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RESUMEN

La marchitez del chile (Capsicum annuum) es causada por un complejo
de hongos fitopatdgenos del suelo, entre los que se encuentra Phytophthora
capsici (Leonian) y ocasiona pérdidas en rendimiento del fruto desde
el 10 hasta el 100 %; no obstante, hay suelos supresores que contienen
microorganismos como Penicillium sp., antagdnicos al oomiceto. Con este
antecedente, se hicieron recolectas de ambos microorganismos en campo,
mayormente en el Bajio guanajuatense, México, con el objetivo de identificar
posible variabilidad a nivel molecular entre las cepas de los microorganismos
aislados y su relacion con su accion antagénica. Se determinaron los efectos
antagonicos in vitro e in vivo de aislados selectos de Penicillium spp. sobre
la cepa de P capsici identificada como la mas agresiva, asi como el modo
del control bioldgico del antagonista. Los agrupamientos de las cepas de
Penicillium spp. no coincidieron con su accién antagdnica sobre P. capsici
(agrupamientos distantes ejercieron acciones similares de antagonismo),
aunque la agresividad de P capsici si se asocié con un grupo en el que
diferentes enzimas de restriccion (Hha I, Hinf 1 y Hae Ill) no detectaron
polimorfismos. De las 47 cepas de Penicillium spp. y siete de P. capsici
obtenidas, se seleccionaron 30 del antagonista para la confrontacion in vitro
con la cepa mas agresiva de P. capsici. Con los resultados de este ensayo se
seleccionaron nueve antagonistas para la confrontacion in vivo, de los que
sobresalieron en esta prueba seis aislamientos, que s6lo permitieron de 5 a 21
% de infeccidn, en comparacion con 85 % del testigo inoculado con el patégeno
en ausencia de antagonistas. El efecto antagonico fue una combinacion de
inhibicion por antibiosis, competencia por espacio y desintegracion de micelio.
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SUMMARY

Pepper (Capsicum annuum) wilting is caused by a complex of soil
pathogenic fungi, among which Phytophthora capsici (Leonian) causes
losses in fruit yield from 10 to 100 %; however, there are suppressing soils
containing microorganisms such as Penicillium sp., antagonistic to the
oomycete. With this background, both microorganisms were collected in the
field, mostly at the Bajio region of Guanajuato, México , to identify possible
molecular variability between strains of the isolated microorganisms and the
relationship with their antagonistic action. Both in vitro and in vivo antagonistic
effects of selected isolates of Penicillium spp. over the P. capsici strain
identified as the most aggressive, as well as the mode of biological control
of the antagonist were determined. The grouping of Penicillium strains did
not coincide with their antagonistic action over P. capsici (distant groupings
exerted similar antagonistic action), although the aggressiveness of P. capsici
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was associated with a group in which different restriction enzymes (Hha |, Hinf
I and Hae IIl) did not detect polymorphisms. Out of the 47 Penicillium spp and
the seven P, capsici strains obtained, 30 of the antagonist were selected for in
vitro confrontation to the most aggressive P. capsici strain. Based on results
of this assay, nine antagonists were selected for the in vivo confrontation, of
which six isolates stood out in this test, allowing only 5 to 21 % infection, in
comparison to 85 % infection of the control inoculated with the pathogen in
the absence of antagonists. The antagonistic effect was a combination of
inhibition by antibiosis, competition for space, and disintegration of mycelium.

Index words: Capsicum annuum, RFLP, ISSR, pepper wilting.
INTRODUCCION

La secadera o marchitez del chile (Capsicum annuum),
causada principalmente por el oomiceto Phytophthora
capsici (Leonian), y en ocasiones por un complejo que
ademas de P capsici incluye a los hongos Fusarium oxys-
porum, F. solani y Rhizoctonia solani, ocasiona pérdidas
en rendimiento de fruto que van desde 10 hasta 100 %
(Anaya-L6pez et al., 2011; Ristaino y Johnston, 1999). La
marchitez del chile es considerada como la enfermedad
mas importante de dicho cultivo en México. Causa pudri-
ciones de fruto, raiz y tallo, y es policiclica, ya que completa
mas de un ciclo biolégico durante el desarrollo del cultivo,
donde las plantas enfermas sirven de fuente de inéculo
para infecciones secundarias (Castro et al., 2012; Erwin y
Ribeiro, 1996; Silva-Rojas et al., 2009).

Durante los ultimos 30 afios en México el problema ha
afectado del 60 al 100 % de la superficie cultivada. Se re-
porta la enfermedad en todos los estados productores de
chile (Castro et al,, 2012; Mendoza, 1996). En Guanajuato
se reportd reduccion de la superficie sembrada de 6568
a 3097 ha, entre los afios 2000 y 2005, debido, principal-
mente, al problema arriba expuesto; no obstante, para el
ano 2016, se reportaron en el estado de Guanajuato 4616
ha del cultivo, con un rendimiento promedio de 22.25t ha™,
superior al promedio nacional de 19.28 t ha'! (SIAR, 2017).
La aplicacion de fungicidas ha sido efectiva en su manejo;
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sin embargo, ésto eleva los costos de produccion, por lo
gue una alternativa es el uso de microorganismos que
tengan la capacidad de ejercer control bioldgico (Ferrera-
Cerrato y Alarcon, 2007; Hernandez-Lauzardo et al., 2007);
por ejemplo, Penicillium es un género productor de poli-
sacaridos y enzimas que degradan la pectina, ademas de
secretar glucanasas, celulasas, hemicelulasas y otras en-
zimas que degradan la pared celular del patégeno (Ferrera-
Cerrato y Alarcon, 2007; Kang et al., 2003).

Entre los mecanismos de accion de los microorganis-
mos antagonicos se identifica la antibiosis, donde los
metabolitos microbianos ejercen accién biocida sobre el
fitopatdgeno, ya sea por toxicidad, accion litica u otras
conducentes a la inhibicién metabdlica. También esta la
competencia entre la microflora y los patdgenos por es-
pacio, por hospederos o por nutrientes, sobre todo cuando
el objeto de la competencia es limitado. El parasitismo es
otro mecanismo de accion directa y unilateral, donde se
ve afectado el fitopatdgeno por el parasito (Guillén-Cruz et
al., 2006).

