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RESUMEN

El control biolégico de enfermedades de plantas, se fundamenta en el uso de
organismos antagonistas del patdégeno, tales como bacterias y hongos, mediante
mecanismos de accion que incluyen la produccion de sustancias antimicrobianas,
parasitismo, competencia por espacio y nutrientes, induccion de resistencia al
estrés entre otros. Trichoderma spp. se ha caracterizado por ser un eficaz agente
de control biolégico (ABC) debido a las interacciones frente al patdgeno y la
planta, sin embargo se desconoce si el tratamiento con Trichoderma, puede
implicar cambios en las poblaciones microbianas de la rizésfera. El objetivo de
este trabajo es estimar las poblaciones bacterianas de la rizésfera, mediante el
establecimiento del tratamiento con los agentes de control biolégico Trichoderma
atroviride y Trichoderma virens, dirigido al patégeno Fusarium stilboides. En un
sistema de cultivo de chile jalapefio (Capsicum annuum L. var annuum) mediante
el establecimiento de dos ensayos (camara e invernadero), para evaluacion de los
parametros fisiologicos de la planta y el uso de técnicas microbioldgicas para la
identificacion taxondmica de microorganismos presentes en la rizésfera. En el
ensayo en camara los parametros fisiologicos de altura (16.6+1.7 cm), longitud
aérea (24.0+1.0cm) y de la raiz (24.0+1.0cm) fueron mayores en aquellos
tratamientos inoculados solo con el agente de control, a su vez aquellos en
presencia del patdgeno inhibieron la incidencia de la enfermedad ocasionada por
Fusarium stilboides; mientras que en el ensayo en invernadero los parametros
fisiologicos fueron homogéneos. Se identificaron los géneros bacterianos
Pseudomonas spp, Klebsiella spp y Enterobacter spp, por métodos
microbioldgicos, los cuales son promotores de nutrientes y crecimiento vegetal, a
su vez identificamos un mayor numero de poblaciones bacterianas en los dos
ensayos camara e invernadero (4.1x10° Ufc/g y 7.1x10° Ufc/g) en los tratamientos
en presencia de Trichoderma atroviride y Trichoderma virens inoculados con el
patogeno.

Palabras clave: actividad residual, agentes fungicos de control bioldgico,
diversidad microbiana, fisiologia vegetal, rizosfera.



ABSTRACT

Biological control of plant disease, is supported in the pathogen antagonist
organism like bacteria and fungus. It uses action mechanisms that includes
antimicrobial subtances production, space and nutrients competition, stress
resistance induction and others. Trichoderma spp. Has been characterized as an
efficient biological control agent (BCA) due to the interactions between pathogen
and plant, however it's unknown the effect of Trichoderma over the microbial
population in the rhizosphere. The aim of this investigation is to estimate the
microbial population at the rhizosphere, in the biological control treatment with
Trichoderma atroviride and Trichoderma virens, against Fusarium stilboides, in a
cultivation system of jalapefio pepper (Capsicum annuum L. var. annum). Two test
(greenhouse and camera) were performed to evaluate physiological parameters of
the plant and to identify bacteria in the rhizosphere by microbiological methods.
Physiological parameters in the camera essay of height (16.6+1.7 cm), aerial
length (24.0+1.0cm) and root length (17.3+1.5 cm), were higher in those
treatments that were inoculated with biological control agent, than those treatments
that were inoculated with biological control agent and pathogen. These treatments
inhibit the incidence of the pathogen Fusarium stilboides over the plant.
Greenhouse test throw homogeneous physiological parameters. The genus
Pseudomonas spp, Klebsiella spp and Enterobacter spp. were identified, these are
vegetative growth and nutrient promotors. More number of CFU’s (4.1x10° CFU/g
in camera essay and 7.1x10° CFU/g in greenhouse essay) were counted in those
treatments with Trichoderma virens and Trichoderma atroviride and Fusarium

stilboides.

Keywords: biological control fungal agents, microbial diversity, residual activity,

rhizosphere, vegetative physiology.
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. INTRODUCCION

La agricultura organica depende en gran medida de la diversidad
microbiana del suelo, la cual se encuentra constituida por bacterias, hongos,
levaduras, etc. (Bhardwaj et al., 2014).

La diversidad microbiana influye directamente sobre la fertilidad y
productividad del suelo, con respecto a la disponibilidad de nutrientes, la supresion
de enfermedades para las plantas, y la degradacion de diversos plaguicidas
(Ferrera et al., 2015).

El suelo contiene una ingente diversidad bioldgica, que controla procesos
ecosistémicos claves como la descomposicion de la materia organica y el
reciclado y mineralizacion de los nutrientes. Ademas, algunos grupos de
organismos edaficos estan intimamente asociados a las raices e influyen directa o
indirectamente en las interacciones entre plantas jugando un papel decisivo en el
modelado de las comunidades (Torres et al., 2009).

La incorporacién al agro ecosistema de microorganismos en el control
biolégico de enfermedades de plantas cultivables, ha demostrado tener efectos
supresivos frente a los fitopatdogenos. Las poblaciones supresoras incluyen la
presencia de especies bacterianas correspondientes a los géneros:
Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, y Serratia y algunos géneros de hongos
como: Penicillium, Gliocladium y Trichoderma, entre otros (Raaijmakers et al.,
2006). Los mecanismos de control biolégico ejercidos contra diversos patdogenos
del suelo por estos microorganismos se destacan: la competencia por nutrientes,
produccion de enzimas hidroliticas y antibidticos, competencia por nutrientes e

induccion de la resistencia sistémica (Steindorff et al., 2017).

La capacidad de producir antibidticos y enzimas, para inducir la
resistencia sistémica en plantas, parasitar hongos fitopatdogenos, junto con una
alta versatilidad metabdlica y una fuerte competencia por nutrientes, hacen que
muchos aislamientos de Trichoderma sp sean utiles como biofertilizantes, que son
productos a base de microorganismos del suelo (bacterias, hongos, levaduras,
etc) que favorecen la nutricion y crecimiento vegetal y biopesticidas, que son



producto para el control biolégico de plagas, cuyo ingrediente activo son

microorganismos del suelo, los dos de caracter comercial (Baroncelli et al., 2015).

Sin embargo los estudios de control biolégico han evaluado la eficiencia
del agente de control frente a los patdgenos, sin evaluar las interacciones que el

mismo pueda tener sobre otras poblaciones microbianas presentes en el suelo.

Se establecieron los ensayos en camara e invernaderos, aquellos
tratamientos en inoculados con los agentes de control de Trichoderma atroviride y
Trichoderma virens en presencia del patégeno Fusarium Stilboides, mediante el
uso de medios microbiologicos se observo un aumento en el numero de la
poblaciones microbianas, identificando la presencia de los géneros (Enterobacter
spp, Pseudomonas spp y Kiebsiella spp) en la rizosfera del chile jalapefio, a lo
largo sus las etapas de desarrollo.



Il MOTIVACION DE LA PROPUESTA
El uso de plaguicidas y agentes antimicrobianos, gozaron de un rol
preponderante en la proteccion de cultivos contra plagas y enfermedades. Sin
embargo su uso intensivo ha tenido efectos negativos sobre el ambiente y la salud
humana. De acuerdo a lo reportado Bhardwaj et al., (2014) el uso prolongado de
plaguicidas impacta en la disminucion del 20 a 50% en la riqueza, de la diversidad
microbiana del suelo, la conversién de habitat naturales e interrupcion de los

ciclos ecoldgicos y biogeoquimicos.

En México se siembra una superficie de 22,148,245.07 ha (héctareas) con
mas de 200 especies cultivadas. ElI INEGI reporta un consumo de 1,374,897
toneladas de plaguicidas, dentro de los cuales se destaca el uso de plaguicidas
nitrogenados y fosfatados correspondientes al afio 2015 (SIAP-SAGARPA, 2015).

El empleo de microorganismos en el control biologico de enfermedades
de plantas de importancia agricola, constituye una alternativa eficiente, ecoldgica
que contribuye al desarrollo de la agricultura sostenible, puesto que reduce los
efectos inherentes al uso de plaguicidas. Entre los agentes de control bioldgico
mas estudiados se encuentran los microorganismos pertenecientes a los géneros
Streptomyces, Pseudomonas, Agrobacterium, Bacillus y Trichoderma (Whipps,
2001).

El hongo Trichoderma sp es un eficiente agente de control biolégico
ampliamente usado en agricultura debido a su habilidad de colonizar sustratos
rapidamente, inducir resistencia sistémica en plantas, promover el crecimiento
vegetal y presentar actividad antagonista contra un amplio rango de hongos
patogenos (Abdelrahman et al., 2016). Las especies pertenecientes al género
Trichoderma son econdmicamente relevantes, puesto que se emplean en
diversos cultivos (maiz, tomate, chile habanero, legumbres, etc.) como agentes de
control biolégico para el manejo de fitopatogenos y como promotores del
crecimiento de las plantas (Martinez et al., 2014).



De acuerdo a lo anterior los estudios con Trichoderma sp, han estimado
su capacidad antagonista dirigida a fitopatdgenos, sin identificar las interacciones

que el mismo pueda tener frente a otras poblaciones microbianas de la rizésfera.



M. ANTECEDENTES

3.1 Suelo agricola

El suelo es un ecosistema natural, comprendido de sdélidos (minerales y
materia organica), liquidos y gases, se caracteriza por sus horizontes en los
cuales se producen adiciones, pérdidas, transferencias, transformaciones de
energia y materia; lo cual posibilita su capacidad de soportar la vida vegetal,
animal, preservar la flora, fauna o el equilibrio ecolégico y moderar la calidad
ambiental (Ball et al., 2017; Hunter et al., 2017).

Dentro de sus usos se destaca el agricola, derivado de la demanda por la
produccion de alimentos, sin embargo la forma en como se maneja el suelo y la
eleccion de los futuros cultivos influye en las propiedades del suelo. Dentro de las
propiedades que afectan la calidad del suelo se destacan la profundidad
disponible para la exploracién de raices, el pH, la salinidad, la capacidad de
intercambio catidnico, el nitrégeno intercambiable, la presencia e interacciones de
microorganismos, la biomasa microbiana, materia organica, cobertura vy
crecimiento de la vegetacion (Powlson et al., 2016).

El suelo de vocacion agricola muestran deterioro en su calidad, producto
de los labores como cultivo intensivo sin rotaciones, permitiendo que se desarrolle
la salinidad del suelo con el riego y permitiendo un descenso en los contenidos de
materia organica. El deterioro también se presenta por el uso de sustancias
agroquimicas (plaguicidas, fungicidas y pesticidas) dirigidas al control de
enfermedades en los cultivos, lo cual repercutira en la diversidad microbiana del
suelo y su importancia dentro del ecosistema edafico (Ball et al., 2017; Zilverberg
et al., 2018).

3.1.1 Diversidad microbiana del suelo
La comunidad microbiana, dentro del ecosistema edafico (suelo), es de
vital importancia para su funcionamiento, debido a los procesos en los que
interactia destacandose: formacion de humus mediante descomposicion de

exudados y restos vegetales, sintesis de nuevos compuestos, liberacién de



nutrientes para las plantas a partir de formas inorganicas insolubles,
transformacion del N, atmosférico a N disponible para las plantas, mejoramiento
de la agregacion, accion antagonica contra insectos, patégenos de plantas y
malezas (Dubey et al., 2006).

El funcionamiento de los ecosistemas esta regulado ampliamente por la
dinamica de las bacterias del suelo, los géneros mas comunes son Pseudomonas,
Burkholderia, Acinetobacter, Arthrobacter, Azospirilum y Bacillum de acuerdo del
tipo de suelo, se asocian a las plantas puesto que ejercen una serie de
mecanismos que favorecen el crecimiento vegetal y control biolégico de patdgenos
(Tejera et al., 2011).

De acuerdo a lo establecido por Lara et al, (2011) los géneros
bacterianos Azospirullum y Azobacter, han demostrado que fijan nitrogeno en
forma asimbidtica, también segregan sustancias promotoras del crecimiento:
auxinas, giberelinas y citocininas, beneficiando a la planta ya que aumenta los
pelos radiculares, logrando una mayor captacion de nutrientes e indirectamente
favoreciendo el rendimiento de los cultivos.

Las bacterias de la rizosfera tales como: Pseudomonas, Burkholderia,
Acinetobacter, Arthrobacter, Azospirilum 'y Bacillum ejercen un efecto directo en la
promocién del crecimiento vegetal, el cual se lleva a cabo tras la fijacion bioldgica
del nitrogeno, la solubilizacion de minerales como el fosforo y la produccion de
hormonas reguladoras del crecimiento vegetal; en cuanto al efecto indirecto esta
relacionado con la produccion de sustancias antagonistas de patogenos e
induciendo resistencia en las plantas (Tejera et al., 2011).

3.1.2 Filogenia de las bacterias del suelo
Existe variabilidad y abundancia de miembros poblaciones bacterianas,
las cuales puede estar reguladas por un gran numero de factores bioldgicos,
quimicos y fisicos (Jansenn, 2006). A continuacion se presentan los principales
géneros de bacterias del suelo de diversos estudios, identificadas mediante
técnicas dependientes de cultivo (Cuadro 1).



Cuadro 1. Poblaciones de bacterianas del suelo, identificadas mediante técnicas
de cultivo (porcentajes reportados por literatura).

Phylum

Subclases

Bibliografia

Pseudomonas spp (1%)

Eubacteria 92%
Proteobacteria (40%)

Actinobacteria

Actinomycetes (13%)

Bacillus (45%)
Firmicutes (23%)
Acidobacteria 20%
Verrucomicrobia 7%
Bacteroidetes 5%
Chloroflexi 3%

Planctomycetes 2%

Gemmatimonadetes 2%

Streptomyces 30%
Pseudomonas 10%
Nocardia 10%

Micromonospora 10%

Flavobacterium 10%

Alphaproteobacteria(20%)
Gammaproteobacteria (8%)
Betaproteobacteria (10%)
Deltaproteobacteria (2%)
Actinobacteridae
Acidimicrobidae

Rubrobacteridae

Jansenn, 2006
Vos et al., 2011

Janssen, 2006 y

Nannipieri et al., 2017

Fierer et al., 2005

Janssen, 2006

(Fuente: Jansenn, 2006)

3.1.3 Perturbaciones agricolas a la microbiota del suelo

La microbiota del suelo interviene en los procesos de mineralizacion y

descomposicion de la materia organica, formacion y estabilizacion de agregados,

ataque a rocas y minerales, participacion en los ciclos biogeoquimicos, ademas

constituye un reservorio labil de nutrientes (Castrillo et al., 2017).



El panorama ambito agricola evidencia transformaciones en las
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, afectando la actividad y composicion de la
biota del suelo. Entre ellas la contaminacién por plaguicidas resultante de las
practicas agricolas, la persistencia de residuos tras su uso es una amenaza para
la biota del suelo, incluyendo raices de plantas y microorganismos benéficos, que
apoyan un numero importante de servicios del ecosistema edafico (Rivera et al.,
2017, Espershutz et al., 2007).

Jacobsen et al., (2014) y Keswani et al., (2014) establecen que el cambio
en las practicas agricolas, tras la aplicacion de fertilizantes sintéticos y plaguicidas
que reducen los microorganismos promotores del crecimiento en la rizésfera, a la
agricultura organica ha destacado el uso de microorganismos que llevan a cabo

una funcion analoga.

3.2 Control biolégico:

El control biologico se define como el uso deliberado de uno o mas
organismos competidores, antagonistas, depredadores y parasitoides; los cuales
tienen como objeto reducir o controlar la poblacion de plagas 6 enfermedades y
sus efectos negativos sobre los cultivos (Mendoza et al., 2003).

El empleo de microorganismos en el control biolégico reduce la
exposicion de los trabajadores agricolas a plaguicidas, fungicidas, pesticidas u
otros agroquimicos potencialmente peligrosos, el estudio del potencial de las
bacterias y los hongos enddfiticos para el control biologico de fitonematodos ha
adquirido gran importancia, existe una amplia gama de organismos usados en el
control bioldgico principalmente bacterias y hongos, entre los cuales se destacan
las cepas de los géneros de Trichoderma sp.

Algunas especies del genero Trichoderma sp son comunes en suelos
acidos y ricos en materia organica las cuales son faciles de aislar, de cultivar y
propagar en diversos sustratos; la mayoria presentan un buen micoparasitismo; en
el mercado existe una amplia variedad de especies de biocontrol entre ellas: T.
viride, T. harzarium y T. virens (Benitez et al., 2004, Mena et al., 2003, Mohiddin
et al, 2010).



