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RESUMEN

El chile es un cultivo importante a nivel mundial y es en México donde se cultiva la
mayor diversidad. Uno de los principales problemas fitosanitarios que enfrentan los
productores de chile es la enfermedad de la marchitez causada por Phytophthora
capsici, la cual ocasiona pérdidas econdmicas importantes. El biocontrol con hongos
micorricicos arbusculares (HMA) se presenta como una alternativa para mejorar las
estrategias de manejo de esta enfermedad. El objetivo de este proyecto fue
determinar la interaccion planta-Phytophthora capsici-HMA en cinco genotipos de
chile (EZ1, EZ2, chilaca, costefio y serrano) en condiciones de camara de
crecimiento vegetal. Al momento de la siembra se utilizé6 10% (p/p) de inéculo de dos
productos comerciales (Rhizophagus irregularis o un consorcio de 12 especies) y la
cepa de laboratorio R. irregularis BEG87. Posterior al trasplante se realizd la
inoculacion del patégeno P. capsici. Se cuantificé el peso seco de la parte aérea
(PSPA) y radical (PSPR), el indice de severidad de la enfermedad, el porcentaje de
dafio en raiz y la colonizacion micorricica. Los resultados mostraron que los HMA
incrementaron el desempefio vegetal, maxime en los tratamientos con BEG87 donde
se observé mayor % de colonizacion micorricica. El indice de severidad vario entre
los genotipos evaluados, siendo EZ1 y chilaca el mas susceptible y tolerante
respectivamente, efecto similar al dafio observado en raiz. En conclusion, los HMA
promovieron mayor desempefio vegetal en diferentes genotipos de chile, sin

embargo, no mostraron efecto bioprotector contra P. capsici.

Palabras clave: Interaccion, desempefio vegetal, tolerancia, susceptibilidad.
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ABSTRACT

The pepper is a cultivation important at world level and is in México where the
cultivation is the most diversity. One of the principal problem phytosanitary that bling
the producer of pepper is the disease of the wilt a cause of Phytophthora capsici, the
which occasion lost economic important. The biocontrol with arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) present as one alternative for improve the strategy of management of this
disease. The objective of this project was determinate the interaction Plant-P.
capsici-AMF in fine genotypes of chilli (EZ1, EZ2, Chilaca, Costefio and Serrano) in
conditions of camera of growth vegetable. At sowing tame to use 10% (p/p) of the two
product commercial (Rhizophagus irregularis or consortium of 12 species) and the
strain of laboratory R. irregularis BEG87. Subsequent at transplant the inoculation the
pathogen P. capsici. At measure weight dry of part aerial (PSPA) and radical (PSPR)
rate of severity of disease, % of damage ir root and mycorrhizal colonization. The
result showed that the AMF increased the performance vegetable maximum in the
treatment with BEG87 where was observed higher % of mycorrhizal colonization. The
rate of severity varied between the genotypes exanimated, has loeen EZ1 and
Chicala the most sensitive and tolerant respectively, to similar effect to damage
observed in root. In conclusion, the AMF promoted higher performance vegetable in
different genotypes of chili, however, it doesn’t shewed any effect bioprotector against

P.capsici.






1. NTRODUCCION

El chile es un cultivo importante a nivel mundial y es en México donde se cultiva la
mayor diversidad. Mas de cien variedades se concentran en 22 grupos de verdes y
12 de secos, entre los cuales destacan los picantes como el jalapefio, el poblano y el
serrano; asi como algunos considerados dulces como el morron (Bell pepper). Entre
los mas populares se encuentran el guajillo o mirasol, piquin, de arbol, serrano,
jalapefio, poblano, y el chilaca, de los cuales los tres ultimos, una vez secados, se

denominan chipotle, ancho o mulato y pasilla, respectivamente (SIAP, 2010).

Michoacan destaca en la produccién de algunas variedades de chile, como son el
serrano, chilaca y jalapefio, sin embargo, ésta no se encuentra al nivel competitivo de
otros estados. Uno de los principales problemas fitosanitarios que enfrentan los
productores de chile, son las plagas y enfermedades. Entre éstas Ultimas, la
enfermedad de la marchitez causada por Phytophthora capsici, es considerada como
la principal limitante del cultivo, ya que ha sido responsable de ocasionar pérdidas
que fluctian de 40-60% en rendimiento (Pernezny et al., 2003; Vasquez et al., 2009),

originando el desplazamiento del cultivo a zonas libres del patégeno (Pozo, 1983).

Dada la importancia de esta enfermedad para los productores de chile, se han
probado diferentes métodos de control como el uso de variedades tolerantes y el uso
de plaguicidas sintéticos (Ramos et al., 2010), entre otros. Sin embargo, ninguno
hasta el momento con resultados completamente satisfactorios, por lo que es
necesario buscar otras alternativas de manejo como el control biologico, dentro del
cual el uso de Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) representa una opcion para

mejorar las estrategias de manejo de ésta enfermedad.

Al respecto, Tahat y Sijam (2012), mencionan que las enfermedades dentro de las
plantas micorrizadas decrecen como resultado de la compleja interaccion que ocurre
entre Patdégeno-HMA-Planta. Aungue no se sabe con exactitud cOmo es que esta
simbiosis protege a la planta se han propuesto varios mecanismos; A) el estado

nutricional de la planta puede incrementar la tolerancia al patdégeno y la absorcion de



nutrientes puede compensar los dafios en las raices; B) los HMA y el patégeno
compiten por espacio y recursos (carbohidratos); C) se producen cambios en la
morfologia de la raiz; D) los cambios inducidos por la simbiosis en las comunidades
microbianas pueden ser perjudiciales para los patdégenos del suelo (antagonismo) y
E) al establecerse la simbiosis provoca resistencia localizada y sistémica (Azcon-
Aguilar y Barea, 1996; Smith et al., 2009).

Por otro lado, la simbiosis le confiere a la planta mayor tolerancia a estrés abiotico
como la sequia y salinidad (Barea et al., 2011), tal como se observo en plantas de
maiz en las cuales, la inoculacion de HMA nativos contribuyd en la disminucion del
estrés oxidativo provocado por la alta salinidad del suelo, de tal manera que en
suelos agricolas altamente perturbados, se sugiere la inoculacion de HMA nativos
como una alternativa para mejorar el desempefio de las plantas ahi establecidas
(Estrada et al., 2013).

En el cultivo de tomate inoculado con Glomus mosseae, éste fue capaz de reducir los
sintomas ocasionados por el patégeno Phytophthora parasitica (Pozo et al., 2002).
Los estudios que se han realizado en chile con HMA como agentes de control
bioldgico contra P. capsici en México son escasos y los que se han realizado en
ocasiones no muestran el efecto esperado de los HMA por lo que es probable que no
haya una compatibilidad de éstos con las variedades de chile probadas. Por lo
anterior, en el presente trabajo se pretende determinar las interacciones entre
diferentes in6culos de HMA y genotipos de chile en relacion al control biolégico de P.

capsici.



2. ANTECEDENTES

2.1. El cultivo del chile
2.1.1. Origen y distribucion

El chile (Capsicum annuum L.) es originario del continente americano, en lo que
comprende hoy la parte sur de Brasil, pero es probable que la especie C. annuum
haya sido domesticada en México. Es por ello que en la regidn centroamericana
existe una gran diversidad de cultivares que varian entre dulces a muy picantes y
formas silvestres o semidomesticadas. Durante la época pre-colombina el cultivo de
C. annuum se difundié por la mayor parte del continente Americano y durante los
siglos XV y XVI los colonizadores espafioles llevaron esta especie a Europa, Africa, y
Asia. De esta manera la especie C. annuum fue dispersada a nivel mundial y
actualmente se cultiva en la mayoria de los paises tropicales y subtropicales del
mundo (CATIE, 2002).

Al igual que otros miembros de la familia, los chiles contienen alcaloides que
funcionan como defensa contra muchas plagas; en el caso de la capsaicina en el
chile, el alcaloide es responsable del sabor mas o menos picante en los distintos
cultivares (CATIE, 1993). El exceso o falta de agua en la planta asi como la baja
disponibilidad de nutrimentos en el suelo, una temperatura superior a 30°C y otros
factores de estrés en la planta pueden favorecer el incremento de la concentracion

de la capsaicina en el fruto (Lucas, 2011).

2.1.2. Descripcion morfolégica

Sistema radical. La planta de chile cuenta con una raiz axonomoérfa de la que se
ramifican un conjunto de raices laterales. Se desarrolla a una profundidad de 30 a 60
cm y horizontalmente se extiende entre 30 y 50 cm respecto al eje. El desarrollo de
un buen sistema radical potencia el vigor y la productividad de la planta; desempeiia
diversas funciones entre las que destacan el anclaje de la planta, la absorcion y

translocacién de agua y nutrientes, el almacenamiento de sustancias de reserva y la



sintesis de reguladores de crecimiento como las citocininas y el acido ascoérbico
(Nuez et al., 1996).

