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RESUMEN

El cultivo de aji tabasco (Capsicum frutescens) en los Gltimos afios ha comenzado a expandirse y cobrar gran
importancia debido a su alta rentabilidad, produccion y posibilidades para exportacion; sin embargo en Colombia los
graves problemas fitosanitarios presentados, han limitado la productividad afectando los rendimientos y elevando
los costos de produccién. En esta investigacion se caracterizaron los microorganismos patégenos presentes en una
plantacion de aji tabasco en Guacari — Valle, identificandose veintisiete especies flngicas: seis de Alternaria}, ocho
de Fusarium}, cuatro de Nigrospora, dos de Curvularia, Aspergillus sp., Cladosporium sp., Colletotrichum
truncatum, Colletotrichum sp., Exserohilum sp. y dos morfoespecies. Ocho especies bacterianas: dos de Bacillus,
Bacillus magaterium, Erwinia sp., Kocuria halotolerans, tres de Xanthomonas. Los microorganismos fueron
sometidos a pruebas de patogenicidad, con el fin de determinar su caracter patégeno, llevandose a cabo la
caracterizaciéon molecular de aquellos que produjeron a nivel de invernadero los mayores niveles de dafio. Los
géneros Curvularia, Exserohilum y las especies Kocuria halotolerans, Bacillus megaterium no reportadas como
patdgenos del genero Capsicum, dieron positiva la prueba de patogenicidad. Finalmente se llevaron a cabo pruebas
de antagonismo de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum contra catorce especies de hongos patégenos y las
ocho especies de bacterias patdgenas. Se encontré que B. subtilis inhibié el crecimiento del genero Alternaria,
Kocuria halotolerans y Bacillus sp.3, sin embargo T. harzianum presento los mejores resultados al inhibir todas las
bacterias patdgenas y los hongos patdgenos excepto, Colletotrichum sp y Curvularia sp.1. La mayor inhibicién se
presentd en Colletotrichum truncatum con PICR de 84,1%.

Palabras clave: Bacterias patégenas, Bacillus subtilis, caracterizacién molecular, hongos patdgenos, pruebas de

antagonismo, Trichoderma harzianum.

ABSTRACT

The crop of Capsicum frutescens in the last years has begun to expand and has a big importance due to its
profitability, production and potential of export. However, in Colombia this plantation has phytosanitary problem,
which limit the production affecting performance and raising the cost of production. In this investigation were
characterized pathogens microorganisms of a crop of Capsicum frutescens in Guacari-Valle. Twenty-seven fungi
microorganisms were isolated: six Alternaria sp., eight Fusarium sp., four Nigrospora sp., two Curvularia sp., one
Aspergillus sp., one Cladosporuim sp., Colletotrichum truncatum, one Colletotrichum sp. and two morph species.
Eight bacterial microorganisms: Bacillus megaterium, two Bacillus sp., Kocuria halotolerans, one Erwinia sp. and
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three Xanthomonas sp. pathogenicity test were performed for determine the character pathogen of microorganisms,
carrying out molecular characterization of those who presented in greenhouse the higher levels of damage. The
gender Curvularia, Exserohilum and the species K. halotolerans, B. megaterium not reported as pathogen of
Capsicum, gave positive the pathogenicity test. Finally antagonism test were performed using antagonist Bacillus
subtilis and Trichoderma harzianum against fourteen pathogens fungi and eight pathogens bacteria, was found that
B.subtilis inhibited the growth of gender Alternaria, K. halotolerans and Bacillus sp.3. Trichoderma harzianum
inhibited the growth of all pathogens bacteria and fungi, except Curvularia sp.1 and Colletotrichum sp. most
inhibition was presented by Colletotrichum truncatum with a PICR of 84,1%.

Key words: antagonim test, Bacillus subtilis, molecular characterization, pathogens microorganims, Trichoderma

harzianum.

INTRODUCCION
El género Capsicum perteneciente a la familia
Solanaceae es originario de Mesoamérica Yy
comprende 25 especies silvestres y cultivadas, estas
Gltimas son: C. annum, C. frutescens, C. baccatum,
C. chinenses y C. pubescens (Shruti et al. 2014).
Capsicum frutescens es un arbusto perenne, pero
cultivado comercialmente como si fuera anual, con
una altura entre 1 — 1,5 m, los frutos son bayas de
color rojo-anaranjado en la madurez, con pocas o
muchas semillas lenticulares de color blanco o
amarillo (FDA 1994 y Francis 2004). La importancia
del aji esta dada por sus multiples usos, en la
industria alimentaria, medicinal y agricola. En la
industria alimentaria debido a su alto contenido de
acido ascdrbico, vitamina A, B1, B2, y la pungencia
(Sanchez 2008). En la medicina tradicional el género
es empleado en el tratamiento de tifo, fiebre,
hidropesia, dispepsia, gota, colera, dolor estomacal,
antidiarreico,

antiinflamatorio, antineuralgico,

antiséptico. En la industria agricola debido a accion

alelopética contra algunas plagas de interés agricola
(Moreno et al. 2012 y Waizel & Camacho 2011).

A nivel mundial segun la FAO los principales paises
productores de aji son China y México. En Colombia
las zonas de produccién comercial de Capsicum se
ubican en los departamentos de Santander, Valle del
Cauca y Costa Atlantica (Melgarejo et al. 2004). La
importancia de realizar estudios fitosanitarios en
cultivos como Capsicum frutescens radica en que
como se afirma por Melgarejo et al. (2004) en
Colombia los cultivos de Capsicum son relativamente
recientes y han comenzado a expandirse debido a su
alta rentabilidad, produccién y posibilidades para
exportacién. Factores que se han visto limitados por
los problemas fitosanitarios que se presentan, los
cuales limitan la productividad  afectando los
rendimientos y elevando los costos de produccion
(Rugeles et al. 2010).

