B TESTIGO

Incidencia en %

Rhizoctonia

Patogeno

Figura 2. Incidencia de plantas muertas (marchitez) a los 66 ddi (dias después de la
inoculacion) de acuerdo al tipo de agente causal de la pudricién de raiz cuello y marchitez de

chile (Capsicum pubescens)y en funcién del tipo de inoculacion.

Fusarium oxysporum desarrollo sintomas de: 1) clorosis intervenal, 2) pérdida de turgencia, y
3) pudricién de raices (Fig. 1). Estos ultimos sintomas coinciden con los reportados por
Apodaca, (1999), quien menciond que Fusarnium oxysporum es capaz de causar marchitez
en hortalizas, ademas sefiald a este patdgeno como el causante de la pudricién de la corona
y de la raiz y marchitez de plantas del chile en el estado de Sinaloa. Asi mismo, dicho autor
indicé los sintomas siguientes: clorosis intervenal, flacidez, defoliacion parcial, y muerte
gradual. El periodo de incubacion (desatrollo de sintomas) de F. oxysporum fue mas lento,

comparado con los otros hongos, ya que los sintomas de la enfermedad se manifestaron
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severamenie hasta los 66 dias después de la inoculacion. Este hongo indujo una incidencia
de 22% de plantas muertas por estrangulamiento de cuello y defoliacion (inoculado a la raiz)
a los 66 dias después de la inoculacién (Cuadro 3). Ademas se ha reportado que F.
oxysporum penetra a las raices y tallos a través de heridas por lo que el tipo de inoculacion a
la raiz, usado en esta investigacion tuvo mejores resultados. Sin embargo, la incidencia baja
de este patogeno se pudo deber a lo que menciono Romero (1994); quien sefialo que este
patdbgeno es un habitante excelente del suelo, por lo que una vez establecido en el,
permanece ahi indefinidamente a través de estructuras de resistencia y eso hace que la
planta no presente una muerte subita pero si pueda afectar a la planta constantemente hasta
causarle su muerte. Asi como a la posible perdida de patogenicidad por el exceso en el

numero de reaislamientos.

Pythium aphanidermatum, inoculado tanto a la raiz como al suelo causo los sintomas
siguientes: 1) marchitamiento de fa planta, 2) pudricién de raiz y 3) debilitamiento general de
las plantas. P. aphanidermatum fue el patégeno que mostré una incidencia menor en los tres
tipos de inoculacién, a la raiz, suelo y cuello con 1,11 y 10% respectivamente,
presentandose a los 12 dias la mortandad mayor de las plantas (Cuadro 3). Esto se pudo
deber a una concentracion baja de zoosporas (5x10 * zoosporassmL™") que se inocularon de
P. aphanidermatumn ya que las zoosporas son la fuente de inoculo primario, asi como a los
riegos constantes en el sustrato de Peat mooss pudieron ocasionar la perdidé de zoosporas

por filtracion o lavado como lo mencionaron Ristano (1999) y Pernezny et al., (2003).

En la mezcla de hongos (Céctel) inoculados al suelo indujeron los sintomas siguientes: 1)
estrangulamiento a nivel de cuello, 2) pudricion corchosa y rojiza en raices y 3)
marchitamiento general de las plantas. El tipo de inoculacion al suelo fue el gue tuvo una
incidencia mayor de la enfermedad (44%). (Fig. 2). Dicho comportamiento se puede atribuir
al hongo R. sofani el cual se reaislé con una frecuencia mayor (60%), (Fig. 2), y ademas fue
el que causo la incidencia mayor en la inoculacion individual. Ademas este hongo tiene un
periodo de infeccion corto Priyatmojo, ef al (2001), pudiendo influir esto en una ventaja mayor

a tejidos jévenes y suculentos en comparacion con los otros patogenos.
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En contraste a R. solani, Phytophthora capsici requiere temperaturas entre 25y 28 °Cy
humedad relativa alta (90%) para lograr su proceso de infeccion qUe sucede cuando son
liberadas las zoosporas que son maoviles en suelos saturados de humedad, detienen su
movimiento cuando se adhieren a la epidermis de las plantas, germinan e infectan al penetrar
por lenticelas, estomas y heridas (Mendoza, 1996). Sin embargo al no controlar factores en
esta investigacion como la temperatura que oscilo entre 18 y 30°C, los riegos que se
administraron no fueron suficientes evaporandose rapidamente, P. capsici pudo realizar un
proceso de enquistamiento debido a que la humedad o el agua libre no fueron favorables
para su dispersién, (Tsao ,1969). P. capsici no tuvo un porcentaje tan alto de frecuencia de
reislamiento en el coctel como R. sofani sin embargo fue el segundo mas frecuente con una
presencia de 30% de los reaislamientos realizados en |a inoculacion al suelo, esto se puede
relacionar a lo mencionado por, Ristaino ef al., (1993); Edwin and Ribeiro, (1996); Pernezy et
al., (2003) quienes mencionaron que es a través del suelo, ya sea por salpique, contacto de
raices sanas con enfermas de una planta o por medio del viento, hacen que las raices se
ponga en contacto con el inoculo o que el inoculo se mueva hacia las raices. Lo cual quiza
pudo influir en que la inoculacion al suelo fuese uno de los métodos mas eficaces para la

penetracion de este patégeno.

En cuanto a la frecuencia baja de reaislamiento de Fusarium oxysporum 5% inoculado como
coctel se pudo deber a lo reportado por Galindo (1962), quien realizo estudios en donde si
bien existe una especie de Fusarium patdégena en chile, esta no es la responsable de la
mayor parte de la marchitez observada en Meéxico. En este trabajo, Galindo aislé a los
géheros Fusarium, Phyfophthora y Pythiurm y probé la patogenicidad de cada uno de ellos y
como resultado encontrdé que el unico capaz de causar enfermedad en las plantas fue
Phytophthora spp, por lo que considero a los otros hongos como saprofitos que invaden los

tejidos previamente atacados por Phytophthora.

La ausencia en la frecuencia de reaislamiento de Pythium aphanidermatum en el coctel
(mezcla de patdgenos), quizas se puede deber a la cantidad baja de inoculo (5 x 10°
zoosporas*mL™"), o una patogenicidad baja de dicho aislamiento lo cual pudo hacer que las

zoosporas del hongo no penetraran y por lo tanto no sobrevivieran. Dichas especulaciones se



46

basan en lo indicado por Mitchell and Rayside (1986), quienes usaron diferentes cantidades
de inoculo (zoosporas) de Pythium spp. y en la cantidad mas alta (50x10° 10° zoosporas'mL.’
"} obtuvieron una colonizacién de 30 a 60% la cual fue alta en comparacion con las otras
cantidades pero baja en general, por lo que concluyeron que existe una relacion alta entre la
cantidad de inoculo y la actividad saprofita del patébgeno, ya que la cantidad de inoculo
aumenta la colonizaciéon debido a la muitiplicacién fungal del patégeno. En el mismo sentido
Nuez et al, (1996), mencicnaron que este patdgeno se desarrolla bajo condiciones de
humedad alta tanto en el suelo como en el ambiente (95% de humedad). Por lo que las
condiciones en el invernadero fueron inferiores, pudiendo esto influir a gue el patdbgeno no
tuviera una infeccion buena en la planta. Asi mismo, Agrios (2001), Black ef al., (1993),
Kapoor and Thakur, (1987); Chin ef al., (1996), Galindo (1962) y Apodaca (1999), reportaron
que el agente causal principal de la marchitez del chile es Phytophthora spp. y Rhizoctonia
spp., mientras que Pythium spp. y Fusarium spp. son considerados saprofitos y/o habitantes

naturales del suelo.

3.3. Evaluacioén de la altura de plantas

R. sofani inoculada al suelo (Cuadro 3) fue el patdégeno que mas afecto a la variable altura,
ya que las plantas de chile manzano registraron la altura menor durante las tres
evaluaciones realizadas durante los 66 dias (Fig.3 y 4}, dicho comportamiento también se
aprecio en el analisis general; con una altura promedio de 12.25 cm (Cuadro 3), le siguieron
la mezcla de hongos inoculada al suelo (P. capsicii R. solani, F. oxysporum, P.
aphaniermatum) con una altura promedio de 15.03 cm. Dicho efecto inducido por R. solani y
la mezcla inocuilados al suelo fue significativamente diferentes y mayores con respecto a
Fusarium oxysporum inoculado al suelo y cuello (Cuadro 3), a Pythium aphanidermatum,
Phytophthora capsici y la mezcla inoculados al cuello. Lo siguiente indico que R. solani fue el

hongo mas patogénico tanto en la inoculacion individual como en la mezcla al suelo.
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Fig. 3 Altura final (en cm.) de las plantas de chile manzano inoculadas con diferentes

patégenos y formas de inoculacion a los 66 dias después de la inoculacion.