El tallo y las ramas. El tallo principal se desarrolla a partir del embrion, el tallo y las
ramas constituyen elementos estructurales esenciales de soporte de hojas, flores, y
frutos, en el tallo se encuentra el sistema vascular conformado por los tejidos de
conduccion llamados xilema y floema que fungen como transportadores de agua y

fotosintatos respectivamente (Nuez et al., 1996).

La hoja. La planta de chile tiene hojas simples de forma lanceolada o aovada
formada por el peciolo, la ldmina foliar, nervaduras y el apice. La funcion principal de
las hojas es realizar la fotosintesis, proceso mediante el cual la planta capta energia
de la luz solar y la transforma en energia quimica en forma de carbohidratos, la cual
almacena y utiliza para realizar sus funciones fisiolégicas. Ademas desempefia un
importante papel en la regulacion hidrica de la planta mediante la transpiracion. Un
area foliar excesiva o limitada reduce la productividad de la planta (Nuez et al.,
1996).

Flor. Son los drganos reproductores de la planta, estdn unidas al tallo por un
pedunculo. Cada flor esta constituida por un eje y apéndices foliares que constituyen
las partes florales como el céliz, la corola, el androceo, los estambres y el gineceo
(Nuez et al., 1996).

Fruto. De dimensiones muy variadas que van desde poco menos de 1 centimetro
hasta 30 cm de largo, una forma que varia desde redondo hasta alargado, en cuanto
al color del fruto se refiere, se observan distintos tonos de amatrrillo y verde en estado

inmaduro y de rojo hasta café al madurar (Lucas, 2011).
2.1.3. Principales tipos de chile en México

Los principales tipos de chiles por su nivel de importancia en la superficie cultivada
son las especies Capsicum annuum L. de la cual se cultivan el jalapefo, serrano,
pasilla, guajillo, ancho, mulato, pimiento morron y chile bell; en tanto que de

Capsicum pubescens L. se cultiva el chile manzano y de Capsicum chinense se
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produce el chile habanero. Los genotipos mencionados anteriormente, en conjunto

representan el 75% de la superficie sembrada en México (Uribe, 2012).

2.1.4. Panorama de la produccién

2.1.4.1. Produccién mundial

La produccion de Capsicum annuum L. se distribuye en practicamente todos los
paises del mundo, sin embargo, en diez de ellos se concentra la mayor parte de la
produccion de ésta hortaliza (Fig. 1). Durante el afio 2012 China ocupé el primer
lugar de la produccion con 16 millones de toneladas; ese mismo afio, México se
colocé en el segundo lugar con 2.37 millones, mientras que Turquia con una
produccién de 2.07 millones de toneladas de producto en fresco se situd en el tercer
sitio en la produccién de ésta hortaliza (FAOSTAT, 2012).

2 .0 0 0 S 0 <O R W0 0
W0 & CT QO

Millones de toneladas
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Principales paises productores

Figura 1. Cifras de la produccion de chile en fresco a nivel mundial durante el afio
2012 (FAOSTAT, 2012).

2.1.4.2. Produccién nacional

Durante el afio 2011, en el estado de Michoacan se sembraron 2,404 Ha de las
cuales se obtuvieron 52,779 Ton, mismas que representaron el 2.52% de la
produccion nacional que se estimé para ese afio en 2.131 millones de toneladas. En

Michoacan se obtuvo un rendimiento promedio de 21.95 t ha' de chile en fresco,



superando en un 48% al promedio nacional que se estim6 en 14.8 t ha! segun datos
del (INEGI, 2014).

2.1.5. Principales plagas y enfermedades del cultivo
2.1.5.1. Plagas

Entre las principales plagas del chile dada la incidencia y el dafio que éstas
ocasionan al cultivo se encuentran, el picudo del chile (Anthonomus eugenii),
mosquita blanca (Bemisia tabaci, B. argentifolli, Trialeurodes vaporarorium), gusano
soldado (Spodoptera exigua), gusano del fruto (Heliothis spp), paratrioza (Bactericera
cockerelli), trips (Thrips spp), minador de la hoja (Liriomiza spp) (Martinez y Moreno,
2009), asi como algunos acaros, de los cuales, los mas comunes son arafia roja
(Tetranychus urticae) y el &caro blanco (Polyphagotarsonemus latus) que a menudo

se encuentran parasitando a ésta hortaliza (Santos, 2010).

2.1.5.2. Enfermedades

Enfermedades bacterianas. Cancer o cancro bacteriano (Clavibacter
michiganensis), mancha bacteriana (Xantomonas campestris, pv. vesicatoria), cancro
del tallo y del peduanculo (E. carotovora), marchitez bacteriana (Ralstonia
solanacearum) y manchas foliares (Pseudomonas syringae) (Seminis, 2006) citado
por (Santos, 2010).

Enfermedades causadas por virus. En México se han observado porcentajes de
infeccion que fluctian entre el 20 y 100% en las plantaciones de este cultivo. Los
virus con mayor frecuencia encontrados en la planta del chile son el virus del
mosaico del pepino (CMV), virus del jaspeado del tabaco (TEV) y virus del mosaico
del tabaco (TMV). Existen ademas algunos virus encontrados con menor frecuencia,
tal es el caso del virus Y de la papa (PVY), virus del mosaico de la alfalfa (AMV),
virus del mosaico necrético del chile dulce (VMCCD) y el virus huasteco del chile
(PHV) (Chew et al., 2008; Garzén 2010).



Enfermedades causadas por hongos y Oomicetos. Antracnosis en tallos y frutos
(Colletotrichum capsici, C. gloesporoides, C. acutatum), manchas foliares
(Cercospora capsici, C. melongenea), damping-off (Pythium sp., Rhizoctonia solani,
Fusarium sp.) pudricién del fruto (Alternaria alternata, C. capsici, C. coccodes, C.
gloesporoides, C. acutatum, Botrytis cionerea, Phytophthora capsici), marchitez
(Phytophthora capsici, Fusarium sp.), mancha gris (Stemphylium solani, S.
lycopersici), y algunas manchas foliares ocasionadas por (Alternaria sp., Septoria
melongenae y Cercospora sp.) (Santos, 2010). En tanto que Chew et al. (2008),
ademas de las anteriores resaltan la cenicilla (Leveillula taurica) por ser una
enfermedad severa y frecuente en zonas donde la temperatura fluctda entre los 10 y
35 °C.

2.2. Phytophthora capsici

2.2.1. Biologia y clasificacion taxonémica

Phytophthora capsici es un patdégeno del suelo y se ha convertido en el factor
limitante mas importante en la produccion del chile a nivel mundial (Garcia et al.,
2010). Anteriormente considerado en el grupo de los hongos fitopatégenos, sin
embargo, recientemente ha sido incluido en el Reino Stramenipila, Phyllum de los
Oomycota debido a que posee caracteristicas especificas como la presencia de
celulosa en la pared celular, formacién de zoosporas biflageladas, asi como una
cresta tubular en la mitocondria lo que los hace diferentes a los hongos (Rossman y
Palm, 2006).

En el suelo, P. capsici es capaz de sobrevivir en forma de oosporas o bien como
sapréfito residuos vegetales (Santos, 2010). Las oosporas poseen la capacidad de
soportar baja humedad relativa del ambiente y bajas temperaturas entre otras
condiciones ambientales extremas, lo que les permite sobrevivir por periodos de
hasta varios afios sin un hospedante. Son la fuente primaria de in6culo y se forman a
partir de la reproduccion sexual, mediante la unién del oogonio y el anteridio
(gametangios femenino y masculino respectivamente), posteriormente y cuando las
condiciones ambientales son adecuadas, germinan a través de tubos germinales, los
cuales pueden formar esporangios Yy liberar zoosporas, mismas que son capaces de
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nadar varias horas hasta infectar los tejidos vegetales (Fig. 2). Al entrar en contacto
con la planta hospedante las zoosporas primero pierden los flagelos y después se
enquistan y forman una pared celular, posteriormente germinan e infectan los tejidos
vegetales. Una vez que han infectado la planta se forman esporangios los cuales son
dispersados por el viendo o el agua de lluvia. Los esporangios pueden germinar
directamente o liberar zoosporas (que se desplazan en el agua) e infectar a la planta
y si las condiciones ambientales son favorables (alta humedad relativa y temperatura

superior a 25 °C) la enfermedad puede desarrollarse rapidamente (Babadoost, 2005).
Clasificacion taxondmica de Phytophthora capsici L. (Kirk et al., 2001).