Estudios hechos por Escalona et al. (2006); FDA
(1994); Gonzélez et al. (2002) y Katoch & Kapoor

(2014) han reportado para el género Capsicum las



siguientes enfermedades. Causadas por hongos:
Damping off (Rhyzoctonia solani, Fusarium sp.,
Phytophtora sp.), marchitez por Sclerotium
(Sclerotium rolfsii), marchitez fungosa (Fusarium
oxysporum), mancha cercospora  (cercospora
capsici), tristeza (Phytophtora capsici), antracnosis
(Colletotrichum  capsici), oidiopsis (Leveillula
taurica), podredumbre gris (Botryotinia fuckeliana),
podredumbre blanca (Sclerotinia sclerotiorum),
Phytium sp., Verticillium sp., mancha foliar
(Alternaria sp.)., tizon (Choanephora cucurbitarum),
mancha foliar gris (Stemphlium solani), moho gris
(Botrytis cinerea). Causadas por bacterias: sarna
bacteriana (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria),
podredumbre blanda (Erwinia carotovora), marchitez
(Ralstonia solanacearum).

El control de plagas y enfermedades depende
principalmente del uso de agroguimicos sintéticos, lo
cual ha incrementado la poblacion de organismos
fitopatdgenos resistentes provocando un aumento
significativo de los costos de produccién y graves
problemas de contaminacién ambiental, lo anterior
sumado a la creciente demanda de alimentos, ha
hecho que en los ultimos afios los métodos de control
bioldgicos cobren importancia (Moreno et al. 2012).
Debido a la importancia que ha adquirido en los
ultimos afios el aji en Colombia como un producto

para exportacion, es necesario mejorar las

condiciones fitosanitarias del cultivo, con el proposito
de incrementar la produccién y el rendimiento. El
objetivo de este proyecto fue caracterizar las bacterias
y hongos causantes de enfermedades detrimentales en
una plantacion de Capsicum frutenscens en Guacari-
Valle del cauca, determinando su caracter patdgeno
por medio de pruebas de patogenicidad.
Posteriormente se evalu6 la eficacia de los
antagonistas  Bacillus subtilis 'y Trichoderma
harzianum como controladores bioldgicos In vitro de
los microorganismos patdgenos caracterizados.
Adicionalmente se realizé la identificacion molecular
de los patdgenos que produjeron a nivel de

invernadero los mayores niveles de dafio.

METODOS

1. Zona de estudio:
La fase de campo se llevo a cabo en la vereda
Guacas, Municipio de Guacari, Valle del cauca,
con una altitud de 900 m.s.n.m. La plantacion
tiene un é4rea de 7600 m? y se encuentra
distribuida en 8 mddulos, con un promedio de
10,5 surcos cada maédulo.

2. Fase de campo

2.1 Toma de muestras: se realizaron tres muestreos
aleatorios en los modulos 2 (M2), 4 (M4), 7
(M7) y 8 (M8), donde se evaluaron 10 plantas de

cada surco impar, tomando muestras de aquellas
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donde se evidenciara algln tipo de dafio causado
por microorganismos fitopatégenos, descartando
sintomas que posiblemente fueran producto de
estrés fisioldgico o dafio por insectos Los
muestreos se llevaron a cabo al mes, tres meses y
seis meses de establecido el cultivo. Las
muestras de tejido vegetal (hojas, tallos y frutos)
fueron tomadas con ayuda de una tijera estéril, y
guardadas en toallas de papel al interior de bolsas
ziploc debidamente rotuladas, para
posteriormente ser transportadas en una nevera
de icopor con gel refrigerante al Laboratorio de
Investigaciones  Microbiolégicas (LIM) del
departamento de biologia de la Universidad del
Valle.
Incidencia y severidad: Se determind la
incidencia (Incidencia= (plantas enfermas/total
de plantas)*100) y severidad en cada mddulo
evaluado, para la severidad se empled una escala
descriptiva de cero a cinco: cero sin ningln dafo;
uno (1% - 5%); dos (6% - 12%); tres (13% -
25%); cuatro (26% - 50%) y cinco (51% - 100%)
segun el area de afectada (Barone & Coley
2002).

Fase de laboratorio
El aislamiento 'y purificacion de los
microorganismos

dependi6 del tipo de

microorganismo a identificar (hongos o

3.1

bacterias). En general se realizo la desinfestacion

del material vegetal (pequefios trozos que
presentaran tejido enfermo y tejido sano) con
etanol al 70% durante 30 segundos, hipoclorito
de sodio al 3 % durante 30 segundos, lavado con
agua destilada estéril (ADE) durante un minuto
(dos veces) y secado en toallas de papel.

Aislamiento, purificacién e identificacién de
hongos: para el aislamiento se tomaron cinco
trozos de tejido vegetal desinfestado por cada
sintoma encontrado y se sembraron en agar papa
dextrosa (PDA) (dos repeticiones por sintomas).
Una vez se observO crecimiento miceliar se
procedi6 a purificar cada colonia fungica
sembrando en PDA, también se utilizaron
medios especificos como agar avena, medio V8,
agar papa zanahoria, agar maiz dependiendo de
cada

los requerimientos nutricionales de

microorganismo. Para la identificacion se
realizaron observaciones macroscopicas, la cual
consisti6 en una descripcion morfolégica:
textura, color, topografia, crecimiento, presencia
de pigmentos; y observaciones microscopicas,
para lo cual se realiz6 el montaje de improntas
con azul de lactofenol para observar las
estructuras somaticas y reproductivas: conidias,
conidioforos, tipos de hifas y coloraciones. Para

la caracterizacién e identificacion de los hongos
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se trabajo con las claves morfoldgicas (Barnett &
Hunter 1996; Nelson et al. 1983)

Aislamiento, purificacién e identificacién de
bacterias: para el aislamiento por sintoma se
maceraron varios trozos de tejido vegetal
desinfestados con 10 mL de ADE, se tomaron
100 pL de la solucion, y con perlas de vidrio
estériles se extendieron sobre agar nutritivo
(AN) (2 repeticiones por  sintoma),
posteriormente se purificaron las colonias
desarrolladas en AN. Para la caracterizacion de
las bacterias se procedi6 segun lo propuesto por
Escalona et al. (2006) determinando las
caracteristicas culturales, morfoldgicas,
fisiologicas y bioquimicas de cada bacteria. En
cuanto a las caracteristicas culturales se
determiné la elevacion, borde, consistencia y
color de las cepas; para las caracteristicas
morfolégicas se observo al microscopio éptico la
forma de la célula; se realizé tincién de gram y
KOH al 3% y en cuanto a las caracteristicas
fisiologicas y bioquimicas se realizaron las
pruebas de: catalasa, citrato de Simmons, indol,
lisina-hierro, oxidasa, rojo de metilo, TSI y urea,
ademas se sembraron en agar MacConkey. Para

la identificacién de bacterias fitopatdgenas se

siguio el esquema de Schaad (1988).