Con base en lo anterior, se plantearon los siguientes
objetivos: a) identificar posible variabilidad molecular y
agrupamientos entre las cepas de los microorganismos
aislados y su relacion con su accion antagonica, b) cuan-
tificar los efectos antagoénicos in vitro e in vivo de aislados
de Penicillium sp. sobre Phytophthora capsici, y c) deter-
minar el modo de accion de dicho antagonismo.

MATERIALES Y METODOS
Muestreos, aislamientos, cultivo in vitro, identificacion

Los muestreos de plantas y suelo se realizaron en di-
versas localidades de los estados de Guanajuato y México
(Cuadros 1y 2). El material vegetal colectado de diferentes
partes de la planta se lavé con hipoclorito de sodio comer-
cial al 2.5 % (v/v) y con alcohol etilico al 70 %; se hicieron
cortes de tejido y se sembraron en medio de papa dextrosa
agar (PDA), posteriormente se incubaron a 27 °C. De las
muestras de suelo se tomaron 10 g y se colocaron en ma-
traces Erlenmeyer de 150 mL, se agregaron 90 mL de agua
destilada estéril y se llevé a un volumen de 1000 pL, de és-
te se tomaron 50 plL y de forma individual se distribuyeron
en cajas de Petri con medio PDA, se incubaron a 27 °C de
7 a10dias (d). Los esporangios germinados se localizaron
con un microscopio, se transfirieron a cajas nuevas con
PDA y se incubaron a 27 °C para su posterior utilizacién
(French y Hebert, 1982).

Las muestras de suelo se tomaron de la rizésfera de
plantas de siembras comerciales. Para el aislamiento de
P capsici de suelo se utilizé la técnica de trampa-cebo o
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atrayente vegetal. Se pesaron 30 g de suelo, mismos que
fueron colocados en un frasco de vidrio, se agregaron 40
mL de agua destilada estéril y se colocé un fruto de chile
serrano previamente lavado y desinfestadode 7a10d a 25
°C, se aisld y purifico el crecimiento de micelio algodonoso
con la técnica de punta de hifa. Se sembré una porcién del
micelio en medio agar agua. Se apreciaron hifas separa-
das dentro del medio de cultivo, y se hizo un corte detras
de la célula terminal de la hifa, la cual se transfirié a medio
PDAy seincubd a 27 °C. Las cepas aisladas de Penicillium
spp. se transfirieron a medio PDA, donde se describié la
forma y color de colonia con base en las claves taxono-
micas de Barnett y Hunter (1972). Para la obtencién de las
cepas de Phytophthora capsici, los tejidos se sembraron
en medio de cultivo V8 y se identificaron morfoldgicamen-
te, de acuerdo con Erwin y Ribeiro (1996).

Extraccion y purificacion de ADN, PCR-RFLP,
PCR-ISSR, agrupamientos

Para la extraccién de ADN se utilizé la técnica del amorti-
guador CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) (Doyle
y Doyle, 1987; Weising et al., 2005). El CTAB al 2 % se ca-
lentd a 60 °C, se extrajo micelio de la cepa purificada y
se colocé dentro del tubo con CTAB. Se incubd a 80 °C
durante 60 min, se centrifugd durante 5 min a 10,000 x g.
El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, se adiciona-
ron 500 L de cloroformo-isoamilico (24:1), se mezcld y se
centrifugd nuevamente por 10 min a 10,000 x g. El sobre-
nadante se paso a un tubo nuevo, se lavd con 700 pL de
cloroformo-isoamilico (24:1) y se volvié a centrifugar por
10 min a 10,000 rpm. El sobrenadante se llevé a otro tubo
con 950 pL de etanol al 100 % previamente enfriado, se
incubd por 2 h a -20 °C, se centrifugd a 10,000 x g por 30
min, se decantd el sobrenadante, se resuspendid la pastilla
en 400 pL de amortiguador Tris-EDTA (TE) y se incub¢ a
55 °C por 15 min. Se afadieron 34 pL de acetato de sodio
3 M mas 1 mL de etanol al 95 % y se incubd a -20 °C por
1 h, se centrifugd a 10,000 rpm por 5 min y se descarto el
sobrenadante. La pastilla se lavé con 600 pL de isopropa-
nol al 70 %. Se centrifugd por 5 min a la misma velocidad
que en los pasos anteriores y se dejo secar a temperatura
ambiente. Se resuspendio la pastilla en 100 yL de TE y se
almacend a -20 °C. Para determinar la calidad del DNA se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 2 %.

Para el revelado, el gel se sumergié en una solucion de
bromuro de etidio (0.5 ug mL™") durante 10 min, después
se enjuagd en agua destilada por 10 miny se analizé en un
fotodocumentador (Modelo Universal Hood I, BIORAD®,
Palo Alto, CA, USA) con el programa QuantityOne®. Para
amplificar la region ribosomal del ADN de los hongos se
utilizd la reaccién en cadena de la polimerasa con los ini-
ciadores de espaciadores internos transcritos (PCR-ITS,
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Cuadro 1. Origen de los aislamientos de Phytophthora capsici.

Cepa Localidad Fuente del aislamiento
Phy-1 C7P8F7, Lab. Biotecnologia (CEBAJ, INIFAP) Planta de chile

Phy-2 Dolores Hidalgo, Guanajuato. Planta de chile

Phy-3 Juventino Rosas, Guanajuato. Planta de tomate

Phy-4 San José Iturbide, Guanajuato. Planta de tomate cherry
Phy-5 Rancho los Leones, Abasolo, Guanajuato. Planta de chile

Phy-6 Rancho Canta Ranas, Abasolo, Guanajuato. Planta de tomate

Phy-7 Rancho el Palomar, Abasolo, Guanajuato. Suelo (tomate)

Phy-8 Rancho los Leones, Abasolo, Guanajuato. Suelo (chile)

por sus siglas en inglés) 5HP y NL4. Las condiciones de
amplificacién fueron: desnaturalizacion inicial de 95 °C por
4 min, 35 ciclos (94 °C por 1 min; 58 °C por 1 min; 72 °C
por 2 min) y un ciclo de extensién final de 72 °C por 10
min. Los productos de la PCR se visualizaron en geles de
agarosa al 2 %.

