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EFECTO DE BACTERIAS Y MICORRIZAS EN EL CONTROL DEL DAMPING OFF
EN PLANTULAS DE Capsicum annuum L.

Eyra Judith Herndndez Hernandez, MC

Colegio de Postgraduados, 2017
RESUMEN

La produccion de plantulas de chile (Capsicum annuum L.) en almécigos es afectada por la
enfermedad conocida como “damping off”, cuya prevencion y tratamiento se hace regularmente
mediante fungicidas, cuyo efecto sobre los hongos causantes de esta enfermedad no siempre es
efectivo, pero si representa problemas de tipo ambiental. Ante esta situacion, el control
biolégico adquiere mayor relevancia. El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo
general: Evaluar el efecto de 18 aislados bacterianos y un consorcio de micorriza arbuscular
como promotoras del crecimiento y agentes de control bioldgico de hongos causantes del
damping off en plantulas de chile tipo “guajillo”. Para alcanzar este objetivo, se procedi6 a
realizar un muestreo de suelo rizosférico de maiz y de plantas de chile con sintomatologia de
la enfermedad. Se aislaron tres cepas de hongos fitopatdgenos del género Fusarium sp, (FP, FN
y FA; por los colores purpura, naranja y amarillo desarrollados en el medio de cultivo,
respectivamente). En cuanto a cepas bacterianas, se seleccionaron 18 cepas de rizobacterias (B),
las cuales fueron confrontadas in vitro con las tres cepas de Fusarium y una de Rhizoctonia sp
(R); se realizd su caracterizacion como promotoras del crecimiento, con base en su capacidad
para producir &cido indolacético y solubilizar fosfato insoluble. Los resultados de esta
caracterizacion permitieron seleccionar seis cepas de rizobacterias, que fueron utilizadas en

subsecuentes experimentos. La identificacion molecular de las cepas, permitié conocer que



estas pertenecen a los géneros Pseudomonas y Bacillus. Dos experimentos fueron conducidos
bajo condiciones de invernadero, teniendo como objetivos: a) Determinar el efecto de cuatro
cepas bacterianas sobre el porcentaje de superviviencia de plantulas de chile “guajillo”
inoculadas con hongos fitopatégenos, y b) Evaluar el efecto de la coinoculacién bacteria’lhongo
arbuscular sobre la promocién del crecimiento y efecto protector contra hongos causantes del
damping off en plantulas de chile “guajillo”. Los resultados obtenidos en estos estudios
sugieren que el damping off en plantulas de chile tipo “guajillo”, cuyos agentes causales sean
Fusarium o Rhizoctonia, puede ser manejada a través del uso de agentes bioldgicos tales como
las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) y los hongos micorrizicos, cuya
eficiencia puede ser mejorada mediante re-inoculacion a los 30 dias después de la primera
aplicacion. Esto puede representar una alternativa biotecnoldgica en el manejo de la

enfermedad.

Palabras clave: Damping-off, Fusarium, Rhizoctonia, rizobacterias, Capsicum annuum.



EFFECT OF BACTERIA AND MYCORRHIZA IN CONTROL OF DAMPING IN
SEEDLINGS OF Capsicum annuum L.

Eyra Judith Hernandez Hernandez MC
Colegio de Postgraduados, 2017

ABSTRACT

The production of chili (Capsicum annuum L.) in seedling nurseries is affected by the disease
known as “damping off”. Its prevention and treatment is carried out with fungicides, whose
effects on this disease are not always effective, but they do represent environmental problems.
Under this situation, biological control becomes more relevant. The objective of this research
was to evaluate the effect of 18 bacterial isolates and an arbuscular mycorrhizal consortium as
growth promoters, and biological control agents of fungi causing damping off on “guajillo” chili
seedlings. To reach this objective, samples of rhizospheric soil from a maize plot and chile
plants showing the characteristic symptomatology of the disease were used. Three fungi strains
of the genus Fusarium sp, (identified as FP, FN and FA, by the purple, orange and yellow colors
developed in the culture medium, respectively) were isolated. Regarding bacterial strains, 18
strains of rhizobacteria (B) were selected, which were confronted in vitro with three strains of
Fusarium (F) and one of Rhizotocnia (R); the production of indoleacetic acid by those bacterial
strains, and their capacity to solubilize insoluble phosphate were measured to evaluate their
potential as plant growth promoters. The results of this characterization allowed us to select six
rhizobacterial strains, which were used in subsequent experiments in this research. The
molecular identification of the strains allowed us to know that they belong to the genera
Pseudomonas and Bacillus. Two experiments were conducted under greenhouse conditions and

had as objectives: a) to determine the effect of four bacterial strains on the percentage of survival



of guinea-pig chili seedlings inoculated with phytopathogenic fungi, and b) to evaluate the effect
of bacterial/arbuscular fungus coinoculation on the promotion of growth and protective effects
against fungi that cause damping off on 'guajillo’ chile seedlings. Results obtained suggest that
damping off in “guajilllo” chili seedlings, caused by Fusarium or Rhizoctonia, can be managed
through the use of biological agents, such as plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) and
mycorrhizal fungi, whose efficiency can be improved by re-inoculation 30 days after the first

application. This may represent a biotechnological alternative in the management of the disease.

Keywords: Damping off, Fusarium, Rhizoctonia, rhizobacteria, Capsicum annuum.
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1. INTRODUCCION GENERAL

México cuenta con una amplia diversidad de chiles o ajis, caracterizados por su color, olor,
sabor, picor y tamafio; principalmente del tipo Capsicum solanaceae, C. annuum, C. frutescens
y C. sinenses (Caro et al., 2014). Nuestro pais es el primer exportador de chile verde a nivel
mundial y el sexto en chile seco. Exporta mas de 416 800 toneladas de chiles de diferentes
variedades, principalmente a Estados Unidos, Japén, Canad4, Reino Unido y Alemania (SIAP,

2010).

En nuestro Pais, San Luis Potosi, ocupa el cuarto lugar como productor del cultivo de chile, el
primer lugar lo ocupa Chihuahua (SIAP, 2016). En el Altiplano Potosino, la produccion de
plantula de Capsicum annuum L. se realiza bajo dos sistemas de produccion: tradicional
(almacigo) y bajo agricultura protegida. En el presente trabajo se realizaron muestreos de
plantulas bajo el sistema tradicional. En el cual, la siembra se realiza directamente en suelo,
gue en la mayoria de las casos no es previamente desinfectado, asimismo no se efectla ningun
tratamiento a la semilla y una parte importante de los productores utiliza semilla criolla
seleccionada del cultivo anterior. La produccion de plantulas bajo estas condiciones puede

incrementar el riesgo de enfermedades radicales (Velasquez et al., 2014).

En la fase de almécigo, la enfermedad conocida como secadera temprana o “damping off” se
considera el principal problema fitosanitario (Velasquez et al., 2007) y se atribuye a un
complejo de hongos patdgenos que incluye a Phytophthora capsici, Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Pythium sp. (Goldberg, 1995; Rodriguez et al., 2007;
Velasquez et al., 2013). Las plantulas pueden ser afectadas de dos formas: marchitez de la

planta como consecuencia de la pudricion de sus raices y afectacion a nivel de la base del tallo



(cuello); ambos sintomas originan el colapso de las plantulas (Goldberg, 1995). La incidencia
de plantulas enfermas en almacigos puede llegar a ser de hasta un 29% y constituyen una fuente
de inéculo que los agricultores transfieren al campo durante el trasplante; las pérdidas del
cultivo en almécigo y campo, puede variar entre el 10 al 100% (Gonzélez et al., 2004; Montero

etal., 2013).

Esta enfermedad ha sido reportada en los siguientes Estados productores de chile en México:
San Luis Potosi, Zacatecas, Aguascalientes, Guanajuato, Durango, Sinaloa, Sonora, Chihuahua,
Querétaro, Hidalgo, Michoacan y Colima (Guigon y Gonzalez, 2001; Velasquez et al., 2002;
Anaya et al., 2011). En esos lugares, el patogeno mas frecuentemente asociado al “damping
off” es Fusarium spp. (42.6%), seguido de R. solani (37%), y en menor magnitud P. capsici
(3.9%) (Anaya et al., 2011). Varias especies de Fusarium han sido reportadas como las mas
agresivas, debido a que producen metabolitos secundarios nocivos para las plantas (Hassan et

al., 2015).

Desde el descubrimiento de esta enfermedad, los trabajos para controlarla se han enfocado a
combatir al hongo a través de: control quimico (Parra and Ristaino, 1998), bioldgico y cultural

(Hoitink y Fahy, 1986; Nemec et al., 1996;) y variedades resistentes (Devika-Rani et al., 2007).

La utilizacion de fungicidas quimicos para el control de patdgenos del suelo no siempre es
efectivo y el problema de la enfermedad persiste (Huang et al., 2012), ademas de causar
contaminacion y efectos nocivos para la salud humana y el medioambiente (Mehetre y Kale et
al., 2011). Una alternativa para el control de enfermedades causadas por estos hongos es el uso

de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés) (Kloepper



y Schroth 1981), las cuales no presentan efectos negativos sobre el medio ambiente (Mehetre y

Kale et al., 2011).

Las PGPR pueden actuar como: a) agentes de biocontrol de enfermedades, a través de una
competencia por espacio o alimento, 0 mediante la produccion de antibi6ticos e induccion de
sistemas de defensa de la planta (Matar et al., 2009). La produccion de antibidticos por las
rizobacterias es comunmente el sistema de proteccién que éstas brindan a las plantas contra el
ataque de patdgenos al reprimir su desarrollo, disminucion o prevencion de la enfermedad
(Saravanakumar et al., 2008); b) promotoras del crecimiento, a través de la produccion de
moléculas reguladores del crecimiento, como es el caso de la auxina acido indol-3-acético (AlA)
(Goswami et al., 2015), la cual es sintetizada por aproximadamente el 80% de las rizobacterias
(Khalid et al., 2004; Ahmad et al., 2005). EI AlA, induce la deformacion y desarrollo de pelos
radicales, logrando con esto una mayor captacion de nutrientes y promoviendo en consecuencia
el crecimiento y desarrollo de los cultivos; y ¢) solubilizadoras de fosfato inorgénico, a través
de la secrecion de fosfatasas y &cidos organicos que liberan el P mineral u organico no
disponible; se ha estimado que un 40% de las PGPR presentan esta capacidad (Richardson et

al., 2011), entre otros beneficios.

Con base en lo anterior, el presente trabajo contemplo: En una primera etapa realizar el
aislamiento de rizobacterias y hongos causantes del Damping off y posteriormente bajo
condiciones in vitro caracterizar la capacidad de los aislamientos bacterianos como promotores
del crecimiento o como agentes de control bioldgico.

En una segunda etapa, se evalud la supervivencia de plantulas de chile tipo “guajillo, para lo

cual se realizo la inoculacion de las cepas B7, B9, B15 y B23 como agentes de control biologico



y cuatro dias después las plantulas fueron inoculadas con hongos fitopatégenos causantes del
damping off (Fusarium purpura, F. naranja, F. amarillo y Rhizoctonia sp.).

Finalmente, bajo condiciones de invernadero, se evaluo el efecto de rizobacterias y micorrizas
sobre el crecimiento de plantulas de chile tipo“guajillo” inoculadas con cuatro hongos

fitopatdgenos.



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de 18 aislados bacterianos y un consorcio de micorriza arbuscular como
promotoras del crecimiento y agentes de control bioldgico de hongos causantes del damping

off en pléntulas de chile “guajillo” (Capsicum annuum L.).
2.2. Objetivos especificos

1. Realizar el aislamiento e identificacion de cepas bacterianas de suelo rizosférico de maiz y
de hongos fitopatdgenos de la raiz de plantulas de chile “guajillo” con sintomatologia de
damping off.

2. Caracterizar in vitro 18 aislamientos bacterianos como promotoras del crecimiento o agentes
de control bioldgico de cuatro hongos fitopatdgenos de chile “guajillo”.

3. Determinar el efecto de cuatro cepas bacterianas sobre el porcentaje de superviviencia de

plantulas de chile “guajillo” inoculadas con hongos fitopatdgenos.

4. Evaluar el efecto de la coinoculacién bacteria’lhongo arbuscular sobre la promocién del
crecimiento y efecto protector contra hongos causantes del damping off en plantulas de chile
“guajillo”.

2.3. Hipotesis

Los aislamientos bacterianos en combinacion con el consorcio de micorriza arbuscular
producen un efecto sinérgico en la promocién del crecimiento de plantulas de Capsicum
annuum L. tipo “guajillo”, asi como en el control de hongos patdgenos causantes del damping

off.



2.4. Hipotesis especificas

1. Al menos una bacteria aislada presenta actividad promotora de crecimiento de plantas o

inhibe el crecimiento de los hongos patdgenos causantes del damping off, in vitro.

2. Al menos una cepa bacteriana con actividad antagonista muestra mayor efecto en el
porcentaje de supervivencia de plantulas de Capsicum annuum L. “guajillo” inoculadas

con hongos fitopatdgenos.

3. Las bacterias con actividad de promocion de crecimiento, el hongo MA 'y la bacteria con
actividad antagonista aplicados por separado en la plantula en presencia del hongo
patdgeno, promueven el crecimiento de Capsicum annuum L. “guajillo” y al aplicar la
combinacidn de los tres microorganismos producen un efecto sinérgico resultando en un

mejor desarrollo de la plantula.



3. REVISION DE LITERATURA
3.1. El Cultivo de Chile en México

México cuenta con una amplia diversidad de chiles o ajis, principalmente del tipo Capsicum
solanaceae, C. annum, C. frutescensy C. sinenses, caracterizados por su color, olor, sabor, picor
y tamafio; (Caro et al., 2014). En nuestro pais, se cultivan alrededor de 50 variedades de chile,
destacando el serrano, jalapefio, poblano, pimiento morrén, habanero, pasilla y guajillo, cuya
cosecha representa el 20.6 % de la produccion nacional de hortalizas (SAGARPA, 2015). En
2015, la superficie destinada a este cultivo fue superior a 144 mil hectareas (chile en verde), de
las cuales aproximadamente el 95% fueron de riego y el resto se cultivo bajo condiciones de
temporal. Ademas, més de 60 mil hectéreas se destinan a la produccion de chile en seco

(SAGARPA, 2015).

Nuestro pais es el primer exportador de chile verde a nivel mundial y el sexto en chile seco.
Exporta méas de 416, 800 toneladas de chiles de diferentes variedades, principalmente a Estados
Unidos, Jap6n, Canada, Reino Unido y Alemania (SIAP, 2010). En el Cuadro 1, se presenta la
participacién en valor y volumen de produccién nacional del cultivo de chile en los principales
estados productores, que en conjunto participaron con el 82.69% del valor y el 84.64% del

volumen generados durante el afio 2015 (SIAP, 2016).



Cuadro 1. Volumen vy valor de produccién 2015 de los principales Estados productores del
cultivo de chile en México (SIAP, 2016).

Volumen produccion Valor Produccion
Estado Toneladas ~ articipacion e e pesos Participacion
nacional (%) nacional (%)
Chihuahua 816,234.94 29.34 4,831,085.60 21.39
Sinaloa 601,736.04 21.63 3,808,705.12 16.86
Zacatecas 245,763.40 8.83 2,727,145.47 12.07
San Luis Potosi 221,914.38 7.98 3,276,505.26 14,51
Sonora 130,269.63 4.68 911,558.80 4.04
Michoacan 119,215.83 4.28 1,018,092.48 451
Jalisco 117,601.84 4.23 1,170,368.55 5.18
Guanajuato 102,272.69 3.68 933,477.45 413
TOTAL 2,355,008.75 84.64 18,676,938.73 82.69

3.2. Sistema tradicional de produccién de plantulas de chile

En general, el cultivo de chile se basa en el trasplante, mas que en la siembra directa; razén por
la cual, la obtencidn de plantula es una etapa importante y critica para este cultivo. El sistema
tradicional para la obtencién de plantula que se utiliza en el Altiplano Potosino es en alméacigo,
donde se realiza la siembra de semilla chile al voleo, a partir del mes de enero hasta finales de
abril o principios de mayo, para posteriormente realizar el trasplante en campo. Esto concuerda
con el manejo realizado en los Estados de Aguascalientes y Zacatecas, donde la siembra de
almaécigos se realiza entre enero y febrero, mientras que el trasplante en el terreno se generaliza
a mediados de abril; tiempo durante el cual la pérdida de plantas por bajas temperaturas es

minima (Velasquez et al., 2013)

Los almécigos son pequefias superficies donde se siembran semillas muy pequefas en grandes

cantidades, para obtener volimenes altos de plantulas. El sistema tradicional de produccion de



plantulas de chile se caracteriza por un reducido uso de tecnologia, especialmente en el manejo

fitosanitario (Velasquez et al., 2014).

