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BIOCONTROL CONTrichodermaspp. Y BIOFUNBuap PARA LA MARCHITEZ DEL
CHILE EN LA PRODUCCION DE PLANTULA COMERCIAL

Leydi MiguetFerrer, Omar RomerArenas, Petra Andraddoyos, Primo Sanchez Morales, José
Antonio Rivera Tapia, Sylvia Patricia Fernandavia

RESUMEN
Capsicumannuum cultivo de gran importancia en México, debido a su historia y consumo
en el pais nos define frente a otros paises en el area de la dietas y cocina. Sin embargo, este
cultivo es atacado por diversos hongos fitopatégeno, afectando la producciiag del
producto. La plantula, es el estado fenolégico méas afectado; la podredumbre en raiz es uno
de los sintomas mas comunes en esta etapa provocando la muerte. Actualmente hay diversos
productos para el control de esta enfermedad; no obstante, débif#dta de conocimientos
sobre el manejo de fitopatégenos, se ha hecho un uso excesivo de agroquimicos,
representando un problema grave de salud en el humano y riesgo de contaminacion. El
proposito de esta investigacion fue evaluar la efectividadcepas deTrichoderma
preparadas de manera artesanal y el producto BRdap, generando una propuesta de
manejo agroecoldgica, reduciendo el uso de fungicidas en la comunidad de Santa Maria
Tecomavaca Oaxaca. Los objetivos fueron realizar analizaretnqtaje de germinacion y
podredumbre de plantulas de chile Miahuateco y comparar la incidencia y mortalidad de
plantas a los 40 dias después del trasplante bajo diferentes formas de control. Los resultados
mostraron diferencias significativgs ( O Para S t)atamientos deichodermasp., con
tratamientos no tratados con este hongo antagonista. En pruebas antagdnicas en invernadero,
Biofun-Buap redujo la mortalidad de plantulas y sintomas de podredumbre; la incidencia y
severidad en plantas tratadas Trichodermasp., a los 40 dias en campo, fueron bajas en
comparacion con los otros tratamientos. Se concluyd faeodermgpreparado de manera
artesanal disminuyé la mortalidad de plantulas en invernadero causadas por hongos
patdgenos de la raiz; @un-Buap no sdélo disminuy6 la mortalidad sino ayudd a establecer

la planta en campo.

Palabras clave: Capsicum annuumpodredumbre, antagonista, hongos fitopatégenos,
germinacion.



BIOCONTROL WITH Trichodermaspp. AND BIOFUNBuap FOR CHILI WILT IN
THE PRODUCTION OF COMMERCIAL SEEDLINGS.
Leydi MiguetFerrer, Omar RomerArenas, Petra Andraddoyos, Primo Sanchez Morales, José

Antonio Rivera Tapia, Sylvia Patricia Fernandavia
ABSTRACT

Capsicum annuumis a crop of great importance in Mexico, due to its history and
consumption in the country defines us compared to other countries in the dietafd
gastronomyHowever, this crop is attacked by various phytopathogenic fungi, affecting the
production ad quality of the produciThe seedling is the most affected phenological state;

root rot is one of the most common symptoms at this stage causing death. Currently there are
various products for the control of this disease. However, due to the lack ofekigandn

the management of phytopathogens, an excessive use of agrochemicals has been made,
representing a serious problem health in humans and risk of contamination. The purpose of
this research was to evaluate the effectiveness of artisanal prépatediermastrains and

the BiofunBuap product, generating an agroecological management proposal, reducing the
use of fungicides in the community of Santa Maria Tecomavaca Oaxaca. The objectives were
to analyze the percentage of germination and root rot ohhieco chili seedlings and
compare the incidence and mortality of plants at 40 days after transplantation under different
forms of control. The results Sriclodesndspsi gni f i
treatments, with treatments not treatedthwthis antagonist fungus. In antagonistic
greenhouse tests, Biofun Buap reduced seedling mortality and rot symptoms; the incidence
and severity in plants treated witfrichodermasp., at 40 days in the field, were low
compared to the other treatmentsvéts concluded that Trichoderma artesanal decreased the
mortality of greenhouse seedlings caused by pathogenic root fungi; BBofmn not only
decreased mortality but also helped establish the plant in the field.

Keywords: Capsicum annuunrot root, antagonist, phytopathogenic fungi, germimatio



1. INTRODUCCION

El chile Capsicum annuujnes una hortaliza de trasplante y se agrupa en cultivares dulces

y picantes. Se produce en suelos livianos o pesados con buen drenaje y pH de 6.8 a 5.5
(Casseres, 1981). El centro de origen del gér@apsicumtuvo lugar en México y
Centroamérica, para otros investigadaegeneraCapsicumnse originé en América del Sur

y se extendid por el continente americano debido a las migraciones precolombinas
(Fernandez y Russo 2006). Es una planta domesticada corcagragiad de variedades
debido a su amplia morfologia, pertenece a la familia solanlesarfet al, 2014;Zhigila

et al, 2014).

Chinatuvo el primer lugar en la produccion promedio de chile fresco al 2018 a nivel mundial,
con 18, 184,711 t, seguido indiatamente de México con 3,379,289 t, ocupando el pais el
segundo lugar arriba de Turquia con 2,554,974 t. En cuanto a chile seco, la India esta en
primera posicion con 1, 808,011 t (FAOSTAT, 2019). Para llegar a una produccion sana y
de calidad se necesitle un manejo adecuadinembargounode los principales problemas

gue enfrenta el productor son las enfermedades fungosas. En la etapa de plantula los hongos
comoRhizoctoniasp.,Fusariumsp.,Phytohpthorasp., yPhytiumsp., causan la enfermedad
corocida comodampingoff o fiahogami ent o0, del cual , I
pudricion de raiz y tallo, marchitez y generalmente muerte de la plamea$Canoet al.,

2014; PéreHernandezt al, 2014; UribelLorio et al, 2014; Nawazt al, 2016; Guaoun

et al, 2019) Actualmente, elampingoffy otras enfermedadsg controlan con tratamientos
quimicos los cualepueda afectar la saluthumana(Carmona y Sautua, 201 #pmpen el
equilibrio del ambientg generarresistenciaen fitopatégenos Thrall et al, 2011;Chenet

al., 2014 Luce, 2014;Frenkelet al, 2015 En la agroecologia, su integridad depende de
sinergias entre la diversidad y el funcionamiento de la comunidad microbiana del suelo
apoyada por un suelo rico emateria organica (Altieri y Nicholls, 1999). Es por eso, que
existen vinculos entre la fertilidad del suelo y la proteccién de cultivos; no obstante, el
concepto del Manejo Integral de Plagas y el Manejo Integrado de Fertilidad de Suelos (MIFS)

se han deseollado en caminos diferentéAltieri y Nicholls, 2003).
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Ante esta situacigrel control biolégico ha tomado relevancia debido a los beneficios que
brinda en cuestiones econdémicas y ambientales (Heimpel y Mills, 2017; Mo&htri

2017; Lichtfouse, 2018; Launiet al, 2020) que directa o indirectamente benefician al
hombre. La préactica preventiva, sobre todo el control biolégeel uso de organismos
benéficos para controlar agwalplagas o enfermedadpse causan un dafio al cultivo (FAO,
2011).Una alternativa es combatiendo hongo con hongo, es decir, hongos antagonistas
hongos patégenos (Sarandoén y Flores, 2014). El grupo mas conocido y prometedor que se
utiliza para el control de fitopatdogenos es el géffierchoderma que cuenta con especies

gue controlan un amplio rango de patdgenos en diversos cultivos (Kyhdlaberi, 2016;
Bastakotiet al, 2017). Se le reconoce por su alta capacidad reproduptastjcidad
ecologica, efecto estimulante sobre los cultivos y accion de control a diferentes patdogenos
(Durman, 1999Fravel, 2005; Martineet al, 2013) favoreiendo la sanidad de las plantas.

Se ha demostrado que este género ademas de ser antagonista de fitopatdgenos induce
resistencia en la planta, ademas de promover el crecimiento vegetal y actia como
biofertilizante (Ferrigeet al, 2014; Biseret al, 2016; Mahatoet al, 2018; Jiet al, 2020).

Las caracteristicas que hacen competente a este género es queifereedes mecanismos

de accién contra hongos fitopatdgenos. ElI micoparasitismo, competencia por espacio y
nutrientes,adhesion y enrollamiento, actividad liticaayptibiosis son los mecanismos
frecuentemente reportaddsl (Komy et al, 2015 Mendozaet al, 2015; Dominguest al,
2016).Actualmente existen diversos productos hechos a bateat@derma respaldados

por estudios previos y que tienen aplicacion en el ambito agriceivador, 2004; Zunino

y Arneson, 2004; Gato, 2010)

En la comunidad de Santa Maria Tecomavaca en el estado de Gaxadéiva el chile
Miahuateco, variedad deapsicum annuummo obstantesehan detectado problemas en las
plantas, las cuales presentan sintomas de marchitez y pudricion de raiz, lo que conlleva a una
preocupacion por la pérdida econdmica del agricultor. No se conocen exactamente los
agentes causales de esta enfermedademivargo, los sintomas indican que la raiz esta
siendo afectada por hongos patégenos; por tanto, fue necesario realizar un estudio sobre los
agentes causales y controlarlos doithodermaspp., propiciando condiciones adecuadas

para el desarrollo de la pi@. Asimismo, propaiendola reduccion en el uso de fungicidas,

atenuando el impacto negativo hacia el ambiente, formando parte de un manejo
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agroecolégico por parte de los agricultores; creando conciencia del cuidado del suelo,

disminuyendo insumos costisy sin afectar a otras especies nativas del lugar.



2. ANTECEDENTES

2.1 Capsicum annuurh.

El géneroCapsicumcomprendglantas herbaceas o sufruticosas, rara vez arbustivas; hojas
pecioladas, simples, alternas aunque a menudo geminadas y desiguales en las porciones
distales de los tallos, margen entero o repando; flores axilares solitarias o en conjuntos de 2
0 3, sobre pathculos alargados; céliz campanulado, truncado o con 5 pequefios I6bulos, algo
acrescente en la fructificacion; corola campanulada o casi rotacea, con 5 I6bulos por lo comdn
poco profundos, blanca, amarilla o morada; estambres 5, filamentos delgadoss, glabro
anteras amarillas o azules, de dehiscencia longitudinal; ovario bilocular o rara vez trilocular,
ovulos numerosos, estilo delgado, con frecuencia exerto; druforma debaya jugosa o

casi seca, de forma y tamafo variable, comiunmente de sabor picanteemillas
numerosas, comprimidas, embrién encorvado a casi espir@agsicum annuuri. es una

planta herbacea o arbustiva hasta de 2 m de alto; tallos estriados, esparcidamente pubescentes
o glabros; hojas con peciolos de 0.5 a 3.5 chad®, ldminas ovadas a lanceoladas, -de 2
10(13) cm de largo, d&- 6 (8) cm de ancho, acuminadas en el apice, largamente cuneadas
en la base, esparcidamente pubérulas en ambas superficies a casi glabras, de textura
membranacea a cartacfares por lo @neral solitarias, pedunculo erecto en la floracién, a
menudo péndulonds tarde, hasta de(@) cm de largo; céliz campanulado, truncado en el
apice y con diminutos apéndices insertos debajo de su bordeaalgecente en la
fructificacion; corola blanca a veces con algunos tintes azutesnpanuladaotacea, con

5 (9) I6bulos aproximadamente del largo del tulbato en forma déaya hueca, de tamafio

y color variable, en cultivo hasta de 20 cm de largo, devl8e diametro, por lo general de

sabor picate; semillas de forma discoide, amarillentas a blanquecinas, 3leng de largo
(Martinezet al., 2020)

Reino: Plantae
Subreino: Tragueobionta
Superdivision: Spermatophyta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae



Orden: Solanales

Familia: Solanacea

La taxonomia del géner@apsicumes compleja debido a la variabilidad en las formas
cultivadas y los criterios para su clasificacion. Se estiman diferentes cantidades de
especies dependiendo los autores, segun Ntiesl (1996), el género comprende
alrededor de0 especies, mientras que otros mencionan que el género comprende entre
20y 23 especies silvestres; sin embargo, son cinco las especies domesticadas en el mundo
(Moranet al,, 2004; Milla, 2006).