Para la técnica de polimorfismos de longitud de frag-
mentos de restriccion (PCR-RFLPs) se utilizé el producto
de PCR de la region ITS mas las enzimas de restriccion
Hinfl, Hha I'y Hae Ill. La reaccion de digestion se prepard
de acuerdo con las especificaciones de cada fabricante. La
visualizacion de los cortes producidos por las enzimas se
hizo en geles de acrilamida. Para la técnica de PCR con
marcadores de secuencia de repeticion simple interna
(PCR-ISSR, por sus siglas en inglés) se utilizaron los inicia-
dores (AC),YG y AC(GACA),. Las condiciones de amplifica-
cion fueron: desnaturalizacion inicial de 95 °C por 3 min, 35
ciclos (95 °C por 30's, 55046 °C por 45's, 72 °C por 2 min)
y un ciclo de extensién final de 72 °C por 10 min.

Para la separacion de los fragmentos amplificados se
utilizé una camara vertical. Los geles se revelaron con
varias soluciones: 1) solucion fijadora de etanol al 10 % y
acido acético al 1 % durante 10 min, 2) solucion de tincion
con nitrato de plata al 0.2 % durante 10 min, 3) enjuague
con agua destilada, y 4) solucién reveladora de hidréxido
de sodio al 3 % con formaldehido (100 L por cada 100
mL) hasta la visualizacion de las bandas. Se generd una
matriz binaria que se llevé al programa FreeTree®© versién
0.9.1.50 para ser analizada mediante el indice Jaccard y el
método de construccion de arbol de agrupamiento par con
media aritmética no ponderada UPGMA. Para visualizar el
dendrograma se utilizé el programa TreeView© version
1.6.6.

Patogenicidad de Phytophthora capsici

Las cepas de P capsici que se aislaron previamente
se sembraron en los medios PDA y V8 para registrar el
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crecimiento diario y, posteriormente, calcular su velocidad
de crecimiento en cada uno de los medios. Para cuantificar
el grado de patogenicidad e identificar la cepa mas agre-
siva, se evaluaron ocho aislamientos de P capsici (Phy-1,
Phy-2, Phy-3, Phy-4, Phy-5, Phy-6, Phy-7 y Phy-8) bajo
un disefio completamente al azar con nueve repeticiones.
Cada aislamiento correspondié a un tratamiento, y la uni-
dad experimental correspondié a una planta individual ino-
culada. Se utilizo la variedad de chile Anaheim (tipo comun,
California chili), ampliamente reconocida como suscep-
tible. Se colocaron en frascos de vidrio plantas con tres
hojas verdaderas, cada frasco con agua destilada estéril y
fragmentos de medio de cultivo V8 con micelio de P. capsi-
ci. Se registro la incidencia y severidad para determinar la
cepa mas agresiva y asi utilizar sélo ésta en los siguientes
estudios. Para la incidencia de la enfermedad (IE) se aplico
la formula de Wolcan et al. (2001). La severidad se esti-
mo con la escala de dafio de Bosland y Lindsey (1991). La
cepa que resultd mas agresiva (Phy-2) se utilizd para las
confrontaciones posteriores.

Confrontaciones in vitro

Con base en los resultados obtenidos en los RFLPs de
Penicillium sp. se generaron grupos genéticamente cerca-
nos de los cuales se tomaron aislamientos representativos
(flechas en la Figura 1), mas otros seleccionados con ba-
se en su distribucién en la Figura 2, que se utilizaron para
definir los 30 tratamientos incluidos en el Cuadro 4 para
las confrontaciones in vitro. Dichas confrontaciones se hi-
cieron Unicamente contra la cepa Phy-2 de P capsici, que
resulté la mas agresiva. Cada confrontacion tuvo cuatro
repeticiones.

En cajas de Petri de 10 cm de didmetro con medio PDA
se colocaron los organismos a 1 cm de la orilla de la caja.
Primero se colocaron las cepas de Penicillium spp. me-
diante la impregnacion de una suspension de conidios en
papel filtro a una concentracion de 4 x 10°(Fang y Tsao,
1995) y se incubd a 27 °C. Al siguiente dia la cepa Phy-2
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Cuadro 2. Origen de los aislamientos de Penicillium spp.

Cepa Localidad Hospedante Cepa Localidad Hospedante
. Ambiente Rancho Aguilares
Pe01 Lab. Fitopatol. INIFAP Celaya, Gto. (Laboratorio) Pe25 San Francisco, Gto. Suelo

. San Martin de las
Pe02 Lab. Fitopatol. INIFAP Celaya, Gto. Papa Pe26 Piramides, Edo. de México Suelo (nopal)

. San Martin de las
Pe03 Lab. Fitopatol. INIFAP Celaya, Gto. Papa Pe27 Piramides, Edo. de México Suelo (nopal)

Pe04 Ezequiel Montes, Querétaro. Ajo Pe28  Nopaltepec, Edo. de México Suelo (nopal)
Pe05 Lab. Fitopatol. INIFAP Celaya, Gto. Ajo Pe29  Axapusco, Edo. de México  Suelo (nopal)
Rancho la Purisima, San Miguel de . L.
Pe06 Allende, Gto. Ajo Pe30  Nopaltepec, Edo. de México Suelo (nopal)
Pe07 Cuautlalpan, Texcoco, Edo. de México. Chile serrano  Pe31  Acolman, Edo. de México Suelo (nopal)
Pe08 Chapingo, Texcoco, Edo. de México. Pan Pe32  Nopaltepec, Edo. de México Suelo (nopal)
Pe09 Col. Lomas de la Estrella, Cd. de México.  Naranja Pe33 Rancho Canta Ranas, Suelo (tomate)
Abasolo, Gto.
.. . Rancho Aguilares,San
P10 Cuautlalpan, Texcoco, Edo. de México. Mandarina Pe34 . Suelo
Francisco, Gto.
Pell Cuautlalpan, Texcoco, Edo. de México. Tomate Pe35 Rancho el Palomar, Gto. Suelo (tomate)
Pel2 Mich-1 Lab. de Fitopatologia, Celaya, Gto. Chile poblano  Pe36  INIFAR, Celaya, Gto. Suelo (granada)

Suelo (forestales

Pel3 Mich-2 Lab. de Fitopatologia, Celaya, Gto. Chile poblano  Pe37  INIFAP, Celaya, Gto. nativas)

Lab. Postgrado | (Depto. Parasitologia), =~ Ambiente

Pel4 Chapingo, Texcoco, Edo. de México. (laboratorio)

Pe38  Texcoco, Edo. de México. Limon

Lab. de Micologia Agricola (Depto.