Dominio: Eukaryota
Reino: Stramenipila
Phyllum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Pythiales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora

Especie: P. capsici

2.2.2. Hospederos

La especie del oomiceto Phytophthora capsici L. fue descrita por primera vez en
Nuevo México, USA, por Leonian en el afio de 1922 como agente causal de la
marchitez del cultivo de chile (Ristaino, 1990). Inicialmente se considerd0 como
hospedante especifico de ese cultivo, sin embargo, a la fecha se sabe que este
patégeno tiene la capacidad de infectar cultivos de tomate, berenjena, pepino,
calabaza, sandia, meldn, fresa y cacao (Fernandez-Herrera et al., 2007; Castro et
al., 2012) entre otros. La especie P. capsici ha sido citada por varios autores como

el patégeno que ocasiona la enfermedad mas devastadora entre aquellos



microorganismos que atacan el sistema radical del cultivo del chile, debido a que es
capaz de infectar practicamente cualquier parte aérea o subterranea de la planta
(Lamour, 2012; Ramos et al., 2012).

En plantas de chile, el patbgeno se observa causando pudricidbn en las raices y
manchas necroticas en los tallos, en las hojas se observan manchas acuosas de

color café grisaceo y blanquecinas en los frutos Fig. 2 (Uribe et al., 2014).
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Figura 2. Ciclo de infeccion de P. capsici en una planta de chile (tomado de Ristaino
y Johnston, 1999).

2.2.3. Manegjo de la enfermedad

2.2.3.1. Manejo convencional

Los principales métodos de manejo para el control de P. capsici se basan en el uso
de agroquimicos, variedades resistentes o0 tolerantes, practicas culturales y
microorganismos antagonicos (Espinosa-Victoria et al., 2004; Mojica-Marin et al.,

2009). Fungicidas como metalaxyl, mefenoxam y Fosetil-Aluminio son
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frecuentemente utilizados para el control del P. capsici en campos de cultivo (Parra y
Ristaino, 2001; Santos, 2010).

2.2.3.2. Manejo preventivo

Como manejo preventivo se implementan buenas practicas culturales y de manejo
del riego, rotacién de cultivos y cultivares resistentes (Parra y Ristaino, 2001). Sin
embargo, en zonas altamente infestadas como Nuevo México, esas practicas de
manejo, asi como el uso de fungicidas no ha sido eficiente en el control del patégeno
(Fernandez et al., 2004).

Por otro lado, el uso de vermicomposta se ha propuesto como alternativa de manejo
de la enfermedad con resultados muy variables en la supresién de la enfermedad
(Uribe et al., 2014).

2.2.3.3. Control biolégico

En numerosos estudios se ha reportado la existencia de microorganismos
antagonistas a P. capsici (Guigén, 2004; Paulitz y Bélanger, 2001; Ramos-Sandoval
et al., 2010) entre otros, sin embargo, no han mostrado ser eficientes contra este

patégeno en condiciones de campo (Bautista-Calles et al., 2010).

2.3. Los Hongos Micorricicos Arbusculares
2.3.1. Generalidades

Los Hongos Micorricicos Arbusculares (HMA) son microrganismos que establecen
relaciones simbidticas mutualistas con el 80% de las plantas terrestres casi en todos
los héabitats de la tierra (Smith et al., 2009; Quifiones et al., 2012; Palenzuela, 2013)
incluyendo las especies de importancia econdémica (Pozo et al., 2013). Esta
asociaciéon denominada micorriza entre hongo-planta se establece en la raiz del
hospedante y funge como complemento en la absorcion de agua y nutrientes como el
fosforo (P), asimismo, también actia en el mejoramiento del suelo (Akhtar y Siddiqui,
2008; Barrer, 2009; Mujica, 2012).
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La relacion simbidtica se establece cuando la planta suministra hidratos de carbono
funcionales al hongo, y éste mediante su red de hifas externas, capta nutrimentos
esenciales para la planta, principalmente fosfatos y los transfiere a la planta por
medio de mecanismos altamente eficientes (Roman, 2003). En este sentido, Bucher,
(2007), sefiala que el micelio del hongo se conecta con el tejido de la raiz y permite
el flujo tanto de agua como de nutrimentos; mientras que el intercambio bidireccional
de estos elementos entre los simbiontes se lleva a cabo en la estructura llamada
arbasculo, misma que se forma en el interior de la raiz una vez que se ha establecido

la asociacion simbiodtica.

La micorriza ademas de incrementar el aprovechamiento de los nutrientes de suelo,
también ayuda a la proteccion de las raices contra diversos microorganismos
patégenos (Camarena, 2012; Veresoglou and Rillig, 2012). Los HMA juegan un papel
clave en la salud y la nutricion vegetal, ambos en ecosistemas naturales y agricolas,
ya gque ostentan la capacidad de actuar en sinergismo con otros microorganismos del
suelo como saprofitos y promotores de crecimiento vegetal como lo mencionan Smith
y Read, (2008) y Saldajeno et al., (2008). Los HMA son conocidos principalmente
por mejorar la nutricion vegetal especialmente en lo que se refiere al P, pero también
es reconocido que plantas micorrizadas poseen mayor resistencia/tolerancia a estrés
biético (patdgenos) y abidtico como la salinidad y la sequia (Calvo-Polanco et al.,
2013; Zarea et al., 2014). Por lo anterior, se considera la simbiosis mutualista mas
importante ecoldgica y agricola en los sistemas terrestres (Tisserant et al., 2013). De
tal manera que esas caracteristicas de los HMA han generado interés en el sector
agricola y se ha utilizado este recurso bioldégico como una herramienta biotecnoldgica

en el manejo sustentable de sistemas agricolas (Larsen et al., 2007).

2.3.2. Importancia de la micorriza arbuscular

Sylvia y Williams (1992), (citado por Montafio et al., 2008), sefialan que los HMA son
los organismos predominantes del sistema radical de las plantas y se encuentran
distribuidos en diferentes ambientes, asimismo, es conocido que esta asociacion
interactia con otros microorganismos como bacterias del género Rhizobium para

incrementar la disponibilidad de nutrimentos como P y N, ademds, contribuyen de
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manera significativa en la agregacion del suelo (Barea et al., 2005 y Cuadros, 2011).
Por ello, se considera que la micorriza arbuscular es importante desde el punto de
vista morfoldgico, ecologico, taxondmico y fisiologico, que se traduce en los
beneficios que la simbiosis le confiere a la planta. De esta manera, la micorriza
incrementa en la planta la capacidad de adaptacién, establecimiento y crecimiento
(Ferrera-Cerrato y Alarcén, 2007).

Sin embargo, Nichols, (2008), considera que las practicas agricolas realizadas
actualmente, alteran la red de hifas que forman los HMA vy ello ocasiona un efecto
negativo en la agregacion del suelo entre otras condiciones benéficas que la

micorriza le confiere al suelo.

Los HMA son componentes nativos del suelo y es posible manejar las especies
nativas considerando las diversas practicas agricolas como genotipo vegetal,
rotacion del cultivos, fertilizacién, proteccion vegetal y labranza de conservacion, esto
puede tener un impacto fuerte sobre éstos hongos (Larsen et al., 2007). Otra manera
de integrar los HMA en la produccién vegetal es con pre-inoculacién con HMA, ya
gue estos pueden ayudar a la planta con el estrés que se genera durante el
trasplante. Es importante considerar la compatibilidad de los HMA con el sistema de
produccion incluyendo variedades de plantas, pesticidas, fertilizantes y sustratos.
Cultivos como el chile que tiene una etapa de trasplante durante su ciclo de
produccion podrian inocularse con HMA en la etapa de plantula. Este método ha sido
exitoso en diferentes cultivos del sector horticola (Sorensen et al., 2005, 2008). Es
por ello, que dada la creciente escasez de fertilizantes y la necesidad de producir
mayores volumenes de alimentos, los HMA pueden aplicarse a gran escala para

ayudar a alimentar a la creciente poblacién humana (Ceballos, et al., 2013).
2.3.3. Mecanismo de colonizacion

La colonizacion o asociacidon micorricica inicia con la germinacion de las esporas en
el suelo cuando las condiciones de temperatura y humedad son idéneas, o bien por
el crecimiento de hifas que se encuentran cerca de las raices de un huésped

susceptible, el crecimiento del micelio se incrementa debido a los exudados de la
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planta huésped, posteriormente las hifas tienen contacto con la raiz y forman un

apresorio y finalmente penetra la epidermis (Aguilera et al., 2007).