Capsicum annuums una planta anual de distintos tamarffosrgas, desde rastreros hasta
arbustos con corola blanca o morada con pétalos generalmente rectos; los pedicelos de las
flores curvos en la antesis. Su crecimiento es simpodial o que determina que sus tallos y
ramas crezcan en zigzag (Leén, 1987; Coné&tfl09).

La variedad de chil&iahuateco se considera dentro del grupo de los chiles anchos, sin
embargo, la diferencia es que tiene frutos y pericarpio mas delgados (Figura 1). La
longitud del fruto esta entre 4B cm y de ancho-8 cn el color caracteristico de los

frutos a madurez es café oscuro y en menor proporcién en color rojo. Una caracteristica
distintiva entre el grupo de los chiles anchos es la ausencia del hundimiento en la union
del pedicelo al fruto (Rincéet al, 2010).

o e T

Figura 1. A) Planta deCapsicum annuumvariedadMiahuateco, B) planta de chile con fruto.
(Cortesia: Leydi MigueFerrer, 2019).



2.1.2 Origen y domesticacion

Las plantas silvestres shstribuyen dede el Sur de Estados Unidos hasta Colombia. Su
domesticacion pudo ocurrir en varios lugares; los restos mas antiguos son encontrados en
Tehuacan, México (6 500 a 5 000 afios a.C.). Fue la primera especia que los esparfioles
encontraron en Améra. La expansion de este cultivo fue rapida en Europa y Africa, debido

a la semilla férti(Ledn, 1987).

El chile, es originario de Américgunto con el maiz, el frijol y la calabgzal cualconformo

la base de la alimentacion de las culturas mesoameric2a@sicum annuures la especie

de chile con mayor importancia econémica y uno de los cultivos representativos de México
(Lopez, 2003; Aguirre y Mufioz, 20150demas, se exporta 29.74 desu produccion al
mercado internacional segin SAGARK2017 también se satisface el 106 de los

requerimientos nacionales con la produccion interna.

2.13 Chiles cultivados en México y su distribucion

Datos arqueoldgicos datan que el chile estaba presente en algunas culturas deskléxico,
identificaron unos tallos de chile, de una especie silvestre de unos 8 000 afios de antigiedad
en la cueva de Guila Naquitz, en Oaxaca, México; sin embargo, la prasb@onvincente

fue localizada en la cueva de Coxcatlan, en el Valle de Tehuacén, con 6 000 afios de
antigiiedad. En excavaciones de los tuneles realizados en la Piramide del Sol, en Teotihuacan,
los arquedlogos identificaron restos macrofésile€agsicummezclados en la tierra usada

en los rellenos de la pirdmide fechados entre-ZE8Dd.C. Recientemente, arquedlogos
reportaron una evidencia de chile cultivado de la esg@kci@nnuum aunque no en
Mesoameérica sino en un sitio cercano a Paquimé, Chihuauhadio entre 1200450d.C.

(Gallaga 2009).

El géneroCapsicumha tenido diversos usos que van desde su uso como moneda, tributo,
simbolo ritual y castigo para los nifios mal portados (Figuen el México prehispanico,

hasta las mas modernas industrias contemporaneas. Siendo esta planta una de las

representaciones que nos definen como pais (Aguitefioz, 2015).



Figura 2. Cédice Mendoza, folio 60: Castigos a lé8as de 11 a 14 afios. Notense las lagrimas del
nifio y el signo de admonicion en la boca del padre.

En algunos paises hispanoamericanos al chile lo llaman aji. Nombre proveniente del azteca
tzilli, que a su vez deriva del vocablo maya tzir, que significarp irritar. Los huastecos
dieron a la hormiga el nombre de tziz, que significa irritar y picar. En la mitologia indigena
la hormiga descubrié los primeros granos del maiz del antecesor al de mazorca, y que fue
llamado tzitli o grano de hormiga (Gaac2006).

Actualmente el chile en México, es practicamente un simbolo nacional, es lo que nos define
frente a otros paises en el area de la dietas y cocina. A pesar que en México se encuentra la
mayor diversidad de chiles, sdélo algunos tipos de elloasmiiamente conocidos entre los

gue se pueden mencionar los chiles Jalapefio, Ancho, Guaijillo, Pasilla, Serrano, Manzano,
Habanero, de Arbol y Piqu{iCuadro 1). La riqueza genética que existe en el pais se debe a

la diversidad de climas, suelos y a lascicas de seleccion de semillas por parte de los
productores (Aguirre y Mufioz, 2015).



El pais cuenta con un inventario de 64 tipos de chiles criollos distribuidos de la siguiente
manera: 25 se encuentran en Oaxaca, 12 en Guerrero, 10 en Puebla, nueseren el

resto en ladiferentes entidades (SADER, 2020). Actualmente existe un mapa de distribucion

de las distintas variedades de chiles en todo el pais, con ayuda de datos de georreferenciacion
se han realizado 10 mapas agrupando las variedadesteEaséudio se trabajé con chile
Miahuateco, perteneciente al grupo de los chiles anchos en dbidea de cultivo es
aproximadamente de 40@;ren la Figura 3, se muestra un mapa de la distribucion de esta
variedad Rinconet al,, 2010.

Cuadro 1. Principales variedades dkile que se cultivan en México.

Nombre Principales productores Importancia
comun
Jalapefio Chihuahua, Veracruz = ElI60% de la produccion se utiliza en la indust
Oaxaca. de encurtidos, 28 seconsume fresco y el rest

en estado maduro, se procesa por secac
ahumado para obtener el chile que conoce
como chipotle.
Serrano San Luis Potosi, Nayari Se ocupa pocen estado seco; fresco es us:
Hidalgo, Tamaulipas para la elaboracién de salsas y picado en cualt
Veracruz, Puebla, Nuev platillo.

Ledn, Coahuila, Jalisco

Sinaloa.
Poblano Guanajuato, San Lui Fresco se llamBoblano, y al seco se le denomi
Potosi, Durango Ancho oMulato. En estado seco se usa cc

Aguascalientes, Zacatece ingrediente del mole mexicano y de coloranges
Sinaloa, Nayarit, Jalisco verde es la base de los chiles en nogada.
Puebla
Chile de arbol Jalisco, Nayarit, En fresco y seco se le da el mismo nombre
Aguascalientes, Zacatece uno de los tipos de chile que se utiliz
Chihuahua y Guanajuato indistintamente en estado verde o seco. Es
picante, por lo que es la variedad mas utiliz

para la elaboracion de salsas.




Chilaca

Mirasol

Guero

Pimiento

morrén

Piquin

Aguascalientes, Jalisct

Guanajato, Querétaro
Zacatecas, San Luis Poto
Michoacan, Nayarit
Oaxaca.

Aguascalientes, Zacatec:

San Luis Potosi y Durangc

Veracruz, Campeche
Tabasco, Yucatar
Quintana Roo, Puebl:

Coahuila y Durango.

Sinaloa y Sonora.

Algunas éareas de cultivo €

Sonora

En fresco e<hilaca y en seccRasilla. Aunque
también se consume fresco, se le prefiere
estado seco. Tiene moderado picory es unod
ingredientes basicos de moles y adog@glemas
con él se elaborgran cantidadle salsas.
Cambia el nombre @guajillo. Es un chile que s
utiliza sobre todo en estado seco para elab
moles, adobos y salsas.

En fresco se conoce comdsliero o Hungaro
caribe, en seco es chilltle. Es uno de los chile
menos picantes que se consumen en Mé&
Generalmente se utiliza entero; por ejemplo, <
rellena con cazon o se utiliza para el pescado
veracruzanalngredientedel mole amarilb y es
también comudn encontrarlo al escaiec
Nombrado pimentén cuando esté seco. Este «
no pica, tiene un sabor dulzén y mayormente
ocupa en estado fresco. En México se utilize
varios platillos por su diversidad de coloi
(amarillos, naranjas, rojgsverdes).

Planta silvestre de uso comun en comunide
indigenas que realizan su recoleccién y
comercializan; resulta en una fuente importe
de generacién de recursos econdémicos. Es
especie sumamente icpnte y utilizada
principalmente en la elaboracion de salsas. ¢

y molido es condimento para frutas frescas.

Fuente: Aguirre y Mufioz, 2015.
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Figura 3. Mapa de distribucién de chiles anchos en México. FuBiendnet al,, 2010.

2.2Patdgenos que afectan la raiz (hongos y oomicetes)

Los cultivos se enfrentan enfermedades causadas en la raiz por hongos pajdgenos
inducen ahogamiento y muerte de plantulas y causan lesiones necréticas en el cuello de la
raiz, estrangulamiento y necrosis de raices secundirgamas conocidos pertamesn al
géneroPhytophtora, PythiumiMacrophomina,Fusariumy Rhizoctonia(Guigori Lopez y
GonzalerGonzélez, 2001; Lopet al, 2010; Rodrigueet al, 2011; Brierleyet al,, 2016).

En plantas de chile se han reportado diversos patdégenos que afectgasos bBasta llegar

a la muerte (Cuadro g ha encontrado que una especiBligophthoraataca las vainas y
las ramas de los chiles, ademas de causar pudricion goordi que la seleccién cuidadosa
de semillas para controlar la enfermedasdimporante (Leonian, 1922; Biles y Liddell,
1992). Se ha reportad® capsicicausante deecrosis de la corona y marchitamiento en chile

(Silva-Rojaset al, 2009) y otras solanaceas; las zoosporas se adhirieron a las raices en la
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zona de elongacion, la zond gelo de la raiz y@o ocasionalmente al casquete de la raiz
(FernandeizPaviaet al, 2013).

Phytophthora sojaes causante de la pudricion de raiz de la sGyarfget al, 2017), en
tubérculos como la papa, fumigados con pesticidas y que son para consumet(@&lani

2017).