Pel15 Parasitologia), Chapingo, Texcoco, Edo. Ambiente

. Pe39  Texcoco, Edo. de México. Limodn
(laboratorio)

de México.
Pel6 lgig.t;jcenlif)ogh’\gulizploeST(ezii% Edo. de Ambiente Pe40 San Martin de fas Piramides Suelo (nopal)
. ' pingo, T (laboratorio) SMP1P4. P
México.
. " Rancho Aguilares, San
Pel7 Unidad ISSSTE, Texcoco, Edo. de México. Manzana Pe41 . Suelo
Francisco, Gto.
Pe18 Unidad ISSSTE, Texcoco, Edo. de México. Guayaba Pe4?2 Rancho 4ta Brigada, Suelo (chile)
[rapuato, Gto.
Pe19 Unidad ISSSTE, Texcoco, Edo. de México. Cebolla Pe43 Rancho los Leones, Suelo (chile)
Abasolo, Gto.
P20 Sa/n .I_U|s Huexotla, Texcoco, Edo. de Sidra Pe44  Rancho el Palomar, Gto. Suelo
México. (tomate)
Pe21 Rancho los Leones, Abasolo, Guanajuato. Chile (raiz) Pe45  INIFAP Celaya, Gto. Suelo
Lgab. de USOS Mu!tlples (Depto. Ambiente Rancho los Leones, .
Pe22 Fitotecnia), Chapingo, Texcoco, Edo. de , Pe46 . Suelo (chile)
L (laboratorio) Abasolo, Guanajuato.
México
Pe23 INIFAPR Celaya, Gto. Suelo (chile) Pe47 Rancho Aguilares, San Suelo

Francisco, Gto.
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Cuadro 3. Patogenicidad de P, capsici en plantas de chile
cv. Anaheim, como porcentaje de severidad de acuerdo
con la escala de daio de Bosland y Lindsey (1991).

Cepa N Slog 124
Phy-2 916 a 100 a
Phy-7 86.1 a 100 a
Phy-5 80.5 a 100 a
Phy-1 750 a 100 a
Phy-3 722 a 100 a
Phy-6 205 b 100 a
Phy-8 116 b 72 b
Phy-4 6.6 b 40 c
Testigo 00 c 0d

Medias con la misma letra en las columnas son estadisticamente
iguales (Tukey, 0.05).

de P, capsici se transfirié en cada tratamiento y repeticion
para iniciar la confrontacion dual. El experimento se realizd
bajo un disefio completamente al azar y se evalué cuando
el tratamiento con P. capsici sin antagonista llend la caja
Petri, lo que ocurrié alrededor del décimo dia. Para el calcu-
lo del porcentaje de inhibicion del crecimiento del fitopatd-
geno se aplico la férmula de Seema y Devaki (2012).

Para la técnica de microcultivo, a una caja con PDA se
le fracciond en cuadros de 10 x 10 mm. Cada uno de los
fragmentos se colocd en el centro de un portaobjetos y
un cubreobjetos en la parte superior, todo ésto dentro
de una caja de Petri a la que se le agregd glicerol al 10
%. El fragmento se inoculd en la parte sur por el antago-
nista Penicillium spp. con un dia de ventaja, ya que es de
crecimiento lento. Al dia siguiente se inoculd la cepa de
Phytophthora (Phy-2) en la parte norte del fragmento. Para
establecer el grado de antagonismo se utilizé la escala de
Agamez et al. (2009). Las cajas se incubaron a 25 °C por
8 d. Una vez que el crecimiento de micelio invadio el frag-
mento, se cubrid con un cubreobjetos y se colocd en un
nuevo portaobjetos, el cual contenia una gota de colorante
azul algodon. Al portaobjetos que contenia el fragmento de
medio se le retird éste, y en su lugar se colocé una gota del
colorante azul algoddn, se colocd un nuevo cubre objetos
y se sellé para posterior observacion del mecanismo del
efecto antagodnico.

Confrontacion in vivo

Con base en los resultados del experimento de la con-
frontacion in vitro, se seleccionaron las 10 cepas de
Penicillium spp. con el mejor porcentaje de inhibicion pa-
ra la confrontacion in vivo (Cuadro 5). La evaluacion se
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realizé en un experimento bajo un disefio completamente
al azar con 10 repeticiones, donde los tratamientos fueron
las cepas de Penicillium spp. y la unidad experimental fue
una planta de chile individual. El testigo de referencia no in-
cluyd a ninguno de los dos organismos. Cuando la plantula
tuvo dos hojas verdaderas se trasplanté a vasos de unicel,
se sumergioé la raiz en una suspension de conidios de los
microorganismos antagonistas con una concentracion de
5x10"mL" por 5 min (Fang y Tsao, 1995). Al segundo dia
se realizd una re-inoculacion de 5 mL a la misma concen-
tracion en la base del tallo. Al tercer dia se inoculd P, capsici
(cepa Phy-2) en la base de la planta, se vaciaron 5 mL de la
suspension de zoosporas (2000 zoosporas mL!, Bosland
y Lindsey, 19971).

Analisis estadistico

La informacion obtenida se analizé mediante el progra-
ma SAS (SAS Institute, 2011) con comparacion de medias
(Tukey, 0.05). Las variables estudiadas fueron severidad de
la enfermedad (%), inhibicidn (%) y antagonismo (%,).