2.3.4. Mecanismos en que los HMA actuan en la proteccion de las plantas

2.3.4.1. Mejora la nutricion de la planta

El micelio externo de los HMA funge como una extension del sistema radical y
permite captar, solubilizar y transportar nutrimentos como el P del suelo a las plantas
(Bucher, 2007). Lo cual le confiere a la planta un incremento significativo en el
desarrollo radical y foliar en comparacidbn con las plantas no micorrizadas
(Richardson et al.,, 2009; Miransari, 2013). Este incremento en el desarrollo
vegetativo le permite a la planta aumentar su tasa fotosintética y con ello mayor
elaboracion de hidratos de carbono (Quifiones et al., 2012). La capacidad de los
HMA para estimular mayor crecimiento en la planta se ha probado en diferentes
trabajos, como en Citrus volkameriana donde la inoculacion de un consorcio
favorecié la concentracion de N, P, y K en follaje y raiz (Alarcon y Ferrera-Cerrato,
2003). Asimismo, Montafo et al. (2008), con base en los estudios realizados en la
India, reportan que la inoculacion con HMA incrementé considerablemente la

concentracion de P en leguminosas, gramineas y plantas medicinales.
2.3.4.2. Competencia por espacio

Los HMA pueden reducir la presencia de patégenos en la planta debido a la
competencia directa por carbono y nitrégeno entre otros nutrientes, asi como por
sitios o0 espacio de infeccion especificos como la raiz de la planta hospedera (Pozo et
al., 2013). En este sentido, Gomez et al. (2008), observaron mayor crecimiento
vegetativo en plantas de jitomate colonizadas por HMA, mientras que la colonizacion
por el patégeno Phytophthora capsici se redujo; este comportamiento se atribuye a
la competencia por los fotosintatos que ambos microorganismos requieren extraer de

la planta hospedera.
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2.3.4.3. Resistencia inducida (RI)
La RI se define como un aumento en la capacidad de defensa desarrollada por la
planta en respuesta a una interaccion con otro organismo, ya sea benéfico o

patogeno (Dames, 2014).

Durante el establecimiento de la asociacion micorricica se produce un estado de
alerta o “priming” (Pozo et al., 2013), y con ello la modulacion de respuesta que
consiste en una activacion leve pero eficaz de defensa inmune de la planta tanto a
nivel local como sistémico. Esta activacion conduce a la planta a un estado en el cual
posteriormente puede incrementar su respuesta inmune ante el ataque de algun
patégeno o enemigo potencial (Pozo y Azcén-Aguilar, 2007; Jung et al., 2012). Hao
et al. (2012), observaron que G. intraradices BEG141 redujo la formacion de agallas
por el nematodo agallador X. index en plantas de vid, efecto atribuido a la resistencia

inducida local y sistémica que la asociacién le confirié a la planta.

2.3.4.4. Exudados que inhiben la germinacion de las esporas de los hongos

La capacidad de los HMA para reducir los sintomas de la enfermedad causada es
compleja y al parecer diversos mecanismos actlan en sinergismo en la rizésfera;
mediante esta asociacion, el micelio externo tiene la capacidad de estimular el
incremento de microorganismos como las bacterias antagénicas al patdgeno
(Lioussanne, 2010). Ello debido a que los exudados de la raiz son una mezcla
compleja de compuestos organicos, cuya composicion es influenciada por la
colonizacion micorricica. En un estudio realizado con Glomus irregularis se observo,
gue la colonizacion favorecié la presencia de carbohidratos y aminoacidos,
compuestos capaces de fungir como sustratos para el crecimiento rizobacterias que
inhibieron el crecimiento de patégenos como Phytophthora nicotianae (Bharardwaj et
al., 2012; citado por Dames, 2014). Ademas, los HMA pueden sintetizar etanol, acido
butirico, monoterpenos, sesquiterpenos, acido ascorbico, arginina, proteinas,
isoflavonoides vy fitoalexinas, los cuales pueden inhibir el crecimiento de patdgenos

como Pythium y Phytophthora (Roman, 2003).

Sin embargo, existen algunos factores biéticos y abiéticos tales como la humedad y
el contenido nutrimental del suelo, el genotipo del hospedante, la cantidad de indculo,
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tiempo de inoculacion de la micorriza, especies de HMA, potencial del patégeno y
micro flora del suelo que intervienen en la eficiencia de los HMA como agentes de

control biolégico (Tahat y Sijam, 2012).

2.4. Los HMA como agentes de control biolégico

Para utilizar HMA como agentes de control biolégico es necesario considerar algunos
criterios importantes como: (1) La asociacidon micorricica puede reducir el dafio
causado por patdgenos presentes en el suelo. (2) La habilidad de los HMA para
incrementar la tolerancia al patdégeno no es igual para todos los HMA probados hasta
ahora. (3) La proteccion no es efectiva para todos los patégenos y (4) la proteccién
es influenciada por el suelo y otros factores ambientales (Azcén-Aguilar y Barea,
1996).

En este sentido, Alejo-Iturvide et al. (2008), consideran que la presencia de HMA en
plantas de chile con marchitez tuvo un efecto positivo, debido a que
experimentalmente se observé la reduccion del dafio de las raices en un 25% en
comparacion con las no micorrizadas, por tanto, consideran que la colonizacion por
HMA puede incrementar la tolerancia de las plantas de chile a la infeccion causada
por P. capsici asi como una reduccion de la severidad de los sintomas. Asimismo,
Ozgonen et al. (2009), encontraron que el desarrollo de la marchitez del chile
causada por P. capsici en pimiento, decrecio en las raices colonizadas por hongos
micorricicos. En condiciones de campo se han encontrado resultados similares del
decremento de la enfermedad cuando se utilizan micorrizas y se combinan con

solarizacion (Cimen et al., 2009).

En un estudio realizado por Ozgonen y Erkilic, (2007), observaron que la pre-
inoculacion de Glomus mosseae incremento considerablemente la concentracion de
capsidiol y redujo la marchitez en pimiento causada por P. capsici en 43% y 57.2%
en condiciones de invernadero y campo respectivamente, el capsidiol es una
fitoalexina que su acumulacion en zonas de infeccion inhibe el crecimiento de P.
capsici durante la interaccion del patégeno con la planta (Fernandez-Herrera et al.,
2012).
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Cuadro 1. Los estudios realizados utilizando in6culo de HMA de suelo no estéril y las
interacciones con patdgenos de las plantas (Dames, 2014).

PATOGENO/ HOSPEDERO  HMA INOCULADO MECANISMO DE ACCION
Aphanomyces eutiches / Glomus mosseae Activacion de la respuesta de
Chicharo defensa
Slezack et al. (2000)
Gauemannomyces graminis Glomus mosseae Activacion de la respuesta de
var tritici / Cebada defensa
Khaosaad et al. (2007)
Phytophthora fragariae / Glomus etunicatum Exudados de raiz
Fresa Glomus monosporum Norman y Hooker (2000)
Phytophthora capsici / chile  Glomus fasciculatum Activacion de respuestas de
defensa
Alejo-Iturvide et al. (2008)
Phytophthora capsici / Gigaspora mosseae Activacion de respuestas de
Pimiento defensa
Ozgone y Erkilic (2007)
Pythium ultimum / Trébol Glomus mosseae Exudados de la raiz
blanco Glomus claroideum Carlsen et al. (2008)
Verticillium dahliae / Glomus deserticola Activacion de respuestas de
Pimiento defensa
Garmendia et al. (2006)
Verticillium dahliae / Glomus mosseae Adquisicion de nitrogeno

Berenjena
y tomate
Verticillium dahliae/ Algodén

Phytophthora parasitica/
Tomate

Karagiannidis et al. (2002)

Glomus etunicatum Competicién Kobra et al. (2013)
Glomus intrarradices
Glomus versiforme

Glomus mosseae G. mosseae fue mas eficaz
Glomus intrarradices en la reduccion de sintomas de la
enfermedad. Pozo et al. (2002)

2.5. Compatibilidad funcional

Aunque en el sentido estricto del término no existe “especificidad” entre plantas

superiores y HMA, ya que cualquier planta puede ser colonizada por hongos

micorricicos arbusculares Azcoén et al., (1984) citado por Roman (2003), consideran

oportuno hacer una revision del término “especificidad” con el propdsito de conservar

el sentido estricto de la palabra, considerando mas logico el término “compatibilidad”

a las diferentes combinaciones de una planta con especies de HMA. Existen
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diferencias de compatibilidad entre especies de HMA y especies de plantas sobre
todo en lo que se refiere a la efectividad de la relacion simbidtica.

Al respecto, De la Rosa-Mera et al. (2012), sefalan que aunque la relacion
micorricica que se establece no es especifica, se ha observado que algunos hongos
benefician en mayor grado a un determinado hospedante en comparacion con otros,

lo que denota diferencias funcionales entre especies de HMA.

La habilidad de dos simbiontes para establecer una asociacion que conduce a un
mejor rendimiento comparado con un manejo sin asociacion fue denominada
“‘compatibilidad funcional”. Se hipotetiza que dicha compatibilidad funcional
incrementa la simbiosis con un creciente sinergismo entre raices de las plantas y el
HMA en la movilizacion y adquisicién de nutrimentos, lo cual no depende Unicamente
de las condiciones ambientales, sino también de los genotipos de las plantas y las
cepas de HMA utilizados (Koltai y Kapulnik, 2010).