Cuadro 2. Patégenos que afectan la raiz del chile y sintomas que se presentan.

Patégeno Lugar Sintomas Autor (es)
Fusarium equiseti Pakistan Marchitez de las hojas, lesion Nazet al, 2018.
necréticas en los tejidos vasculai
y pudricién.
Fusarium solani México Marchitez, defoliacién, clorosis, ReyesTenaet al,
necrosis en el tallo y la raiz 20109.
Fusarium Canada Deterioro del tejido de la corona ¢« Cerkauskas2017.
oxysporum coloracion marrémegra. Raices d
color marrbn oscuro a negr
severamente descompuestas.
Fusarium India Pudricion de raiz. Gurunath,1966.
oxysporum
Fusarium [talia Crecimiento reducido y marchite Gilardi et al,
oxysporum repentina. 2019.
Fusarium México Clorosis, marchitamiento y necros VelardeFelix et
oxysporum vascular al., 2018.
Fusarium México Pudricion de la corona y en la ba RiveraJimenezet
oxysporum del tallo. al., 2018.
Fusarium Espafia Humedecimiento, necrosis de | PérezHernandez
oxysporum raices primarias y secundarias y etal., 2014.
veces, rayas necroticas en el tallc
Fusarium Espafa Marchitamiento sinamarillear las LomasCano et
oxysporum hojas y retraso en el crecimiento al., 2014.
las plantas. Las coronas de
plantas exhibieron necrosis q;
avanzo a traves de la raiz princig
junto con una leve pudricion de
raiz.
Fusarium Turquia Marchitezrepentina. Altinok et al,
oxysporum 2020.
Fusarium China Plantas marchitas, con pudricion Li et al, 2018.
semitectum la raiz y la corona. Sistem:

vasculares de color marrdn.

11



Fusarium solani
Fusariumsp.

Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici

Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
capsici
Phytophthora
nicotianae

Phytophthora
parasitica-
(Phytophthora
nicotianae)
Pythium
aphanidermatum
Pythium
aphanidermatum

Pythium
aphanidermatum

Pythium
aphanidermatum

Pythium
arrhenomanes
Pythium
catenulatum

México
Australia
Argentina
California
Ecuador

Corea

Laos
México
Carolina del
Norte
Taiwan
Turquia

Espana

India

Australia

Florida

[talia

Espaia

Florida

Florida

Necrosis en la base del tallo
pudricion de lacorona.

Marchitez repentina.
Pudricién de la raiz

Lesiones en la corona y pudricic
deraices.

Marchitez y pudricion de laraiz y |
corona.

Marchitez repentina de toda
planta con lesiones parduscas cle
de las raices.

Pudriciéon de la raiz y necrosis de
corteza exterior de la base del tall

Pudricion de raices.
Pudricion de la raiz.

Tizon foliar y pudricion del tallo
raiz y fruto

Lesiones en la corona.

Pudriciones de raices.

Podredumbre blanda.

Marchitamiento
pudricion deraiz.

Pudricion significativa de las raice
y reducciones en el crecimiento
las raices

Clorosis foliar, crecimientc
reducido y  marchitamiento
repentino. Las raices se vier
gravemente afectadas con u
decoloracién marrén, empapado
agua y pudricion suave.
Crecimiento reducido \
marchitamiento, decoloracion
podredumbre lainda.

Necrosis radicular.

repentino

Necrosis radicular

RiveraJimenezet
al., 2018.
Stirling et
al., 2004.

Gobena et al,
2012.

Glosier et al,
2008.

VelezOlmedo et
al., 2020.

Hwang y Kim,
1995.

Callaghanet al,
2016.

Fernandez Pavi
et al, 2004.

Glosier et al,
2008.

Sheuet al2009.

Glosier et al,
2008

Moralejo et al.,
20009.

Gurunath1966.

+ Stirling et

al., 2004.

Chellemi et al,
2000.

Garibaldi et al,
2014.

De Caraet al,
2017.

Chellemi et al,
2000.

Chellemi et al.,
2000.
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Pythium
graminicola
Pythium
graminicola
Pythium helicoides
- (Phytopythium
helicoides)
Pythium irregulare

- (Globisporangium

irregulare)
Pythium
myriotylum

Pythium
myriotylum
Pythium
myriotylum

Pythium
periplocum
Pythiumsp.

Pythiumsp.

Pythium spinosum
(Globisporangium
spinosum)
Pythium spinosum
(Globisporangium
spinosum)

Pythium splendens
- (Globisporangium

splendens)
Rhizoctonia
bataticola-
(Macrophomina
phaseolina)
Rhizoctonia
bataticola-
(Macrophomina
phaseolina)
Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani

Florida

India

Florida

Florida

Australia

Florida

Pakistan

Florida

Australia

Florida

Florida

Pakistan

Florida

India

Sri Lanka

Australia

México

Necrosis radicular

Lesiones marcadas de necrosis
ahogamiento de plantula.

Necrosis del 4pice de las raices
pérdidas en el peso de raices

brotes.

Leve necrosis en la punta de la re

Marchitez repentina y pudricié
severa de las raices en las plar

maduras.

Pudricion de raices.

Podredumbre y en plantulas
crecimient
marchitamientc
ahogamiento, la coloracién parde
pudricion de la raiz.

Pérdida de peso en raiz.

mayor edad,
reducido,

Marchitez repentina.
Necrosis leve en raiz.

Necrosis leve en raiz.

Pudricion de la raiz, los tallos cc
una porcién oscura y arrugada. L
lesiones del tallo de color verc
oscuro, empagdas de agua y le
raices de color marrdn oscuro.

Necrosis del apice de las raices
pérdidas en el peso de raices

Chellemi et al,
2000.

Dubey et al,
2020.

Chellemi et al,
2000.

Chellemi et al,
2000.

Stirling et al,
2004.

Chellemi et al.,
2000.

Hyderet al., 2018.

Chellemi et al,
2000.

Stirling et
al.,2004.

Chellemi et al,
2000.

Chellemi et al,
2000.

Nawaz et al,
2016.

Chellemi et al.,
2000.

brotes.

Podredumbre. Gurunath,1966.

Podredumbre. Small,1928.

Leve coloracion café en raices.  Stirling et
al., 2004.

Marchitez, necrosis del cuello ¢ Lépez et

raices y tallos con descamaciéon al., 2004.
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la epidermis y anillado de raict
secundarias.

Fuente: elaboracion propia con informacion en la base de datos Fungal Databases.

2.2.1 Fusariunsp.

El géneroFusariumes uno de los grupos de hongos causantes de la enfermedad conocida
como pudricion de raiz; por lo general la enfermedad se presenta en plantulas al azar, pero
en ocasiones estas son afectadas en pequefios grupos. El crecimiento del tallo se atrofia y se
torna de color amarillo, el brote terminal toma una forma enrollada similar a un baston, se
secan y las puntas se vuelven rojizas, las raices se necrosan y desprenden con facilidad
(Figura 4A), produce numerosos macroconidios las cuales son multiseptadescpnidios

que son unicelulares (Figura 4) ovaladas a forma de rifi&gedorn e Inglis, 1986;

Vakalounakis, 1996). Algunos reporteskgsariumsp., se encuentran en la base de datos

de la USDA FungalDatabase), demostrando la amplia distribucién teegénero

Figura 4. Pudricién y necrosis de raices ocasionadosHumariumsp, en plantas de ruda. A)
Pudricion y necrosis de raices ocasionados por en plantas de ruda, fuente: N. Gdmez, 2014. B) Micro
y macroconidios déusariumsp.; C) colonia dd-usariumsp.,cortesialLeydi MiguetFerrer.

2.2.2Rhizoctoniasp.

R. solanipresenta un micelio estéril incoloro que se torna de color ameaiéode acuerdo

a su madurez; produce ramificaciones en angulo recto con respecto a la hifa principal se
estrechan en la bifurcacion y tienen una septa cerca de ella. Producen esclerocioses

pardos oscuros y en su fase perfecta produce un basidiomiceto |l&tebidalaria
filamentosao Thanatephorus cucumerfggrios, 2005 Moni et al, 2016). Distribuido por

todo el mundo, atacan a un enorme rango de plantas causando pudricémilties,

marchitamiento, pudricién de raiz, fruta y enfermedades foli&asneter, 1970). Ademas
14



de ser un hongo patégerse encuentra como saprofito y en simbiosis con orquiGbaséz,
et al, 2015) su morfologia es muy sencilla y los rasdig®ldgicos y patoldgicos que se
usan en su clasificacion varian mucRarmeter, 197Gnehy Ogoshi,1991, Pope y Carter,
2001).

Segun Agriog2005, el ahogamiento es el sintoma mas comun que ¢higactoniasp.,
en las plantas que afecta, una vee @l hongo ataca a la plantula al emerger mata el
crecimiento de su apice y muere; en otras plantulas se marcan lesiones cafés antes de morir

y si logran emerger, el honguodreel tallo y muere (Figura 5).

Micelio sobre la superficie de Infeccién en almohadilla sobre la superficie de la planta
la planta

El micelio invade al

™
| hospedero

- ! oo £
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Figura 5. Ciclo de la enfermedad causada Rbizoctonia solaniFuente Agrios 2005.

2.2.3Pythiumsp.
Las especies de este genero estan distribuidas en suelos de todo el mundo, es un organismo
saprofito o parasito benigno, pero al ertcanse las condiciones de humedad y el suelo esta

densamente infestado atactbdo tipo de semillas y plantulas que emerjan de ellas. En las
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plantas, penetra a través de la raiz y se propaga produciendo un colapso y muerte rapida. En

las raicesadultas solo se limita a la corteza de la raiz (Agrios, 2005).

2.24 Phytophthorasp.

Phytophthorasp., fue considerado un hongo, hasta mediados de los 80°s, donde por consenso
se le consider6 en el reino StramenopRaylum Oomicota [amour, 2013)Parasu
identificacién se consideran diferentes caracteristicas de las esporas asexuales como el tipo
y forma del esporangio (Figura 6)jmero de papilas, longitud de pedicelo, forma de la base

y algunas caracteristicas del esporangi¢fpana esporas sexuales se toma en cuenta el tipo

de anteridio y caracteristicas del oogonio. En algunos casos se considera la presencia de
clamidosporas, temperatuéptima de crecimiento y tipo de reproducciWartin et al,

2012).