3.3 Caracterizacion molecular: se realizdé la

extraccion de ADN genémico a los
microorganismos que presentaron la mayor
severidad resultado de las pruebas de
patogenicidad utilizando el PowerSoil DNA
Isolation Kit (MO BIO), el ADN extraido se
amplifico para las bacterias con dos cebadores
universales: 27F 5’
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3” 'y 1492R §°
TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’, y para el
caso del hongo con los cebadores ITS15’
TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’ vy ITS4 5
TCCTCCGCTTATTGATATGC3’. El coctel de la
PCR se preparé con base a las concentraciones
finales: buffer (10x), MgCl2 (1.75 pm), dntp’s
(20 pm), primer (4 pm), taq polimerasa (1
unidad). En el termociclador se empled el
siguiente programa para bacterias: fase de
desnaturalizacién 95°C (5 min); fase de
extension 95°C (30 seg), 54°C (40seg), 72°C (40
seg) y la extension final 72°C (10 min), para el
hongo se emple6 el mismo programa solo que la
temperatura de 54°C se modific6 a 52°C. Las
mediante

secuencias se determinaron

procedimientos  estandares  del  servicio
suministrado por la compafiia Macrogen (USA).
Con el fin de eliminar y corregir los errores que

se pudieran presentar en el proceso de



41

secuenciacion  automatica, las  secuencias
obtenidas se editaron de forma manual con el
programa bioedit en el caso de las bacterias y el
programa  Sequencher para el hongo.
posteriormente se compararon directamente con
las secuencias depositadas en las bases de datos
del GenBank y del Ribosomal Database Project,
por medio de la herramienta BLAST. Del
GenBank se extrajeron secuencias muy similares
a la secuencia de estudio, y se construyd el arbol
filogenético usando el modelo que el programa
jmodeltest 2.1.7 definié como el mejor. El arbol

se construy6 con ayuda del programa MEGA 6.

Prueba de patogenicidad

Con el fin de determinar cuales de los
microorganismos identificados eran patdgenos
de Capsicum frutescens, se realizd en el LIM la
preparacién de indculos puros de hongos y
bacterias, para su posterior inoculacion en el
invernadero de la estacion experimental de
biologia de la universidad del Valle por medio
del método de puncion en plantas de aji tabasco
sanas con una edad comprendida entre los dos y
cinco meses, sembradas en bolsas plasticas con
suelo de jardin. Para ello se siguieron los
siguientes pasos:

preparacién de indculos: para los hongos se

realiz6 con ayuda de la cdmara de Neubauer,

4.2

calculando una concentracion entre 1x10” -1x10°
esporas/ml, para lo cual se adiciono 10 mL de
ADE a cada caja de petri (dos cepas por hongo
identificado) y con ayuda de un asa estéril se
raspo el micelio, la solucién obtenida se filtrd
con una gasa estéril. Para la preparacion de los
indculos bacterianos se empled el método de
turbidimetria, mediante un espectrofotometro se
midi6 la densidad Optica (D.O), o absorbancia.
Para los indculos se utiliz6 una concentracion de
1 x 108 UFC/mL (UFC: unidades formadoras de
colonias), equivalente a una densidad Optica de
600 nm a 1 (D.0600 = 1,0). Para ello las cepas
bacterianas puras fueron sembradas en 25 mL de
caldo nutritivo, y transcurridas 6 horas se
empezaron a realizar mediciones cada 3 horas,
una vez la colonia alcanzaba la concentracion
deseada se guard6 en la nevera y cuando todas
las cepas estuvieron listas, se centrifugaron a
4000 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se
descart6 y al pellet se le adiciono una cantidad
igual del sobrenadante descartado de solucién
salina al 0.9%.

inoculacion: Se inocularon dos plantas sanas por
cada microorganismo a evaluar; Se empled el
método de puncién, que consiste en inocular con
ayuda de una jeringa el inoculo en hojas, tallo y

raiz, incluyendo el sustrato (suelo), los testigos
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4.4

5.1. Bacterias fitopatdgenas contra

fueron inoculados con ADE. Finalizado el
proceso las plantas se cubrieron con bolsas
plasticas durante 24 horas con el proposito de
crear un microclima favorable para el (los)
patégeno (s).

Evaluacion: Las plantas inoculadas se evaluaron
a los 7, 14 y 21 dias, para determinar la
presencia o ausencia de sintomas.

Reaislamiento de microorganismos inoculados:
se tomé tejido vegetal de las plantas que
presentaron algun tipo de dafio y se procedi6 a
aislar 'y purificar los microorganismos y
determinar  las  caracteristicas macro y
microscopicas, con el propdsito de verificar si
coincidian con las del microorganismo
inoculado, confirmando de esta forma su caracter
fitopat6geno.

Prueba de antagonismo In vitro

A los microorganismos que se determinaron
fitopatogenos, se les someti6 a una prueba de
antagonismo mediante enfrentamientos con los
microorganismos  antagonistas  Trichoderma
harzianum y Bacillus subtilis, ingredientes
activos de los productos comerciales Trichox y
Bactox respectivamente, proporcionados por
semillas del Valle.

Bacillus

subtilis: se sembraron en 15 mL de caldo

nutritivo las bacterias patdgenas y antagonista,
transcurridas 24 horas en AN se dispersaron con
ayuda de perlas de vidrio estériles 100 pL de
suspension de la bacteria fitopatdgena y en el
centro de la caja de petri se deposito un disco de
papel filtro de 5 mm de diametro impregnado
con 15 pL de la bacteria antagonista, se utilizd
como control 15 pL de ampicilina a una
concentracion de 50 pg/ L impregnada en un
disco. Se revisé a las 24 horas, evaluando la
formacion o no de un halo inhibitorio y su
didmetro, se emplearon tres replicas por bacteria
patbgena.