Fusarium oxysporum inoculado a la raiz fue la combinacién hongo-método de inoculacion
que mas afectd la altura (Fig. 3) con respecto a los demés métodos, ello se pudo deber a que
este tipo de inocutacién permitid que el hongo penetrara facilmente por las raicillas que
fueron dafiadas al desprender la planta y al realizarse la inoculacion, ya que se puso en
contacto la rafz con el inoculo durante 30 min. Sin embargo una de las inoculaciones mas
reportadas para este paidgeno es al cuello, aunque en este estudio no se tuvo tanto éxito, lo
cual se puedo deber a que las plantas de chile contienen compuestos quimicos que les
pueden conferir resistencia, por ejemplo Egea ef al., (1996), mencionaron que el chile cuenta
con la presencia de capsidiol (fitoalexina presente en plantas de chile) y acidos fenolicos que

han dado indicios de resistencia contra algunos patégenos habitantes del suelo.

Pythium aphanidermatum inoculado al suelo presento una menor altura de planta con

respecto a los demas patdgenos, en general en este estudio se pudo observar que este
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patdgenos fue el que causo el dafio menor respecto a los demas patogenos, ya que indujo la
incidencia menor de la enfermedad, lo cual se pudo deber a que la patogenicidad de los
hongos esta condicionada por diversos factores tanto de manejo (tipos de inoculacion,
fertilizacion etc.), como ambientales (Humedad, temperatura del suelo y ambiental, pH vy
composicidn del suelo, presencia de organismos antagdnicos. (Lida ef a/,.1983) indicaron ia
influencia que tiene la humedad del suelo sobre la incidencia del ahogamiento en pepino
causado por F. oxysporum y Pythium aphanidermatum y encontraron que f. oxysporum fue
mas agresivo cuando el suelo tenia una humedad del 55%, bajo estas condiciones P.
aphanidermatum mostré una patogenicidad baja, en contraste este hongo mosto mayor
agresividad en suelo con 95% de humedad. Asi mismo, Nuez ef al., (1969) y Romero (1993),
sefialaron que existe una correlacion muy estrecha principaimente entre temperatura y
humedad, la cual, aumentan la capacidad de reproduccién y potencial patogénico de los
hongos, par ejemplo algunos géneros que causan ahogamiento como Rhizocfonia, Pythium,
y Bolrytis son mas activos a temperaturas bajas, mientras que otros como P. capsici y
Colletotrichum lo son a temperaturas mas altas. Esto aunado con la cantidad baja de inoculo

pudo lo cual no permitié el buen desarrollo e incidencia alta de la enfermedad.
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Cuadro 3. Comportamiento de la altura en plantas de chile manzano de acuerdo a los

agentes causales de la marchitez del chile (Capsicum pubescens) y al tipo de inoculacién.

Tratamiento

Dias después de la inoculacién (ddi)

12 36 66 * General
1 Rhizoctonia/Suelo 488 C T044E 2144 E 12.05 F
2 RhizoctonialCuello 7.09B 16.88BCD  29.22BCDE  16.66CDEF
3 Rhizoctonia IRaiz 710 BC 13.88ED 2588 CDE  16.77CDEF
4 FusariumiSuelo 7.33B 18.338CD  36.11ABCD  20.59 BC
5 FusariumiCuelio 7.44B 2000BC  39.33ABC 22258
6 Fusarium/Raiz 7.22 BC 16.00BCDE  30.77BCDE  18.00BCDE
7 Pythium/Suelo 7.00 BC 15.77BCDE  29.77BCDE  17.55BCDE
8 PythiumiCuello 7.558 2066B  39.11ABC  22.25B
9 PythiumiRaiz 7.11 BC 13.88DE  26.00BCDE  14.51 EF
10 PhytophthoralSuelo 7.22 BC 15.88BCDE  30.33BCDE  17.81BCDE
11 PhytophthoralCuello 7.00 BC 2055BC  3955AB  22.37B
12 PhytophthoralRaiz 6.00 BC 13.88DE  24.00DE  15.66 DEF
13 Coctel/Suelo 6.33 BC 1265DE  2433DE 1503 EF
14 Céctel/Cuello 7.22 BC 17.11BCD  36.77ABCD  20.37 BCD
15 Coctel/Raiz 711 BC 29.66BCDE  17.14 CDE
18 Tostgn TR R
" DmMs 238 5.94 13.58
2 0.39 0.67 0.42
cv 20,24 21.12 25,95 27.61

*General = Analisis promedio de las 3 avaluaciones a los 12, 33 y 66 ddi (dias después de la inoculacion,

3.4. Reaislamiento de los hongos

De los hongos que se inocularon en forma individualmente (R. solani, P. capsici, P.

aphanidermatum y F. oxysporum), se reaislaron a todos en un 100%. Sin embargo, en el caso

de P. aphanidermatum se reaislé en un porcentaje muy bajo (10 %) del total de plantas a las

que se les practico el reaislamiento. Asi mismo, del coctel no se reaislé a P. aphanidermatum

a diferencia de los demas hongos como R. solani, P. capsici y F. oxysporum, los cuales tanto
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en los reaislamientos individuales, como en el coctel estuvieron presentes en todas las
plantas que mostraron sintomas y de donde se llevaron a cabo los reaislamientos de dichos
hongos. Por lo que en este trabajo se determino como agentes causales de la marchitez del
chile manzano a los hongos siguientes: Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici y Fusarium

oxysporum.

Fig. 4 Evaluacion de la altura de planta a los 33 dias después de la inoculacion, a).
Comparacion de la altura entre los diferentes hongos de derecha a izquierda R. solani, P.
capsici, F. oxysporum y P. aphanidermatum; b). Escaso crecimiento y sintomas de clorosis
causado por R. solani; ¢). Muerte de planta causado por R. solani; d). Evaluacion de la
altura de planta a los 66 dias después de la inoculacién, comparacién de la altura entre los
diferentes hongos de derecha a izquierda R. solani, P. capsici, F. oxysporum, P.
aphanidermatum y testigo; e). Sintomas de marchitez causados por P. capsici; y f).
Muerte de planta causada por P. capsici.
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4. CONCLUSIONES

. De los sintomas de pudricién de raiz, cuello y marchitez se obtuvo a los hongos:
Phytophthora capsici, Rhizoctonia  solani, Fusarium oxysporum 'y Pythium

aphanidermatum en un 30, 40, 20 y 10 % respectivamente.

. Los agentes causales de la pudricion de raiz, cuello y marchitez del chile manzano
(capsicum pubescens R & P) fueron los hongos: Rhizocfonia solani, Phytophthora capsici

y Fusarium oxysporum.

. Rhizoctonia solani indujo estrangulamiento, pudricion corchosa y rojiza a nivel dei cuello,
detuvo el crecimiento de las plantas, causo hojas cloréticas y conforme avanzo el tiempo,
se defoliaron.

. Phytophthora capsici causé necrosis de raiz, marchitez y muerte de plantas.

. Fusarium oxysporum desarrollo clorosis intervenal (amarillamiento), perdida de turgencia,

pudricién de raices y detuvo el crecimiento de algunas plantas.

5. El coctel (mezcla de hongos: Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici, Fusarium

oxysporum y Pythium aphanidermatum) causo la incidencia mayor (80%) de plantas
muertas o con sintomas de marchitez en un tiempo menor en comparacién con la

patogenicidad inducida en forma individual de cada hongo.
. La inoculacion a la raiz y al suelo fueron las técnicas mejores para la inoculacion de P.

capsici, F. oxysporum y P. aphanidermatum con respecto a la inoculacion al cuello.

. R. solani con el método de inoculacién al suelo afectaron mayormente la altura de plantas

de chile manzano (C. pubescens).
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CAPITULO 3

MANEJO BIOLOGICO DE LA PUDRICION DE RAiZ, CUELLO Y MARCHITEZ DEL
CHILE MANZANO (Capsicum pubescens R & P).