Figura 6. P. capsicj A) hinchamientos hifales, Bysporangios terminando de liberar zoosporas

CortesiaLeydi Miguel Ferrer

Las especies del géndrbytophthoraatacan a un amplio rango de plantas, en distintas etapas
fenoldgicas y de distintos tipos. Producen pudricion de raiz, tubérculos y ahogamiento en
plantulas, también causan pudriciones de yemas o frutos expandiéndose a otras partes de la
planta.P. capsicigenera la pudricion de la raiz del pimiento, zanahoria y calgmadacion

del fruto del pimiento, tomate, berenjena y de las cucurbitaceas, entre otras(planitess

2005).Es heterotalico, es decir, produce un gametangio masculino, llamado anteudi
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gametangio femenino llamado oogonio, produciendo oosporas cuando los dos tipos de
apareamiento se encuentran en el mismo lugar. Demwho resultado la formacién de
oosporas, que son las esporas sexuales que sirven como indculo de hibernaciégedel pa
(Figura 7) Las oosporas pueden germinar directamente a través de la formacion de un tubo
germinativo o indirectamente a través de la formacién de esporangios (Ristaino
y Johnston1999). En plantas de chile infectan las raices causando una sevehaten;
también puede atacar las hojas y el fruto, aunque en México la infeccion, de este patégeno,
en la parte aérea es rara. Cuando la temperatura es alta ep&&Qbausa dafios severos

en un corto tiempo. La infeccion se propaga por las espogaguransportadas por el agua

a través del riegdernandezaviaet al, 2013).

Esporangio

~— Liberacion de
~h
Oospora £ zo0sporas

germinando a o~

/ ”__ 2 > Esporangio
través de un - S //'
esporangio l 4 /
E

sporangioforo l

Qospora y esporangios

? germinando a
/ O/’ través de tubo
Formacion de germinativo
la oospora /./'

2 £— Liberacién de

< _ m__ oOSporas

«
Esporangio

Oogonio y
Anteridio

Zoosporas

Al A2
Micelio

Figura 7. Ciclo de vida dé’hytophthora capsiciFuenteRistaino yJohnston1999.

2.3 Trichodermasp.

El génerolrichodermapertenece a la familia Hypocreaceae y actualmente, la Subcomision
Internacional sobrérichoderma / Hypocreanumera 104 especies, que se han caracterizado

a nivel molecular$chuster y Schmoll, 2010); sin embargo, no todas las cepas de este género

se hartenido una identificacion segura
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La base de datos Index Fungoruimtp://www.indexfungorum.org/Names/Names)asp
clasifica al génerdrichodermade la siguiente manera:
Reino Fungi
Division Ascomycota
clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
GéneroTrichoderma
Las especies del género producen una amplia gama de pigmentos de coltr aendo$o
brillante a rojizo, aunque algunos también son incoloBmidioforos ramificados con
fidlides solitarios o en grupoglexopoulus y Mims, 1985)donde se forman los conidios,
de gran importancia para la identificacion taxondmica a nivel deciespRifai, 1969. Del
mismo modo, la pigmentacion de los conidios varia de incolora a varios tonos de verde y, a

veces, también de gris o marr@cliuster y Schmoll, 2010)

2.3.1 Mecanismos de accion deichodermasp.

Trichodermaspp. en sus acciones defensivas, son capaces de controlar ascomicetos,
basidiomicetos y oomicetos (Mon001; Benitezt al, 2004) también tienemfectosobre
nematodos (Dababagt al, 2006; Kyaloet al,, 2007).

Existen diferentesnecanismos de biocontratilizados porTrichodermaspp.,que regulan

el desarrollo de hongos patégenasontinuacibnse muestran algunos enGladro 3.

Cuadro 3. Descripcion de los diferentesaranismos de accion deichodermasp, ante

hongos patégenos.

Mecanismo de Descripcion Reportes (autores)
accion
Competencia Comportamiento entre dos o mas organisn Kelley y Rodriguez

poblaciones, o0 especies que comparten el mi Kabana, 1976; Sivan
recurso ambiental cuando estécaso Nlartin y Chet, 1989b; ®fanovaet
Hine, 2015) Trichodermaes utilizado como agent al., 1999; Ferre y

de biocontrol para fitopatdgenos corRasarium,
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Micoparasitismo

Reconocimiento

Actividad litica

Antibiosis

Rhizoctonia etc., y es considerado un excele
competidor de espacio y nutrientes.

El micoparasitismo es un estilo de vida o simbic
antagonica en donde un hongo vivo es parasita
actiia como fuente de nutrientes de otro hongo.
interacciones micoparasitarias son comunes entr
hongos y similares a los patdgenos veget
(Heitmanet al, 2020). En este tipo de mecanisn
las hifas deTrichodermase adhieren a las d
patdégeno, se enrollan en ella y a veces, las pen
degradando la pared celular del hosped:
fitopatdgeno.

El reconocimiento se realiza a través de interaccit
lectinascarbohidratos. Las lectinas son un grupc
proteinas que se encuentran en las células y tier
propiedad de unirse a grupos de carbohidr
especifics, ademas, estan involucradas en

interacciones entre los componentes de la supel
de las células y su ambiente extraceluMartin y

Hine, 2015) En estudios se hall6 evidencias direc
de que las lectinas estan involucradas en
micoparasitism.

En esta etapalrichodermadegrada las parede
celulares del patdgeno por medio de enzimas lit
extracelulares (quitinasas, glucanasas y proteas:
facilitan la penetracion del antagonisttafanet al,

1996)

La antibiosis es la produccion de antibidticos
metabolitos téxicos sobre otro sensible a estos. ¢
demostrado que el sinergismo entre varias enzi
liticas y antibiéticos es mugritico para la actividac
de muchos agentes de control biologikalgicek y

Druzhinina, 200Y.

Santamarina, 2010; Santt
etal, 2017.

Sandoval y L6épez2000;
al, 2007;
Reyeset al, 2008;Johnet

al., 2010; Qualhateet al,

2013; Bhat, 2017
Elamathiet al, 2018.

Almeida et

Elad et al.,1983;Santost
al., 2017 Mokhtari et al,
2018; Nauonet al, 2019.

Thraneet al, 2000;De la
CruzQuiroz et al, 2018;
Khare et al, 2018; Poze
Serrancet al., 2019.

Vinale et al, 2006; Vinale
et al, 2009; Dubeyet al,
2011; Vipul et al, 2014;
Baeet al, 2016.

Elaboracion propia con datos de diferentes fuentes
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2.32 Biocontrol conTrichodermaspp.

El controlador bioldgico fungicida més reconocidd gshoderma harzianurpuesto que es

un antagonista de diversas enfermedades como pudricién de raiz y marchitamiento causada
por Phytophtora en el cual ha reducido hasta 65 %- 85 % su incidencia (Sivaet al,

1984; Ezziyyaniet al, 2004), brinda una alta supervivencia y rendimientos en cultivos
reflejdndose en una mayor altura y biomasa de la planta (Réxnemaset al, 2017).
También ha atacado diversos hongos patogenos foliares dotytis cinérea,

Pseuperonospora cubensis, Sclerotinia sclerotiopi®phaerotheca fusq&lad, 2000).

En plantas de chile pimiento se ha utilizaddarzianumpara controlar la podredumbre de

las raices de las plantas de pimier@agsicum annuu)ncausadgor P. capsici ycomo
resultado hubo una reduccion en la pudricion de la raiz de entey246 % ademas de
demostrar qué&. harzianunreduce el dafio en la plar{shmedet al, 1999)

Asimismo, su presencia en el suelo ayuda en la regulacién de poblaciones amortiguando los
dafios causados por enfermedades en los agroecosistemas, manteniendoibuio, equil
estimulando respuestas sistémicas de defensa en la plagitadgsarrollo de tejidos
meristémicos primarios, los cuales se relacionan con la germinacién altura, peso de la planta
y raiz, manifestandose en la planta como aumentddael@ancia por estrée<pull et al,
2003;Harmanet al, 2004;Vinale et al., 2009.

2.4 Uso de Bigroductos

Los patégenos encontrados en el suelo, ademas de tener una amplia gama de huéspedes
persisten por periodos muy largos mediastieucturas de resistencixéemaret al, 2002;

Agrios, 2005Nico y Gonzalez, 2006; Ariaat al, 2017;Hudsonret al, 2020) En su mayoria

estos patdgenos son controlados con productos quimicos ya que su efecto es rapido y eficaz;
sin embargo, este tipde control tiene efectos adversos sobre los microrganismos benéficos

del suelo, el agua, el humano y los animdlash@ y Gopal, 2010; Leitet al, 2010; Pingali

y Roger, 2012; Llancari, 2014; Schaaf, 2015; Hasleinail, 2020) En consecuencia, sa h
considerado el control biolégico como una estrategia de manejo y buena alternativa para
sustituir gran parte de los pesticidas utilizados, teniendo en cuenta también el comer sano y

ambiente sano.
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Trichodermaes el agente de control biologicomunmente utilizado y se conoce desde hace
mucho tiempo como antagonista eficaz de hogos fitopatogeadsiet al, 1984; Changt

al., 1986; Trutmann y Keane, 1990; Sharma y Gothalwal, 2017). No s6lo se ha demostrado
su potencial en laboratorio sino Ba tratado de desarrollar un método de formulacion y
aplicacion a escala comercial, que sea efectivo, confiable, consistente, con amplio espectro
y economicamente factible. Para ello se requiere de un trabajo continuo en laboratorio y
campo Yy asi obtenem excelente agente biocontrol de patdégenos fangicos, sin causar un
enorme impacto en el ambiente, el cultivo y el agricultor.

En el laboratorio de Hongos y Patologia Vegetal de la Benemérita Universidad Autbnoma de
Puebla se desarrollé un biongicida, gqie lleva por nombre BiofuBuap, como alternativa

para biocontrol de patégenos con cepas nativdsideodermas

p., adaptadas a condiciones agroecoldgicas. Consta de cuatro formulaciones preparadas con
10 g de conidios de cada cepa, mas dos compuesteryantesaimidon de maiz 12,59y

alga marina 12,5 g) y un ingrediente inerte como soporte (zeolita 25 g). Envasado al alto
vacio en bolsas de aluminio con capacidad de 100 g y una concentracion de conidios de
83x10¢ mL con un porcentaje de viabilidag 86% (RomereArenaset al, 2017). En este
estudio se evalud este Hiangicida, con registro MX/a/2016/012860 de patente ante el
Instituto Mexicano de Propiedad Industrial (IMPI), para la produccion de plantulas de chile
(Capsicum annuujvariedad Miahuateco, bajo condiciones de invernadero y su trasplante

en campo.
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3. OBJETIVOS
3.1 General
Evaluar la actividad antagonica de BIOF&EMap y dos cepas deTrichoderma (T.
koningbpsisy Trichodermasp.) contra hongos patdgenos de la raiZdpsicum annuum
su efectividad en la produccion de plantula comercial para la comunidad de Santa Maria

Tecomavaca, Oaxaca.

3.2 Especificos

1 Evaluar la actividad antagonica de BIOFBMap y Trichoderma(T. koningiois y
Trichodermasp.),preparado de manera artesacahtra hongos patégenos y asociados
a la raiz de plantulas de chNdahuatecan vitro.

1 Identificar taxondmicamente hongos asociados de raCaesicum annuuran parcela
de la comunidad de Santa Maria Tecomavaca, Oaxaca.

1 Realizar pruebas en invernadero para analizar el porcentaje de germinacion y
podredumbre &l plantulas de chile Miahuateco.