3.3 Trichoderma spp
3.3.1 Descripcion general

Los hongos del género Trichoderma spp se encuentran en diversos
sustratos tales como suelo, madera en descomposicion, hongos comestibles y
algunos como endofitos en plantas; ocupa la primera posicién en el segmento de
agentes fungicos de control biolégico, debido a su naturaleza antagénica y modos
de accidon: micoparasitismo, secrecion de las enzimas degradantes de la pared
celular, secrecion de antibiosis de metabolitos secundarios, que tienen
propiedades antimicrobianas y competencia por nutrientes (Contreras et al., 2014,
Montoya et al., 2016, Gupta et al., 2014, Keswani et al., 2014).

Trichoderma sp, considerado un colonizador secundario debido a su
frecuente aislamiento a partir de la materia organica en descomposicion, también
es aislado a partir de la superficie de raices de varias plantas puesto que parasita
fitopatdbgenos, mediante la sintesis de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana (fitoalexinas), aumentar la pared celular por deposicion de lignina y
la activacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (Martinez, 2013;
Shoresh et al., 2010). Este agente de control tiene la habilidad de aumentar el
crecimiento, desarrollo de las plantas y germinacion de las semillas mediante la
produccion de metabolitos secundarios, sesquiterpenos volatiles, gliotoxina y un
par de tricoteceno (Mukherjee et al., 2013).

3.3.2 Biologia de Trichoderma spp
Trichoderma spp se encuentra clasificado segun Gupta et al. (2014) como:
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Genero: Trichoderma

Especies: T.harzianum, T.hamatum, T.viridae, T. longbranchiatum, etc.



Las especies del género Trichoderma spp presentan conidioforos
complejos y altamente ramificados en forma piramidal o conica dando origen a
esterigmas, con extremos ahusados. Al microscopio las fialdes se observan mas
estrechas en la base superior, permitiendo una buena correlacion entre el sistema
de ramificacion del conidiéforo y la disposicion de estas. Las colonias de
Trichoderma spp presentan un rapido crecimiento, formando una colonia delgada
producto de la conidiacién que presenta a través de su desarrollo. Las colonias
iniciales son lisas y transparentes posteriormente se forman penachos blancos y
algodonosos (micelio blanco) formando una red densa responsable del pigmento
antraquinona que presenta un color amarillo, caracteristico de Trichoderma spp
(Robbertse et al.,2017).

Las especies mas empleadas en el control biolégico se destacan, T.
atroviride que es un hongo filamentoso del suelo, funciona como un agente de
control biolégico, para una amplia gama de patdgenos de plantas importantes
desde el punto de vista aéreo y del suelo. La actividad micoparasitaria de este
organismo se atribuye a una combinacion de competencia nutricional exitosa, la
produccion de enzimas degradantes de la pared celular, antibiosis y produccion de
celulasa (Balcazar et al., 2016; Brunner et al., 2005).

Trichoderma virens es un micoparasito agresivo, capaz de parasitar no
solo las hifas sino también las estructuras de resistencia a los hongos. Ademas de
su actividad micoparasitaria, también puede producir quitinasa extracelular y
varios antibiéticos y puede inducir la produccion de fitoalexinas vegetales. T.
virens ha sido considerado un agente de control bioldgico versatil y efectivo.
Ademas es un endofito de la planta, capaz de colonizar asintomaticamente la
planta huésped y ocupar el mismo nicho que los fitopatogenos (Roméo et al.,
2016).

3.3.3 Mecanismos de biocontrol de Trichoderma spp
Su gran tolerancia a condiciones ambientales extremas y habitat donde
los hongos son causantes de diversas enfermedades, le permiten ser un eficiente

agente de control. Gracias a su gran variabilidad se constituye en un reservorio de



posibilidades de control biolégico bajo diferentes sistemas de produccion y cultivos
(Martinez et al., 2014, Robbertse et al.,2017).

3.3.3.1  Micoparasitismo:

Consiste en la capacidad de Trichoderma sp para competir con otros
microorganismos colonizando la superficie de la raiz y compitiendo por los
nutrientes segregados por las raices del suelo rizosférico. La interaccion
antagonica establecida entre dos especies de hongos, donde una de estas
especies ataca directamente a otra es conocida como micoparasitismo, esta
interaccidn antagdnica fungica se clasifica en dos grupos con base en la
agresividad del parasito hacia su huésped (Guilger et al.,2017).

El primer grupo comprende interacciones biotroficas, en donde el hongo
patogeno se alimenta de su huésped sin provocar su muerte, este tipo de
interaccidn es especifico por ende estos hongos no pueden ser usados con éxito
como agentes de biocontrol (Contreras et al., 2016). El segundo grupo comprende
las interacciones necrotroéficas, siendo los agentes fungicos mas agresivos hacia
su presa y tienen una amplia gama de huéspedes, el mecanismo empleado por
Trichoderma sp implica eventos secuenciales y cooperativos incluyendo un
crecimiento quimiotrofico hacia el huésped, el contacto directo y el enrollamiento
alrededor de las hifas del huésped (Sacorro et al., 2017).

Trichoderma sp a su vez produce cambios morfolégicos en sus hifas
permitiéndole la formacién de estructuras penetrantes de tipo apresorios y la
produccion de enzimas hidroliticas que degradan las paredes celulares (CWDE),
permitiendo que las hifas del huésped sean penetradas por Trichoderma sp, lo
cual conlleva a la muerte del huésped y el aprovechamiento de la biomasa (Monfil
y Casas, 2014).

3.3.3.2 Cambios morfolégicos:
Trichoderma sp es capaz de percibir su huésped y orienta su crecimiento
hacia su presa ésta caracteristica se asocia al micoparasitismo de Trichoderma



sp, se desconocen evidencias moleculares que indiquen la naturaleza de la sefal
percibida por Trichoderma sp para dirigir su crecimiento a una presa o huésped.

El cambio morfologico mas evidente, relacionado con el ataque del
huésped, es cuando Trichoderma sp se enrolla alrededor de las hifas del huésped
y desarrolla estructuras de penetracion (Harman et al., 2004, Bueno et al., 2017).

3.3.3.3 Enzimas hidroliticas:

La produccién de enzimas hidroliticas permite el establecimiento de una
relacion exitosa de micoparasitismo, las principales actividades participes en la
degradacion de la pared celular del huésped, incluyen actividades de quitinasa,
glucanasa, N-acetilglucosaminidasa y proteasa (Olmedo y Casas, 2014).

Las enzimas liticas participan dentro del proceso de micoparasitismo,
reconociendo una presa potencial, los cultivos sumergidos de Trichoderma sp que
crecen en condiciones limitadas de nutrientes suplementadas con componentes
del huésped tales como quitina o paredes celulares, da como resultado una
regulacion positiva de enzimas de degradacion de paredes celulares (Olmedo-
Monfil et al., 2002, Suarez et al., 2007).

3.3.3.4 Policétidos:

Estos metabolitos secundarios tienen como funcion facilitar a los
organismos la competencia por nutrientes, reducir las capacidades de los
competidores y establecer comunicacién quimica con los organismos circundantes
(Olmedo y Casas, 2014). Se ha reportado que las especies T. atroviride y T.
virens tienen presencia de genes que modifican los policétido sintasas (Kubicek et
al., 2011).

3.3.3.5 Sinergismo entre enzimas y antibioticos:

Diversos estudios resaltan el efecto cooperativo entre las enzimas liticas y
los antibidticos que promueven los mecanismos de biocontrol de Trichoderma.
Esta cooperacién se da cuando las enzimas liticas rompen la pared de la célula
del huésped, permitiendo que los antibidticos se difundan facilmente a la superficie



de la célula, aumentando la concentracion de antibidticos en la membrana. En
conjunto estos afectan la actividad de la célula huésped para reparar la pared
celular previamente dafiada amplificando el efecto de las enzimas liticas (Olmedo
y Casas, 2014).

3.3.3.6 Competencia por nutrientes:

Dentro de los diversos mecanismos de biocontrol de Trichoderma sp se
destaca su capacidad para desplazar otras especies de hongos en la rizésfera ya
que son excelentes competidores por espacio y nutrientes, las cepas de
Trichoderma sp se destacan ya que absorben facilmente los nutrientes y crecen
mas rapido que sus competidores otorgandoles ventaja para sobrevivir y colonizar
(Monfil y Casas, 2014).

El requerimiento por el hierro se ha asociado con la supresion de
Fusarium oxysporum y Fusarium stilboides por Trichoderma sp mediante la
produccion de sideréforos, péptidos que funcionan como enlaces vy
transportadores de hierro (Segarra et al., 2010, Li et al., 2018). En T. virens, se
han identificado tres clases de hidroxamato sider6fo, un sideréforo ferrocrocinio
intracelular esta implicado en la distribucion intra e intercelular del hierro a su vez
este también participa en la proteccion celular contra el estrés oxidante. Los
analisis gendmicos han demostrado que cada genoma de Trichoderma sp
contiene un gen que participa en la sintesis del ferricrocinio, los resultados
preliminares indican su papel en la proteccién contra el estrés oxidativo, como se

demostr6 para A. fumigatus (Mukherjee et al., 2012).

3.3.4 Interaccién de Trichoderma spp planta
3.3.4.1 Promocion del crecimiento en las plantas
La biofertilizacion es el uso de microorganismos beneficiosos para el
suelo, bacterias y hongos que viven o no es asociacion simbidtica con las plantas
mejorando su nutricion, crecimiento y la calidad del suelo. Varias especies de
Trichoderma han sido declaradas biofertilizantes dada su capacidad para colonizar



raices, mejorar la nutricion de las plantas, su crecimiento y desarrollo asi como la
resistencia a tensiones abioticas (Olmedo y Casas, 2014).

Los primeros estudios efectuados con Trichoderma como promotor del
crecimiento en plantas se efectuaron en rabano, tomate y tabaco (Baker et al.,
1984; Windham et al., 1986). Se demostré que T. harzianum rifai y T. koningii
incrementaron el crecimiento de las plantas posterior a su inoculacion, variando la
cantidad del sustrato y la concentracion de conidios en el sustrato (Baker et al.,
1984).

Estos resultados permitieron determinar que Trichoderma sp produce un
factor regulador del crecimiento promoviendo la germinacion de las semillas y un
aumento en la biomasa (Baker et al., 1984). Las plantas de rabano que crecieron
en condiciones gnotobidticas con T. harzianum fueron mas grandes que aquellas
que crecieron en condiciones similares sin Trichoderma sp.

Lynch et al.,, (1991), demostr6 que la promocion del crecimiento en
lechuga posterior al tratamiento con T. harzianum aumento las tasas de
emergencia y peso seco después de 25 dias.

A suvez T. longiple y T. tomentosum aumentaron el area foliar (58-71%),
el peso seco de la raiz (91-102%) y el peso seco de la raiz (100-158%) de las
plantulas de repollo en ensayos de invernadero (Rabeendran et al., 2000).

La aplicacién de Trichoderma sp en suelo como una formulacion de
salvado de turba, el enraizamiento de clavel y crisantemo sus estacas mejoraron y
se produjo una floracion mas temprana, a su vez se reportaron aumentos en el
peso de las plantas medicinales y ornamentales y el la produccion de flores de:

petunia, pervinca, caléndula y alyssum (Baker, 1988, Chang et al., 1997)

3.3.4.2 Colonizacion de las raices en plantas
Esta interaccidn se produce en monocotiledoneas y dicotiledoneas la
colonizacion se produce en raices de las plantas o en toda la planta. Trichoderma
durante la colonizacién de las raices crece intercelularmente, la epidermis, la
corteza y los vasos permanecen intactos en algunos casos se alteran

minimamente. Una vez que las hifas han entrado en las raices, el hongo crece en



el espacio intercelular de la epidermis. La colonizacion de las raices induce el
fortalecimiento de las paredes celulares de las células vegetales mediante
desposicion de callosa, celulosa y la produccion de compuestos fendlicos
confiriendo alta rigidez a las paredes de la célula huésped a través de la
reticulacion mediada por peroxidasa (Olmedo y Casas, 2014).

Moran et al., 2009. Encontré mediante el analisis del proteoma un sistema
enzimatico en tres componentes (Trichoderma sp, plantulas de tomate y patdgeno)
la actividad de T. harzianum (gen qid74) dio como resultado un crecimiento
reducido en pectina que contenia, una capacidad media y reducida para colonizar
raices de tomate, aumento la superficie total de adsorcion, permitiendo a la planta
absorber, translocar y absorber nutrientes en los brotes, lo que resulta en un
incremento en la biomasa vegetal (Samolski et al., 2012).

Otro mecanismo empleado por Trichoderma para colonizar las raices se
relaciona con la supresién en la produccion de fitoalexina en las plantas, lo cual
fue demostrado por Masunaka et al., 2011 para Lotus japonicus durante su

interaccidn con T. koningii quien induce la codificacion de enzimas.

3.3.4.3 Resistencia sistémica en plantas

Trichoderma puede activar la resistencia local o sistémica en las plantas,
las primeras respuestas de defensa incluyen la produccidén de especies reactivas
de oxigeno (ROS), muerte celular programada durante la respuesta hipersensible
(HR), sintesis de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana
(fitoalexinas), espesamiento de la pared celular por deposicion de lignina y la
activacion de proteinas relacionadas con la patogénesis (Olmedo y Casas, 2014;
Contreras et al., 2016).

Yedidia et al., 2000, 2003 demostraron tras la inoculacién de T. harzianum
T39 en plantas de pepino y algoddén incrementd la produccién de metabolitos
secundarios fendlicos, también conocidos como fitoalexinas.

Los estudios efectuados a las plantas de algoddn y pepino tratadas con
cultivos celulares de Trichoderma aumentaron la sintesis de terpenoides y la



induccion de genes relacionados con la defensa en las plantas (Howell et al.,
2000).

En la siguiente Figura 1, se esquematizan los cuatro niveles de
interacciones en el proceso de fitoestimulaciéon provocado por Trichoderma sp:
comunicacion basada en la liberacion de compuestos organicos volatiles (COV),
produccion de auxina y precursores de auxinas que son detectadas por las plantas
para modular la arquitectura de las raices, activacion de respuestas locales y
sistémicas a través de contacto fisico entre las hifas y la epidermis de la raiz o
liberando elicitores y proliferacion de micelio en partes internas de la planta
(Contreras et al., 2014; Velazquez et al., 2011).
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Figura 1. Mecanismo promotor de defensa de las plantas e interacciones.
Proceso de fitoestimulacion inducido por Trichoderma spp.

3.3.5 Interaccion con la rizésfera de la planta

Trichoderma spp es uno de los hongos mas interactivo en la raiz,
planta, suelo y en los entornos foliares, es conocido que Trichoderma spp cuenta
con una amplia gama de sustancias antibidticas parasitantes, compite con otros
microorganismos por exudados de semillas estimulando la germinacion de los
propagulos y compite por nutrientes y espacio (Howell, 2006).

Debido a lo cual Trichoderma spp es un colonizador eficaz, con un
extraordinario potencial de biodegradacion, para no restringir a los simbiontes
vegetales que colonizan la rizosfera. La solubilizacion de minerales es un
fendbmeno de importancia en los suelos agricolas, dicho fendmeno esta regulado

por microorganismos dentro de los que se destacan los géneros de hongos como



Mortierella spp, Penicillium spp, Aspergillus spp, Fusarium spp, Rhizoctonia spp y
Trichoderma spp (Woo et al., 2003).

3.4 Sistema agricola de estudio: Chile Jalapefo (Capsicum annuum L. var.
annuum L. cv. ‘Jalapefio’)

Los chiles y pimientos son tradicionales en la gastronomia mexicana,
estan constituidos principalmente por los cultivos de chile de arbol, chile habanero,
chile campana, chile ancho y chile anaheim. Con una produccién anual de 3.2
millones de toneladas y crecimiento anual promedio de 4.82% en periodo que
comprende 2003, estos productos mostraron una creciente y estable participacion
en la oferta nacional.

China tiene una produccion de 17.765.262 toneladas, ocupando el primer
lugar en produccién de chile verde, por su parte México con una produccion de
2.797.204 toneladas, ocupa el segundo lugar en produccién de chile verde, dicha
actividad involucra 18.809 ha superficie cosechada y representa el 24.92%
produccion nacional (FAO, 2017, SAGARPA,2017).

