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Resumen

En el estado de Zacatecas el cultivo de chile (Capsicum annuum L.) es una de sus
principales actividades socioeconémicas. Sin embargo, el cultivo es afectado por
diferentes agentes patogenos, tales como Phytophthora capsici L. Este oomiceto es
el agente causal de la destructiva enfermedad marchitez o secadera de la planta
de chile, que causa enormes pérdidas de las areas cultivadas. Una alternativa eco-
némica y amigable con el ambiente al uso de fungicidas es el uso de agentes de
biocontrol (bacterias y hongos). El objetivo del presente trabajo fue realizar el ais-
lamiento de hongos nativos de la entidad con actividad antagdnica contra P. capsi-
ci L.y la evaluacion del efecto protector en planta de C. annuum L. Se obtuvieron
cultivos puros de hongos a partir de suelos agricolas y derivados de la mineriay de
plantas asociadas a ellos (rizésfera, hojas v raices), todos colectados en el estado.
Se confrontaron 50 cepas de hongos contra P. capsici L. para obtener cinéticas de
crecimiento-inhibicién; 20 cepas causaron inhibicidn del crecimiento de P. capsici
L. del 75 al 100%. La co-inoculacion de plantulas de C. annuum L. con P. capsici L.
y con cepas seleccionadas de hongos con caracteristicas de biocontrol resultd en
una notable reduccion de sintomas de secadera en comparacion con las plantulas
infectadas unicamente con el fitopatdégeno. Los resultados anteriores demuestran
que los aislados fungicos con actividad de biocontrol son agentes potenciales para
proteccion de plantas de chile contra la enfermedad de la secadera.
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Introduccion

En el estado de Zacatecas el cultivo de chile (Cap-
sicum annuum L.) es una de sus principales activi-
dades socioecondémicas. En el periodo 2010-2012 se
produjeron 309 612 toneladas de chile, con un valor
de produccion de 2.16 billones de pesos en prome-
dio (SAGARPA, SIAP). Sin embargo, el cultivo de chile
enfrenta varios retos, como el riesgo de infeccion
por diferentes micro-organismos patdégenos, como
Phytophthora capsici L., causante de la enfermedad
conocida como de marchitez o secadera, que ha lle-
gado a afectar de 60 a 100% la superficie cultivada
(Delgadillo et al., 2009). El oomiceto infecta la raiz
o la base del tallo de planta de chile, lo que provo-
ca pudricién y un estrangulamiento en la base del
tallo que bloquea el xilema e interrumpe el paso
de nutrientes y agua, lo que causa la marchitez de
las hojas y conlleva a una defoliacion, pudricion del
fruto y muerte de la planta (Velasquez et al., 2001,
Hausbeck y Lamour, 2004).

Para el control de fitopatdégenos se aplican gran-
des cantidades de fungicidas, que ademas de ser
inespecificos y costosos, provocan el desarrollo de
resistencia por parte del fitopatégeno y problemas
de contaminacion y toxicidad al ecosistema (Ro-
driguez, 2002). Una alternativa al uso de fungici-
das es el uso de bacterias y hongos como agentes de
biocontrol, los cuales ejercen su efecto antagonico
contra los hongos patégenos por medio de compe-
tencia de espacio o nutrientes, produccién de me-
tabolitos, parasitismo directo e incluso inducir la
resistencia en plata (Balvatin et al., 2009). Con lo
anterior se hace necesaria la busqueda de agentes
de biocontrol (hongos) como opcién para dismi-
nuir la pérdida de cultivos de chile por afeccion de
P. capsici L.

El objetivo de este trabajo fue el aislamiento y
la caracterizacion de cepas de hongos autoctonos
del estado de Zacatecas, la evaluacion de su efecto
antagonico contra el crecimiento de P. capsici L. y la
determinacién de la capacidad de las cepas de hon-
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gos seleccionados para proteger plantulas de C. an-
nuum L. de la enfermedad causada por P. capsici L.

Metodologia
Sitios de colecta de muestras

Se colectaron las muestras en los municipios de
Guadalupe, Ojocaliente, Vetagrande y Sombrerete.
Los sitios de colecta se eligieron tomando en cuenta
si eran tierras destinadas al cultivo (de chile, alfalfa o
maiz) o sitios derivados de procesos mineros posible-
mente contaminados con metales pesados. También
se tomaron muestras de rizosfera de plantas silves-
tres de los sitios de colecta de raiz, tallo y hojas; asi-
mismo se colectaron muestras de cuerpos de agua y
lodos. Las muestras se colocaron en bolsas de plasti-
co tipo ziploc para su transporte al laboratorio.

Procesamiento de muestras, obtencion
y preservacion de las cepas de microorganismo

Las muestras solidas (10 g solidos) se resuspendieron
en solucion salina (NaCl 0.85%). Del sobrenadante
se seleccionaron las alicuotas necesarias para ha-
cer diluciones desde 10! hasta 107. Posteriormente,
se tomaron 100 pL de cada dilucién y se sembraron
en placas de medio papa dextrosa agar (PDA), suple-
mentado con 100 pg/mL de kanamicina y 250 ng/
mL de estreptomicina, para el aislamiento de hon-
gos. Las cajas Petri se incubaron a 28 °C, hasta que se
present6 desarrollo de colonias de microorganismos
(3 a 5 dias). Con las diferentes cepas de hongos obte-
nidos se realizaron resiembras hasta obtener cultivos
con morfologias tinicas en medio PDA. A partir de
los hongos aislados se realizaron cultivos liquidos en
medio caldo papa dextrosa y se prepararon stocks de
glicerol para la preservacion del hongo a -80 °C.
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Evaluacion del efecto antagénico de las cepas
de hongos aislados contra P. capsici L.

