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Nota aclaratoria

Se hace la aclaracion de que el género Saccharicola fue reclasificado como Stagonospora; por lo

anterior en trabajos posteriores debera usarse este Gltimo término.



ANTAGONISMO DE Saccharicola sp., CONTRA FITOPATOGENOS DE LA RAIZ DE
CHILE JALAPENO (Capsicum annuum)

Ana Karina Uc Arguelles, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2016

RESUMEN

La marchitez es la principal enfermedad del chile (Capsicum annuum L.) a nivel mundial. Es
causada por un complejo fungico; sin embargo Phytophthora capsici es el principal patégeno, el
cual provoca pérdidas de hasta 100% en la produccion. El control mediante practicas culturales y
quimicos ha sido poco efectivo. El control biolégico mediante la introduccion de organismos
antagonistas constituye una alternativa de manejo de estos patdgeno. Por ello, se evalud la
capacidad antagonica de Saccharicola sp. in vitro e invernadero contra P. capsici, Fusarium
oxysporum y Rhizoctonia solani. Mediante confrontaciones duales se evalud la reduccion de
crecimiento de los fitopatdgenos y se registro el namero de dias en que el antagonista invadio el
micelio de cada uno de los patégenos, adicionalmente se determind la viabilidad del micelio
invadido y la produccion de propégulos de los fitopatégenos. Saccharicola sp. causé reduccion de
44.8% y 45.1% en el crecimiento de P. capsici y F. oxysporum, respectivamente a los 3 dias
posteriores a la confrontacion (dpc) y en R. solani 36.2% a los 2 dpc. Para determinar su potencial
micoparasitico se realizaron microcultivos. A las 72 h se observd el enrollamiento del antagonista
alrededor de P. capsici. En R. solani desde las 24 h se observaron hundimientos en los sitios de
contacto con el antagonista. A pesar que en condiciones in vitro Saccharicola sp. mostré un efecto
negativo contra los fitopatégenos y hubo evidencia de micoparasitismo, en invernadero no redujo

la incidencia y severidad de la enfermedad, ni promovio el crecimiento de las plantas.

Palabras clave: control bioldgico, micoparasitismo, marchitez del chile, Phytophthora capsici,

Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani.



ANTAGONISM OF Saccharicola sp., AGAINST ROOT PHYTOPATHOGENS OF
JALAPENO CHILLI (Capsicum annuum)

Ana Karina Uc Arguelles, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2016

ABSTRACT

Wilt is the main disease of chilli (Capsicum annuum L.) worldwide. It is caused by a fungal
complex; however Phytophthora capsici is the main pathogen, which causes losses of up to 100%
in production. Control through cultural practices and chemicals has been ineffective. Biological
control through the introduction of antagonistic organisms is an alternative for the management of
these pathogens. Therefore, the antagonistic ability of Saccharicola sp. in vitro and in greenhouse
was evaluated against P. capsici, Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani. By evaluating dual
confrontations the reduction of growth of phytopathogens was evaluated and the number of days
in which the antagonist invaded the mycelium of each of the pathogens was evaluated, additionally
the viability of the invaded mycelium and the production of phytopathogenic propagules were
determined. Saccharicola sp. originated a reduction of 44.8% and 45.1% in the growth of P.
capsici and F. oxysporum, respectively at 3 days post-confrontation (dpc) and in R. solani 36.2%
at 2 dpc. Microcultures were performed to determine their mycoparasitic potential. At 72 h the
coiling of the antagonist fungus around P. capsici was observed. In R. solani at 24 h, dents were
observed at sites of contact with the antagonist. Although in vitro tests Saccharicola sp. showed a
negative effect against plant pathogens and there was evidence of mycoparasitism, in greenhouse
did not reduce the incidence and severity of the disease, nor promoted the growth of plants.

Keywords: biological control, mycoparasitism, withered chilli, Phytophthora capsici, Fusarium

oxysporum, Rhizoctonia solani.
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I. INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum L.) es uno de los cultivos agricolas mas importantes de México
(Castro-Rocha et al., 2012) y es un componente bésico de la dieta de la poblacion (Rico-Guerrero
et al., 2004). En México los estados con mayor superficie sembrada y produccion son: Zacatecas,
Chihuahua, Sinaloa, San Luis Potosi, Michoacan, Jalisco, Sonora y Tamaulipas (SIAP, 2014). De
acuerdo al Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en el 2014 la superficie
sembrada de chile verde (temporal y riego) fue de 148,968.51 ha con un rendimiento promedio
nacional de 19.05 t/ha constituyendo un valor estimado de mas de 17 millones de pesos. Sin
embargo, de la superficie sembrada solo se cosecharon 143,465.17 ha, debido a diferentes causas,
entre ellas el ataque por fitopatdgenos como los hongos Rhizoctonia solani Kihn, Pythium spp.,
Fusarium oxysporum y el oomiceto Phytophthora capsici Leonian (Velasquez-Valle et al., 2001).
Este altimo es considerado como el patdgeno mas devastador, capaz de infectar tanto las raices
como la parte aérea (Ristaino, 1991; Hwang y Kim, 1995; Ristaino y Johnston, 1999; Bautista-
Calles et al., 2014). Ocasiona la enfermedad conocida como marchitez del chile junto con un
complejo fangico en el que recurrentemente se aislan Rhizoctonia solani y Fusarium spp.,
limitando el rendimiento y la calidad del producto (Rico-Guerrero et al., 2004; Ramos-Sandoval
et al., 2010). P. capsici es uno de los patdgenos mas importantes del cultivo ya que ocasiona
pérdidas en rendimiento de hasta 80% en regiones productoras de México como el Bajio,
Aguascalientes, San Luis Potosi, Zacatecas, Nayarit, Jalisco, Puebla, Veracruz y Guanajuato
(Guigon-Lopez y Gonzélez-Gonzélez, 2007). Como consecuencia algunas regiones productoras
importantes han disminuido la superficie de siembra o los campos de cultivo se han desplazado a
nuevas areas (Avelar, 1989; Pernezny et al., 2003). El control esta dirigido principalmente contra
P. capsici mediante précticas culturales, variedades resistentes y quimicos, siendo estos ultimos
los mas ampliamente utilizados (Guigon-Lépez y Gonzélez-Gonzélez, 2007; Anaya-Ldpez et al.,
2011). Sin embargo, los altos costos de produccion, la induccion de resistencia y los problemas de

contaminacion ambiental, obligan a buscar otras alternativas para el manejo de estos patdgenos.

Una alternativa de manejo de enfermedades lo constituye el control bioldgico mediante la
introduccién de organismos antagonicos (Ait-Lahsen et al., 2001; Bautista-Calles et al., 2010;
2014), que integrado con otros métodos puede ayudar en el manejo efectivo de las enfermedades

radicales. Entre los microorganismos mas ampliamente utilizados para el control de enfermedades
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con origen en el suelo estan los hongos como Trichoderma spp., Gliocladium spp. y Coniothyrium
spp. y bacterias de los géneros Pseudomona spp., Bacillus subtilis, B. firmus, Agrobacterium spp.
y Streptomyces spp. (Ezziyyani et al., 2004; 2006). Sin embargo, en la naturaleza existe una gran
diversidad de microorganismos con efectos antagdnicos contra fitopatdgenos; por ejemplo el
hongo Saccharicola sp. que produce metabolitos secundarios denominados “poliquétidos” (Chapla
et al., 2012), que actGan como antibidticos (eritromicina y tetraciclinas), anticancerigenos
(epotilonas), inmunosupresores (rapamicina) y anticolesterémicos (lovastatina) (Kwan y Schulz,
2011; Rojas et al., 2011). El efecto antifungico de Saccharicola sp. contra Fusarium spp.,
Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum y Microbotryum violaceum fue reportado por
Chapla et al. (2012). Con un aislamiento de Saccharicola sp. obtenido de plantas de tule (Typha
domingensis) se realizaron ensayos preliminares in vitro para probar sus propiedades
antimicrobianas (Manuel Silva comunicacion personal). Con base en lo anterior se considero
relevante investigar qué potencial tiene el hongo Saccharicola sp. como antagonista de patdgenos
de la raiz que causan las mayores pérdidas en chile. Asi el objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto antagdnico de Saccharicola sp. contra P. capsici, F. oxysporum y R. solani en condiciones

in vitro e invernadero.