Siendo un cultivo importante de exportacion, ya que el 29.71% de la
produccion total se destina al mercado internacional; las exportaciones mexicanas
representaron un porcentaje muy significativo de las importaciones de chile y
pimientos que se hacen a los siguientes paises: EEUU, 77.99%; Canada, 55.45%
y Guatemala, 52.25 %, posicionandolo como un proveedor predilecto en el
comercio internacional de este cultivo (SAGARPA, 2017).

En la Figura 2, se presentan las regiones potenciales y estratégicas de
produccion de chile jalapefo durante las estacionalidades de primavera-verano.

Para la temporada de primavera-verano son 26 regiones potenciales que
corresponden a las areas histéricamente productoras (2011 a 2016), mas 16
regiones estratégicas con alto potencial productivo.

Siendo los estados sobresalientes en la produccion de chile jalapefio
Sinaloa (con 32 % del valor), Zacatecas (15 %) y Chihuahua (15 %) seguidos por

San Luis Potosi (7%) y Tamaulipas (6%), estos cinco estados también encabezan



la lista por superficie sembrada y volumen de produccion, para las temporadas de
primavera-verano y otofo-invierno (SAGARPA, 2017).

En cuanto a la temporada otofio-invierno en se presentan las regiones
potenciales y estratégicas de produccion de chile jalapefio, (Figura 3), podemos
observar 21 regiones potenciales, areas historicamente productoras entre 2011 a
2016 y 11 regiones estratégicas con potencial alto y medio para el cultivo de chile
jalapefio para la temporada de otofio-invierno (SAGARPA, 2017).

El cultivo de ésta hortaliza es de suma importancia debido a su gran

consumo, alta rentabilidad y a su amplia demanda de mano de obra.
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3.4.1 Botanica y taxonomia
La clasificacion taxondmica del chile es la siguiente:
Nombre Cientifico: Capsicum sp
Division: Embriophyta, Asiphonograma
Subdivision: Angiospermas
Clase: Dicotiledoneas
Orden: Polemoniales
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum
Especie: Capcicum frutescens, C. baccatum, C. chinense, C. Pubescens,

C. annum var. Glabriusculum- aviculare, C. annuum var. Annuum entre otras.

El chile jalapefio es una variedad del género vegetal Capsicum de la
familia Solanaceae, es una planta que tiene tallos erectos, herbaceos y
ramificados de color verde oscuro; el sistema de raices llega a profundidades de
0.70 a 1.20 m y lateralmente hasta 1.20 m; la altura promedio es de 60 cm. Las
hojas son planas, simples y de forma ovoide alargada, y las flores perfectas
(hermafroditas), formandose en las axilas de las ramas; a veces de color blanco o
purpura. El fruto en algunas variedades se hace curvo cuando se acerca a la
madurez; el color verde se debe a las altas cantidades de clorofila acumulada. Los
frutos maduros toman color rojo o amarillo debido a los pigmentos; la picosidad la
determina el pigmento capsaicina y el color define el momento adecuado de
recoleccion (SAGARPA, 2017).

La clorofila es el principal agente capaz de absorber la energia luminica y
transformarla en energia quimica, para sintetizar los compuestos organicos
requeridos por la planta. Las clorofilas a y b estan presentes en el tejido
fotosintético en una relacion a:b y difieren entre si debido a que la clorolia b tiene
un grupo formilo que sustituye una de las cadenas metilo lateral, mientras que la

clorofila a tiene un metilo en esta posicién (Badui & Cejudo, 2006)



La capsaicina es el compuesto mas importante dentro del grupo de
capsaicinoides y es uno de los compuestos activos que produce el sabor pungente
en las diversas variedades de chile, se encuentra principalmente en el pericarpio,

sin embargo en las semillas se acumula por difusién (Badui & Cejudo, 2006).

Figura 4. Fisiologia planta y frutos. Chile jalapeio (Capsicum annuum L. var.

annuum L. cv. ‘Jalapefo’).

Comprende tres etapas de desarrollo del cultivo, que comprende un
periodo de 20 semanas y son: Emergencia y desarrollo de las hojas, desarrollo
vegetativo y floracion y fructificacion y maduracion de las semillas (Figura 5)



Emergenciay Desarrollo vegetativo y Fructificacion y
desarrollo de hojas floracion maduracion de las semillas
Va desde la semana 1 hasta la semana | Comprende de la semana Es la culminacion del ciclo productivo de la
11. Durante este periodo la planta 11 ala semana 14, durante planta, va de la semanas 14 a la 20, durante
desarrolla raices, tallos y hojas. este periodo aparecen este periodo la planta desarrolla los frutos
|as flores y se efectua la hasta su maduracion.
polinizacion.

Figura 5. Etapas de desarrollo. Cultivo de chile jalapefo (Capsicum annuum L.

var. annuum L. cv. ‘Jalapefio’).

El chile es susceptible de presentar dano por enfermedades bibticas y no
bidticas en cualquiera de sus etapas de su desarrollo. Las enfermedades
ocasionadas por hongos, bacterias y virus representan la mayor problematica en
la produccion del chile (Salas et al,. 2011).

Dentro de las enfermedades causadas por hongos se destaca la pudricion
de la raiz, marchitez o secadera ocasionada por el patdbgeno Fusarium stilboides;
el cual ingresa al sistema vascular y utiliza vasos de xilema para colonizar
rapidamente el huésped de la planta y promover la obstruccion de los vasos. La
colonizacion exitosa de plantas hospedadoras por F. stilboides conduce a la
necrosis de los tejidos infectados, el posterior colapso del vaso vascular y la
muerte de la planta (Beckman, 1987; Catharina et al., 2018).

Este proceso requiere una serie de pasos biolégicos estrechamente
controlados: Reconocimiento de raices a través de senales de host desconocidas,
fijacion en la superficie de la raiz por hifas y diferenciacion en estructuras
penetrantes, penetracion en la corteza de la raiz y degradacién de las barreras
fisicas del huésped, adaptacioén al entorno hostil creado por los tejidos vegetales
infectados y proliferacion de hifas dentro de vasos de xilema y secrecion de
determinantes de virulencia y produccion de microconidios (Catharina et al., 2018).



Finalmente los sintomas que la planta manifiesta son: clorosis y necrosis
de las hojas, caida prematura y rizado de hojas, defoliacion, pérdida de
estructuras reproductivas, necrosis en la raiz, pudriciones de raiz o base del tallo,
maduracion adelantada e irregular de frutos y muerte de planta (Munkvold et al.,
2017, Sandoval et al,.2018).

De acuerdo a lo reportado por Méndez et al. (2015) y Salas et al. (2011)
las pérdidas en cultivos de chile jalapefio ocasionadas por Fusarium stilboides,
oscilan entre un 10 y 60% a nivel nacional, mientras que en areas especificas del
Bajio y Puebla alcanzan el 100%, como consecuencia de la incidencia de ésta
enfermedad, la superficie sembrada ha disminuido o se ha desplazado a nuevas
areas.

Los fungicidas son empleados en el control de este fitopatdgeno, sin
embargo su uso conlleva al aumento de la resistencia y puede afectar
negativamente el medio ambiente y la salud humana. Por lo tanto, se necesitan
soluciones mas ambientalmente sostenibles, como los métodos de control

bioldgico (De Senna et al., 2017).



4 HIPOTESIS

El tratamiento establecido para el sistema de cultivo de chile jalapefio (Capsicum
annuum L. var. annuum L. cv. ‘Jalapefio’), con los agentes de control bioldgico
Tricoderma atroviride y Tricoderma virens dirigido al patégeno Fusarium stilboides,
presenta un efecto sobre las poblaciones microbianas de la rizosfera de este

cultivo.



5 OBJETIVOS
5.4 Objetivo general:

Estimar la poblacion microbiana de la rizosfera, del cultivo de chile jalapefio
(Capsicum annuum L. var. annuum L. cv. ‘Jalapefio’), posterior al tratamiento con
los agentes de control biolégico T. atroviride y T. virens, dirigido a Fusarium

stilboides.
5.5 Objetivos especificos:

» Establecer el tratamiento con los agentes de control bioldgico T.
atrivoide y T. virens, en un sistema de cultivo de chile jalapefio
(Capsicum annuum L. cv. Annuum) dirigido a Fusarium stilboides.

* Evaluar la capacidad antagonica de T. atroviride y T. virens dirigido a
Fusarium stilboides, determinado por los parametros fisiologicos del
cultivo.

* Determinar las poblaciones bacterianas de la rizésfera del chile
jalapefio, tratado con los agente de control biologico T. atrivoide y T.
virens, determinados por métodos microbiologicos durante las etapas de

desarrollo del cultivo.



6 METODOLOGIA
6.1 Sitio de estudio

El trabajo experimental se realizo en el Laboratorio de mutagénesis
ambiental del Centro de Estudios Académicos sobre Contaminacion Ambiental
(CEACA) de la Facultad de Quimica de la UAQ., el ensayo en camara se efectuo,
en la camara de crecimiento Biotronette mark Il (Lab-line Instrument, lllinois,
Estados Unidos), con un fotoperiodo de 16/8 h a 24 + 1 °C, 65 % de humedad
relativa y 150 umol m™? s-' de luz. El ensayo en invernadero se efectud en el
invernadero del Centro de Estudios Académicos sobre Contaminacion Ambiental
(CEACA) de la Facultad de Quimica de la UAQ.

6.2 Caracterizacion del suelo

Para el ensayo en camara se empleo, el suelo arcilloso arenoso obtenido
del municipio de Zimapan, estado de Hidalgo, México (20°73°73°°'N, 99°41°24°°0),

tal como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Mapa cartografico. Que delimita las coordenadas del suelo empleado,

para el ensayo en camara .

Para el ensayo invernadero se empleo, el suelo arcilloso, obtenido del
municipio de Querétaro, estado de Querétaro, México (20°35’17°N, 100°23°17°°0),

tal como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Mapa cartografico. Que delimita las coordenadas del suelo, empleado

para el ensayo en invernadero.

Segun lo establecido en la NOM-021- SEMARNAT-2000 se
caracterizaron y determinaron los parametros de: pH, potencial redox, humedad
del suelo, materia organica, conductividad eléctrica, analisis textural, temperatura,
densidad real, densidad aparente, agregados estables, saturacion de bases,

capacidad de campo, capacidad de intercambio catidnico, nitrogeno total, y
carbono organico.

6.3 Obtencidn de plantas de chile jalapefo

Para la obtencion de las plantas, se emplearon semillas de chile jalapefo

(Capsicum annuum L. var annuum L. cv.'Jalapefio’) de la casa comercial lark



seeds, variedad colossus (California, Estados Unidos). Se efectud la siembra de
las semillas en charolas de poliuretano, se colocaron dos semillas en cada cavidad
(3x3 cm) (Velasco et al., 2001), el sustrato ultizado fue peat moss, teniendo como
fecha de siembra el 26 de Junio de 2017 y el 12 de marzo de 2018, se rego cada
tercer dia cubriendo los requerimientos de riego.

El primer brote y la primera hoja verdadera en las plantas (Figura 8, A) se
observo el 6 de Julio de 2017 para el ensayo en carmara y 23 de marzo de 2018
correspondiente al ensayo en invernadero (Figura 8, B)

Figura 8. Germinacién y trasplante de plantulas. A) Ensayo en camara, By C)
invernadero, del sistema de cultivo de chile jalapefio (Capsicum annuum L. var

annuum L. cv.'Jalapefo’).



Posterior a la germinacion, las plantulas obtenidas se trasplantaron en
bolsas de polietileno de tres kg, las cuales se llenaron con una relacion 1:1 de
peat moss y suelo arcilloso (ensayo en camara) y suelo arcilloso arenoso (ensayo

en invernadero).

Una vez que se las plantas se adaptaron las proceso de trasplante, fueron
inoculados con los aislamientos de Trichoderma atroviride, Trichoderma virens y
Fusarium stilboides, en funciéon de los tratamientos establecidos (Figura 8, C)
(Lardizabal y Medlicott 2010).

La cepas de T. atroviride, T. virens y F. stilboides (Figura 10)
almacenadas en medio de agar papa dextrosa a 4° C, se activaron tomando una
porcion del micelio del cultivo con una aguja de diseccidon, se efectudé una

resiembra de los hongos en placas de APD y se incubo durante 8 dias a 26° C.

Posteriormente se removieron las esporas de los hongos y se
suspendieron en diluyente peptona y 0.05% v/v de Tween 80, se sonico durante 1
min y se filtro con una gasa estéril. El recuento de las esporas se realizo en
camara de Neubauer y se ajusto la concentracion de los inéculos, 1x10° esporas
mL" para los agentes de control T. atroviride y T. virens y 1x10° esporas mL”
para el patégeno F. stilboides y la viabilidad de las esporas se determind mediante

vaciado en placa (Salas et al., 2011, Chavez et al., 2011).

Figura 9. Cepas almacenadas en agar papa dextrosa. A)Trichoderma atroviride,
B) Trichoderma virens y C) Fusarium stilboides.



Se inoculd por aspersion con una suspension de 240 mL (1x106 esporas
mL" agente de control y 1x10° esporas mL™ patdgeno), se permitié la interaccion
de las plantas con el agente de control durante dos semanas (Figura 11) para su

posterior inoculacion con el patdégeno.

Figura 10. Plantas de chile jalapeio, inoculadas con los agentes de control

biolégico. A) Ensayo camara B) Ensayo invernadero.

Las cepas de los agentes de control fueron otorgadas por el Doctor Sergio
Casas, del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnologica (IPICYT) y
la cepa del patogeno fue otorgada el Doctor Ramon Peniche del laboratorio de
Microbiologia Sanitaria de la Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ).

6.4Diseno experimental y tratamientos

Para el ensayo en camara, se establecieron 6 tratamientos, con 7
repeticiones, para un total de 42 unidades experimentales distribuidas en un
disefio experimental completamente al azar, de acuerdo a lo establecido por
Lépez et al., 2017, Casler, 2015 y Tapia et al., 2016 (Cuadro 2).



Cuadro 2. Tratamientos ensayo en camara, establecidos al sistema de cultivo de
chile jalapefio (Capsicum annuum L. var annuum L. cv.'Jalapeio’).

Tratamientos, Suelo Hgo.
T Planta + Sustrato
T2 Planta +Trichoderma atroviride
T3 Planta +Trichoderma atroviride + Fusarium stilboides
T4 Planta +Trichoderma virens
T5 Planta +Trichoderma virens + Fusarium stilboides
T6 Planta + Fusarium stilboides

Para el ensayo en invernadero se establecié un disefio completamente al
azar, con 4 tratamientos y 3 repeticiones por tratamiento, para un total de 60
unidades experimentales, de acuerdo a lo establecido por Nuncio et al.,2015 y
Pinzon et al., 2015 (Cuadro 3).

Cuadro 3. Tratamientos ensayo en invernadero, establecidos al sistema de cultivo
de chile jalapefno (Capsicum annuum L. var annuum L. cv.'Jalapefio’).

Tratamientos, Suelo Qro.
T Planta + Sustrato
T2 Planta +Trichoderma atroviride + Fusarium stilboides
T3 Planta +Trichoderma virens + Fusarium stilboides
T4 Planta + Fusarium stilboides

6.5Parametros fisiolégicos del chile jalapeino plata y fruto.

6.5.1 Parametros fisioldégicos: De acuerdo a la metodologia establecida por
Hernandez et al., (2012) y Hoyos et al., (2015), se registraron los siguientes
parametros en plantas de chile jalapefio durante 20 semanas:

* Altura de la planta (cm): medida desde el cuello de la raiz hasta el
apice.
* Longitud parte aérea planta (cm): se determin6é con una cinta

métrica en cm.



* Longitud raiz y longitud fruto (cm): se determindé con una cinta
métrica en cm.

* Peso fresco planta y peso fresco fruto (gr) : para el analisis de esta
variable se utilizaron bolsas de papel etiquetadas con su numero
de tratamiento y repeticion y se pesaron mediante una balanza
analitica.

* Peso seco planta y peso seco fruto (gr): se utilizaron las muestras
recolectadas de peso fresco y se secaron en un horno sin flujo de
aire a 55° C durante 48 h y se peso en una balanza analitica.

En los frutos obtenidos por cada bioensayo, se determino el contenido de
capsaicina.

6.5.2 Determinacion del contenido de capsaicina:

De acuerdo a lo establecido por Ceron et al., (2014), se tomaron los frutos
obtenidos se les eliminaron los tallos y se sometieron a un proceso de secado en
un deshidratador de alimentos a 56° C con un flujo de aire de 2 m®" durante 48 h.

