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Resumen

Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani son agentes causales de la marchitez del chile y
provocan peérdidas hasta 80% en el cultivo en México. El uso inadecuado de fungicidas quimicos
ha generado problemas de resistencia, esto no se observd con agentes microbianos, por lo que se
evaluaron en el biocontrol de la marchitez del chile en parcelas experimentales donde se identifico
a F. oxysporum y R. solani como agentes causales de la enfermedad. Trichoderma spp., Bacillus
spp., mezcla de fermento propagativo microbiano, Tiabendazol y testigo, fueron aplicados en una
parcela de 800 m? con seis variedades de chile. Los tratamientos Trichoderma y fermento
propagativo mostraron bajos porcentajes de incidencia y severidad, altos rendimiento con
Trichoderma en HS- 52 y Coloso (15.67 y 13.89 t ha'l). Los tratamientos Trichoderma y fermento
propagativo promueven el biocontrol de la marchitez del chile provocada por F. oxysporum y R.
solani e incrementar el rendimiento.
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Introduccion

La marchitez del chile es una de las principales limitantes biologicas en la produccion de este
cultivo y es provocada por Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum
(Albanil et al., 2015). Existen reportes de marchitez del chile donde se asocia con frecuencia a F.
oxysporum, el cual aprovecha el dafio mecénico y aberturas naturales de la planta para infectar, sin
embargo, se considera a P. capsici como el patégeno de mayor importancia por su capacidad de
penetrar la epidermis de las raices e invadir los haces vasculares (Zapata et al., 2012).

Esta enfermedad se reporta en todo México, estimando pérdidas hasta 80% por pudriciones de raiz
al invadir el sistema vascular de las plantas (Gonzélez et al., 2009). El control quimico es el método
mas utilizado para controlar la enfermedad, es comin reducir el inoculo al hacer desinfeccion del
suelo con Metam Sodio, también se realizan aplicaciones de fungicidas con los ingredientes activos
2Tiocianometil (TCMTB), Metalaxyl, Azoxystrobin y Propanocar para controlar P. capsici (Pérez
et al., 2003), R. solani y Fusarium spp., son controlados con Tebuconazole, Carbendazim,
Tiabendazol y Tiofanato de Metilo (Yossen y Conles, 2014).

La alta variabilidad genética que existe en el complejo de hongos asociados a la enfermedad y
el uso inadecuado de los fungicidas ha provocado problemas de resistencia; en este contexto el
control bioldgico a través de agentes microbianos no reporta resistencia de los fitopatdgenos lo
que los hace una alternativa factible para el manejo de la enfermedad (Bardin et al., 2015).
Diferentes especies de Trichoderma y Bacillus se reportan para el manejo de los géneros
Phytophthora, Sclerotium, Fusarium, Rhizoctonia, Alternaria, entre otros, estos antagonistas
promueven la produccion de biomasa y el rendimiento de los cultivos (Astorga et al., 2014;
Mamani et al., 2016; Arenas et al., 2017); asi como, también activan la respuesta de defensa de
las plantas, donde se involucran al etileno, jasmonato y acido salicilico (Manganiello et al.,
2018), colonizan la rizosfera y producen metabolitos secundarios que generan antagonismo (Fan
et al., 2017; Saravanakumar et al., 2017) y parasitismo al colonizar y penetrar al fitopatogeno
(Druzhinina et al., 2018).

La eficiencia de los microorganismos para el manejo de enfermedades se ha demostrado al obtener
un mayor efecto con formulados de B. subtilis y T. asperellum comparado con productos quimicos
de ingredientes activos como Propanocarb, Fosetil de Aluminio y Etridiazol (Villanueva, 2018).
Se planted evaluar la efectividad de agentes microbianos como biocontrol de la marchitez del
cultivo de chile y efecto en el rendimiento de diferentes variedades de chile serrano.

Materiales y métodos
Ubicacién del experimento
El trabajo de investigacion se establecid en el afio 2017 en el Campo Experimental El Bajio, donde
existen antecedentes de la presencia de marchitez del chile, también se trabajo en el laboratorio de

fitopatologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) de Saltillo, Coahuila,
México.
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Establecimiento experimental

Se evaluaron los materiales de chile serrano HS- 52, Coloso, HS- 44, Centauro, Paraiso y
Tampiquefio 74, proporcionados por el Campo Experimental ‘Las Huastecas’ INIFAP de Villa
Cuauhtémoc, Tamaulipas, México. La planta se desarroll6 en charolas de poliestireno de 200
cavidades, las que fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 3%, empacada con una mezcla
de peatmoss-perlita en proporcion de 2-1 y mantenidas en condiciones de invernadero por 40 dias.
La siembra en campo se realizo con plantulas de 10 cm de altura, trasplantadas en camasa 1.5 m a
doble hilera.