I1. REVISION DE LITERATURA
El cultivo de chile

El centro de origen y domesticacion del chile (Capsicum annuum) es Mesoamérica, fue
introducido a Esparia y de ahi se disperso a Europa, Asia y Africa convirtiéndose en un cultivo de
caracter mundial (Ramirez, 1996). El chile es una planta herbacea que llega a medir hasta 1 m,
presenta raiz pivotante, que posteriormente desarrolla un sistema radical lateral ramificado, el tallo
es glabro, erecto con ramas dicotdmicas que le dan aspecto umbelifero. Las hojas son simples,
alternas, con simetria bilateral, glabras o esparcidamente pubescentes, generalmente ovadas hasta
de 10 cm o mas de largo. Flores hermafroditas, solitarias en las axilas foliares; pedicelos erectos
en floracion y en el fruto erectos o péndulos, androceo libre y cada antera con dos sacos polinicos,
ovario con dévulos dispuestos en forma axilar sobre la placenta, a menudo agrandados hasta de 4
cm o mas de largo con 4 mm o mas de didmetro; céliz dentado y gamosépalo, con corola blanca
de 1-1.5 cm de ancho. El fruto es una baya con pericarpio carnoso que envuelve a varios carpelos

donde se desarrollan las venas (Nee, 1986).

Taxonomia

Clasificacion del chile de acuerdo al National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Reino: Viridiplantae
Phylum: Streptophyta
Subclase: Asterids
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Solanoideae
Tribu: Capsiceae
Género: Capsicum

Especie: C. annum



Importancia econémica en México

El chile es uno de los cultivos horticolas méas importantes en México (Castro-Rocha et al., 2012;
Salazar-Jara y Juarez-L6pez, 2013), ocupa el sexto lugar de mayor valor generado con méas de 17
millones de pesos anuales (SIAP, 2014), siendo las principales regiones productoras norte y
noreste que comprenden los estados de Chihuahua, Sinaloa, Sonora, Nayarit, Durango, Baja
California, Baja California Sur y Sur de Tamaulipas, ademas de la region centro o bajio que
comprende los estados de Aguascalientes, Guanajuato, Puebla, San Luis Potosi, Zacatecas y
Querétaro y la region sur y sureste que comprenden los estados de Veracruz, Oaxaca, Campeche
y Quintana Roo (Caro-Encalada et al., 2014). De acuerdo al SIAP (2014) los principales estados
productores y con mayor superficie sembrada son: Zacatecas, Chihuahua, San Luis Potosi, Sinaloa

y Michoacan (Cuadro 1).

Cuadro 1. Principales estados productores de chile verde en México (SIAP, 2014).

Estado Superficie sembrada Produccion Rendimiento
(ha) (t) (t/ha)
Zacatecas 33,132.90 295,119.90 8.95
Chihuahua 30,823.74 722,708.61 24.32
San Luis Potosi 15,011.50 169,230.18 11.54
Sinaloa 12,657.24 604,773.60 50.44
Michoacan 7,014.00 154,838.80 28.08

Principales enfermedades del cultivo de chile

En México el cultivo de chile es afectado por diversos patégenos causantes de siniestros parciales
0 totales (Avelar, 1989), dentro de estos se encuentran: hongos, bacterias, virus, oomicetos y
nematodos cuyos dafios pueden variar de acuerdo a la regién en la que se ubique el cultivo
(Guigon-Lopez y Gonzélez-Gonzélez, 2001), como consecuencia, algunas regiones productoras

han disminuido su superficie de siembra o se han desplazado hacia nuevas areas (Avelar, 1989).

Entre los patdgenos que atacan al cultivo de chile se encuentra: el virus del mosaico del pepino
(CMV), virus Y de la papa (PVY), virus X de la papa (PVX), virus del mosaico de la alfalfa

(AMV), virus del mosaico del tabaco (TMV), virus jaspeado del tabaco (TEV), virus del mosaico
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de tomate (ToMV), virus de la marchitez manchada del tomate (TsWV) y el virus del moteado del
chile (PepMoV), entre otros (Velasquez-Valles et al., 2013). Las enfermedades bacterianas que se
reportan son: la mancha bacteriana (Xanthomonas campestris p.v. vesicatoria), cancro bacteriano
(Clavibacter michiganensis sub. michiganensis), pudricion blanda (Erwinia carotovora sub.
carotovora), marchitez (Ralstonia solanacearum) (Alvarez-Zamorano, 2004). Entre los hongos y
oomicetos destacan los que ocasionan: damping-off (Pytium sp., Rhizoctonia solani y Fusarium
sp.), pudricion de frutos (Alternaria solani, A. alternata, Phytophthora capsici), marchitez
(Phytophthora capsici, Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Verticillium spp.), mancha gris
(Stemphylium solani) y manchas foliares (Cercospora capsici, Alternaria sp. y Oidiopsis)

(Guigon-Lopez y Gonzalez-Gonzélez, 2001; Velasquez-Valles et al., 2001; 2013).
Marchitez del chile

La marchitez del chile es considerada la enfermedad mas devastadora del chile a nivel mundial
(Ristaino y Johnston, 1999; Mojica-Marin et al., 2009; Bautista-Calles et al., 2014). Es causada
por un complejo fungico en el que recurrentemente se aislan Phytophthora capsici, Rhizoctonia
solani y Fusarium spp. (Guigon-Lopez y Gonzélez-Gonzélez, 2001; Escalona et al., 2006;
Pescador-Flores et al., 2006), su presencia se ha reportado en todos los estados productores de
chile en México (Guigdn-Lopez y Gonzalez-Gonzalez, 2001) ocasionando pérdidas a nivel
nacional entre 10 y 60%, mientras que en la zona del Bajio y Puebla pueden alcanzar 100% (Pérez-
Moreno et al., 2003; Rico-Guerrero et al., 2004; Ramos-Sandoval et al., 2010).

Aunque la marchitez es causada por un complejo fungico, el oomiceto P. capsici se considera uno
de los patdgenos mas importantes ya que puede permanecer latente en el suelo durante varios afios
(Rodriguez-Moreno et al., 2004). Fue descrito por Leonian en 1922 como agente causal de la
marchitez del chile (Capsicum annuum) en Nuevo México. En México fue reportado por primera
vez por el servicio de cuarentenas de EE.UU. en 1944 en chiles para exportacion. Sin embargo fue
hasta 1960 cuando Galindo confirmé la presencia del patdgeno (Palazén y Palazén 1989).
Actualmente se ha reportado en todos los estados productores de chile en México como:
Aguascalientes, Guanajuato, San Luis Potosi, Zacatecas, Durango, Sinaloa, Sonora, Chihuahua,
Quereétaro, Hidalgo y Michoacan (Garcia et al., 2000; Guigon-Lépez y Gonzalez-Gonzalez, 2001),

en donde ocasiona pérdidas de 60 hasta 100 % (Rico-Guerrero et al., 2004; Rodriguez-Moreno et
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al., 2004). P. capsici se distribuye mundialmente causando enfermedades en especies vegetales
tanto en regiones templadas como tropicales (Castro-Rocha et al., 2012). Presenta dos tipos de
reproduccion: sexual y asexual. Es heterotalica y para la reproduccion sexual es necesaria la
presencia de los dos tipos de compatibilidad sexual conocidos como Al y A2. Estos son tipos
compatibles y no corresponden a formas de dimorfismo (Bowers y Mitchell, 1990; Ristaino y
Johnston, 1999; Ristaino y Gumperts, 2000).

Produce un gametangio masculino (anteridio) y uno femenino (oogonio). El anteridio es anfigino,
con pared delgada. EI oogonio se caracteriza por ser esférico, y usualmente se encuentran en el
apice de una hifa (Ristaino y Gumperts, 2000; Castro-Rocha et al., 2012). La meiosis se produce
dentro de los gametangios, la plasmogamia y cariogamia resultan en la formacion de oosporas
pleréticas que pueden germinar a través de un tubo germinativo o por esporangios (Ristaino y
Johnston, 1999).

Se reproduce asexualmente a traves de esporangios producidos en esporangiéforos ramificados.
Los esporangioforos se encuentran en un simpodio simple. Los esporangios son generalmente
ovoides o elipsodes, con bases redondeadas; sin embargo pueden presentarse formas irregulares,
pedicelos laterales y papilas multiples. EI tamafio de los esporangios es de aproximadamente 57 x
32 um con una relacion de largo por ancho cerca de 1.8. Los esporangios germinan directamente
bajo condiciones de alta humedad y temperatura y liberan zoosporas biflageladas mdviles
(Ristaino y Johnston, 1999; Castro-Rocha et al., 2012).

Phytophthora capsici afecta a diversas especies de solanaceas y cucurbitaceas (Babadoost, 2004).
En 1996, Erwin y Ribeiro reportaron a 49 especies de plantas que pueden ser infectadas por P.
capsici, entre las que se encuentran: chile (Capsicum annum), tomate (Lycopersicon esculentum),
pepino (Cucumis sativus), sandia (Citrullus lanatus), calabacita (Cucurbita pepo), calabaza
(Cucurbita maxima), alfalfa (Medicago sativa), melon (Cucumis melo), pimienta negra (Piper
nigrum) y berenjena (Solanum melongena). Otras especies afectadas son: Beta vulgaris (betabel),
Beta vulgaris var. cicla (acelga), Phaseolus lunatus (haba de lima), Brassica rapa (nabo), y

Spinacia olerace (espinaca) (Ristaino y Johnston, 1999; French-Monar et al., 2006).