Existen diferentes reportes sobre la compatibilidad funcional entre los HMA y plantas
de diferentes especies. Ravnskov y Jakobsen (1994), mencionan que dicha
compatibilidad funcional depende de la planta hospedera con la cual el hongo
establece la relacion simbidtica, lo que implica para fines practicos la seleccion de
un hongo inoculante eficaz debe basarse en bioensayos que incluyan las plantas
hospederas en las cuales se pretende utilizar. Al respecto Robles-Martinez et al.
(2013), refieren que en plantas de Agave angustifolia Haw inoculadas con HMA, la
compatibilidad funcional se manifesté con un mayor niamero y longitud de raices en
las plantas hospedantes, sugieren ademas que dicha compatibilidad funcional
incrementd cuando se utilizaron indculos nativos de la regién en comparacién con los

in6culos de especies introducidas.
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3. HIPOTESIS

Una compatibilidad funcional alta de hongos micorricicos arbusculares y genotipos

de chile favorece el control biolégico de Phytophthora capsici.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar las interacciones entre diferentes indculos de HMA y genotipos de chile

en relacion al control biolégico de P. capsici.
4.2. Objetivos Especificos

1) Determinar la compatibilidad de HMA con diferentes genotipos de chile.
2) Determinar la virulencia de P. capsici en diferentes genotipos de chile.
3) Evaluar las interacciones de HMA y P. capsici en genotipos del cultivo de

chile con alta compatibilidad.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Establecimiento del experimento

Etapa 1
Se examino la compatibilidad de variedades de chile y cepas de HMA como factores
del experimento con 5 y 4 niveles respectivamente, para un total de total 20

tratamientos con 5 repeticiones.

Se utilizaron los hibridos pimiento morrén EZ1 y chile ancho EZ2 (Enza Zaden), chile
serrano Camino Real (Harris Moran), chile costefio (proveniente de Caracuaro), y
una variedad de Chilaca criolla (proveniente de Queréndaro). Las cepas de HMA
utilizadas corresponden a Rhizophagus irregularis cepa BEG87 (proporcionada por
el Dr. John Larsen, Laboratorio de Agroecologia, IIES, UNAM), los inGculos
comerciales Rizofermic (consorcio de 12 especies elaborado por la Universidad
Veracruzana) y Biosustenta (empresa cosustenta). Se establecieron 20 tratamientos
los cuales se muestran en el cuadro 2.

Se utilizé un arreglo experimental factorial 4*5; cada tratamiento se distribuy6 al azar

y la unidad experimental correspondié a una maceta con una planta (Cuadro 2).
Etapa 2

Se determin6é el indice de virulencia de P. capsici en los genotipos de chile
mencionados anteriormente como factor 1 (5 niveles) y dosis del patégeno (3
niveles) como el factor 2, (0, 10,000 y 50,000) zoosporas por planta. Cada uno de
los 15 tratamientos contd con 4 repeticiones por lo que en total fueron 60 unidades

experimentales.

Se establecio un arreglo experimental factorial 5*3, resultando 15 tratamientos que
se distribuyeron al azar, la unidad experimental correspondié a una maceta con una

planta (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Lista de tratamientos del experimento 1

TRAT. HMA VAR. DE CHILE

1 BEG87 EZ1

2 BEG87 Chilaca

3 BEG87 EZ2

4 BEGS87 Costeio

5 BEG87 Camino Real
6 Rizofermic Chilaca

7 Rizofermic EZ2

8 Rizofermic EZ1

9 Rizofermic Camino Real
10 Rizofermic Costefio
11 Biosustenta Chilaca
12 Biosustenta EZ1

13 Biosustenta Camino Real
14 Biosustenta Costefio
15 Biosustenta EZ2

16 Sin HMA Camino Real
17 Sin HMA EZ1

18 Sin HMA EZ2

19 Sin HMA Chilaca
20 Sin HMA Costefio

Cuadro 3. Lista de tratamientos del experimento 2

Trat. Var. De chile P. capsici L
1 EZ1 Testigo
2 EZ1 Dosis 1
3 EZ1 Dosis 2
4 EZ2 Testigo
5 EZ2 Dosis 1
6 EZ2 Dosis 2
7 Chilaca Testigo
8 Chilaca Dosis 1
9 Chilaca Dosis 2
10 Camino Real Testigo
11 Camino Real Dosis 1
12 Camino Real Dosis 2
13 Costefio Testigo
14 Costefo Dosis 1
15 Costefio Dosis 2



Etapa 3

Se evalué el efecto de diferentes cepas de HMA como agentes de control biolégico

contra la pudricién de la raiz de plantas de chile causada por el patégeno P. capsici.

Los factores examinados correspondieron a las variedades de chile, el patdgeno y

las cepas de HMA con 3, 2 y 4 niveles respectivamente.

Para el factor uno, las variedades de chile utilizadas fueron EZ1, EZ2 y Chilaca, en el
factor dos las dosis fueron 0y 15,000 zoosporas y para el factor tres se utilizaron

las mismas cepas que en el experimento uno y la misma dosis.

Cada uno de los 24 tratamientos contd con 5 repeticiones, por lo cual se obtuvo un
total de 120 unidades experimentales (cada unidad experimental correspondié a una

maceta con una planta).

Se establecio un arreglo experimental factorial 4*3*2 en el que los tratamientos se

distribuyeron al azar (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Lista de tratamientos del experimento 3

Trat. HMA Var. De Chile P. capsici
1 Sin HMA EZ1 -
2 Sin HMA EZ1 +
3 Sin HMA EZ2 -
4 Sin HMA EZ2 +
5 Sin HMA Chilaca -
6 Sin HMA Chilaca +
7 BEGS87 EZ1 -
8 BEGS87 EZ1 +
9 BEGS87 EZ2 -
10 BEG87 EZ2 +
11 BEG87 Chilaca -
12 BEGS87 Chilaca +
13 Rizofermic EZ1 -
14 Rizofermic EZ1 +
15 Rizofermic EZ2 -
16 Rizofermic EZ2 +
17 Rizofermic Chilaca -
18 Rizofermic Chilaca +
19 Biosustenta EZ1 -
20 Biosustenta EZ1 +
21 Biosustenta EZ2 -
22 Biosustenta EZ2 +
23 Biosustenta Chilaca -
24 Biosustenta Chilaca +

5.2. Condiciones experimentales

Material vegetativo

Como sustrato se utilizdé una mezcla de suelo del Centro Regional Universitario
Centro Occidente de la Universidad Autonoma de Chapingo y arena en una
proporcion de 1:1, p:p previamente esterilizada por dos ocasiones a 120°C y 16 |b de
presion durante una hora. La inoculaciéon con los HMA se realizé aplicando el 10%
del producto respecto al sustrato utilizado en la charola de germinacion. Se aplico
una solucién nutritiva en dosis de 3 mL Kg* de sustrato (Anexo 1.) excepto fosfato de
potasio. Las semillas de chile fueron desinfestadas con alcohol diluido al 70% en el

cual se sumergieron durante 30 segundos, posteriormente se retird el alcohol y se
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sembraron en el sustrato a una profundidad de 0.5 a 1 cm, se utilizaron charolas para
germinacion con 200 cavidades cada una.

Los semilleros se cubrieron con plastico y se colocaron en la camara de crecimiento
a una temperatura de 24 a 25 °C. Después de seis semanas, las plantulas fueron
trasplantadas y colocadas en un invernadero del Centro de Investigaciones en
Ecosistemas de la UNAM, Campus Morelia, utilizando macetas de 800 g de suelo:
arena (1:1, p:p ) esterilizado, sin embargo, tres semanas después se trasladaron a
una camara de crecimiento a temperaturas entre 14 y 26 °C y un fotoperiodo de 12
horas luz, ello debido a que en algunos dias se presentaban temperaturas minimas
gue oscilaban de 5 a 0 °C, mismas que perjudican el desarrollo de las plantas de esta
especie. Al momento del trasplante se aplicO por Unica ocasion la formula de
fertilizacion (Anexo 1), excepto nitrato de amonio que se aplicé dos y tres semanas
después del trasplante (SDT) y fosfato de potasio que se aplicé una SDT a una dosis
de 3y 4 mL maceta. Se regaron de acuerdo a las necesidades de la planta.

5.3. Variables de respuesta medidas

El experimento uno consistié en evaluar la compatibilidad de plantas de chile y cepas
de HMA, se cuantificé peso seco de la parte aérea y la raiz, asi como el porcentaje

de colonizacién micorricica.

El experimento dos se realizé para medir la virulencia del patégeno en las diferentes
variedades de chile, por ello, se midioé peso seco de la parte aérea y la raiz asi como

el indice de severidad en la parte aérea y la raiz.

En el experimento tres consistié en evaluar la interaccion de los factores variedades
de chile, el patdgeno P. capsici y las diferentes sepas de HMA, por tanto, se midio el
peso seco de la parte aérea y raiz, el indice se severidad o dafio en la parte aérea y
la raiz, el porcentaje de infeccion por P. capsici y el porcentaje de colonizacion

micorricica.