Tipo de control biolégico

Con el fin de identificar el tipo de control biolégico del
microorganismo antagonista, se hizo un microcultivo con
la técnica de Ridell o método de laminilla (Paul, 1999). Los
montajes se observaron en microscopio compuesto y se
documentd fotograficamente el tipo de control biolégico
de cada organismo evaluado.

RESULTADOS Y DISCUSION
Muestreos, aislamientos, cultivo in vitro e identificacion

Se obtuvieron 55 cepas, de las cuales ocho fueron de
Phytophthora capsici y 47 de Penicillium spp. (Cuadros 1
y 2, respectivamente). La identidad morfolégica por com-
paracion de estructuras se confirmé mediante andlisis
moleculares.

Agrupamientos moleculares

La region de los espaciadores internos transcritos
(ITS) amplificada con los iniciadores 5 HP y NL 4 para
Penicillium spp. y Phytophthora capsici fue de aproxima-
damente 1300 y 1500 pb, respectivamente. Las enzimas
de restriccion Hha |, Hae Il 'y Hinf | produjeron polimor-
fismos en la region ITS de ambos microorganismos. En la
Figura 1 se muestran los dendrogramas generados con
la técnica de ISSR para ambos géneros. Las flechas indi-
can los aislamientos de Penicillium que se consideraron
como representantes de grupos diferentes, y por lo tan-
to, fueron seleccionados para el ensayo de confrontacion
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Figura 1. Agrupacion de genotipos de Penicillium y Phytophthora con base en los polimorfismos de longitud de fragmen-
tos de restriccion (PCR-RFLPs) de la region ITS con las enzimas de restriccion Hinf I, Hha | y Hae lll. Pe, Penicillium; Phy,
Phytophthora. Las flechas seialan las cepas seleccionadas como representantes de grupos para la confrontacion.

dual. La Figura 2 corresponde al dendrograma generado Contrario a lo esperado, la mayor cercania genética
con los iniciadores (AC),YG y (GGAT), para las cepas de se observa entre aislamientos de diferentes localidades
Penicillium spp., en la cual se basé la seleccion de otros (Dolores Hidalgo, Phy-2 y Abasolo, Phy-5; San José de
aislamientos para completar los tratamientos de la con- lturbide, Phy-4, y Abasolo, Phy-6). En estos agrupamien-
frontacion dual. La Figura 3 corresponde al dendrograma tos el factor hospedante pudiera explicar las cercanias,
generado por los iniciadores (AC),YG y (GGAT), para las ya que los aislamientos 2 y 5 se tomaron de plantas de
cepas de Phytophthora capsici; en él se aprecia que aun chile, mientras que las cepas 4 y 6 se aislaron de toma-
tratdndose de la misma especie, existen diferencias. te (Solanum lycopersicum). Por otro lado, las mayores
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Cuadro 4 Inhibicion porcentual bajo condiciones de confrontacion dual in vitro, entre
cepas de Penicillium spp. y el aislamiento Phy-2 de Phytophthora capsici.

Cepa de Penicillium % Inhib. alos 10 d

Cepa de Penicillium % Inhib. a los 25 d

Pe4?2
Pedb
Pel2
Pe33
Pe32
Ped7
Pe40
Pel9
Pe01
Pe23
Pe26
Pe24
Pe28
Ped4
Pel5
Pe21
Pe04
Ped6
Pel4
Pe31
Pe03
Pe36
Pe09
Pe4l
Pe39
Pe08
Pe43
Pe22
Pel0
Phy-2

63.66
58.78
57.80
55.61
54.03
53.45
52.44
51.12
50.80
49.58
48.26
46.95
45.94
44.89
44.25
43.91
43.74
43.47
43.04
43.04
42.36
41.79
41.42
41.25
40.85
40.37
39.83
39.16
36.13

0

a
a
a
ab
ab
b
b
b
b
bc
bc
bc
bcd
cd
cd
cd
cd
cd
cd
cd
cd
cd
cd
cd
cd
cd
cd
d
d
e

Pe4b5 81.25 a

Pe40 75.00 ab

Pe47 68.75 abc
Pe33 68.75 abc
Pe4?2 62.50 abc
Pe32 62.50 abc
Pel2 56.25 abc
Pel9 56.25 abc
Pe31 50.00 abc
Pe08 50.00 abc
Pelb 50.00 abc
Ped4 50.00 abc
Pe04 50.00 abc
Pe39 43.75 abcd
Pe26 43.75 abcd
Pe46 37.50 abcd
Pe28 37.50 abcd
Pe03 37.50 abcd
Pe01 37.50 abcd
Pe09 37.50 abcd
Pe21 37.50 abcd
Pe36 31.25 bcd
Pe24 31.25 bcd
Pel4 31.25 bcd
Pe43 31.25 bcd
Pel0 31.25 bcd
Pe23 31.25 bcd
Pe22 31.25 bcd
Pe41 25.00 cd

Phy-2 0 d

Medias con la misma letra en las columnas son estadisticamente iguales (Tukey, 0.05).

distancias se identificaron entre cepas de una misma lo-
calidad (Abasolo, Phy-7y Phy-8), lo que también se explica
por el factor hospedante, pues se tomaron de suelo con

tomate (Phy-7) y de suelo con chile (Phy-8).