Phytophthora capsici puede causar dafios en cualquier parte de la planta y en cualquier estado de

desarrollo (Foster y Hausbeck, 2010). Los sintomas iniciales en raiz son necrosamiento y pudricion
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de raices secundarias y terciarias; posteriormente de los haces vasculares. Las plantas enfermas
presentan una banda parda oscura que cifie el cuello, debido a esto, las plantas se marchitan y
mueren. En las hojas y ramas se presentan tizones de color verde amarillento que posteriormente
se convierten de color café. En frutos se desarrollan manchas acuosas cubiertas por micelio del
oomiceto. Los frutos permanecen adheridos a la planta. Las semillas también son afectadas ya que
al abrir el fruto se observa micelio sobre las semillas podridas (Pérez-Moreno et al., 2003;
Veldsquez-Valle et al., 2001). Estos sintomas varian en funcion de las condiciones de
susceptibilidad del cultivo, la estructura infectada de la planta y las condiciones ambientales
(Bautista-Calles et al., 2014).

Control bioldgico

El control bioldgico involucra el uso de enemigos naturales para reducir poblaciones de plagas a
densidades menores, ya sea de forma temporal o permanente (Van-Driesche et al., 2007), consiste
en la utilizacion de microorganismos naturales o modificados para reducir los efectos de
organismos indeseables, favoreciendo al mismo tiempo el desarrollo de microorganismos
beneficiosos para la planta (Ezziyyani et al., 2006). Cook y Baker (1989) definen el control
biolégico como la reduccion de la densidad del in6culo, exclusion del hospedante y supresion o
desplazamiento del patdgeno después de la infeccion. El control bioldgico puede darse entre cepas
(individuos de un mismo género y especie con algunas modificaciones genéticas) o entre especies

(individuos de diferentes especies) (Martinez, 2001).

Los componentes del control biol6gico de acuerdo con Cook y Baker (1989) son: el patdgeno, el
hospedante, el ambiente y los microorganismos antagonistas. La poblacidn de hospedantes que se
encuentran en el ambiente natural forma parte de la estrategia de control bildgico ya que ésta se
encarga de mantener el balance natural del suelo, suprimiendo a los patégenos la mayoria de las
veces (Baker y Cook, 1982). Ademas de la regulacion del in6culo y proporcionar sitios para el
establecimiento y accién de uno o mas antagonistas (Cook y Baker, 1989). Por su parte el ambiente
estd involucrado indirectamente en el control bioldgico. La directa inhibicion o muerte del
patogeno causado por altas y bajas temperaturas, radiacion ultravioleta, pH alto o bajo y toxicidad
del suelo es parte del control, pero no califica como control biologico a menos que: 1) el entorno

desfavorable para el patdgeno sea producido por el hospedante o el antagonista y 2) el control del
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patogeno es el resultado del antagonismo o de la resistencia del hospedante favorecido por
ambiente (Cook y Baker, 1989).

Los antagonistas son agentes bioldgicos con potencial de interferir en el ciclo de vida de un
patdgeno. Pueden ser: hongos, bacterias, nematodos, protozoos, virus y viroides (Cook y Baker,
1989).

Entre los microorganismos mas ampliamente utilizados para el control de enfermedades con origen
en el suelo se encuentran los hongos Trichoderma spp., Gliocladium spp., Coniothyrium spp. y
bacterias de los géneros Pseudomonas, Bacillus subtilis, Agrobacterium y Streptomyces
(Ezziyyani et al., 2004; 2006). Estos microorganismos contribuyen a la atenuacion de los dafios
gue causan las enfermedades en los agroecosistemas donde existan condiciones para su desarrollo
y conservacion por lo que presentan diferentes mecanismos de accion que les permiten ejercer su
efecto biorregulador (Infante et al., 2009). Por otra parte, se encuentran los microorganismos
enddfitos que permanecen parte o todo el ciclo de su vida dentro de la planta sin causar sintomas
aparentes (Wilson, 1995; Leme et al., 2013; Martin y Dombrowski, 2015). Actualmente hongos,
bacterias, actinomicetos y fitoplasmas se han descrito como enddéfitos. Esos microorganismos, en
los ultimos 20 afios han recibido especial atencién ya que tienen la capacidad de proteger a su
hospedante contra insectos y patdgenos ademas, de producir metabolitos secundarios (Chapla et
al., 2012; Chapla et al., 2013).



Saccharicola sp.
Antecedentes del género

El género fue propuesto por Eriksson y Hawksworth en 2003 a partir de un aislamiento identificado
como Leptosphaeria bicolor agente causal de la quemadura de la hoja del cultivo de cafia de azucar
(Saccharum officinarum L.) en Kenia (Kaiser et al., 1979). El género surgi6 al reclasificar dos
aislamientos identificados como Leptosphaeria bicolor y L. taiwanensis a Saccharicola bicolor y

S. taiwanensis respectivamente.
Taxonomia
Clasificacion de acuerdo al National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Superreino: Eukaryota
Reino: Streptophyta
Subreino: Dikarya
Phylum: Ascomycota
Sub phylum: Pezizomycotina
Clase: Dothideomycetes
Subclase: Pleosporomycetidae
Orden: Pleosporales
Suborden: Massarineae
Familia: Masarinaceae

Género: Saccharicola
Caracteristicas morfologicas

Saccharicola sp. produce picnidios inmersos en el tejido del hospedante, subglobosos a
ligeramente aplanados de 360-380 pm de didmetro con ostiolo central ligeramente papilado de 18-
20 pm. Las paredes del picnidio estdin compuestas de 3 a 6 capas de celulas
pseudoparenquimatosas siendo las exteriores de color negro, las intermedias de color marrén y las
interiores de color marron claro. En las paredes del interior se observan células conidiogénicas de

4-6 pum de alto y de ancho, aplanadas en el apice, mamiliformes y hialinas. Los conidios son
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producidos en un arreglo tipo uniseriado, en direccion al ostiolo, son elipsoidales con extremos
ligeramente truncados, paredes lisas, con 3-4 septos gutulados de (38-) 43-49 (-54) x 7-9 (-10) um
X 7-9 (-10) um (Kaiser et al., 1979; Eriksson y Hawksworth, 2013; Silva-Valenzuela, 2015). En
la fase sexual produce pseudotecios inmersos en el tejido muerto (hoja) de la planta, subglobosos
de 175-220 pum de ancho x 125-175 de alto. Ostiolo papilado. Pseudoparafisis hialino, filiforme,
septado y ramificado. Paredes compuestas por células pseudoparenquimatosas de color marron
obscuro. Ascas sub-cilindricas a elongadas, bitunicadas surgiendo en la base de la cavidad
ascomatal, pediceladas de 110-150 x 20-30 um, con 8 ascosporas fusiformes a elipsoidales con 1-
3 septos. Las ascosporas son hialinas a marron claro dentro de las ascas y de color marron mediano
después de la liberacidn, la penultima célula es color marron obscuro y es mas larga que las otras
células, por lo general de 28-42 x 8-12 um (Punithalingam, 1983; Kaiser et al., 1979; Eriksson y
Hawksworth, 2003).

Biologia y ciclo de vida

No es claro como ocurre la infeccion de manera natural y poco se conoce de los factores que
favorecen la infeccidn, dispersion y sobrevivencia del patégeno en campo. En un ensayo realizado
por Kaiser et al. (1979) demostraron que los sintomas aparecen en hojas de cafia (Saccharum
officinarum) en forma de pequefias lesiones de 0.5-3 x 0.3-1 mm de color rojo a marrén oscuro
con un halo clorético. Con el progreso de la infeccion el centro de las lesiones adquiere un color
paja mientras que el margen color pardo-rojizo. Las lesiones posteriormente se convierten en rayas
fusiformes que se unen llegando a medir 14 cm o méas. En estados avanzados de la infeccion se
forman los picnidios dentro de las areas lesionadas de la hoja y en casos severos en toda la hoja
excepto en la nervadura central que permanece verde. La enfermedad es mas severa en hojas viejas

que en hojas jovenes y durante la estacion seca puede causar pérdidas considerables.

La temperatura 6ptima para la germinacion de los conidios es de 20-25 °C y para el crecimiento
micelial de 28 °C. Los conidios germinan formando un tubo germinativo, posteriormente se
forman los apresorios que penetran por los estomas en el tejido del hospedante. EI hongo puede

permanecer viable en las hojas infectadas durante meses.
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Potencial antagonico de Saccharicola sp.