Para medir las diferentes variables fue necesario realizar los siguientes

procedimientos
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Tincion de raices para evaluacién de colonizacion micorricica

Se realiz6 la tincion de raices para los experimentos 1 y 3 mediante el método de
Brundrett et al. (1996) con modificaciones, las raices frescas se lavaron con agua
corriente para eliminar residuos de suelo. Una vez limpias se cortaron en segmentos
de aproximadamente 1.5-2 cm de longitud, se colocaron en tubos coénicos tipo falcon
y se cubrieron con una solucion de KOH al 10% y se mantuvieron a temperatura
ambiente. La solucion de KOH se cambi0 varias veces hasta obtener raices suaves y
poco pigmentadas, lo cual se observo 8 dias a partir del inicio del tratamiento. Las
raices se lavaron con agua corriente y se cubrieron con peroxido de hidrégeno
(H202) por un lapso de 40 minutos, posteriormente se retiré el peroxido y sin
enjuagar se agrego el azul de tripano al 0.05% durante 5 minutos, transcurrido ese

tiempo se elimind el colorante y se lavaron con agua corriente.

Se cuantificd el porcentaje de colonizaciébn micorricica total (hifas + vesiculas +
arbasculos), de acuerdo al método de interseccion propuesto por McGonigle et al.
(1990) con modificaciones. Se montaron laminillas con 20 segmentos de raiz, las
cuales se observaron a microscopio compuesto. Se utiliz6 una linea horizontal
“stagegraticule” como criterio para contabilizar la presencia de arbusculos, hifas,
vesiculas, micelio externo y ausencia. Si la linea tocaba una estructura se cuantificd
y se obtuvo el porcentaje de colonizacion utilizando la siguiente formula: % de
colonizacion = (numero de raices colonizadas/ niamero total de raices revisadas) x
100.

Preparacién del inéculo P. capsici para experimentos dos y tres

El material bioldgico utilizado fue proporcionado por el Laboratorio de Fitopatologia
del IIAF y correspondio al aislado CH-11, el cual en diferentes estudios ha mostrado
un alto grado de virulencia. La produccion de esporangios y zoosporas se llevo a
cabo a través del procedimiento de Ristaino (1990) con modificaciones. Los cultivos
puros de P. capsici fueron desarrollados sobre V-8 agar 24 +2 °C durante 5 dias.
Posteriormente se indujo la esporulacién cortando cuadros con micelio de 1 cm que

se transfirieron a cajas de petri esterilizadas, a estas cajas se les agreg6 agua estéril
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y se incubaron a 25°C durante 6 dias. La induccion de la liberacién de zoosporas se
inicié colocando las cajas con esporangios en el refrigerador a una temperatura de
4°C por un lapso de 40 min., posteriormente se colocaron por 30 minutos a °T
ambiente, después de este tiempo, se prepard una suspension para determinar el
namero de zoosporas por mL. Las zoosporas se colocaron en vasos de precipitado y
se cuantificaron en la camara de Neubauer para ajustar a la concentracion requerida.
La inoculacion se realizé aplicando los propagulos en la base del tallo utilizando una

pipeta.

Determinacion de indice de severidad de la marchitez en plantas de chile para
experimentos 2y 3

Se evalud la sintomatologia con base en un indice de severidad con escalas de 0 a
4, las observaciones se realizaron 27 y 48 dias después del trasplante en los

experimentos 2 y 3 respectivamente.

Cuadro 5. Escala de indice de severidad de la marchitez causada por P. capsici en
plantas de chile.

indice de severidad Sintomatologia
Planta sana
1 Planta con hojas flacidas (marchitas) y tallo erguido
2 Pérdida de turgencia media en hojas y tallo
3 Pérdida de turgencia total en hojas y tallo
4 Planta colapsada (muriendo)

Figura 3. indice de severidad de la marchitez en plantas de chile; a) planta sana, b)
planta con pérdida de turgencia media en hojas y tallos (escala 2) y c) planta
colapsada muriendo (escala 4).
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5.4. Cosecha

La cosecha de los experimentos se realizd en las fechas que a continuacion se
mencionan, el experimento uno se cosechd nueve semanas despueés del trasplante
(SDT), en el dos se realizd la inoculacion del patégeno ocho SDT y se cosechd
después de otras cuatro para un total de doce semanas, por ultimo en el experimento
tres se realizé la inoculacion a plantas de nueve SDT y se cosechoé luego de otras
siete semanas transcurridas para un total de dieciséis semanas después del
trasplante. En todas las plantas se retir6 completamente el suelo de la maceta y se
lavaron las raices con agua corriente, para posteriormente darles su respectivo

tratamiento.
5.5. Estadistica

Se realizaron analisis de varianza y pruebas de comparacién de medias con LSD.

Para el andlisis de los datos no paramétricos se realizé la prueba de Kruskal-Wallis y
Bonferroni-Dumm.
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento 1

En el experimento 1, no se observaron diferencias significativas en el factor
variedades de chile para las variables PSPA, PSPR y colonizacion micorricica. Por el
contrario los HMA mostraron diferencias significativas para dichas variables medidas;
lo que indica que el crecimiento de las plantas de chile fue influenciado por la
micorrizacion, no obstante, Unicamente existid interaccion entre ambos factores en
PSPA (Cuadro 6).

Cuadro 6. Valores de P obtenidos en los andalisis de varianza realizados durante el
experimento 1.

PSPA* PSPR** COLONIZACION HMA
A: VAR. DE CHILE 0.0602 0.2116 0.1338
B: HMA 0.0000 0.0000 0.0000
A*B: INTERACCION 0.0486 0.2254 0.2237

*PSPA (Peso Seco Parte Aérea) **PSPR (Peso Seco Parte Radical)

6.1.1. Peso Seco Parte Aérea (PSPA)

Con respecto al PSPA el analisis de varianza indicé diferencia significativa, donde el
mayor PSPA se obtuvo de la interaccion entre la variedad Camino Real y BEG87
(Fig. 4). Asimismo, el menor PSPA correspondio a la variedad Costefio sin aplicacion
de HMA, sin embargo, no mostré diferencia significativa con el resto de los
tratamientos donde no se realizé inoculacion de HMA, y estadisticamente también
fue igual al tratamiento 9 que corresponde a la interaccién entre Camino Real y

Rizofermic.
6.1.2. Peso Seco Parte Radical (PSPR)

Para esta variable de respuesta no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos. El mayor promedio correspondioé al tratamiento 5, entre la variedad de
chile Camino Real y la cepa BEG87; en tanto que el promedio mas bajo se obtuvo de
las variedades Camino Real y EZ2 sin HMA (Fig. 5). El analisis de varianza indic6
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que el factor HMA influyé en los resultados, no obstante, el factor variedad de chile
no fue significativo por lo que no se observd una interaccion entre los factores
variedades de chile e in6culos de HMA. Cabe hacer notar que la cepa BEGS87

incrementod el peso seco de la raiz en todos los genotipos de chile.
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Figura 4. Efecto de la interaccion de variedades de chile y diferentes indculos de
HMA sobre el peso seco de la parte aérea.
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Figura 5. Efecto de la interaccion entre variedades de chile y diferentes inéculos de
HMA sobre el peso seco de la raiz.
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6.1.3. Porcentaje de colonizacién

Para esta variable, se encontré que existe una diferencia entre inéculos, siendo
BEG87 el que mostr6 mayor compatibilidad, misma que se reflejd6 en mayor
produccion de biomasa con todos los genotipos de chile (Fig. 6); sin embargo, no se
observo interaccion entre factores (Cuadro 6), lo que indica que el efecto de los HMA

es independiente a la variedad de chile hospedera.
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Figura 6. Porcentaje de colonizacion de diferentes in6culos de HMA en plantas de
chile.

6.2. Experimento 2

En el experimento 2, se observé que tanto el factor variedades de chile como el
patdgeno influyeron significativamente en todas las variables medidas (Cuadro 7),
asimismo, se observé interaccion entre ambos factores. Lo que indica que las
variedades de chile responden de manera diferente al ataque del patégeno, efecto
gque se manifiesta en una diferencia significativa en la produccion de biomasa,
sintoma de la enfermedad y porcentaje de dafio en la raiz de las plantas de chile

inoculadas con el patégeno.
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Cuadro 7. Valores de P obtenidos en los analisis de varianza realizados durante el
experimento 2.