Se pesaron 3 g de los chiles frescos y se mantuvieron en reflujo por 3 h
con 70 ml de metanol, el extracto obtenido se filtro con papel filtro y se afiadié 15%
(p/p) de carbdn activado al filtrado. Se filtro nuevamente el extracto y se evaporo el
metanol a 64° C, el extracto obtenido sin disolvente se almaceno a -4° C.

Para la cuantificacion de la capsaicina por analisis espectrofotométrico se
empleo la metodologia establecida por Marin et al., (2004), se tomaron 1000 pL
del extracto y se disolvieron en agua, a los cuales se les afiadié 2 mL de una
soluciéon 0.5M de HCI, junto con 1 mL de solucién 0.5M de NaNO2 y 0.025M de
NaMoO4 y se agito.

La solucion se dejo reposar durante 15 min, y después se afnadieron 2 mL
de una solucion 0.1M de NaOH. Después de 30 min se midi6 la absorbancia 420
nm con un espectrofotmetro UV-Vis.

La curva estandar se elaboro con una solucion de vainillina en acetato de
etilo en las siguientes concentraciones: 0, 0.2, 0.4, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mL, los

estandares fueron tratados igual que las muestras, para calcular la concentracion



de capsaicinoides en cada muestra de extracto de chile, se empled la siguiente
ecuacion :

Absorbancia = 25.789 (mg capsaicinoides) — 0.063 (Ecuacioén 1)

Ecuacién 1: Concentracion de capsaicinoides expresados en mg de los extractos de

chile jalapefio (Capsicum annuum L. var annuum L. cv.'Jalapefio’).

6.6 Patogenicidad de Fusarium stilboides, en las plantas de chile jalapefo.
6.6.1 Incidencia de la enfermedad:

De acuerdo con lo establecido por Lopez et al., 2016, se identificd la
incidencia del patégeno, mediante la expresién de la necrosis y marchitez en los
tejidos y % o numero de plantas enfermas acorde a la etapas de desarrollo del
chile jalapefio.

6.6.2 Concentracion de clorofila ay b:

La concentracion de clorofila a y b se estimé de acuerdo a la metodologia
establecida por Sumanta et al., (2014), para lo cual se tomaron 0.5 g del material
vegetal fresco y se adiciondé 10 ml de acetona al 80%, la muestra homogenizada
se centrifugo a 10,000 rpm durante 15 min y se tomo 1mL y se diluyo en 14 mL de
agua destilada.

La absorbancia se midi6 a dos longitudes de onda 663.2 nmy 646.8 nm,
la determinacion de las concentraciones de clorofila expresada en ygmL-1 segun
las siguientes ecuaciones:

Cla (ugmL —1) = 1225 A663.2- 2.79 x A 646.8 (Ecuaciéon 2 a)

Clb (pgmL —1) = 21.50* A646.8- 5.10 x A 663.2 (Ecuacién 2 b)

Ecuacion 2 a y b: Contenido de clorofila a (Cla) y clorofila b (Clb)
expresados en pgmL'1 de las plantas de chile jalapefio, determinados en la
semana 16 correspondiente a la etapa de, fructificacion y maduracién de las

semillas.
6.6.3 Algoritmo de area necrética:

Para cuantificar el area necrotica en hojas, Contreras et al. (2012)

proponen un algoritmo basado en el color que usa los componentes verde y azul.



El componente verde se usa para aislar el area necrética de la hoja (Anp) ¥
el fondo totales, ya que ofrece un mejor contraste entre las regiones necroética y no
necrotica. EIl componente azul se utiliza para calcular el area foliar At total ya que
es menos sensible a otros sintomas como la clorosis y ofrece una mejor

diferenciacion de la hoja del fondo.

Antes de aplicar una binarizacion de imagenes, se logré un filtro mediano
basado en la apertura morfolodgica yB; esta operacion se basa en la ecuacion (4a),
que a su vez consiste en la dilatacidon morfolégica 6B y la erosidn B (ecuaciones
4b y 4c), permitiendo una mejor diferenciacidon entre zonas necroéticas y no

necroticas.

Una vez que se ha cuantificado el area necrotica y total de la hoja en
pixeles, la evaluacidén del area necrética A, se calcula utilizando la ecuacion (4d).
Siendo A, el porcentaje de area necrdtica que cubre la hoja en relacion con el area

foliar total.
vs = Ao B = (A®B) ®B (Ecuacion 4a)
6g = A @B = {z[(C)zn A] € A} (Ecuacién 4b)

eg = AOB = {z (B)z < A} (Ecuacion 4c)

Anp ./
A, = - * 100% (Ecuacion 4d)
T

6.7 Determinacion de las poblaciones bacterianas del suelo.
6.7.1 Diluciones:

Se efectuaron las diluciones en serie 1x10" a 1x10” con base en la
metodologia establecida por Moreno y Albarracin, (2012).



Para lo cual se pesaron 0.5 g de muestra correspondientes, a los
tratamientos establecidos para el bioensayo inicial y final, los cuales se colocaron
en un tubo Falcon estéril y anadieron 9 ml de solucion fisiologica de sembrado
(agua destilada 0.9% NaCl).

Posteriormente se tomo un 1ml con una pipeta estéril, los cuales se
depositaron en otro tubo Falcon y se efectuaron las diluciones en serie, de las
cuales se sembraron mediante vaciado en placa, las diluciones 1x10° a 1x10™®
(bioensayo preliminar) y 1x10™ a 1x10° (bioensayo final) e incubaron por 24 h
28°C. Se procedi6 a efectuar el recuento bacteriano de las diluciones sembradas,
las cuales corresponden a los tratamientos del ensayo en camara: T1
(planta+sustrato), T3 (planta+Trichoderma atroviride+Fusarium stilboides), T5
(planta+Trichoderma virens+Fusarium  stilboides) y T6 (planta+Fusarium
stilboides).

Y los tratamientos del ensayo en invernadero: T1 (planta+sustrato), T2
(planta+Trichoderma atroviride+Fusarium stilboides), T3 (planta+Trichoderma
virens+Fusarium stilboides) y T4 (planta+Fusarium stilboides).

6.7.2 Pruebas bioquimicas:

Se seleccionaron las colonias bacterias de interés, se aislaron mediante la
técnica de estriado en caja y se efectuo la identificacion bacteriana mediante el
uso de las pruebas bioquimicas: Agar hierro-triple azucar (TSl), Agar Hierro Lisina
(LIA), Movilidad, Indol Ornitina (MIO) y Agar Citrato Simmons.

6.8 Pruebas estadisticas

Con los datos obtenidos para los parametros fisioldgicos evaluados en la
planta, fruto y la comparacion entre los tratamientos mediante la prueba de Tukey
y analisis de ANOVA, los cuales se desarrollaron el el paquete estadistico JMP
(SAS Insitute, Carolina del norte, Estados Unidos).



VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.4 Establecimiento del tratamiento del sistema de cultivo de chile

jalapeno (Capsicum annuum L. cv. Annuum).

7.4.1 Caracterizacion del suelo:

En el siguiente cuadro (Cuadro 4) se presentan los parametros y valores
obtenidos, tras la caracterizacion efectuada en los suelos de Zimapan, Hidalgo y
Querétaro, Qro, México.

De acuerdo a la NOM-021-SEMARNAT-2000, el pH clasifica los suelos de
Querétaro en neutro y los de Zimapan, Hgo en moderadamente alcalinos,
inherentes de zonas semiaridas. El potencial redox (Eh) obtenido, clasifica los
suelos como reductores intermedios, indicando que tienen un potencial minimo de
reduccion. Lo cual puede afectar la relacion entre el proceso oxidativo como la
respiracion y reductivo como la reduccién del nitrégeno atmosférico, desarrollada

por la comunidad microbiana del suelo (Di Ciocco et al., 2014).

El porcentaje de humedad indica, que los suelos de Zimapan se clasifican
en moderados, mientras que los de Querétaro en altos, lo anterior debido a que su
textura es arcillosa, caracteristica que le permite retener gran cantidad de agua y
nutrientes dada su microporosidad y capacidad de intercambio cationico (Bouma
et al,.2017) .

Acorde a la clasificacion de la NOM-021-SEMARNAT-2000, estos suelos
presentan contenidos y/o concentraciones muy bajos (< 4.0 %) de Materia
organica. La conductividad eléctrica obtenida, clasifica los suelos con efectos
despreciables de salinidad (< 1.0 mS/cm).

De acuerdo a Bouma et al., (2017) los suelos de Zimapan presentaron
textura arcillo arenoso y los de Querétaro textura arcillosa, los cuales se
caracterizan por ser ligeros dada su escasa plasticidad, la acumulacion de

materia organica es minima y el lavado de minerales es elevado.



camara e invernadero.

Cuadro 4. Parametros caracterizados de los suelos, empleados en los ensayos en

Parametros Zimapan, Hgo Querétaro, Qro
pH 7.87 7.10
Potencial redox (Eh) -57.7 mV 1.75 mV

% Humedad 25.32 % 11.67 %

% MO 3.74% 2.27%

CEE 0.27 mS/cm 0.26 mS/cm
Textura Arcilloso arenoso Arcilloso
Arena% 40.89% 16.88%
Arcilla% 36.51% 64.27%
Limo% 22.59% 17.96%
Densidad real 1.09 Mg/cm® 2.09 Mg/cm?®
Densidad aparente 1.162 Mg/cm® 1.02 Mg/cm®
Agregados estables % 30.79% 17.19%
Saturacion de bases % 33.57% 82.59%
Cap. de campo % 13.46% 12.37%

CIC
Nitrégeno total

Carbono organico
Parametros

pH

Potencial redox (Eh)
% Humedad

% MO

CEE

8.36 cmol™“)/kg™’
0.135%

1.28%
Zimapan, Hgo
7.87

-57.7 mV
25.32 %
3.74%

0.27 mS/cm

12.96 cmol™/kg™

0.78%

2.11%
Querétaro, Qro
7.10

1.75 mV

11.67 %
2.27%

0.26 mS/cm




Textura Arcilloso arenoso Arcilloso

Arena% 40.89% 16.88%
Arcilla% 36.51% 64.27%
Limo% 22.59% 17.96%
Densidad real 1.09 Mg/cm? 2.09 Mg/cm?®

Densidad aparente 1.162 Mg/cm® 1.02 Mg/cm®

Agregados estables % 30.79% 17.19%
Saturacion de bases % 33.57% 82.59%

Cap. de campo % 13.46% 12.37%

cic 8.36 cmol™/kg”"  12.96 cmol™/kg™
Nitrégeno total 0.135% 0.78%

Carbono organico 1.28% 211%

Los valores obtenidos para densidad real y aparente, agregados estables
y saturacion de bases son caracteristicos de suelos con texturas arcillosas (Mau et
al.,2015). Se encontraron similitudes entre los parametros evaluados, difiriendo en
la capacidad de campo que fue menor para el suelo de Zimapan, lo cual se debe a
que este suelo presentd una textura arenosa (Rowell, 2014).

De acuerdo a Rivas et al.,, (2017) y Nottingham et al., (2015), los
contenidos de N obtenidos clasifican los suelos en contenidos medios para el
suelo de Querétaro, Qro y contenidos bajos para el suelo de Zimapan, Hgo.

7.5 Confirmacién de la capacidad antagonista de T. atroviride y T. virens,
determinado por los parametros fisiolégicos del cultivo.
7.5.1 Parametros fisiolégicos planta

A continuacién se presentan los valores obtenidos, acorde a las 3 etapas
de desarrollo del cultivo evaluadas, para los dos bioensayos efectuados.



Altura de la planta: ensayo en camara

El ensayo en camara presento un comportamiento homogéneo, durante la

etapa de emergencia y desarrollo de hojas en la altura entre los tratamientos

(Figura 13 Ay B).

De acuerdo a la prueba de medias de tukey (p=0.05) no se presentaron

diferencias significativas, entre los tratamientos, debido a que esta fase se

caracteriza por presentar un comportamiento lento, debido a que la planta es muy

pequefia y apenas esta desarrolando un sistema radical y foliar (Figura 12 y Figura

13 Ay B, respectivamente).
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Figura 11. Ensayo en camara, altura de la planta (cm). Niveles no conectados

por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la prueba de




Figura 12. Ensayo en camara. plantas de chile jalapeio. A) primera etapa de

desarrollo, B) segunda etapa de desarrollo y C) infectadas con el patogeno
Fusarium stilboides.



Sin embargo a partir de la etapa de desarrollo vegetativo y floracién,
observamos diferencias entre los tratamientos, destacandose el tratamiento T4
(planta+Trichoderma virens) y T3 (planta+Trichoderma atroviride+Fusarium
stilboides), los cuales presentaron una mayor altura (159 cm y 15.8 cm,
respectivamente) en relacion a los demas tratamientos (Figura 12 y Figura 13 B,

respectivamente).

De auerdo a Zeilinger et al., (2016) y Martinez et al., (2014) aislados de
Trichoderma entre los que se encuentran T. virens y T. atroviride, afectan
directamente a los patdgenos de las plantas, influyen en la red fitohormonal de su
planta huésped y la tolerancia al estrés, lo que lleva a una mejora del crecimiento
de las mismas, se observaron resultados similares en los tratamientos T3 y T4,
inoculados con los aislados de Trichoderma mencionados.

Jacobo et al., (2017) en su estudio identificaron que las cepas de
Trichoderma virens Gv29.8 y Trichoderma atroviride IMI206040, promueven el
crecimiento de la planta a través de la produccion de la auxina fitohormona del
acido indol-3-acético (AIA) y los compuestos organicos volatiles 6-PP,
sesquiterpenos y 1-octen-3-ol y 3-octanona .

Por otro lado el tratamiento T6 (planta+Fusarium stilboides) inoculado con
el patogeno, presento una menor altura (13. 9 cm) en comparacion al resto de los
tratamientos, debido a la presencia de Fusarium stilboides (Figura 13 C)

De acuerdo a Salas et al.,, (2011), la patogenicidad de Fusarium se
caracteriza por el desarrollo de un micelio blanquecino, que se extiende con el

paso del tiempo y culmina con la necrosis parcial o total del tejido.

De acuerdo al estudio efectuado por Lomas et al., (2017) en tres especies
de Capsicum: C. baccatum, C. annuum y C. chinense, inoculadas con F.
oxysporum f. sp afectd al 100% de las plantas inoculadas; los principales sintomas
visibles fueron la marchitez del follaje verde, intensa necrosis marrén en el tallo
causando una podredumbre verde oscura que redujo el volumen del tallo y afectd
hasta un tercio su longitud.



Los sintomas reportados por Lomas et al., (2017) y Salas et al., (2011),
coinciden con los presentados en el tratamiento T6, incidiendo en el desarrollo
normal de las plantas (Figura 13 C)

La tercera etapa de desarrollo (semana 14 a semana 20) el tratamiento
T4 (planta+Trichoderma virens) fue el de mayor altura (16.6 cm) a partir de la
semana 11, en comparacion a los demas tratamientos (Figura 12.C). De acuerdo
al estudio efectuado por Mannai et al., (2018) en diversas variedades de chile
(Capsicum annuum) inoculadas con Trichoderma virens, la altura de la planta vario

significativamente en un 26.41% en comparacion con el control.

Sacorro et al., (2017) reportan que las interacciones entre T. virens y las
raices de la planta, ejercen efectos beneficiosos desencadenado un crecimiento
mejorado e inducen la resistencia sistémica, los estudios anteriormente descritos
respaldan los resultados obtenidos en el tratamiento T4 a lo largo de las etapas de
desarrollo del chile jalapenio.
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Figura 13. Ensayo en invernadero, altura de la planta (cm). Niveles no
conectados por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la
prueba de Tukey.

El ensayo en invernadero presentdé un comportamiento homogéneo en las
dos primeras etapas de desarrollo del chile jalapefio, las cuales corresponden a
emergencia y desarrollo de hojas y desarrollo vegetativo y floracion (Figura 15 Ay
B).

De acuerdo a la comparacion de medias de Tukey (p=0.05) no se
presentaron diferencias significativas, entre los tratamientos correspondiente a la

dos primeras etapas de desarrollo del chile jalapefio (Figura 14 Ay B).



Figura 14. Ensayo en invernadero. Plantas de chile jalapefio durante las etapas

de A) emergencia y desarrollo de hoja, B) desarrollo vegetativo y floracién y C)
marchitez ocasionada por Fusarium stilboides.

