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RESUMEN

La enfermedad de marchitez del chile (Capsicum annum) es causada por el oomycete
Phytophthora capsici y es la enfermedad mas devastadora para este cultivo. Las pérdidas de
producto por esta enfermedad representan grandes perjuicios a los productores y sus familias, y
el control del patdgeno se ha vuelto cada vez maés dificil debido a que varias cepas han
desarrollado resistencia a formulaciones quimicas. El desarrollo de alternativas de control de P.
capsici es de suma importancia para procurar el bienestar de los agricultores y la salud
ambiental.

Con fines de explorar nuevas alternativas de manejo, se evalué el efecto de un agente de
control biolégico (Trichoderma harzianum), dos estructuras de carbono (biochar y nanotubos
de carbono) y sus interacciones, para el control de la enfermedad provocada por P. capsici. Se
usaron 2 indculos de P. capsici (nativo del valle de Queréndaro, Mich. y cepa CH-11, aislada
previamente de chile y mantenida en un cepario). Los agentes de control se aplicaron desde la
charola de germinacion (1x10° esporas por g de T. harzianum, 30% v/v de biochar y 20 pg de
nanotubos de carbono (NTC) con 6 réplicas por tratamiento. Las plantas fueron trasplantadas e
inoculadas con 10,000 zoosporas de P. capsici por planta y fueron cosechadas a los 4 meses de
experimento. Se tomaron medidas de desempefio vegetal y dafios por P. capsici: biomasa aérea
y radicular, altura y longitud de raiz, indice de severidad de la enfermedad, Area Bajo la
Escalera de Progreso de la Enfermedad (AUDPS) y porcentaje de infeccion de la raiz. Los
resultados se analizaron con un andlisis de varianza de tres vias (a=0.05) y la comparacion de
medias se hizo a traves de la prueba de Tukey.

Se observd un efecto significativo entre el tipo de indculo y su interaccion con las
estructuras de carbono en todas las variables de desempefio vegetal y el AUDPS. Los
tratamientos con indculo nativo no mostraron sintomas de enfermedad mientras que la cepa
CH-11 tuvo un impacto inmediato en la morbilidad y mortandad de las plantas. Las estructuras
de carbono tuvieron un desempefio sumamente diferenciado entre si al estar en interaccion con
T. harzianum y en presencia del patégeno: T. harzianum-biochar (con cepa CH-11) fue el
tratamiento mas afectado (inclusive por arriba del control) mientras que el tratamiento T.

harzianum-NTC (con cepa CH-11) fue el mas exitoso, sin que ninguna de las plantas mostrara



sintoma de marchitez ni infeccion de las raices por P. capsici. Ningln agente mostré un
desempefio superior a otro en los tratamientos control.

A pesar del indiscutible éxito de la interaccion T. harzianum-NTC sobre el control de la
marchitez, la controversia acerca de la toxicidad de los nanotubos de carbono nos llevarian a

sugerir que este método de control sea més estudiado antes de ser aplicado en campo.

ABSTRACT

The damping-off on chili plants (Capsicum annum) caused by the oomycete Phytophthora
capsici is the most devastating disease in the production of this crop. The product losses bring
great prejudices to the agricultures and their families, and the control of this pathogen has
become increasingly difficult because of the genetic resistance that some strains have
developed to chemical pesticides. It is imperative that new management strategies for the
control of this pathogen are developed to procure human and environmental health.

The effect of a biological control agent (Trichoderma harzianum), two carbon structures
(biochar and carbon nanotubes (CNT)) and their interactions, were evaluated in the control of
the damping-off induced by P. capsici. Two inoculum of P. capsici were used (one native from
Querendaro, Mich. and CH-11 strain, that was previously isolated and kept in a laboratory).
The control agents were applied since the chili seedbed was plowed (1x10° spores per g of T.
harzianum, 30% v/v of biochar and 20 pg of CNT) with 6 replicates per treatment. The chili
plants where transplanted and inoculated with 10’000 zoospores of P. capsici per plant, and all
were processed for measuring at the 4™ month of the experiment. Measures of plant
performance and damage by P. capsici were taken: above-ground biomass, radicular biomass,
height and root length, Area Under Disease Progress Stairs (AUDPS), and percentage of root
infection by P. capsici. The results were evaluated through a three-way multivariate analysis
(0=0.05) and the averages were compared with a Tukey test.

There was a significant effect between the type of inoculums and it’s interaction with
carbon structures in all plant performance variables and in the AUDPS. The treatments with
native inoculums didn’t show sickness symptoms, while CH-11 strain had an immediate impact
on plant mortality. Carbon structures had an extremely differentiated performance while being
in interaction with T. harzianum and in presence of the pathogen: T. harzianum-biochar (with

CH-11 strain) was the most affected treatment by damping-off, while T. harzianum-CNT (under



the same inoculums) was the most successful of all, showing no sickness symptoms during the
whole experiment. No control agent induced an outstanding plant performance in control
treatments.