Diferentes autores han evaluado el potencial antagonico in vitro de Saccharicola sp. Chapla et al.
(2012) evaluaron una cepa de Saccharicola sp. aislada de tallo de Eugenia jambolana y
encontraron que produce sustancias bioactivas con actividad antifngica contra Fusarium sp.,
Cladosporium cladosporioides y Microbotryum violaceum, antibacteriana contra Escherichia coli
y Bacillus megaterium y alguicida contra Chlorella fusca. Por otro lado, Honorio (2013) y Chapla
(2014) evaluaron la actividad antifingica del extracto crudo de Saccharicola sp. contra

Cladosporium phaerospermum.
Aislados enddfitos de Saccharicola sp.

Los hongos enddfitos son de interés biotecnoldgico porque pueden ser usados en el control
bioldgico de plagas y enfermedades de plantas y en la industria farmacéutica (Alameida et al.,
2015). En Brasil Rojas et al. (2011) aislaron de hojas de cafia de azlcar una cepa endéfita de
Saccharicola sp., Chapla et al. (2012), Paganini-Marques (2013), Honério (2013), Hondrio et al.
(2013) y Chapla (2014) también aislaron de hojas, tallo y frutos de E. jambolana al hongo
Saccharicola. Leme et al. (2013) encontraron a Saccharicola como enddéfito de hojas de cafia de
azucar de las variedades RB 855536 y SP 891115 en Brasil. También en Brasil, Alameida et al.
(2015) aislaron de hojas de Eichhornia azurea 13 hongos endofitos, que identificaron mediante
técnicas moleculares como: Fusarium, Diaporte, Cercospora, Alternaria, Phoma, Bipolaris,
Pestalotiopsis, Microsphaeropsis, Bipolaris, Pestalotiopsis, Microsphaeropsis y Saccharicola
bicolor. Martin y Dombrowski (2015) colectaron y aislaron hongos endofitos de la corona de la
raiz, hojas y tallos de pastos (Bromus, Amophilia, Festuca, Hordeum, Phalaris, Agrostis, Lolium
y Descampsia) de la costa de Oregdn e identificaron a Saccharicola bicolor. Todos estos autores
sefialan que los hongos endofitos modifican la fisiologia de la planta, ademas de brindar proteccion
contra plagas, enfermedades y estrés biotico; también mencionan que Saccharicola sp. produce

sustancias de interés biotecnoldgico como enzimas, antibidticos, alcaloides y otros compuestos.
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Importancia industrial de Saccharicola sp.

Saccharicola sp. representa un recurso con potencial de uso en la industria, medicina y agricultura.
Rojas et al. (2011) aislaron de cafia de azlcar, una cepa endoéfita de Saccharicola sp. en la que se
detectaron genes asociados a la produccion de metabolitos secundarios denominados poliquétidos.
Estos compuestos poseen diversas funciones y estructura quimica, su biosintesis es catalizada por
poliquétidos sintasas (PKSs). Los poliquétidos son utilizados en medicina humana y animal como
agentes terapéuticos con actividad antibidtica (eritromicina y tetraciclinas), anticancerigena
(epotilonas), inmunosupresora (rapamicina), anticolesterimica (lovastatina y estatinas),
antiparasitaria (avermectina) y antitumoral (daunorubicina y doxorrubicina); también tienen
aplicacioén en la agricultura e industria, algunos con alto valor comercial (Cox, 2007; Hertweck,
2009; Kwan y Schulz, 2011). Por otro lado Paganini-Marques (2013) y Paganini-Marques et al.
(2014) encontraron que en fermentacion en estado sélido en bagazo de cafia de azucar y salvado
de trigo (1:1), la cepa Saccharicola sp., aislada de tallo de Eugenia jambolana produce celulasas
(endoglucanasas, p-glicosidasa y Fpasa), xilanasas (S-xilosidasa), amilasas y pectinasas
(exopoligalacturanasas), enzimas degradadoras de material vegetal con uso potencial en el proceso
de sacarificacion del bagazo de cafia de azucar para la produccion de etanol. Estas enzimas son
empleadas en la industria textilera, alimenticia y papelera (Vilchez, 2002). Asimismo, Araujo et
al. (2013) y Honorio (2013) reportaron siete metabolitos bioactivos obtenidos a partir del extracto
crudo de Saccharicola sp. aislado de E. jambolana. Entre dichos metabolitos se encuentran: 1)
acido 4-hidroxi-3-prenil benzoico 2) acido 4-hidroxi-3-(3 -metil-3"buten-1"-il)benzoico 3) 2,2-
dimetil-2Hcromeno-6-carboxilico, siendo las sustancias 4-7 ciclohexanos oxigenados inéditos.
Borges (2016) consigna cinco sustancias bioactivas obtenidas a partir del extracto crudo de
Saccharicola sp., entre las que se encuentran: 1) acido fusarico, micotoxina producida por
Fusarium sp. (Diniz y Oliveira, 2009) que inhibe la dopamina /£ hidroxilasa, enzima responsable
de la conversion de dopamina en noradrenalina y se ha empleado como antihipertensivo en el
tratamiento de algunas disquinesias (Velazco-Martin y Alvarez-Gonzalez, 1988); 2) 6,7 dihidroxi-
4,6 dimetil octanoato, sustancia inédita; 3) 4-hidroximeleina; 4) timidina; y 5) adenosina. Se
menciona que las sustancias producidas por Saccharicola sp. probablemente protejan a la planta
contra plagas y enfermedades y estrés abiotico, ademas, de promover el crecimiento de la planta.

Por otro lado, Fang-Sim et al. (2015) aislaron de hojas de Phragmites 21 hongos endofitos, de los
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cuales, tres (Trichoderma asperellum, Phomopsis sp. y Saccharicola bicolor) mostraron gran
potencial en tolerancia y eliminacion de materiales pesados de aguas residuales. Estos autores
concluyen que los hongos enddéfitos son potenciales bioabsorbentes para la eliminacion de metales
pesados en aguas residuales.
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I1l. MATERIALES Y METODOS
Pruebas de antagonismo in vitro

Saccharicola sp. (A), Phytophthora capsici (Pc), Fusarium oxysporum (Fo) y Rhizoctonia solani
(Rs) se crecieron en IPAA (Infusion-papa, azucar y agar) e incubaron en oscuridad a 271 °C y
una vez que crecieron se realizaron confrontaciones duales para evaluar el efecto antagonico de
Saccharicola sp. Se establecié un ensayo con siete tratamientos: 1) Antagonista-Phytophthora
capsici (A-Pc), 2) Antagonista-Fusarium oxysporum (A-Fo), 3) Antagonista-Rhizoctonia solani
(A-Rs), 4) Testigo antagonista (A), 5) Testigo Phytophthora capsici (Pc), 6) Testigo Fusarium

oxysporum (Fo) y 7) Testigo Rhizoctonia solani (Rs). Cada tratamiento consté de 10 repeticiones.

3cm

Figura 1. Confrontaciones duales para evaluar el efecto antagonico de Saccharicola
sp. (A) sobre P. capsici (Pc), F. oxysporum (Fo) y R. solani (Rs). A) Antagonista-
Pc, B) Antagonista-Fo, C) Antagonista-Rs, D) Testigo Pc, E) Testigo Fo y F) Testigo
Rs.

En cada caja Petri de 90 mm de diametro conteniendo IPAA se coloc6, a 1 cm de la periferia, un

cilindro de 5 mm de diametro con micelio del antagonista y se mantuvieron en oscuridad a 27+1

°C. Cuatro dias después, se colocd, en el extremo opuesto de la caja, un cilindro de IPAA de 5
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mm conteniendo micelio de Pc, Fo 0 Rs, y en las cajas de los testigos se colocé en cada extremo
un cilindro de Pc, Fo o Rs (Figura 1). Las cajas se mantuvieron en las condiciones antes

mencionadas.