A partir de la tercera etapa de desarrollo del chile jalapefio, observamos
diferencias entre los tratamientos, siendo el tratamiento T4 (planta+Fusarium
stilboides) el que presenté una mayor altura y el tratamiento T3
(planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides) el de menor altura y afectaciéon
del patégeno (36.83 cm y 31.50 cm respectivamente), en relacién a los demas
tratamientos (Figura 14 C).

En el estudio efectuado por Naegele et al., (2017) al inocular F.
oxysporum y F. solani en dos variedades de chile jalapefio “Jalapefio precoz” y “
Jalapeno temprano”, ninguno presento una alta incidencia de la enfermedad (10%
y 0%, respectivamente), las dos variedades presentaron resistencia al patégeno y

un desarrollo normal.

Donas et al., (2015) en su identificaron que la variedad de chile jalapefio
“Palermo”, presento una mayor altura 2.5 m, en relacion a las otras variedades de

jalapefio empleadas (Tresor y SCM 334) las cuales se encontraban inoculadas



con el patogeno F. stilboides. Los estudios anteriormente descritos apoyan los
resultados obtenidos, puesto que el tratamiento T4 no presento sintomas de la
enfermedad, producto de la inoculacion con Fusarium stilboides, en cambio las

plantas de este tratamiento presentaron un mejor desarrollo en su fisiologia.

Creemos que como respuesta a la incidencia de fusarium stilboides en las
plantas del tratamiento T4, estas desarrollaron un mecanismo de defensa,

impidiendo el desarrollo del patégeno.

De acuerdo a Shigenaga et al., (2016) las hormonas vegetales o
fitohormonas juegan un papel integral como moléculas de sefalizacion en la
defensa y respuesta inmune, entre las que se encuentran el acido jasmonico y el
etileno, los resultados de estas interacciones son cambios en la fisiologia de la
planta que culminan en una respuesta de defensa apropiada contra el ataque de
patogenos.



* Longitud aérea: ensayo en camara
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Figura 15. Ensayo en camara, longitud aérea (cm). Niveles no conectados por
la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la prueba de
Tukey.

De acuerdo a la comparacion de medias Tukey (p=0,05) en la etapa de
emergencia y desarrollo de hojas, se presentaron diferencias significativas entre
los tratamientos; el tratamiento T4 (planta+Trichoderma virens) presentd una
mayor longitud aérea (19.9 cm) coincidiendo con el parametro fisiologico de altura.
El tratamiento T6 (Fusarium stilboides) presento durante las tres etapas de
desarrollo una menor longitud aérea (13.3 cm), debido a que este tratamiento
presento sintomas de necrosis principalmente las hojas (Figura 15 C)

Se obtuvieron diferencias significativas de acuerdo a la prueba de tukey
(p=0.05) entre los tratamientos, para la etapa de desarrollo vegetativo y floracion



siendo los tratamientos T4 (planta+Trichoderma virens) y T2 (planta+Trichoderma
atroviride), aquellos que presentaron una mayor longitud aérea (23.9 cm y 21.8
cm, respectivamente) (Figura 16 B).

Siendo los tratamientos T4 y T2 aquellos que presentaron las mejores
caracteristicas fisiologicas, a lo largo del desarrollo del cultivo,(ver Figuras 16 C),
correspondiente a la etapa de fructificacion y maduracion de las semillas, en
cuanto a la longitud aérea durante esta etapa presentaron valores de 24.0 cm y
22.2 cm, respectivamente. A su ves el tratamiento T6 (planta+Fusarium stilboides)
presento una menor longitud aérea (15.8 cm), debido a la incidencia del patégeno.

De acuerdo a lo reportado por Li et al., (2015) Trichoderma spp en
simbiosis con la planta, favorece el desarrollo de plantas debido a la produccion
de fitohormonas, la solubizacion de minerales poco solubles, la reduccion en la

toxicidad contaminante y la regulacion de la microflora rizosférica.

En los estudios efectuados por Dominguez et al., (2016) observaron que
los tamafios mas altos en las plantas de tomate, longitud del tallo, raiz y aérea se
presentaron en aquellos tratados con tres cepas de T. harzianum T34

Ong et al., (2015), identificaron que las plantas de Chile kulai (Capsicum
annum var Kulai) tratados con Trichoderma harzianum, favorecieron los
parametros de crecimiento en términos de altura y longitud aérea a partir de la
etapa de floracion hasta la obtencion de los frutos. En contraste con los resultados
obtenidos, podemos relacionar que la incidencia de las dos especies de
Trichoderma (T.virens y T.atroviride), en ausencia del patégeno, favorecieron el
desarrollo de la longitud aérea en las plantas siendo superior al tratamiento control
T1 (planta+suelo).

* Longitud aérea ensayo en invernadero

En el ensayo en invernadero, se observo un comportamiento homogéneo,
a lo largo del desarrollo del cultivo en la longitud aérea de la planta (Figura 17), en
todos los tratamientos T1: plantatsuelo, T2: planta+Trichoderma
atroviride+Fusarium stilboides, T3: planta+ Trichoderma virens+Fusarium stilboides



y T4: planta+Fusarium stilboides, se obtuvieron valores alrededor de 30 cm

correspondientes a la etapa de fructificacion y maduracion de las semillas.

La produccién de chile en invernadero se efectua principalmente para
propiciar un mejor ambiente en el crecimiento y desarrollo de la planta, debido a
que el viento, la radiacion y la temperatura menor de 15 °C, favoreciendo el
rendimiento y la calidad de la planta y fruto (Tapia et al., 2016).
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Figura 16. Ensayo en invernadero, longitud aérea (cm). Niveles no conectados
por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la prueba de
Tukey.

De acuerdo a la comparacion de medias de tukey (p=0.05), no se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos, en relacion a la

longitud aérea, evaluada a partir de la semana 1 a la semana 20 las cuales



correspondes a las tres etapas de desarrollo del chile jalapefio (Figura 17 A, B y
C).

De acuerdo a Beltran et al., (2016) se sabe que las plantas en
invernadero aprovechan mejor la luz, los nutrientes y el agua, lo cual puede
explicar la homogeneidad y mayor longitud aérea de las plantas bajo invernadero,
respaldando los resultados obtenido.

* Peso fresco y seco planta, ensayo en camara

En el ensayo en camara, se obtuvo un comportamiento homogéneo en el
peso seco Yy fresco en los tratamientos evaluados, T1:planta+suelo,
T2:planta+Trichoderma atrivoide, T3:planta+Trichoderma atrivoide+Fusarium
stilboides, T4:planta+ Trichoderma virens, T5:planta+ Trichoderma virens+Fusarium
stilboides y T6:planta+Fusarium stilboides, para peso seco valores alrededor de
6.0 g, y de peso fresco: 2.0 g, tras finalizar la etapa de fructificacion y maduracién
de las semillas.
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Figura 17. Ensayo en camara, peso seco y peso fresco (g). Niveles no
conectados por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la
prueba de Tukey.



De acuerdo a la comparacion de medias de tukey (p=0.05) no se
presentaron diferencias significativas, en los tratamientos para el parametro de
peso seco Y fresco de las plantas de chile jalapefio (Figura 18 A y B), tras finalizar

el ensayo en camara.

De acuerdo con lo observado por Zaidi et al., (2015) la inoculacion con
Trichoderma spp provocd una disminucion significativa en los esteroles,
triterpenos y acidos grasos; un componente importante relacionado con una mayor

biomasa, crecimiento y maduracion del chile.

En su estudio Parkash et al., (2015) tras inocular Trichoderma harzanuim
en Capsicum chinensis Jacq. "Bhut Jolokia", observaron el rendimiento total del
fruto (120-150 frutos de chile), sin embargo no se obtuvieron aumentos en la
biomasa de la planta. Los resultados obtenidos en nuestro ensayo preliminar, son
similares a los reportados en los estudios aqui mencionados, puesto que
obtuvimos un comportamiento similar en los pesos secos y frescos de los

tratamientos evaluados.
* Peso fresco y seco (planta), ensayo en invernadero

En el ensayo en invernadero, se obtuvo un comportamiento homogéneo
en el peso fresco de la planta, alrededor de 15 g en los tratamientos evaluados
T1:planta+suelo, T2:planta+Trichoderma atrivoide+Fusarium stilboides,
T3:planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides 'y T4: planta+Fusarium
stilboides, mientras que para el peso seco, el tratamiento que presento un mayor
valor fue el tratamiento T4 (8.7 g), seguido de los tratamientos T1 (5.6 g), T2 (5.2)
y T3 (4.4 g).
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Figura 18. Ensayo en invernadero, peso seco y fresco (g). Niveles no
conectados por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la

prueba de Tukey.

De acuerdo a la comparacion de medias de tukey (p=0.05) no se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos para el parametro de
peso fresco, mientras que el peso seco presento diferencias siendo el tratamiento
T4 el que presento un mayor peso seco en relacion a los demas tratamientos,

(Figura 19 Ay B), tras finalizar el ensayo en invernadero.

En el estudio efectuado por Meyer et al., (2001) tras la inoculacion de
Trichoderma virens y harzanium a diversos pimientos morrén (Capsicum annuum
L.), observaron que el peso seco y fresco de la planta no se vio afectado por el

tratamiento, sin embargo en las plantas control aumento el peso seco en un 58%.

Con base en los resultados obtenidos el tratamiento T4, al estar inoculado
con el patégeno Fusarium stilboides, ha desarrollado un mecanismo de defensa
que ha favorecido la fisiologia de la planta, como se ha observado a lo largo del
ensayo en invernadero.




« Longitud raiz y fruto, ensayo en camara
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Figura 19. Ensayo en camara, longitud raiz y del fruto (cm). Niveles no
conectados por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la
prueba de Tukey.

De acuerdo a la comparacion de medias de Tukey (p=0.05) se
presentaron diferencias  significativas, siendo el tratamiento T4
(planta+Trichoderma virens) el que presentd una mayor longitud en la raiz (17.3
cm), seguido del tratamiento T2 (planta+Trichoderma atroviride) (15.6 cm), en
relacion a los demas tratamientos.

Por otro lado no se observan diferencias entre los tratamientos, para la
longitud del fruto en la cual se obtuvieron valores aproximados a 6.0 cm,

correspondientes al ensayo en camara.

En el estudio efectuado en tomate Li et al., (2015), comprobaron que T.
harzianum SQR-TO037 liberaba una fitohormona (harzianolida) similar a la auxina
que aumentaba significativamente la longitud total de la raiz y el numero de raices

de las plantas de tomate.



Lee et al., (2016) identificaron que los tomates expuestos a T.viride (BBA
70239) mostraron un aumento significativo en la biomasa de la planta (> 99%) un
tamano de planta mas grande y un desarrollo significativo de las raices laterales.

Los resultados obtenidos en el ensayo en camara, son similares a los
reportados en los estudios anteriormente mencionados, debido a que los
tratamientos T2 y T4 inoculados con las dos cepas de T. atroviride y T. virens,
favorecieron la longitud de la raiz en la planta, producto de la colonizacién de la

misma.
« Longitud raiz y fruto, ensayo en invernadero

En el ensayo en invernadero, se observo un comportamiento homogéneo,
a lo largo del desarrollo del cultivo en la longitud de la raiz (ver Figura 26), en
todos los tratamientos T1: plantatsuelo, T2: planta+Trichoderma
atroviride+Fusarium stilboides, T3: planta+ Trichoderma virens+Fusarium stilboides
y T4: planta+Fusarium stilboides, se obtuvieron valores alrededor de 18.5cmy 7.2
cm, respectivamente finalizada la etapa de fructificacion y maduracion de las

semillas.

Figura 20. Ensayo en invernadero, longitud de la raiz (cm).

De acuerdo a la comparacion de medias de tukey (p=0.05), no se

presentaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, para el



parametro de longitud de la raiz y fruto de las plantas de chile jalapefio, (Figura

22) tras finalizar el ensayo en invernadero.
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Figura 21. Ensayo en invernadero, longitud raiz (cm). Niveles no conectados
por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la prueba de
Tukey.

De acuerdo a Kedrics et al., (2014) la adaptacién esta modulada por
varios factores bioticos y abioticos afectan las poblaciones y la diversidad de las
comunidades fungicas en los ecosistemas agricolas, incluidas las especies
vegetales y su etapa de crecimiento, la competencia microbiana total, las
propiedades fisicas y quimicas del suelo, la aplicacion de pesticidas o fertilizantes
y la regidn geografica.

En su estudio Contreras et al., (2016) sefala que en el habitat de
Trichoderma spp, existen distintas sefales ambientales que impiden su
reproduccion asexual; tal es el caso de la escasez de nutrientes, el pH ambiental,
la luz, humedad o algun tipo de lesion en el micelio. Estos observaron que el
desarrollo reproductivo de las especies de Trichoderma atroviride y virens, se vio
afectado por las condiciones de estrés a las que fueron sometidas (escasez de



nutrientes en el suelo, pH y humedad) lo cual no permitié6 la adaptacion y
supervivencia de los hongos en el suelo, afectando la transicion de micelio a

espora.

En el estudio efectuado por Van der Does et al., (2017) establece que la
colonizacion por parte de Fusarium oxysporum y stilboides del tejido vegetal vivo
requiere que los mismos sean capaces de responder los cambios ambientales que
se dan en el suelo (pH, nutrientes, humedad, salinidad etc) mediante el uso de
sensores y vias de transduccidn de sefales, que regulan los genes necesarios

para la adaptacion al entorno del huésped.

De acuerdo a los estudios anteriormente mencionados creemos que no se
expresaron los hongos inoculados, debido a que el desarrollo de las plantas fue
homogéneo durante el bioensayo final, al igual que la longitud de la raiz; donde
esperabamos que los tratamientos T2 y T3 inoculados con Trichoderma atroviride
y virens tuvieran una mayor longitud, debido a la generacion de micorrizas y el

tratamiento T6 inoculado con Fusarium stilboides, presentara marchitez y necrosis.
7.5.2 Parametros fisiolégicos del fruto:

En cuanto a los frutos obtenidos por tratamiento de chile jalapefio, se
determinaron los parametros de peso seco, fresco y capsaicina, correspondientes
a los dos ensayos.

* Peso fresco y seco fruto del ensayo en camara e invernadero

En el bioensayo preliminar, se observo un comportamiento homogéneo en
el parametro de peso seco y peso fresco, en todos los tratamientos T1:
planta+suelo, T2: planta+Trichoderma atrivoide, T3: planta+Trichoderma atrivoide+
Fusarium stilboides, T4: planta+Trichoderma virens, T5: planta+Trichoderma
virens+Fusarium stilboides 'y T6: planta+Fusarium stilboides, se obtuvieron

valores aproximados de 5.5 gy 0.5 g, respectivamente.

De acuerdo a la comparacion de medias de tukey (p=0.05), no se

observan diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, para el



parametro de peso seco y freso del fruto (Figura 23 A y B) obtenidas tras finalizar

el ensayo en camara.
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Figura 22. Ensayo en camara peso fresco y seco fruto (g). Niveles no
conectados por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la
prueba de Tukey.

En el estudio efectuado por Velazquez et al., (2015) la activacion de la
resistencia sistémica en chile serrano, adquirida por la inoculacion con agentes
fungicos de control y patogenos (Trichoderma spp y Fusarium spp) y los factores
bioticos o abioticos, lo cual puede conducir a un costo energético adicional,
produciendo plantas y frutos de menor tamafio y peso.
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Figura 23. Ensayo en invernadero peso fresco y seco fruto (g). Niveles no
conectados por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun la
prueba de Tukey.

En el ensayo en invernadero, se observo un comportamiento homogéneo
en el parametro de peso seco y peso fresco, en todos los tratamientos
T1:planta+suelo, T2:planta+Trichoderma atrivoide+Fusarium stilboides,
T3:planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides y T4: planta+Fusarium
stilboides, se obtuvieron valores aproximados de 16.0 g y 6.5 g, respectivamente.

De acuerdo a la comparacion de medias de tukey (p=0.05), no se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, para el
parametro de peso seco y fresco (Figura 31 A y B), obtenidos tras finalizar el

ensayo en invernadero.

Reyes et al., (2014) y Aguirre et al., (2016) no encontraron diferencia en
la biomasa de los frutos de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) al
inocularse con Trichoderma spp, es probable que la demanda de fotosintatos por
los mismos, reduzca la posibilidad de que sean transportados a la floracién y el

amarre de frutos.