PSPA* PSPR* SINTOMA 9% DE DANO EN RAI(Z

PA
A: VAR. DE CHILE  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
B: P. capsici 0.0000 0.0002 0.0000 0.0000
AB:INTERACCION  0.0001 0.0000 0.0000 0.0000

*PSPA (Peso Seco Parte Aérea) **PSPR (Peso Seco Parte Radical)

6.2.1. Peso Seco Parte Aérea (PSPA)

Se detectaron diferencias significativas entre tratamientos, las cuales son atribuidas
tanto al factor variedad de chile como a la dosis del patégeno. EI mayor promedio
correspondio al tratamiento 11, de la variedad Camino Real sin inoculacién del
patogeno, el cual fue superior estadisticamente al resto, con excepciéon del
tratamiento 10 que corresponde a la misma variedad y la dosis 1, asi como a las
variedades EZ1 y EZ2 sin inoculacion del patégeno (Fig.7). En la variedad Chilaca
criolla se observo el efecto inverso, es decir, los tratamiento inoculados con el

patdgeno mostraron una mayor produccion de materia seca.
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6.2.2. Peso Seco Parte Radical (PSPR)

En esta variable de respuesta se detectaron diferencias significativas entre
tratamientos. El mayor promedio nuevamente correspondio al tratamiento 11, en la
variedad Camino Real sin inocular con P. capsici. Fue estadisticamente superior a la
mayoria de los tratamientos con excepcion de las variedades Costefio y EZ2 sin el
patdgeno, asi como con la variedad Camino Real-dosisl del patégeno (Fig. 8). El

promedio mas bajo correspondié al tratamiento testigo y la variedad Chilaca.
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Figura 8. Efecto de la interaccion de variedades de chile y dosis de P. capsici sobre
el peso seco de la raiz.
*10,000 zoosporas mL* **50,000 zoosporas mL!

Promedios con diferente letra indican diferencia estadistica (p<0.05)
6.2.3. indice de severidad de la enfermedad en plantas de chile

Por ser datos no paramétricos, para determinar si los tratamientos presentaron
diferencias significativas, se realizdé la prueba de Kruskal-Wallis, con la cual se
observd que si existen diferencias entre tratamientos (Fig. 9).
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En base a los resultados obtenidos, al realizar la prueba, se observa el efecto del
patdogeno P. capsici sobre las plantas inoculadas, excepto en el tratamiento 10 que
corresponde a la variedad Camino Real inoculada con la dosis 1, asi como con las
plantas de la variedad Chilaca, donde no hubo diferencia significativa entre el testigo
y las plantas inoculadas (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto de la interaccion de variedades de chile y dosis de P. capsici donde
se aprecia el indice de severidad de la enfermedad en la parte aérea de la planta.
Prueba realizada con Bonferroni- Dunn.

*10,000 zoosporas mL* **50,000 zoosporas mL*

Promedios con diferente letra indican diferencia estadistica (P< 0.0001).

6.2.4. Porcentaje de dafio en la raiz de plantas de chile

El andlisis de varianza indicO que existe una interaccion significativa entre los
genotipos de chile y el patdégeno P. capsici. Los hibridos EZ1 y EZ2 mostraron mayor
porcentaje de dafio en la raiz en la interacciébn con ambas dosis del patégeno. Las
variedades Camino Real y Costefio mostraron porcentajes similares con 30 y 50% de
dafio en las raices de plantas de chile inoculadas con 10,000 y 50,000 zoosporas
respectivamente (Fig. 10). Cabe resaltar que el patdgeno no ocasioné dafio en la
variedad Chilaca, por lo que, se considera que ésta variedad es tolerante el ataque
del aislado CH-11 de P. capsici utilizado en este estudio, ya que no mostrd sintomas
de la enfermedad.
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Figura 10. Efecto de la interaccidon de variedades de chile y dosis de P. capsici sobre
el peso seco de la raiz.
*10,000 zoosporas mL* **50,000 zoosporas mL*

Promedios con diferente letra indican diferencia estadistica (p<0.05).

6.3. Experimento 3

En el experimento 3, se observd que los genotipos de chile influyeron de manera
significativa en PSPA, infeccion por P. capsici y el porcentaje de dafio que el
patdgeno ocasiond en la raiz de la planta (Cuadro 8). En tanto que los HMA, fueron
significativos con respecto al PSPR, la infeccién del patdégeno y la colonizacion
micorricica en la planta. Asimismo, P. capsici influy6 significativamente en todas las
variables medidas, excepto en la colonizacidon micorricica. Sin embargo, al analizar la
interaccidn de los tres factores estudiados, se observa que es significativa
Gnicamente en PSPR, la infeccion por el patégeno, y el sintoma de la enfermedad en

la planta.

6.3.1. Peso Seco Parte Aérea (PSPA)

El andlisis de varianza indicé que no hubo significancia entre el patégeno, los HMA y
los genotipos de plantas de chile, sin embargo, la inoculacién de P. capsici afecto6 el
desemperio vegetal del hibrido EZ1 (Fig. 11), en contraste con la variedad Chilaca

gue no mostré afectacion del patégeno.
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Cuadro 8. Valores de P de las diferentes variables de respuesta analizadas en el
experimento 3, obtenidos del analisis de varianza con 95% de confiabilidad.

PSPA PSPR INFECCION COLONIZACION % DE DANO

P. capsici HMA EN RAIZ

A: VAR. DE CHILE 0.0001 0.2181 0.0000 0.3534 0.0000
B: HMA 0.9680 0.0017 0.0310 0.0072 0.6070

C: P. capsici 0.0015 0.0000 0.0000 0.1444 0.0000
AB:INTERACCION 0.5724 0.5700 0.0013 0.4048 0.6737
AC:INTERACCION 0.0000 0.0000 0.0000 0.4987 0.0000
BC:INTERACCION 0.0485 0.9776 0.0310 0.9930 0.6070
ABC:INTERACCION 0.2652 0.0229 0.0013 0.0861 0.6737

*PSPA (Peso Seco Parte Aérea) **PSPR (Peso Seco Parte Radical)

+ + + + + O + + + + +
SIN HMA BEG87 RIZO. BIOS. SIN HMA BEG87 RIZO. BIOS. SIN HMA BEG87 RIZO. BIOS.
EZ1 EZ2 Chilaca

Figura 11. Efecto de la interaccién de variedades de chile, in6culos de HMA y el
patdgeno P. capsici sobre el peso seco de la parte aérea de la planta.

6.3.2. Peso Seco Parte Radical (PSPR)

El analisis de varianza indicé una interaccion entre las variedades de chile, el
patogeno y los HMA. El mayor promedio se obtuvo de la interaccion entre EZ1 vy el
consorcio comercial Rizofermic sin P. capsici. El patdgeno afectd en diferente nivel
el peso seco de la raiz entre variedades, ya que en EZ1 decrecié la produccién de la

misma, en tanto que en la variedad Chilaca no se observé ningun efecto.
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Figura 12. Efecto de la interaccion de variedades de chile, in6culos de HMA y el
patdgeno P. capsici sobre el peso seco de la raiz.

Promedios con diferente letra indican diferencia estadistica (p<0.05).

6.3.3. Porcentaje de infeccion de P. capsici en plantas de chile

El andlisis de varianza muestra significancia estadistica entre los factores estudiados.
El promedio méas alto de infeccidon en la raiz de plantas de chile, correspondié al
tratamiento del hibrido EZ2 colonizado por el in6culo comercial Biosustenta y fue
diferente al resto de los tratamientos, excepto al tratamiento del mismo genotipo de
chile inoculado con BEGS87. Sin embargo, como se menciond anteriormente, la
cosecha se realiz0 siete semanas después de la inoculacién del patébgeno, mismo
que a partir del quinto dia provocé sintomas de marchitamiento en el hibrido EZ1, y
después de una semana, las plantas se observaron totalmente colapsadas. Por lo
tanto, se considera que los resultados obtenidos de infeccion del patdégeno en las
plantas de éste genotipo, no reflejan el efecto del patégeno en dichas plantas, debido
a que al momento de la cosecha, las raices ya se encontraban totalmente
necrosadas y es posible que en ese estado se encontraran microorganismos

saprdfitos en ellas y no el patégeno inoculado.
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Figura 13. Efecto de la interaccion de variedades de chile, in6culos de

HMA y el

porcentaje de infeccion de P. capsici en plantas de chile.

Promedios con diferente letra indican diferencia estadistica (p<0.05).
6.3.4. Andlisis de la colonizacion micorricica en plantas de chile

El andlisis de varianza indic6 que no hay interaccién entre factores, ya que las
variedades de chile respondieron de igual forma a la colonizacién por los HMA, en
presencia o ausencia del patdgeno. No obstante, el mayor porcentaje de colonizacion

micorricica se obtuvo con la cepa BEG87 en el hibrido EZ1 inoculada con P. capsici.
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Figura 14. Efecto de la interaccion de variedades de chile y el patégeno P. capsici
sobre la colonizacion micorricica en plantas de chile.