El crecimiento micelial en los diferentes tratamientos se midié en cm cada 24 h y se registré para
cada uno el nimero de dias en que entraban en contacto las hifas de los aislamientos confrontados;
cuando los micelios de ambos (antagonista y patdgeno) estuvieron en contacto se calculd el
porcentaje de reduccion de crecimiento del fitopatdgeno, con la formula propuesta por Sid-Ahmed
etal. (1999). Considerando el promedio de crecimiento en cm de los patdgenos en las cajas testigo,

asi como el promedio de crecimiento en la confrontacion dual.
I=100-(100(C2)/C1)

Donde:
I= Inhibicién (reduccion) del crecimiento micelial
C1= Crecimiento en cm del patdgeno en la caja testigo

C2= Crecimiento en cm del patdgeno en cultivo dual

Las cajas se mantuvieron en observacion durante 30 dias para registrar el nimero de dias en que
el antagonista crecia sobre el micelio de los patdgenos. También se evalud la viabilidad del micelio
de los fitopatdgenos confrontados con el antagonista cuando éste crecié sobre la colonia de los
patogenos; para P. capsici esto ocurri6 a los 21 dias posteriores a la confrontacion (dpc) y a los 30
para F. oxysporum y R. solani. Una vez que el antagonista crecid sobre la colonia de P. capsici, F.
oxysporum y R. solani se tomaron, de cinco cajas Petri de cada tratamiento, tres cilindros de medio
con crecimiento micelial del fitopatdgeno invadido y se sembraron en IPAA para determinar si el
micelio de Pc, Fo y Rs permanecia viable. Después de la siembra se realizaron observaciones cada
24 h durante 5 dias para determinar si crecia el fitopatdgeno. Con la finalidad de conocer el efecto
del antagonista sobre la produccion de propagulos (esporas o zoosporas) del fitopatogeno a los 21
dpc para P. capsici y a los 30 para F. oxysporum. Para el caso de F. oxysporum, de cinco cajas de
los tratamientos A-Fo y del correspondiente testigo (Fo) se tomaron de cada caja tres cilindros de
5 mm de diametro con micelio del lado de crecimiento del patdgeno y se colocaron en tubos

(Sarstedt®) con 5 ml de agua destilada estéril, se agitaron y con una micropipeta se tomaron 200
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pl de la suspension y se realizo el conteo de microconidios con la ayuda de un hematocitometro
(Marienfeld®).

Para P. capsici, de cada una de cinco cajas Petri se tomaron tres cilindros de 1 cm de diametro de
medio con crecimiento micelial, se colocaron en cajas de 50 mm de didametro conteniendo agua
destilada estéril y se incubaron a 27+1 °C durante 48 h con luz blanca para inducir la formacion
de esporangios. Transcurrido este tiempo y con la finalidad de inducir la liberacion de zoosporas
las cajas se mantuvieron a 10 °C durante 20 min y después a 27+1 °C durante 1 h. Enseguida se
realizaron observaciones bajo el microscopio estereoscopico para registrar la abundancia relativa

de zoosporas con respecto al testigo.
Interaccion micelial de Saccharicola sp.-P. capsici y Saccharicola sp.-R. solani

Para conocer si el antagonista Saccharicola sp., parasita el micelio de P. capsici y R. solani se
realizaron microcultivos de acuerdo a la técnica descrita por Riddell (1950) con algunas
modificaciones. El experimento constd de cinco tratamientos y cada 24 h durante 15 dias se
realizaron observaciones en cuatro repeticiones de cada tratamiento, teniendo un total de 60 cajas
Petri para cada tratamiento. Los tratamientos evaluados fueron: 1) Antagonista-P. capsici 6143
(A-Pc); 2) Antagonista-R. solani (A-Rs); 3) testigo antagonista; 4) testigo Pc; y 5) testigo Rs. Para
F. oxysporum no se realizaron estas pruebas debido a que a nivel microscopico tanto el micelio
del patégeno como del antagonista tienen aspectos similares en septacion y didmetro de micelio,

lo que dificultaba realizar las observaciones correspondientes.

En cajas Petri con IPAA se sembraron a 1 cm de la periferia de la caja discos de 5 mm con micelio
del antagonista. Con una pinza estéril se tomO un cubreobjetos de 18x18 mm previamente
esterilizado y se coloco en la parte media de cada caja. Después de 72 y 96 h, en el otro extremo
de la caja se colocé un disco de 5 mm a 1 cm de distancia con micelio de Pc o Rs. En todos los
casos las cajas se mantuvieron en oscuridad a 27+1 °C. En los testigos se procedié de la misma

manera.

Cada 24 h durante 15 dias se realizaron observaciones de los cubreobjetos en cuatro repeticiones
de cada tratamiento, una vez que los micelios de ambos microorganismos se encontraron en la

parte media del cubreobjetos, éste se retird del medio de cultivo con una navaja estéril, se colocd

16



en un portaobjetos en una gota de azul de algoddn y se observo a 100 X en microscopio compuesto
OLYMPUS® CX31.

Microscopia electronica de barrido (MEB)

En cajas Petri con IPAA se sembraron a 1 cm de la periferia de la caja discos de 5 mm con micelio
del antagonista. Con una pinza estéril se tom0 un cubreobjetos de 18x18 mm previamente
esterilizado y se coloco en la parte media de cada caja. Después de 72 y 96 h, en el otro extremo
de la caja se coloco un disco de 5 mm a 1cm de distancia con micelio de Pc o Rs. En todos los
casos las cajas se mantuvieron en oscuridad a 27+1 °C. En los testigos se procedié de la misma

manera.

Cada 24 h durante 10 dias se realizaron observaciones de los cubreobjetos en tres repeticiones de
cada tratamiento, una vez que los micelios de ambos microorganismos se encontraron en la parte
media del cubreobjetos, éste se retird del medio de cultivo con una navaja estéril, se coloco en un
portaobjetos en una gota de azul de algodén y se observé a 100 X en microscopio compuesto. Una
vez que se observé el enrollamiento de las hifas de Saccharicola sp. alrededor de las hifas de P.
capsici, las muestras se mandaron para su analisis a la Red de Estudios Moleculares Avanzados
del Instituto de Ecologia A. C., Cluster BioMimic®, Xalapa, Veracruz, México.

Ensayo para determinar si Saccharicola sp. se establece como enddéfito en plantas de chile

jalapefio

Para conocer si Saccharicola sp. se establece como endéfito en las plantas de chile jalapefio, se
realiz6 un ensayo en sustrato estéril en el que se probaron dos tratamientos bajo un disefio de
bloques al azar con 10 repeticiones cada uno. Los tratamientos fueron: 1) Antagonista (A) y 2)
Testigo (T).

Semillas de chile jalapefio variedad “M” se desinfestaron con la metodologia descrita por Bernardi-
Wenzel et al. (2010) con algunas modificaciones. Semillas de chile jalapefio se lavaron con Triton
X100 al 0.1% durante 3 min, seguidamente se desinfestaron con hipoclorito de sodio comercial a
3% por 3 min, en etanol a 70% durante 1 min y se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril.
Inmediatamente se tomo 200 pl del agua del altimo lavado y se vertio en cajas con IPAA + acido

lactico. Las semillas del tratamiento que involucré al antagonista se introdujeron durante 24 h en
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una suspension de 1x108 unidades formadoras de colonia (ufc) de Saccharicola sp. y las semillas
correspondientes al testigo en agua de la Ilave estéril. Las semillas se colocaron en sanitas estériles

y se pusieron a germinar en oscuridad a 27+1 °C durante 10 dias.

Las plantulas se transfirieron a macetas de polipropileno conteniendo 10 g de una mezcla de peat
moss y agrolita (2:1) previamente esterilizada a 65°C y 20 Ib de presion en dos ocasiones. A las
plantulas del tratamiento con el antagonista se les aplico una suspension de 1x108 ufc (10
ml/pléntula) inmediatamente después de transferirlas a las macetas. Las macetas se mantuvieron

en un cuarto de crecimiento con fotoperiodo de 14 h luz y 10 obscuridad a 25+1°C.

Dos semanas después de la aplicacion del antagonista, cinco repeticiones de cada tratamiento se
utilizaron para re-aislar e identificar al antagonista. De cada una de las cinco plantas de cada
tratamiento se cortaron fragmentos de hoja, tallo y raiz y se desinfestaron con la metodologia antes
descrita (Bernardi-Wenzel et al., 2010), se sembraron en cajas con IPAA + 4cido lactico y éstas se
incubaron a 27+1°C. Una vez que se observo desarrollo de micelio y con la finalidad de corroborar
si correspondia a Saccharicola sp. se tomaron muestras con una aguja de diseccion y se montaron

en portaobjetos conteniendo azul de algoddn para observarlos con un microscopio optico.
Pruebas de antagonismo en invernadero
Tratamientos

Se establecié un ensayo en suelo proveniente de campo colectado de una parcela naturalmente
infestada con P. capsici. Una parte se esterilizé (SE) en autoclave a 65°C y 20 Ib de presién en dos
ocasiones, cada una durante 2 h y se ventilé durante 7 dias. Otra parte del suelo permanecié sin
esterilizar (SN). Se probaron 11 tratamientos bajo un disefio de bloques al azar con 10 macetas
(cada una con una planta de chile jalapeno variedad “M”) cada uno. Los tratamientos fueron: 1)
Testigo (SE-T), 2) SE-Antagonista (SE-A), 3) SE-P. capsici (SE-Pc), 4) SE-Antagonista-P.
capsici (SE-A-Pc), 5) SE-F. oxysporum (SE-Fo), 6) SE-Antagonista-F. oxysporum (SE-A-Fo), 7)
SE-R. solani (SE-Rs), 8) SE-Antagonista-R. solani (SE-A-Rs), 9) SE-Antagonista-P. capsici-F.
oxysporum-R. solani (SE-A-Pc-Fo-Rs), 10) SN-P. capsici-F. oxysporum-R. solani (SN-Pc-Fo-Rs)
y 11) SN-Antagonista-P. capsici- F. oxysporum-R. solani (SN-A-Pc-Fo-Rs). Como referencia de
la patogenicidad de la cepa de P. capsici utilizada se establecieron también plantas testigo de chile
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de la variedad “Yollow wonder”, catalogado como altamente susceptible al oomiceto. El ensayo

se realizo en macetas de polietileno conteniendo 500 g de suelo. El ensayo se repitié una vez mas
Germinacion de semillas

Semillas de chile jalapefio variedad “M” y “Yollow wonder” se desinfestaron con hipoclorito de
sodio comercial a 2% por 3 min y se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril. Las semillas
de los tratamientos que involucraron al antagonista se introdujeron durante 24 h en una suspension
de 1x108 ufc de Saccharicola sp., las de los demas tratamientos se mantuvieron en agua de la llave
estéril. Las semillas se colocaron en sanitas estériles y se pusieron a germinar en oscuridad a 27+1
°C durante 11 dias.