Los agentes microbianos de control fueron proporcionados por el Departamento de Parasitologia
de la UAAAN, como producto de investigacion, Trichoderma asperellum, T. harzianum y T.
yunnanense (Osorio et al., 2011; Jiménez et al., 2018), Bacillus amyloliquefaciens, B.
liqueniformis y B. subtilis (Hernandez et al., 2014) y una mezcla de fermento propagativo
microbiano (MFPM) a base de Trichoderma spp. - Bacillus spp. La mezcla de tres especies de
Trichoderma (1x10°%) (tratamiento 1), MFPM (tratamiento 2), mezcla de tres especies de Bacillus
(1x108) (tratamiento 3), Tiabendazol (60%) (tratamiento 4) y un testigo absoluto (tratamiento 5),
a una dosis de 1 L ha! para los tratamientos 1, 2 y 3, mientras para Tiabendazol fueron 0.5 kg
ha.

La aplicacién se realizé al drench con una aspersora manual a los 7, 28 y 49 dias después del
trasplante (ddt). Posteriormente a los 85, 105, 125 y 145 ddt se determind el rendimiento por bloque
(4.5 m?) y se transformd a t ha, a partir de muestras de 10 frutos se determind el peso del fruto (g)
y tamafio (mm). En el primero y Gltimo corte se evalud la incidencia transformada a porcentaje, la
severidad se evaluo a través de la escala visual que muestra la Figura 1, donde 0= sin sintomas
visibles; 1= inicial. Clorosis ligera, presencia de flores y frutos; 2= intermedio. Marchitez parcial,
clorosis severa, maduracion prematura de frutos y 3= avanzado. Marchitez total sin recuperacion,
las hojas y frutos se quedan pegados al tallo.

=

1. Inicial 2. Intermedio 3. Avanzad

Figura 1. Fotografias utilizadas para determinar la severidad de la marchitez del chile.

Los datos de las escalas obtenidos en las evaluaciones del grado de severidad de la enfermedad se
transformaron mediante el uso de la siguiente formula citada por Carrion (2016):

o~ (Z(a*b)
(nk)

)*100

Donde: s= severidad; X (axb)= sumatoria del grado de afectacion (0, 1, 2, 3); n= namero de plantas
evaluadas; k= grado mayor de la escala (3).
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Aislamiento de hongos fitopatdgenos

Se colectaron plantas con sintomas aparentes de la enfermedad y se trasladaron al laboratorio,
donde se lavaron sus raices con agua corriente y se hicieron cortes transversales en la base del tallo.
Posteriormente se desinfectaron superficialmente con una solucion de hipoclorito de sodio al 1%,
donde fueron sumergidas las secciones de tallo por tres minutos y enjuagadas en tres pasos de agua
estéril. Los tejidos fueron secados en papel estéril y depositados en cajas Petri con el medio de
cultivo papa dextrosa agar (PDA), se incub0 siete dias para el desarrollo de los hongos y fueron
aisladas las colonias con caracteristicas diferentes.

La purificacion se realizé a las 24 h por la técnica de punta de hifa, se incubaron por 15 dias para
realizar observaciones del crecimiento en PDA y al microscopio las caracteristicas del micelio,
estructuras de reproduccion y de resistencia, fueron utilizadas claves taxonémicas de Sneh et al.
(1991); Barnett y Hunter (1998); Leslie y Summerell (2006).