RESUMEN

Se evaluo la influencia de cuatro productos bioldgicos comerciales en la eficacia de manejo
de los hongos Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y la mezcla
conjunta de los tres hongos en plantas de chile manzano. El producto biologico T-22®
(Trichoderma harzianum) protegid en un 89% a las plantas de chile manzano contra la
infeccidn ocasionada por Rhizoctonia solani (pudridién de cuello y raiz), mientras gue el Bio-
Raiz® redujo a dicho patégeno en un 64%. La Endo-Rhyza® (D2) (hongos micorrizicos
arbusculares) en su dosis mas alta protegié en un (80%) a las plantas de chile manzano de la
infeccion de Phytophthora capsiciy en un 73% de la infeccion causada por la mezcla de los
tres hongos, ademas indujo la altura, rendimiento (numero de flores) y peso seco mayores en
las plantas de chile inoculadas con P. capsici. La aplicacion del producto biolégico Bio-Raiz®
protegio en un 100% a las plantas de chile manzano (Capsicum pubescens) de la infeccidon

ocasionada por Fusarium oxysporum.
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BIOLOGICAL MANAGEMENT OF ROOT ROT, STEM BASE ROT AND CHILE
MANZANO (Capsicum pubescens R & P) WILTING

ABSTRACT

The influence of four commercial biological products in the effectiveness of
management of the fungus Phyfophthora capsici, Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum and the combined fungi mix of the three fungus was evaluate in “chile
manzano” plants. The product T-22® (Trichoderma harzianum) protected in a 89% to
the “chile manzano” plants of the infection caused by Rhizoctonia solani (stem base
rot and root rot), while the Bio-Raiz® reduced at the same pathogen in 64%. The
Endo-Rhyza® (D2) in the high doses protected in 80% to the “chile manzano” plants
of the infection caused by Phytophthora capsici and in 73% of the infection caused
by the fungi mix of the three fungus, besides increasing height, dry weight and
number of flowers in the “chile manzano” plants inoculated whit P. capsici. The
application of the biological product Bio-Raiz® protected in 100% to the “chile

manzano” plants of the infection caused by Fusarium oxysporum.
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1. INTRODUCCION

Para el control de fitopatégenos importantes que atacan plantas de interés econdmico
como el chile {Capsicum pubescens), es necesario utilizar estrategias diferentes al uso de
fungicidas, para disminuir tanto la resistencia de los organismos causantes de la
enfermedad, la contaminacion y la amenaza que podrian representar los residuos
quimicos en los alimentos. Una alternativa viable es el control bioldgico, que es el uso de
microorganismos antagonistas o sus subproductos (bacterias y hongos) que puedan
controlar directa o indirectamente a los organismos causantes de la enfermedad. El
control biolégico como medida no quimica se ha reportado tan efectivo como el control
quimico teniendo variaciones en su eficacia si no se tiene conocimiento tanto del
fitopatdogeno como del agente de control (Stanghellini y Miller 1997). Asi mismo el control
biolégico de fitopatdégenos se observa como un fenémeno natural, siendo efectivo y
ampliamente aceptado conira insectos y malezas, mientras en el caso de los
fitopatodgenos del suelo como R. solani, F. oxysporum, y P. capsici se ha encontrado con

varios obstaculos (Bashan ef al., 1996).

Los biocontroladores han recibido un incremento muy significativo en los Gitimos 5 arios
debido al aislamiento y caracterizacidn de cepas nuevas gue poseen propiedades
fungicidas, tal es el caso del genero Trichoderma, el cual se considera como uno de los
agentes de bioconirol mas usados debido a sus propiedades antagdnicas a los
fitopatdgenos de la rizosfera (Alabouvette, C. 1998). En base a lo anterior seria de gran
interés fitopatoldgico realizar investigaciones que permitan evaluar la eficacia de algunos
biocontroladores tales como: T22 (Tricoderma harzianum), Bio-Raiz (Bacilus subltifis),
ndo-Rhyza (Contiene hongos formadores de micorrizas del genero Entrophospora
colombiana, Glumus intraradices, G. etunicatum y G. clarum) y 3-4-3 (Biofertilizante que
contiene bacterias del genero bacillus) vs patogenos de la raiz, cuello y marchitez del

chile.
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Debido a lo anterior se realizé la presente investigacion con los objetivos siguientes:

- Evaluar la eficiencia de Trichoderma hrarzianum y Bacillus subtilis como agentes
biocontroladores de patégenos de la raiz, cuelio y marchitez del cultivo chile (Capsicum
pubescens).

- Conocer el comportamiento de los hongos formadores de micorriza Endo-Rhyza
(Contiene hongos formadores de micorrizas del genero Enfrophospora colombiana,
Glumus intraradices, G. etunicatum y G. clarum) en el manejo de patégenos de la raiz,

cuello y marchitez del chile.
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2. MATERIALES Y METODOS

En la presente investigacion se utilizaron aislamientos obtenidos del municipio Coatepec
de Harinas Edo. de México, previamente aislados de pudricién de raiz , cuello y marchitez
del chile manzano (C. pubescens) y purificados por tanto se partio de cultivos de punta de
hifa de Rhizoctonia sofani, monozospérico de Phyfophthora capsici y Pythium
aphanidermatum y monoconidial de Fusarium oxysporum, a los cuales se les determino
su patogenicidad en trabajos anteriores realizados por Rangel-Jiménez y Acosta-Ramos
(2005), quienes determinaron a R. sofani P. capsici y F. oxysporum como los agentes

causales de la pudricion de raiz, cuello y marchitez en chile manzano.

2.1 Preparacion y cuantificacion del inéculo

Los aislamientos de P. capsici se sembraron en medio de cultivo V8-Agar (V8A) y F.
oxysporum y R. solani en Papa-Dexirosa-Agar (PDA) para su incremento masivo. Después
de 12 dias de crecimiento se procedid a la preparacion y cuantificacion del indculo de cada

uno de los aislamientos, tal y como se indica a continuaciéon.

2.1.1. De Rhizoctonia solani

A matraces de 500 mL, llenos con granos de cebada esterilizada por 20 min. a 121° C, se
les coloco 3 discos de micelio (de 7mm de diametro) de R. solani y 100 mL de agua
destilada estérilizada y se incubaron durante 10 dias en oscuridad a 25° revolviéndose
homogeneamente para obtener una colonizacién uniforme de los granos. Una vez que los
matraces se colonizaron, las plantas se infectaron con 2% (peso/peso) del grano de cebada

colonizado por el hongo (Priyatmojo, et al 2001).

2.1.2. De Fusarium oxysporum

El contenido de 10 cajas de PDA (cubiertas totalmente por el crecimiento del hongo), se le
agrego agua destilada esterilizada y se trituro en una licuadora de uso domestico para luego
aforar la suspension a un litro. Esta suspension se coloco en un tamiz para eliminar los
trozos grandes y el resto de liquido se paso a través de una triple malla de manta de cielo.

Posteriormente se determind la concentracion de una solucion madre de conidios por
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triplicado con la ayuda de un hemacitometro, v se ajusto una concentracién a 300,000
conidiossmL™" de F. oxysporum (Morales, 1996).

2.1.3 De Phytophthora capsici Leo

En cajas petri con 20 mL" de agua destilada esterilizada se colocaren 10 discos de medio
de cultivo que contenian micelio de P. capsici. Las cuales fueron incubadas a 25° C en
condiciones de oscuridad por tres dias para inducir la formacion de esporangios. Las cajas
petri se transfirieron a 10° C durante 1 hora, para después regresarse a 25° C por 90 min, y
asi provocar la liberacién de sus zoosporas (Ramirez y Romero, 1980). Posteriormente se
determino la concentracidn de la solucién madre de zoosporas por triplicado con la ayuda
de un hemacitometro, y se ajusto a una concentracion a 10,000 zoosporas smL
(Velasquez, 2003).

2.2. Preparacion del material vegetal

Se establecio el semillero con C. pubescens en charolas plasticas con sustrato de peat
moss en el invernadero del departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Auténoma de Chapingo. Una vez germinadas y con 2 pares de hojas verdaderas se
trahsplantaron en bolsas de polietileno color negro de dos kilogramos, con suelo esterilizado

de una mezcla de tierra negra con tierra de hojarasca en proporcién de 1:1.