Las plantulas se transfirieron a charolas de poliestireno conteniendo una mezcla de peat moss y
agrolita (2:1) previamente esterilizada. A las plantulas correspondientes a los tratamientos con el
antagonista se les aplic una suspension de 1x108 ufc (10 ml/plantula) inmediatamente después de
transferirlas a las charolas. Las charolas se mantuvieron en un cuarto de crecimiento con
fotoperiodo de 14 h luz y 10 obscuridad a 25+1°C hasta que las plantulas desarrollaron el primer

par de hojas verdaderas.
Preparacion del in6culo del antagonista y patégenos e inoculacion

El in6culo del antagonista y de R. solani se prepard en frascos Erlenmeyer de 500 ml conteniendo
Infusion Papa Azucar (IPA). Los frascos se esterilizaron en autoclave a 120 °C durante 15 min.
Cinco cilindros de 5 mm de didmetro del antagonista o de R. solani se transfirieron asépticamente
en los frascos y se mantuvieron por 10 dias en una incubadora con agitacion LAB-LINE® a 110
revoluciones por minuto (rpm), se retird el micelio de los frascos y se molié por separado en una
licuadora. De cajas Petri con micelio de F. oxysporum o P. capsici, se tomaron cilindros de 5 mm
de didmetro y se sembraron en IPAA y en jugo V8 agar (VsA), respectivamente, enseguida se
incubaron en obscuridad a 27+£1°C. Después de 7 dias, sobre las cajas con P. capsici se vertieron
10 ml de solucién isotonica de cloruro de sodio al 0.9% (Pisa®), enseguida se retird la solucion y

con una aguja de diseccion se dividio el medio en seis fragmentos.

Cada fragmento se transfirio a una caja Petri conteniendo 10 ml de agua de la llave estéril. Las

cajas se mantuvieron durante 48 h en luz a 26° C y 48 en oscuridad a 28 h °C. Transcurrido este
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tiempo, se colocaron a 4 °C durante 20 min y despues a 27+1 °C durante 1 h para inducir la
liberacion de zoosporas. EI numero de propagulos del antagonista y patdgenos se cuantifico en un
hematocitdmetro y se ajusté la densidad de inoculo a 1x10® para el antagonista, 1x107 ufc para F.
oxysporum y P. capsici; para R. solani se aplicd 1 g de micelio molido previamente.

La inoculacion del antagonista se realiz6 a las semillas, al momento de pasar las plantulas a
charolas y dos aplicaciones de 10 ml a 3 y 1 dia antes de transferir las plantas a las macetas e
inmediatamente después de trasplantarlas a las macetas. La inoculacion de los patdgenos se realizo
3 dias después de haber inoculado al antagonista. Todas las aplicaciones se realizaron a la base del

tallo.
Variables evaluadas

Se registrd la incidencia (%) de plantas enfermas y muertas, la severidad, la altura de la planta, el
didmetro de la base del tallo y el peso seco de raiz y follaje. Diariamente se realizaron
observaciones para registrar las tres primeras variables. La severidad de P. capsici se evalu6 con
la escala numérica propuesta por Moran-Bafiuelos et al. (2010), donde: 0= hojas y tallos turgentes,
3= hojas inferiores con pérdida de turgencia solamente, 5= hojas medias e inferiores marchitas y
punta del tallo con inclinacion ligera, 7= hojas marchitas y punta del tallo colgante y 9= Planta
muerta. La severidad de F. oxysporum se evaluo con la escala de Marlatt et al. (1996), donde: 1=
planta sin sintoma, 2= planta con clorosis leve y marchitamiento, 3= planta con clorosis moderada
y achaparramiento 4= planta con clorosis severa, marchitez y achaparramiento y 5= planta muerta.
La severidad de R. solani se evalu6 con la escala propuesta por Navarrete-Maya (2009), donde:
0= plantas sin sintomas y 4= planta con infeccidn severa marchita o muerta y la severidad de P.
capsici + F. oxysporum + R. solani se evalud con una escala de 0 a 9 donde: 0= hojas y tallos
turgentes, 3= planta con clorosis leve y pérdida de turgencia, 5= planta con clorosis moderada,
hojas medias e inferiores marchitas, 7= planta con clorosis severa, marchita y con achaparramiento

y 9= planta muerta.

Al final del experimento (tres meses después del trasplante), se midié la altura de la planta con una
regla milimétrica y el diametro de la base del tallo con un vernier digital. Seguidamente las raices
se cortaron en la base del tallo. Tanto la parte del follaje como de la raiz se colocaron en bolsas de
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papel Kraft y secaron a 60° C en una estufa Felisa® durante 4 dias. Cinco plantas de cada

tratamiento se tomaron al azar para el registro de peso seco.
Andlisis estadistico

Los datos de las variables evaluadas en todos los ensayos se sometieron a la prueba de distribucion
normal (Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianzas (Bartlett). Para los
datos obtenidos en el ensayo de invernadero fue necesario llevar a cabo una transformacion
logaritmica. Con los datos de cada variable se realizd un analisis de varianza (ANOVA) y
comparacion de medias (Tukey, P<0.05), utilizando el paquete SAS version 9.0 (SAS institute
Inc., 2002).
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IV. RESULTADOS

Pruebas de antagonismo in vitro

En condiciones in vitro Saccharicola sp. causé una reduccion significativa de 44.8% y 45.1% en

el crecimiento micelial de P. capsici y F. oxysporum a los 3 dias posteriores a la confrontacion

(dpc), mientras que para R. solani la reduccion fue de 36.2% a los 2 dpc (Cuadro 2) (Figura 2). A

los 21 dpc el antagonista creci6 sobre la colonia de P. capsici y a los 30 dpc sobre la colonia de F.

oxysporum. En R. solani no se observé crecimiento del antagonista sobre él, el crecimiento de

ambos llegd a la parte media de la caja a los 30 dpc y ahi se mantuvo; a pesar que el antagonista

no invadio al patdgeno, fue evidente la ausencia de microesclerocios en la colonia de R. solani del

lado del cilindro del patégeno, mientras que en ambos cilindros del testigo si se desarrollaron

(Figura 3).

Cuadro 2. Efecto de Saccharicola sp. (A) sobre el crecimiento micelial de P. capsici (Pc), F.
oxysporum (Fo) y R. solani (Rs) y sobre la produccion de esporangios y zoosporas en P. capsici.

Tratamiento  Crecimiento % de Formacion de Liberacion Viabilidad
encmalos  reduccion esporangios a los 21 de del
2¢y 3t dpc del ddi zoosporas  micelio

crecimiento  Cilindro  Cilindro alos 21 del

alos 2°y  dellado del lado del ddi patdgeno
3t dpc deP.  antagonista
capsici

Pc-Pc 2.5(x0.11)% + +
A-Pc 1.4(x137)°% 448 a ++ - ++ Sl
Fo-Fo 2.6(+0.08)%
A-Fo 1.4(¥1.32)* 451 a Sl
Rs-Rs 3.1(+0.42)¢
A-Rs 1.9(x0.77)¢ 36.2 b Sl

dpc= dias posteriores a la confrontacion, ddi=dias después de la invasion del patégeno por el
antagonista, Pc-Pc= Testigo P. capsici; A-Pc= Saccharicola sp.-P. capsici; Fo-Fo= Testigo F.
oxysporum; A-Fo= Saccharicola sp.-F. oxysporum; Rs-Rs= Testigo R. solani; A-Rs=
Saccharicola sp.-R. solani. (-), (+) y (++): denotan la ausencia y presencia escasa y regular de

esporangios y zoosporas,

respectivamente. Valores con la misma letra no son

significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).
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3cm

Figura 2. Pruebas de antagonismo de Saccharicola sp. (A) contra P. capsici (Pc), F.
oxysporum (Fo) y R. solani (Rs) a los 4 dias posteriores a la confrontacion. A) A-Pc,
B) A-Fo, C) A-Rs, D) testigo Pc, E) testigo Fo y F) testigo Rs.