Patogenicidad de Phytophthora capsici

Eventualmente la mayoria de las cepas lograron 100 %
de incidencia, pero en diferentes tiempos (Cuadro 3). A los
6 d las cepas de P capsici presentaron diferencias en se-
veridad. La comparaciéon de medias (Tukey, 0.05) mostrd
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dos agrupaciones donde se definen las cepas agresivas
(Phy-2, Phy-7, Phy-5, Phy-1y Phy-3). La Phy-2 sobresale
por el porcentaje de dafio ocasionado, que alcanzé 91.6 %
alos 6 d. Al dia 12 las cepas de P capsici también presen-
taron diferencias en severidad. En ese lapso se presentd
el mismo agrupamiento de nivel de agresividad que a los
6 d, identificandose, por otro lado, a Phy 8 y Phy 4 como
las menos agresivas o de infectividad més lenta (Tukey,
0.05, Cuadro 3). Con estos resultados se decidio que para
las posteriores confrontaciones con Penicillium se utili-
zarfa Unicamente la cepa Phy-2 de P, capsici, obtenida de



ANTAGONISMO DE Penicillium sp. CONTRA Phytophthora capsici Rev. Fitotec. Mex. Vol. 41 (2) 2018

Pe 01
Pe 08
Pe 22
Pe 03
Pe 32

Pe 25

Pe 28

— Pe 34

Pe 30
] Pe 42

Pe12

] I_( Pe 04
Pe 07
Pe 11

4' [ Pe 19
' Pe 35

|| Pe 44
_‘_’ Pe 02

Pe 05

[ Pe 33

' Pe 47

Pe 36

Pe 06

Pe 40

Pe 45
| Pe 17

|: Pe 18

Pe 20

[ Pe 26
— ' Pe 27

. Pe 38
' Pe 39

Pe 31

Pe 41
0.1

Figura 2. Agrupamiento de los genotipos de Penicillium basado en las secuencias genéticas generadas con los iniciadores
(AC),YG y (GGAT),.
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Figura 3. Agrupamiento de los genotipos de Phytophthora capsici con base en las secuencias genéticas generadas por
los iniciadores (AC),YG y (GGAT),.
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Cuadro 5. Severidad final de la enfermedad en la con-
frontacién in vivo entre cepas selectas de Penicillium
spp. y el aislamiento Phy-2 de P, capsici.

Antagonista Infeccion final (%)

Sin A 850 a
Pe32 350b
Pel2 345 b
Pe40 285 b
Pe33 21.0 bc
Pe4?2 18.0 bc
Pe45 16.0 bc
Pe01 10.5 bc
Pel9 80c
Ped7 55 ¢
Sin A, sinP 00c

A:antagonista; P. patdgeno. Medias con la misma letra son estadis-
ticamente iguales (Tukey, 0.05).

plantas de chile en Dolores Hidalgo, Gto. (Cuadro 1).
Confrontacion in vitro

Alos 10 d después de lainstalacion del ensayo, las cepas
de Penicillium presentaron diferentes efectos de inhibicion
sobre el desarrollo de Phytophthora capsici en la confron-
tacion in vitro. Las cepas mas sobresalientes fueron Pe42,
Pe4b, Pe12, Pe33y Pe32, con inhibiciones de 63 a 54 %, sin

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 41 (2) 2018

diferencia estadistica entre ellas (Cuadro 4). A los 25 d las
cepas de Penicillium spp. igualmente presentaron diferen-
tes efectos de interaccion antagonica sobre el desarrollo
de P capsici. En este tiempo, la cepa Pe45 resultd la mejor
al presentar 81.25 % de antagonismo o inhibicién de cre-
cimiento de P capsici. Otras cepas sobresalientes fueron
Pe40, Ped7, Pe33, Pe42, Pe32, Pe12 y Pel9, con inhibicio-
nes de 56 al 75 %.

Confrontacion in vivo

Bajo condiciones in vivo, la comparacion de medias
(Tukey, 0.05) a los 10 d indicéd que los tratamientos con
mejor control sobre P capsici fueron las cepas Pe47y Pel9,
donde se observé una media de dafio menor a 10 %, segui-
dos por los tratamientos con las cepas Pe01, Pe4b, Pe42
y Pe33, con porcentajes de dafio entre 10 y 20 % (Cuadro
5). Los tratamientos con el menor control bioldgico fueron
con Pe40, Pe12y Pe32, con un porcentaje de dafio de entre
28y 35 % (Cuadro 5, Figura 4).

Tipo de control biolégico

Con la técnica del microcultivo es posible apreciar a nivel
microscoépico las interacciones entre ambos microorga-
nismos. En este estudio, el micelio de P, capsici sin antago-
nista se conservo intacto (Figura 5 A), mientras que en la
presencia de Penicillium hubo competencia (Figura 5 B) y
desintegracion (Figuras 5 Cy D). Dadas las dificultades pa-
ra cuantificar los efectos del micoparasitismo, muchos es-
tudios previos sobre este tema se basan cualitativamente

100
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Figura 4. Curva de progreso de la enfermedad en la confrontacion in vivo. T1, cepa Pe42; T2, cepa Pe45; T3, cepa Pe12;
T4, cepa Pe33; T5, cepa Pe32; T6, cepa Pe47; T7, cepa Pe40; T8, cepa Pe19; T9, cepa Pe01; T10, testigo con patégeno,

sin antagonista.
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Figura 5. A) micelio de Phytophthora capsici sin antagonistas, B) micelio de P. capsici con Penicillium spp., C) y D) micelio

de P, capsici en proceso de desintegracion.

en fotografias (Adams, 1990; Paul, 1999) en las que se
identifican diversos mecanismos de accion, como la anti-
biosis, la competencia diversa entre la microflora y los pa-
tégenos, o el parasitismo directo y unilateral (Adams, 1990;
Guillén-Cruz et al., 2006). En este estudio se presentd com-
petencia porque ambos microorganismaos persistieron en
algunas ubicaciones en la raiz sin que se afectaran de otra
manera (Figura 5 B); no obstante, también se observo la
desintegracion del micelio del patégeno (Figuras 5 C y D),
como una antibiosis de accion litica (Guillén-Cruz et al.,
2006; Rosello, 2003; Com. Pers.").

Consideraciones generales

Dupont et al. (2006) mencionan que la identificacion de
especies de Penicillium se mantiene como algo subjetivo
si se usan caracteristicas fenotipicas, debido a que las ce-
pas pueden perder dichas caracteristicas y las hace difici-
les de identificar cuando son mantenidas y almacenadas
durante largos periodos en medios de cultivo. De hecho,
estos autores solo pudieron identificar a nivel de especie
a 35 aislamientos de 60 analizados cuando amplificaron
la region ITS. Actualmente se considera que los estudios
morfoldgicos ya no son suficientes para el estudio de la di-
versidad de especies, y es necesario complementarlos con
estudios moleculares (Allende et al., 2013; Peterson, 2000).
En el presente estudio no se llegd a identificar a nivel de

'Rosellé C. J. L. (2003) Capacidad antagonista de Penicillium oxali-
cum Currie & Thom y Trichoderma harzianum Rifai frente a diferen-
tes agentes fitopatégenos. Estudios ecofisioldgicos. Tesis Doctoral.
Universidad Politécnica de Valencia. Valencia, Espafia. 242 p.

especie a los géneros de Penicillium, pero se confirmaron
las identidades de los microorganismos hasta nivel de gé-
nero con marcadores moleculares.