En el presente trabajo se realizaron visitas de campo a almécigos del cultivo de chile en el
municipio de Villa de Ramos, S.L.P. La siembra de semilla de este cultivo se realiza
directamente en suelo, que en la mayoria de las ocasiones no es previamente desinfectado; asl
mismo, no se efectlia ningun tratamiento sanitario a la semilla, lo que es de trascendencia porque
una parte importante de los productores utiliza semilla criolla seleccionada del cultivo anterior.
Algunos productores acostumbran cubrir con plastico u otro tipo de material su almécigo, lo
cual puede favorecer el desarrollo de enfermedades de tipo flngico debido al incremento de
temperatura y humedad bajo cubierta. La produccién de plantulas bajo estas condiciones puede

incrementar el riesgo de enfermedades radicales (Velasquez et al., 2014).

En la Figura 1 se ejemplifica el sistema tradicional de produccion de plantulas en el municipio
de Villa de Ramos, S.L.P., sistema que se caracteriza por una acumulacion irregular de semilla

y aplicacion excesiva de agua que arrastra la semilla dentro de las camas del almécigo.

Figura 1. Almacigos tradicionales en el municipio de Villa de Ramos, S.L.P.



3.2.1. Manejo del cultivo en el sistema tradicional

El &rea donde se establezca el almécigo deberd cubrir ciertas caracteristicas que favorezcan el
crecimiento y desarrollo adecuado de las plantulas, por lo que deben ubicarse en superficies con
poca pendiente, con buena fertilidad del suelo, con un buen drenaje de tal manera que los
excesos de agua se infiltren. Se sugiere establecer el almécigo en un &rea sin antecedentes de
cultivo de chile o de otra planta de la misma familia botanica como jitomate, tomatillo y papa
(Reveles et al., 2010). Ademas, deberan ubicarse en un lugar cercano a la fuente de agua y de
facil y répido acceso al productor de tal manera que facilite su manejo y cuidados hasta el

momento de la extraccion de la planta para el trasplante (Lardizabal, 2002).

Como se menciond anteriormente en la mayoria de los casos no se realiza la préctica de
desinfeccion del suelo, la cual ha demostrado ser necesaria para el control de plagas
enfermedades y malezas por lo que es recomendable incluir esta actividad al momento de
realizar el plan de trabajo o calendario de actividades para la produccion de plantula (Reveles

et al. 2010).
3.3. Secadera temprana, ahogamiento o damping off en plantulas de chile

El cultivo de chile es susceptible de presentar dafios por enfermedades bidticas y no bidticas en
cualquier etapa de su desarrollo. Las enfermedades bidticas son causadas por hongos, bacterias,
nematodos Yy virus, las cuales pueden atacar varias partes de las plantas o ser especificas de la
raiz, tallos, hojas o frutos. Las enfermedades no bidticas o no infecciosas son causadas por
factores externos tales como temperatura, luz, humedad del suelo o desbalance nutrimental

(Naveed et al., 2014).
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A nivel de plantula, la enfermedad bidtica mas importante es la conocida como secadera
temprana, ahogamiento o damping off, cuyos agentes casuales son un complejo de hongos que
incluye a Rhizoctonia spp, Fusarium spp, Pythium spp y Phytophthora spp., (Veldsquez et al.,
2002; Gonzélez-Chavira et al., 2002; Palomo et al., 2003; Gonzélez et al., 2004; Rodriguez et
al., 2007; Anaya et al., 2011). Estos hongos son capaces de sobrevivir por largos periodos en
el suelo, sin necesidad de la presencia del cultivo de chile, empleando para ello estructuras
especializadas de resistencia conocidas como esclerocios, oosporas o clamidosporas. Esta
enfermedad, puede provocar una mortalidad del 40 al 70% de la poblacion de plantulas

(Veldsquez et al., 2013).

La secadera temprana o damping off ha sido reportada como la enfermedad mas frecuente en
la fase de almécigo. Veldsquez et al. (2014) mencionan que el 75% de los productores de
plantula de chile en el Estado de Zacatecas la consideran como el problema principal. Por su
parte, Veldzquez et al. (2007), al realizar un muestreo en municipios de Zacatecas y
Aguascalientes, indican que el 88.4% de los almacigos tradicionales de chile presentaron dafios
por secadera temprana (damping off), cuya area dafiada oscil6é de 1 a 15%. Gonzélez et al.
(2004) reportaron una incidencia de plantulas enfermas en alméacigos del 29 % en un municipio
del Estado de Puebla, sefialando que estas plantulas constituyen una fuente de in6culo que los
agricultores transfieren al campo durante el trasplante. Con el fin de disminuir la afectacion de
la enfermedad, los productores tienden a utilizar mas semilla de las que normalmente utilizarian,
como medio de compensar las pérdidas causadas por esta enfermedad (Subash et al., 2014),
aunque en la préactica es solo una solucion temporal para disponer de mas plantulas para lograr

una buena densidad de poblacion al trasplantar, pero es posible que se estén trasplantando
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plantas infectadas que podran mostrar los sintomas y dispersar los hongos del complejo causante

de la enfermedad en el cultivo establecido, con los efectos negativos correspondientes.
3.3.1. Agentes causuales de la secadera temprana en el cultivo de chile

A continuacién, se describen los hongos Fusarium spp y Rhizotocnia spp como agentes casuales
de la enfermedad debido a que fueron los patdgenos con los que se trabajo en la presente

investigacion.

a) Fusarium spp.

Tan pronto como llega a la raiz de la planta, el micelio del hongo se extiende hasta los vasos
del xilema, donde forma microconidios y subsecuentemente el micelio y las esporas del hongo
ascienden en la planta a traves de sus vasos xilematicos, siendo llevadas las esporas por la
corriente de transpiracion. Este hongo produce Unicamente esporas asexuales. Inverna en el
suelo o en restos de plantas en forma de esporas asexuales de pared gruesa denominadas
clamidosporas, o bien en forma de micelio o esporas en los restos vegetales (Agrios, 1998).

Es un hongo saprdfito y, una vez que se introduce en un terreno de cultivo, se establece ahi por
tiempo indefinido; aunque su numero poblacional varia en forma considerable, dependiendo de
la susceptibilidad y tiempo de cultivo de la planta hospedante en el campo. Este hongo se
propaga en el suelo en menor grado en forma de micelio, que se desarrolla en las raices o restos
de plantas; lo hacen principalmente en forma de micelio, esporas o esclerocios llevados por el
agua, equipo agricola, trasplantes, tubérculos, semillas de algunas plantas, esquejes de plantas
infectadas y, en algunos casos, en forma de esporas o esclerocios llevados por el viento (Agrios,

1998).
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F. oxysporum, ha sido reportado como el agente causal del damping off en plantulas de chile y
se considera como uno de los mas destructivos en muchas partes del mundo del mundo,
incluyendo a México, Egipto, Espafia, India, solo por mencionar algunos paises (Chew et al.,
2008; Abo y Ahmed, 2007, Pérez et al., 2014; Sundaramoorthy et al., 2012). Esta especie, es
un hongo necrotrofico especializado con muchas variedades o cepas patdgenas, produce toxinas
que afectan la permeabilidad de la membrana celular, alterando el metabolismo de la planta, lo

cual contribuye al desarrollo de la enfermedad (Herrera y Ulloa, 1998).

Sundaramoorthy et al. (2012) reportan a Fusarium solani (Mart.) Sacc. como el agente causal
de la enfermedad de marchitez de Capsicum annuum L., afectando el 90% de la produccion en
la India, el cual es el primer productor de esta hortaliza. Duan et al. (2016) también reportan a
F. solani (Mart.) Sacc. en China provocando la pudricién de la raiz de chile. En Pakistan,
Fusarium solani y Fusarium oxysporum han sido encontrados asociados con enfermedades de

plantas de chile (Ahmed et al., 2013).

Hassan et al. (2015) revelaron que F. oxysporum, F. pallidoroseum y Pythium sp. fueron los
patégenos dominantes con frecuencias de aislamiento de 27, 22 y 18%, respectivamente a partir

de plantulas de chile con damping off.

Recientemente aparecié una enfermedad fangica en pimiento (Capsicum annuum L.), causada
por Fusarium stilboides, que afecta al pedinculo de la fruta en el periodo postcosecha (Sandoval
et al., 2011). Por otra, parte la pudricion interna del fruto de chile ha surgido como una
enfermedad del pimiento (Capsicum annuum L.) en invernaderos canadienses, siendo el agente

causal principal Fusarium lactis, aunque Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg y
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Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg también han sido implicados en esta enfermedad

(Yang et al., 2011).
b) Rhizoctonia spp.

Rhizoctonia se caracteriza por sus hifas anchas y con las ramas casi en angulo recto, adelgazadas
y septadas cerca de las intersecciones con el eje principal, y por formar esclerocios morenos. Su
nombre se deriva del griego rhiza (raiz) y ktonos (asesino). ElI género comprende unas 69
especies descritas muchas de las cuales son notables patdégenos de plantas, en las que ocasionan
pudriciones radicales y marchitamiento (Herrera y Ulloa, 1998). Existe un gran nimero de
diferentes cepas de este hongo encontradas tanto en suelos agricolas como en otros ambientes.
Sin embargo, es extremadamente versatil y puede afectar tanto a frutos como a tallos y hojas.
Los hongos del género Rhizoctonia no producen conidios (esporas asexuales) y rara vez

producen basidiosporas (Pegg y Manners, 2014).

Los grupos de Rhizoctonia se definen por su capacidad de fusionarse al crecer juntos, la cual
es una forma de "apareamiento™ asexual. En la mayoria de los casos, este hongo se reproduce
asexualmente. Sin embargo, R. solani tiene el basidiomiceto Thanatephorus cucumeris como
su teleomorfo (estado sexual) (Pegg y Manners, 2014). Rhizoctonia solani representa un
importante grupo de hongos patogenos del suelo, el cual afecta a diversas plantas en todo el

mundo (Santos, 2010).

R. solani es un complejo de especies, que comprende una serie de grupos genéticamente
distintos, con una amplia gama de variabilidad en su morfologia, ecologia y rango de hospederos
y virulencia. R. solani fue aislada de plantulas con damping off por Rogers (1943). El hongo

fue identificado por las caracteristicas morfoldgicas descritas por Duggar (1915), por la
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apariencia macroscépica de los cultivos y los sintomas obtenidos al inocular las plantulas

(Shephard y Wood 1963).

Subash et al., (2014) reportan a R. solani, como el agente causal de la enfermedad del damping
off en plantulas de Capsicum annuum L., asi como la podredumbre de raices y tallos en los
trasplantes jovenes. Mehetre y Kale (2011) también reportaron a Rhizoctonia como causante
del damping off en el cultivo de chile en condiciones de invernadero y campo. Rhizoctonia sp.
caus6 damping off y muerte de plantulas de Capsicum annuum L. inoculadas tanto en

condiciones in vitro como en invernadero (Ldpez et al., 2009).
3.3.2. Sintomatologia de la enfermedad

Los sintomas que desarrolla la enfermedad pueden clasificarse en tres tipos de acuerdo con el
estado de desarrollo de la plantula: 1) damping-off pre-emergente, se caracterizan porque la
plantula muere antes de alcanzar la superficie del suelo, en ocasiones antes de salir el hipocotilo
de la cubierta de la semilla; en esta fase es muy dificil reconocer la enfermedad y generalmente
se le atribuye a fallas de germinacion; 2) damping-off post-emergente, la sintomatologia se
localizan en la base del tallo, en forma de necrosis que lo rodea y que tiene la caracteristica de
ser hundida, generalmente se manifiesta en los dos primeros meses; y 3) damping-off tardio,
ocasiona la caida y muerte de la plantula, la raiz también es atacada y presenta una pudricion de

color oscuro (Subash et al., 2014).

El damping off post-emergente puede determinarse utilizando la escala visual desarrollada por
Cardoso y Echandi (1987), la cual considera valores de 0 a 5, donde: 0 = ninguna lesion visible;

1 = lesiones < 2,5 mm; 2 = lesiones> 2,5 a 5,0 mm; 3 = lesiones> 5,0 mm; 4 = lesiones que
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rodea la planta; y 5 = plantas marchitas o muertas (Copley et al., 2015). La siguiente Figura,

ejemplifica la escala de sintomatologia de la enfermedad en plantulas de chile.
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Figura 2. Escala visual del damping off en plantulas de chile, de izquierda a derecha, 0 =

ninguna lesion visible; 1 = lesiones < 2,5 mm; 2 = lesiones> 2,5 a 5,0 mm; 3 =

lesiones> 5,0 mm; 4 = lesiones que rodea la planta; 5 = plantas marchitas o0 muertas.

3.3.2.1. Sintomatologia causada por Fusarium spp. en plantulas de chile

Cuando plantas sanas son trasplantadas en un suelo contaminado pueden infectarse por este
patdgeno. El hongo puede invadir la planta a través de los tubos germinales de las esporas o el
micelio penetra directamente en las puntas de las raices, o entran en estas Ultimas a traves de
heridas o a nivel de la zona donde se forman las raices laterales. EI micelio del hongo se propaga
intercelularmente a través de la corteza de la raiz y cuando llega a los vasos del xilema, entra
en ellos a través de las punteaduras (Agrios, 1988). Debido al crecimiento micelial al interior
del xilema, el suministro de agua a la planta se ve afectado, lo cual conduce al cierre de los
estomas de las hojas y a la aparicion de sintomas de marchitez; finalmente, la planta muere
debido a la deficiencia de agua. El hongo invade entonces en gran escala a los tejidos
parenquimatosos de la planta, llega a la superficie de los tejidos muertos y ahi esporula
profusamente. Las esporas son diseminadas hacia nuevas plantas o areas por medio del viento,

el agua y otros factores (Agrios, 1988).
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F. oxysporum es un hongo del suelo que posee cepas patogénicas y no-patogénicas. Las cepas
no-patogénicas solo colonizan la corteza de la raiz sin causar enfermedad, mientras que las
cepas patogenicas invaden el tejido vascular de los huéspedes susceptibles y producen
marchitez vascular (Diaz, 2009). La presencia de enanismo en la planta y el amarillamiento de
hojas son caracteristicos de Fusarium spp. (Yousaf y Khalid, 2007). Por su parte, L6pez et al.,
(2009) mencionan que este patégeno causa necrosis en las raices y muerte de plantulas de

Capsicum annuum L.
3.3.2.2. Sintomatologia causada por Rizoctonia spp. en plantulas de chile

Subash et al. (2014) refieren que R. solani, afecta los trasplantes jovenes mediante la
podredumbre de raices y tallos; causa la enfermedad del damping off de las plantulas, asi como

la podredumbre de raices y tallos en el cultivo del chile (Capsicum annuum L.).