1 Comparar la incidencia y mortalidad de plantas a los 40 dias degpt&splante (ddt)
bajo diferentes formas de control, en la comunidad de Santa Maria Tecomavaca en el

estado de Oaxaca, México.
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4. HIPOTESIS

1 BIOFUN-Buap mostrara mayor actividad antagonica, que elfurigicida de
Trichodermapreparado de manera artesanal, ya que inhibira el desarrollo de los tres
principales hongos patdégenos de la raizG#psicum annuumcausantes de la
marchitez.

1 BIOFUN-Buaptendra mayor capacidad de supresion en patdégenos que otras cepas de
Trichodermaartesanal, disminuyendo la incidencia y severidad de las enfermedades,
reflejando alto porcentaje de germinacion y baja mortalidad de plantulas de chile al

trasplantarlas eraenpo.

23



5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Sitio de estudio
La comunidad de Santa Maria Tecomavaca, Oaxaca se encuentra entre los paralelos 17°
516 y 18A Nb3a ede lloast imeud di anos O8skAonEnad vy
altitud entre 400 y 2 600 m. Ocupa el 0%88&le la superficie del estado. Cuenta coatro

localidades y una poblacion total de 1 683 habitantes.

Colinda al norte con los municipios de San Antonio Nanahuatipam y San Juan de los Cués;
al Este con los municipios de Mazatlan Villa de Flores, San Baatista Cuicatlan y Santa
Maria Ixcatlan; aBur con el municipio de Santa Maria IxcatlanQakte con los municipios

de San Miguel Tequixtepec y Tepelmeme Villa de Morelos (Figura 8).
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Figura 8. Sitio de estudio, localidad de Santa Maria Tecomavaca. Fuente: Elaboracion Ing. Nidia
Ruiz. Carta vectorial del INEGI (2016) Areas Geoestadisticas Municipales. Escala 1:1250000.
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Los climas mas predominantes son: semiasgmicalido, semiaridtempladoy ojo arido

calido (Figura 9).
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Figura 9. De acuerdo con el INIFAP e INEGI, tipos de climas. Fuente: Elaboracion Ing. Nidia Ruiz
Mapa de INIFAP y CONABIO (2001). Edafologia. Escala 1:1000000.

5.2 Muestreo

En parcelasibicadas en la comunidad de Santa Maria Tecomavaca en el estado de Oaxaca,
se tomaron muestras de raices de chile, con sintomas perfectamente marcadas para obtener
Cinco segmentos de tejido de raiz y cinco de taRey¢sTenaet al.,2019b) Se etiquetam

para posteriormente ser trasladadas al laboratorio de patologia vegetal del Centro
Agropecuario para su analisis (Anexo II).

5.3 Obtencién de cepas @echodermaspp.

Las cepas d&richodermautilizadas para la investigacidiueronT. harzianum(TH-4) con

datos en el GenBank con numero de accesion MK7800R4kgningiopsigT-K11) con
namero de accesion en GenBank MK791648, obtenidas del Laboratorio de Hongos y
Patologia Vegetalel Eco Campus Valsequillo, perteneciente al Instituttietecias, BUAP

y Trichodermasp., (aislado de la parcela agricola).
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5.4 Obtencion de cepas patégenas

Las cepas patogenas utilizadas en el experimento flrerseriumsolani MX-MIC 798)
con datos almacenados en el GenBank con el codigoatsion MK532475Rhizoctonia
sp. MX-Gto-1) y Phytophthora capsiqiCPV-283), cepas no identificadas molecularmente

y preservadas en la coleccion (Figur@). Estas fueron obtenidas del Laboratorio de

Patologia Vegetal del Instituto de Investigacionesofgcuarias y Forestales (IIAF).

Figura 10. Patégenos de planta de chil§.FAusarium solan{MX-MIC 798) con datos almacenados
en el GenBank con el cddigo de accesion MK532475RBigoctoniasp. (MX-Gto-1) y C)
Phytophthora capsidiCPV-283).

5.5 Aislamiento a partir de raiz

Se tomaron muestras de raices de chile en la parcela de estudio y se sigui6é la metodologia
segunAbeysinghe(2012) las secciones de material vegetal se lavaron con jabon y agua,
posteriormente se cortaron segmentos de tejido de aproximadamente 1 cgod&dar
desinfestaron en una soluci@ioralex® al 10 % (0.6 % de hipoclorito de sodio de
concentracion final) por 1 minse enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y se
secaron usando papel secante estéril. Se colocaron un total de cinco segmegjtssPetri

(100 x 15 mm) con los medios de cultivo: P&pxtrosa Agar (PDA, Bioxon®)
suplementado con antibi6ticos (ampicilina 0.27 g/L; rifampicina 0.01 g/L) y-Agaa (AA,
Bioxon®) en Anexo l.Las cajas almacenaron a 25 °C, después de 48 hssevob
crecimiento micelial y se obtuvo un aislado fungico el cual se punfexiiante la técnica de
punta de hifa descrita por Tutte (1969) con modificaciones en la concentracion del agar (2
%). El aislado puro se cultivo en medio PDA y se mantuvo a 28d@nte 7 d; después del

crecimiento se cortaron discos de agar con micelio de 5 mm de diametro y se almacenaron
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en microtubos con agua destilada estéril a 15 °C en la Coleccion del Laboratorio de Hongos
y Patologia Vegetalel Eco Campus Valsequillo, geneciente al Instituto de ciencias,
BUAP.

La caracterizacion morfologica se realizo a partir de las estructuras (micelio, y estructuras
reproductivas) de colonias con 7 d de crecimiento. Se realizaron preparaciones usando el
colorante azul de lactofenol y de acuerdo a los criterios de identificdei literatura se
obtuvo el género al que pertenecia el aislado.

5.6 Aislamiento de hongos asociados a la pudricion de raiz

El aislamiento de los hongos asociados en la raiz de chile se realizé a partir de muestras de
raices de plantas con necrosis dgorecedimiento del punto anterior. Las cajas se incubaron

a 25°C en oscuridad por un periodo aproximado ded3 hasta el crecimiento del micelio
alrededor del tejido. Una vez que el micelio aparecio, se realizaron transferencias de las
colonias a nuewsacajas con medio PDA, incubandose&&Q@ en luz continua durantel®

d o hasta la aparicion de estructuras de reproduccion (Anexo ll).

5.7 Interaccion de cultivos duales

Para evaluar la actividad antagonistaldehodermaspp., se utilizé la técnica d@ennis y
Webster (1971)Para cada uno de los tratamientos se realizaron en placas de Petri con medio
de cultivo PDA, se colocé un disco de agar de 5 mm de didmetro con micelio del hongo
patdgeno en un extremo y transcurtiks dias, se coloco otro discoTéechodermaspp., a

una distancia de 5 cm entre ellos. Los controles fueron de micelio de los patégenos y
Trichoderma cultivado por separado en placas de Petri con medio PDA descrito
anteriormente, se incubaron a 25 ¥ara el célculo del efecto inhibitorio del hongo
antagonista sobre el patdgeno, se midioé el crecimiento micelial cada 12ulm e@nnier

digital (MOD. CD-6 Mitutoyo) hasta que se formé una separacién y una zona de inhibicién
entre las colonias. Se evalaebPorcentaje de Inhibicién del Crecimiento Radial (PICR) con

la formula propuesta por Ezziyyasti al (2004) de la siguiente manera:

o Yo Y
0 00 ‘Yp.Tpc pmm

Donde: PICR= porcentaje de inhibicién de crecimiento radial;
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R1= crecimiento radial (mm) debfbgeno siTrichodermaspp.
R2= crecimiento radial (mm) del patégeno doicthodermaspp.
A los 15 d, se clasifico el antagonismo segun la escala de Bell 1982 (Cuadro 4), donde:

Cuadro 4. Clases de antagonismde acuerdo a la escalaBell et al. (1982).

Clase Caracteristica

Clase | Sobrecrecimiento d€richodermaspp, que colonizé toda la superficie del
medio y redujo la colonia del patégeno.

Clase Il Sobrecrecimiento d€richodermaspp, que colonizé al menos 2d2 la
superficie del medio.

Clase Il Trichodermaspp, y patdgeno colonizaron la mitad del medio (méas que :
y menor que 2/3). Uno no se sobrepuso al otro.

Clase IV Hongo patégeno colonizfl menos 2/3 de la superficie del medio y resist
la invasion poiTrichodermaspp.

Clase V Sobrecrecimiento del hongo patégeno que coloniz6 toda la superficie ¢

media

5.8 Aumento de in6culo

La cepa dé-. solani(MX-MIC 798), se cultivdo ermedio PDA a 24 °C durante 10 d para la
produccion de conidios. Posteriormente, se prepar6 una suspension en agua destilada estéril
ajustando con la camara de Neubauer (marca Paul Marienfeld) a una concentraciof de 1x10
conidios/mL? (ReyesTenaet al, 2019b).

Para el aumento de zoosporas de la d&paapsici(CPV-283), primero se aumento la
produccion de micelio en placas Petri de agarM® (x 15 mn), ya colonizado el medio, el

agar se cortd en pequefios cuadros de?ly@m transfirié a nuevasdgeas de Petri luego se
afladié agua esterilizada hasta cubrir los fragmentos de micelio hasta el margen. Estas cajas
se mantuvieron bajo luz blanca a 25 °C por tres dias cambiando el agua cada 24 h. Una vez
gue se produjeron esporangios, se cre0 un chigorco, sometiendo las cajas a 4 °C por

30 min y a 24 °C por 30 min para inducir la liberacion de zoospB@getTenaet al,

2019a) se cuantificaron y se ajusté a una concentraciébxdé' (RomereArenaset al,
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2017). Para el aumento de inoculoRligzoctoniasp. MX-Gto-1), se colocaron discos de
micelio de 5 mm ddiametro en cajas Petri con PDA a 25°C por 10 d. En el aumento masivo
deTrichodermaspp., (forma artesanal) se colocaron discos de micelio en RBdi@or 7

d a una temperatura de 25 °C, posteriormente se esterilizaron bolsas de polipapel con 250 g
de arroz previamente lavado (Sivila y Alvarez, 2013), a 15 Ib de presion por 30 min. Se
dejaron reposar por una hora hasta llegar a temperatura amegtesecharon las esporas

de las cajas coifirichodermaspp., con agua destilada estéril y la solucion de esporas se
inyecto a las bolsas de arroz estéril con jeringas Plastipak de 5 mL 21G x 32 mm (0.80mm
(1 1/4"). Se dejaron incubar a oscuridad por 7 degpués a horas luz por 15 d a una
temperatura de 27 °C. Para la elaboracién depbaducto, BiofurBuap, se coseché6 10 g

de conidios deT. harzianum para la preparacién de 4 formulaciones de 60 g cada uno,
utilizando ademas dos compuestos organicasocpreservantepfeservantes (almidon de

maiz 12.5 g y alga marina 12.5 g) y un ingrediente inerte como soporte (zeolita 25 g), se
envaso al alto vacio en bolsas de aluminio con capacidad de 100 g. Haadiidas
presentan una concentracion de corsidie 1x1& g con un porcentaje de viabilidad de 95

% (RomereArenaset al., 2017).