In spite of the indisputable success of the T. harzianum-CNT interaction on the control
of the damping-off disease, the controversy around carbon nanotubes toxicity leads us to
suggest more studies around this control method before it is applied in the field.



1. INTRODUCCION

Los suelos son un elemento de enorme importancia en nuestra sociedad: nos proveen de servicios
esenciales para nuestro bienestar y el funcionamiento ecosistémico, como lo son el soporte de la
biota edéafica, la vida vegetal y animal, el almacenamiento y ciclaje de agua y nutrientes, la
descomposicion de la materia organica, el control de patdgenos y la proteccion de la calidad y
cantidad del agua (Glanz, 1995; Doran et al., 2000; WAI, 2001). De la misma forma, de los
suelos depende en gran medida la calidad y rendimiento de los cultivos agricolas. La salud del
suelo en si se define por la capacidad que éste tiene para funcionar como un sistema vivo
equilibrado que provee estos servicios (Janvier et al. 2007), de manera que nuestro bienestar
depende en gran medida de la salud del suelo (Slavich, 2007).

La salud del suelo se rige por multiples niveles de equilibrio, que dependen de las
compensaciones que se puedan dar dentro del sistema edafico (tanto en términos fisicos como
biolégicos). Las practicas agricolas y la diversidad que se mantiene dentro de los agro
ecosistemas, tanto vegetal como microbiana, tienen una gran influencia en la promocion o el
deterioro de la salud del suelo (Altieri, 1999).

1.1. La problematica alrededor del control agroquimico de plagas y enfermedades

A partir de la década de los afios 40 el modelo de produccion agricola basado en el insumo de
productos quimicos cobré un enorme grado adopcion en numerosos paises. Aunque el objetivo de
dicho modelo tenia intenciones de disparar la productividad y rendimiento para satisfacer la
creciente demanda de alimentos, tardd poco en revelar graves dafios ambientales y econémicos a
raiz del uso excesivo de fertilizantes y plaguicidas. Sin restar los beneficios que esta apuesta
tecnoldgica tuvo, y sigue teniendo en muchos casos, los perjuicios han vuelto su uso
indiscriminado incosteable en términos de sustentabilidad y salud ambiental (Restrepo, 1988;
Rosset, 1997).

Aunque dependientes de la concentracion, formulacion quimica y tipo de contacto, la
presencia y prevalencia de plaguicidas en suelos, agua y alimentos, presentan grandes amenazas
sobre la salud humana, vegetal y animal (Gevao et al., 2000; Karam et al., 2004; Tsai, 2010).

Producto de ello, gran cantidad de compuestos han sido prohibidos o regulados debido los



impactos negativos que presentan a la salud y al ambiente (FAO, 2006). No obstante, a pesar de
la existencia de legislacion en México, hay una regulacion débil sobre la exposicion ambiental a
estos compuestos, asi como el monitoreo de sus dafios a la salud publica (Ortega-Cesefia et al.,
1994; Cifuentes et al., 2010; Ortiz et al., 2014).

El uso de plaguicidas como Gnico método de control ha probado en un sinnumero de
casos agravar la incidencia de plagas y enfermedades a lo largo de los ciclos agricolas, en vez de
reducirla (Corbet, 1986; Restrepo, 1988; Mejia, 1999). En 1995 se estimd que menos de un 0.1%
de los pesticidas aplicados tenian impacto sobre la plaga objetivo; el 99.9% entraba libremente al
ambiente contaminando agua, suelo y aire, afectando a otros organismos (Pimentel y Hall, 1995).
La capacidad que tienen numerosos organismos patdgenos de evolucionar en pocas generaciones
y desarrollar resistencia ante las formulaciones quimicas hacen que, a pesar de los avances
tecnoldgicos y la creacion de plaguicidas especificos, la disminucion en la efectividad de estos y
la resistencia adquirida de los patdgenos, sigan siendo observadas hoy en dia (Sharma, 2012).

Adicionalmente, el impacto impremeditado hacia organismos no-blanco implica una
pérdida de diversidad que reduce las poblaciones de enemigos naturales (Rosset, 1997) y los
mecanismos de auto-regulacion de los sistemas agricolas (Altieri, 1995), generando por tanto un
detrimento en la salud del suelo y los beneficios que esta puede otorgar a las poblaciones
humanas. Al presentarse este problema se suelen aplicar dosis aun mas altas o productos de
mayor toxicidad, con lo que se agrava la contaminacion del suelo y del agua, se genera
inestabilidad bidtica, y los riesgos a la salud de los agricultores y sus familias se incrementan
(UNEP, 1999; FAO, 2004). Esta creciente resistencia de los patégenos y la eliminacion de sus
antagonistas, condiciona la estabilidad tanto del suelo como de los sistemas agricolas en si. De
esta forma la vulnerabilidad del sistema aumenta, sin solucionar el problema original de dafios
por plagas.