2.3. Inoculacion de los hongos fitopatégenos

l.as inoculaciones (15 plantas por tratamiento) se realizaron al suelo, cuando las plantas de
chile manzano tuvieron el segundo o el tercer par de hojas verdaderas, se aplicé una
suspension de 30 mL! de Phytophthora capsici a una concentracion 10,000 zoosporasemL™,
30 mL™" de una suspension de F. OXysporum a una concentracién 300,000 conidiossmL™" y
2% del grano de cebada colonizado por R. solani (viv;grano:suelo). La aplicacién se efectud
al suelo en cada maceta. Las plantas (una planta por maceta) se transplantaron en boisas
de polietileno color negro de dos kilogramos, las cuales contenian una mezcla (1:1) de suelo
de monte y tierra negra que se esterilizo con bromuro de metilo. Las macetas se colocaron
bajo condiciones de invernadero con temperatura 25°C + 1 y una humedad relativa de 80+

5%. El riego se mantuvo constante (cada 3 dias) para todos los tratamientos.
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2.4, Aplicacion de los biocontroladores

Para la aplicacion de los biocontroladores se efectud conforme las dosis recomendadas
para cada producto. Endo-Rhyza viene formulada como vermiculita (inoculada con
esporas) para aplicarse al semillero antes de colocar la semilla, se recomiendan para
charolas de 200 cavidades como minimo dosis de 1.5 g que contienen 5 esporas por
cavidad (de semillero} y la més alta 6.3 g que contienen 20 esporas por cavidad, por lo
que se pesaron ambas dosis y se revolvieron con el sustrato para después colocar una
semilla de C. pubescens por cavidad. El T22 (Trichoderma harzianum) viene formulado
como polvo soluble se pesaron en balanza analitica 67.5 g que se diluyeron en 4.5 litros
de agua aplicandose 50 mL por maceta al suelo después del fransplante y un dia después
de la inoculacion, se realizaron 2 aplicaciones adicionales a los 45 dias y 80 dias

después de la primera aplicacion.

El 3-4-3 Es un biofertilizante el cual contiene bacterias del genero baciilus, viene
formulado como pellets solubles al agua, se pesaron 112.5 g que se diluyeron en 4.5 litros
de agua para aplicar 50 mL a cada maceta al suelo un dia después del transplante,
posteriormente se realizo 1 aplicacion antes de la floracion. Bio-raiz esta formulado como
polvo soluble se pesaron 45 g que se diluyeron en 4.5 litros de agua, para aplicar 50 mL
por maceta en una sola aplicacion. Algunos de estos biocontroladores se recomiendan
aplicaciones adicionales para mayor efecto. Se obtuvieron 7 tratamientos por patogeno de
la aplicacion individual de los biocontroladores y de la aplicacién individual + la combinada

de los fitopatdgenos (Cuadro 1).
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Cuadro . Diferentes tratamientos para el manejo bioldgico de los patogenos de la raiz del

chile manzano (C. pubescens).

Patogeno

" N° Tratamiento

Descripcion

Rhizoctonia solani

R R N R

~ O O

Endo-Rhyza Dosis 1(D1) + R. solani
Endo-Rhyza Dosis 2 (D2} + R. sofani
T22 + R. solani
3-4-3 + R. solani
Bio-Raiz + R. sofani
Testigo + R. solani
Testigo absoluto {Sin productos bioldgicos, ni

patoégenos)

Phytophthora capsici

~ O O W N -

Endo-Rhyza Dosis 1(D1) + P. capsici
Endo-Rhyza Dosis 2 (D2) + P. capsici
T22 + P. capsici
3-4-3 + P. capsici
Bio-Raiz + P. capsici
Testigo + P. capsici
Testigo absoluto (Sin productos biologicos, ni

patogenos)

Fusarium oxysporum

~N & AW N =

Endo-Rhyza Dosis 1(D1} + F. oxysporum
Endo-Rhyza Dosis 2 (D2) + F. oxysporum
T22 + F. oxysporum
3-4-3 + F. oxysporum
Bio-Raiz + F. oxysporum
Testigo + F. oxysporum
Testigo absoluto (Sin productos biclégicos, ni

patdgenos)

(D1)= Dosis minima recomendada por el fabricante, (D2) =Dosis maxima recomendada

por el fabricante
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2.5. Variables evaluadas

Se evaluaron en cada tratamiento las variables siguientes:

Incidencia de la enfermedad. Se considero como en numero de plantas que mostraron
sintomas de la enfermedad con respecto al numero de plantas totales muestreadas.
Dicha variable se midio semanaimente, hasta la aparicion de las primeras flores y se

reporto en porcentaje.

Altura de planta. Se lievo acabo con una cinta métrica durante las primeras 4 semanas
se tomaron datos cada dos dias posteriormente cada 4 dias hasta que se observaron

flores. La variable se expresé en cm.
Rendimiento. Se midié a través de la cantidad de flores que produjo cada planta.

Peso seco. Se cortaron y se colocaron las plantas en una estufa a 72° C durante 3 dias.
Posteriormente las plantas secas se pesaron en una bascula analitica. La variable se

expreso en gramos (g).
2.6. Disefio experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres repeticiones por tratamiento, la
unidad experimental estuvo constituida por cinco plantas (una planta por maceta), con

tres repeticiones.

2.7. Analisis estadistico

Los resultados de incidencia de la enfermedad, altura de planta, rendimiento y peso seco
se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y a una comparacién de medias de
Tukey (P<_ 0.05), utilizando el paquete estadistico SAS (Statical Analisis System) for
Windows v8.12.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Comportamiento de la incidencia de la pudricion de raiz, cuello y marchitez (R.
solani) en plantas de chile manzano (C. pubescens) tratadas con productos biolégicos

e inoculadas con R. sclani.

La aplicacion del producto 722 ® (7. harzianum) redujo significativamente |a incidencia de la
pudricion de raiz, cuello y marchitez ocasionada por R. sofani la cual fue diferente
estadisticamente al testigo inoculado (Cuadro 2), ya que mostrd Ljn 89% de proteccion de las
plantas contra la infeccién de R. solani. Sin embargo dicho producto bioldgico (T22) fue
similar significativamente a los demas tratamientos, por lo que el echo de que el T22 haya
permitido la incidencia menor de R. solani, se puede deber a la actividad antifungica que
posee sobre un amplio espectro de fitopatdgenos (Castiliejo et al., 2000). Ademas de ser un
organismo que se caracteriza por su rapido crecimiento, involucra competencia y antibiosis,
asi mismo ejerce interacciones hiperparasitas sobre los hongos fitopatégenos (Kucuk vy
Kivanc, 2004). Dicha actividad antifungica que tiene esta especie (T. harzianum) se debe a la
produccion de enzimas como, § -1,6 glucanasas, B -1,4 glucanasas, B -1,3 glucanasas,
quitinasas y proteasas que degradan la pared celular de los hongos patogenos (Montero et al., -
2000). Por otro lado Jones y Stewart (1997), evaluaron a T. harzianum en plantas de lechuga
contra el hongo Sclerotinia minor, disminuyo la incidencia de la enfermedad en un 50% en
comparacion con las plantas del tratamiento testigo, lo cual fue estadisticamente igual al
tratamiento quimico con carbendazim, que mostré una reduccion de la enfermedad de un 57%

en relacion al tratamiento testigo.
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Cuadro 2. Comportamiento de la incidencia, altura, rendimiento (numero de flores) y

peso seco en plantas de chile manzano fratadas con diferentes biocontroladores e
inoculadas con R. sofar.

Tratamiento Variables

Incidencia final (%) Altura final (cm) Rendimiento Peso seco ()

(N° de flores)

1 Endo-Rhyza (D1) 44ab* 29bc 10bc 64a
2 Endo-Rhyza (D2) 41ab 35ab 11b 53ab
3 T22 11b 44a 23a 46ab
4 3-4-3 42ab 33bc 3bc 40b
5 Bio-Raiz 36ab 37ab 11b 41ab
6 Testigo inoculado 75a 24¢ 2c 32b

(planta+R. solani)
7 Testigo absoluto 0.0c* 38ab* 0.0%*c 48ab*
(sin hongo)

DMS 40 10 8 23

r° 0.15 0.92 0.90 0.74

cVv 45 : 24 28 17

“valores con la misma letra dentro de la misma columna son iguales estadisticamente de cuerdo
a Tukey {P=<0.05). '

* El tesligo absoluto no se incluyo al hacer el analisis de los demés tratamientos (1, 2, 3, 4,5 y 6)
sin embargo, se incluyeron los datos para tener un analisis comparativo mejor.