En cajas Petri de 5.3 cm con medio PDA se coloc6
en un extremo la cepa de hongo aislada y en el lado
contrario a P. capsici L., con ayuda de un sacaboca-
dos de 0.5 cm de diametro; las cajas Petri se incu-
baron a 28 °C. El desarrollo de los hongos se evalué
midiendo el crecimiento radial de las colonias de
los hongos hacia el centro de la caja, las mediciones
se realizaron cada 24 h por ocho dias. Se tuvieron
como controles el crecimiento de P. capsici L. y el de
cada cepa de hongo aislado. Cada confrontacion y
control se realiz6 por triplicado. De cada cinética
de crecimiento se determino el porcentaje de inhi-
bicion del crecimiento de P. capsici L. que cada cepa
de hongo causo.

Evaluacion del efecto de biocontrol
en plantula de chile in vitro

Las semillas de C. annuum L. pasaron por un proce-
so de lavado y estratificado, después se colocaron en
cajas Petri con medio Agar-Agua 1%, se dejaron en
oscuridad por dos semanas, después se colocaron en
camara de fotoperiodo (16 h luz, 8 h oscuridad). Las
plantulas con dos semanas de post-germinacion se
sembraron en medio Murashige & Skoog (MS) 10%,
sin sacarosa, pH=5.8, 4 plantulas por caja. Para el
caso de las confrontaciones, entre cada plantula
sembrada se coloco un inéculo de 0.5 cm de diame-
tro de la cepa del hongo aislado alternado con un
inoculo de 0.5 cm de diametro de P. capsici L. Se in-
cluyeron los controles solamente con el inéculo de
las cepas de hongos aislados o bien de P. capsici L. Se
evaluaron los dafios que ocasionaron los hongos a la
plantula durante quince dias.
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Resultados y discusion

Aislamiento de cepas de bacterias
y de hongos

A partir del procesamiento de las distintas muestras
colectadas a lo largo del estado de Zacatecas se ob-
tuvieron 724 cepas de hongos. De ellas se tienen cul-
tivos puros almacenados a -80 °C.

Efecto antagonico de las cepas
de hongos aislados contra P. capsici L.

Del total de las cepas de hongos obtenidas, 50 cepas
de hongos se confrontaron con el agente patogeno
P. capsici L. en medio PDA. El fitopatégeno P. capsici
L. cultivado en medio PDA presenté micelio blanco
algodonoso y crecimiento radial que cubri6 la tota-
lidad de la superficie de la placa en ocho dias (da-
tos no incluidos). Del total de las 50 cepas de hongos
confrontadas con el fitopatogeno, 23 cepas de hon-
gos inhibieron de 75 a 100% el desarrollo de P. capsici
L. El hongo aislado M7-3, el cual se obtuvo a partir
de suelo destinado al cultivo de chile en el munici-
pio de Trancoso, ocasioné un 86% de inhibicién en
el desarrollo del hongo patégeno (figura 1a).

Figura 1. Confrontacion de P. capsici L. con la cepa de
hongo (a) M7-3 y (b) la cepa de hongo M5R-3. Tercer dia
de incubacién a 28 °C en medio PDA.

En la cinética de crecimiento se puede observar
que a las 72 h la cepa del hongo M7-3 present6 el
maximo crecimiento, cubriendo por completo la su-
perficie de la placa, evitando con ello el crecimiento
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de P. capsici L. (figura 2), el cual no se restableci6 en
los siguientes dias de evaluacion.
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Figura 2. Cinéticas de crecimiento de Phytophthora capsici
I, cepa de hongo M7-3 M y crecimiento de P. capsici en
confrontaciéon con M7-3 @.

Para el caso de la cepa de hongo M5R-3 (figura
1b), la cual fue aislada a partir de la raiz de una plan-
ta silvestre (no identificada) en el municipio de Som-
brerete, causé un 68% de inhibicién en el crecimien-
to de P. capsici L. La cepa M5R-3 impidi6 el desarrollo
de P. capsici L. alas 48 h de iniciada la confrontacion,
como se puede observar en la figura 3.
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Figura 3. Cinéticas de crecimiento de Phytophthora capsici
I, cepa de hongo M5R-3 Ml y crecimiento de P. capsici en
confrontaciéon con M5R-3 @.
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Evaluacion del efecto de biocontrol
en plantula de chile in vitro

En primera instancia se determino el grado de afec-
cion que causa el fitopatdgeno P. capsici L. en plantu-
las de chile, para ello las plantulas se infectaron con
un indculo de 0.5 cm de didmetro de P. capsici L. Al
quinto dia posterior a la inoculacién, se observo la
presencia de pudricién (manchas cafés) en tallo y en
hojas, que fueron progresando hasta cubrir por com-
pleto a la plantula, a los quince dias de post-inocula-
cion las plantulas estaban completamente secas, sin
turgencia y con defoliacién (figura 2a).

Figura 2. Plantulas de C. annum (a) inoculadas con P. capsici
L. (b) inoculadas con la cepa de hongo M5R-3 y con P, capsici
L., con dias de inoculacién en medio ms 10%.

Concerniente a las plantulas de chile co-inocula-
das con P. capsici L. y con el hongo M5R-3, las plan-
tulas de chile mantuvieron su coloracion verde y su
turgencia (figura 2b) atin a los quince dias post-ino-
culacién, observandose notablemente la disminu-
cion de los sintomas de marchitez anteriormente vis-
tos en el cultivo control infectado con el fitopatogeno
(figura 2a).



Biotecnologia y Sustentabilidad

Conclusiones

Se aislaron cepas de hongos con diferente grado de
inhibicion del crecimiento de P. capsici L., las cuales
podrian ser utilizadas como agentes de biocontrol
para prevenir la enfermedad de secadera en plantu-
las de C. annuum L.
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