5.9 Porcentaje de emergencia en vivero

Las semillas de chile, utilizadas para la evaluacién de porcentaje de emergencia, fueron las
mismas que se utilizaron en campo (variedad Miahuateaes)semillas, se desinfestaron
conCloralex®al 5 % durante 5 min y se enjuagaron tres veces con agua estéril y se secaron
con papel estériiMannaiet al, 2018); se introdujeron en una suspension de consorcio
patdégeno fungico preparada con sacarosa y agua destilada al 3 % durante 10 mirbjCuadro
El control consistio en introducir semillas desinfectadas en una solucion estéril de agua
destilada sacarosa al 3 e sembraron en charolas germinadoras con peat moss y agrolita
(1:1 viv), previamente esterilizadd a1 °C y 15 Ib de presi6M@annaietal., 2018) por cada
cavidad se coloco una semillappr bandeja se sembraron 100 semillas. Las bandejas se
instalaron en un vivero con malla sombra a una temperatura ambiente deE2&i§@ahi

et al, 2004). A los5 d de sembradase inoculd 1 mL/ cavidad de la preparacién con el
antagonista, al 1 x2§ se esperé al dia de emergencia (Ekefal.,2009).Los porcentajes

de germinacion de semillas se calcularon de acuerdo con la siguiente formula: germinacion
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de semillas (%) = @imero de semillas germinadas / numero total de semillas) x 100, cuando

el grupo control presentara el 90% de germina@idr-adhalet al, 2019)

Cuadro 5. Preparacion de tratamientagra 100 mL de solucion, utilizaéa vivero parda

prueba de antagonismo en plantulas

Tratamiento MX-MIC 798, T-K1lly Biofun- Mancozeb  Agua
MX-Gto-1, CPV- M21 Buap 80®
283, HP1, HP3, HPE

T1: Consorcio 3mL - - - 97 mL
T2: Trichoderma 3mL 39 - - 94 mL
artesanal

T3: Biofun-Buap 3mL 0.03 g 94 mL
T4: Mancozeb 80® 3mL - - 0.2¢g 97 mL
T5* control - - - 100 mL

*En este tratamiento se utilizaron las semillas recubiertas con su fungicida de mEuszaimm
solani (MX-MIC 798), Rhizoctoniasp. (MX-Gto-1), P. capsici(CPV-283), Rhizoctoniasp. (HP1),
Fusariumsp.HP3,Fusariumsp.HP8 T. koningiopsigT-K11) y Trichodermasp.(M21).

5.10incidencia y severidad en plantulas de chile

Se evalud la incidencia y severidad causada por el complejo de hongos que afectan las plantas
de chile P. capsici F. solaniy Rhizoctoniasp). Se realizé muestreo de evaluacion a los 12,

13 y 14 d después de la ultirmmergenciaPor medio de monitoreo visual se identificaron

las plantas afectadas por tratamiento y se procedié a calcular el porcentaje de incidencia

mediante la siguiente forfraumatematica:

Incidencia ()= (No. de plantas afectadas por tratamiento/ No. de plantas total por
tratamiento) *108

Para la severidad se evaluo las plantas afectadas segyisced 6.
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Cuadro 6. Escala de grado de severidad segun Coredlals(2012).

Escala Porcentaje Sintomas
0 0% Planta sana.
1 10% No mas del 104 del follaje total esta marchito y/clorético.
2 25% Hojas marchitas y/o cloréticas
3 50-70% Hojas marchitas y/oloroticas
4 100% Planta muerta o severamente afectada que muestra practicamer

el follaje marchito con clorosis, necrosis y/o defoliacién prematu

5.11 Prueba antagonica en campo
Las semillas que se utilizaron fueron adquiridagrdeuctores de chile miahuateco en Santa
Maria Tecomavaca, Oaxaca. Previa germinacion de semillas, estas se desinfestaron con
cloro comerciahl 5 % durante 5 min y se enjuagaron tres veces con agua estéril y se secaron
con papel estéril; en charolagerminadoras se puso peat moss y agrolita (1:1 v/v),
previamente esterilizadol21 °C y 15 Ib de presiéM@annaiet al, 2018) por cada cavidad
se colocaron dos semillas haciendo un total 4822 Se esperaron 15 d aproximadamente

para el surgimiento de la plantula.

5.12Inoculacién de hongos en plantulas de chile

En este trabajo se formularon cinco tratamientos (Cuadrgafg la inoculacion del
consorcio de patdgenos, se ajusto a una concentracion dérhkdse realiz6 a los 7 d del
establecimiento de la plantula en campautet al, 2017).Después de la inoculacion del
consorcio patdgend3 d), las plantas senocularon (conforme al tratamiento) los
Trichodermaspp., y el producto quimicdancozeb 80®

El disefio que se utiliz6 en campo fue de blogues al azar, el cual consté de cinco surcos: tres
(repeticiones) surcos de parcela util y dos para efecto de lordada surco se trasplantaron

85 plantulas con 50 de edad, infectadas previamente con los patdgenos. Fue un total de
cinco unidades experimentales con 425 plantas cada una.
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Cuadro 7. Dosificacion de tratamientgsara 20 L utilizadogn campo para prueba de

antagonismo y establecimiento de planta.

Tratamientos MX-MIC HP1, T-K11yM21 Biofun- Mancozeb Fertilizante*

798 HP3 Buap 80® 184600

MX-Gto-1 HP8

CPV-283
T1: Consorcio 30 mL 30 mL - - - -
T2: Trichoderma 30 mL 30 mL 60 g - - -
artesanal
T3: Biofun-Buap 30 mL 30 mL - 69 - -
T4: Fungicida 30 mL 30 mL - - 409 -
quimico
T5: Aguat - - - - - 3 kg
fertilizante

* En el caso del fertilizante se apli6@57 g/ planta de manera manualisarium solan{(MX-MIC
798),Rhizoctoniasp.(MX-Gto-1), P. capsici(CPV-283), Rhizoctoniasp. (HP1), Fusariumsp.HP3,
Fusariumsp.HPS8 T. koningiopsi¢T-K11) y Trichodermasp.(M21).

Se evaluaromlurantecuatro semanas agir de la inoculacién del consorcio patégeno. Se
obtuvieron datos de mortalidad y supervivencia por unidad experimental en la primera,
segunda, tercera y cuarta semana hasta alcanzar un total maximo de mortalidad. Para calcular
la altuia total de cada planta se midié desde la base del tallo hasta el tltimo meristemo apical,
se registro el dato en centimetros y se obtuvo promedio. Se midié la longitud de la raiz, ésta
se realiz6 midiendo la raiz principal de 10 plantas. Se utilizé uérfleiro modeldruper

FH-8M Flexdmetro, Gripper contra Impacto, 8 (ElizondoCabalceta y Mong@érez

2016) Finalmente, se tomaron secciones pequefias (aprox. 1 x 1 cm) de raiz con sintomas de
enfermedad, se esterilizaron en la superfil@alex®al 1% durante 30 s y se enjuagaron

tres veces con agua destilada estéril para-aistamiento de las cepas patogs, los

segmentos fueron colocados en medio PDA, se incubaron bajo oscuridad a 28 °C.por 10 d
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Los datos se analizaron con ANOVA en el paquete estadistico IBM SPSS Statistics version

25. La velocidad de crecimiento y la tasa de desarrollo fuereald@bles de respuestas con

tres repeticiones en un disefio estadistico completamente al azar. El experimento se repitio

dos veces para su validacion. Se realiz6 una comparacion de medias por el método-de Tukey
Kramer con un nivel .H®ICR,elpdcerajeldd germidacidhela p 0O .
mortalidad (%) y la incidencia de enfermedad fueron expresados en porcentajes y
transformadosconarabo s eno angul ar ax+1. Posteriorment
varianza al igual que las variables alautotal,tamafio deaiz y altura planta sin raiz; se

utilizé la prueba de Tukellramer para determinar las diferencias significativas entre los

tratamientos y el nivel de significancia de
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6. RESULTADOS
6.1 Aislamientos obtenidos
A partir de la raiz del chile, se obtuvo una cep@rishodermasp., (Figura 1) y tres hongos
asociados (Figura2} a la pudricion de raiz del chile, los cuales estan descritos (Cuadro 8)

de acuerdo ana guia de identificacion ytératura Barnett y Hunter, 1998tGermain y
Summerbell, 1996; Snedt al, 2013;Retaneet al., 2018§.

Figura 11. Aislamiento deTrichodermasp., a partir de la raiz de chile. A) Colonia algodonosa con
colores verde olivo; B) fidlides tefiidas con azul de lactofenol (10X); C) esporas oblongas de
coloracion verde (40X).

Cuadro 8. Principalescaracteristicade asladosde hongos asociados a la raiz de ahile
la parcela de estudio

Hospedero Caracteristicas Género

Capsicum annuum Colonias, con anillos concéntricos, con coloraciones ¢i  Rhizoctoniasp.
micelio algodonoso aéreo. Hifas hialinas dispuestas ¢ (HP1)
respecto a la hifa ddonde se ramifica, con una peque
constriccion.

Capsicum annuum Colonias con escaso micelio velloso blanco Fusariumsp.
pigmentaciones color café a rojizo. Micelio septa (HP3)

hialino con ramificaciones. Macroconidios de-33. de
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largo, con las puntas curveadas hacia dentro, ligeram
curveadas, de-B septos. Microconidios elipsoides cor
septo o ninguno de 333p.

Colonias micelio velloso blanco con coloraciones c
Micelio  septado, hialino con  ramificaciahe
Macroconidios de 37:39.5u de largo, con las punti
curveadas ligeramente hacia dentro curveadas, -8le
septos. Microconidios ovoides con sin ningun septo de
3.21.

Se observaron colonias algodonosas color blanco y ¢
tiempo producen gran cantidad de esporas que se tif
color amarillo y verde olivo. Su micelio es septado, hial
Esporas redondas ligeramente ovaladas color verd
3um. 2, 3y 4 fialides coforma de botella, presencia «
clamidosporas en germinacide acuerdo con los criteric
de identificacién taxonémica de Barnett y Hunter (19¢

se concluy6 que este hongo pertenecia al género.

Fusariumsp.
(HP8)

Trichodermasp.
(M21)

Incubacion a 25 °C por 7 didauente: elaboracién propia.
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Figura 12 Estructuras de reproducci@®e hongos asociados a la pudricion en raiz de:ch)le

Microconidios deFusariumsp.; B) clamidosporas en forma globosardeariumsp.; C) fidlides y
microconidios en falsas cabezas Besarium sp.; D) microconidios deFusarium sp.; E)

clamidosporas dEusariumsp;F) hifas deRhizoctoniasp.