El grupo 8 de anastomosis de R. solani (AG8) es el principal causante de la podredumbre de la
raiz. El patégeno afecta principalmente a las plantulas y tiene una amplia gama de huéspedes.
Las lesiones que rodean la planta y su caida deterioran las funciones de soporte y absorcion de
la raiz, lo que puede resultar en pérdida de rendimiento o muerte de la planta. En el campo, las
plantas presentan parches de retraso de crecimiento o pérdida de plantulas, especialmente en los
sistemas de produccién de siembra directa. El patégeno sobrevive en los residuos superficiales,
aungue en el noroeste del Pacifico sobrevive por debajo del suelo como propéagulos infecciosos
en forma de hifas monilioides de paredes gruesas o0 como masas de hifas condensadas llamadas

esclerocios (Okubaraa et al., 2014).
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3.4. Manejo de la enfermedad

Desde el descubrimiento de esta enfermedad los trabajos para controlarla se han enfocado a
interferir al hongo y del tema, se han reportado numerosos trabajos a nivel mundial sobre control
quimico (Parra and Ristaino, 1998), bioldgico y cultural (Hoitink y Fahy, 1986; Chavez et al.,
1995; Nemec et al., 1996; Ahmed et al., 1996) y variedades resistentes (Devika-Rani et al.,

2007).

A continuacion, brevemente se describen las diferentes medidas de control del damping off a

nivel de plantula:

Control quimico. La practica de desinfeccion del suelo ha demostrado ser eficiente en el
control de esta enfermedad (Reveles et al., 2010). Sin embargo, es importante determinar el tipo
de producto a utilizar; por ejemplo, el metam sodio, puede causar un efecto negativo sobre la
biota del suelo y fitoxicidad del cultivo, evidenciada por una ligera clorosis, necrosis terminal
en las hojas y en algunos casos necrosis a nivel del tallo no asociada a la infeccion por el
patdégeno. Mejoras en el manejo del producto, tales como un riego preliminar o mayor tiempo
de aireacion podrian mejorar su eficacia (Lozano et al., 2015). Por otra parte, la aplicacion de
productos quimicos para el control de Fusarium a menudo es antiecondmico y tiene impactos

ambientales negativos, asi como el desarrollo potencial de resistencia a fungicidas.

Con respecto al control cultural, se recomienda ubicar el almécigo en un terreno o parcela
donde no se haya cultivado chile en al menos los Gltimos cuatro o cinco afios, con el fin de
reducir el dafio por fitopatogenos (Tsror, 2010; Velasquez et al., 2014), asi como evitar riegos
pesados y frecuentes cuya excesiva humedad favorecerd el desarrollo de la enfermedad. Si es

necesario, suspender el riego en areas dafiadas, hasta que no exista humedad excesiva
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(Velasquez et al., 2013). Otro aspecto a considerar es evitar una siembra muy profunda en
suelos muy frios o humedos, debido a que los tejidos inmaduros de la raiz o tallo son més
susceptibles a estas condiciones, propiciando la aparicion de la enfermedad (Velasquez et al.,
2014). Otra medida de control cultural es la aplicacion de composta madura, lo cual ha
demostrado un efecto de supresion de hongos del suelo (Hassan et al., 2015), al respecto, Blaya
et al. (2014) encontraron que la densidad de poblacién de actinomicetos y otras bacterias fue
200 veces mayor al aplicar composta madura con respecto a una composta inmadura, lo cual se
asocio en la supresion de R. solani, Fusarium oxysporum y Phytophthora capsici. Mientras que
el uso de fertilizantes quimicos, en particular la fertilizacién nitrogenada, a altas dosis

favorecen la permanencia de los patégenos en el suelo (CuilLin et al., 2001).

Bioldgico. El uso de microorganismos que actlen como agentes de control biolégico de
fitopatdgenos representa una alternativa para el control de enfermedades del cultivo de chile,
que no contempla el uso de agroquimicos o limite significativamente su uso. Se han reportado
diversas especies de rizobacterias antagonistas de un amplio nimero de hongos fitopatdgenos
que provocan enfermedades al cultivo de chile (Guigon y Gonzalez, 2003). Siendo los géneros

Bacillus, Lysobacter y Pseudomanas los més estudiados (Yuen y Schoneweis, 2007).

Pseudomonas fluorescens es un buen agente de control bioldgico contra varios patdégenos de
chile incluyendo Rhizoctonia solani (Hassan et al., 2015), esta bacteria induce la acumulacion
de sustancias fendlicas y proteinas PR (relacionadas con la patogenicidad) en respuesta a la
infeccion por F. oxysporum en pimiento (Kavitha et al., 2005). Guillén-Cruz, et al. (2006)
mencionan, que con el uso de diferentes especies de Bacillus se pueden obtener rendimientos
similares a tratamientos con fungicidas, lo que permitiria integrar el control biolégico en un

esquema de manejo integrado de enfermedades en el cultivo de chile con beneficios al medio
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ambiente, reducir toxicidad al humano y reducir la resistencia de patogenos del suelo a

fungicidas.
3.5. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
3.5.1. Rizosfera

La rizdsfera es el volumen del suelo bajo la influencia de las raices; se define también como la
capa del suelo que se adhiere fuertemente a las raices y se caracteriza por una intensa actividad
microbioldgica. Es un ambiente ecolégico dinamico donde los microorganismos y las plantas
interacttian; los microorganismos encuentran en este ambiente substratos energéticos (azucares,
aminoacidos, acidos organicos, hormonas, etc.) necesarios para su metabolismo (Beattie, 2006).
Se ha sefialado que un gramo de suelo puede contener cerca de 10° de células bacterianas y

alrededor de 10* diferentes especies microbianas por gramo de suelo (Cavaletti et al., 2006).

El termino rizdsfera fue utilizado por primera vez por Lorenz Hiltner en 1904. La rizosfera esta
poblada por una amplia gama de microorganismos, y las bacterias que colonizan este habitat se
Ilaman rizobacterias (Schroth y Hancock, 1982). Las bacterias que se asocian a las plantas
pueden clasificarse como: benéficas, perjudiciales y neutras, en base a sus efectos sobre el
crecimiento de las plantas (Dobbelaere et al., 2003). En el presente trabajo sélo se realizd un
andlisis de las bacterias benéficas debido a que son el objeto de estudio en la presente
investigacion.
3.5.2. Bacterias benéficas
Las bacterias benéficas de vida libre se conocen habitualmente como PGPR “rizobacterias

promotoras del crecimiento de las plantas™ (sus siglas provienen del inglés, plant growth-

promoting-rhizobacteria, Kloepper et al., 1989).
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Bashan y Holguin (1998) propusieron que el término PGPR deberian separarse en dos grupos:
las Bacterias Promotoras del Crecimiento de las Plantas que afectan estrictamente el crecimiento
vegetal, y las bacetrias de biocontrol, cuando se refiere a bacterias que controlan fitopatdgenos,

ya sea produciendo sustancias inhibitorias o incrementando la resistencia natural de la planta.

Independientemente de los mecanismos de promocion del crecimiento vegetal, las PGPRs
colonizan la rizésfera, el rizoplano (raiz) o la raiz misma (dentro del tejido radical) (Gray y
Smith, 2005). Esta bien documentado que entre 1 y 2% de las bacterias promueven el
crecimiento de las plantas en la rizésfera (Antoun y Kloepper, 2001). Se han identificado
diversos generos de bacterias como PGPR; sin embargo, los géneros Bacillus spp. y

Pseudomonas spp., son predominantes (Podile y Kishore, 2007).
3.5.3. Las PGPR como promotoras del crecimiento de Capsicum annuum L.

Diversas investigaciones han demostrado que las rizobacterias son altamente eficientes en el
incremento del rendimiento de cultivos mediante la promocién del crecimiento de las plantas a
través de la produccion de AlIA y el incremento en la disponibilidad de nitrégeno, fosforo y
hierro. Ademas, disminuyen el estrés bidtico y abidtico mediante la induccion de la resistencia
sistémica (ISR) y la induccién de la tolerancia sistémica (IST), respectivamente (van der

Heijden et al., 2008; Berg y Smalla, 2009).

Sundaramoorthy et al. (2012) mencionaron que la inoculacién de Pseudomonas fluorescens
promovié el crecimiento de plantas de Capsicum annuum L., tanto en invernadero como en
campo. Por su parte, Lim y Kim (2010), reportaron un efecto sinérgico de la inoculacion de las

cepas B. subtilis AH18 y B. licheniformis K11 sobre el crecimiento de plantas de pimiento rojo
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(Capsicum annuum L.); ademas de mantener la capacidad de supresion de la marchitez por

Phytophthora.

Los mecanismos de accién de las PGPR pueden ser directos e indirectos (Figura 3) y pueden

producirse simultdneamente o secuencialmente (Das et al., 2015).

Fijacion de Nitrégeno Produccién de antibiéticos

Solubilizacién de fosfato Produccién de enzimas hidroliticas
Solubilizacién de potasio Induccién de resistencia sistémica (ISR)
Produccién de sideréforos Produccién de exopolisacéridos

Produccién de fitohormonas x

m Citocininas, Etileno

Giberelinas

Figura 3. Mecanismos directos e indirectos de las rizobacterias promotoras de crecimiento

vegetal (Das et al., 2015).

Los mecanismos directos que ejercen las PGPR sobre el crecimiento de las plantas implican
proporcionar compuestos que son sintetizado por la bacteria, por ejemplo, fitohormonas como
el acido indolacético, giberelinas, citoquininas y etileno, o la absorcion facilitada de ciertos

nutrimentos, siendo los mas estudiados el nitrégeno, el fésforo y el hierro (Parray et al., 2016).
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3.5.3.1. Produccién de fitohormonas

Las fitohormonas, también llamadas hormonas vegetales o reguladores del crecimiento vegetal,
son sustancias producidas por células vegetales en sitios estratégicos de la planta y son capaces
de regular de manera predominante los fendmenos fisiologicos de las plantas (Sarabia et al.,
2010). Las PGPR, han mostrado la capacidad de producir, excretar y sintetizar una gran
diversidad de hormonas en la rizosfera que influyen positivamente en el desarrollo de las
plantas, siendo los géneros Pseudomonas, Azospirillum, Burkholderia, Bacillus, Enterobacter,
Klebsiella, Rhizobium, Erwinia, Serratia, Alcaligenes, Arthrobacter, Acinetobacter y
Flavobacterium, los méas estudiados (Rojas et al., 2013; Melo et al., 2016). Dentro de las
fitohormonas que estimulan el crecimiento de las plantas se destacan las auxinas, las giberelinas

y las citoquininas (Melo et al., 2016).
3.5.3.2. Acido indolacético

La produccion de la auxina &cido indolacético (AlA) es comln en las PGPR entre los géneros
destacan Aeromonas, Bacillus, Bulkholderia, Enterobacter, Psuedomonas y Rhizobium. El AIA
contribuye al aumento de la produccion de raices compensando de esta forma las raices dafiadas
por el ataque del patdgeno (Shahab et al., 2009). La produccion de AIA por rizobacterias
estimula la elongacidn de la raiz primaria y formacion de raices laterales y adventicias, logrando
con esto una mayor captacion de nutrientes y promoviendo en consecuencia el crecimiento y
rendimiento de los cultivos. Las rizobacterias juegan un papel primordial en los cultivos
permitiendo disminuir la utilizacion de fertilizantes quimicos, aumentar el rendimiento, acortar

ciclos y, por consiguiente, reducir la contaminacion ambiental (Lara et al., 2011). Esta hormona
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producida por las bacterias es sintetizada a partir de los exudados producido por la raiz de las

plantas a partir del aminoécido triptofano (Salas, 2010).
3.5.3.3. Solubilizacién de fosfato mineral

El fosforo (P) disponible en el suelo es facilmente convertido en complejos insolubles, como
fosfatos de Fe, Al 0 Mn en suelos &acidos y fosfatos de Ca o Mg en suelos alcalinos, razon por
la cual se convierte en el mayor factor limitativo para el crecimiento de las plantas (Sharma et
al., 2013). Los trabajos de Devau et al. (2009) muestran la importancia del pH sobre la
disponibilidad de P, modificando la adsorcion de los iones fosfato. Por otra parte, una gran
porcion de fosfatos inorganicos aplicados al suelo como fertilizantes son inmovilizados después
de su aplicacion, permaneciendo en forma no asimilable para la planta (Rengel y Marschne,
2005). Los cambios de pH en el rizésfera no solamente provienen de la fisiologia de las raices
sino también de poblaciones microbianas asociadas a las raices. En los Ultimos afios ha crecido
el interés en usar microorganismos con la capacidad de solubilizar fosfatos minerales y
organicos, a través de procesos que incluyen la acidificacién, la quelacion y las reacciones de

Oxido-reduccion (Harris et al., 2005).

La capacidad para disolver minerales fosfatados insolubles aportados en un medio de cultivo
solido es un rasgo funcional cominmente utilizado para seleccionar microorganismos llamados
“solublizadores de fosfato”. En la mayor parte de los casos, el fosfato tricalcico es utilizado para
efectuar pruebas de solubilizacion que son positivas si la colonia bacteriana es capaz de

desarrollar un halo de disolucion alrededor de ella (Mehta y Nautiyal, 2001).
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Las formas inorganicas de P son solubilizadas por un grupo de microorganismos heterotroficos
que excretan &cidos organicos, los cuales disuelven minerales ricos en fésforo o queletan

cationes unidos al fosforo liberando este a la solucién (He et al., 2014).

La capacidad para solubilizar P ha sido demostrada tanto en bacterias, hongos y levaduras,
entre los géneros bacterianos podemos citar a: Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Burkholderia, Achromobacter, Agrobacterium, Microccocus, Aereobacter, Flavobacterium,
Enterobacter, Pantotea, Klebsiella, Rhodobacter, Arthrobacter, Serratia y Erwinia. Mientras
que los hongos més estudiados han sido, Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Fusarium, asi

como algunas levaduras (Patifio y Sanchez, 2013).
3.5.4. Las PGPR como agentes de control bioldgico de enfermedades

Las PGPR pueden ayudar a controlar algunas enfermedades a través de mecanismos indirectos
que se producen cuando las bacterias disminuyen o previenen los efectos deletéreos de uno o
mas organismos fitopatdgenos. Esto puede ocurrir mediante la produccion de sustancias
antagonistas, competencia por nutrientes y nichos, antibiosis, desintoxicacion y degradacion de

factores de virulencia y por la induccion de resistencia a patdgenos (Parray et al., 2016).
3.5.4.1. Reconocimiento PGPR-planta hospedera

Los microorganismos que componen la microflora de la rizdsfera, estan fuertemente regulados
tanto por las sefiales que envia la planta hospedera como por los que ellos mismos envian, ya
que existe un "didlogo molecular” en toda la zona. Entre estos microorganismos existe una gran
diversidad de interacciones fisicas y metabdlicas, necesarias para la adhesion, crecimiento y
supervivencia, incluso cuando las condiciones ambientales son adversas. Estas comunidades

microbianas generalmente se encuentran adheridas a la superficie de las raices, organizadas en
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una comunidad denominada biopelicula. Varios factores abidticos influyen sobre las
asociaciones de las biopeliculas en la raiz, como son: las variaciones fisico-quimicas a lo largo
de la superficie de la raiz, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura y la humedad relativa,
entre otros. Los exudados radicales sirven como principal factor disparador de la colonizacion

de la raiz y las asociaciones de biopeliculas (Rojas, 2011).

Las células del borde de la raiz estimulan la esporulacion y el crecimiento de las bacterias de la
rizosfera, asi como la quimioatraccion y la expresion de los genes bacterianos involucrados en
la asociacion y cuando las rizobacterias aprovechan el microambiente favorable de la planta,
sin formar estructuras de novo sobre laraiz; se habla entonces de una simbiosis asociativa

(Loredo et al., 2004).

Bacillus cepa A24 tiene la capacidad de degradar las acilhomoserin lactonas (AHLs, moléculas
de sefializacion) producidas por los patégenos de plantas Erwinia carotovora y Agrobacterium
tumefaciens, lo cual reduce significativamente las enfermedades producidas por estos

patdgenos en tomate y papa (Rojas, 2011).
3.5.4.2. Antagonismo hacia fitopatdgenos

Las bacterias que reducen la incidencia o severidad de la enfermedad en las plantas se
denominan agentes de control bioldgico, mientras que aquellas que presentan una actividad

antagonica hacia un patdgeno se definen como antagonistas (Beneduzi et al., 2012).