Por ello, asi como por las crecientes amenazas a la salud y débil regulacion ambiental, se
vuelve imperante la generacion de alternativas para desarrollar un manejo de plagas que sea

viable a largo plazo y que no afecte la diversidad de microorganismos en el suelo.

1.2. Practicas agroecolégicas: La diversidad como promotor de estabilidad

Parte del fracaso de numerosos métodos de control de plagas y enfermedades reside en la visién

reduccionista que se tiene de éstas dentro de los sistemas agricolas, donde se conceptualiza al
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organismo patdgeno como un elemento aislado, mientras que el agroecosistema se compone tanto
de organismos benéficos como de organismos perjudiciales. Los organismos fitopatdgenos con
origen en el suelo constituyen una parte integral de las comunidades microbianas, es decir, son
habitantes naturales del suelo. La ocurrencia de epidemias o el brote de enfermedades es una
indicacion de desbalance en el ecosistema (van Bruggen y Semenov, 2000).

La diversidad ha sido sefialada en numerosas ocasiones como un promotor de la
estabilidad (M. a. Altieri, 1999; van Bruggen y Semenov, 2000), y el esfuerzo por restaurar esta
diversidad, y por tanto sus propiedades emergentes (e.g. supresion de enfermedades), ha sido uno
de los grandes pilares de la agricultura sostenible. De esta forma se busca que el propio sistema
sea capaz de generar la salud y fertilidad de sus suelos, el control natural de plagas y la
productividad de sus cultivos (Altieri, 1999). Este es uno de los objetivos que las préacticas
agroecoldgicas buscan al dotar a los cultivos de mejores condiciones y herramientas para que
puedan tolerar o incluso impedir la incidencia de patdgenos (Mejia, 1999). Cambiar las
condiciones de competencia de las plagas puede reducir los dafios a un nivel minimo que, si bien
no elimina al organismo blanco, puede mantener sus dafios por debajo del umbral de dafio
econdémico (Mejia, 1999).

Tanto para los métodos convencionales, como para estrategias de control alternativo de
plagas y enfermedades, es importante tener presente que ‘“el abuso de cualquier método de
control, sin importar su eficacia, lo hara inefectivo a largo plazo y magnificara los efectos
colaterales que este pueda tener” (Mejia, 1999).

El presente trabajo parte del reconocimiento de la complejidad de los sistemas agricolas y las
interacciones que se dan dentro de ellos. De forma que se nutre y busca ser una aportacién a la
corriente del manejo integrado de plagas (MIP). EI MIP es una propuesta de manejo fitosanitario
con enfoque mdltiple que surge en la década de los afios sesenta. Esta propuesta de manejo
incluye tanto a distintas practicas, como métodos y disciplinas (Zuluaga y Mesa, 2000), y parte
del precepto de que lo Optimo es generar un sistema de manejo que no resida en una sola
estrategia de control, y encontrar métodos que lleguen a establecer un equilibrio relativo entre las
plagas y organismos antagénicos. Esto puede generar dafios minimos al cultivo, pero mantiene el

equilibrio biético del sistema (Romero, 2004).

1.2.1. Control biolégico con microorganismos




Los organismos vivos del suelo son esenciales para la sustentabilidad de los agroecosistemas, por
lo que es deseable que se pongan en practica aquellas practicas que promuevan y aumenten la
diversidad bidtica de los suelos (Altieri, 1999).

Dentro de las alternativas de control de plagas, el control bioldgico a través de
microorganismos antagonistas ha probado ser un medio para restaurar el equilibrio biético. El
control bioldégico de enfermedades tiene como objetivo lograr la reduccién poblacional de un
patdgeno, o sus efectos, a través de uno mas organismos, introducidos de manera natural al
sistema o por la manipulacion del ambiente (Baker y Cook, 1974).

Las practicas de control biolégico, han sido sefialadas como un elemento importante en el
manejo integral de plagas (MIP) que pueden encaminar a los sistemas agricolas hacia el
equilibrio biolégico, manteniendo a las plagas por debajo del umbral de dafio econémico
(Zuluaga y Mesa, 2000; Alatorre et al. 2014). La urgencia de adoptar practicas para una
agricultura sostenible, o simplemente la necesidad de un control alternativo al agroquimico, asi
como los numerosos casos de éxito a traves del control bioldgico (Gurr et al., 2000) han hecho
que estas préacticas cobren una importancia cada vez mayor tanto en la investigacion académica

como en las practicas agricolas.

1.2.1.1. Trichoderma harzianum como antagonico de P. capsici

El género Trichoderma ha sido muy estudiado como antagonista de patégenos y se ha vuelto de
los més utilizados para el control de ciertos patdgenos del suelo (Sivan et al., 1984; Vega, 2001;
Howell, 2003). En especifico, Trichoderma harzianum ha sido reportado como un agente exitoso
en el control de P. capsici, reduciendo la enfermedad causada por éste en las plantas en un 50% y
hasta en un 65% (Ahmed et al., 2000; Ezziyyani et al., 2004).