65

100
: —4&—T1(Endo-Rhyza D1)

~{— T2(Endo-Rhyza D2)

- T3 (T22)
o0

sl T4 (3-4-3)

e TS (Bio-Raliz)
—&—TE (Testigo inoc. R. solani)

= T7 (Testigo absoluto)

Incidencia en porcentaje (%)

§1 $§2 &3 54 B85 86 S87 S8 SS9 810 S11 §12

-Comportamiento semanal

Fig. 1 Incidencia de la pudricion de raiz, cuello y marchitez en plantas de chile manzano
tratadas con diferentes biocontroladores e inoculadas con R, solani.

L.a aplicacion de los demas productos bioldgicos como Bio-Raiz®, Endo-Rhyza® (D2), 3-

4-3®, y Endo-Rhyza®(D1), mostraron reducciones en la incidencia de 64, 59, 58 y 56%
respectivamente 12 semanas después del tratamiento, estos ftratamientos fueron
estadisticamente iguales entre ellos y con respecto al testigo inoculado (Cuadro 2). La
incidencia en las plantas de chile manzano se presento apartir de la segunda semana (Fig 1),
presentando sintomas de estrangulamiento y pudricién rojiza a nivel de cuello y finalmente
colapso y muerte de la planta (Fig. 6). La incidencia mayor observada de los productos a base
de bacterias B. subtillis (Bio-Raiz®, y 3-4-3®), quizas se pudo deber a que el grupo al cual
pertenece este patégeno es muy agresivo, por lo que a pesar de que existen reportes de
control de B. subltillis vs R. solani no se tuvo un control eficaz. Al respecto Olsen y Baker,
(1986), mencionaron que B. subitilis tiene efecto antagonico contra R. solani por lisis de
micelio, sin embargo, el grado de proteccién varia con el suelo y el grupo de anastomosis al
que pertenezca. La mayor incidencia y escaso control del hongo formador de micorrizas
(Endo-Rhyza® D1y D2) (Fig. 2}, quizas se puede deber a que no existe antagonismo entre
este y el patogeno R. solani, sin embargo la literatura no reporta el uso de los hongos
formadores de micorrizas para el manejo de R. sofani.
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3.2, Comportamiento de la altura de las plantas de chile manzano (C. pubescens)
tratadas con productos biclogicos e inoculadas con R. solani

El analisis de varianza para la variable altura de las plantas tratadas con los diferentes
productos biologicos, mostré diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
(Cuadro 2}, lo cual se corroboro en la prueba de tukey en donde se observo que la altura
mayor de las plantas se logrd con el tratamiento T-22® (T. harzianum), con respecto al
testigo inoculado con R. solani, después le siguieron en orden descendente el Bio-raiz ®,
Endo-Rhyza® (D2), 3-4-3® y Endo-Rhyza® (D1). La altura mayor lograda con el producto a
bases de T. harzianum se puede deber a que el producto T-22® (T. harzianum), fue el que
redujo mayormente la pudricion de raiz, cuello y marchitez ocasionada por R. sofaniy una
vez controlada la enfermedad producida por R. sofani, la planta pudo llevar acabo sus
procesos normales de crecimiento y desarrollo, lo cual se vio reflejado en una altura mayor.
Lo antes mencionado coincide con lo reportado por Sanchez et al., (2000), quienes realizaron
un estudio para el control del ahogamiento de piantulas de pepino (Cucumis sativus)
causadas por P. phanidermatum y R. sofani, en donde observaron que al emplear la dosis
maxima del producto biolégico TRISAN® (Trichoderma harzianum) para el control del
ahogamiento, se observo un ligero aumento (11%) en la altura. En contraste, en este mismo
estudio los productos Bio-raiz ® y 3-4-3® utilizados para el control de la pudricion de cuello,
raiz y marchitez ocasionada por R. sofani, que ademas de ser agentes de biocontrol se
utilizan como biofertilizantes no tuvieron un control bueno de la enfermedad, lo cual se vio
reflejado en el poco desarrollo y crecimiento de las plantas de C. pubescens. (Fig.2). Sin
embargo, en plantas de chile sin inocular mostraron la altura mayor (datos no mostrados)
dicho comportamiento fue similar al reportado por Fernandez (2006) en plantas de jitomate

tratadas con el mismo producto.
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Fig. 2 Altura final (cm) de las plantas de chile manzano tratadas con diferentes productos
biocontroladores e inoculadas con diferentes hongos patégenos (R. solani, P. capsici, F.

oxysporum y mezcla de hongos o coctel).

3.3. Comportamiento del rendimiento {(numero de flores) de las plantas de chile
manzano (C. pubescens) tratadas con productos bioldgicos e inoculadas con R. sofani.
El tratamiento T-22 ® a base de Trichoderma harzianum fue el que tuvo el rendimiento
(nimero de flores) mayor, ya que presento diferencias estadisticas con ambos testigos y con
respecto a los demas tratamientos (Cuadro 2), este rendimiento mayor obtenido con el T22
se puede deber a que en las variables altura de planta e incidencia fue el mejor tratamiento,
lo cual contribuyo a que se expresara en un rendimiento (cantidad de flores) mayor, al

desarrollar plantas de vigor mayor que resistieron mejor la infeccién causada por R. solani.

3.4. Comportamiento del peso seco de las plantas de chile manzano (C. pubescens)
tratadas con productos biolégicos e inoculadas con R. sofani.

El uso del producto biologico Endo-Rhyza (D1) fue el que mejor peso seco registro, siendo
estadisticamente diferente al testigo inoculado {planta + hongo), y numéricamente mayor a los
demas tratamientos (Cuadro 2). Este mantenimiento del peso seco con respecto a las plantas
sanas (testigo absoluto) y a los demas biocontroladores (cuadro2), se pudo deber a que la

planta al entrar en competencia con el hongo patogeno R, sofani no llevé acabo totalmente
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sus funciones de crecimiento y desarrollo, lo cual se vio reflejado en la disminucion del peso
seco en un 15% en el testigo inoculado con respecto al testigo sin inocular, por lo que los
biocontroladores pudieron actuar como biofertilizantes que es otra de sus propiedades, lo cual
pudo contribuir al mantenimiento del peso seco. Ademas el ligero aumento o mantenimiento
del peso seco de la Endo-Rhyza (D1) se pudo deber a que los hongos formadores de
micorrizas no solo son antagonistas de patdgenos, si no también aportan nutrientes a las
raices de las plantas que colonizan, por lo que se vio reflejado en un aumento de peso seco

en plantas tratadas con estos hongos formadores de micorrizas.

Lo anterior se puede relacionar con Kloepper, et al (1981) quienes sefalaron que al inocular
plantas de chile con MVA (Micorrizas Vesiculo Arbusculares), observaron que se puede
ahorrar de 50 a 70% del fertilizante fosfatado, to que induce una proporcién mayor de recursos
hacia la fructificacion y un peso seco mayor. Asi mismo Bending y Read (1995), mencionaron
que el incremento de la POX (Enzima polifenol ~oxidasa) presente en los hongos formadores
de micorriza en asociacion con las plantas tiene una amplia relacidon con la movilizacién de
nutrientes del suelo a la planta, induciendo tolerancia mayor a los patégenos y rendimientos

mayores.