Los hongos del suelo coexisten con varios microorganismos antagonistas que causan un
ambiente de inanicion y de metabolitos toxicos. Como resultado, las esporas de muchos hongos
que viven en el suelo suelen ser incapaces de germinar en algunos suelos, y este fendmeno se

denomina fungistasis, por el que sus tubos germinativos mueren rapidamente (Agrios, 1998).

26



El antagonismo hacia F. oxysporum también podria explicarse por la produccion de antibidticos,
la competencia por los nutrientes o las interacciones dependientes del contacto entre las
bacterias y el patdégeno fungico. Las interacciones bacterianas dependientes del contacto pueden
desempefiar un papel clave en la supresion del crecimiento de F. oxysporum, ya que las bacterias
utilizan sus complejos sistemas de secrecidn para cooperar 0 competir con otras especies
bacterianas, induciendo vias simbidticas, regulando las vias metabolicas o modulando la

fisiologia celular y el crecimiento (Mehetre y Kale, 2011).

Por otra parte, bajo condiciones de invernadero Pseudomonas fluorescens fue eficaz en suprimir
la incidencia de pudricién de la raiz de chile provocado por Rhizoctonia. También se demostro
la eficacia de B. licheniformis como antagonista de Pythium spp. que induce el damping off en

el cultivo de chile (Mehetre y Kale, 2011).
3.5.4.3. Antibiosis

La antibiosis se define como la inhibicién de un agente fitopatdgeno debido a la produccion de
metabolitos secundarios por otro microorganismo. Estos metabolitos antibidticos son capaces
de interferir en la germinacion, crecimiento fungico, fisiologia celular o la esporulacion de

agentes fitopatdgenos (Rettinassababady y Jeyalakshmi, 2014).

Los antibi6ticos son un grupo heterogéneo de compuestos organicos de bajo peso molecular
que son perjudiciales para el crecimiento o actividades metabdlicas de otros microorganismos.
La produccion de uno o més antibidticos es el mecanismo mas cominmente asociado con la
capacidad de las bacterias promotoras del crecimiento de las plantas de actuar como agentes

antagonistas contra los fitopatdgenos (Glick, 2015).
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Se han aislado numerosos tipos de antibi6ticos a partir de cepas fungicas y bacterianas, esta
diversidad incluye mecanismos de accion que inhiben la sintesis de la pared celular del
patégeno, influyen en la estructura de la membrana celular e inhiben la formacion de complejos

de iniciacion en la subunidad pequefia del ribosoma (Beneduzi et al., 2012).

Se han identificado diversos antibioticos, incluyendo compuestos tales como anfisina, 2,4-
diacetilfloroglucinol (DAPG), cianuro de hidrdgeno, oomicina A, fenazina, piroluteorina,
pirrolnitrina, tensina, tropolona y lipopéptidos ciclicos producidos por especies del género
Pseudomonas. Otra lista de tales compuestos incluye oligomicina A, kanosamina, zwittermicina
Ay xantobaccina producidas por Bacillus, Streptomyces y Stenotrophomonas spp (Parray et al.,
2016). De estos antibidticos, las fenazinas, floroglucinoles, pioluteorin, pirrolnitrina,
lipopéptidos ciclicos y cianuro de hidrogeno (volatil) ejercen el mejor control bioldgico de

enfermedades de la raiz (Haas y Défago, 2005).
3.5.4.4. Factores que influyen en la produccion de antibioticos y su eficiencia

La sintesis de antibidticos estd estrechamente ligada al estado metabdlico general de la célula,
que a su vez esté dictada por la disponibilidad de nutrientes y otros estimulos ambientales, tales
como macro y micronutrimentos, tipo de fuente y suministro de Carbono (C), pH y temperatura,
entre otros. Los micronutrimentos, en particular los niveles de zinc (Zn) y C, influyen en la
estabilidad/inestabilidad genética de las bacterias, afectando su capacidad para producir

metabolitos secundarios.

Las condiciones bioticas desempefian un papel importante en la biosintesis de antibioticos.
Ademas, el crecimiento y desarrollo de las plantas también influyen en la produccion de

antibioticos debido a que la actividad biologica productora de DAPG no es inducida por los
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exudados de las raices de plantas jovenes pero si por los exudados de las plantas mas adultas,
lo que resulta en una presion selectiva contra otros microorganismos de la rizosfera. El genotipo
de la planta también juega un papel importante en la interaccidn supresora de la enfermedad de

las plantas (Parray et al., 2016).
3.5.4.5. Resistencia sistémica inducida

La resistencia sistémica inducida en la planta por el propio patdgeno se denomina resistencia
sistémica adquirida (SAR por sus siglas en inglés), mientras que la resistencia inducida por
PGPR y hongos no patogénicos que suprimen enfermedades al inducir mecanismos de
resistencia en planta se llama resistencia sistémica inducida (ISR por sus siglas en inglés)
(Glick, 2015). La ISR fue descrita anteriormente por Van Peer et al. (1991) en plantas de
claveles que fueron protegidas sistémicamente por la cepa WCS417r de P. fluorescens contra
F. oxysporum f. sp. dianthi y por Wei et al. (1991) en plantas de pepino, donde las cepas de
rizobacterias protegian las hojas contra la antracnosis causada por Colletotrichum orbiculare

(Beneduzi et al., 2012).

Los microorganismos que activan la ISR habitan el sistema radical, en el que se induce la
resistencia. La via de sefalizacion es iniciada en los 6rganos subterraneos de la planta pero
abarca también las partes superiores. El acido jasmonico (JA) y el etileno (ET) juegan un papel
importante en esta via. Estas hormonas vegetales participan en la activacion de genes, cuya
transcripcion y traduccion conducen a la formacion de compuestos que tienen un efecto
negativo sobre los patdgenos. La activacion se produce solo después de que la planta es atacada
por el fitopatdgeno. Los genes responden con mayor rapidez en presencia de JA 'y ET y su

expresion es mejorada y mas rapida (Jankiewicz y Koltonowicz, 2012). La ISR se ha asociado
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con la mejora de la lignificacion y el aumento de la actividad de las enzimas peroxidasa y
superoxido dismutasa dentro de la planta tratada. Ademas, se han implicado varias moléculas
bacterianas como sefiales para la induccién de resistencia sistémica incluyendo la cadena lateral
O-antigénica del lipopolisacarido de la proteina de la membrana bacteriana externa, sider6foros

bacterianos y, en algunos casos, acido salicilico (Glick, 2015).

La ISR puede obtenerse solamente cuando el nimero de células bacterianas alcanza un valor
minimo igual a 10° UFC/g (unidad formadora de colonias/g) de la raiz de la planta y el tiempo
de colonizacion de la raiz por la bacteria no es mas corto que unos pocos dias (Jankiewicz y

Koltonowicz, 2012).
3.5.5. Las PGPR como agentes de control bioldgico en el cultivo de chile

El interés en métodos alternativos para el control de enfermedades de las plantas, ha provocado
que se intensifiquen los esfuerzos por detectar microorganismos con potencial como agentes
biol6gicos de control destacandose diversas especies de rizobacterias antagonicas de un amplio
namero de hongos fitopatdgenos que provocan enfermedades en el cultivo de chile (Guigén y

Gonzaélez, 2003).

Pseudomonas fluorescens y Bacillus subtilis han sido reportadas como inductoras de la
resistencia sistémica de la marchitez del chile provocada por F. solani, y promotoras del

crecimiento de esas plantas (Sundaramoorthy et al., 2012).

El biocontrol, inicia cuando Las bacterias colonizan las raices en crecimiento y liberan
moléculas antibidticas alrededor de la raiz, perjudicando asi los patdgenos proximos a la raiz.
Muchos de esos productos bacterianos inducen un sistema de sefializacion, lo cual puede

resultar en la proteccion de toda la planta contra las enfermedades causadas por diferentes

30



organismos. Las bacterias de control biologico actian compitiendo por nutrimentos y nichos

que ocupan en la raiz (Sarabia et al., 2010).
3.6. Micorrizas

El término “micorriza” describe la asociacion simbidtica que ocurre entre las raices de plantas
y las hifas de ciertos hongos del suelo, y se considera el 6rgano principal involucrado en la

captacion de nutrimentos por la mayoria de las plantas terrestres.

La clasificacion actual reconoce siete diferentes tipos de micorriza: ectomicorriza, arbuscular,
orquideoide, ericoide, ectendomicorriza, arbutoide y monotropoide, considerando tanto sus
caracteristicas estructurales como el grupo taxondmico del hongo o la planta involucrada y las
alteraciones morfologicas que experimentan las partes en el desarrollo de la nueva estructura
(Andrade-Torres, 2010). La figura 4 esquematiza los diferentes tipos de micorriza. Cabe sefialar
que en la presente revision solo se abordara la micorriza arbuscular, debido a que fue con la que

se trabajo.
Arbutoid Monotropoid o

wcorrhiza

&=

Orchidoid Vesicular-Arbuscular
Mycorrhiza

Figura 4. Representacion esquematica de diferentes tipos de micorrizas. Simbologia: Ar:

Ericoid

arbusculo, C: enrollamiento hifal, Eh: hifa extraradical, Hn: Red de Hartig, Fs:
manto, P: protusion, Sc: esclerocio, V: vesiculas (Agarwal y Sah, 2009).
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3.6.1. Generalidades sobre la micorriza arbuscular

La micorriza arbuscular (MA) es una simbiosis mutualista que se establece entre las raices de
plantas y ciertos hongos del suelo y se caracterizan por la colonizacion intercelular del hongo
asociado a una raiz. Esta simbiosis involucra al 80% de las plantas y los hongos involucrados
pertenecen al phylum Glomeromycota, el cual contiene poco mas de 200 especies. Los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) son simbiontes obligados, por lo que solo pueden completar

su ciclo de vida en presencia de una planta hospedera (Azcon y Barea, 1996).

Las esporas de estos hongos germinan en el suelo y colonizan las células corticales de una planta
huésped. Dentro de la raiz, el hongo invagina al plasmalema de la célula vegetal y produce una
estructura profusamente ramificada Ilamada arbusculo, que es el sitio de intercambio de

nutrimentos entre el hongo y la planta (Varela y Trejo, 2001).

La formacion de una MA se lleva a cabo mediante una sucesion de interacciones entre el hongo
y la planta hospedera, lo cual conduce a una integracion morfoldgica y funcional de ambos
simbiontes (Gianinazzi-Pearson et al., 1996). Durante la formacion de la simbiosis hongo y
planta hospedera deben comunicarse, por lo que ambos simbiontes producen moléculas de
sefializacion, que dan como resultado la activacion de sus genes simbioticos y por lo tanto el
desarrollo de nuevos tejidos para el proceso simbiotico. (Akiyama y Hayashi, 2006; Badri et
al., 2009). Recientemente se ha indicado, que existe una especie de hormona vegetal llamada
estrigolactona producidas por las raices de las plantas, la cual es capaz de activar los genes de
hongos, lo que resulta en la produccion de hifas fangicas (Akiyama y Hayashi, 2006). Los

hongos micorrizicos arbusculares (HMA) también pueden producir sefiales moleculares
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(conocidas como factores Myc), resultando en una alteracion fisiol6gica y morfol6gica en raices

de las plantas.

La extensa red de hifas puede crecer en el suelo, incluso més all& de la zona de agotamiento de
la raiz para la absorcion de agua y nutrientes. Las plantas asociadas con hongos micorricicos
exploran de 10 a 200 veces méas volumen de suelo y absorben y transportan hacia la raiz mas
intensivamente aquellos elementos nutritivos que son poco disponibles para la planta

(Hernandez y Salas, 2009).

Gran parte de los estudios dedicados al conocimiento de la simbiosis han demostrado que los
HMA son capaces de mejorar la adquisicion de nutrientes, en especial fésforo, ademas de
conferir a las plantas resistencia o tolerancia a distintos tipos de estrés de origen biotico y
abidtico. La simbiosis de hongos formadores de micorrizas arbusculares (MA) es ampliamente
reconocida por su capacidad de proteger a las plantas huésped de los efectos adversos de la
sequia. Se ha informado que los hongos MA son la forma mas predominante de micorrizas y

estan presentes en el suelo en forma de esporas, hifas, y propagulos (Hameed et al., 2014).

En la asociacion simbio6tica, el hongo coloniza la raiz de la planta (hospedante) intracelular o
extracelularmente. Incrementa el rendimiento en suelos pobres para cultivos agricolas, restaura
la estructura y la fertilidad de suelos dafiados y es todo hecho por la asociacion de hongos MA
que permite que el aire y el agua pasen al suelo. Mejora también el crecimiento de las plantas y

la absorcidn de nutrientes y mejora la tolerancia de las plantas en condiciones de estrés.

Segun Smith y Read (2008) en 1996 Wright descubrio las enormes cantidades de una sustancia
producida por las hifas de los hongos MA llamada glomalina con varios niveles en diferentes

suelos. Los hongos MA forman un papel crucial en la estructura y el desarrollo de nuevos suelos
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y también ayuda en la sintesis de carbono en el suelo mediante la produccion de glomalina, una
sustancia pegajosa. La glomalina es una glicoproteina que forma una capa protectora en hifas
de los hongos con el fin de conservar el agua y los nutrientes. Esto también evita que las hifas

fangicas sufran el ataque de patdgenos y la descomposicion (Smith y Read, 2008).

Por otra parte, los hongos MA no son agentes de control bioldgico en el verdadero sentido
debido a que no ha habido ninguna indicacién de que producen cualquiera de los compuestos
antimicrobianos contra patdgenos potenciales, aunque pueden estimular la produccion de otros

compuestos; lo que limita el crecimiento de patdgenos.
3.7. Interaccién Bacteria/Micorriza arbuscular/Patogeno

Como anteriormente se menciond, existen bacterias capaces de estimular el crecimiento de las
plantas a través de interacciones directas o indirectas con las raices de las plantas y estas han
sido clasificadas como PGPR. Ademas, la mayoria de las raices de las plantas estan colonizadas
por hongos micorrizicos y su presencia generalmente estimula el crecimiento de las plantas. Sin
embargo, los rasgos beneficos de las bacterias y hongos colonizadores de raices se han
estudiado principalmente por separado. Solo recientemente se han estudiado los efectos
sinérgicos de las bacterias y los hongos micorrizicos con respecto a sus efectos beneficos

combinados en las plantas (Artursson et al., 2006).

Varios estudios han demostrado que las raices emiten compuestos carbonados y sefiales
quimicas diferentes en su rizésfera que atraen selectivamente a poblaciones microbianas
capaces de metabolizar estas moléculas que se multiplican preferencialmente en la rizosfera.
Los exudados de raiz actuan como sustratos, sefiales y / o antimicrobianos que influyen en la

abundancia relativa de taxones microbianos en la rizosfera. Los HMA afectan la cantidad y
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calidad de los compuestos carbonados producidos por la planta y transportados en la
micorrizosfera, que es la zona de influencia por la micorriza, su comunidad microbiana es
diferente al resto, ya que los hongos usan parte de los exudados y asi modifican las funciones

de la raiz (Fitter et al., 2011).

La inoculacién dual incrementa el crecimiento de la planta y/o disminucién de la enfermedad
en relacion con la inoculacion de un solo organismo benéfico, debido a un efecto sinérgico.
Otros autores consideran que la combinacién de organismos utilizados en el biocontrol de
patdgenos ha demostrado ser méas eficiente que el empleo de organismos individuales (Brewer
y Larkin, 2005). Particularmente, la interaccién intima que se da entre las PGPR y los HMA
contribuye al control bioldgico de numerosos patdgenos transmitidos por el suelo. Esto tiene
implicaciones de gran alcance en los sistemas agricolas y horticolas en los que se fomenta el
uso de métodos de produccion mas respetuosos con el medio ambiente para reducir la

dependencia de los pesticidas dafiinos (Dames, 2014).