Prueba de patogenicidad

Se realiz6 mediante la técnica propuesta por Sanchez et al. (1975), con ligeras modificaciones,
utilizando semillas de chile serrano de la variedad Tampiquefio 74. Las semillas se
desinfectaron por tres minutos en una solucion de hipoclorito de sodio al 1%, se enjuagaron en
tres pasos de agua estéril, para luego secarlas en papel estraza estéril y transferirlas a cajas Petri
conteniendo agar agua (AA) al 2% e incubadas a 28 °C con ciclos de luz de 12 h. Se revisaron
cada 24 h por tres dias para seleccionar semillas libres del crecimiento de fitopatdgenos, para
después transferirlas en grupos de tres semillas germinadas a cajas Petri con el mismo medio
donde se inocularon cerca del sistema radicular con un fragmento de los hongos de 0.5 cm de
didametro aproximadamente. Se incubaron a 28 °C, durante 7 dias y se evalud la mortalidad de
las plantulas.

Analisis estadistico

Se realiz6 mediante un disefio completamente al azar con tres repeticiones, a través de un analisis
de varianza (Anva) y una prueba de comparacion de medias segun Fisher’s soportada por LSD test
(p< 0.05), utilizando el programa estadistico R (R Development Core Team, 2007).

Resultados y discusién

Se recuperaron dos hongos fitopatdégenos asociados a la marchitez del cultivo de chile de la parcela
experimental establecida en Saltillo, Coahuila, a Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani. El
crecimiento de F. oxysporum en PDA mostré color blanco y microscdpicamente se observaron
microconidias unicelulares y bicelulares, de forma ovoide a elipsoide sobre fialides cortas
agrupadas en falas cabezas y macroconidias de tres septos con las células apicales ligeramente
curvadas. R. solani en PDA presentd crecimiento de micelio color marron claro, bajo el
microscopio las hifas tendian a ramificarse en angulo recto con una ligera constriccién cerca al
punto de la formacion del angulo producido.
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Los hongos recuperados fueron confirmados como agentes causales por las pruebas de
patogenicidad, donde se observé menor cantidad de pelos absorbentes y necrosis en la raiz. R. solani
fue mas agresiva con muerte de las plantulas a 8 dias y F. oxysporum hasta los 12 dias. La
sintomatologia de la enfermedad fue amarillamiento, aborto de flores, marchitez, necrosis del sistema
radicular y madurez prematura de frutos, los cuales quedaron adheridos a la planta (Figura 2).

Figura 2. Sintomatologia de marchitez en condiciones de campo, a) Planta sana b) Amarillamiento en
el estrato foliar de la planta ¢) Amarillamiento, aborto de flores y maduracion prematura
de frutos d) Frutos maduros y adheridos a plantas muertas por sequia.

Al igual que en la presente investigacion, Albafil et al., (2015) reportaron a F. oxysporum y R.
solani como agentes causales de la marchitez del chile en el Bajio y suroeste de Guanajuato. La
sintomatologia en la escala de severidad concuerda con el reporte en los estados de Aguascalientes
y Zacatecas, donde se encontraron estos fitopatdgenos en el mayor porcentaje de los aislamientos
provocando marchitez, defoliacion, cambios en color del follaje, pudricion terminal de la raiz, entre
otros sintomas (Velasquez et al., 2001).

En el Cuadro 1 se muestra la incidencia de la enfermedad, donde se observo diferencias estadisticas
(p< 0.05) en los materiales HS-52 y Coloso. El tratamiento Trichoderma con la variedad HS- 52
tiene una incidencia de la enfermedad de 10.67% que representd una disminucion con respecto al
testigo de 21.16%.

La variedad Coloso mostr6 bajos porcentajes de incidencia con tiabendazol donde existi6 6.83%,
lo anterior muestra excelente respuesta de la variedad a la aplicacion del producto quimico. Las
variedades HS- 44, centauro, tampiquefio 74 y paraiso no presentaron diferencias estadisticas
significativas, ubicandolas en un mismo grupo estadistico.
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Tabla 1. Incidencia de la enfermedad (%) en chile serrano con respecto a cada tratamiento.

Variedades de chile serrano
HS-52 Coloso  HS-44 Centauro ~ Tampiquefio 74 Paraiso

Tratamientos

Trichoderma 10.67?2  18.17% 16.842 19.172 12.52 102

MFPM 26.67%  155%® 10.52 15.332 19.832 10.672
Bacillus 29.17%  29.67° 20.072 20.52 21.832 19.52
Tiabendazol 212 6.83? 19.512 24172 10.332 16.172
Testigo 31.83° 2133 21517 23.332 24.672 22.332

Valores medios en la misma columna con diferente letra minGscula diferencia estadistica significativa (p< 0.05) segln
Fisher’s soportada por la prueba LSD; NS= no significativo. Valores de medias en la misma columna con letras iguales.