3.5. Comportamienio de la incidencia de la pudricién de raiz, cuello y marchitez del
chile manzano (C. pubescens) tratadas con productos biolégicos e inoculadas con
Fusarium oxysporum,

Los tratamientos con Bio-Raiz y Endo-Rhyza (D1) protegieron en un 100% y 98%
respectivamente a las plantas de chile manzano inoculadas con F. oxysporum, siendo
estadisticamente iguales al testigo absoluto (plantas sanas) y diferentes significativamente al
testigo inoculado (Cuadro 3). Esto se puede deber a que el genero Bacillus ha sido
seleccionado en muchas ocasiones como antagdnico de Phytophthora capsici, P. cinnamomi,
P. citricota, Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum, F. culmorum, Verticillium dahalie,
Rhizoctonia solani'y Aspergillus niger (Fucikovsky ef af., 1989). Resultados similares han sido
reportados por Fillipi el al (1987), quienes en un estudio a nivel de laboratorio “In Viitro" para
controlar a £~ oxysporum f. sp. dianthi causante de la enfermedad conocida como “Fusariosis”

en el cultivo de clavel fo reportaron como susceptible en un 90% a la accion de B.subtillis.
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Cuadro 3. Comportamiento de la incidencia, altura, rendimiento (nimero de flores) y
peso seco en plantas de chile manzano tratadas con diferentes biocontroladores e
inoculadas con F. oxysporum.

Tratamiento Variables

Incidencia final (%) Altura final (cm) Rendimiento Peso seco (g)
(N® de flores)

1 Endo-Rhyza (1) 2b* 31b 5a 59a
2 Endo-Rhyza (D2) 11ab 32b 7a 40a
3 T22 5ab 31b 3a 72a
4 343 11ab 31b 2a 54a
5 Bio-Raiz 0.0b 38a 0.0a g6a
6 Testigo inoculado 25a 24c 4a 43a
(planta+R. solani)
7 Testigo absocluto 0.0b* 27b* 7a” 58a*
(sin hongo)
DMS 2 5.66 - 13 59
r* 0.18 0.96 052 045
Ccv 31 14 23 37

“valores con la misma letra dentro de la misma columna son iguales estadisticamente de acuerdo
a Tukey (P=<0.05).
* El testigo absoluto no se incluyo at hacer ef analisis de los demas tratamientos (1,2, 3, 45y6)
sin embargo, se incluyeron los datos para tener un anélisis comparativo mejor.

Todos los biocontroladores  comerciales (Endo-Rhyza®(D2), T22, y 3-4-3®) fueron
estadisticamente iguales al testigo inoculado pero diferentes numéricamente, con incidencias
bajas de 2, 11, 5 y 11% respectivamenente (Cuadro 3), esta incidencia fue mayor durante las
primeras tres semanas del experimento (Fig. 3), las plantas muertas presentaron sintomas de
clorosis en hojas y raices con zonas necrosadas y pudriciones de las mismas (Fig. 6), sin
embargo esta incidencia fue baja en comparaciéon con ofros hongos como R. solani o P.
capsici, los cuales fueron mas patogénicos causando incidencias mayores. Esto coincide con
lo reportado por algunos autores que han evaluado la aplicacion “In Vivo" de estos
microorganismos benéficos (8. subtillis y hongos micorrizicos) para el control de Fusanum

oxysporum en cultives como papaya (Hernandez-Montiel y Escalona 2003), reduciendo asi la
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incidencia de la enfermedad hasta en un 50% con respecto al testigo (sin organismo
benéfico). La incidencia baja de este patdégeno se pudo deber a que la cantidad de inoculo
utilizado (300,000 conidiossmL™) no fue la suficiente para inducir la enfermedad severamente
0 quizas pudo perder su patogenicidad, debido a que se reaisl6 varias veces (6-8). Ademas
Romero {18993) menciono que este patdégeno es un habitante excelente del suelo, por Io'que
una vez establecido en el, permanece ahi indefinidamente a través de estructuras de

resistencia y eso hace qgue la planta no presente una muerte stbita pero si pueda afectar a la
planta en ciclos posteriores hasta causarle su muerte.
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Fig. 3 Incidencia de la pudricién de rafz, cuello y marchitez en plantas de chile manzano

tratadas con diferentes biocontroladores e inoculadas con F. oxysporum.
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3.6, Comportamiento de la altura de las plantas de chile manzano (C. pubescens)
tratadas con productos biol6gicos e inoculadas con F. oxysporum

El tratamiento Bio-Raiz a base de Bacilfus subtilis fue el que mostrd ta altura mayor de las
plantas de chile manzano, siendo estadisticamente diferente a ambos testigos y a los demas
tratamientos (Cuadro 3). La altura mayor se pudo deber a que ademés de las cualidades
antagonicas de B. sublilis hacia fitopatégenos del suelo como F. oxysporum, también
promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas debido a que contiene la formula N-P-K
(10-4-8), promoviendo el mejor desarrollo y crecimiento de las plantas (Kioepper y Schroth,
1978). Esto coincide con lo reportado por Kommedahl, 1966;Chang, 1968), quienes aplicaron
B. subtilis en semillas de maiz , logradd reducir la incidencia de Fusarium roseum, ademas de
incrementar la altura de las plantas, el vigor y peso himedo de raices. La altura de las
plantas tratadas con Endo-Rhyza en ambas dosis, T22 y 3-4-3 fueron estadisticamente
iguales entre ellos, pero presentaron una altura mayor al testigo inoculado, sin embargo solo
fueron mayores numéricamente al testigo absoluto (Cuadro 3). Esta diferencia numérica se
pudo deber a la competencia que existié entre el hongo patdégeno y los biocontroladores,
donde estos Gltimos tuvieron una adaptacion y colonizacion mas & menos adecuada en las
raices de las plantas, lo que permitio el desplazamiento de los microorganismos benéficos, o

cual se reflejo en un aumento ligera de ia altura.

3.7 Comportamiento del rendimiento {(numero de flores) y peso seco de las plantas de
chile manzano (C. pubescens) tratadas con productos biolégicos e inoculadas con F,
OXysporum.

El analisis estadistico de las variables rendimiento (numero de flores por planta) y peso seco
indico que los tratamientos con Endo-Rhyza® en ambas dosis, T22®, 3-4-3® y Bio-raiz® no
presentaron diferencias estadisticas entre ellos, ni con respecto a ambos testigos (Cuadro3).
Este comportamiento quizds se pudo deber a que las condiciones ambientales (luz,
temperatura y riego) no fueron optimas en el desarrollo def patégeno ni de las plantas Bashan
et al. (1996), sin embargo el peso seco mayor numéricamente fue el obtenido por Bio-Raiz
ello se pudo deber a que ademas fue el que tuvo la incidencia menor asi como la altura mayor

lo cual se pudo ver reflejado en esta variable.
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3.8. Comportamiento de la incidencia de la pudricion de raiz, cuello y marchitez del
chile manzano (C. pubescens) tratadas con productos bioldgicos e inoculadas con P.
capsici

El tratamiento con EEndo-Rhyza® en ambas dosis redujeron significativamente la incidencia
de la pudricion de raiz, cuello y marchitez ocasionada por P. capsici, la cual fue diferente
estadisticamente al testigo inoculado (Cuadro 4), proporcionando una proteccién de 89% en
las plantas de chile (C. pubescens). La proteccién lograda con este producto a base de
hongos formadores de micorrizas se puede deber a la cualidad que tienen estas especies
para estimular el crecimiento y sanidad de las plantas de chile, a través de la produccion de
sustancias promotoras del crecimiento y un mejoramiento en la nutricion de las plantas,
obteniendo asi plantas de vigor mayor que resistieron mejor la infeccion den P. capsici.
Resultados similares han sido reportados por Azcon y Barea (1996), quienes observaron que
estos hongos formadores de micorrizas protegen y reducen la extension de las enfermedades
producidas por los patdogencs de la raiz , principalmente por Phytophthora spp. y las
ocasionadas por nematodos. A diferencia de los demas biocontroladores (7. harzianum y B.
subtilis), la micorriza tiene ventajas ya que al adicionarse a la raiz de la planta compite con
los patogenos al no permitirles obtener alimento. Ademas en cada punto de unién con la raiz
libera antibidticos y fungistaticos que recubren la superficie protegiéndola de hongos y
bacterias (Reges, 2000).