36



6.3.5. indice de severidad de la enfermedad en plantas de chile

Por ser datos no paramétricos, la comparacion de medias se realiz6 con la prueba de
Kruskal-Wallis. Con esta se detectd que existen diferencias significativas en la
interaccion entre los factores genotipos de chile, HMA y la inoculacion de P. capsici.
(Fig. 15). Este patdégeno ocasion6 en EZ1 severos sintomas de marchitamiento y el
colapso de las plantas, tanto colonizadas con HMA como sin micorrizacion. Las
plantas del hibrido EZ2 inoculadas con el patdgeno estadisticamente corresponden
al grupo de las plantas colapsadas, excepto el tratamiento inoculado con Rizofermic,
el cual no presentd ningun sintoma y estadisticamente es igual a los tratamientos
negativos del patégeno. Por otro lado, en la variedad Chilaca todos los tratamientos
fueron similares, ya que la inoculacién con el patégeno no provocé ningun sintoma

en la planta, lo que se atribuye a que existe tolerancia de la variedad al patégeno

inoculado.
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Figura 15. Efecto de la interaccion de variedades de chile, el patégeno P. capsici
in6culos de HMA sobre el sintoma de la enfermedad en plantas de chile.
Prueba realizada con Bonferroni- Dunn.

Promedios con diferente letra indican diferencia estadistica (p<0.0001).
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6.3.6. Porcentaje de dafio en la raiz de plantas de chile

El andlisis de varianza indico que no existe significancia entre los factores variedades
de chile, in6culos de HMA vy el patdgeno P. capsici, ya que en las plantas de la
variedad Chilaca se observé un porcentaje de dafio minimo, se atribuye este afecto

mayormente al factor genotipo de planta (Fig. 16).
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patdgeno P. capsici sobre el sintoma de la enfermedad en la raiz de plantas de
chile.
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7. DISCUSION

Resistencia en variedades de chile contra P. capsici

P. capsici es un patdgeno muy agresivo y en plantas susceptibles infecta raiz, follaje,
flores o frutos en cualquier estado de desarrollo de la planta hospedera (Castro et al,
2012).

En el presente estudio se observé diferencia de respuesta en las plantas inoculadas
con P. capsici, donde los hibridos EZ1 y EZ2, asi como las variedades Costefio y
Camino Real mostraron susceptibilidad a P. capsici. Como consecuencia de la
infeccion con P. capsici esos genotipos de chile mostraron un menor desempefo
vegetal como resultado del dafio ocasionado por el patdgeno. Sin embargo, la
compatibilidad e incompatibilidad planta-patégeno estd determinada por el grado de
coordinacion entre las diferentes estrategias de defensa, la rapidez y la magnitud con
gue ocurre la expresion de genes que codifican para la sintesis de metabolitos que
inhiben el crecimiento del patdgeno (Silvar, et al., 2008). En este sentido, la variedad
Chilaca criolla obtenida del municipio de Queréndaro, Michoacan, no mostré ninguin
sintoma tipico ocasionado por el patégeno, por ello, se sugiere que la variedad

Chilaca criolla es resistente al patégeno.

En contraste, Moran-Bafiuelos (et al., 2010), con un método de inoculacion similar al
utilizado en este estudio, inoculando 100,000 zoosporas por planta de 29 colectas
realizadas en el estado de Puebla, observaron que todas las plantas inoculadas

presentaron sintoma de la enfermedad.

De tal manera que de acuerdo con los diferentes estudios realizados en busqueda de
material resistente a P. capsici, a la fecha Unicamente se ha identificado como
resistente universal contra este patdogeno al material criollo del estado de Morelos
CM-334 (Fernandez- Pavia, 1979; Fernandez, 2011; Lamour, 2012).
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Promocion de crecimiento vegetal en variedades de chile con HMA

Los HMA se caracterizan por ser promotores de crecimiento vegetal, lo anterior, se
atribuye esencialmente a que mejoran la nutricién de la planta hospedera debido a la
mayor absorcion principalmente de P (Barea et al., 2005; Bucher, 2007). Asimismo,
la compatibilidad entre HMA y las plantas hospederas depende de sefiales
especificas bioquimicas y genéticas que permiten el reconocimiento, colonizacion e

intercambio de nutrientes (Ramirez, 2010).

En el experimento uno, los HMA promovieron mayor produccién de biomasa respecto
a las plantas no micorrizadas, principalmente la cepa BEG87 correspondiente a la
especie R. Irreguralis, mostré mayor compatibilidad con todos los genotipos de chile
qgue el resto de in6culos utilizados, ya que se encontraron valores de 45 y 5% de
colonizacion micorricica con BEG87 y los inéculos comerciales respectivamente.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Boonlue et al. (2012), quienes
observaron que la pre inoculaciéon con G. clarum RA0305 en plantas de chile con
valores entre 25 y 79% de colonizacién incrementd significativamente la altura de la
planta, peso seco de la parte aérea y numero de frutos por planta, en comparacion

con las no micorrizadas.

Sin embargo, en el experimento 2 los HMA no influyeron en el desempefio vegetal.
Se encontraron promedios entre 18 y 25% de colonizacion micorricica, por lo tanto,
no se observo diferencia entre los inéculos utilizados. Estos resultados difieren con lo
reportado por (Reyes, 2015) quien observd que los HMA promovieron el crecimiento
de las plantas de chile serrano y poblano. Sin embargo, en otro estudio realizado por
Raya (2015), se manifest6 un decremento en el desempefio vegetal de plantas de

chile serrano pre inoculadas con R. irregularis.
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Papel de los HMA en la salud de vegetal de variedades de chile inoculadas con
P. capsici

Los HMA incrementan en la planta la capacidad de resistencia (Zarea et al., 2014) y
es posible que exista sinergismo entre especies en el biocontrol de patdégenos
(Wehher et al.,, 2010), sin embargo, en este estudio la asociacion micorricica no

mostro un efecto bioprotector en la interaccion planta-P. capsici-HMA.

Resultados contrastantes reportaron Alejo-lturbe et al. (2009), quienes observaron
una disminucion de la enfermedad en plantas infectadas por P. capsici pre
inoculadas con HMA. En otro estudio, la colonizacion micorricica disminuyé
significativamente la pudricion de raiz en plantas de citricos infectados por P.

parasitica (Youpensuk et al., 2012).

Sin embargo, con base en los resultados obtenidos en un estudio realizado, Raya
(2015), sefiala que en plantas de chile serrano pre inoculadas con R. irregularis, la
colonizacion micorricica incrementé el sintoma de la enfermedad causada por P.

capsici.

Al respecto, Whipps (2004), sefiala que el biocontrol con HMA en condiciones de
campo e invernadero frecuentemente es limitado, entre otros factores, debido a la
diferencia de condiciones de laboratorio e in vitro en que se realizan las pruebas

exitosas.
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8. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en los experimentos realizados en las

condiciones experimentales mencionadas se concluye:

La compatibilidad funcional de HMA y plantas de chile se reflej6 en un mayor
desemperio vegetal (PSPA Y PSPR).

Las plantas de chile responden de manera diferente al ataque del patégeno P.
capsici, efecto atribuido a la susceptibilidad o tolerancia de las variedades

evaluadas.

Los HMA no disminuyeron la marchitez causada por el patdgeno P. capsici en

plantas de chile cuando hubo interaccion planta-patégeno-HMA.

Debido al comportamiento observado en este estudio, la variedad Chilaca criolla
obtenida de Queréndaro podria ser utilizada en el fito mejoramiento de materiales

tolerantes a P. capsici.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Férmula de fertilizacién utilizada

. , y mg/Kg de mL de
No Nutriente Férmula Concentracién g/L 9/ng solucion/kg
sustrato
sustrato

1 Sulfato de potasio K2SO4 25.0 75.0 3

2 Cloruro de calcio CaCl22H.0 25.0 75.0 3
Sulfato de cobre CuS045H20 0.7 2.1
Sulfato de zinc ZnS047H20 1.8 5.4

3 Sulfato de manganeso MnSO4H20 3.5 10.5 3
Sulfato de cobalto CoS047H20 0.13 0.39
Sulfato de Magnesio MgS0O47H20 15.0 45.0
Molibdato de sodio Na:Mo042H.0 0.06 0.18

4 Nitrato de amonio NH4NOs3 28.57 86.2 3

5 Fosfato de potasio KH2PO4 43.93 3

Anexo 2. Agar harina de maiz selectivo

Cornmeal-Agar—-Piramicina—Ampicilina—Rifampicina-Pentacloronitrobenceno
Himexazol Erwin y Ribeiro, 1996

Para 1L de medio de cultivo:

1. Disolver 17g de agar harina de maiz (AHM) en un litro de agua destilada. EI AHM
debe agregarse primero y posteriormente el agua

2. Esterilizar a 121°C y 15 Ib de presién por 20 minutos
3. Enfriar el medio en bafio maria a 49°C por 30 minutos
4. Vaciar en cajas Petri en campana de flujo laminar

Enfriar un poco el medio y agregar 2 mL de los siguientes antibiéticos:
e Penta Cloro Nitro Benceno (PNBC)

Natamicina (Delvocid)

Ampicilina

Ritampicina

Hymexazol

NOTA: Se debe considerar el volumen de los antibiéticos al momento de agregar el
agua destilada al medio de cultivo. Para 1L de medio se agregan solamente 990 mL
de agua destilada puesto que 10 mL corresponden a los antibiéticos
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