Vigna radiata (frijol mungo), inoculado con un consorcio de HMA (G. coronatum, G.
etunicatum, G. constrictum y G. intraradices) y varias cepas de PGPR productoras de fenazina
y 2,4-DAPG, fueron investigadas para determinar el efecto sobre el establecimiento de
micorrizas. Los compuestos antiflngicos no interfirieron con la simbiosis de los hongos
micorrizicos arbusculares, se demostré que una cepa Pseudomonas fluorescens productora de
DAPG tiene un efecto positivo sobre la colonizacién micorrizica, casi duplicando el porcentaje
de colonizacion, mientras que una cepa productora de fenazina no mostro efecto significativo

(Dwivedi et al., 2009).
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Cepas de Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida y Enterobacter cloacae, todas
inoculadas en tomate con F. oxysporum lycopersici, mejoraron la adquisicion de nutrientes por
las plantas (Akkoprii y Demir, 2005). Akhtar y Siddiqui (2009) mostraron, en un estudios sobre
plantas de garbanzo (Cicer arietinum) que la inoculacion combinada de Glomus intraradices,
Rhizobium y Pseudomonas straita proporciond un control biolégico efectivo y promovié el
crecimiento de plantas con pudricion de raiz por Meloidogyne incognita y Macrophomina
phaseolina. Bharardwaj et al. 2012 también reportaron que aislados de Pseudomonas, una cepa
de Bacillus y una de Glomus irregulare inoculados en cultivo de papa infestado con Rhizoctonia

solani disminuyeron la enfermedad por medio de la produccion de exudados radicales.

Existen numerosos estudios que muestran los efectos benéficos de las asociaciones y relaciones
sinérgicas que se dan entre microorganismos del suelo que prosperan en la zona de la rizosfera
como una forma de proteccién contra microorganismos fitopatdgenos y para mejorar el
crecimiento de las plantas, favoreciendo la disponibilidad de nutrientes o a través de efectos de

tipo hormonal.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Caracterizacion in vitro de rizobacterias y su antagonismo con hongos causantes del

damping off en plantulas de chile "guajillo” (Capsicum annuum L.
4.1.1. Aislamientos microbianos

En mayo de 2014 se realiz6 un muestreo de suelo rizosférico de maiz (Zea mays L.) establecido
en un modulo agroforestal localizado en la localidad de La Palma Pegada, perteneciente al
municipio de Salinas, S.L.P., cuyas coordenadas son 22°43'08.4"N, 101°48'17.7"W con una
elevacion de 2222 m. Cabe mencionar que en el espacio donde se realiz6 el muestreo el cultivo
anterior fue chile. Para el aislamiento de las cepas se utilizé la técnica de dilucion y siembra en
agar nutritivo (Figura 5) a través del siguiente procedimiento: el suelo colectado se colocé en
tubos de ensayo con agua destilada estéril y se realizaron diluciones seriales (hasta 10°); de
cada una de estas diluciones se tomé una alicuota de 0.2 ml, la cual se coloco en cajas Petri
conteniendo el medio de cultivo YPGA (extracto de levadura 5 g L™, peptona de carne 5 g L2,
dextrosa anhidra 10 g L™ y agar bacteriolégico 20 g L), los cuales se incubaron a 28°C durante
24 h (Kavitha et al., 2005). Posteriormente se realiz0 la caracterizacion morfoldgica y cultural
en un periodo de 24 horas, donde se considerd color, forma, elevacion y borde de la colonia.
N
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Figura 5. Esquema de la técnica de dilucion y siembra en agar nutritivo (elaboracién propia).
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Por otra parte, en alméacigos de plantulas de chile (Capsicum annuum L.) “guajillo” ubicados en
la comunidad La Dulce Grande (23°00'00.1"N 102°10'29.1"W), municipio de Villa de Ramos,
S.L.P., se muestrearon plantulas de chile que presentaban sintomas de damping off, las cuales
fueron trasladadas al laboratorio de Agua-Suelo-Planta del Colegio de Postgraduados-Campus
San Luis Potosi. Las raices fueron lavadas y el cuello de la plantula enferma se disecciond en
pequefias porciones (2 mm de longitud aproximadamente) se colocaron en cajas de medio de
cultivo papa-dextrosa-agar (PDA, laboratorios DIBICO) y se incubaron a 28°C durante siete
dias, tiempo después del cual las colonias fangicas crecidas se purificaron, obteniendo tres cepas
pertenecientes al género Fusarium sp. Adicionalmente, en el presente estudio se utiliz6 una cepa
de Rhizoctonia sp. proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia del Colegio de

Postgraduados-Campus Montecillo. Las cepas fueron conservadas en PDA.
4.1.2. Antagonismo microbiano in vitro

Se realiz6 la reactivacion de los aislamientos bacterianos y fangicos en los medios de cultivo
agar nutritivo y PDA, respectivamente. Para evaluar la actividad antifingica de 18 aislamientos
bacterianos contra cuatro hongos patégenos, se utiliz6 el método de cultivo dual en cajas Petri
(@ = 8 cm) conteniendo PDA (Coskuntuna y Ozer 2008). Los aislamientos bacterianos de un
dia de edad fueron colocados a 2 cm de la periferia de la caja Petri haciendo una linea de 2 cm
de largo; cada uno por triplicado. Se incubaron a 28°C durante 24 h. Un dia despueés se colocd
un disco de 5 mm de diametro de micelio flngico a una distancia de 4cm de la bacteria. Los
cultivos se incubaron a 28°C, hasta que el control (sin bacteria) lleno la caja. Los resultados se
expresaron como el porcentaje de inhibicion correspondiente a cada una de las cepas

bacterianas. El porcentaje de inhibicion fue calculado usando la formula propuesta por Mehetre
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y Kale (2011) % de inhibicién = [1 - (crecimiento flngico en agar que recibi6 la suspension

bacteriana/crecimiento fungico en el control) x 100].
4.1.3. Produccion de acido indolacético (AlA)

Los aislamientos bacterianos fueron reactivados en el medio liquido Luria-Bertani (Bric et al.,
1991), modificado de acuerdo a Goswami et al. (2014), el cual fue incubado durante 5 dias en
agitacion rotatoria (New Brunswick Scientific Edison) a 25+2°C. Se tomaron 2 ml de cada
aislamiento y se centrifugd (Centrifuge 5415 C eppendorf) a 8000 rpm; el sobrenadante de cada
cultivo fue mezclado con el reactivo Salkowski (Balota et al., 1998) en una relacion de 2:1y se
incub6 durante 30 min en oscuridad, para evidenciar el desarrollo de color (rosado-violeta).
Finalmente, la absorbancia del complejo coloreado se leyd en un espectrofotémetro (Bio Tek
Laboratory Instrument, Synergy 2, USA) a 530 nm. La concentracion de AlA fue determinada
mediante una curva estandar en un rango de 0 a 300 pg/ml. Para cada aislamiento se incluyeron

tres repeticiones. Se utiliz6 como referencia el medio de cultivo sin indculo bacteriano.
4.1.4. Solubilizacién de fosfato tricélcico insoluble

Se inocularon 18 cepas bacterianas en frascos que contenian 20 ml de medio de cultivo liquido
Pikovskaya (Pikovskaya, 1948), el cual contenia fosfato tricalcico insoluble [Cas (PO4)2] como
unica fuente de fosforo, y se incubaron durante 7 dias a 25+2°C en agitacion constante. Se
tomaron 2 ml de cultivo de cada frasco y se centrifugaron a 8000 rpm. El fésforo soluble del
sobrenadante se estimd mediante el método colorimétrico azul de molibdeno (Jackson, 1967) a
480 nm. La correspondiente cantidad de fosfato soluble fue calculado de una curva estandar en
un rango de 0 a 300 ug mL™ (r?=0.99) a los 7 dias del crecimiento del cultivo (Banerjee et al.,

2010).
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4.2. ldentificacion molecular de rizobacterias y hongos

Se realizo el aislamiento de ADN genomico de las rhizobacterias B7, B8, B9, B14, B15 y B23
y hongos Fusarium pdrpura, F. naranja y F. amarillo a partir de cultivo bacteriano en medio
agar nutritivo para rhizobacterias y PDA para hongos, utilizando el protocolo de extraccion
CTAB y acetato de Sodio (LaMontagne et al., 2002). EI ADN gendmico se mandé a amplificar
y a secuenciar en el Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica (IPICYT). Se
amplifico un fragmento del gen 16S rRNA utilizando los oligonucleotidos 533F (Weisburg et
al., 1991) y 1391R (Turner et al., 1999) en el termociclador Verity para PCR punto final
(Applied Biosystems). Los productos obtenidos se secuenciaron con el método de
didesoxinucledtidos marcados en el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). El porcentaje de identidad de las secuencias del fragmento del gen 16S rRNA con

las cepas tipo se determind al utilizar BLASTN de la base de datos del GenBank.

4.3. Efecto de la inoculacion de cepas bacterianas sobre la supervivencia de plantulas de

chile tipo “guajillo” inoculadas con agentes causales del damping off

Se realiz6 la siembra de semilla de chile “guajillo” en un sustrato de peat moss+vermiculita en
una relacion 1:1 previamente esterilizado dos veces a 121°C durante 1 hora, con un intervalo
de 3 dias entre ambas esterilizaciones. Siete dias después de la germinacion, las plantulas fueron
trasplantadas a charolas de unicel. Se dio un periodo de cinco dias para la aclimatacion de las
plantulas y enseguida se procedié a realizar la inoculacion con 1 mL de cultivo bacteriano
conteniendo (10° células mL™) de cada cepa bacteriana (B7, B9, B15 y B23) seleccionadas del
estudio in vitro. El indculo bacteriano se aplico con una micropipeta en la base del tallo de las

plantulas. Se dio un intervalo de 4 dias para realizar la inoculacion del hongo patégeno (Hassan
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et al., 2015); el micelio fungico provino de un cultivo de 7 dias de edad y se colocé a nivel de

las raices (Figura 6).

La supervivencia de las plantulas se registr6 durante 60 dias con el fin de identificar el
tratamiento con mayor nimero de plantas supervivientes atribuido a la bacteria antagonista

inoculada frente a cada hongo fitopatogeno.

iy _ ik oo
Figura 6. Inoculacion del patogeno con dos discos de micelio fangico.

4.4. Evaluacidn del efecto de rizobacterias y micorrizas sobre el crecimiento de plantulas

de Capsicum annuum L. tipo “guajillo” inoculadas con hongos patogenos.

Con base en los resultados obtenidos de la caracterizacion in vitro de rizobacterias promotoras
del crecimiento, se seleccionaron las cepas B8 y B14 para evaluar su efecto e interaccion con el
consorcio de hongos arbusculares Glomus spp. Zac-19 sobre el crecimiento de plantulas de chile

guajillo inoculadas con hongos patdgenos causantes del damping off.
4.4.1. Material vegetal, bacteriano y fingico

Se utilizé6 semilla de Capsicum annuum L. tipo “guajillo”, la cual fue proporcionada por
productores de Villa de Ramos, S.L.P. La semilla fue desinfestada durante 5 min en alcohol al

70% y posteriormente en cloro comercial al 10% durante 15 min. Una vez desinfestadas, las
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semillas fueron sembradas en charolas de unicel, las cuales contenian en cada orificio 6 g del
sustrato descrito en el apartado 4.3. Siete dias después de la emergencia las plantulas fueron
inoculas con 1 mL de cultivo bacteriano de los aislamientos B8 y B14 (como se describe en el
punto 4.3) y 5 g del consorcio Glomus spp. Zac-19 en los tratamientos con micorriza como lo
describe Chamizo et al. (2009). Cabe mencionar que dicho consorcio fangico contiene las
morfoespecies Glomus claroideum, G. diaphanum, G. albidum y fue proporcionada por el Dr.
Alejandro Alarcén del Laboratorio de Microbiologia del Colegio de Postgraduados Campus
Montecillo y previamente fue propagado en sorgo utilizando como sustrato una mezcla de suelo
arena en una relacion 2:1 la cual fue esterilizada en tres tiempos a 121°C con duracién de una
hora. Cuatro dias después de esta inoculacidn, las plantulas se inocularon con el patégeno, se
aplicaron en cada plantula dos discos de micelio fungico de 5 mm de diametro de cada uno de

los hongos patégenos Fusarium parpura, F. amarillo, F. naranja y Rhizoctonia sp.

Cabe mencionar que con la finalidad de evitar contaminacion de los patégenos utilizados dentro
del invernadero, las charolas se colocaron sobre recipientes de plastico (45 x 30 cm aprox.

Figura 7).

Figura 7. Dispositivo experimental utilizado.
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4.4.2. Disefio de tratamientos

En el Cuadro 2 se presentan los tratamientos estudiados, cada uno de los cuales consto de tres
repeticiones y se utilizé un disefio experimental completamente al azar. En total se evaluaron
ocho tratamientos con tres repeticiones dando un total de 24 unidades experimentales. Cabe
mencionar que este arreglo de tratamientos se realiz6 para cada hongo patégeno. Ademas de un

testigo absoluto para todos los tratamientos.

Cuadro 2. Tratamientos para evaluar la promociéon del crecimiento por bacterias y su

interaccidon con hongos micorrizicos.

Con hongo patégeno

Sin hongo micorrizico Con hongo micorrizico
Bacteria Sin B14 Con B14 Sin B14 Con B14
Sin B8 0-0-0-y a-0-0-y 0-0-x-y a-0-x-y
Con B8 0-b-0-y a-b-0-y 0-b-x-y a-b-x-y

Los ceros son ausencia del microorganismo y las letras son la presencia del microorganismo.

Clave: a-b-x-y. a=B14; b=B8; x=Zac-19; y=Patdgeno.

Adicionalmente, se comparo la inoculacion dual B23/micorriza en plantulas infectadas o no por

los hongos patégenos en estudio (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos para evaluar la promocion del crecimiento por medio del antagonismo

de B23.
Tratamiento  Fusarium F. naranja F. amarillo Rhizoctonia
purpura sp.
T1 B23+MA+FP B23+MA+FN B23+MA+FA B23+MA+R
T2 B23+MA-FP B23+MA-FN B23+MA-FA B23+MA-R
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4.4.3. Condiciones de crecimiento de las plantulas

Las plantulas se desarrollaron bajo condiciones de invernadero durante dos meses (15 mayo-15
junio 2016), a una temperatura maxima de 30°C y minima de 10°C aproximadamente. Cada
plantula fue irrigada con 50 ml de solucién nutritiva Long Ashton 50% de fosforo (Hewitt,
1966), con un espaciamiento entre riegos de 3 dias. La temperatura al interior del invernadero,

se control6 mediante la activacion de un muro hdmedo y humedecimiento del piso.
4.4.4. Variables evaluadas
Después de dos meses de cultivo se realizaron las siguientes determinaciones:

Altura de la planta (cm) se determind midiendo longitudinalmente desde la base hasta el &pice.
Con el fin de obtener la curva de crecimiento del cultivo se realizaron mediciones semanales,
durante un periodo de 49 dias. En total se realizaron ocho mediciones de altura de la planta.
Posteriormente, se determinaron las curvas de crecimiento mediante los modelos lineal y

polinémico.