Bacterias fitopatégenas contra Trichoderma

harzianum: sembrd en el centro de la caja petri

con AN el hongo antagonista y transcurridas 48
horas se sembrd a cada lado y a una distancia de
3 cm del centro de la caja, una linea de la
bacteria fitopatdgena. La revision se hizo a las
24, 48 y 72 horas, evaluando el crecimiento del
hongo antagonista y del patégeno, se emplearon
tres replicas por bacteria patdgena.

Hongos patogenos contra Bacillus subtilis:

se sembré en el centro de la caja Petri con AN el
hongo pat6égeno y transcurridas de 48 a 72 horas
dependiendo la velocidad de crecimiento de los
fitopatogenos se procedi6 a sembrar a cada lado

una linea de Bacillus subtilis. Las revisiones se



realizaron a las 24, 48 y 72 horas, evaluando el
crecimiento del hongo patdgeno y de la bacteria
antagonista, se utilizaron tres replicas por hongo
patdgeno y un control.

5.4. Hongos patdgenos contra  Trichoderma

harzianum: se emplearon cultivos duales, se

sembr6 en un extremo de la caja Petri con PDA
el hongo patdgeno y transcurridas 24 a 48 horas
de la siembra dependiendo la velocidad de
crecimiento de los fitopatdgenos se procedid a
sembrar el hongo antagonista en el otro extremo
de la caja Petri. Se utilizaron tres replicas por
hongo fitopatégeno y un control sin hongo
antagonista. Las revisiones se hicieron a los 3, 5,
7 y 15 dias de sembrado el antagonista,
midiendo el area del micelio del patégeno en
enfrentamiento. El area se calcul6 con el
programa Image J1.45 disponible en la red y se
evalub el antagonismo  mediante  dos
mecanismos:

A) Evaluacion del efecto antibiotico mediante el
porcentaje de inhibicién de crecimiento radial
(PICR) a los siete dias, empleando la formula de

Ezziyyani et al. (2004), PICR = ((R1 — R2)/R1)
*100, donde R1 es la cobertura del patgeno

testigo y R2 es la cobertura del patégeno en
enfrentamiento.

B) Competencia por sustrato mediante la escala

de clases de Bell et al. (1982), donde 1=
Trichoderma coloniza el 100% de la superficie
del medio y crece sobre el fitopatdgeno; 2=
Trichoderma coloniza dos terceras partes de la
superficie del medio de cultivo y limita el
crecimiento del fitopatégeno; 3= Trichoderma y
el fitopatdégeno colonizan cada uno la mitad de la
superficie, ningdn hongo domina; 4= El
fitopatdgeno coloniza dos terceras partes de la
superficie del medio y limita el crecimiento de
Trichoderma; y 5= EI fitopatdgeno coloniza el
100% de la superficie del medio y crece sobre

Trichoderma.

RESULTADOS

La incidencia y severidad se determin6 para cada
médulo evaluado en los tres muestreos realizados. En
el primer muestreo se determind la incidencia para
M2, M4, M7 Y M8 siendo de 15, 20, 24 y 25%
respectivamente, con una severidad escala uno en los
cuatro casos. En el segundo muestreo se presentd una
incidencia de 18, 30, 31 y 36% en los modulos M2,
M4, M7 Y M8 respectivamente y una severidad en la
escala descriptiva de dos para M2, M4, M7 y tres
para M8. En el tercer muestreo se presentd la mayor
incidencia con valores de 96 y 97% para los médulos
M2y M4 y del 100% para los médulos M7 y M8. La

severidad fue escala cinco en los cuatro moédulos



evaluados, el aumento de la incidencia y severidad
deja en evidencia la baja eficiencia de los métodos de

control quimicos empleados. en la tabla 1 se muestran

los sintomas causados por los microorganismos

patdgenos a planta de aji tabasco en el cultivo.

Tabla 1. Sintomatologia presentada en los tres muestreos realizados a plantas de Capsicum frutescens, donde se

observa dafio del tejido en hojas, peciolos, tallos y frutos.

En la tabla 2 se muestran los microorganismos
fungicos aislados e identificados de los tres muestreos
realizados a la plantacién de aji tabasco (Capsicum
frutescens) en Guacari — Valle del Cauca. Los
hongos identificados comprenden 6 especies
pertenecientes al género Alternaria, 8 especies al
género Fusarium, 4 especies al género Nigrospora, 2

especies al género Curvularia, Aspergillus sp,

Cladosporium  sp.,  Colletotrichum  truncatum,
Colletotrichum sp., Exserohilum sp., y 2 morfotipos
no identificados.

Los microorganismos flngicos y bacterianos
identificados fueron inoculados en plantas de aji
tabasco con el fin de determinar si presentaban

carécter patdgeno.



Tabla 2. Hongos identificados de los tres muestreos realizados a plantas de Capsicum frutescens en Guacari (Valle
del cauca). 1zq. (vision macroscopica del anverso de la colonia), centro (vision macroscopica del reverso de la
colonia), der. (vision microscépica de las estructuras somaticas y reproductivas de la colonia).

Alternaria sp.1 Alternaria sp.2

Alternaria sp.3 Alternaria sp.4

Alternaria sp.5 Alternaria sp.6
Aspergillus sp. Cladosporium sp.

CoIIetotnchum sp.