6.2 Velocidad de crecimiento de los hongos ensayados

La tasa de desarrollo y la velocidad de crecimienttsl@. koningipsis, T. harzianum
Trichodermasp, tuvieron diferencia significativea p O ,GeniénBio) el valor mas alto el
Trichodermasp., nativo del sitio de estudio (Cuadro Bps controles completaron su
crecimiento, en la caja Petri, alas 72 h. En la confrontacion con los patdgenos, noisé modif

su velocidad de crecimiento; demostrando que es un excelente competidor de nutrientes y
espacio [djeljord y Tronsmo, 1998)ademas de que sus enzimas cumplen un papel
importante en el micoparasitismo y la inhibicion del crecimiento micelial del hangelc

gue compite $anzet al, 2005) La mayor tasa de desarrollo y velocidad de crecimiento lo

tuvo el Trichodermasp., con 1.017+0.0096 mm/ h y 1.5057+ 0.00857 cm al
respectivamente; sin embargo, aun el valor mas bajo de lokithedermaspp., supera a
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los reportados porGuigonLépez et al (2010 paraT. asperellumal contrario de los
patégenosen el cuaki se vio afectado su crecimiento al estar en contacto con el antagonista.
F. solanifue el hongo con mayor valor entre los patdégenos c8818€0.0019 mmh a
comparacion d@. capsicicon 0.303+0.0025 mmih. Esto nos demuestra qlischoderma

spp., tienegran ventaja sobre el crecimiento de los patégenos como también lo reportan
AndradeHoyoset al (2019.

Cuadro 9. Tasa de desarrollo (TDt) y velocidad de crecimiento (VCijrighodermaspp.,

y los patdgenos ensayados

Tratamientos TDt (mm/ h) VCt (cm d'l)
T. harzianum 0.972+0.008 1.3238+0.0022
T. koningiopsis 0.912+0.0122 1.2369+0.00663
Trichodermasp. 1.017+0.0096 1.5057+0.00857
F. solani 0.391+0.0019 0.4718+0.00063
R.solani 0.266+0.0012 0.3059+0.00605
P. capsici 0.303+0.0025% 0.3818+0.01193

Letras distintas en los valores indican que las medias de los diferentes tratamientos difieren

estadisticamente (p<0.05, Tukey).

6.3 Antagonismo de Trichoderrga, in vitro
En los enfrentamientos duales se pudo observar alta capacidad crecimi@michpalerma
sp., sobre los hongos patdgenos trabajados. A las 72 h hubo el primer contacto de interaccion
hifa-hifa y posterior a ese dia invasion deTrichodermasp.sobrelos patdgenos era muy
marcada, pronto a las 132 h hubo una invasion total por parte Tiéclosderma
El enfrentamiento dE. solani R. solaniy P. capsicicontraTrichodermaspp., se encontraron
en el grado uno de la escala de Bell a las 72 h. A diferen&iasdéanicontraT. harzianum
que se mantuvo en el gradale la escala. La invasion dechodermasp., haciaP. capsici
fue la mas clara ya que los traschodermaprobalos crecieron sin problema sobre el medio
de cultivo. Esto se atribuye a una de las caracteristidagéderoTrichoderna sp., por
competencia de espacio y nutrientes como lo mencibtatinezet al (2013 y Duarte
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Lealet al (2017, que no sélo efrichodermacrece rapidamente, sino que libera sustancias
que inhibe el crecimiento hifal del patégeno, favoreciendo su invasion.

El PICR de todas las confrontaciones supera el S8darg 13), paraF. solaniel valor mas

bajo en la confintacion fue de 51.9% con Btichodermasp.,(M21) y la méas alta fue con

el T. harzianumcon 53.3%, coincidiendo con un estudio que real&dndaramoorthy y
Balabaska(2013, donde inhibi6 el crecimientmicelial deF. oxysporuni. sp.,lycopersici

hasta un punto de 38 sobre el control.

Trichodermasp., tiene efecto antagonico sobre los tres patdégenos mas conocidos de la
podredumbre en plantulaS¢hmitthenner, 1964). Es claro que las especies de este género
son prometedoras para la elaboracion defimgicidas, y ser aplicadas en el estado mas
vulnerable de la planta, debido al gran el potencial antagonista que ha demostrado contra

otros hongositopatdogenos (Sandoval y Lépez, 2000; Pdremeset al, 2018).
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Figura 13. Porcentaje de inhibicién de crecimiento radial de tres hongos patédgersmahi, R.
solaniy P. capsici)a las 132 h. THF, THR, THHR:. harzianum vs F. solani, R. solanP. capsici
respectivamente; TKF, TKR, TKPT. koningiopsis vs F. solani R. solan y P. capsici,
respectivamente; TNF, TNR, TNPrichodermasp.(M21) vsF. solani, R. solary P. capsici T: 25
°C, 7 dde incubacién. Letras distintas en las barras indican que las medias de los diferentes

tratamientos difierepstadisticamente (p<0.05, Tukey).
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6.3.1 Fusarium solani vs Trichoderrnsa.

Ubicando este antagonismo en escala 2 de(Bgllira 4), a pesar de haberle dado tres dias
de ventaja al patdgenbrichodermasp., tiene ventaja en crecimientomo lodescriben
Michel-Aceveset al. (2009) y MichelAceveset al (2019 dondeT. harzianumtiene
potencial de biocontrol y antagonismo clase 2 sBbsebglutinans y F. oxysporui@uédez
et al. (2012)reportaron un porcentaje de inhibicion alto d&8§ 66 % pard. harzianum
contraF. oxysporumT. harzianunmostré estrangulamiento solf¥esolani(Figura 17) un
mecanismo de accion caracteristico de este grupo (Mariredz 2008); en algunos estudios
esta cepa primero micoparasita al patdgeno y despues libera eniticagscomo -
glucanasa y quitinasa, que pueden degradar las paredes celulares ddpeadespecie
(Sivan y Clet, 1989)

Figura 14. Enfrentamientdlrichodermasp. AB) F. solaniconT. koningiopsisa las 96 h'y 132 h
respectivamente,-D) F. solaniconT. harzianuma las 96 h y 132 h,-E) F, solaniconTrichoderma
sp.(M21),alas 96 hy 132 h.
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6.3.2Phytophthora capsici vs Trichoderrsp
Los valores de inhibicion del crecimiento micelial Be capsici sobre el control por
Trichodermasp., fueron los mas altos y notorios que el de los otros tratamientos (FBjura 1

Los valores fueron 59.68 %, 64.81 % y 60.14 % pgaraapsicicontraT. harzianum,

koningiopsisy Trichodermasp.(M21), respectivamente.

Figura 15. EnfrentamientoTrichodermaspp., yPhytophthora capsiciA-B) P. capsicicon T.
koningiopsisa las 96 h y 132 h respectivamenteDCP. capsiciconT. harzianurma las 96 h 'y 132
h, EF) P. capsicicon Trichodermasp.(M21), a las 96h y 132 h.

Singh e Islan{2010 reportaron la reduccion micelial del patégeno sobre el control de 61 %
de P. nicotianae,especie del mismo génerBn este trabajo también se obtuvieron los
mismos resultados, en donde se observaromamientos de hifas d& capsicidandose a
notar similitudes de antagonismo para especies del gBhgtophthoraEstudios como el
deJianget al (2016) han reportado la penetracion de los apices hifalesat®dermasp.,

en P. capsiciy por consecuencia la desintegracion de colonias despué&sddde la

inoculacion, produciendo asi numerosos conidiosradnodermasp.
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6.3.3Rhizoctoniasp., vsTrichoderma p.
El valor més alto fue para el antagonismd dbarzianunsobreR. solanisiendo el valor de
73.56 % de inhibicion con respecto al control (Figug talor mas alto que el reportado

por Seema y Devak012.

Figura 16. EnfrentamientoTrichoderma pp., y Rhizoctoniasp., A-B) Rhizoctoniasp., conT.
koningiopsisa las 72 h y 132 h respectivamer@e)) Rhizoctoniasp., conT. harzianuma las 72 y
132h, E-F) Rhizoctoniasp., conTrichodermasp.(M21), a las 72 y 132 h.

Se observé ruptura y derrame de contenido celular de las hiRssiéanipor parte del.
harzianum(Figura I7), mecanismo reportado para este génmp AcostaSuarezet al
(2013) y RonnieGakegne y MartineZoca (2018). Algunas proteinas comodaginasas,
glucanasas y proteasas contribuyen a este mecadesaarionNveveset al, 2010).
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Figura 17. Mecanismo de accién deichodermaspp.A) Trichodermasp.,vs F. solanj B) ruptura
de hifas ddRhizoctoniasp., porT. koningiopsisC) estrangulacion d&. harzianumsobreF. solani

6.4 Antagonismo en la germinacion de semillas de chile

La germinacion de semillas en todos los tratamientos fue a los 8 dias, diferenciando
solamente en la cantidad de semillas germinadas por dia (Figur&llcontrol y el
tratamiento fungicidaiempre fueron los mas altos en emergencia durante los cuatro dias
observdos. El efecto de la inoculacion del consorcio fangico se observé en la muerte de la
semilla y dias después, afectando el cuello de la raiz, provocando marchitamiento y muerte
de laplanta. El porcentaje de emergencia mas bajo, fue el del consorcio fingico sin ningin
tratamiento cod richodermasp., con 48 % para el dia cuatro. Los tratamieffog T3los
porcentajes mas altos de emergenciaG@wh y 72 % respectivamente, sin terdiferencias
significativas con el control fungicida. El control (sin inoculacion de patégenos) obtuvo el
porcentaje ideal de germinacién esperado.

Como se muestra en el Cuadro 10, la germinacion. érarzianumy el Biofun-Buap fue
acelerada en comparacion a los controles, lo que concuer@aboraret al.(2012) donde

se reporta un 100 % de germinacion a partir de los cinco a seis dias; sin embargo, en este
estudio no se inocularon hongos patdgenos que pudiézatar la germinacion de la semilla

y la emergencia de la plantulas una de las evidencias glieharzianum, a pesar, de la
cantidad de patégenos que se encuentren atacando la raiz, es un excelente competidor gracias
a los mecanismos que poséek( e & & n ,a | 2I§ladn@t)al (2011 en un estudio similar

con cepas d&. harzianumreportaron una germinacion temprana a los cinco y seis dias de

siembra con un 100 % sin inoculacion de patégenos.
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Figura 18. Porcentaje de germinacion en semillas de afrilevivero durante cuatrdias.Letras

di ferentes significa diferencia significativa

La incidencia de podredumbre en plantulas se dio a partir del dia siete y la muerte de
plantulas, al dia 9 (después de la emergencia) cer2.ub+5.65% de incidencia en el T1
(consorcio fungico) y valor 4 en la escala de severidad que, Sagtadeset al. (2012) nos
muestran Iglanta muerta o severamente afectada con todo el follaje marchito y clorosis,
necrosis y/o defoliacion prematutal. valor masbajo de incidencia fue en los tratamientos

T3, T4 y T5 (teniendo en cuenta que el control no presenta sintomas) comparado con el
tratamiento T1 (Cuadro 10), que no tuvo ningun tratoleahodermaspp; esto asiente que

T. harzianumpuede reducir la incidencia de la enfermedad hasta un 80 % como se ha
reportado en otros estudidsféhitz et al, 1986; Adekunlet al, 2001) Howell, en el 2002
reportd el efecto del tratamiento de semillas de algodonPgtimum aphanidermatum
Pythiumsp.,P. ultimum y Rhizopus oryzag la relacion de mortalidad con @ampingoff

en el cuallrichodermasp., s6lo mostro impacto en el control preventivo de estos patégenos,

debido a la resistencia y estimulacion de la enfermedad por la geidniizcia semilla.
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Cuadro 10. Antagonismo drichodermasp., en germinacion de semilla. Incidencia y

severidad sobre plantulas de chile.