Peso seco parte aérea de la plantula (g), para lo cual se utilizé una balanza electrénica

(VELAB balance, modelo VE-1000).
Fosforo y Nitrogeno foliar

El analisis quimico realizado a las muestras de material vegetal se realiz6 en el Laboratorio de
Ciencias Ambientales COLMERN A.C. Se determind el fésforo y nitrégeno foliar total
acumulado en la materia seca. El calcul6 se realizd mediante la disgestion con HNO-HCIO4 2:1
para P y digestion con H,SO4-Acido saliclico para N de cada uno de los tratamientos, esto con
la finalidad de observar la estimulacion de la micorriza en la absorcion de estos nutrientes por

las plantas.
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Porcentaje de colonizacién micorrizica total (%6CMT) Las raices de las plantulas inoculadas
con el consorcio Glomus Zac-19 fueron clareadas y tefiidas con azul de tripano de acuerdo a la
metodologia propuesta por Phillips y Hayman (1970). Posteriormente, segmentos de raicillas
tefiidas se montaron en laminillas y se realiz6 su observacion en el microscopio, En cada campo
se determind campos negativos y positivos. En los campos positivos se contabilizaron las
estructuras fangicas (hifas, vesiculas y arbusculos). El porcentaje de colonizacion en raices se

calculd con la siguiente formula propuesta por Sieverding (1983):
%CMT = (nimero de segmentos colonizados/numero de segmentos totales) X 100

El nimero total de esporas en 100g de suelo, se contabiliz después de su extraccion por el

método de Gerdemann y Nicolson (1963).
4.5. Andlisis estadistico

El comportamiento de las bacterias en la inhibicién del crecimiento de hongo, la produccion de
acido indolacético asi como la solubilizacion de fosforo como reflejo de la actividad para reducir
el Damping of fueron analizados identificando diferencias (al 95% de confiabilidad), después

de identificar las fuentes de variacion relevantes utilizando InfoStat (Di Rienzo et al., 2014).

Las variables evaluadas peso seco, nimero de esporas, colonizacion micorrizica, concentracion

de fosforo y nitrogeno foliar se analizaron con un analisis de varianza al 95% de confiabilidad.

La altura de plantula se analiz6 con dos modelos de crecimiento, los cuales fueron el lineal y

polinémico.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion in vitro de rizobacterias y su antagonismo con hongos causantes del

damping off en plantulas de chile (Capsicum annuum L..).
5.1.1. Aislamientos microbianos

En total se aislaron 50 cepas de rizobacterias, de las cuales se seleccionaron 18 tomando como
criterio su velocidad de crecimiento en un periodo de 24 horas. Con base en sus caracteristicas
morfologicas macroscépicas las cepas B4, B6, B7, B8, B9, B11, B14, B15, B17 y B20 pueden
pertenecer al genero Pseudomonas, estas caracteristicas se evidenciaron por abundante
crecimiento en el medio de cultivo King B, propio para este género y en el cual hubo una alta
produccion de pigmentos verdes y amarillos. Las cepas B3, B5, B10, B13, B21, B22, B23 y
B24 pueden corresponder al genero Bacillus dadas sus caracteristicas de colororacion de la

colonia.

La descripcion morfoldgica de las cepas se presenta en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Caracteristicas morfologicas de 18 aislamientos bacterianos provenientes de la

rizosfera de maiz bajo manejo agroforestal.

Cepa Forma Borde Elevacion Superficie Consistencia Color

B3 Circular Ondulado Elevada Lisa Cremosa Crema clcentro
café

B4 Circular Entero Plana Lisa Membranosa Amarillo verdosa

B5 Puntiforme Entero Convexa Lisa Cremosa Crema

B6 Puntiforme Entero Convexa Lisa Cremosa Amarillo claro

B7 Fusiforme Entero Convexa Lisa Cremosa Amarilla

B8 Circular Lobulado Convexa Lisa Cremosa Amarillo-crema

B9 Irregular Entero Plana Lisa Cremosa Naranja difusible

B10 Puntiforme Entero Convexa Lisa Cremosa Rosa fuerte

B11 Puntiforme Entero Convexa Lisa Cremosa Amarillo verdoso

B13 Circular Ondulado Convexa Lisa Cremosa Crema

B14 Fusiforme Entero Convexa Lisa Cremosa Crema-verde

B15 Circular Entero Convexa Lisa Cremosa Crema-verdosa

B17 Circular Entero Convexa Lisa Cremosa Amarillo verde

B20 Circular Entero Convexa Lisa Cremosa Amarillo claro

B21 Rizoide Filamentosa Plana Rugosa Cremosa Crema

B22 Circular Entero Convexa Lisa Cremosa Amarillo claro

B23 Circular Entero Convexa Lisa Cremosa Blanco transparente

B24 Circular Entero Elevada Lisa Cremosa Crema

Por otra parte, se aislaron tres cepas fungicas provenientes de plantulas de chile, las cuales

pertenecen al género Fusarium sp. (Figura 8), con base en su pigmentacién del medio de cultivo

y del micelio se les asigno6 la nomenclatura FP, FN y FA ( Fusarium purpura, F. naranja, y F.

amarillo, respectivamente).
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Figura 8. Aislamientos fungicos provenientes de plantulas de chile “guajillo” que presentaban
sintomatologia de marchitez flngica o secadera temprana. a) Fusarium puarpura, b)

F. naranja y c) F. amarillo.

5.1.2. Determinacién del antagonismo microbiano in vitro

Los resultados obtenidos en cultivo dual mostraron que la cepa B23 fue estadisticamente la mas
eficiente, al inhibir el crecimiento micelial de FP (50.02%); FN (44.05%); FA (46.67%) y R
(55.56%) (Figura 9). Estos resultados son similares a los reportados por Rios-Velasco et al.
(2016), quienes reportan un porcentaje de inhibicién del crecimiento de F. oxysporum del 42.0
y 51.5% por efecto de B. methylotrophicus y B. amyloliquefaciens respectivamente; asi como
los encontrados por Mojica-Marin et al. (2009), al confrontar F. oxysporum con las cepas de
B. thuringiensis GM-23 (43.02%) y HD-121 (42.04%) y observaron porcentajes de inhibicion
mas altos para R. solani por efecto de las cepas GM-64 (66.66%) y HD-203 (65.99%). Por su
parte, Trivedi et al. (2008), al evaluar in vitro la actividad antagonica de Pseudomonas
corrugata sobre el crecimiento de Alternaria alternata y Fusarium oxysporum, reportan valores
del 58 y 49%, respectivamente. Djordjevic et al. (2011), al evaluar 16 aislamientos bacterianos
como antagonistas de F. oxysporum, reportan un porcentaje de inhibicion mas alto (70.98%)

sobre el crecimiento de este hongo con la cepa Ab23, pero resultados similares a los
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encontrados en el presente estudio con los aislamientos Ab9 (59.74%), Ab17 (57.7%) y Abl

(56.6%).

Figura 9. Efecto de la cepa B23 sobre la inhibicion del crecimiento de cuatro hongos patégenos.
a) Fusarium puarpura; b) Fusarium Naranja; ¢) Fusarium amarillo y d) Rhizoctonia

sp. Con sus respectivos testigos (e, f, gy h).

Por otra parte, en la figura 10a se puede observar que las cepas B6; B13; B11; B22; B15; B9;
B17 y B7 ejercen un efecto antagonico estadisticamente igual sobre Fusarium pdrpura (FP),
pero diferente al resto de las cepas bacterianas estudiadas. Al contrastar las 18 cepas bacterianas
con Fusarium naranja (FN) se encontré que las cepas B23 y B9 presentaron un porcentaje de

inhibicidn superior al 44%, que fue superior al resto de los tratamientos (Figura 10b).

Mientras que las cepas B7 y B15 inhibieron el crecimiento fungico de Fusarium amarillo (FA),
en un 30%, siendo significativamente diferentes (p < 0.05) al resto de los otros tratamientos

(Figura 10c). Por otra parte, se encontrd un porcentaje de inhibicion del 47.7, 42.2 y 35.5% al
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confrontar las cepas B7, B15 y B14 respectivamente, con Rhizoctonia sp., siendo

estadisticamente iguales (Figura 10d).
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Figura 10. Efecto de 18 cepas bacterianas sobre el crecimiento micelial de cuatro hongos
fitopatdgenos: a) Fusarium parpura, b) Fusarium naranja, ¢) Fusarium amarillo y

d) Rhizoctonia sp.

Finalmente, las cepas B3, B4, B5, B10, B20 y B24 no tuvieron ningun efecto inhibitorio en los
cuatro fitopatogenos estudiados, lo cual indica que estas cepas no fueron capaces de producir

una cantidad suficiente de sustancias que puedan inhibir el crecimiento de los patégenos, por lo

50



que no se alcanza un umbral que les permita exhibir una respuesta antagonica (Figueroa-Lopez

et al., 2016); o bien el antibi6tico producido no fue eficiente.

Est& bien documentado que el efecto antagonico de las rizobacterias sobre la inhibicion del
crecimiento de fitopatdgenos es debido a la sintesis de metabolitos secundarios (Santoyo et al.,
2009; Khannous et al., 2014); Trivedi et al. (2008) demostraron que metabolitos volatiles
producidos por Pseudomonas corrugata juegan un papel predominante en la inhibicion de los
hongos F. oxysporum y A. alternata, mientras que los metabolitos difusibles solo tienen un rol
secundario. Por otra parte, se ha demostrado que algunas especies de Pseudomonas producen
enzimas liticas, las cuales pueden romper las membranas celulares de algunos hongos
fitopatogenos; las mas conocidas son: quitinasas, celulasas, proteasas y B-glucanasas 1,3

(Compant et al., 2005).
5.1.3. Produccion de acido indolacético

La produccidn de &cido indolacético (AlA) es una propiedad de las rizobacterias para estimular
y facilitar el crecimiento vegetal (Mohite, 2013). Esta auxina es un producto derivado del
metabolismo del L- triptéfano producido por varios microorganismos del suelo, incluyendo las
PGPR (Goswami et al., 2015). En el presente trabajo, se observo la sintesis de este regulador
del crecimiento en 18 aislamientos bacterianos provenientes de la rizésfera de maiz, con una
variacion entre el 1.3 a 11.2 pg mL™. La produccion de AIA significativamente mas alta (P <
0.05) correspondi6 a B14 y las mas baja a B4 (Figura 11). Estos resultados concuerdan con los
reportados en varias investigaciones, donde se evalué la produccion de AIA en cepas
bacterianas provenientes de la rizosfera de maiz. Noh et al. (2014) encontraron que cepas

aisladas de maiz promediaron en 3.3 ug mL™ de AIA. Por su parte, Josic et al. (2012) sefialan
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que al adicionar 5mM de triptéfano al medio liquido King B, la concentracion de AIA se
incrementd de 8.6 a 26 ug mL™ en la cepa Q4m (Pseudomonas sp.). Se ha observado que la
produccion de AIA por rizobacterias varia entre diferentes especies y cepas, y que esta
influenciada por las condiciones de cultivo, la etapa de crecimiento y la disponibilidad de

sustrato (Mirza et al., 2001).

De acuerdo a la produccion de AlA in vitro, las rizobacterias se pueden dividir en tres grupos:
bajas productoras de auxinas (1 a 10 ug ml™Y, medianas productoras (11 a 20 pg mL™) y altas
productoras (21 a 30 pg mL?* de AIA) (Khalid et al., 2004; Rojas at al., 2010). Si bien la
mayoria de las cepas de este estudio produjo baja cantidad de acido indolacético, no todas las
bacterias que producen alta cantidad de AIA estimulan el crecimiento de las plantas (Noh et al.
2014). Por ejemplo, Agrobacterium tumefaciens produce hasta 78 pg mL?* de AIA, lo cual
induce el desarrollo de la enfermedad conocida como "agalla de la corona”, cuyos sintomas son
tumores en raices, tallos y ramas en diversas especies vegetales (Lara et al., 2011). Mientras
que consideraciones mas bajas (1.1 a 12.1 ug mL™) incrementaron el crecimiento de trigo in

vitro (Khalid et al., 2004).

Ramirez y Ochoa-Alejo (1996) en un estudio in vitro demostr6 que el AlA tiene un efecto sobre
la induccion y crecimiento de brotes adventicios del cultivo de chile siendo su concentracion la
que determina el tipo de respuesta. Pefia et al. (2016) reportan una produccién de AlA entre 4.0
a24.3 pg mL™ en cinco especies de Bacillus, lo cual es suficiente para promover el crecimiento
de C. annuum L. Por lo anterior, en el presente estudio ocho cepas pueden considerarse

promisorias para promover el crecimiento del cultivo de chile.
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Acido indolacético (ug mL™)

B3 B4 B5 B6 B7 BS B9 B10B11B13B14B15B17B20B21B22B23 B24
Aislamientos bacterianos

Figura 11. Produccion de &cido indolacético de 18 aislamientos bacterianos provenientes de
la riz6sfera de maiz. Medias con letras diferentes indican diferencias significativas
(Tukey, 0.05).

5.1.4. Solubilizacién de fosfato tricalcico insoluble

Se evallo la capacidad de 18 aislamientos bacterianos para solubilizar fosforo inorgénico (Pi)
en el medio de cultivo liquido de Pikovskaya, el cual contenia Cas (PO4)2 insoluble como Unica
fuente de fosforo. Después de un periodo de incubacion de 7 dias a 25°C en agitacion constante,
se determiné la cantidad de fosfato disuelto en el medio de cultivo, el cual vari6 entre los
diferentes aislamientos (Figura 12). La cepa B8 solubiliz6 la cantidad significativamente mas
alta de Pi (100.4 pug mL1), con respecto a las otras cepas. Con B14 se registraron 80.92 pg mL"
! siendo estadisticamente diferente a la registrada con B17 y B21 (60.67 y 56.39 pg mL™,
respectivamente). La cantidad de fosfato solubilizado por el resto de las cepas, con excepcion
de B10 y B9 (efecto nulo), se encuentra en el rango de 2.21 a 49.12 pg mL™. Los resultados
registrados en las cepas B8, B14 y B17 son superiores a los reportados por Nautiyal (1999),

quien estandarizo el método para determinar la solubilizacion de fosfato. En ese estudio se
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reporta que la cepa mas eficiente fue Pseudomonas sp. 2 con 35 pg mL™, Pseudomonas sp. 1
(8 ug mLY), P. fluorescens (13 pug mL™Y), P. aerogenes (14 ug mL?), P. aeruginosa (14 pg mL"
1, Bacillus polymyxa (8 pg mL™Y), B. subtilis (11 pg mL™) y Bacillus sp. 1 (17 ug mL™?). Por
otra parte, Sourav y Chayanika (2016) reportan que la maxima cantidad de fosfato solubilizado
por Pseudomonas aeruginosa fue de 0.176 pug mL™. Se ha sefialado que las bacterias solubilizan
el Pi por medio de la produccion de CO., acidos organicos, excrecion de protones y asimilacion
de NH4". El mecanismo méas importante de solubilizacién de fosfato de calcio es la acidificacion
por medio de la biosintesis y secrecion de acidos organicos (Paredes y Espinosa, 2009). Tales
acidos organicos pueden directamente disolver el Pi como resultado del intercambio de aniones
de fosfato mediante un anién &cido o a bien quelatar los iones de Fe, Al y Ca asociados con P
(Omar, 1998) y en consecuencia se incrementa la biodisponibilidad de P, que puede ser

aprovechado por los cultivos o la flora silvestre presente.
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Figura 12. Concentracion de fosfato solubilizado por aislamientos bacterianos. Columnas con

letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey, 0.05).
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5.2. Identificacién molecular de rizobacterias y hongos

Los aislados B8 y B9 se identificaron como Pseudomonas chlororaphis; B7 y B14 como
Pseudomonas sp. y B15 como Pseudomonas protegens. Por su parte, B23 fue identificado como
Bacillus sp. Todos presentaron una identidad del 99%, con una cobertura del 100%. EI género
Pseudomonas esta compuesto por bacterias gram negativas, que pertenecen a las y—
Proteobacteria, se encuentran distribuidas en una amplia diversidad de ambientes y son
conocidas por su versatilidad metabolica en la utilizacion de compuestos organicos como
fuentes de carbono y de energia (Lessie y Phibbs, 1984; Wu et al., 2011); y en la produccion de
diversos metabolitos secundarios (Gross y Loper et al., 2009). Pseudomonas es uno de los
grupos bacterianos mas complejos, con mas de 100 especies descritas hasta el momento, en el
cual hay la presencia de grupos y subgrupos. El grupo de Pseudomonas flourescens contiene
varias especies (P. brassicacearum, P. protegens, P. chlororaphis y P. fluorescence), descritas
como PGPR por su habilidad para suprimir patégenos causantes de enfermedades (Raajimakers
et al., 2009) y producir antibiéticos o metabolitos secundarios (Gross y Loper et al., 2009) que
las hacen muy viables para aplicaciones biotecnoldgicas (Saravanakumar et al., 2008). La
identificacion bacteriana a través del gen 16S ribosomal ha sido ampliamente utilizada; sin
embargo, es bien sabido que especies bacterianas cercanas no pueden ser diferenciadas
mediante el uso de este gen debido a su alta tasa de conservacion (Fox et al., 1992; Kadmpfer y
Glaeser, 2012), por lo que se ha propuesto el empleo del analisis de secuencias multilocus
mediante el uso de otros genes como marcadores moleculares: rpoB, rpoD, gyrB (Yamamoto et
al., 2000; Ait-Toyeb et al., 2005), permitiendo la identificacion hasta el nivel de especie. En
este trabajo, al utilizar el gen 16S rRNA como Unico marcador molecular, permitié designar

hasta nivel de genero los aislados obtenidos, los cuales pertenecen a Pseudomonas y Bacillus.
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Miembros de estos géneros han sido reportados como PGPR, con diferentes mecanismos como
produccion de fitohormonas, supresion de patdgenos o productoras de metabolitos secundarios

de interés biotecnolégico.