Los mecanismos usados por T. harzianum en el control de organismos patdgenos son
diversos. Uno de ellos, que ha llegado a clasificarse como micoparasitismo, se lleva a cabo por la
penetracion a las hifas del patdgeno y la disolucion del citoplasma a través de enzimas como la
gliotoxina y gliovirina (Wells et al., 1972; Chet, 1987; Howell et al., 1993). La competencia por
recursos es otra estrategia de T. harzianum que es reconocida por ser efectiva en el control de
patdgenos. No obstante, el éxito de esta estrategia recae en la cepa usada y qué tan competente es

en la rizosfera (Howell, 2003).



Otras investigaciones se inclinan mas por un efecto de supresion a través de la liberacion
de quitinasas y/o glucanasas producidas por el agente de control que desintegran la pared celular
del patogeno (Woo et al., 1999). En estos mismos estudios se reconoce que el efecto de control
por parte de Trichoderma reside en diversos mecanismos como los recién mencionados, lo que
indica que otros factores, ademas de la actividad de la quitinasa, son importantes en el proceso de
control bioldgico. Otros estudios encontraron inclusive relaciones sinérgicas entre enzimas y
antibidticos producidos por Trichoderma, mostrando mejores resultados que el desempefio
individual de estos. De la misma forma, se ha probado que Trichoderma induce la resistencia
sistémica de la planta, ademas de promover su crecimiento, ejerciendo asi un control indirecto
sobre el patégeno ( Windham et al. 1986; Kleifeld y Chet 1992; Di Pietro et al. 1993;
Schirmbock et al. 1994; Ahmed et al. 2000; Nawrocka y Matolepsza 2013). No obstante, un
problema recurrente en el uso de indculos es asegurar su establecimiento e interaccién con el
organismo deseado. En estos casos suele ser necesario el uso de “alimentos” para el hongo, o

enmiendas organicas para ayudar en su establecimiento (Miller, 1990).

1.3. Las estructuras de carbono como promotores del crecimiento y vehiculo de
inoculacion

Es sabido que la composicién y riqueza de las comunidades microbianas son dependientes del
microambiente, lo que sugiere la necesidad de nichos especificos para que estas comunidades
proliferen (Gayosso, 2010). La formulacién de in6culos microbianos, su almacenamiento y
método de aplicacion, son factores criticos en el éxito de un producto (Jha y Prasad, 2006). De
esta forma, es deseable que los organismos usados para el control bioldgico (en especial para los
patdgenos con origen en el suelo) tengan una ventaja significativa en el suelo respecto al
organismo perjudicial.

Las enmiendas organicas han sido reconocidas como uno de los medios mas importantes
para el manejo de la biodiversidad en el suelo (Brussard et al., 2007), y como parte de ello se ha
comprobado su potencial para aumentar los niveles de actividad microbiana en la rizosfera e
iniciar importantes procesos del control de enfermedades (Fry, 1982).

A diferencia de las formas de materia organica no carbonizada, las estructuras de carbono
alotropico como el carbono amorfo y el grafito, tienen la ventaja de permanecer en el suelo por

periodos prolongados de tiempo. Esto puede presentar grandes ventajas en términos de fertilidad



y calidad del suelo, debido a que las estructuras de carbono cuentan con una gran superficie
interior y un volumen de poros que ayuda al crecimiento de la vida microbiana bajo dosis
apropiadas. Entre otras cosas, también se ha reportado que estas estructuras pueden mejorar la
conductividad eléctrica y la capacidad de intercambio cationico en el suelo (Ogaea y Yamabe,
1986; Beck, 1991; Takagi y Yoshida, 2003). Estas cualidades dotan a materiales como el carbéon
vegetal y a los nanotubos de carbono de un potencial para la formulacion de biofertilizantes y

bioplaguicidas.

1.3.1. _Biochar
El biochar es un material rico en carbono que se obtiene de la combustion de materia organica en
condiciones de poco oxigeno o pirolisis. Este término se empezd a usar hace relativamente poco
para diferenciarlo conceptualmente del carbén vegetal; biochar es el término usado cuando este
producto es aplicado deliberadamente al suelo con el fin de mejorar las propiedades de este
ultimo (Lehmann y Joseph, 2009).

Las caracteristicas del biochar, y por tanto sus impactos al ser incorporado al suelo,
dependen de las propiedades del material en si. EI material de origen del biochar, la temperatura
y duracion de la pirolisis, el grado de oxidacion, y las propiedades que surgen de estas
condiciones (carga superficial, densidad, distribucién y tamafio de poros) tendran impacto en su
desempefio en el suelo (Lehmann, 2007; Chan et al., 2009). Asimismo, se ha observado que el
desempefio del material puede cambiar dependiendo de las caracteristicas del suelo (propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas) y del cultivo en el que se aplica (Khodadad et al., 2011; Lehmann
etal., 2011).