En la Figura 3 se mostraron diferencias estadisticas significativas (p< 0.05) en porcentajes de
incidencia de la enfermedad entre tratamientos en los seis materiales evaluados, donde
Trichoderma y MFPM presentaron bajos porcentajes de incidencia (14.39 y 16.39%), siendo
Testigo y Bacillus los que presentaron altos niveles de la presencia de sintomas (24.08 y 23.36%).

30 1~

25

20

15 -

10

Incidencia de secadera del chile
(%)

0 T T T T 1
Trichoderma  MFPM Bacillus  Tiabendazol Testigo

Figura 3. Incidencia de la enfermedad en los tratamientos con respecto a todas las variedades de chile
serrano.

La severidad de la enfermedad transformada a porcentaje (Cuadro 2) mostré diferencias
estadisticas (p< 0.05), donde el tratamiento MFPM con el material HS-52 expreso los mejores
resultados con 8.33%, en esta misma variedad el tratamiento Trichoderma present6 porcentaje bajo
de incidencia y severidad de 11.30%. En la variedad Tampiquefio 74 la aplicacion de tiabendazol
tuvo 6.54% de severidad, seguido de Trichoderma con 7.83% y testigo con 17.96%, observandose
respuesta del material a la aplicacion de los tratamientos.

Por su parte, Paraiso con aplicacion de la mezcla de MFPM y Trichoderma present6 bajos niveles
de severidad (6.46 y 6.93%,) representativos e inferiores al testigo, lo cual permitié una mejor
cosecha. Al hacer pruebas con diferentes especies de Bacillus en el cultivo de chile Guillén et al.
(2006) consignaron que la aplicacion de estos microorganismos aumento la biomasa de las plantas
y el rendimiento, esto posiblemente esté relacionado con el tipo de suelo arcillo-limoso donde se
obtuvieron buenos resultados, tal efecto no se encontro en esta investigacion donde el control de la
enfermedad y rendimientos fueron bajos.
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Cuadro 2. Severidad de la enfermedad (%0) en chile serrano con respecto a los tratamientos.

Variedades de chile serrano

Tratamientos — -
HS-52 Coloso HS-44  Centauro Tampiqueio 74 Paraiso

Trichoderma 11.3% 18.43% 10.8% 6.83% 7.83% 6.93%
MFPM 8.33%  16.28%  24.45 12.76 14.35% 6.46°
Bacillus 14.4%  19.16®  15.09° 11.54% 17.6° 16.22%
Tiabendazol 20.04°  14.07*0  17.97° 15.74% 6.56° 18.24P
Testigo 19.45% 24352 24,072 13.65? 17.96° 18.43P

Valores medios en la misma columna con diferente letra miniscula diferencia estadistica significativa (p< 0.05) segln
Fisher’s soportada por la prueba LSD; NS= no significativo. Valores de medias en la misma columna con letras iguales.

La eficiencia biofungicida de Trichoderma spp. se atribuye al antagonismo (Reyes et al., 2012)
y micoparasitismo a hongos fitopatdgenos, apreciable en esta investigacion donde se redujo la
incidencia y severidad de la marchitez del cultivo de chile (Atanasova et al., 2013).

En el Cuadro 3 se observo que el tamafio de fruto fue estadisticamente superior (p< 0.05) en la
variedad Centauro con los tratamientos MFPM (73.44 mm), Bacillus (67.94 mm) y Trichoderma
(66.44 mm), observandose incremento del 28, 23 y 21%, con respecto al testigo. En la variedad
Tampiquefio 74 los tratamientos Bacillus, MFPM y Trichoderma presentaron tamafos de 78.74,
74.73 y 73.63 mm, respectivamente. Para la variable peso de fruto, se encontr6 que el material HS-
44 fue estadisticamente diferente, con mejor respuesta en Bacillus (10.83 g), MFPM (10.5 g) y
Trichoderma (10 g) con respecto al testigo.