Por otra parte, los aislamientos fungicos FP y FN corresponden a Fusarium sp.; el primero con
93% de identidad y cobertura del 84% y el segundo con 86% de identidad y 80 de cobertura. F.
amarillo corresponde a un hongo no cultivado, con un 94% de identidad y 33 % de cobertura.
Fusarium sp. pertenece a la familia Nectriaceae. El género Fusarium es un grupo de hongos
filamentosos ampliamente distribuidos en el suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a
37°C, son considerados oportunistas (Tapia y Amaro, 2014). Santos (2010) menciona a
Fusarium sp. como uno de los principales agentes causales de la marchitez del chile que

disminuye el rendimiento del cultivo.

5.3. Efecto de la inoculacién de cepas bacterianas sobre la supervivencia de plantulas de

chile tipo “guajillo” inoculadas con agentes casuales del damping off

Bajo condiciones de invernadero se realizé un experimento cuyo objetivo fue evaluar el efecto
de las cepas Pseudomonas sp. B7; Pseudomonas chlororaphis B9; Pseudomonas protegens B15
y Bacillus sp. B23 sobre la supervivencia de plantulas de chile inoculadas con Fusarium sp.

(FN; FA; FP; FN) y Rhizoctonia sp. (R).

En la Figura 13 (a, b y d), se observa a los ocho dias el 100% de supervivencia en plantulas
inoculadas con Bacillus sp. B23 y una supervivencia en las plantas control de FP; FA y R del
80, 77.8 y 83%, respectivamente (solo inoculadas con el patdgeno). La supervivencia de 100%
lograda por Bacillus sp. B23 a los ocho dias coincide con lo reportado por Abdel-Monaim

(2013) quien obtuvo un 72% y 76.34% de supervivencia por Bacillus megaterium en plantas de
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frijol en dos estaciones diferentes, cuyas plantas estaban infestadas con los patdgenos R. solani,
F. solani, F. oxysporum y M. phaseolina causandole damping off a la planta. En este mismo
periodo, también se observa el 100% de supervivencia al inocular Pseudomonas chlororaphis
B9; Pseudomonas protegens B15 para el caso de FP; Pseudomonas protegens B15 para el caso
de R. En laFigura 13a, se observa que de 34 a 60 dias existe una disminucion en la supervivencia

de las plantulas control en comparacion con las plantulas inoculadas con rizobacterias.

Por otra parte, solo las cepas Pseudomonas sp. B7 y Bacillus sp. B23 presentan un efecto sobre

la sobrivencia de plantulas infectadas por FA hasta los 55 dias (Figura 13b).

Con respecto, al hongo FN (Figura 13c), tanto en plantulas control como en las plantulas
inoculadas con Pseudomonas sp. B7 y Bacillus sp. B23, se registr6 el 100% de supervivencia.
El efecto de Pseudomonas sp. B7 con 100% de supervivencia hasta los 55 dias concuerda con
lo reportado por Navarro et al. (2016), quienes obtuvieron una supervivencia del 98% en H.
almeriense en nivel de plantula; cabe sefialar que estas plantulas no estaban infectadas por
patdgenos. Esta misma tendencia se mantiene hasta los 34 dias para el caso de plantulas control
y las inoculadas con B7. ElI comportamiento de las plantulas control puede ser debido
posiblemente a que la cantidad de micelio fungico no fue suficiente para que este hongo exprese
virulencia en los primeros 34 dias, o bien a que su efecto para causar la enfermedad sea méas

tardio que los otros patdgenos utilizados en el presente estudio.

Finalmente, para el caso de Rhizoctonia sp., solo Pseudomonas sp. B7 presentd un efecto sobre
la superivencia de las plantulas, debido a que ésta fue del 80% hasta los 55 dias, mientras que
en las plantulas control fue del 41.4% (Figura 13d). Al respecto, Toppo y Tiwari (2015)

reportan una variacion en la supervivencia plantulas de tomate de 30 dias infectadas con
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Rhizoctonia, la cual vario entre el 93.33 al 46.67 % al inocular Pseudomonas alcaligenes PKJ25
y Pseudomonas PKS10. En el presente estudio, a los 34 dias la mayor supervivencia fue del
83.3% y la menor del 46.2% al inocular Pseudomonas sp. B7 y Bacillus sp. B23

respectivamente.
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Figura 13. Efecto de cuatro bacterias antagonistas en la supervivencia de plantulas de chile
“guajillo” inoculadas con diferentes hongos fitopatdgenos. a) Fusarium pdrpura; b)
F. amarillo; ¢) F. naranja y d) Rhizoctonia sp.
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5.4. Evaluacion del efecto de rizobacterias y micorrizas sobre el crecimiento de

plantulas de Capsicum annuum L. tipo “guajillo” inoculadas con hongos patégenos
5.4.1. Alturade la planta
5.4.1.1. Curvas de crecimiento

Los mejores modelos se seleccionaron por un coeficiente de determinacion R?>0.70. Los
modelos de mejor ajuste fueron los polinomiales de segundo grado de acuerdo a la expresion Y
= cx?+ bx + a, donde Y es la variable dependiente (altura de la planta) y X es la variable

independiente (dias después del trasplante, ddt).

Los méximos incrementos en altura por dia se presentaron en los tratamientos Bs B23 + M + R
y Bs B23 + M + FA con 0.363 y 0.356 cm dia™ respectivamente; los demas tratamientos
muestran un incremento de 0.2 cm dia™® en promedio. A cada ecuacion se agrego la interseccion
(termino independiente) la cual es el promedio de las tres plantas al inicio del experimento.
Utilizando la ecuacion del modelo de ajuste, los tratamientos Ps B14 + FN, Bs B23+ M+ R y
Bs B23 + M + FA presentaron mayor velocidad de crecimiento segun el termino lineal de la
ecuacion (0.3398x, 0.3173x, 0.3057x, respectivamente) con una r? de 0.9673, 0.7393 y 0.8288,
respectivamente. Por el contrario Bs B23 + M + FP presentdé un crecimiento lento en

comparacion con el resto (0.0901x) con r?> = 0.9794 (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Ecuaciones de regresion para los valores de altura de los 11 mejores

tratamientos con base en su incremento en cm por dia.

Incremento por dia

Tratamiento Ecuacion R? (cm)
PsB14 + FP y= 0.0002x?% + 0.2084x + 1.5 0.9646 0.215
PsBl14 + FN y= -0.0013x% + 0.3398x + 1.66  0.9673 0.274
Ps B14 + FA y= -0.001x% + 0.2761x + 1.73 0.9312 0.227
PsBl14 + R y= -0.0002x? + 0.2306x + 1.6 0.9327 0.223
BsB23+ M + FP y= 0.0024x? + 0.0901x + 0.8 0.9794 0.199
BsB23+ M + FN y= 0.0004x% + 0.1999x + 1.96  0.9244 0.215
BsB23 + M + FA y= 0.0012x% + 0.3057x + 1.96  0.7393 0.356
BsB23+M+R y =0.0011x? + 0.3173x + 2.5 0.8288 0.363
Bs B23 y= 0.0026x2 + 0.1505x + 1 0.9977 0.280
Ps B14 y= 9E-06x? + 0.2664x + 2.26 0.9475 0.263
Testigo absoluto y = 0.0005x? + 0.2307x + 1.43  0.8365 0.252

Ps: Pseudomonas sp. B14, Bs: Bacillus sp. B23, M: consorcio Glomus Zac-19, FP: Fusarium

purpura, FN: F. naranja, FA: F. amarillo y R: Rhizoctonia sp.

Debido a que el chile, como lo mencionan Azofeifa y Moreira (2004), es un cultivo de manejo
intensivo del cual hay muy poca informacion local sobre analisis del crecimiento y fenologia de
la planta, no diferencia claramente la fase de crecimiento rapido debido a que éste solo se midid
durante 49 dias. Rylski (1986) menciona que en la curva de crecimiento de la planta de chile se
distinguen 3 etapas: la primera es una fase inicial o logaritmica, donde la planta joven cuenta
con un area foliar y un sistema radical reducido. La segunda, una fase vegetativa o exponencial
donde el crecimiento es rapido y el poder de asimilacion de la planta aumenta a medida que sus
organos se desarrollan. La tercera es una fase de estabilizacion, donde después del inicio de la
fructificacion ocurre una disminucién del crecimiento hasta estabilizarse. Debido a la etapa en
la que se midio el crecimiento, la planta aln es joven y cuenta con un area foliar y un sistema
radical reducido, lo cual se evidencia en los controles inoculados solo con los patégenos (Figura
14) en donde las plantulas no alcanzaron ni los 10 cm de altura comparadas con los tratamientos

con hongos patdgenos + bacteria con o sin micorriza, en donde la altura minima a los 49 dias
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fue de 10.55 cm para Bs B23 + M+ FP y la maxima de 20.26 cm para Bs B23 + M + R quiza
esto se deba a que el patdgeno FP fue més virulento que R; sin embargo, en todos tratamientos
la tendencia es al incremento en altura, que en la mayoria de los casos muestra un tipo como el
descrito por Rylski (1986) para la primera fase; aunque en algunas combinaciones donde se

incluye a B23 se puede notar un tipo de crecimiento que en el mismo caso corresponderia a la

segunda fase, segun el mismo autor.
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Figura 14. Altura de plantulas de chile tipo “guajillo” en plantas control (inoculadas solo con
hongos patogenos): a) FP; b) FN; ¢) FA y d) R. La linea representa la tendencia del

modelo y los puntos indican los datos reales.
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5.4.2. Produccién de materia seca (g)

Al evaluar el efecto de la inoculacion de Pseudomonas chlororaphis B8 y Pseudomonas sp.
B14 sobre la produccién de materia seca en plantulas de chile inoculadas con hongos patdgenos
causantes del damping off (la inoculacion del patdgeno se realizd 4 dias posteriores a la
inoculaciéon bacteriana), el mayor peso seco se registrd en plantulas inoculadas con
Pseudomonas sp. Bl14 infectadas con Fusarium sp. (FN, FA) y Rhizoctonia sp. (R)
respectivamente, igualmente cuando se combinaron ambas cepas bacterianas para el caso de las
plantulas infectadas con FP (Figura 15). Mientras que con la cepa Pseudomonas chlororaphis
B8 los mayores pesos (0.28 y 0.27 g) se obtuvieron en plantulas infectadas con FA y R; sin
embargo, el mayor incremento en la produccion de materia seca se obtuvo en plantulas
infectadas por FA (115%) y FN (43%), con respecto a sus respectivos controles. Tales
incrementos son superiores a los reportados por Luna et al. (2013), quienes estudiaron el efecto
de cuatro cepas pertenecientes al género Bacillus sobre el crecimiento de las plantulas de
pimiento, quienes reportan un incremento en biomasa de 37 y 16% al inocular las cepas MA 'y

MAL17, respectivamente.
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Figura 15. Efecto de la inoculacion de dos cepas de Pseudomonas sobre la produccién de
materia seca en plantulas de chile infectadas por hongos patdgenos. C= plantas
control inoculadas solo con el patdgeno; B8= Pseudomonas chlororaphis; B14=

Pseudomonas sp.; B8+B14=inoculacion combinada.

Cabe sefialar que la inoculacion de la cepa B8 en plantulas infectadas por Fusarium parpura
(FP) no tuvo ningun efecto, debido a que las plantulas no sobrevivieron. Al respecto, Agaras et
al. (2015), al estudiar 19 aislamientos de Pseudomonas para el biocontrol de 12 hongos
fitopatdgenos de diferentes cultivos mencionan que los diferentes aislamientos bacterianos no
presentan el mismo nivel de inhibicion en cada hongo estudiado. Por otra parte, se ha reportado
al complejo de Pseudomonas chlororaphis como promotor del crecimiento de diferentes
cultivos (Rosas et al., 2007) y su potencial como agente de control bioldgico se ha asociado a
su produccion de fenazina-1-carboxamida, el cual es un metabolito antifingico (Chin-A-Woeng
et al., 2001). EI control de la enfermedad por agentes de control bioldgico es a través de
diferentes modos de accién, los cuales incluyen, competencia, parasitismo directo, antibiosis e

induccion de mecanismos de resistencia de las plantas (Whipps, 2001). Ninguno de estos
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mecanismos, necesariamente son mutuamente excluyentes y frecuentemente varios modos de

accion son ejercidos por un solo agente de control bioldgico.

En la Figura 15, se puede observar que al inocular ambas cepas bacterianas el mayor peso seco
se registro en plantulas infectadas por FP. Cabe sefialar que la produccion de materia seca de
las plantulas inoculadas por ambas cepas bacterianas en todos los casos fue mayor al obtenido
en plantulas control, al obtener un incremento de peso seco del 29; 1,450; 108 y 19% en las
plantulas infectadas por FN, FP, FA y R, respectivamente. Al respecto, Khabbaz y Abbasi
(2014), al estudiar el efecto de la inoculacion por separado o en combinacion de las cepas
Pseudomonas fluorescens (9A-14), Pseudomonas sp. (8D-45) y Bacillus subtilis (8B-1),
suprimieron el damping off en plantulas de pepino, a través de un incremento en la produccion
de materia fresca en promedio de 92 a 245% sobre controles infestados. El control de la
enfermedad y promocion del crecimiento por efecto de la inoculacion combinada de las cepas
puede ser debido a diferentes mecanismos utilizados por estas cepas y también podrian ser
debido a efectos aditivos o sinérgicos (Khabbaz y Abbasi, 2014). Sin embargo, las interacciones
antagonicas entre agentes de biocontrol es mas probable que ocurran que las interacciones
sinérgicas (Xu et al., 2011); lo cual puede explicar la respuesta observada en el presente estudio,

para el caso de la inoculacion de ambas cepas en plantas infectadas por R, FA'y FN.