De acuerdo a los estudios anteriormente mencionados coinciden con los
resultados obtenidos, dado que los tratamientos en los dos ensayos efectuados
(camara e invernadero) presentaron pesos secos y homogéneos en los frutos

obtenidos.

Sin embargo las condiciones de los ensayos fueron diferentes, creemos
que para el ensayo en camara la influencia de Trichoderma atroviride y virens
favorecid6 mas los parametros fisioldgicos de la planta que a los frutos y actud
mejor como agente de control frente a Fusarium stilboides. Por otro lado en el
ensayo en invernadero, creemos que las plantas desarrollaron resistencia
sistémica, ya que las condiciones del invernaderos favorecieron la temperatura,
fue menor la humedad vy la incidencia de la luz. A su vez los nutrientes del suelo

fueron menores.
* Contenido de capsaicina, ensayo en camara e invernadero

En el ensayo en camara se obtuvieron diferencias entre las
concentraciones de capsaicinoides para los tratamientos evaluados,T1:
planta+suelo, T2: planta+Trichoderma atrivoide, T3: planta+Trichoderma atrivoide+
Fusarium stilboides, T4: planta+Trichoderma virens, T5: planta+Trichoderma
virens+Fusarium stilboides y T6: planta+Fusarium stilboides.

Siendo los tratamientos T2 y T4 aquellos que presentaron la mayor
concentracién (0.0087 y 0.0081 mg capsaicinoides 100 g™), seguidos de los
tratamientos T3 y T6 (0.0071 y 0.0072 mg capsaicinoides 100 g”') y T5 (0.0059
mg capsaicinoides 100 g™') , finalmente la menor concentracién se obtuvo en el

tratamiento T1 (0.0028 mg capsaicinoides 100 g™), (Figura 25).
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Figura 24. Ensayo en camara, concentracion de capsaicina (mg
capsaicinoides 100 g™ ). Niveles no conectados por la misma letra son
significativamente diferentes (p=0.05) segun la prueba de Tukey.

De acuerdo a la comparacion de medias de Tukey (p=0.05), se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, para las
concentraciones de capsaicina obtenidas, (ver Figura 25), obtenidos tras finalizar

el ensayo en camara.

En el ensayo en invernadero, se obtuvieron diferencias entre las
concentraciones de capsaicinoides para los tratamientos evaluados,
T1:planta+suelo, T2:planta+Trichoderma atrivoide+Fusarium stilboides,
T3:planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides 'y T4: planta+Fusarium

stilboides.

Siendo el tratamiento T2 el que presento una mayor concentracion de
capsaicina (0.0045 mg capsaicinoides 100 g-1), seguido de los tratamientos T3 y
T4 (0.0039 y 0.0038 mg capsaicinoides 100 g-1 , respectivamente) y la menor



concentracion se presento en el tratamiento T1 (0.0029 mg capsaicinoides 100
g1).
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Figura 25. Ensayo en invernadero, concentracion de capsaicina (mg
capsaicinoides 100 g™). Niveles no conectados por la misma letra son
significativamente diferentes (p=0.05) segun la prueba de tukey.

De acuerdo a la comparacion de medias de tukey (p=0.05), se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, para las
concentraciones de capsaicina (ver Figura 26), obtenidos tras finalizar el ensayo

en invernadero.

De acuerdo Pereira et al.,(2016) la asociacidn con hongos micorrizicos
arbusculares tales como Trichoderma spp, promueve cambios fisiologicos y
bioquimicos en las plantas, activando diversas rutas metabdlicas que pueden dar
como resultado un aumento de los compuestos secundarios como los

capsaiciones en chile.

De acuerdo con Bacon et al., (2017), se ha encontrado que aceites

esenciales aislados de fuentes vegetales son agentes antimicrobianos efectivos,



extractos de Capsicum annuum fruit han sido investigados hasta cierto punto, y las
propiedades antimicrobianas han sido reportadas con resultados mixtos. El
extracto de la fruta de jalapefio, especificamente, ha inhibido Streptococcus
pyogenes, Listeria monocytogenes, Clostridium sporogenes y Clostridium tetani.

Padilha et al., (2015) encontraron una gran variabilidad en los compuestos
bioactivos presentes y sus concentraciones en diferentes variedades de C.
pimientos annuum, algunos de estos compuestos tales como capsaicinoides

pueden afectar el crecimiento y metabolismo de hongos, insectos y bacterias.

Los resultados obtenidos coinciden con los estudios anteriormente
mencionados puesto que para el bioensayo preliminar, los tratamientos que
presentaron una mayor concentracion fueron aquellos inculados con Trichoderma
spp en ausencia del patégeno (T2: planta+Trichoderma atrivoide y T4:
planta+Trichoderma virens) y para el bioensayo final los tratamientos T2 y T- (T2:
planta+Trichoderma atroviride+Fusarium stilboides y T3: planta+Trichoderma
virens+Fusarium stilboides), coincidiendo con la actividad antimicrobiana de la

capsaicina y aumento en metabolitos secundarios de parte de Trichoderma spp.
7.4 Patogenicidad de Fusarium stilboides, ensayo en camara e invernadero:

El bioensayo preliminar presento marchitez y necrosis principalmente en
sus hojas, en el tratamiento T6 (planta+Fusarium stilboides), a partir de la semana
8 correspondiente a la etapa de emergencia y desarrollo de hojas (ver Figura 27
A). La expresion de necrosis y marchitez producida por Fusarium stilboides se hizo
mas progresiva a partir de la semana 13, correspondiente a la etapa de desarrollo
vegetativo y floracion (Figura 27 B).

En general los tratamientos a excepcion del tratamiento T6
(planta+Fusarium stilboides), muestran una Optima apariencia, calidad en los
esquejes y ausencia de signos o sintomas de la enfermedad producida por el
patogeno inducido en las plantas de chile jalapefio (Fusarium stilboides).

El bioensayo final presento sintomas de la enfermedad en el tratamiento
T3 (planta+ Trichoderma virens+Fusarium stilboides), en la planta numero 2y 13 a



lo largo del desarrollo del chile jalapefio, ocasionando la necrosis total en las

plantas (Figura 27 C).

Figura 26. Ensayo en camara e invernadero. A) Necrosis de Fusarium sitlboides
visible en hojas, B) Marchitez en hojas ensayo en camara y C) Marchitez y

necrosis prolongada, ensayo en invernadero.

De acuerdo con Frans et al., (2017) la pudricion en el pimiento es una
enfermedad fungica importante que ocasiona el crecimiento y/o la necrosis foliar,



base del tallo y la pulpa de la fruta, causada principalmente por miembros del
complejo de especies de Fusarium spp.

En el estudio efectuado por Frans et al., (2018) demostraron que la
adaptabilidad del patdégeno a la planta, se deriva de las condiciones climaticas,
puesto que la temperatura influye en la pudriciéon interna de la planta. Las
temperaturas altas y humedades relativas influyen en que la infeccion y necrosis
y/o marchitez, ocasionada por Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum sea
mayor en chile morrén, mientras que las temperaturas mas bajas parecen reducuir
la posibilidad de que se manifieste infeccion y necrosis y/o marchitez. Los
resultados coinciden los estudios anteriormente mencionados, puesto que se
observo una mayor incidencia del patogeno en la totalidad de plantas del
tratamiento T6 (Planta+Fusarium stilboides), correspondiente al ensayo en
camara, debido a que al estar en la camara de crecimiento las condiciones de
humedad y temperatura fueron mayores, en comparacion con el tratamiento T3
(planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides), del ensayo en invernadero,
puesto que conto con mayor espacio entre plantas. Por otro lado se observaron
los sintomas de la enfermedad mencionados por Frans et al., (2017),
principalmente el hojas y tallo para el tratamiento T6 (ensayo en camara) y el

raices en el tratamiento T3 (ensayo en invernadero).

De acuerdo a Lamdan et al., (2015) los agentes de control biolégico
Trichoderma virens y atroviride, interactuan con la planta y patégeno, promoviendo
el crecimiento de las plantas e induciendo resistencia sistémica, lo cual reduce la

enfermedad en las partes aéreas de la planta.

En el estudio efectuado por Salim et al., (2017), tras inocular Trichoderma
harzianum, en plantas de tomate infectadas con el patégeno, F. oxysporum f.sp.
lycopersici, observaron que la incidencia de la enfermedad fue menor en aquellos
tratamientos inoculados con el agente de control, debido a que Trichoderma
harzaianum tiene muchos efectos positivos sobre la resistencia sistémica y de la
planta a las enfermedades de las mismas. Los resultados reportados

anteriormente, coinciden con los resultados obtenidos en nuestro estudio, dado



que los tratamientos inoculados con los dos agentes de control T.atroviride y
T.virens, no presentaron sintomas de la enfermedad (bioensayo preliminar) , salvo
en el tratamiento T3 (planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides), en el cual

solo 2 plantas presentaron incidencia del patdgeno, de las 15 evaluadas (ensayo
en invernero).

7.5.3 Determinaciéon de clorofila a y b, ensayo en camara e
inverndadero:

En el ensayo en camara, se obtuvieron diferencias entre las
concentraciones de clorofila a y b obtenidas para los tratamientos evaluados
T1:planta+suelo, T2:planta+Trichoderma atroviride, T3:planta+Trichoderma
atroviride+Fusarium stilboides, T4:planta+Trichoderma virens,
T5:planta+Trichoderma  virens+Fusarium  stilboides 'y T6:planta+Fusarium
stilboides. Siendo el tratamiento T2 el que obtuvo una mayor concentracion de
clorofilaay b (13.1 y 3.7 Cl en pg/ml), seguido del tratamiento T3 (8.9 y 2.5 Cl en
pug/ml), seguido de los tratamientos T1 (6.7 y 2.0 Cl en pg/ml), TS (6.5y 1.7 Cl en
ug/ml) y T4 (5.6 y 1.3 Cl en pg/ml) finalmente la menor concentracion se presento
en el tratamiento T6
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Figura 27. Ensayo en camara, concentracion de clorofila a y b (ug/ml). Niveles
no conectados por la misma letra son significativamente diferentes (p=0.05) segun

la prueba de Tukey.



De acuerdo a la comparacion de medias de tukey (p=0.05), se
presentaron diferencias significativas en los tratamientos para las concentraciones

de clorofila a y b (Figura 28), obtenidos tras finalizar el ensayo en camara.

Abdelrahman et al., (2016), establecen que Trichoderma spp interacciona
con las raices de las plantas a través de sehales quimicas, esta simbiosis
oportunista es impulsada por la capacidad de Trichoderma spp de capturar
sacarosa Yy otros nutrientes vegetales, aumentando la capacidad de inmunidad de
las plantas hacia los patdégenos y mejora su capacidad fotosintética.

En el estudio efectuado por Patel et al., (2017) identificaron que la
concentracion de clorofila a y b, aumento en un 55 y 31 % en las plantas de
tomate, inoculadas con Trichoderma asperellum, en comparacion con las plantas

control.

Maijid et al., (2016) en sus estudio observaron que en diversas especies
de plantas de chile tratadas con T. harzanium, mostraron un aumento significativo

en el contenido de clorofila de las hojas.

Los resultados obtenidos se asemejan con los reportados anteriormente
ya que las mayores concentraciones de clorofila a y b obtenidas, se presentaron
en los tratamientos T2 (planta+Trichoderma atroviride) y T3 (planta+Trichoderma
atroviride+Fusarium stilboides) inoculados con T. atroviride, en comparacion con el

tratamiento control.

Li et al,.(2018) y Patel et al,.(2017) en su estudio demostraron que
Fusarium oxysporum y Fusarium stilboides, tienen la capacidad de degradar la
clorofila principalmente en el area foliar producto de la enfermedad inducida en las
plantas.

De acuerdo con De Castro el at., (2016) el patogeno Fusarium solani f. sp.
cultura piperis, afecta las partes aéreas de la plantas al amarillear y marchitar las
hojas, en su estudio se observo la reduccidn del contenido de clorofila, en plantas
de pimiento inoculadas con el patdégeno, lo cual puede deberse a la translocacion
de toxinas a las partes aéreas.



Tremacoldi 2010, afirmé que las toxinas producidas por los hongos
patogenos inhiben las enzimas que estan directa o indirectamente presentes en la
fotosintesis. Esta inhibicion causa la degradacion de la clorofila y/o la reduccion de
la sintesis de clorofila, Io que resulta en el desarrollo de la clorosis de la hoja.

Siendo el tratamiento T6 (planta+Fusarium stilboides) el que presento un
menor contenido de clorofila a y b, podemos relacionarlo con el patdégeno
inoculado, puesto que se presentaron los sintomas de la enfermedad, reportados
por los articulos anteriormente mencionados (De Castro el at., 2016) y Tremacoldi
2010).

En el ensayo en invernadero, se obtuvieron diferencias entre las
concentraciones de clorofila a y b obtenidas para los tratamientos evaluados
T1:planta+suelo, T2:planta+Trichoderma atroviride+Fusarium stilboides,
T3:planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides 'y T4: planta+Fusarium
stilboides.

Siendo el tratamiento T4 aquel que obtuvo la mayor concentracion de
clorofilaay b (3.3 y 1.70 Cl en ug/ml), seguido de los tratamientos T1 (3.1 y 1.52
Cl en pg/ml) y T3 (3.0 y 1.42 Cl en pg/ml), finalmente la menor concentracion se
presento en el tratamiento T2 (1.9 y 0.93 Cl en pug/ml).
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Figura 28. Ensayo en invernadero, concentracion de clorofila a y b (ug/ml).
Niveles no conectados por la misma letra son significativamente diferentes
(p=0.05) segun la prueba de Tukey.

De acuerdo a la comparacion de medias de tukey (p=0.05), se
presentaron diferencias significativas en los tratamientos para las concentraciones

de clorofila a y b (Figura 29), obtenidos tras finalizar el bioensayo final.

Kalaji et al., (2016), establece que la clorofila es una herramienta para
controlar el estado fisioloégico de las plantas en condiciones de estrés abidtico, la
fotosintesis es particularmente sensible a las limitaciones ambientales, por lo que
las mediciones fotosintéticas son un componente importante de los estudios de
estrés de las plantas.

En el estudio de Singh et al., (2017), plantas de tomate sometidas a
estrés abidtico producto de la interaccion con patdégenos fungicos, observaron que
aumento significativamente el contenido de clorofila (24-56%), puesto que que
elevo las actividades enzimaticas antioxidantes de superédxido dismutasa (SOD,
28-41%), catalasa (CAT, 24-56%) y peroxidasa (POX, 26-44%) en las plantas.

De acuerdo con los estudios anteriormente mencionados, los resultados

obtenidos para el tratamiento T4, son acordes debido a que este tratamiento se



indujo el patogeno Fusarium stilboides haciendo que la planta desarrolle
mecanismos de resistencia sistémica e inhibicion, de la enfermedad producida por
Fusarium stilbiodes, lo cual favorecid el contenido de clorofila a y b en
comparacion al tratamiento control T1.

En cuanto a los tratamientos T2 y T3, creemos que se presento una
menor concentracion de clorofila a y b, debido a que la influencia de Trichoderma
atroviride y virens ejercid un mayor control biolégico frente al patégeno. En el
estudio efectuado por Baldi et al., (2015) y Macias et al., (2018) observaron que la
aplicacidon de Trichoderma spp, no afecté la clorofila en las hojas de las plantas de

tomate.
7.5.4 Necrosis

El algoritmo de necrosis se aplico al ensayo en invernadero en los
tratamientos  T1:planta+suelo, T2:planta+Trichoderma  atroviride+Fusarium
stilboides, T3: planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides 'y T4:
planta+Fusarium stilboides.
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Figura 29. Porcentaje de necrosis en hojas, del ensayo en invernadero.

Se obtuvo 5 fotos por planta (hoja), 3 repeticiones para un total de 75
fotos (hoja) por tratamiento, siendo el tratamiento T4 aquel que presento un mayor



porcentaje de necrosis, seguido del tratamiento T1 (11.06% y 9.84% de necrosis,
respectivamente); finalmente los menores porcentajes de necrosis se presentaron
en los tratamientos T2 y T3 (8.11% y 7.93% de necrosis, respectivamente), tal
como se observa en la siguiente figura y cuadro (Figura 30 y Cuadro 5).

Cuadro 5. Porcentaje de necrosis en hojas, del ensayo en invernadero.

