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Protocolo para Proyecto de Investigacion 2018

1.-Titulo del proyecto Presupuesto solicitado:

Manejo de consorcios microbianos como biocontrol de la marchitez del cultivo de chile | 75,000.00
(Capsicum annuum L.)

2 .- Introduccién

El chile (Capsicum annuum L.) es una de las hortalizas mas importantes alrededor del mundo. La pungencia y el color
son los atributos mas importantes de este cultivo utilizado ampliamente en los productos alimenticios y en diversas
aplicaciones farmacologicas. En México la superficie sembrada de chile es de 171,791 ha, con un rendimiento
promedio de 18.27 ton/ha; los principales estados productores son Chihuahua (41,143), Zacatecas (40,866), San Luis
Potosi (23,058) y en particular el estado de Tamaulipas participa con 1,004 (SIAP, 2016).

El cultivo del chile es afectado por diversas enfermedades causadas por microorganismos que limitan el rendimiento y
la calidad de su producto. La enfermedad conocida como “marchitez del chile” provoca la muerte prematura de las
plantas. Esta es causada principalmente por una obstruccién de los haces vasculares, luego de ocurrir la infeccion
principalmente por Phytophthora capsiciLeo., pero también hay otros patogenos involucrados como Rhizoctonia solani
(Pomar et al., 2001), Fusarium oxysporum Schlechtend. (Black et al., 1993) y Verticillium spp. (Agrios, 2001).

Se han sugerido practicas de manejo de la marchitez del chile basadas en el comportamiento bioldgico y ecoldgico del
patdgeno, una de estas practicas incluye el uso de agentes de biocontrol para reducir las poblaciones del patdgeno
resistentes a pesticidas y disminuir el nimero de aplicaciones de estos Ultimos. Entre los organismos estudiados como
agentes de biocontrol contra la enfermedad se encuentran Bacillus spp. (Guillen et al., 2008) y Trichoderma spp.
(Guigén et al., 2008) y actinomicetos (Prashith et al., 2010). Aunque tres especies de bacterias se han evaluado por su
eficiencia combinada como agentes de biocontrol contra fitopatégenos asociados a la marchitez del chile, es
importante considerar la especificidad de los mecanismos de accion e interaccidn de los microorganismos en
combinacién (Guillen et al., 2006).

Objetivos

o Identificar los agentes asociados a la marchitez del chile y evaluar la actividad antifingica de consorcios
microbianos para el manejo de la enfermedad.

Hipotesis

Al menos una de las combinaciones de agentes microbianos tendra efecto sinérgico para el control de la marchitez del
cultivo de chile.

3.-Revision de Literatura

La pudricién de la raiz del chile para secado en el norte centro de México se encuentra asociada con un grupo de
patégenos entre los que se encuentran Phytophthora capsici Leo., Rhizoctonia spp., Fusarium spp. y Verticillium spp.
(Velasquez et al,, 2001).

Frecuentemente es posible encontrar dos o mas de estos patbgenos en las raices de una sola planta aunque
probablemente solo uno de ellos sea el responsable de los sintomas que expresa la planta, mientras que el otro u
otros patogenos se desarrollan sobre el tejido muerto de la raiz o afectado por el primer patégeno. Los sintomas
aéreos y subterraneos que producen estos patégenos son muy parecidos entre si por lo que el conjunto de sintomas
que muestra una planta frecuentemente es de poca utilidad para determinar el o los agentes causales y los cuales
solamente pueden identificarse al ser aislados en un laboratorio especializado.

En plantas adultas la marchitez es el sintoma mas comun e inicial de las plantas infectadas por estos patégenos. Al
inicio de la enfermedad este sintoma es mas severo al mediodia y puede ser atribuido a la falta de humedad en el
suelo: al caer la tarde las plantas infectadas recuperan algo de su vigor pero en pocos dias la marchitez es
permanente y aparecen otros sintomas de la enfermedad como una coloracién verde opaco en la mayor parte del
follaje que contrasta con el verde brillante de las plantas sanas. Ademas de la coloracion verde opaco del follaje, es
comun observar el apice y bordes de las hojas con una coloracién café — marron rodeada por un area de color verde
opaco; la lesion café puede llegar a cubrir toda la hoja que usualmente permanece adherida a la planta. Generalmente
las plantas infectadas producen botones, flores y presentan frutos en distintos grados de desarrollo, sin embargo, al
avanzar la enfermedad y reducirse el abastecimiento de agua y nutrientes (como consecuencia de la destruccion de
raices), los botones, flores y frutos mas jovenes se desprenden de la planta. Al examinar los peddnculos de botones,
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flores y frutos pequefios es comun observar una coloracion amarilla mientras que en frutos mas desarrollados se
puede observar una lesion café que probablemente es responsable por la caida de esos frutos. Los frutos con mayor
desarrollo al inicio de la enfermedad son los Unicos que pueden adguirir un tamafo y valor comercial completo.