Curvularia sp.1 Curvularia sp.2

Exserohilum sp. Fusarium sp.1
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Fusarium sp.2 Fusarium sp.3

Fusarium sp.4 Fusarium sp.5

>

Fusarium sp.7

Fusarium sp.8 Nigrospora sp.1

o] o
) & ,.‘é
Nigrospora sp.2 Nigrospora sp.3
Nigrospora sp.4 Morfotipo 1
f;‘ -
p s
N | )
En la tabla 3 se muestran los sintomas que fueron: hongos Alternaria sp. 2, Alternariasp. 3,
ocasionaron los microorganismos que dieron positiva Alternaria sp. 4, Colletotrichum truncatum,
la prueba de patogenicidad, lo que implico Colletotrichum sp., Curvularia sp.1, Curvularia sp.2,
observaciéon de sintomas y reaislamiento del Exserohilum sp., Fusarium sp.l, Fusarium sp.4,
microorganismo inoculado, estos microorganismos Fusarium sp.5, Nigrospora sp.1, Nigrospora sp.2 y
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Nigrospora sp.3; bacterias Bacillus megaterium,
Bacillus sp.1, Bacillus sp.3, Kocuria halotolerans,
Erwinia sp., Xanthomonas sp.1, Xanthomonas sp.2 y
Xanthomonas sp.3. Los microorganismos que
ocasionaron en las plantulas el mayor grado de
severidad fueron Colletotrichum truncatum, Bacillus

megaterium, Kocuria halotolerans y Xanthomonas

sp. 2.

En la tabla 4 se muestran las caracteristicas
culturales, morfoldgicas y tincion de Gram, de las
bacterias aisladas y purificadas. Las bacterias

patégenas identificadas comprenden 3 especies

pertenecientes al género Xanthomonas, Bacillus
megaterium, Bacillus sp.1, Bacillus sp.3, Kocuria

halotolerans y Erwinia sp.

Tabla 3. Sintomas presentados en plantulas de Capsicum frutescens inoculadas con los microorganismos flingicos y

bacterianos, positivos para la prueba de patogenicidad.

Alternaria sp. 2 Alternaria sp. 3

Alternaria sp. 4

+ i 1
3
4

C. truncatum Colletotrihum sp.

Curvularia sp.1 Curvularia sp.2

Exserohilum sp.

Fusarium sp.1 Fusarium sp.4

' ﬁ
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Fusarium sp.5 Nigrospora sp.1

3

Nigrospora sp.2

Nigrospora sp.3
9

Bacillus sp.1

B. megaterium

Bacillus sp.3

K. halotolerans

Erwinia sp. Xanthomonas sp.1

Xanthomonas sp.2

Molecularmente se confirm¢ la identificacion hecha
mediante el esquema de Schaad para el caso de las
bacterias y las claves dicotémicas en el caso de los

hongos, de los microorganismos que mostraron la

13

mayor severidad de acuerdo a las pruebas de
patogenicidad. Los arboles de filogenia obtenidos se

muestran en las figuras 1,2y 3.



Tabla 4. Bacterias patdgenas identificadas de los tres muestreos realizados a plantas de Capsicum frutescens. Izq.

(visién macroscopica), centro (vision estereoscépica del anverso y reverso de la colonia), der. (tincién de Gram).

Bacillus sp.1 Bacillus megaterium

Bacillus sp.3 Kocuria halotolerans

Erwinia sp.

Xanthomonas sp.2

Al evaluar el efecto antagonista de Bacillus subtilis efecto fungistatico, con crecimiento vertical; y efecto
contra los hongos patdgenos, se encontraron cuatro fungistatico, con detencion y no restablecimiento del
comportamientos (Tabla 5): ausencia de inhibicién; crecimiento. El primer comportamiento, es decir
efecto fungistatico, con crecimiento vertical vy donde Bacillus subtilis no cumplid una funcion
posterior restablecimiento del crecimiento horizontal; fungistatica o fungicida, se presenté con el hongo

14



Nigrospora sp.2. En el segundo comportamiento, los
patdgenos suspendian el crecimiento en la zona que
entraba en contacto con la bacteria (crecimiento
horizontal), sin embargo lo continuaban en las zonas

que no entraban en contacto (crecimiento vertical), y

una vez la bacteria entraba a la fase de muerte, los
patdgenos retomaban el crecimiento horizontal, este
comportamiento se presentd en Exserohilum sp.,

Fusarium sp.4, Fusarium sp.5.

100 B.oryzaeEU273353.2
38 B.butanolivoransEF206294.1
® B.aerisEF451042.1
B.infemusNR 027227.1

24 % B.ginsengisoliHQ224517

92 B.bataviensisHQ325853.1

B.canaweraliusKT720373.1
420"? B.kochiiKT719521.1
44 B.firmusKM095966

B .kc isKT719597.1
B.abyssalisNR109671.1

Bacillus
iumJX517219.1

B.m
B.megateriumKT441035.1
51 B.megateriumNR112636.1
iumEU124555.1

100,
65

56 B.m

B[ B.niabensisKT720096.1

L B filamentosusNR134701

B.c 1sHQ256550.1
B.altitudinisNR042337.1

B.subtilisNR116017.1

B.amyloliquefaciensNR 116022.1
B.amyloliquefaciensEF433406.1
B.oryzicolakP201498.1
B.methylotrophicusKU234676.1
B.methylotrophicusKT890344.1
B.methylotrophicusHQ831412.1
B.acidicelerKU254663.1

B.mycoidesAY373357.1
B.thuringiensisAM293345.1
B.thuringiensisNR114581.1
B.thuringiensisNR102506. 1
B.weiher 15isJX517228.1
B.cereusNR115714.1
B.cereusNR112630.1
B.cereusNR074540.1

— B.acidicolaNR041942.1

34— B.coagulansNR102791.1

B iusNR025557.1
Bacillussp.JQ044788.1
65 { B.cellulosilyticus JQ319523.1
81 B.aurantiacusAJ605773.3

B.salariusNR113191.1
—

100 L B.iranensisHQ433452.1
B.hortiNR036860

B.acidovoransX77789.1

E.coliM25588.1

Figura 2. Arbol filogenético de Bacillus megaterium basado en un fragmento del 16S rRNA utilizando el método de

inferencia de maxima parsimonia, generado por MEGA 6.
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El tercer comportamiento parecido al anterior, pero
sin restablecimiento del crecimiento horizontal, se
presenté  en Colletotrichum  truncatum,
Colletotrichum sp., Curvularia sp.1, Curvularia sp.2,

Fusarium sp.1, Nigrospora sp.1 y Nigrospora sp.3.