Los tratamientos con T22®, 3-4-3®, y Bio-Raiz® fueron estadisticamente iguales entre ellos
y con el testigo inoculado, por lo tante no proporcionaron una proteccion buena permitiendo
una incidencia de plantas muertas de 93, 86 y 60% respectivamente. Los sintomas en las
plahtas de chile incculadas con este hongo fueron obscurecimiento y constriceion a nivel de
cuello {base del tallo) (Fig. 6), ocasionando marchitamiento y muerte de plantas. Durante las
primeras tres semanas se observo un incremento en la incidencia de las plantas de chile,
para después entre la cuarta y la octava semana registrar un detenimiento (ninguna planta
muerta), sin embargo a partir de la novena semana (etapa de floracién) se registro un
aumento en esta (Fig. 4). Este comportamiento es propio de la enfermedad. Lo cual coincide
con lo reportado por Mendoza (1990), quien mencioné que por lo general la muerte de

plantas (estrangulamiento) se presenta e incrementa después de la floracion con una
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incidencia mayor que en preemergencia: la marchitez comienza en los puntos dafiados en las
hojas, estos se colorean rapidamente, se arrugan y sin que la planta cambie de coloracion se

marchita.

La proteccion ineficaz se pudo deber a 1) que los productos biolégicos como T22® (7.
harzianum), 3-4-3® (biofertilizante con bacterias benéficas) y Bio-Raiz® (B. sublillis), son
productos que principalmente promueven el crecimiento y desarrollo de plantas, 2) que la
actividad antagonica se haya visto afectada por una cantidad alta de inoculo (10,000
zoosporas'mL™), 3} que el aislamiento de P. capsici es muy patogénico, 4) T22® (T.
harzianum) por ser una especie introducida, no colonizé eficientemente la rizosfera de las
plantas de chile, por lo que no existio parasitismo sobre el hongo fitopatdégeno, o bien que la
produccion de substancias antagonicas de T. harzianum no fueron suficientes para reducir el
impacto de P. capsici en las plantas (Fernandez 2008). Resultados similares fueron
reportados por Lagunas — Lagunas, ef al. {2001), quienes evaluaron tres cepas de B.
subtillis contra la maichitez del jitomate (P. capsici) y observaron que ninguna de las cepas
nativas de B. subltillis redujeron la incidencia y severidad de la marchitez ocasionada por
dicho hongo, atribuyendo estos resultados a que B. sublillis no presento suficiente produccién
de sustancias antifungicas o estas se produjeron pero no fueron degradadas o quedaron

adsorbidas en las particulas del suelo.
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Cuadro 4. Comportamiento de la incidencia, altura, rendimiento (numero de flores) y peso
; seco en plantas de chile manzano tratadas con diferentes biocontroladores e inoculadas
o con P. capsici.
Tratamiento Variables

Incidencia final (%) Altura final (cm) Rendimiento Peso seco (g)

(N° de flores)

1 Endo-Rhyza (D1} 11¢? 36b 9b 51ab

2 Endo-Rhyza (D2) 11c 44a 212 64a

3 122 41abc 34b 0.0d 37b
: 4 343 66ab 35b 1bcd 47ab
5 Bio-Raiz 50abc 36b 8bc 52ab
6 Testigo inoculado 100a 33b 0.0d 37b
: (planta+R. solani)
: 7 Testigo absoluto 0.0c* 38ab* 5bed* 58ab*
i (sin hongo)
i DMS 52 6 8 24
it 2 0.14 0.96 0.91 0.73

CV 66 14 42 17

Zyalores con la misma letra dentro de la misma columna son iguales estadisticamente de acuerdo a Tukey
(P=0.05

* E| testigo absoluto no se incluye al hacer el analisis de los demas tratamientos (1, 2, 3, 4,5y 6) sin
embargo, se incluyeron los datos para tener un analisis comparativo mejor.
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Fig. 4 Incidencia de la pudricion de rafz, cuello y marchitez en plantas de chile manzano
tratadas con diferentes bioconiroladores e inoculadas con P. capsici.
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3.9. Comportamiento de la altura de las plantas de chile manzano (C. pubescens)
tratadas con productos biolégicos e inoculadas con P. capsici |

[l tratamiento Endo-Rhyza® (D2) a base de hongos formadores de micorriza presento la
altura mayor (44.5%), lo cual fue estadisticamente mayor v diferente a todos los tratamientos
(Cuadro 4). Lo anterior se pudo deber a que los hongos formadores de micorrizas tuvieron
buena colonizacion, proporcionande una mayor proteccién la cual influyo en un desarrollo y
altura de planta mayor. Lo anterior fue similar a lo sefialado por Reges (2000), quien
menciono que los hongos formadores de micorrizas liberan hormonas de crecimiento, las
cuales favorecen el enraizamiento de las plantas e incrementan la superficie de accién de las

raices, favoreciendo una superficie foliar y altura de planta mayor.

Los tratamientos Endo-Rhyza® (D1), T22®, 3-4-3®, y Bio-Raiz® fueron estadisticamente
iguales entre ellos y con respecto a ambos testigos. Esta poca eficiencia de estos productos
se puede deber a que a pesar de que son productos que principaimente promueven el
crecimiento y desarrollo de plantas, no tuvieron una proteccion buena contra P. capsici, lo

cual repercutié en la variable altura.

3.10. Comportamiento del rendimiento (nimero de flores) y peso seco de las plantas de
chile manzano (C. pubescens) tratadas con productos biologicos e inoculadas con P.
capsici

El tratamiento Endo-Rhyza® (D2) fue el que proporciono el rendimiento mayor (numero de
flores) y peso seco mayor, siendo estadisticamente mayor al testigo inoculado (Cuadro 4).
Los resultados de rendimiento y peso seco mayores pueden deber a que los hongos
formadores de micorrizas no solo compiten y protegen contra la accién de los patégenos al
colonizar las raices de la planta, si no también aporta nutrimentos que incrementan el
rendimiento (cantidad de flores) y peso seco. Esto coincide con lo constatado por Bagyaraj y
Sreeramulu (1982) quienes inocularon plantas de chile con hongos formadores de micorrizas
(MVA) en almacigo, sin tratar el suelo, seis semanas después lo transplantaron, observando
que la inoculacion puede sustituir el 50% de la fertilizacion fosfatada midiendo como
respuesta el peso seco de frutos y contenido de acido ascérbico entre otras variables. A si

mismo Bashan et al, (1996), mencionaron que estos organismos incrementan Ia
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disponibilidad de nutrientes para la planta, asi como la produccién de compuestos como
vitaminas, reguiadores de crecimiento y antibidticos que contribuyen en el buen desarrofio y

obtencion de rendimientos altos en los cultivos agricolas.

3.11. Comportamiento de la incidencia de la pudricién de raiz, cuello y marchitez en
plantas de chile manzano (C. pubescens) tratadas con productos bioldgicos e
inoculadas con la mezcla de hongos (R. solani, P. capsici y F. oxysporum)

Los productos biologicos comerciales Endo-Rhyza® (D2) y (D1) fueron los que mayor
proteccion proporcionaron contra la inoculacion del coctel (mezcla de hongos), los cuales
mostraron reducciones en la incidencia de 73 y 53 % respectivamente, con respecto al
tratamiento testigo (inoculado) (Cuadro 5). La incidencia de las plantas con sintomas de la
enfermedad e inoculadas con la mezcla de hongos se incremento exponencialmente durante
las primeras 3 semanas, presentando sintomas de detencion en el crecimiento,
ennegrecimiento y constriccion de la base del tallo y posteriormente la muerte de plantas (Fig.
6). Los sintomas antes mencionados y la frecuencia alta de reaislamiento de P. capsici,
indicéron que probablemente el hongo que mayor influencia presento en la muerte de las
plantas fue este mismo, y también por que los sintomas observados en la mezcia de hongos
fueron iguales, lo cual explica por que el tratamiento mas eficaz fuera la Endo-Rhyza® ya que
en la inoculacion individual de P. capsici fue este mismo tratamiento el que mayor proteccién

brindo contra el desarrollo de la enfermedad.

Otra explicacion posible sobre la baja eficacia de los otros productos biologicos 3-4-3, T22 y
Bio-Raiz® se pudo deber a una alta y agresiva cantidad de inoculo de P. capsici, o a una
suma de patogenicidad entre los hongos dando como resultado un dafio mayor, ya que el
tiempo de incubacion del hongo fue corto (3 semanas), con respecto a las inoculaciones
individuales de cada hongo, durante estas primeras tres semanas se presento la mortandad
de plantas (Fig.5). Ademas de que pudo existir una adaptacidn mejor a las condiciones
ambientales y al hospedante vegetal por parte de los hongos patégenos desplazando asi a
los organismos bendficos o biocontroladores que no pudieron mantener sus poblaciones
activas. Esto coincide con lo mencionado por Bashan et al., (1996) el cual sefiala que uno de

los problemas mas grandes en el control biolégico es mantener una poblacién alta y activa de



77

un agente de biocontrol por todo el periodo de actividad de una enfermedad y deduce que por
ello es necesario realizar aplicaciones repetidas del antagonista como estrategia para un

control bueno de los patégenos.