Los sintomas subterraneos mas comunes son la pudricion del cuello o porciones de la raiz principal asi como el
necrosamiento de las raicillas secundarias, lo que impide el paso del agua y nutrientes hacia el follaje de la planta asi
como el flujo de carbohidratos hacia las raices. Dos de los sintomas mas frecuentemente encontrados en las raices de
plantas de chile son el descortezamiento (la raiz se “pela”) provocada por Phytophthora spp. y la coloracion café o
negra que toman los haces vasculares en la raiz principal de las plantas infectadas por Verticillium spp. (Sanogo vy
Carpenter, 2006).

Las medidas sugeridas para el manejo de esta enfermedad son de caracter “preventivo” ya que actualmente no se
conoce algun fungicida que controle eficientemente esta enfermedad, ni se cuenta con variedades de chile para
secado que sean resistentes a los patogenos involucrados en la enfermedad. Sin embargo, el éxito en el manejo de la
pudricion de la raiz de chile se basa en la realizacion de todas las practicas dirigidas a prevenir mas que a tratar de
controlar la enfermedad una vez que se observan los sintomas en el campo (Velasquez et al., 201 3).

El uso de microorganismos antagonicos en los Gltimos afios ha tomado mucha relevancia. En la investigacion
realizada por Hernandez et al., (2014), al trabajar con diferentes especies del género Bacillus determin6 que estas
expresaron en la planta de chile mayor altura (28 % en promedio) y hasta 70 g de incremento de peso de los frutos.
Las cepas de Bacillus presentaron una longitud de la raiz de 43,6 cm en promedio y con una tendencia a producir
mayor peso seco de raiz. La incidencia del Testigo quimico y absoluto mostré 60 y 40%, respectivamente, mientras
que las cepas de Bacillus un 10% y una severidad mayor en el Testigo absoluto seguido por el tratamiento quimico.
Por lo anterior se determind que las cepas de Bacillus mostraron efectividad como agentes de biocontrol contra los
fitopatdgenos asociados a la marchitez del chile y se demostrd que incrementan el rendimiento y mayor desarrolio de
las plantas tratadas con las cepas de Bacillus.

4 - Procedimiento Experimental

Ubicacion del experimento. Se tomaran muestras de plantas de chile con sintomas de marchitez de lotes agricolas
comerciales del Estado de Tamaulipas. Las muestras se trasladaran al laboratorio del INIFAP del Sur de Tamaulipas;
donde se procesaran para el aislamiento de fitopatégenos causantes de la enfermedad.

Aislamiento e identificacién de los hongos fitopatégenos. Se lavaran con agua corriente las raices de plantas con
sintomas de marchitez, las cuales se secaran a temperatura ambiente, enseguida se cortaran porciones de tejido sano
y enfermo, y se desinfectaran externamente con hipoclorito de sodio al 3%, lavandose tres veces consecutivas con
agua destilada estéril para eliminar el exceso de cloro. Posteriormente, se colocaran en papel estraza esteril para
secarse. Los trozos desinfectados se sembraran en medio V8 agar para el aislamiento de Phytophthora, y en medio
de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) para aislar a Fusarium, Verticillium y Rhizoctonia, incubéandose por 5 d a 28 e
Transcurrido el tiempo de incubacién se aislaran en nuevas cajas conteniendo el mismo medio, respectivamente, y se
incubaran por 24 h a 28°C y se realizara la purificacién a través del método de punta de hifa. En base a cultivos puros
de los hongos fitopatégenos se identificaran por sus caracteristicas morfolégicas y crecimiento de la colonia en el
medio de cultivo. Se utilizaran claves taxondémicas de Leslie y Summerell (2006), Inderbitzin et al. (2011), Barnett and
Hunter (1998) y Erwin and Ribeiro (1996), para identificar las especie de los género Fusarium, Verticillium, Rhizoctonia
y Phytophthora, respectivamente.