Tratamiento Germinacion Incidencia de Severidad Escala
total podredumbre %

Consorcio fangico 48+ 3.65 42.75+ 5.66 100 4

T. koningiopsis+ 68+ 3.65 16.5P+ 3.52 40 2
Trichodermasp.

Biofun-Buap 72+ 4.32 16.58+ 1.68 40 2

Fungicida 79+ 4.43 8.93%+ 2,52 35 2

Control 90°+ 2.58 0.0¢* 0 0

Evaluacion realizada usando una escala graduada de O (ningun sintoma)aatula(piuerta)
propuesta porCorraleset al (2012) Letras diferentes significa diferencia significativa entre

tratamientos de acuerdo con Tukey para p O00.05.

Como se ha mostrado, BioklBuap constituido a base @eharzianumcontrola eficazmente

la enfermedad dalampingoff ya que, aunque el control no presente sintocoaspara

valores altos con el tratamiento donde la sen@ltabarecubiertacon fungicidg esta
caracteristica no solo esta conferida poc@uposicion inerteJayarajet al, 2006), sino al
mecanismo de micoparasitismo de la cepa, ya que excreta enzimas hidroliticas y destruye la
pared celular del patégeno, penetrando en la hifa permitiendo la fuga del citopiasmg (

et al, 2011).

Los sifomas mas comunes, observados en los tratamientos fueron la necrosis del cuello de
la raiz, marchitamiento y deformaciones en las plantulas, ocasionando hasta la muerte en
algunos casos (Figura@)l Fusariumsp., haciendo uso de las micotoxinas es uno de los
géneros mas agresivos provocando baja germinal@dia semilla, pudricién de raices y
perjudica la colonizacién temprana de raige®mo sonsecuencla muerte \Vanget al,

2006; Winteret al, 2019).Se ha reportado qu® capsicicausa pudricion de raiz, tallo, hoja,

fruto, marchitez y por ultimo la muerte independientemente de su edad (Stanghellini

1996; Shewet al, 2009). En algunos casos no se desarrollaron las hojas de las plantulas o se
atrofiaron por lo que murieron; en embargo, en el tratamieato BiofunBuap y T.

harzianumno se observaron estos sintomas por lo que se comprueba que este hongo es un
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excelente inhibidor de la enfermedad propiciando proteccion aalstufdy su buen

desarrollo (L6pezt al, 2010).

Figura 19. Sintomas detlampingoff en plantulas de chile en vivero. A) Emergencia tardia; B)
marchitez; C) necrosis de corona de tdllpdesarrollo incompleto; E) malformacion en hojas y tallo;
F) muerte de la plantula.

6.5 Antagonismo en el establecimiento de plantula en campo

El porcentaje de mortalidad, a la cuarta semana, fue menor del 50 % en todos los tratamientos
(Cuadro 1y 12); la supervivencia es alta comparada con el tratamiento T1 (presencia de
patdégenos) sifirichodermasp., estos datos son similares con lo que repRiteeraMéndez

et al (2016 paraTrichodermasp., contreS. cepivoraen cultivo de cebolla. BiofuBuap,

tiene como componente principalTaharzianum(RomereArenaset al., 2017), y fue el
tratamiento que obtuvo los valores mas altos en las variables medidas como en el tamafio de
la raiz, esto reafirma las cualidades Tdeehodermasp., como promotor de crecimiento

vegetal en diferentes cultivos de importancia econondicgh(et al, 2010; Rojaret al,
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2010;Sharmeet al, 2012); sirembargono hubo diferencias significativas con los demas
tratamientos a excepciatel T1.

Cuadro 11. Mortalidad de plantas de chile en canypgintomas en raiz y tallo

Tratamiento Manifestacion del patdgeno en tallo y Mortalidad por
raiz semana(%) *
1. Consorciotagua : 333

58.8

83.1

100

2. Consorcio+ T.
koningiopsis+
Trichodermasp.

165

29.@@

373

47.0

3. ConsorcioBiofun-Buap. 18.04
31.8
408

47.05
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4. Consorcio+ Mancozeb 8 17.3
33.0
408

46.3

5. Aguat fertilizante 16.1
16.1

16.1

16.1

*Los cuatro valores por tratamiento indican el porcentaje de mortalidad de las cuatro semanas
evaluadas

Se pued observar que nexiste diferenciastadisticamentsignificativa (p<0.05, Tukey)

entre los tratamientos control quimig@on el bloque tratado con BioftBuap tanto en el
tamafio de tallo, raiz y altura total. En la variable de mortalidad todos se comportan de manera
similar, haciendo excepcion con el bloque sin tratamientoTcimhodermasp., ate esto
podemos deducir quanto elTrichodermapreparado de manera artesanal como el comercial
actuan efectivamente como antagonistéasortiguando el impacto negativo de los hongos
fitopatégenoy ayudando a establecer la plantula de chile en ca@ipidljogaet al, 2015;
Garciaet al.,2006);sin embargo, para que la planta tenga un buen desarrollo con el tiempo,

el Biofun-Buap, por su contenido, tiene mejor efecto en el desarrollo de la planta.
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Cuadro 12 Variables evaluadas en campo en plantas de chile al primer mes de ser
trasplantadas.

Tratamiento % de mortalidad Tamafode Tamafio de Altura total
tallo raiz
Primera Cuarta
semana semana
Consorcio 33.33+2.39 99.7+0.3 11.3¥+0.36 1.2+ 0.06 12.5+0.32
patégeno+

asociados de la rai

T. koningiopsis+ 16.47+1.36 47.06+1.80 18.43%1.17 157%0.12 20°%1.27
Trichodermasp.

Biofun-Buap 18.03*+1.03 47.06+ 0 21.23+197 23F+0.09 23.6+1.95

Control quimico  17.2%+0.39 46.27°+ 1.038 20.13+2.62 22% 0.30 22.13+2.92

Agua+ fertilizante  16.08+0.39 16.08+0.39 19.13+0.95 1.73*%*0.18 20.87+1.07

Letras distintas en las barras indican que las medias de los diferentes tratamientos difieren
estadisticamente (p<0.05, Tukey).
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7. CONCLUSIONES
Se aisl6 una cepa deichodermasp.(M21), en el sitio de estudio, proveniente de raices de
chiley se evalud junto &. harzianum y T. koningiopsfgara probar su efectividad como
antagonista. No se encontraron diferencias significativas entre los tres antagonistas, por lo
gue se concluye que eJtechodermatambién puede ser utilizado para controldBhping
off en la raiz del childiahuatecoAdemas, es necesario hacer la identificacion molecular
para tener certeza de la especie a la que corresponde y asi obtener mas informacion sobre su

manejo.

El patégeno mas dificil de controlar fiesolani,ya que en la prueba antagonigavitro se
obtwieron los valores mas bajos de PICR; ademas, su velocidad de crecimiento fue la mas
alta con diferencia significativa respecto a los otros dos patégenos. Sin embargo, todos los
patdégenos fueron controlados tantaremitro como en campo por lases ceps antagnicas

(TH-4, T-K11 y M21).

El Trichodermapreparado de manera artesanal como el Bi8uap tienen buen efecto en
el establecimiento de la plantula en campo; BicBuiap tiene mejor efecto con el paso del
tiempo en el desarrollo de la plaigbicb al tiempo de vida que tienen los conidygsor la

composicién de ingredientes que posee

Las evaluaciones en campo indican do® biofungicidas (BiofurBuap y Trichoderma
preparado de manera artesada)on los mismos resultados quératamiento quimico para

el control de los tres patogen@n plantulas de chileausantes de podredumbre y muerte,

ya que presentaron menor mortalidad e incidencia de enfermedad a los 40 ddt, logrando
establecer el cultivo ela comunidad de Santa Marf@comavaca en el estado de Oaxaca,
México, confirmando los resultados obtenidos en las pruebas de antagonismo tanto en

laboratorio como en invernadero.
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Anexo |. Medios de cultivo
Para 1 L de medio de cultivo:

Papa Dextrosa Agar (PDA)

1) Disolver 39 g de medio papa dextrosa agarledd agua destilada. Agregar primero
el medio PDA y posteriormente el agua destilada.

2) Esterilizar a 121°C y 15 Ib de presion por 20 minutos.

3) Enfriar el medio en bafio Maria a®4® por 30 minutos.

4) Vaciar en cajas Petri en campana de flujo laminar.

Agua ajar

1) Disolver 15 g de agar bacteriol6gico e e agua destilada. Agregar primero el
agar y posteriormente el agua destilada.

2) Esterilizar a 121 °C y 15 Ib de presién por 20 minutos.

3) Enfriar el medio en bafio Maria a 4@ por 30 minutos.

4) Vaciar en caja®etri en campana de flujo laminar.

Agar Jugo V8

1) Agregar 15 g de agar, 3 g de carbonato de calcio (@gtSteriormente afiadir 160
mL de jugo V8 y 840 mL de agua destilada, mezclar.

2) Esterilizar a 121 °C y 15 Ib de presién por 20 minutos.

3) Enfriar el medd en bafio Maria a 49 °C por 30 minutos.

4) Vaciar en cajas Petri en campana de flujo laminar.

Agar Avena

1) Disolver 15 g de agar bacteriologico en 1L de agua destilada, agregar 60 g de avena
molida.

2) Esterilizar a 121 °C y 15 Ib de presién por 20 minutos.

3) Enfriar el medio en bafio Maria a 48 por 30 minutos.

4) Vaciar en cajas Petri en campana de flujo laminar.
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Anexo Il. Fotografias

Figura 1. Sintomas de pudricién de raiz en plantas de chileR?la)tas con sintomas de
marchitez en campo. B) Plantas muertas con raices que presamade2necrosis y con

hojas marchitas y cloréticas. C) Tallos de plantas muertas con raices necroticas.

Figura 2. Proceso de aislamiento de hongos. 1) Lavado de raices y tallo de chile. 2)
Crecimiento del hongo, purificacién por punta de hifa y colonia purificada.
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Figura 3. Interaccion antagénica enffeichodermasp., contra patégenos de la raiz del
chile. Vista a diferentes escalas.

Figura 4. Aislados obtenidos de raiz de chiteB) TH1; GD) TH3); EF) TH8.Colonias
con 7 dde incubacion a®2°C.
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Figura 6. Prueba de antagonismo en plantulas de chile. Preparacion de la semilla, material
esterilizado y siembra de dos semillas por cavidad.
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Figura 7. Inoculacion en campo deichodermasp., preparado de manera artesanal.

Figura 8. Inoculacién en campo deaichodermasp., con BiofurBuap.
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