El cuarto comportamiento, donde Bacillus subtilis
detuvo el crecimiento horizontal y vertical del
patdgeno, sin restablecimiento de ninguno de ellos,
por tanto donde se presentd el

mayor efecto

inhibitorio ocurrié con el género Alternaria.
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s

K.variansLN589846.1
K.rhizophilaNR 026452.1
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K.atrinaeJX501720.1
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—

—l

M3 27F

K halotoleransDQ979377.1
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K halotoleransJQ659878.1
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100 —— K lavalX966450 1

L KflavaJF750332.1
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—1
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97 4'
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|
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%
a8
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52

L

K_polarisKJ472200.1
K.aegyptiaNR 043511.1
K.aegyptiakKP096274 .1
K.polarisKkM186612.1

K roseaKJ439573 .1
K.roseaKU500809.1

K himachalensisNR 0433231
K himachalensisAY987383.1

K.variansKP209427 .1
E coliM25588.1

Figura 2. Arbol filogenético de Kocuria halotolerans basado en un fragmento del 16S rRNA utilizando el método

de inferencia de maxima parsimonia, generado por MEGA 6.
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C.dematiumAB042311.1
C.truncatumLC027934 1
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C.truncatumLC052321.1
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Figura 3. Arbol filogenético de Colletotrichum truncatum basado en una secuencia de nucleotidos utilizando el

método de inferencia de méaxima parsimonia, generado por MEGA 6.

En el establecimiento de cultivos duales con el
objetivo de evaluar el efecto inhibitorio del hongo
antagonista Trichoderma harzianum contra los
hongos patdgenos, se encontrd segin el PCIR que
Trichoderma harzianum es un buen controlador
biol6gico In vitro, los

excepto para hongos

Colletotrichum sp y Curvularia sp.1 con porcentajes
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de inhibicién de 19,3 y 28,8% respectivamente, en
comparacion a las demas especies estudiadas donde
se obtuvieron porcentajes de inhibicion superiores al
50%. Las especies donde se present6 el mayor efecto
Colletotrichum

inhibitorio  fueron truncatum vy

Fusarium sp.1 (Figura 4), con porcentajes de

inhibicion de 84,1 y 74,6% respectivamente. Segln la



escala de clases, el antagonista en la mayoria de los
casos crecié y esporuld sobre el patogeno, escala 1:
genero Alternaria, Colletotrichum truncatum,
Colletotrichum sp., Curvularia sp.2, Fusarium sp.1,
Fusarium sp.5, Nigrospora sp.1, Nigrospora sp.2.
Ambos hongos se establecieron, ocupando la mitad
del medio, sin evidencia de dominancia de uno sobre
el otro, escala 3: Exserohilum sp., Fusarium sp.4,

Nigrospora sp.1. Finalmente Curvularia sp.1 fue la

Unica especie que predomino sobre el antagonista,
presentando escala 4. Lo anterior indica que el uso de
varios métodos para evaluar el efecto inhibitorio
mediante el uso de cultivos duales es de gran utilidad,
ya que no solo es necesario conocer en qué porcentaje
ocurre la inhibicion, sino a través de que mecanismo
se desarrolla, lo que permite inferir sobre la

efectividad de este.

Tabla 5. Efecto antagonista de Bacillus subtilis frente a los hongos patégenos de Capsicum frutescens. Imagenes
tomadas a las 72 horas de sembrada la bacteria antagonista. 1zq (reverso del enfrentamiento), centro (anverso del

enfrentamiento), der. (Control). Los nimeros al final de cada descripcion indican el didmetro promedio en Cm del

hongo patogeno a las 24, 48 y 72 horas.

Comportamiento 1

Comportamiento 2

Comportamiento 4

Al evaluar el efecto antagonista de Bacillus subtilis
contra las bacterias patégenas, se encontraron 4

patrones: ausencia de halo; crecimiento de Bacillus

subtilis sobre el hongo patégeno; formacion de halo
< 1 mm y formacién de halo > 1 mm. El primer

patron lo presento Bacillus megaterium, donde no se



observo el crecimiento de la bacteria antagdnica. En

el segundo patrén se desarrollaron ambos
microorganismos y fue presentado por las bacterias
del género Xanthomonas. En los patrones tres y
cuatro, se observo efecto inhibitorio siendo los halos
del patrén 3 los mas pequefios, observados en
Bacillus sp.1 y Erwinia sp; los halos con el mayor

diametro se presentaron en las bacterias Bacillus sp. 3

microorganismos patégenos.

En cuanto al efecto antagonista de Trichoderma
harzianum contra las bacterias patdégenas, se encontro
que en todos los casos el hongo antagonista crecio6
sobre la bacteria patégena, impidiendo su desarrollo,
siendo mas evidente para los géneros Erwinia y
Xanthomonas en donde se presentd un menor

desarrollo bacteriano en el area donde crecia el hongo

y Kocuria halotolerans, siendo Bacillus subtilis una patégeno.
buena alternativa In vitro para el control de estos 2
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Figura 4. Valores del porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) en los hongos patdgenos de Capsicum

frutescens ocasionado por el antagonista Trichoderma harzianum, transcurridos 7 dias de la siembra del hongo

antagonista.
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DISCUSION

Los hongos aislados e identificados, provenientes de
la plantacion de Capsicum frutescens, han sido
reportados en la literatura como microorganismos
patdgenos en plantas, siendo algunos géneros
reconocidos por su caracter agresivo y devastador.
Entre las enfermedades de mayor importancia
econdmica para el género Capsicum se encuentra la
comunmente llamada tizén, causada por Alternaria
spp. puesto que afecta negativamente el rendimiento
y la calidad, sintomatol6gicamente la enfermedad se
caracteriza por presentar tizones de color oscuro con
presencia de anillos concéntricos (Avelar et al.
2011), observados en campo (figura 1, patrones 4 y
5). El genero Colletotrichum, causante de la
antracnosis, es uno de los patégenos mas importantes
a nivel mundial, con un amplio rango de hospederos
(Than et al. 2008). Constituye un serio problema
para la produccion de Capsicum sp. en los trépicos y
subtropicos, siendo los fungicidas el principal
método de control, lo que implica un alto costo y un
gran riesgo ambiental (Montri et al. 2009).
Colletotrichum capsici, C. gloeosporioides, y C.
acutatum han sido reportados como los patégenos
mas importantes causantes de la antracnosis en
Capsicum (Diao et al. 2014), sin embargo es esta
Colletotrichum

investigacion se observd que

truncatum fue aislado de las muestras que
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presentaron los niveles mas altos de severidad en
campo, afectando tallos, hojas y frutos (figura 1,
patrén 6), lo que deja en evidencia la agresividad del
género. Por otra parte Colletotrichum sp. se aisld de
muestras que mostraban sintomas muy severos,
frutos dafiados (figura 1, patrén 7 y 8), conllevando
ambas especies a una reduccion drastica del
rendimiento.