Los beneficios del carbdn vegetal en la regeneracion de vegetacion y la germinacion de
semillas son conocidos desde hace tiempo, y desde hace ya tres décadas las investigaciones
alrededor del uso de biochar con fines agricolas y de restauracion han cobrado gran popularidad
(Steiner et al., 2007; Lehmann y Joseph, 2009; Beesley et al., 2011).

Debido a su gran volumen de poros y su alta capacidad de intercambio catidnico, el biochar
incrementa la disponibilidad de agua, la aireacion y la adsorcion e inmobilizacion de compuestos
toxicos. Se ha observado que tanto estas propiedades, como su gran superficie interior, proveen
un habitat significativo a los microorganismos y de esta forma la biologia edéafica es favorecida e

incentivada por su presencia (Lehmann et al., 2011; Quilliam et al., 2013).
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Al estimular el crecimiento de la vida microbiana, el biochar puede aumentar las
interacciones benéficas planta-microbio. Estas interacciones pueden dotar al cultivo en cuestion
de un mejor acceso a los nutrientes presentes en el suelo, asi como proteccidn contra organismos
patogenos (Lehmann, 2011). En este aspecto en particular, se ha descubierto que el control de
plagas y enfermedades puede incentivarse por el biochar de tres formas; a través de promover la
presencia y actividad de organismos antagonicos (Lehmann, 2011), ejerciendo un control
indirecto a través de la promocion del crecimiento vegetal (EImer, 2012) e induciendo resistencia
sistémica en las plantas (Elad et al., 2010). Se ha probado que las interacciones entre el biochar,
suelo, microbios y las raices de las plantas, ocurren en un corto tiempo después de la
incorporacion de este en el suelo (Lehmann y Joseph, 2009), lo que permite observar cambios en
el corto plazo.

Es importante recordar que el éxito de la aplicacién de biochar siempre sera dependiente
tanto de sus propiedades, como del suelo o cultivo en el que se aplique. Se ha observado que el
tipo de suelo y la naturaleza del biochar, favorecen mas a ciertos microorganismos que a otros
(Khodadad et al., 2011; Hu et al., 2014). Debido a esto, se considera necesario llevar a cabo

experimentos controlados antes de que este material sea aplicado en campo.

1.3.2. Nanotubos de carbono (NTC)
A diferencia del carbén vegetal y del biochar, los nanotubos de carbono (NTC) son formas
alotrépicas de carbono pero pertenecientes a una variedad cercana al fulereno. Estos fueron
observados por primera vez en 1991 por ljima y se conforman de paredes de grafito enrolladas de
forma tubular con una separacién de 0.34 nandmetros (nm) entre capas, aproximadamente, y con
un didmetro de 0.5 a 5 nm. Existen nanotubos de carbono de pared simple y nanotubos de pared
maltiple. Los segundos, a los que nos referiremos el resto del documento como NTC, son los que
se usaron en el presente estudio debido a que han mostrado un desempefio superior en la
interaccidn con organismos vivos y mejores propiedades fisico-eléctricas (Khodakovskaya et al.,
2012; Zhang et al., 2012; Servin et al., 2015).

Los nano materiales de carbono han cobrado gran importancia en el campo de la industria
debido a que cuentan con propiedades fisicas, quimicas y eléctricas Unicas: alta conductividad
eléctrica, resistencia superior a la de cualquier metal, baja densidad, estabilidad térmica, entre

otras (Popov, 2004). En las escalas nanométricas la relacion superficie-area-volumen se vuelve
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muy grande. Esta relacion aumenta conforme las particulas disminuyen en tamafo, lo que
provoca un incremento en la adsorcion de 4&tomos cercanos y por tanto el cambio en propiedades
y comportamiento del material (Dinesh et al., 2012). Esto ha hecho que los nanotubos sean
sumamente atractivos para ser usados como vehiculos de distintos elementos y particulas. El
proceso por el que se acoplan diferentes grupos quimicos, proteinas, enzimas, etc. a la superficie
de los nanotubos se llama “funcionalizacion”. A través de este método los nanotubos han sido
usados para numerosos propoésitos en el ambito industrial, médico, el desarrollo de
nanotecnologia, biosensores, y la remocion de metales pesados del agua (Upadhyayula et al.,
2009; Zhang et al., 2012; Kasel et al., 2013) .