Tratamiento Area hojas en  Area necrotica Indice Porcentaje
pixeles en pixeles (LA/LN) necrosis
(LA) (LN) % (LA/LN)x100
T1 114758,2 11565,0 9,92 9,84
T2 95048,5 7879,2 12,06 8,11
T3 85228,8 6522,9 13,07 7,93
T4 95033,6 10454,0 9,09 11,06

A continuacién se presentan algunas de las imagenes obtenidas mediante al
algoritmo de imagenes, aplicado en los tratamientos T1:planta+suelo,
T2:planta+Trichoderma atroviride+Fusarium stilboides, T3: planta+Trichoderma
virens+Fusarium stilboides y T4: plantat+Fusarium stilboides, del ensayo en
invernadero.



Figura 30. Ensayo en invernadero, necrosis en hojas. Imagen original con las
zonas de dano detectadas con azul aplicada en los tratamientos A) T1:
plantat+suelo B) T2: planta+Trichoderma atroviride+Fusarium stilboides C) T3:
planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides y D) T4: planta+Fusarium

stilboides

De acuerdo Contreras et al., (2012) y Pérez et al., (2016a) la muerte en el
tejido de la planta en un area localizada se llama necrosis y comunmente resulta

en marrén o negro, lesiones a menudo precedidas de coloracion amarillenta,



clorosis, o un colapso en la clorofila y después caida prematura de hojas, rizado
de hojas, maduracion adelantada e irregular de frutos, pudriciones de raiz o base
del tallo y muerte de planta.

En el estudio efectuado por Dofas et al., (2015) observaron que las
plantas de chile jalapeno (Capsicum annuum L.), sometidas a estrés abidtico
presentaron un mayor nivel de necrosis en los tejidos aéreos. De acuerdo a los
estudios anteriormente mencionados, los resultados obtenidos para el tratamiento
T4 coinciden, ya que este fue el que presento un mayor porcentaje de necrosis en

comparacion a los demas tratamientos.

7.5 Distribucion y abundancia en las poblaciones bacterianas, del cultivo de
chile jalapefio, determinados por métodos microbiolégicos.

7.5.1 Conteo bacteriano:

Las pruebas empleadas nos permitieron identificar las unidades
formadoras de colonia determinadas para el ensayo en camara, en los
tratamientos:  T1:planta+suelo, T3:planta+Trichoderma  atrivoide+Fusarium
stilboides, T5:planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides y
T6:planta+Fusarium stilboides, evaluadas durante las 3 etapas de desarrollo del
chile jalapefio.
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Figura 31. Unidades formadoras de colonia (Ufc/g) del ensayo en camara.

Siendo el tratamiento T6 aquel que presento mas unidades formadoras de
colonia (5.3x106 Ufc/g) en las dos primeras etapas de desarrollo del chile jalapefio,
seguido de los tratamientos T5 (4.4x10° Ufc/g) en la etapa de fructificacion y
maduracion de las semillas y T3 (3.9 x10° Ufc/g) para la etapa de emergencia y
desarrollo de las cosas como para la fructificacidon y maduraciéon de las semillas,
finalmente el una menor unidad formadoras de colonia se presento en el

tratamiento T1 (1.2 x10° Ufc/g) en las tres etapas de desarrollo del chile jalapefio.

En el estudio efectuado por Shen et al., (2015) observo que la resistencia
sistémica de las plantas de chile, indujo la supresioén de Fusarium spp y modifico la
composiciéon de la comunidad microbiana de la rizosfera, aumentando la
diversidad bacteriana y taxones de consorcios microbianos potencialmente

estimulantes.

De acuerdo con Berendens et al., (2012) la comunicacion entre la planta y
el microbioma de la raiz se ve afectada por el estrés o la presencia de patogenos,
que pueden causar una mayor atraccibn o promocion de microorganismos

beneficiosos que pueden ayudar a superar la restriccion.



En el estudio efectuado por Singh et al., (2014) la formulacion de T. viride
tampoco tuvo ningun efecto adverso sobre los microbios rizosféricos beneficiosos,
como las micorrizas arbusculares (Glomus spp.) En la rizésfera de tomate y chile
en todas los tratamientos establecidos con el agente de control.

En el estudio efectuado por Lombardi et al, (2018) al inocular T.
harzanium en plantas de tomate, observaron que se estimula el aumento en la
diversidad microbiana en la rizosfera del tomate. De acuerdo a los estudios
anteriormente mencionados, los resultados obtenidos para el ensayo en camara
son acordes, dado que el tratamiento T6 (planta+Fusarium stilboides) presento un
mayor numero de unidades formadoras de colonia, debido a la incidencia del
patdogeno generando mecanismos de defensa en la planta, lo cual favorecio la

comunidad microbiana.

Los siguientes tratamientos que mostraron un aumento en relacion a las
unidades formadoras de colonia fueron los tratamientos TS (planta+Trichoderma
virens+Fusarium stilboides) y T3 (planta+Trichoderma atrivoide+Fusarium

stilboides), en comparacion al tratamiento control T1 (planta+suelo).

Para el ensayo en invernadero se determinaron las unidades formadoras
de colonia en los tratamientos, T1:planta+suelo, T2:planta+Trichoderma
atrivoide+Fusarium stilboides, T3:planta+Trichoderma virens+Fusarium stilboides
y T4:planta+Fusarium stilboides, evaluadas durante las 3 etapas de desarrollo del
chile jalapefio.
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Figura 32. Unidades formadoras de colonia (Ufc/g) del ensayo en invernadero.

Siendo el tratamiento T2, aquel que presento un mayor numero de
unidades formadoras de colonia (7.1x10° Ufc/g) principalmente en las etapas de
emergencia y desarrollo de las hojas y desarrollo vegetativo y floracion, seguido
de los tratamientos T1 (5.4x10° Ufc/g) en las etapas de etapas de emergencia y
desarrollo de las hojas y desarrollo vegetativo y floracion y T3 (5.0x10° Ufc/g) en la
etapa de emergencia y desarrollo de hojas, finalmente el menor numero de
unidades formadoras de colonia se presento en el tratamiento T4 (3.8x10° Ufc/g)
en las tres etapas de desarrollo.

De acuerdo con Cai et al., (2015) Trichoderma spp regula la poblacion
rizésferica dada a la interaccidon directa que se produce con la planta, debido a la
capacidad de la misma de aumentar la biodisponibilidad de elementos insolubles o
escasamente solubles (P y Fe, Mn, Cu y Zn).

En el estudio efectuado por Li et al., (2015), al inocular Trichoderma
harzianum (SQR-T037) en cultivos de tomate identificaron, que se produjo una
mayor abundancia de micro flora del suelo: bacterias, hongos, actinomicetos y
comunidades de Trichoderma spp.



En el estudio realizado por Fernandez et al., (2017) las poblaciones de la
rizosfera de plantas de tomate, se cambiaron cuando el patégeno Fusarium

oxyxporum se inoculd y disminuyo significativamente hasta en un 50%.

Los resultados obtenidos, son acordes con estudios anteriormente
reportados, debido a que se observo que el tratamiento T2 inoculado con T.
atroviride presento un mayor numero de unidades formadoras de colonia a lo largo
de las 3 etapas de desarrollo del chile jalapeno, en contraste el tratamiento T4
presento un menor numero de unidades formadoras de colonia debido a la
incidencia del patogeno Fusarium stilboides, en comparacion con el tratamiento
control. De acuerdo a lo cual podemos destacar que la presencia del agente de

control en el bioensayo final, aumento la microbiota del suelo.
7.5.2 Pruebas bioquimicas ensayo en camara e invernadero:

Las pruebas efectuadas nos permitio identificar las poblaciones
bacterianas, del ensayo en camara en cada etapa de desarrollo del chile jalapefio,
indicando la presencia de géneros cultivables en el suelo, los cuales se presentan

en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Poblaciones bacterianas obtenidas mediante pruebas bioquimicas, del

ensayo en camara.

Emergencia Desarrollo vegetativo Fructificacion y
y desarrollo de y floracién maduracién de las semillas
hojas
Escherichia spp Escherichia spp Escherichia spp
Salmonella spp Klebsiella spp Shigella spp
Klebsiella spp Shigella spp Pseudomonas spp
Shigella spp Pseudomonas spp Kiebsiella spp

Proteus spp
Pseudomonas spp

Las pruebas efectuadas nos permitio identificar las poblaciones
bacterianas, del ensayo en invernadero en cada etapa de desarrollo del chile
jalapefio, indicando la presencia de géneros cultivables en el suelo, los cuales se

presentan en el Cuadro 7.



Cuadro 7. Poblaciones bacterianas obtenidas mediante pruebas bioquimicas, del

ensayo en invernadero.

Etapa inicial Emergencia y Desarrollo Fructificacion y
desarrollo de hojas vegetativo y maduracién de
floracion las semillas
Escherichia spp  Escherichia spp Salmonella spp Pseudomonas
Spp
Shigella spp Shigella spp Shigella spp Shigella spp
Proteus spp Pseudomonas spp Escherichia spp  Klebsiella spp
Enterobacter Salmonella spp Klebsiella spp Salmonella spp
Spp
Klebsiella spp Escherichia spp

Proteus spp

En el estudio efectuado por Cai et al., (2015, 2017), tras la aplicacion de
un fertilizante enriquecido con Trichoderma (BF) en cultivos de tomate, aumento la

biodiversidad de bacterias y hongos, principalmente proteobacterias.

De acuerdo a Akter et al., (2016), algunos géneros de bacterias como
Pseudomonas spp, Klebsiella spp y Enterobacter spp han demostrado actividades
como rizobacterias promotoras del crecimiento el plantas, los efectos de estos
agentes sobre la supresion de la enfermedad estan relacionados con la exclusion
de fitopatégenos por colonizacién agresiva del entorno radicular o por la
produccion de un amplio espectro de enzimas liticas extracelulares, diversos
antibidticos, cianuro de hidrégeno o activacion de los mecanismos de defensa de
las plantas.

En el estudio efectuado por Mendoza et al., (2017) observaron que las
bacterias promotoras de la rizosfera (Enterobacter spp, Pseudomonas spp y
Klebsiella spp) que mejores resultados presentaron favoreciendo el crecimiento de
la raiz, del tallo y la mayor absorcion de micro y macronutrientes, en las tres
especies de vegetales analizadas de chicharo (Pisumsativum), calabaza
(Cucurbitapepo) y girasol (Helianthusannuus).



En el estudio efectuado por la aplicacién de Pseudomonas spp, en
plantas de chile habanero promovié el crecimiento y acumulacion de biomasa
aérea, de los frutos, radical y rendimiento, incrementando la productividad de chile
habanero.

En el estudio efectuado por Angulo et al., (2018) Las cepas bacterianas
de Pseudonomas tolaasii y Pseudomonas spp, mostraron mayor efecto en altura
de planta, area foliar, diametro de tallo y volumen radical con respecto al testigo
sin fertilizar en ambos cultivares de chile jalapefio y chile pimiento bell pepeer.

De acuerdo a los estudios mencionados anteriormente, podemos destacar
que las especies encontradas (Pseudomonas spp, Klebsiella spp y Enterobacter
spp), favorecen el suelo y los cultivos agricolas puesto que son promotores del
crecimiento vegetal, promueven nutrientes para las plantas y las preparan frente a

los patogenos.

Dentro de las especies encontradas, se destacan los géneros bacterianos
de Salmonella spp, Shigella spp, Proteus spp y Escherichia coli, las cuales se
caracterizan por ser bacterias patdgenas para el ser humano, es posible
encontrarlos en los suelos agricolas debido a que presentan caracteristicas que
podrian ser adecuadas para estas bacterias, especialmente cuando son regados
con aguas depuradas, dada la elevada concentracion de nutrientes y los valores
de humedad y temperatura existentes (Gondim et al., 2016 y Zao et al., 2017).

Los patdégenos deben su habilidad para sobrevivir un largo periodo de
tiempo a sus estructuras de resistencia (clamidosporas y esclerocios) y los que
sobreviven periodos transitorios como saprofitos en la materia organica en

descomposicion (Wall et al., 2015).

Se establecieron los tratamientos para los dos ensayos efectuados
camara e invernadero, con los agentes de control Trichoderma atroviride y
Trichoderma virens dirigidos al patégeno Fusarium stilboides, se emplearon dos
sustratos obtenidos de  Zimapan, Hgo y Querétaro, Qro, asi como se



establecieron dos condiciones diferentes de crecimiento para los ensayos uno en

camara de crecimiento y en invernadero.

De acuerdo a los resultados obtenidos, para el ensayo en camara se
destaca que los tratamientos T4 (Trichoderma virens) y T2 (Trichoderma
atroviride), inoculadas con el agente de control en ausencia del patégeno,
favorecieron los parametros fisiolégicos de altura, longitud aérea y de la raiz a lo
largo del desarrollo del chile jalapefio. Por otro lado los tratamientos T3
(Trichoderma atroviride) 'y TS5 (Trichoderma virens), del ensayo en camara,
inoculados con el agente de control en presencia del patéogeno, inhibieron la
enfermedad producida por Fusarium stilboides (marchitez del chile) resaltando su
accion como agentes de control biologico.

En cuanto al tratamiento T6 (Fusarium stilboides) presentd un menor
desarrollo en sus parametros fisiologicos, contenido de clorofila y capsaicina,
debido a la incidencia y expresion de la enfermedad (necrosis) producto del
patogeno.

El ensayo en invernadero, no presento diferencias significativas en el
desarrollo de sus parametros fisiologicos (altura, longitud, peso seco y fresco) a lo
largo de las etapas de desarrollo del cultivo. En cuanto al contenido de clorofila a
y b y capsaicina, se presentaron diferencias entre los tratamientos, siendo el
tratamiento T4 (Fusarium stilboides), quien presento un mayor contenido de
capsaicina lo anterior creemos que se debe a la resistencia sistémica o
mecanismos de defensa desarrollados por la planta, frente al patégeno que estaba
inoculado. Por otro lado el tratamiento T2 (Trichoderma atroviride+Fusarium
stilboides) presento una mayor concentracion de capsaicina, en relacién a los
demas tratamientos evaluados, lo anterior se puede deber a la presencia del
agente de control que favorecidé la produccion de metabolitos secundarios,
asociados a la capsaicina en la planta.

La evaluacién de necrosis, mediante analisis de algoritmo de imagenes

nos permitié identificar que el tratamiento T4 (planta+Fusarium stilboides), fue el



que tubo un mayor porcentaje de necrosis, seguido del tratamiento T1

(planta+suelo) en relacion a los demas tratamientos, en el ensayo en invernadero

Las poblaciones bacterianas, identificadas por pruebas bioquimicas, para
los dos ensayos camara e invernadero, indican la presencia de los géneros
(Escherichia spp, Shigella spp , Pseudomonas spp, Kiebsiella spp, Proteus spp y
Salmonella spp) en la rizosfera del chile jalapefio.

Los géneros Pseudomonas spp, Klebsiella spp y Enterobacter spp, son
rizobacterias promotoras del crecimiento el plantas. Por otro lado los géneros
bacterianos Salmonella spp, Shigella spp, Proteus spp y Escherichia coli, creemos
que se encontraron debido al riego con aguas contaminadas o aporte de materia

fecal de animales de la zona.

Los tratamientos que presentaron un mayor numero de poblaciones
microbianas, son aquellos tratados con los agentes de control Trichoderma

atroviride y Trichoderma virens en presencia con el patégeno Fusarium stilboides.



VIII. CONCLUSIONES

1. Se establecid el tratamiento en chile jalapefio (Capsicum annuum L. cv.
Annuum), con los agentes de control biolégico T. atroviride y T. virens en dos
ensayos: camara de crecimiento e invernadero, se observo que los agentes de
control biolégico T. atroviride y T. virens, en ausencia del patdégeno Fusarium
stilboides, favorecieron los parametros fisiolégicos de la planta como altura,

longitud aérea de la raiz y fruto.

2. La actividad antagonica de T. atroviride y T. virens contra Fusarium stilboides,
mostraron la inhibicion del patdégeno, al no presentarte sintomas de la enfermedad
(marchitez y necrosis) en las plantas tratadas con los agentes de control. A su vez
se vio favorecido los contenidos de clorofila a y b en el ensayo en camara (13.1y
3.7 Cl en pg/ml) e invernadero (3.3 1.70 Cl en pg/ml).

3. Se identificaron los géneros bacterianos Escherichia spp, Shigella spp ,
Pseudomonas spp, Kiebsiella spp, Proteus spp y Salmonella spp en la rizosfera
del chile jalapefo, el mayor numero de poblaciones bacterianas se presentaron en
los tratamientos inoculados con los agentes de control bioldgicos T. atroviride y T.
virens a lo largo de las etapas de desarrollo del chile jalapefio.