El género Fusarium ocasiona en las plantas
marchitez generalizada acompariada de clorosis, y
pudricion de la raiz, en Capsicum annuum se han
reportado pérdidas en rendimiento de hasta un 100%,
por tanto se han probado métodos de control cultural,
quimico, genético y biol6gico, con resultados
variables pero en general exitosos, dependiendo las
condiciones del cultivo, genotipos del cultivo, del
patégeno involucrado, caracteristicas del suelo entre
otros factores (Lozano et al 2014). Una de las
dificultades que presenta este patdégeno para su
control es la produccién de clamidosporas,
sobreviviendo en el suelo por largos periodos de
tiempo (Wua et al. 2015), motivo por el que
probablemente fue el género del cual se aislaron el
mayor nimero de especies. En campo se observé
marchitamiento junto con chancros y tizones, debido
a que la sintomatologia estaba siendo ocasionada por
varios microorganismos patégenos, los sintomas

caracteristicos causados por Fusarium spp. se



observaron en las pruebas de patogenicidad (figura 3)
donde se observd marchitamiento de las hojas mas
jovenes. El género Nigrospora infecta a nivel
mundial un gran ndmero de especies, incluyendo
Aloe vera, Brassica juncea, Gossypium hirsutum,
Oryza sativa, Poa pratensis, Sorghum sp., entre otros
(Zhong et al. 2016). En general ataca el tallo y
semilla de las monocotiledéneas, ocasionando
necrosis en los tallos y afectando la germinacion de
la semilla (Avelar et al. 2011). En campo se observd
ocasionando necrosis en las hojas, pero con una
incidencia y severidad muy bajas.

El género Curvularia incluye especies saprofitas,
endéfitas y patégenas, siendo en su mayoria
patdgenos destructivos que causan enormes pérdidas
en el sector agricola, se caracteriza por ocasionar
mancha foliares. Se ha reportado como patégeno en
la familia Poaceae, incluido Oryza sativa (Kusai et
al. 2015), en la familia Solanaceae, se reportado
recientemente como patégeno de Lycopersicum
esculentum en Pakistan (Iftikhar et al. 2015), sin
embargo hasta el momento no ha sido reportado
como patdgeno para el género capsicum, en esta
investigacion se aislaron dos especies patégenas de
Curvularia, causando manchas foliares, seguida de
enrrollamiento y posterior defoliacién (Tabla 3).
manchas foliares en

Exserohilum sp. causa

gramineas, y es un patdgeno oportunista en humanos
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que puede extenderse al sistema nervioso central,
causar micosis cutaneas y subcutaneas. Se ha
encontrado afectando mas de 30 especies, incluyendo
cultivos de  importancia  comercial como
Lycopersicum esculentum, Oryza sativa, Saccharum
officinarum, Sorghum sp., Zea mays (Ahmadpour et
al, 2012), hasta la actualidad no ha sido reportado
como patdgeno para el género capsicum, en esta
investigacion se encontré ocasionando manchas
foliares (Tabla 3). Los géneros Curvularia y

Exserohilum  afirma  Pratt  (2006)  afectan

principalmente gramineas, pero también pueden

infectar dicotiledoneas, causan principalmente
manchas foliares y tizones, pero la infeccion puede
extenderse a las raices, estolones y rizomas causando
pudricion de la raiz y muerte descendente.

Dos géneros que no dieron positiva la prueba de
patogenicidad fueron Aspergillus sp. y Cladosporium
sp.. El género Aspergillus es considerado un hongo
saprofito en campo, llegando a tornarse peligroso en
almacenes donde ataca granos, cuando el contenido
de humedad es ligeramente mayor a lo normal,
ocasionando la aparicion de micelio negro, seguido
de la pudricion del grano (Avelar et al. 2011).
Cladosporium es un género cosmopolita, aislado
frecuentemente del suelo, alimentos, pintura, textiles

y otra materia organica, también son invasores

secundarios en lesiones en hojas causadas por hongos



patdgenos (Bensch et al. 2012). Lo anterior evidencia
el caracter oportunista de los dos géneros, sin que
ello implique la presencia de genes de virulencia
como si ocurre con otros géneros patdgenos, que se
pueden tornan agresivos como los géneros Alternaria
y Colletotrichum. Aunque los géneros Alternaria,
Fusarium y Nigrospora son reconocidos por su
caracter patdgeno, al ser inoculados no todas las
especies evaluadas ocasionaron sintomas en las
plantulas. Nigrospora sp. es considerado un
patégeno débil, atacando plantas susceptibles, en la
mayoria de los casos se encuentra como saprofito. El
género Alternaria es cosmopolita y agrupa multiples
especies patogenas y saprofitas (Woudenberg et al.
2015), por lo que no todas las especies de estos
géneros presentan caracter patégeno.