Aplicaciones distintas a las que se dan en el ambito industrial han sido poco exploradas
(Popov, 2004). A pesar de esto, las cualidades tamafio-dependientes, la alta proporcion volumen-
superficie, y las propiedades eléctricas Unicas de los nanotubos de carbono, los hacen materiales
atractivos para estudios en biotecnologia agricola (Ghormade et al., 2011). Los mayores avances
en este campo se han hecho sobre sus aplicaciones en la formulacion de pesticidas, fertilizantes y
el uso de biosensores para incrementar la eficiencia en el uso de insumos (Khot et al., 2012;
Servin et al., 2015). No obstante, existen estudios recientes que revelan beneficios directos sobre
las plantas. El interés en este material reside sobre todo en la capacidad eléctrica del mismo, ya
que es util como un campo de emision de electrones debido a su tamafio nano, su estabilidad
quimica, y sobre todo su gran conductividad eléctrica (Rinzler et al., 1995). Debido a su
capacidad de adsorcion sobre fertilizantes y compuestos organicos (Navarro et al., 2008;
Upadhyayula et al., 2009), es posible que los NTC puedan servir como almacén de nutrientes a
largo plazo para la biota del suelo. De esta forma, estas estructuras podrian fomentar la biota
edafica presente o bien ser usados como vehiculo de inoculacién y promocion de grupos
microbianos. De ser exitosas estas aplicaciones, esto implicaria para la planta una ventaja en
términos de nutricién y proteccion contra organismos patogenos.

Por otro lado, se han documentado beneficios directos a la planta por parte de estas
estructuras. Zheng et al. (2015) observaron que los NTC aceleraban el desdoblamiento de
sustancias organicas, provocando la liberacion de radicales de oxigeno e incrementando asi la
tasa fotosintética de las plantas. Asimismo, se han hecho observaciones sobre la activacion de los
canales de absorcion de agua de las células, lo que fomenta el crecimiento vegetal y la
germinacion de semillas (Khodakovskaya et al., 2009; Khodakovskaya et al., 2012).



De esta forma, la aplicacion de NTC, sea con fines de estimular la presencia y accion de
grupos microbianos (ej. como vehiculo de inoculacion) o de tener impacto directo sobre el
crecimiento vegetal, podria favorecer a la planta en términos de nutricion y de proteccion contra
plagas y enfermedades.

No obstante, existen numerosos estudios sobre los impactos de los NTC sobre el ambiente, la
salud humana y animal (Lam et al., 2004; Zhao y Liu, 2012; Du et al., 2013; Kasel et al., 2013;
Jin et al., 2014). Esto se debe a que el impacto de estas estructuras sobre las células vivas
depende altamente de la dosis bajo las cuales sean aplicadas, asi como su destino y movilidad en
el ambiente. Experimentos sobre ratones han mostrado riesgos a la salud por contacto directo e
inhalacion de estas estructuras a partir de 0.1mg (Zhao et. al, 2012). De misma forma, los dafios a
la biota edéafica se han reportado a partir de aplicaciones de dosis mayores a 500mg/l (Chung et
al., 2011). La realidad se reduce a que a pesar de los numerosos estudios sobre los impactos
positivos y negativos de los NTC en los seres vivos, sigue sin haber un consenso acerca de la
toxicidad, dosis adecuadas, ni el destino de los NTC en el ambiente (Saleh et al., 2008).
Afortunadamente, la investigacion en temas de toxicidad sigue creciendo, asi como los avances
en la produccion de nanoparticulas con un nivel de rapida degradabilidad (Lopez y Golovataya,
2004; Corradini et al., 2010; Guan et al., 2010; Mohamed y Khairou, 2011). Independientemente,
es necesario saber que la respuesta de los NTC dependera siempre de la especie de planta, el
substrato y condiciones de crecimiento donde se encuentre. Por lo expuesto anteriormente, es de
suma importancia tener presente que la dosis en la que los NTC sean aplicados, definira la linea
entre los efectos positivos y perjudiciales que puedan tener sobre los seres vivos (Servin et al.,
2015).

1.4. La produccion de chile en México

Con una produccion de un millén y medio de toneladas anualmente, México es el segundo
productor mas grande de chile a nivel mundial (Santoyo y Martinez, 2013). La importancia de
este cultivo, sin embargo, no radica Unicamente en la produccién extensiva y con fines de
comercializacion; es cultivado de forma tradicional a lo largo de todo el pais en solares familiares
y parcelas dedicadas a la autosuficiencia alimentaria. Es de los cultivos mas importantes del pais
por su gran consumo entre la poblacion nacional y su fuerza como simbolo de identidad

gastronomica (Namesny, 2006).



El cultivo de chile se ve puede ver afectado principalmente por Oomycetes, virus,
nematodos, bacterias, hongos e insectos (Lopez y Gonzélez, 2001), los cuales son responsables

en distinto grado de las pérdidas en produccién y del rendimiento de los cultivos.

1.5. Phytophthora capsici

Phytophthora capsici es un pseudohongo perteneciente a la clase de los Oomycetes. A pesar de
compartir con los hongos el desarrollo de hifas, la absorcion directa de nutrientes y la dispersion
por esporas, los Oomycetes tienen paredes celulares formadas de celulosa en vez de quitina,
micelio no septado y un ciclo de vida predominantemente diplonte (con fases de reproduccién
diploide y haploide) lo que los hace diferentes a los hongos verdaderos (Heffer et al., 2012).