Los diversos iniciadores arrojaron distribuciones, agru-
pamientos y distancias genéticas diferentes para cada uno
de los microorganismos utilizados; asi, las enzimas Hha |,
Hae Il 'y Hinf | no identificaron polimorfismos diferentes
entre cuatro de las cepas mas agresivas de P capsici, in-
dependientemente de su origen geografico y hospedante
(Phy-2, de Dolores Hidalgo, en chile; Phy -3, de Juventino
Rosas, de tomate; Phy-6, de Abasolo, de tomate; y Phy-7,
de Abasolo, de suelo cultivado con chile, Figura 1), mien-
tras que los marcadores de secuencia de repeticion simple
interna (AC),YG y AC(GACA), arrojaron una distribucion di-
ferente y distanciamiento genético no relacionado con la
agresividad (Figura 3).

Resultados similares se han reportado en Espafia, al no
encontrar correlacion entre los agrupamientos molecula-
res y el grado de agresividad de P, capsici en chile (Silvar
et al., 2006). Con Penicillium, el mayor antagonismo se
presentd en cepas genéticamente distantes, lo cual era de
esperarse, ya que la seleccion de éstas para los ensayos
se hizo precisamente con base en la representatividad de
los diferentes agrupamientos. También es de resaltar que
las nueve cepas mas destacadas por su accién in vitro
conservaron su antagonismo in vivo, pues aungque hubo
diferencias entre ellas, sélo permitieron de 5 a 35 % de in-
feccion, mientras que en su ausencia, P. capsici tuvo una
infectividad de 85 %.
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Ferrera-Cerrato y Alarcon (2007) mencionan que ciertos
hongos presentes en el suelo son antagonicos a fitopato-
genos y pueden prevenir la infeccion de las plantas. Este
antagonismo involucra la competencia por nutrimentos o
la produccion de compuestos inhibitorios como metaboli-
tos secundarios y enzimas extracelulares; ademas, estos
hongos, junto con otros microorganismos, forman parte
de los bioplaguicidas que representan una alternativa im-
portante para disminuir el uso de plaguicidas quimicos en
el combate de los fitopatégenos. Lo anterior coincide con
lo observado en las cepas de Penicillium que se aislaron y
evaluaron durante el desarrollo del presente trabajo.

Con respecto a la inhibicion del patdgeno bajo diferentes
condiciones (in vitro e in vivo), fueron varias las cepas de
Penicillium que mantuvieron los mejores resultados tanto
en confrontacion dual in vitro como en antagonismo a P,
capsici in vivo, sobresalieron las cepas Pe42, Pe4b, Pe47,
Pe40, Pe33, Pe32, Pe19 y Pel2. Esto coincide con lo re-
portado por Kang et al. (2003), quienes mencionan que al
activarse un gen de una cepa de Penicillium, se inhibe el
crecimiento de micelio de P capsici. Fang y Tsao (1995)
también evaluaron a Penicillium funiculosum como agen-
te de control bioldgico contra Phytophthora cinnamomi, P
parasitica y P citrophthora en la pudricion de raiz de aza-
lea (Rhododendron L. ) y naranja dulce (Citrus x sinensis),
y observaron inhibicion de la actividad patogénica de los
oomicetos ante la presencia de Penicillium. Roselld (2003,
Com. Pers.") y Vazquez (2013, Com. Pers.?) hacen referen-
cia a Penicillium oxalicum en el control de enfermedades
vasculares de plantas horticolas como las causadas por
Fusarium oxysporum, Verticillium dahliae, V. albo-atrum,
Botrytis cinerea, Phytophthora parasitica'y P infestans en
tomate, meldn (Cucumis melo) y sandia (Citrullus lanatus).
Esto proporciona indicios de los alcances que pueden tener
las especies del género Penicilllium como organismos de
control biolégico para una amplia diversidad de patdgenos.

CONCLUSIONES

Los agrupamientos generados molecularmente para
los microorganismos en estudio evidenciaron gran va-
riabilidad genética dentro de cada especie. Las cepas de
Penicillium spp. no coincidieron con la accion antagonica
sobre Phytophthora capsici, aunque la agresividad de éste
si se asocio con un agrupamiento al que no se le detecta-
ron polimorfismos diferentes con enzimas de restriccion.
Se identificaron nueve cepas de Penicillium que conserva-
ron su accion antagonica bajo condiciones in vitro e in vivo
de los bhioensayos. El efecto antagdnico fue una combina-
cion de inhibicion por antibiosis, competencia por espacio

2Vazquez G. G. (2013) Mejora de la eficacia de Penicillium oxalicum co-
mo agente de biocontrol en enfermedades de plantas horticolas. Tesis
Doctoral. Universidad Politécnica de Madrid. Madrid, Espafia. 304 p.
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y desintegracion de micelio.

BIBLIOGRAFIA

Adams P. B. (1990) The potential of mycoparasites for biological control
of plant diseases. Annual Review of Phytopathology 28:59-72.

Agamez R. E., J. Barrera V. y L. Oviedo Z. (2009) Evaluacion del antagonis-
mo y multiplicacion de Trichoderma sp. en sustrato de platano
en medio liquido estatico. Acta Bioldgica Colombiana 14:61-70.

Allende M. R., P. A. Picos M., I. Marquez Z., J. A. Carrillo F, R. S. Garcia E. y
J. Ledn F. (2013) Identificacion morfoldgica y molecular de Pe-
nicillium oxalicum causante de pudricion de tallos y frutos de
tomate. Revista Mexicana de Fitopatologia 31:13-19.