Cuadro 5. Comportamiento de la incidencia, altura, rendimiento (nGmero de flores) y
peso seco en plantas de chile manzano tratadas con diferentes biocontroladores e
inoculadas con la mezcla de hongos (R. sofani, P. capsici y F. oxysporum).

Tratamiento ‘ Variables

[ncidencia final (%) Altura final (cm)  Rendimiento  Peso seco {g)

_ (N° de flores)
1 Endo-Rhyza (D1) 470* 48 a 7.66 ab 59.33 a
2 Endo-Rhyza (D2) 27 b 38 a 13.66 a 40.33 ab
3 T22 93ab 25ab 533 ab 17.66 b
4 3-4-3 97ab 17 ab 0.66 b 16.33 b
5 Bio-Raiz 73ab 27 ab 6.66 ab 39.66 ab
6 Testigo(planta+ 100 a B¢ 0.00b 13.66 b -
hongo)
7 Testigo absolulo 0.00 b* 38 a* 5.66 ab* 58.00 a*
DMS 11.9 12 8.65 26.67
r? 0.81 0.91 0.78 0.87
CVv 36.45 38 53.47 26.77

“valores con la misma letra dentro de la misma columna son iguales estadisticamente de acuerdo a Tukey
(P=0.05).

* El testigo absoluto no se Incluyo al hacer el andlisis de los demas tratamientos {1, 2, 3, 45 y 6) sin
embargo, se incluyeron los datos para tener un andlisis comparativo mejor.
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Fig. 5 Incidencia de la pudricion de raiz, cuello y marchitez en plantas de chile
manzano tratadas con diferentes biocontroladores e inoculadas con la mezcla de hongos
(R. solani, P. capsiciy F. oxysporum).

3.12 Comportamiento de altura de las plantas de chile manzano (C. pubescens)
tratadas con productos bioldgicos e inoculadas con la mezcla de hongos (R. solani, P.
capsici y F. oxysporum).

La altura mayor de plantas se obtuvo con el producto biolégico Endo-Rhyza® (en ambas
dosis), siendo esladisticamenle diferentes al testigo inoculado (Cuadro 5). Esto posiblemente
se debio a la colonizacion eficaz del hongo formador de micorriza el cual proveo de una
nutricion mayor, y se reflejo en un aumento en la altura. Esto coincide con lo reportado por
Bashan ef al. (1996), quienes mencionaron que al realizar un estudio con hongos formadores
de micorrizas y bacterias, atribuyeron a estas una absorcién mayor de nutrimentos por parte
de la planta, a ravés de un crecimiento mayor de raices, ya sea mediante la produccion de
algunas fitohormonas an el caso de bacterias 0 una exploracién mayor en el caso de las hifas
de los hongos formadores de micorrizas que modificaron parametros como son follaje y raiz.
Por otra parte, Carreon et al. (2000), evaluaron la aplicacién de hongos formadores de
micorrizas en plantas de zarzamora y encontraron un aumenté en la altura de las plantas del

100% con respecto a las plantas sin inocular.
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3.13 Comportamiento del rendimiento (nimero de flores) y peso seco de las plantas de
chile manzano (C. pubescens) tratadas con diferentes productos biolégicos e
inoculadas con la mezcla de hongos (R. solani, P. capsici y F. oxysporum).

El rendimiento mayor (numero de flores) se aprecio en el tratamiento con Endo-Rhyza® (D2)
presentando diferencia estadistica con respecto al testigo inoculado y siendo mas alto que el
testigo absoluto (Cuadro 5). Los incrementos del rendimiento observados en las plantas
tratadas con Endo-Rhyza® (D2) quizas se pueden atribuir a la colonizacion en las raices de
la planta de chile por parte del hongo formador de micorriza, el cual aumenté la absorcion de
nutrientes minerales por parte de la planta pudiendo ser reflejado en un incremento en el
rendimiento. El efecto benéfico proporcionado por estos microorganismos en el aumento de
los rendimientos, ha sido ampliamente reportado por Azcon (2000); Bagyaraj y Sreeramulu
(1982); Bashan et al., (1996); Escalona et al. (2002) y Reges, (2000).

3.14 Comportamiento del peso seco de las plantas de chile manzano (C. pubescens)
tratadas con productos biolégicos e inoculadas con la mezcla de hongos (R. sofani, P.
capsiciy F. oxysporum)

El peso seco mayor lo mostrd el tratamiento con Endo-Rhyza® (D1) presentando diferencias
estadisticas con respecto al testigo inoculado (Cuadro 5). Este resultado se pudo deber a
que una vez que el hongo formador de micorrizas colonizo la raiz y pudo modificar diversos
parametros del follaje y raiz, como se pudo observar al sacar las plantas para lievar a cabo
estas mediciones, las raices mostraron mayor longitud en comparacién con las raices de los
demas tratamientos. LCsto coincide con lo reportado por Bashan et al. (1998), quien menciono
que dichos cambios son atribuidos directamente a efectos positivos en la absorcién de
minerales por parte de la planta, dentro de los cuales se ha propuesto la absorcion de NOz',

NH,", PO,*, K", Rb" y Fe*? es el factor responsable en incrementar la materia seca total.
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Figura 6. Sintomas de los patogenos involucrados en la pudricion de raiz, cuello y marchitez en plantas de
chile manzano (C. pubescens) tratadas con diferentes biocontroladores y crecimiento de las colonias de
partes aisladas: a) Efecto de los diferentes biocontroladores (Endo-Rhysa D1, Endo-Rhyza D2, T22, Bio-
Raiz, y 3-4-3) en el tratamiento vs. R. solani; b) pudricion de raiz de donde se aislo R. solani; ¢) aislamiento
y crecimiento de la colonia de R. svlani despues de 7 dias de su siembra: d) Efecto de los diferentes
biocontroladores (Endo-Rhysa D1, Endo-Rhyza D2, T22, Bio-Raiz, y 3-4-3) en el tratamiento vs F.
oxysporum, e) estrangulamiento de cuello de donde se aislé a F. oxysporum, f) aislamiento y crecimiento de
la colonia de F. oxysporum después de siete dias de su siembra g) Efecto de los diferentes
biocontroladores (Endo-Rhysa D1, Endo-Rhyza D2, T22, Bio-Raiz, y 3-4-3) en el tratamiento vs. P. capsici:
h) Pudricion, oscurecimiento y desprendimiento de la raiz de donde se aisld P. capsici y i) aislamiento y
crecimiento de la colonia de P. capsici después de 10 dias de su siembra.



81

4. CONCI.USIONES

El producto biologico T-22® (Trichoderma harzianum) en la dosis de 50 mL (15g de T22
diluidos en 1 litro de agua) por maceta aplicada al suelo después del transplante, protegid en
un 89% a las plantas de chile manzano (C. pubescens), contra la infeccién ocasionada por
Rhizoctonia solani (pudricion de cuello y raiz), mientras que el Bio-Raiz® redujo a dicho

patdgeno en un 64%.

La Endo-Rhyza® (D2) (hongos micorrizicos arbusculares) en su dosis mas alta (6.3 g que
contienen 20 esporas) aplicado al momento de la siembra en el semillero, protegid en un
(80%]) a las plantas de chile manzano (C. pubescens) de la infeccién de Phytophthora capsici
y en un 73% de la infeccion causada por la mezcla de hongos (coctel), ademas indujo la
altura, rendimiento (numero de flores) y peso seco mayores en las plantas de chile inoculadas
con P. capsici. Esto se debié a que las plantas sobrevivieron a la enfermedad, perc en
realidad no incrementaron la altura, quien si lo hizo sustancialmente fue el Bio-Raiz® en

plantas inoculadas con Fusarium oxysporum.

El producto biolégico Bio-Raiz® a una dosis de 50 mL (2.5 g diluido en un litro de agua)
aplicada en cada maceta al suelo un dia después del transplante, protegié en un 100% a las
plantas de chile manzano (Capsicum pubescens) de la infeccién ocasionada por Fusarium

oxysporum.
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