La reproduccion de P. capsici puede ser asexual o sexual. La reproduccion asexual se
lleva a cabo a través de la germinacion directa del esporangio con la formacion de un tubo
germinativo o germinacién indirecta con la liberacion de zoosporas que, al ser transportadas por
un medio acuoso, buscan tejido vegetal donde enquistarse. Una vez que el patogeno se establece
en la planta, las hifas se ramifican y se generan nuevos esporangios que repiten el ciclo. Esto
puede ocurrir varias veces en un solo ciclo agricola, asi como durante el desarrollo de la planta
(Rocha et al., 2012). La reproduccion sexual se lleva a cabo a través de la fusién de gametangios
femeninos y masculinos, los cuales producen estructuras altamente resistentes a embates
ambientales, llamadas oosporas, que una vez bajo condiciones propicias generan un tubo
germinativo y forman esporangios que inician el ciclo de vida asexual (West et al., 2003). Las
oosporas son el principal propagulo de supervivencia del patdgeno, debido a que pueden
permanecer en el suelo por mas de dos afios hasta que se den condiciones propicias para su
germinacion (Widmer, 2010).

P. capsici es un patogeno con un amplio espectro de hospederos que afecta a méas de 50
especies de solanaceas, cucurbitaceas y fabaceas (Erwin y Ribeiro, 1996; Hausbeck y Lamour,
2004; Gevens et al., 2008; Quesada-Ocampo et al., 2009). Inclusive, en caso de que no haya
hospederos presentes a lo largo de un ciclo agricola, las oosporas del patdégeno hibernan en el
suelo y pueden inducir otra explosion poblacional en el siguiente ciclo del cultivo (Erwin y
Ribeiro, 1996; Lamour y Kamoun, 2009).

En general, los Oomycetes tienen una flexibilidad genética y rapidez de mutacion muy alta,

que les permite desarrollar resistencia a fungicidas y vencer las barreras de resistencia en las
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plantas (Tyler, 2001). Phytophthora capsici en particular, ha sido sefialada por presentar alta
variabilidad genética intra e interespecifica, siendo asi una de las especies con mayor variabilidad
dentro del género Phytophthora (Truong et al., 2010; Erwin y Ribeiro, 1996). Esta especie ha
demostrado desarrollar resistencia a mefenoxam, matalaxyl, propamocarb clorhidrato y

azoxystrobin (Lamour y Hausbeck, 2000; Parra y Ristaino, 2001; Pérez et al., 2004).

1.5.1. Laenfermedad de marchitez en las plantas de chile

La enfermedad de marchitez, o secadera, es cominmente causada por Fusarium sp., Rhizoctonia
sp., Phytophthora sp. y algunas veces por un consorcio de los tres géneros o una combinacion de
dos de ellos. En el 2002, Gonzélez et al., realizaron un muestreo de plantas enfermas por
marchitez en siete estados de México y se encontré que 65%, 33% y 33% del origen de la
enfermedad se asociaba a Fusarium sp., Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici,
respectivamente. No obstante, a pesar de tener una frecuencia de mencién menor que Fusarium
sp., P. capsici sigue siendo considerada hasta hoy en dia la enfermedad mas devastadora, a nivel
mundial, en la produccién de chile (Ristaino y Johnston, 1999), debido a que puede ocasionar
pérdidas de hasta 80% en la produccion (Li et al. 2007), e incluso del 90% en condiciones
ambientales propicias (SAGARPA, 2004).

Los sintomas que expresa la planta tras la infeccion por el patégeno son: pérdida de turgencia,
clorosis en hojas y tallos, necrosis y adelgazamiento en la base del tallo, asi como pudricién de
raices. P. capsici puede infectar tanto raices como tallos, hojas o frutos en cualquier etapa de
desarrollo de la planta, ademéas de que puede presentarse varias veces en un solo ciclo agricola
(Erwin y Ribeiro, 1996). Se ha determinado que los mayores dafios por diseminacion de la
enfermedad, son ocasionados por exceso de irrigacion y/o lluvia pesada (Li et al., 2007), ya que
estos favorecen la dispersion del in6culo (Lamour y Kamoun, 2009) la cual ocurre rapidamente y
en grandes extensiones de terreno, llegando a infectar hasta un 100% del cultivo, de un dia para
otro. Estos efectos pueden acrecentarse en suelos de textura arcillosa, ya que en estos el drenaje

es deficiente.

1.6. La produccion de chile en el valle de Queréndaro

Querendaro es un municipio que se localiza al norte del estado de Michoacan, a 35 km de

Morelia. Con una poblacion de 13,550 habitantes, el valle de Queréndaro es una zona con
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vocacion agricola donde se cultiva principalmente trigo, maiz, sorgo y chile (DOF, 2011).
Précticas agricolas tradicionales en el cultivo de chile como el uso de variedades criollas, la
seleccion de semilla, y el proceso de secado al sol en petates (alfombras de palma tejida), han
hecho de Queréndaro un lugar reconocido y de gran importancia histérica y cultural en el cultivo
de chile a nivel estatal (Jimenez, 2012). En Queréndaro se lleva a cabo anualmente la Feria del
chile entre los meses de septiembre y octubre. Esta localidad, a pesar de no ser destacada por
volumen de produccion, guarda gran prestigio en la calidad de su producto, el cual tiene fama de
sobresalir en sabor y nivel de pungencia.