3cem

Figura 3. Antagonismo de Saccharicola sp. (A) contra P. capsici (Pc), F. oxysporum
(Fo) y R. solani (Rs) a los 21 y 30 dias posteriores a la confrontacion (dpc). A) A-
Pc, B) testigo Pc a los 21 dpc, C) A-Fo, D) testigo Fo, E) A-Rs y F) testigo Rs a los

30 dpc con desarrollo de microesclerocios. t
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En condiciones in vitro Saccharicola sp., causo reduccion de crecimiento micelial de F. oxysporum
y P. capsici a las 72 h posteriores a la confrontacion (hpc), en comparacion con sus respectivos
testigos que presentaron mayor crecimiento, mientras que con R. solani la reduccién de

crecimiento se registro desde las 24 hpc (Figura 4).

35 a
€ 3
O
:c; 2.5 - b a 1 A-Fo
L"E‘ 2 | b + Testigo Fo
=7

g1 : e
E 1 3 = Testigo Pc
8 0.5 d d' § # A-Rs
o™ / 3 .

0 s 3 Testigo Rs

24 48 72

Horas posteriores a la confrontacion

Figura 4. Promedio de crecimiento radial de F. oxysporum (Fo), P. capsici (Pc) y R. solani (Rs) a
las 24, 48 y 72 horas posteriores a la confrontacién (hpc) con Saccharicola sp. Valores con la
misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

A los 3 dias después de sembrar (dds) los cilindros con micelio tomados del lado de los patdgenos
invadidos por el antagonista, se observé el crecimiento de micelio de los patégenos (Cuadro 2)
(Figura 5). En los cilindros del tratamiento antagonista-F. oxysporum tomados del lado del
patdgeno se registré menor cantidad de microconidios en comparacion con los cilindros del testigo
(Cuadro 3). En el tratamiento antagonista-R. solani también se observaron microesclerocios. Solo
en los cilindros tomados del tratamiento antagonista-P. capsici se observo el crecimiento del
antagonista sobre el micelio de P. capsici a los 5 dds (Figura 5) y en los cilindros provenientes del
mismo tratamiento colocados en agua, se registr6 una mayor liberacion de zoosporas en

comparacion con los cilindros testigos (Cuadro 3).
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Figura 5. Viabilidad del micelio de P. capsici (Pc), F. oxysporum (Fo)
y R. solani (Rs), a partir de cilindros de micelio del lado del patégeno
invadido por el antagonista. A) crecimiento de Pc y antagonista 5 dias
después de la siembra (dds) del cilindro, B) crecimiento de Fo sin
presencia del antagonista y C) crecimiento de Rs con presencia de
microesclerocios y sin presencia del antagonista.

Cuadro 3. Efecto de Saccharicola sp. (A) sobre la produccién de propagulos (esporangios y

zoosporas) de P. capsici, F. oxysporum (microconidios) y R. solani (microesclerocios).

Produccion de propagulos Cantidad de zooporas
Tratamiento (esporangios y liberadas y microconidios/
microesclerocios) ml a los 21€ y 30 dpc
Pc-Pc + 4,000€
A-Pc ++ 9,000°¢
Fo-Fo 1, 730,500¢
A-Fo 472, 750f
Rs-Rs ++

A-Rs -
dpc= dias posteriores a la confrontacién, Pc-Pc= Testigo P. capsici; A-Pc= antagonista-P.
capsici; Fo-Fo= Testigo F. oxysporum; A-Fo= antagonista-F. oxysporum; Rs-Rs= Testigo R.
solani; A-Rs= antagonista-R. solani; abundancia relativa de propagulos (-) nula, (+) baja y
(++) regular.

Interaccion micelial de Saccharicola sp.-P. capsici y Saccharicola sp.-R. solani

En condiciones in vitro la interaccién de Saccharicola sp. y P. capsici se observo a las 24 h
posteriores al momento en que los micelios de ambos microorganismos se encontraron, se presento
el fendbmeno de adosamiento (crecimiento paralelo de las hifas de ambos microorganismos). A las
48 h fue evidente la formacion de células pseudoparenquimatosas de Saccharicola sp. sobre las

hifas de P. capsici y a las 72 h el crecimiento alrededor de las hifas de P. capsici (enrollamiento).
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A las 96 h se observé la formacion de esporangios de P. capsici, mientras que en el testigo éstos
se evidenciaron hasta el 5° dia. Al 7° dia las hifas de P. capsici se observaron con vacualizacion y

granulaciones en el citoplasma, deformes y con apariencia de estar vacias (Figura 6).
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Figura 6. Pruebas de la interaccion micelial entre Saccharicola sp.-P. capsici
(A-Pc). A) crecimiento paralelo de las hifas de Saccharicola sp. y P. capsici
(adosamiento) 24 h posteriores al encuentro del micelio de ambos
microorganismos (hpem). B) formacion de células pseudoparenquimatosas
(cp) de Saccharicola sp. a las 48 hpem. C) enrollamiento de Saccharicola
sp., en la hifa de Pc a las 72 hpem. D) vacualizacion (v) del citoplasma y
granulaciones (g) de las hifas de Pc, y E) hifas deformes y con apariencia de
estar vacias al 7° dia posterior al encuentro del micelio de ambos
microorganismaos.
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En R. solani desde las 24 h posteriores al encuentro de los micelios de ambos microorganismos se
observaron hundimientos en las hifas de R. solani en los sitios de contacto con Saccharicola sp.
(Figura 7) y en estos puntos también fue evidente la formacion de pequerfias estructuras en las hifas
de Saccharicola sp. A las 96 h en los sitios de contacto con Saccharicola sp., las hifas de R. solani
presentaban deformacion y el micelio mostraba una coloracion menos intensa (Figura 7). En los
sitios de interaccion entre las hifas del antagonista con los patdgenos fue evidente que las hifas del
antagonista eran de menor didmetro, lo cual sugiere que el micelio joven es el que establece el
contacto con las hifas de los patogenos.
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Figura 7. Pruebas de la interaccion micelial entre Saccharicola sp.-R. solani (A-Rs). A)
hundimientos (h) en la hifa de Rs formados en los sitios de contacto con el micelio de
Saccharicola sp. a las 24 h posteriores al encuentro del micelio de ambos
microorganismos (hpem) y B) hifa de Rs deforme y de coloracién menos intensa a las 96
hpem.

Microscopia electrénica de barrido (MEB)

En la interaccion Saccharicola sp.-P. capsici se observd el enrollamiento de las hifas del
antagonista alrededor de las hifas de P. capsici (Figura 8). También se observé la formacién de

estructuras de anclaje sobre el micelio de P. capsici.
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Figura 8. Pruebas de la interaccion micelial entre Saccharicola sp.-P. capsici (A-Pc). A)
enrollamiento de Saccharicola sp. en la hifa de Pc. y B) Formacion de estructuras (e) en forma de
anclaje de Saccharicola sp. sobre el micelio de Pc.

Ensayo para determinar si Saccharicola sp. se establece como enddéfito en plantas de chile

jalapefio

En condiciones controladas no se pudo re-aislar a Saccharicola sp. del tejido de las plantas de chile

inoculadas con el antagonista.
Antagonismo de Saccharicola sp. en invernadero

En condiciones de invernadero P. capsici y F. oxysporum fueron patogénicos al chile, el primer
ocasion6 100 % de incidencia de plantas enfermas y 50% de mortalidad (cuadro 4). F. oxysporum
ocasiond 75% de incidencia de plantas enfermas y 50% de incidencia de plantas muertas, mientras
que R. solani no fue patogénico al chile. Cuando se inocul6 el antagonista en conjunto con los tres
patdgenos tanto en suelo estéril como en suelo naturalmente infestado hubo 100 % de incidencia
de plantas enfermas. El antagonista no tuvo un efecto favorable en las variables diametro de la
base del tallo, altura y peso seco del follaje y raiz (Cuadro 4); claramente la aplicacion de
Saccharicola sp. no protegio a las plantas de chile del ataque por fitopatdgenos, ni mejoré el

desarrollo de las plantas.
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Cuadro 4. Efecto de Saccharicola sp. en la mortalidad e incidencia de plantas enfermas, altura y peso seco de plantas de chile jalapefio
variedad “M” en invernadero.