Por otra parte, al coinocular Bacillus sp. B23 y el consorcio Glomus spp. Zac-19 se obtuvo la
mayor produccion de materia seca de la parte &erea de plantulas de chile infectadas con los
hogos Fusarium sp. FA y Rhizoctonia sp. R (Figura 16); mientras que con la inoculacion de
Pseudomonas chlororaphis B8 y el consorcio de Glomus spp. Zac-19 se incrementd la
produccion de materia seca en plantulas infectadas por Fusarium purpura con respecto a la

inoculacion por separado con la cepa B8 (las plantulas no sobrevivieron, Figura 15) o el
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consorcio de Glomus spp. Zac-19 (Figura 16), por lo que se asume que Glomus spp. Zac-19

tuvo un efecto sinérgico con Pseudomonas chlororaphis B8 y Bacillus sp. B23.
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Figura 16. Efecto de la coinoculacidon rizobacteria/hongo micorrizico sobre la produccion de
materia seca en plantulas de chile infectadas por hongos patdgenos. C=control
plantas inoculadas solo con el patégeno; M= consorcio Glomus spp. Zac-19; B8=
Pseudomonas chlororaphis; B14= Pseudomonas sp.; B8+Bl4+M=inoculacién

combinada; B23= Bacillus sp.

Lo anterior concuerda con lo reportado por Chamizo et al. (2009), quienes mencionan que la
inoculacion combinada del consorcio Glomus spp. Zac-19 y las bacterias P. aeruginosa 11PS,
B. cepacia P13 y tres cepas de Hafnia alvei (P25, S1AS y P27) incrementaron
significativamente el peso seco de la parte aérea con respecto a los tratamientos testigo sin
bacteria y con aquellos tratamientos en los se inocularon las bacterias por separado, excepto con
P. aeruginosa 11PS, observandose un sinergismo significativo entre el consorcio y las bacterias

mencionadas.
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Por su parte, Aguirre-Medina y Espinosa (2016) reportan una mayor acumulacion de biomasa
seca de la ldmina foliar en plantas de chile inoculadas con A. brasilense, P. fluorescens y la
combinacién R. intraradices + A. brasilense a los 28 ddt, R. intraradices y A. brasilense
inoculadas por separado a los 56 ddt, y al final de la evaluacion a los 84 ddt, todos los
tratamientos superaron al tratamiento inoculado con los tres microorganismos. Sin embargo, es
importante destacar que en estos estudios las plantas de chile no fueron infectadas con hongos

patdgenos.

La figura 17 ejemplifica la respuesta de plantulas de chile tipo “guajillo’a la inoculacion de

rizobacterias y micorrizas en este trabajo.

L F

|Fr |e14:RER

Figura 17. Comparacion de plantulas de chile infectadas por Fusarium sp. (FN, FA, FP) y
Rhizoctonia sp. (R) e inoculadas con Pseudomonas chlororaphis B8; Pseudomonas
sp. B14; Bacillus sp. B23; Glomus spp. Zac-19 y plantas control.
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5.4.3. Porcentaje de Fdsforo y Nitrogeno foliar

El mayor porcentaje de fosforo (P) foliar (0.51 y 0.40%), se obtuvo en plantulas infectadas por
Fusarium sp. FN e inoculadas con Pseudomonas sp. B14 e inoculacion de ambas cepas
bacterianas (Pseudomonas chlororaphis B8 y Pseudomonas sp. B14), respectivamente (Figura
18), siendo estadisticamente diferente al reportado en las plantulas inoculadas solo con
Pseudomonas chlororaphis B8, y al de plantulas donde se realizo la inoculacién del consorcio
Glomus spp. Zac-19 o al combinar este con las cepas bacterianas. Es importante sefialar que
la inoculacién sola o la coinoculacion de rizobacterias y micorrizas incremento
significativamente el porcentaje de P foliar en todos los casos, con respecto a las plantulas
control. Al respecto, Martinez-Rojas (2015) reporta un porcentaje de P foliar similar al
encontrado en el presente estudio en plantas sanas de Capsicun annuum variedad California
wonder y 0.43% de P foliar en plantulas inoculadas con Glomus manihotis, Acaulospora
lacunosa + Glomus manihotis y de 0.603% en plantas inoculadas con A. lacunosa, siendo
estadisticamente igual el porcentaje de P foliar en plantas testigo y plantas inoculadas con A.

lacunosa.

Por otra parte, si bien no existe diferencia estadistica significativa en la concentracion de P entre
plantulas infectadas por FP, FA y R con respecto a la inoculacion de las cepas bacterianas y
hongos micorrizicos, si se observa una mayor concentracion de P foliar cuando las plantulas
fueron inoculadas por separado o al combinar las cepas bacterianas con respecto a cuando se
inocularon las plantulas con el consorcio Glomus spp. Zac-19 (Figura 18). Es importante
mencionar que en las plantulas control infectadas con FP no fue posible analizar P foliar (debido
a que se contaba con poca muestra de tejido vegetal y solo se analizé el porcentaje de N); las

plantulas infectadas por este mismo hongo e inoculadas con B8 murieron. Valdez et al. (2005)
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proponen 0.31% como rango Optimo para la concentracion de P en tejido vegetal de Capsicum
annuum cv. Mirasol y C. annuum tipo “guajillo”. De acuerdo a este valor, todas las plantulas
inoculadas con las cepas Pseudomonas chlororaphis B8 y Pseudomonas sp. B14 solas o

combinadas se encuentran en el rango 6ptimo de concentracion de P.
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Figura 18. Efecto de la inoculacion de rizobacterias y micorrizas sobre el porcentaje de P foliar
en plantulas de chile infectadas por hongos patégenos. C= Plantas control
inoculadas solo con el patdégeno; B8= Pseudomonas chlororaphis; Bl4=
Pseudomonas sp.; M=consorcio Glomus spp. Zac-19. (na=no analizado). Columnas

con letras diferentes indican diferencia significativa (Tukey 0.05).

Los resultados del efecto de la inoculacion de las cepas de Pseudomonas pueden ser explicados
debido a que este género presenta propiedades clave como un agente de control biolégico eficaz;
es decir, competencia en la rizésfera, promocion del crecimiento de las plantas y actividad

antifagica (Nautlyal et al., 2002).

Con respecto al porcentaje de nitrégeno foliar (N foliar), no se encontro diferencia significativa

en plantulas infectadas por Fusarium sp. FP y FA. Pero si existe diferencia significativa en las
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plantulas infectadas por Fusarium sp. FN al inocular el consorcio Glomus spp. Zac-19 o la
coinoculacion de Zac-19+ambas cepas de rizobacterias (Figura 19) con respecto al resto de los
tratamientos evaluados, mientras que en plantulas infectadas por Rhizoctonia sp. (R) el mayor
porcentaje se encontrd en plantulas inoculadas con ambas cepas bacterianas con respecto a la

inoculacion de Psedomonas sp. B14.
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Figura 19. Efecto de la inoculacion de rizobacterias y micorrizas sobre el porcentaje de N foliar
en plantulas de chile infectadas por hongos patogenos. C= Plantas control
inoculadas solo con el patogeno; B8= Pseudomonas chlororaphis; Bl4=

Pseudomonas sp.; M=consorcio Glomus spp. Zac-19.

El incremento en la concentracién de N foliar por efecto del consorcio Zac-19 y de la
inoculacion por separado de las bacterias concuerda con lo reportado por Chamizo et al. (2009),
quienes mencionan que la inoculacion del consorcio micorrizico Zac-19 en general incremento
las concentraciones de N y P hasta dos veces mas que en las plantas inoculadas con las bacterias

por separado.
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El incremento de N y P foliar en los tratamientos con micorriza puede ser debido a que los HMA
incrementan la captacion de agua y nutrimentos como P, N, Ky Ca. Diaz et al. (2013) también
reportan que las concentraciones de N y P foliar fueron significativamente superiores en plantas

de Capsicum annuum inoculadas con hongos formadores de micorrizas.

Se ha demostrado que los microorganismos promotores del crecimiento, incluyendo las PGPR
y hongos micorrizicos arbusculares, tienen un efecto directo o primario en la nutricion vegetal
(Cano, 2011). Este mismo autor menciona, que estudios recientes muestran la potencialidad del
uso de estos inoculantes, como agentes de control bioldgico, considerandolo como un efecto

secundario de esta interaccion.
5.4.4. Porcentaje de colonizacion micorrizica total y namero total de esporas

Los mayores porcentajes de colonizacion micorrizica total (CMT) correspondio a la inoculacién
por separado del consorcio Glomus spp. Zac-19 en plantulas infectadas por Fusarium sp. FA'y
Rhizotocnia sp. R, con 97.9 y 89.4%, respectivamente (Cuadro 6), lo cual fue estadisticamente
diferente a la CMT de plantulas coinoculadas con Bacillus sp. B23 y el consorcio Glomus spp.
Zac-19 en pléantulas infectadas con Fusarium sp. FN y Rizoctonia sp. R (44.07 y 39.63%,
respectivamente). Al respecto, Jaizme-Vega et al. (2006) reportan valores mas bajos entre el
15% y 31% de colonizacion micorrizica en plantas de papaya infectadas por el neméatodo
Meloidogyne incognita e inoculadas con dos hongos micorrizicos y un consorcio de Bacillus
spp., donde el mayor porcentaje de colonizacion micorrizica se encontrd al realizar la
coinoculacion de Glomus mosae y un consorcio de Bacillus spp., con respecto a la inoculacion
de G. mosae en plantas infectadas por el nematodo. Por su parte, Mridhay Dhar (2007) reportan

un porcentaje de CMT de 79% en plantas de Capsicum frutescens. Por el contrario, Schroeder
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y Janos (2005) reportan porcentajes mas bajos (1.5 a 20.4%) en C. annuum. Con respecto al
consorcio Glomus spp. Zac-19, Davies et al. (2002) encontraron un porcentaje de 51.9 de
colonizacion micorrizica total en plantulas de chile ancho (C. annuum L. cv. San Luis), este

porcentaje fue ligeramente menor al encontrado en este estudio, cuando solo se inocul6 Zac-19.

Con respecto al nimero de esporas los valores més altos se encontraron en los tratamientos
(B1l4+Zac-19) y (Zac-19) en la rizosfera de plantulas infectadas con Rhizoctonia sp. R, (700 y
658 esporas/100 g suelo, respectivamente), siendo estadisticamente diferente a los valores
reportados en los tratamientos B14+Zac-19 donde se inoculé FN y FA (Cuadro 6). Estos
resultados son superiores a los reportados por Mridha y Dhar (2007), quienes obtuvieron una
poblacion total de esporas de 129 esporas en 100 g de suelo seco en Capsicum frutescens, debido
probablemente a las condiciones de humedad en la que se mantuvo el experimento. Asi como
por lo resportado por Montero et al. (2010), que obtuvo 48.33 y 50.2 esporas de Glomus hoi-
like y Glomus mosseae, respectivamente, en 50 g de suelo en sustrato con riego al 90% de
capacidad de campo (cc) en plantulas de Capsicum annuum L. Estos valores bajan cuando el
riego es de 65% cc, hasta un nimero de 43.6 y 45.08 esporas 50 g de suelo de Glomus hoi-like

y Glomus mosseae, respectivamente, lo cual se debi6 a la humedad presente en el suelo.

Rodriguez et al. (2010) encontraron mayor cantidad de esporas a las reportadas por los autores
anteriores; estas fueron 51 esporas por gramo de suelo en plantas de Capsicum spp., en almacigo
con fertilizacion de sintesis quimica completa mas abono orgéanico y micorrizas. Castillo et al.
(2009) reportan también una cantidad més baja de esporas en plantas de Capsicum annuum L.
entre los 170y 205 dias después de la siembra con 393 esporas 100 mL™t. Cabe mencionar que

en todos estos estudios las plantulas no fueron infectadas por hongos patogenos.
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Cuadro 6. Porcentaje de colonizacién micorrizica y numero de esporas por 100 g suelo en los

tratamientos con hongo micorrizico arbuscular en ausencia o presencia del patdgeno

en la planta.
Tratamientos
B8+ZAC-19 B14+ZAC-19 B23+ZAC-19 ZAC-19
Patégenos Esporas Esporas Esporas
CMT CMT Esporas
oo %9 Ty o owTeo s oMTON iegiicy

FP 60.00ab 433bcd 74.26ab  342bcd 80.56ab  675abc  79.07ab  592abcd
FN 67.50ab  750ab 70.09ab 287cd  44.07b  475bcd  75.55ab 417bcd
FA 63.45ab 458bcd 59.58ab 213cd 51.30ab  475bcd  89.44ab 325bcd
R 73.33ab 917a 67.04ab  700abc  39.63b 542abcd 97.96a 658abc
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6. CONCLUSIONES

e La caracterizacion in vitro de 18 aislamientos bacterianos provenientes de la rizosfera de maiz
permitio identificar cuatro cepas (B23, B7, B9 y B15) con potencial antagonico sobre
Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. causantes del damping off; siendo la cepa B23 la mas eficiente
al inhibir el crecimiento micelial de los cuatro hongos evaluados, Rhizoctonia sp. (56%), F.
purpura (50%), F. amarillo (47%) y F. naranja (44%).

e Dos cepas, presentaran potencial como promotoras del crecimiento; debido a su capacidad
para producir acido indolacético (AlA) y solubilizar fosfato tricalcico insoluble [Caz(POa)]:
B14 presenta la capacidad de producir 11.2 ug mL? de AIA cantidad suficiente para
estimular el crecimiento del cultivo de chile; mientras que B8, presenta la capacidad para
solubilizar fosfato insoluble, lo cual incrementa la cantidad de fdsforo en la rizdsfera, que
puede ser aprovechado para un mejor crecimiento y desarrollo del cultivo.

e La identificacion molecular de las cepas y hongos fitopatdgenos antes mencionados nos
permitio identificar a: B8 y B9 como Pseudomonas chlororaphis; B7 y B14 como
Pseudomonas sp. B15 como Pseudomonas protegens y B23 como Bacillus sp. En cuanto a
los hongos, FP y FN corresponden a Fusarium sp. y FA a un hongo no cultivado.

e Bajo condiciones in vivo, 34 dias después de la inoculacion de Pseudomonas sp. B7 la
supervivencia de plantulas de chile infectadas por Fusarium purpura fue del 71.4% y la de
las plantulas control fue del 30%; mientras que a los 55 dias, se obtuvo una mayor
supervivencia de las plantulas inoculadas con B7 e infectadas por: Fusarium amarillo; F.
naranjay Rhizoctonia sp. de 80, 100 y 83.3% respectivamente, en relacion a la supervivencia

de sus respectivos controles (44.4; 37.5y 41.7%).

73



e Los resultados del estudio in vitro y de supervivencia de plantulas de chile infectadas por
Fusarium sp. o Rhizoctonia sp., muestran que el damping off puede ser efectivamente
manejado a través de la inoculacién de rizobacterias las cuales ejercen mecanismos directos,
tales como produccién de AlA vy solubilizacion de fosfato insoluble; o bien a través de un
mecanismo indirecto, como el antagonismo.

e La inoculacion por separado de B14 fue la que tuvo mayor efecto sobre el crecimiento y
desarrollo de las plantulas; cuando esta cepa se combind con B8, o se coinocul6 con la cepa
micorrizica Zac-19 se registré una diminucion en las variables de crecimiento.

e El efecto de sinergia entre rizobacterias y hongos micorrizico, solo se observé cuando se
inoculo: Pseudomonas chlororaphis B8 mas Glomus spp. Zac19 en plantulas infectadas por
Fusarium purpura; Bacillus sp. B23 mas Glomus sp. Zacl9 en plantulas infectadas por
Rhizoctonia sp. o por Fusarium amarillo.

e Engeneral, lainoculacion sola, combinada o coinoculacion de: B23, B14, B8 y Glomus spp.
Zac-19 suprimieron el damping off en plantulas de chile, lo cual se reflej6 en un mayor
crecimiento del cultivo.

e Los resultados de este estudio sugieren que la enfermedad damping off en plantulas de chile
tipo “guajillo” cuyos agentes causales sean Fusarium o Rhizoctonia puede ser manejada a
través del uso de biorecursos tal es el caso de las PGPR y hongos micorrizicos, cuya eficiencia
puede ser mejorada mediante re-inoculacion a los 30 dias después de la primera aplicacion.

Lo cual puede representar una alternativa biotecnoldgica en el manejo de la enfermedad.
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