Pruebas de patogenicidad in vitro. La patogenicidad de los aislados de hogos fitopatogenos, se evaluard in vitro
(Sanchez et al., 1975) sumergiendo semillas desinfectadas de chile serrano variedad Tampiquena, en una suspension
de conidios, esporangias y micelio de cada fitopatégeno los cuales se produciran en medio de PDA y V8. Las semillas
inoculadas se incubaran sobre placas con Agar-Agua (AA) a 28°C, durante 7 dias. Se evaluara la incidencia de
plantulas con sintomas y la severidad de cada patégeno mediante la siguiente escala: 0= sin sintomas visibles; 1=
puntos necroticos aislados en el hipocétilo y/o en hojas cotiledonales; 2= oscurecimiento en la base del hipocétilo (bh);
3= lesién necrotica (In) de 1-5 mm en bh; 4=In de 6-10 mm en bh; 5= In mayor a 11 mm en bh.

Pruebas de patogenicidad in vivo. Para la siembra se utilizara la semilla de chile serrano variedad Tampiquena, se
realizara en charolas de 60 cavidades previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio al 3%, se utilizara peat
moss como sustrato, se establecera en invernadero bajo un disefio completamente al azar. Una vez que las plantas
alcancen 10 cm se trasplantaran a bolsas plasticas de 25 x 25 cm. Se inoculard la suspension de conidios,
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esporangias y micelio de cada fitopatdgeno. Se realizaran evaluaciones cada 15 dias.

Identificacion taxonémica de hongos fitopatégenos. Se realizaran una vez obtenidos los cultivos puros, para lo
cual se utilizaran diferentes medios de cultivos para diferenciar caracteristicas de crecimiento del micelio. Se definira la
especie en base a las caracteristicas morfologicas, con las observaciones en el microscopio compuesto.

Antagonismo de especies de los antagonistas. Las acciones antagonistas se realizaran a través de confrontacion
dual en el medio PDA. Las placas se incubaran a 28°C durante 10 d, se realizaran mediciones cada 24 h del
crecimiento radial micelio del patbgeno y antagonista de cada uno de los tratamientos. Se determinara el grado de
micoparasitismo de los antagonistas, a través de la escala propuesta por Ezziyyani et al. (2004), mostrada en la Tabla
1. Asi mismo, se evaluara el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial, a través de la formula de Ezziyyani et al.
(2004); PICR = (R1 — R2)/R1 x 100. Donde R1 y R2 son los radios mayor y menor respectivamente de crecimiento
radial de los patégenos.

El efecto de las combinaciones de los antagonistas se medira a través de la formula:

FIC de ant. A= MIC ant. A en combinacién con ant. B/MIC de ant. A solo

FIC de ant B= MIC ant. B en combinacion con ant. AMIC de ant. B solo

FIC=FICa + FICs

Tabla 1. Escala para evaluacion de la capacidad antagénica

Grado Capacidad antagdnica

Ninguna invasién de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.

Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo patogeno.

Invasién de % de la superficie de la colonia hongo patogeno.

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno esporula sobre ella.

pPOON =20

Pruebas de efectividad biolégica en campo. Las pruebas de campo se realizaran en un disefo de bloques al azar,
con 3 repeticiones. Se utilizara la variedad tampiguena serrano, con plantulas de 45 dde.

Analisis de los datos. Se realizara un Analisis de varianza (ANVA) y una comparacion de medias tukey (p=0.05),
utilizando el programa estadistico SAS 9.0.

Cronograma de Actividades para el 2018.

Actividad a realizar E

Muestreos en Tamaulipas X

Aislamiento de fitopatdgenos X

XX | X |

Identificacion taxondmica

Pruebas de patogenicidad

x| x| x| x| ><|=
| x| x| x| x>

|dentificacion molecular

Congreso de fitopatologia X

Pruebas de efectividad bioldgica in vitro X X

Pruebas de efectividad bioldgica en campo ¥ | X (X |[K [X

Elaboracién de manuscrito para articulo cientifico -

Envio de manuscrito para articulo cientifico X

Cronograma de distribucion de presupuesto para el 2018.

Actividad a realizar E |F M |A [MEly |J A= SO E N kBl

1 Muestreos en Tamaulipas 5%

2 Aislamiento de fitopatogenos 10%

3 |dentificacion taxonémica 5%
4 Pruebas de patogenicidad 5%

5 |dentificacién molecular 20%
6 Congreso de fitopatologia 10%
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7 Pruebas de efectividad biologica in vitro 15%

8 Pruebas de efectividad bioldgica en campo 20%

9 Elaboracién de manuscrito para articulo 5%
cientifico

| 10 Envio de manuscrito para articulo cientifico 5%

Duracién total del proyecto

[Afo de Inicio | 2018 [Ano estimado de conclusion | 2019

5.-Productos Esperados

r « 1 Articulos cientificos y presentacion oral en 1 congresos nacional e internacional
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