Ademés de los microorganismos flngicos se
encontraron cuatro géneros de bacterias causando
enfermedades detrimentales en la plantacion, hecho
la severidad

de gran importancia debido a

observada. Varia especies de Bacillus son
reconocidos por la accién antagonista que presentan
contrarrestando el desarrollo de hongos patégenos
debido a la produccién de antibidticos (Malaniquiva
et al. 2012). Bacillus megaterium encapsulado en
microcapsulas de alginato de calcio fue empleado por
Wiwattanapatapee et al. (2013) para controlar

Rhizoctonia solani, agente causal del tizén de la
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vaina en el arroz, observando a nivel de invernadero
una inhibicidn en el crecimiento del micelio hasta de
un 99%. En invernadero se observé la bacteria
causando marchitamiento y defoliacion total (Tabla
3), siendo en campo uno de los microorganismos
aislados con mayor frecuencia y en los patrones que
presentaban los mayores indices de severidad, este
comportamiento patégeno de la bacteria en C.
frutescens, se debe probablemente a que dentro de
algunas especies reportadas como antagonistas se
presentan grupos con caracter patdégeno como lo
afirma Peng et al. (2013), donde grupos de Bacillus
subtilis como B. pumilus y B. circulans han sido
reportados causando enfermedades en palmas de
datiles a nivel de invernadero, o el caso de B.
megaterium pv. cerealis causante de la mancha
blanca en trigo. Las especies del género Kocuria han
sido aisladas de piel de mamiferos, suelo, rizoplano,
agua dulce, sedimentos marinos y suelos de desiertos
(Tang et al. 2009), K. halotolerans no ha sido
reportada como causante de enfermedades en el

género Capsicum, siendo esta investigacion el primer

reporte  de la bacteria como agente causal de
manchas cloréticas y marchitamiento en C.
frutescens.

El género Erwinia es reconocido por su caracter
patégeno, presente en todas las especies, una especie

reconocida es Erwinia carotovora, causante de



pudriciones blandas, marchitamiento y muerte en
Capsicum. Con pérdidas de hasta un 60% de la
plantaciéon como lo reportan Garcia et al. (2000) en
un cultivo de Capsicum annuum en el estado de
Sinaloa.  Los sintomas observados en campo
coinciden con los reportados en la literatura, ya que
la bacteria en invernadero causo marchitamiento,
perdida de vigor y defoliacion (Tabla 3). El género
Xanthomonas incluye especies de gran importancia
econdmica como el caso de X. campestris pv.
vesicatoria, causante de la mancha bacteriana. La
enfermedad es una de las méas destructivas en
invernadero y en campo para el género Capsicum,
sintomatoldgicamente se presentan manchas foliares
angulares con un halo clorético en las hojas, que
posteriormente se rasgan. En frutos son parecidos a
una ampolla, con manchas irregulares necroéticas
(Sahin & Miller 1998 y Mirik et al. 2007).

En las pruebas de antagonismo realizadas con los
microorganismos Bacillus subtilis y Trichoderma
harzianum, para los hongos patégenos se encontrd
que B. subtilis inhibié satisfactoriamente el
crecimiento de los hongos del genero Alternaria, y
por el contrario no inhibi6 significativamente el
crecimiento de los patdgenos Nigrospora sp. 2,
Exserohilum sp., Fusarium sp.4, Fusarium sp.5

(Tabla 6). En cuanto a las bacterias patgenas solo se

presentd un halo inhibitorio en Bacillus sp. 3 y
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Kocuria halotolerans (Tabla 8). Varias especies de
Bacillus producen toxinas que inhiben el crecimiento
y/o la actividad de hongos patégenos (McSpadden
2004).

T. harzianum invadi6 y crecié encima de todas las
bacterias patégenas (Tabla 9), limitando su
desarrollo, siendo un buen candidato para evaluar a
nivel de invernadero y posteriormente en campo.
Con respecto a los hongos patégenos (Tabla 7) se
encontraron PICR superiores al 50%, excepto para
Colletotrichum sp. y Curvularia sp.1 con PICR de
19,3 y 28,8% respectivamente, los mayores PICR los
presentaron Colletotrichum truncatum y Fusarium
sp.1 con 84,1y 74,6% respectivamente, en cuanto a
las escalas de clases, en la mayoria de los casos fue
escala uno, donde T. harzianum creci6 y esporuld
sobre el hongo patégeno, solo

Curvularia sp.1

domino sobre el antagonista. Trichoderma
harzianum fue el antagonista que presento los
mayores porcentajes de inhibicion, la eficiencia de
esta especie radica segin Calvo et al. (2012) en la
antibidticos

produccion de  los peptaibol,

trichozianinas Al y A2, logrando inhibir la
germinacion de esporas y la elongacion de las hifas
de las especies patogenas. Rey et al. (2000) citado
por Torres et al. (2008) afirma que el principal
mecanismo de accion de Trichoderma es el

micoparasitismo, en el cual envuelve a su hospedero



y secreta enzimas que degradan la pared celular,

luego continua la retraccion de la membrana
plasméatica y finalmente la desorganizacién del
citoplasma, lo cual aunque no se confirmé por medio
de montaje de placas se puede inferir ya que en la
mayoria de casos esporulé sobre el hospedero. La
investigacion mostro que en los cultivos de
Capsicum frutescens en la localidad de Guacari —
Valle ya se han establecido microorganismos de
importancia econdmica

como Alternaria sp.,

Colletotrichum truncatum, Erwinia sp.,

Xanthomonas sp., que junto a los demas

microorganismos patdgenos estdn  ocasionando

pérdidas en cuanto a rendimiento y calidad de la
cosecha, pese a los mecanismos de control quimicos
empleados, esto evidenciado en el rapido vy
progresivo aumento de la incidencia y severidad de
las enfermedades en la plantacion. Géneros como
Curvularia, Exserohilum o las especies Kocuria
Bacillus fueron

halotolerans, megaterium

encontradas causantes de enfermedades

detrimentales en la plantacion, constituyendo nuevos
reportes de microorganismos patégenos asociados a
esta especie. Finalmente los métodos de control
bioldgicos constituyen una buena alternativa para el
tratamiento de enfermedades,

puesto que los

antagonistas  Bacillus subtilis y Trichoderma

harzianum a nivel de laboratorio inhibieron
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satisfactoriamente la mayoria de los patogenos
caracterizados, siendo Trichoderma harzianum el
mejor candidato, con excelentes resultados en la
inhibicion de Colletotrichum truncatum, y el género
inhibié el

Fusarium; Bacillus subtilis género

Alternaria, Kocuria halotolerans y Bacillus sp.3
satisfactoriamente, por lo que es recomendable
evaluar el efecto de estos microorganismos
antagonistas a nivel de invernadero, ya que en

laboratorio se pudo observar su potencial inhibitorio.
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