Anaya-Lépez J. L., M. M. Gonzélez-Chavira, E. Villordo-Pineda, R. Rodriguez-
Guerra, R. Rodriguez-Martinez, R. G. Guevara-Gonzalez, L. Guevara-
Olvera, V. Montero-Tavera e I. Torres-Pacheco (2011) Seleccion de
genotipos de chile resistentes al complejo patogénico de la
marchitez. Revista Mexicana de Ciencias Agricolas 2:373-383.

Barnett H. L. and B. B. Hunter (1972) llustrated Genera of Imperfect Fungi.
3¢ ed, Burgess Publishing Company. Minneapolis, Minnesota,
USA. 247 p.

Bosland P. W. and D. L. Lindsey (1991) A seedling screen for Phytophthora
root rot of pepper, Capsicum annuum. Plant Disease 75:1048-
1050.

CastroR. A, S. P. Fernandez P. y P. Osuna A. (2012) Mecanismos de defen-
sa del chile en el patosistema Capsicum annuum-Phytophtho-
ra capsici. Revista Mexicana de Fitopatologia 30:49-65.

Doyle J. J. and J. L. Doyle (1987) A rapid DNA isolation procedure for
small quantities of fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin
19:11-15.

Dupont J., B. Dennetiére, C. Jacquet and M. F. Dupont (2006) PCR-RFLP of
ITS rDNA for the rapid identification of Penicillium subgenus
Biverticillium species. Revista Iberoamericana de Micologia
23:145-150.

Erwin D. C. and 0. K. Ribeiro (1996) Phytophthora Diseases Worldwide.
The American Phytopathological Society Press. St. Paul Min-
nesota. 562 p.

Fang J. G. and P. H. Tsao (1995) Efficacy of Penicillium funiculosum as a
biological control agent against Phytophthora root rots of aza-
lea and citrus. Phytopathology 85:871-878.

Ferrera-Cerrato R. y A. Alarcon (2007) Microbiologia Agricola: Hongos,
Bacterias, Micro y Macrofauna, Control Biolégico, Planta-Mi-
croorganismo. Ed. Trillas. México. 568 p.

French E. R. y T. T. Hebert (1982) Métodos de Investigacién en Fitopato-
logia. Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricul-
tura. San José, Costa Rica. 289 p.

Guillén-Cruz R., F. D. Hernandez-Castillo, G. Gallegos-Morales, R. Rodriguez-
Herrera, C. N. Aguilar-Gonzalez, E. Padrén-Corral y M. H. Reyes-Valdés
(2006) Bacillus spp. como biocontrol en un suelo infestado con
Fusarium spp., Rhizoctonia solani Kiihn'y Phytophthora capsici
Leonian y su efecto en el desarrollo y rendimiento del cultivo de
chile (Capsicum annuum L.). Revista Mexicana de Fitopatolo-
gia 24:105-114.

Hernandez-Lauzardo A. N., S. Bautista-Baiios, M. G. Velazquez-del Valle y A.
Hernandez-Rodriguez (2007) Uso de microorganismos antago-
nistas en el control de enfermedades postcosecha en frutos.
Revista Mexicana de Fitopatologia 25:66-74.

Kang J. G., J. H. Hur, B. S. Yun, I. D. Yoo and K. Y. Kang (2003) Antifungal
activity of sporogen AO-1 and p-Hydroxybenzoic acid isolated
from Penicillium sp. AF5. Journal of Applied Biological Chemis-
try 46:33-37.

Mendoza Z. C. (1996) Enfermedades Fungosas de Hortalizas. Universi-
dad Autonoma Chapingo. Chapingo, Edo. de México. 85 p.

Paul B. (1999) Suppression of Botrytis cinerea causing the gray mould
disease of grape-vine by an aggressive mycoparasite, Pythium
radiosum. FEMS Microbiology Letters176: 25-30.

Peterson S. W. (2000) Phylogenetic analysis of Penicillium species
based on ITS and LSU-rDNA nucleotide sequences. In: Integra-
tion of Modern Taxonomic Methods for Penicillium and Asper-
gillus Classification. R. A. Samson and J. I. Pitt (eds.). Harwood
Academic Publishers. Amsterdam, The Netherlands. pp:163-
178.



ANTAGONISMO DE Penicillium sp. CONTRA Phytophthora capsici

Ristaino J. B. and S. A. Johnston (1999) Ecologically based approaches to
management of Phytophthora blight on bell pepper. Plant Dis-
ease 83:1080-1089.

SAS Institute (2011) SAS® 9.3 Companion for Windows. SAS Institute
Inc. Cary, NC, USA. 694 p.

Seema M. and N. S. Devaki (2012) In vitro evaluation of biological control
agents against Rhizoctonia solani. Journal of Agricultural Te-
chnology 8:233-240.

SIAP, Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (2017) Anuario
Estadistico de la Produccion Agricola. Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera. SAGARPA. México. http://nube.
siap.gob.mx/cierre_agricola/(Noviembre 2017).

Silva-Rojas H. V., S. P. Fernandez-Pavia, C. Géngora-Canul, B. C. Macias-L6-
pez y G. D. Avila-Quezada (2009) Distribucién espacio temporal de

148

Rev. Fitotec. Mex. Vol. 41 (2) 2018

la marchitez del chile (Capsicum annuum L.) en Chihuahua e
identificacion del agente causal Phytophthora capsici Leo. Re-
vista Mexicana de Fitopatologia 27:134-147.

Silvar C., F. Merino and J. Diaz (2006) Diversity of Phytophthora capsici
in Northwest Spain: analysis of virulence, metalaxyl response,
and molecular characterization. Plant Disease 90:1135-1142.

Weising K., H. Nybom, K. Wolff and G. Kahl (2005) DNA Fingerprinting in
Plants. Principles, Methods and Applications. 2" ed. CRC Press,
Taylor & Francis Group. Boca Raton, FL, USA. 444 p.

Wolcan S. M., G. A. Lori, L. Ronco, A. F. Mitidieri y R. Fernandez (2001) Ena-
nismo y podredumbre basal de Eustoma grandiflorumy su re-
lacion con la densidad de Fusarium solani en el suelo. Fitopato-
logia Brasileira 26:710-714.