Tratamiento % de % de % de Diametrode la  Alturaen cm Peso seco (g)
incidencia  incidencia severidad base del tallo Follaje Raiz
de plantas  de plantas (mm)
enfermas  muertas ddi
ddi
T-Se 0 0 0 c 1.89(x0.08)a  3.06(x0.15) a 1.09(z0.06) bc 1.03(x0.10) c
A-Se 0 0 0c 2.00(£0.05)a  3.14(x0.13)a 1.25(x0.04) a 1.22(+0.04) a
Pc-Se 100 50 7.8a 1.81(x0.08)a  3.11 (+0.09) a 1.08(0.09) bc 0.93(+0.06) d
A-Pc-Se 95 55 7.7a 1.85(x0.10)a  3.22(x0.15) a 1.09(z0.06) bc 0.91(+0.05) d
Fo-Se 75 45 33D 1.88(x0.18)a  3.11(x0.09) a 1.15(x0.04) ab 1.10(0.08) bc
A-Fo-Se 65 40 2.85b 2.01(x0.06)a  3.11(x0.13)a 1.19(+0.02) a 1.15(+0.02) ba
Rs-Se 0 0 0 c 2.00(x0.04)a  3.08(+0.10) a 1.24(+0.07) a 1.16(+0.04) ba
A-Rs-Se 0 0 0 c 1.98(x0.07)a  3.14(x0.08) a 1.21(+0.06) a 1.19(+0.04) a
A-Pc-Fo-Rs-Se 100 50 75a 1.73(x0.10)a  3.07(x0.09) a 1.02(x0.07) c 0.86(+0.05) d
Pc-Fo-Rs-Sn 100 80 8.6a 0.98(x0.39) b  1.50(+1.05) b 0.73(x0.05) d 0.70(x0.02) e
A-Pc-Fo-Rs-Sn 100 80 8.6a 1.07(x0.41) b  1.63(x0.99) b 0.72 (x0.05) d 0.70(x0.01) e

ddi=dias después de la inoculacién, T=Testigo, A=Antagonista (Saccharicola sp.), Pc= Phytophthora capsici, Fo=Fusarium oxysporum,
Rs=Rhizoctonia solani, Se= suelo esterilizado, Sn= Suelo naturalmente infestado. VValores con la misma letra en cada columna no son
significativamente diferentes (Tukey, P<0.05)
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V. DISCUSION

En condiciones in vitro Saccharicola sp. causo una reduccion significativa de 44.8% y 45.1% en
el crecimiento micelial de P. capsici y F. oxysporum a los 3 dias posteriores a la confrontacion
(dpc), mientras que para R. solani la reduccién fue de 36.2% a los 2 dpc (Cuadro 2) (Figura 2).
Chapla et al. (2012), también consignaron un efecto similar de Saccharicola sp. contra Fusarium
spp., Cladosporium cladosporioides, C. sphaerospermum y Microbotryum violaceum. El hecho de
que el micelio de Saccharicola sp. haya entrado en contacto con el de los patdégenos a los 3y 2
dpc sugiere que existe agresividad por parte del antagonista y susceptibilidad en el fitopatégeno
(Benhamou y Chet, 1993). En cuanto a la reduccion del crecimiento micelial de los fitopatogenos
Dennis y Webster (1971) mencionan que la produccién de antibiéticos por agentes de control
bioldgico, podrian inhibir la tasa de crecimiento del fitopatdgeno durante una intensa competencia
por nutrientes. Asi, la capacidad de Saccharicola sp. de crecer sobre el micelio de P. capsici y F.
oxysporum, podria deberse a que compite por los nutrientes del medio de cultivo y a la produccion
de enzimas como: celulasas, xilanasas, amilasas y pectinasas (Paganini-Margues, 2013; Fernando
Chévez comunicacion personal). En R. solani no se observo crecimiento del antagonista sobre él,
el crecimiento de ambos llegé a la parte media de la caja a los 30 dpc y ahi se mantuvo; a pesar
que el antagonista no invadié al patégeno, R. solani no produjo microesclerocios (Figura 3).
Dennis y Webster (1971) indican que los antibidticos producidos por algunos agentes de control
bioldgico tienen efectos fungicidas y fungistaticos, aunque dichos efectos varian dependiendo del
hongo fitopatdgeno. Saccharicola sp. se ha encontrado como endofito en algunas plantas. Un
aislamiento endoéfito aislado de cafia de azUcar produjo metabolitos secundarios conocidos como
poliquétidos (Rojas et al., 2011); en otro aislamiento obtenido de Eugenia jambolana se detectaron
metabolitos bioactivos con capacidad antifingica (Chapla et al., 2012; Honério, 2013; Borges,
2016). Posiblemente el efecto generado por Saccharicola sp. en R. solani se deba a su capacidad
de producir dichos metabolitos que estén ejerciendo un efecto en la reduccién del crecimiento
micelial de R. solani y ausencia de microesclerocios. Este efecto es importante para el control
bioldgico, ya que muchos hongos forman estructuras de resistencia que les permite sobrevivir bajo

condiciones adversas del ambiente hasta por mas de 20 afios (Higuera-Moros et al., 2003).

En la presente investigacion el antagonista afectd la produccion de propagulos del hongo
fitopatdgeno, en P. capsici la estimulé mientras que en F. oxysporum la redujo. EI mayor nimero
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de esporangios y mayor liberacion de zoosporas por P. capsici expuesto al antagonista
Saccharicola sp. (Cuadro3), es un fendmeno que ha sido consignado por otros investigadores; por
ejemplo, Sid-Ahmed et al. (1999) observaron la produccion de esporangios de P. capsici en
presencia de Trichoderma harzianum. Estos autores indican que la estimulacion en la produccion
de esporangios esta asociado a la inhibicién del crecimiento vegetativo de P. capsici como
resultado de la accion antagonista (Brasier, 1975; Sid-Ahmed et al, 1999) y del desarrollo de
mecanismo de defensa del patégeno (Dennis y webster, 1971; Elad et al., 1999). El adosamiento
observado en este estudio es un indicativo de afinidad de la composicion quimica de las paredes
hifales de los micelios de ambos microorganismos y se le considera como el inicio del
micoparasitismo (Pérez-Moreno, 1992). El enrollamiento de las hifas de Saccharicola sp.
alrededor de P. capsici se ha interpretado como una expresion del micoparasitismo (Benitez et al.,
2004). En el presente trabajo s6lo se observo el enrollamiento de la hifa del antagonista sobre la
hifa de P. capsici, dicho efecto se constatd con microscopia electronica de barrido, que reveld
ademas la formacion de estructuras de anclaje sobre el micelio de P. capsici. La vacuolizacién y
granulaciones en el citoplasma de las hifas de P. capsici, deformes y con apariencia de estar vacias
(Figura 6), posiblemente se deba a la capacidad de Saccharicola sp. de producir celulasas
(Paganini-Marques, 2013; Fernando Chavez comunicacién personal), enzima involucrada en la
desintegracion de la celulosa, principal componente de la pared celular de P. capsici (Kohl y
Schosser, 1991; Castro-Rocha et al., 2012). Este mismo efecto fue reportado por Sid-Ahmed et al.
(1999) quienes observaron la vacuolizacion y desintegracion de las hifas de P. capsici en presencia
de Trichoderma harzianum. En R. solani se observaron hundimientos en sus hifas en los sitios de
contacto con Saccharicola sp. en donde también se observo la formacion de pequefias estructuras
papiladas emergiendo de las hifas de Saccharicola sp. Las hifas de R. solani mostraron
deformacion y una coloracion menos intensa (Figura 7), posiblemente por efecto de los
metabolitos bioactivos producidos por Saccharicola sp. (Chapla et al. 2012; Honorio, 2013;
Borges, 2016). A pesar de que en condiciones in vitro hubo reduccion del crecimiento micelial de
los fitopatogenos y en las pruebas de interaccion micelial se observaron principios de
micoparasitismo de Saccharicola sp. sobre las hifas de P. capsici y R. solani, en condiciones de
invernadero posiblemente los microorganismos que colonizaron al suelo esterilizado durante el
tiempo de aireacion y establecimiento del ensayo y los nativos del suelo no tratado no permitieron

el establecimiento de Saccharicola sp. o bien en esas condiciones su capacidad antagonica es
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pobremente expresada. La homeostasis del suelo, dificulta o impide el establecimiento de
cualquier especie introducida (Bautista-Calles et al., 2014). Las aplicaciones de antagonistas
tendrdn méas probabilidades de éxito si se aplican frecuentemente durante el ciclo del cultivo; por
ello es importante determinar si aplicaciones semanales de Saccharicola sp. ayudarian a reducir la
incidencia y severidad de los fitopatdgenos en el cultivo de chile u otro cultivo. También es
importante conocer que metabolitos secundarios estan ejerciendo efecto in vitro en la reduccion

micelial de P. capsici, F. oxysporum y R. solani.
V1. CONCLUSIONES

En condiciones in vitro Saccharicola sp. causé reduccion significativa de Phytophthora capsici,
Fusarium oxysporum Yy Rhizoctonia solani; sin embargo, en condiciones de invernadero la
aplicacion de Saccharicola sp. no protegio a las plantas de chile del ataque por fitopatdgenos, ni
mejoro el desarrollo de las plantas.
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