4. El consorcio bacteriano identificado se caracteriza por ser promotoras del
crecimiento el plantas, se cree que en presencia de T. atroviride y T. virens

favorecieron el desarrollo fisiologico del cultivo.



IX. PERSPECTIVAS

Establecer en campo el tratamiento con los agentes de control bioldgico
Trichoderma atroviride y virens en chile jalepefio, dirigido a diferentes especies de

Fusarium spp.

Con la finalidad de identificar la variabilidad de comunidades microbianas en la
rizosfera del chile, establecer analisis moleculares acorde a las etapas de

desarrollo del mismo.
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XIl. APENDICE
12. Tablas de datos
12.1 Ensayo en camara: parametros fisioldgicos y analisis estadistico.

A continuacién se presentan los analisis estadisticos, de los parametros
fisiologicos evaluados en planta y fruto, y analisis de varianza (ANOVA) de la
concentracion de clorofila a y b y capsaicina.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis de varianza (ANOVA) de
una via, podemos concluir que la hipétesis nula se acepta (<.0001).
Cuadro 8. Analisis estadistico prueba de Tukey, Etapa | (altura).

Emergencia y desarrollo de hojas: Altura (cm)

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T A 10.7 2.6 0.69
T2 A 11.0 2.8 0.76
T3 A 12.2 3.0 0.81
T4 A 12.2 3.6 0.96
T5 A 11.7 2.3 0.61
T6 A 11.0 2.0 0.53

Cuadro 9. Analisis estadistico prueba de Tukey, Etapa | (longitud aérea).

Emergencia y desarrollo de hojas: Longitud aérea (cm)

Tratamiento Media Des. Error
Estandar Estandar
T1 A B 17.3 6.1 1.6
T2 A B 19.4 3.8 1.0
T3 A B 19.3 4.7 1.3
T4 A 19.9 5.6 1.5
T5 A B 14.2 6.5 1.7

T6 B 13.3 6.2 1.7




Cuadro 10. Analisis estadistico prueba de Tukey, Etapa Il (altura).

Desarrollo vegetativo y floracion: Altura (cm)

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 B 12.6 1.6 0.43
T2 A B 13.9 1.8 0.47
T3 A 14.8 2.3 0.61
T4 A 15.9 1.8 0.47
T5 A B 13.6 2.6 0.97
T6 B 12.6 1.5 0.40

Cuadro 11. Analisis estadistico prueba de Tukey, Etapa Il (longitud aérea).

Desarrollo vegetativo y floraciéon: Longuitud aérea (cm)

Tratamientos Media Des. Estandar Error Estandar
T1 B C 19.4 4.1 1.11
T2 A B 21.8 2.9 0.78
T3 A B 21.2 3.6 0.95
T4 A 23.9 1.3 0.35
T5 A B C 19.6 3.1 1.17
T6 C 17.1 3.2 0.86

Cuadro 12. Analisis estadistico prueba de Tukey, Etapa Il (altura)

Fructificacion y maduracion de las semillas: Altura (cm)

Tratamientos Media Des. Estandar Error Estandar
T1 B 13.6 1.7 0.45
T2 A B 15.3 2.5 0.66
T3 A B 15.8 2.5 0.67
T4 A 16.6 1.7 0.46
T5 A B 14.6 2.6 0.69

T6 B 13.9 1.4 0.37




Cuadro 13. Analisis estadistico prueba de Tukey, Etapa Il (longitud aérea)

Fructificacion y maduracion de las semillas: Longitud aérea (cm)

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 C D 18,3 3,3 0,89
T2 A B 22,2 2,5 0,68
T3 B C 20,5 3,1 0,82
T4 A 24,0 0,96 0,26
T5 B C 20,1 3,0 0,80
T6 D 15,8 2,2 0,59

Cuadro 14. Analisis estadistico prueba de Tukey, peso seco (planta)

Peso seco, planta (g)

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T A 6.5 2.8 1.0
T2 A 6.4 2.9 1.1
T3 A 54 2.5 0.93
T4 A 6.3 1.3 0.5
T5 A 5.5 1.7 0.64
T6 A 5.3 1.5 0.57

Cuadro 15. Analisis estadistico prueba de Tukey, peso fresco (planta)

Peso fresco, planta

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T A 2,3 0,99 0,37
T2 A 2,1 1,0 0,38
T3 A 1,4 0,56 0,21
T4 A 1,9 0,42 0,16
T5 A 1,5 0,60 0,23
T6 A 2,0 0,52 0,20




Cuadro 16. Analisis estadistico prueba de Tukey, peso seco fruto (g).

Peso seco, fruto

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T A 5.7 1.8 0.75
T2 A 5.3 2.1 0.78
T3 A 5.3 2.6 1.2
T4 A 6.7 1.1 0.40
T5 A 4.3 3.3 1.3
T6 A 3.6 0.8 0.28

Cuadro 17. Analisis estadistico prueba de Tukey, peso fresco fruto (g).

Peso fresco, fruto

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T A 0.53 0.19 0.08
T2 A 0.47 0.23 0.09
T3 A 0.48 0.24 0.11
T4 A 0.53 0.11 0.04
T5 A 0.41 0.33 0.13
T6 A 0.41 0.17 0.06

Cuadro 18. Analisis estadistico prueba de Tukey, longitud raiz planta (cm).

Longitud raiz: planta

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A B 13.0 2.8 1.1
T2 A 15.6 4.6 1.8
T3 A B 14.3 2.7 1.0
T4 A 17.3 4.1 1.5
T5 A B 12.3 2.3 0.9

T6 B 10.0 2.5 1.0




Cuadro 19. Analisis estadistico prueba de Tukey, longitud fruto (cm).

Longitud fruto

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 5.68 0.69 0.28
T2 A 5.06 0.67 0.25
T3 A 5.38 1.23 0.55
T4 A 5.53 0.59 0.22
T5 A 4.66 1.42 0.54
T6 A 4.73 0.65 0.23

Cuadro 20. Ensayo en camara, absorbancia (nm) clorofila a.
Clorofila a (663 nm, absorbancia)
1 2 3 Promedio
T 0.491 0.488 0.483 0.487
T2 0.956 0.960 0.961 0.959
T3 0.655 0.655 0.655 0.655
T4 0.412 0.415 0.421 0.416
T5 0.477 0.478 0.480 0.478
T6 0.084 0.084 0.084 0.084
Cuadro 21. Ensayo en camara, absorbancia (nm) clorofila b.
Clorofila b (645 nm absorbancia)
1 2 3 Promedio
T 0.210 0.211 0.211 0.211
T2 0.400 0.400 0.401 0.400
T3 0.270 0.271 0.271 0.271
T4 0.157 0.157 0.162 0.159
T5 0.193 0.194 0.195 0.194
T6 0.038 0.038 0.039 0.038




Cuadro 22. Ensayo en camara, concentracion de clorofila a y b (pg/ml).

Tratamientos Concentracion de clorofilaay b
Cl a (pg/mil) Cl b (ug/ml)
T 6.68 2.04
T2 13.10 3.72
T3 8.94 2.48
T4 5.64 1.29
T5 6.52 1.73
T6 1.16 0.40

Cuadro 23. Analisis estadistico prueba de Tukey, clorofila a.

Tratamientos Media Des. Estandar Error Estandar
(clorofila a)
T1 C 5.5 0.05 0.03
T2 A 10.9 0.03 0.02
T3 B 7.4 0.00 0.00
T4 D 4.8 0.06 0.04
T5 C 54 0.02 0.01
T6 E 0.9 0.00 0.00

Cuadro 24. Analisis de varianza (ANOVA), clorofila a.

Analisis de varianza

Suma de
Fuente DF Media F Ratio Prob >F
cuadrados
Tratamiento 5 15.975.964 319.519 29343.61 <.0001*
Error 12 0.01307 0.0011
C. Total 17 15.977.271

Cuadro 25. Analisis estadistico prueba de Tukey, clorofila b

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
(clorofila b)

T1 C 2.0 0.03 0.02

T2 A 3.7 0.01 0.01

T3 B 2.5 0.02 0.01




T4 E 1.3 0.04 0.03
T5 D 1.7 0.01 0.01
T6 F 0.40 0.01 0.01

Cuadro 26. Analisis de varianza (ANOVA), clorofila b.

Analisis de varianza

Fuente DF Suma de Media F Ratio Prob>F
cuadrados
Tratamiento 5 18.886311 3.77726 6475.307 <.0001
Error 12 0.007000 0.00058
C. Total 17 18.893311

0,200 - Curva estandar Vainillina
0,160
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Figura 33. Curva de estandar vainillina, para la obtencién de la capsaicina.

Cuadro 27. Ensayo en camara, concentracion de capsaicioindes (mg) por
triplicado.

Tratamientos Concentracion de capsaicinoides (mg)
T1 0.0028 0.0029 0.0027
T2 0.0080 0.0093 0.0089
T3 0.0071 0.0073 0.0069




T4 0.0079 0.0081 0.0083
T5 0.0057 0.0059 0.0061
T6 0.0071 0.0075 0.0069

Cuadro 28. Ensayo en camara, analisis estadistico prueba de Tukey, capsaicina
(mg).

Tratamientos Media Des. Estandar Error Estandar
T1 D 0.0028 0.00010 0.00006
T2 A 0.0087 0.00067 0.00038
T3 B 0.0071 0.00020 0.00012
T4 A 0.0081 0.00020 0.00012
T5 C 0.0059 0.00020 0.00012
T6 B 0.0072 0.00031 0.00018

Cuadro 29. Analisis de varianza (ANOVA), capsaicina (mg).

Analisis de varianza

Fuente DF Suma de cuadrados Media F Ratio Prob>F
Tratamiento 5 0.00006689 0.000013 120.396 <0.001
Error 12 0.00000133 0.000000111
C. Total 17 0.00006822

12.2 Ensayo en invernadero: parametros fisiologicos y analisis estadistico.

Cuadro 30. Analisis estadistico prueba de tukey, Etapa | altura (cm).

Emergencia y desarrollo de hojas: Altura

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 16.1 11.6 2.1
T2 A 15.9 11.3 2.1
T3 A 16.5 10.9 2.0
T4 A 16.6 11.6 2.1




Cuadro 31. Analisis estadistico prueba de tukey, Etapa | longitud aérea (cm).

Emergencia y desarrollo de hojas: Longitud aérea

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 15.1 9.3 1.7
T2 A 14.9 8.9 1.6
T3 A 15.0 8.2 1.5
T4 A 15.3 94 1.7

Cuadro 32. Analisis estadistico prueba de tukey, Etapa Il altura (cm).

Desarrollo vegetativo y floracién: Altura

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 27.43 3.34 0.61
T2 A 26.57 3.31 0.60
T3 A 26.47 4.40 0.80
T4 A 28.13 3.37 0.62

Cuadro 33. Analisis estadistico prueba de tukey, Etapa Il longitud aérea (cm).

Desarrollo vegetativo y floracion: Longitud aérea

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 22.53 3.58 0.65
T2 A 22.53 2.49 0.45
T3 A 22.73 3.07 0.56
T4 A 23.57 2.73 0.50

Cuadro 34. Analisis estadistico prueba de tukey, Etapa Il altura (cm).

Fructificacion y maduracion de las semillas: Altura

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A B 34.40 8.57 1.56
T2 A B 33.77 9.74 1.78

T3 B 31.50 7.94 1.45




T4 A 36.83 9.66 1.76

Cuadro 35. Analisis estadistico prueba de tukey, Etapa Il longitud aérea (cm).

Fructificacion y maduracion de las semillas: Longitud aérea

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 24.77 5.27 0.96
T2 A 24.23 6.42 1.17
T3 A 24.20 6.41 1.17
T4 A 26.40 4.69 0.86

Cuadro 36. Analisis estadistico prueba de tukey, peso fresco (g).

Peso fresco

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 15.0 54 14
T2 A 13.8 6.5 1.7
T3 A 11.5 4.3 1.1
T4 A 15.7 6.5 1.7

Cuadro 37. Analisis estadistico prueba de tukey, peso seco (g).

Peso seco
Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 B 5.6 25 0.6
T2 B 5.2 1.9 0.5
T3 B 4.4 2.1 0.5
T4 A 8.7 4.0 1.0

Cuadro 38. Analisis estadistico prueba de tukey, longitud raiz (g).

Longitud raiz
Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar

T1 A 20.1 5.8 1.5
T2 A 17.9 4.5 1.2
T3 A 171 5.3 1.4




T4 A 19.9 4.8 1.2

Cuadro 39. Analisis estadistico prueba de Tukey, longitud fruto (cm).

Longitud fruto

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 7.4 1.3 0.3
T2 A 7.3 0.8 0.2
T3 A 7.2 1.1 0.3
T4 A 6.9 14 04

Cuadro 40. Analisis estadistico prueba de Tukey, peso fresco (g).

Peso fresco

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 14.7 6.1 1.5
T2 A 15.8 6.1 1.9
T3 A 14.8 6.7 1.7
T4 A 16.7 3.9 1.1

Cuadro 41. Analisis estadistico prueba de Tukey, peso seco (g).

Peso seco
Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 A 6.1 4.4 1.4
T2 A 5.8 5.3 1.3
T3 A 7.2 3.5 0.9
T4 A 4.5 2.6 0.7

Cuadro 42. Ensayo en invernadero, absorbancia clorofila a (663 nm) por
triplicado.

Tratamientos Clorofilaa (absorbancia, 663 nm)
1 2 3
T1 0.277 0.277 0.277
T2 0.169 0.168 0.168
T3 0.266 0.265 0.265
T4 0.299 0.299 0.299




Cuadro 43. Ensayo en invernadero, absorbancia clorofila b (645 nm) por
triplicado.

Tratamientos Clorofila b (absorbancia, 645 nm)
1 2 3
T1 0,145 0,145 0,145
T2 0,083 0,083 0,083
T3 0,129 0,129 0,129
T4 0,142 0,141 0,141

Cuadro 44. Concentracion de clorofila a y b (pg/ml).

Tratamientos Cla (pg/ml) Clb (ug/ml)

T1 3.1 1.7
T2 1.9 0.9
T3 3.0 1.4
T4 3.3 1.5

Cuadro 45. Analisis estadistico prueba de Tukey, clorofila a.

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
(clorofila a)

T1 B 3.1 0.0000 0.0000

T2 D 1.9 0.0058 0.0033

T3 C 3.0 0.0115 0.0067

T4 A 3.3 0.0000 0.0000

Cuadro 46. Analisis de varianza (ANOVA), clorofila a.

Analisis de varianza

Fuente DF Suma de Media F Ratio Prob >F
cuadrados
Tratamiento 3 3.7266917 1.24223 29813.53 <.0001
Error 8 0.0003333 0.00004167

C. Total 11 3.727025




Cuadro 47. Analisis estadistico prueba de Tukey, clorofila b.

Tratamiento

Media Des. Estandar

Error Estandar

(clorofila b)
T1 B 1.52 0.01155 0.00667
T2 D 0.93 0.00577 0.00333
T3 C 1.42 0.00000 0.00000
T4 A 1.70 0.00000 0,00000
Cuadro 48. Analisis de varianza (ANOVA), clorofila b.
Analisis de varianza
Fuente DF Suma de Media F Ratio Prob >F
cuadrados
Tratamiento 3 0.98315833 0.327719 7865.267 <.0001
Error 8 0.00033333 0.000042
C. Total 11 0.98349167
Cuadro 49. Concentracion de capsaicina (capsaicioides/mg).
Tratamientos Capsaicinoides/ mg
T1 0.00264  0.00334 0.00264
T2 0.00465  0.00462 0.00427
T3 0.00415  0.00380 0.00388
T4 0.00384  0.00357 0.00392

Cuadro 50. Analisis estadistico prueba de Tukey, concentracion de capsaicina.

Tratamiento Media Des. Estandar Error Estandar
T1 C 0.0029 0.00040 0.00023
T2 A 0.0045 0.00021 0.00012
T3 A B 0.0039 0.00018 0.00011
T4 B 0.0038 0.00018 0.00011




Cuadro 51. Analisis de varianza (ANOVA), capsaicina.

Analisis de varianza

Fuente DF Suma de Media F Ratio Prob >F
cuadrados
Tratamiento 3 0.000004159 0.000001387 20.1497 0.0004
Error 8 0.000000550 0.000000069