En el rendimiento del cultivo (Cuadro 3) se estudi6 la diferencia estadistica (p< 0.05) en las
variedades HS-52, Paraiso y Centauro, en este contexto se observé que el tratamiento Trichoderma
presentd un mejor comportamiento con 15.67 y 13.22 t ha* en la variedad HS-52 y Centauro. La
aplicacion de Trichoderma incrementa la produccién de 62% y 61% en las variedades antes
mencionadas, con respecto al testigo. La aplicacién del MFPM reporta altos rendimientos en la
variedad Centauro (11.52 t ha'l), Paraiso (10.59 t hal) y HS- 52 (10.37 t ha®), el testigo fue el de
menor rendimiento.

Se analizé que la aplicacion del MFPM increment6 76% el rendimiento con respecto al testigo,
con diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05) respecto de los tratamientos
Tiabendazol y testigo (Cuadro 3). Se observo que Trichoderma aumenté el rendimiento, esto
lo han evidenciado diferentes especies de Trichoderma en plantas de chile habanero (Capsicum
chinense) (Candelero et al., 2015), lechuga (Lactuca sativa), rdbano (Raphanus sativus)
(Ortufio et al., 2013) y arveja (Pisum sativum) (Camargo y Avila 2014). En el mismo contexto,
Cubillos et al. (2009) hicieron pruebas con Trichoderma harzianum en el cultivo de maracuyéa
(Passiflora edulis) donde pudieron determinar que es un antagonista a F. oxysporum y F.
solani, ademas de estimular la germinacion, aumento de biomasa y longitud de raiz.
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Cuadro 3. Longitud, peso de fruto y rendimiento con los diferentes tratamientos evaluados del
cultivo de chile serrano.

Tratamientos Tamafio Peso (g) Rendim_ilento Tamafo Peso Rendim_ilento
(mm) (tha™) (mm) (9) (tha™)
HS-52 Coloso
Trichoderma 72.378 12.832 15.672 74.32 14.332 13.892
MFPM 78.78% 14.672 10.37® 74490 14172 10.042
Bacillus 76.182 14.172 7.26° 75.95%  14.17°2 8.75%
Tiabendazol 73.89? 12.332 10.02% 74.132 13.172 9.022
Testigo 78.82 13.672 5.98° 7256  12.67°2 8.06°
Centauro HS-44
Trichoderma  66.44%° 10.672 13.222 64.732 10% 7.552
MFPM 73.44% 10.672 11.52%® 67.44% 10.5% 13.042
Bacillus 67.94% 9.83% 8.18%® 64.29 10.832 10.32
Tiabendazol 59.250 7.5 8.69% 61.36% g2 10.622
Testigo 52.58¢ 8.332 5.15° 64.76° 8.5° 6.94%
Paraiso Tampiquefio 74
Trichoderma 66.13% 10.172 8.48° 73.632¢ 112 12.26%
MFPM 63.94% 10.52 10.592 74730 11.677 13.32
Bacillus 66.182 112 5.41° 78.742 10.52 8.742
Tiabendazol 61.182 8.172 7.44P 68.1° 10.332 9.77%
Testigo 61.02 8.5 2.59P 71.19 112 6.26°

Valores medios en la misma columna con diferente letra minuscula diferencia estadistica significativa (p< 0.05) segin
Fisher’s soportada por la prueba LSD; NS= no significativo. Valores de medias en la misma columna con letras iguales.

La interaccion positiva entre Trichoderma y la planta hospedera se atribuye a una compleja
actividad quimica de metabolitos secundarios volatiles y difusibles, liberacion de fitohormonas y
antibidticos en la rizosfera, los cuales promueven el desarrollo de la raiz y una mayor absorcién de
nutrientes, que ayudan a controlar los fitopatégenos y aumentar el rendimiento (Lépez et al., 2015),
lo que explica el efecto que produjo en esta investigacion. Los extractos microbianos como
biofertilizantes tienen la capacidad de generar hormonas que estimulan el desarrollo e incrementan
el rendimiento (Martinez et al., 2017), lo cual se pudo constatar con la aplicacion del MFPM del
crecimiento de Trichoderma spp. y Bacillus spp., que mostraron efecto en el control de la
enfermedad y en el desarrollo del cultivo en igual o mejor porcentaje que al emplear los
microorganismaos.

Conclusiones

La aplicacién de Trichoderma y el MFPM son excelentes alternativas para el control de la
marchitez del chile provocada por Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, ademas de aumentar
el rendimiento de los diferentes materiales de chile serrano bajo las condiciones del Campo
Experimental El Bajio de la UAAAN en Saltillo, Coahuila.
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