La produccion de chile representa una actividad de gran importancia econdémica y social,
pues de esta dependen directa e indirectamente un gran nimero de familias y es generadora de
alrededor de 600 empleos permanentes y temporales. La principal amenaza de este ingreso, de
acuerdo con los productores, son las enfermedades y plagas, y la comercializacion.

Durante los Gltimos diez afios este cultivo se ha visto seriamente afectado por el
incremento desmedido de insectos plaga. Insectos vectores de virus y fitoplasmas, como la mosca
blanca, pulgones, trips, picudo y gusanos, que pueden ocasionar en conjunto pérdidas que varian
del 10 al 70 % de la produccion. De todas las enfermedades que se presentan, la mas devastadora
es la marchitez o secadera, ocasionada por P. capsici, que de no tener un manejo adecuado puede
ocasionar pérdidas de hasta 90% (Valadés, 2013).

De una serie de entrevistas llevadas a cabo en abril de 2013, Valdés sefialé que el 95% de
los productores sembraba semilla criolla y aplicaba agua de riego por gravedad, cosechaba un
promedio de 5 a 7 ton/ha de chile y el 100% aplicaba, aunque en distinta medida, agroquimicos
para el control de plagas y enfermedades. No obstante, la aplicacién de fungicidas para el control
de P. capsici, ademéas de presentar un gasto econdmico grande y riesgos para la salud de los
agricultores, ha sido cada vez menos efectiva.

Miembros de la Asociacion de Chileros de Queréndaro, que cuenta con 29 productores
(algunos provenientes de la region chilera de Yurécuaro, Michoacan), con ayuda del asesor
técnico Ing. Jaime Valadés Raya, quien nos comentd que han empezado a llevar a cabo
estrategias alternativas en el control de P. capsici (comunicacion personal), que incluyen
practicas de control quimico, fisico, cultural, bioldgico y mecanico. En lo que concierne a las
practicas de control bioldgico, han estado experimentando con mezclas bacterianas que son

aplicadas en las charolas de cultivo o almacigos, antes de ser trasplantadas a campo.
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Con la finalidad de profundizar en las alternativas de control de P. capsici a través del uso de
microorganismos antagénicos y estructuras de carbono, asi como proporcionar informacion que
pueda ser de utilidad para la Asociacion de Chileros de Queréndaro, los objetivos de este estudio
se plantearon considerando las caracteristicas de produccion de Queréndaro; el tipo de suelo

donde se cultiva y la produccion de plantula en invernadero.

1.7. Justificacion

Los dafios ocasionados por el uso indiscriminado de agroquimicos, como Unico método de
control de plagas, han vuelto esta practica insostenible en términos de salud humana, vegetal y
animal, economia campesina y equilibrio ecoldgico. Resulta cada vez mas apremiante el
desarrollo y la puesta en marcha de alternativas para el control de plagas y enfermedades. El
manejo integrado de plagas (MIP) ofrece no s6lo métodos més sustentables para manejar la salud
y productividad de los cultivos, sino que brinda un marco mas integral para el analisis del sistema
agricola y sus problematicas. El presente estudio busca proponer, como elemento del MIP, una
estrategia de control que pueda ser aplicada desde el momento de germinacion de las plantulas de
chile. Esta aplicacion temprana tiene el objetivo de dar proteccion al cultivo desde el estado de
desarrollo mas vulnerable, buscando reducir en gran medida el uso de productos quimicos y
lograr el establecimiento de una microbiologia edafica favorable para el equilibrio del sistema.

De la misma forma el desarrollo de esta alternativa de control busca aportar mas
informacion a los productores de Queréndaro respecto al manejo de la enfermedad provocada por
P. capsici, asi como hacer uso de estrategias de aplicacion temprana que asemejen la produccion

en campo que realiza la Asociacion de Chileros.
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2. PREGUNTAS Y OBJETIVOS DE INVESTIGACION

De acuerdo a la problematica planteada surgieron las siguientes preguntas, que tienen el
propdsito de investigar el éxito de los agentes de control mencionados anteriormente en el
manejo de la enfermedad provocada por P. capcisi: (a) ¢La presencia de T. harzianum en el
suelo disminuye la severidad de la marchitez? (b) ¢La presencia de estructuras de carbono en el
suelo disminuye la severidad de la marchitez? (c) ¢Las estructuras de carbono a usar presentan
diferencias entre si en cuanto al control de la marchitez? (d) ¢La interaccion entre las estructuras
de carbono y T. harzianum es efectiva en el manejo de la marchitez? y (e) ¢La respuesta frente a
uno u otro tipo de estructura de carbono es diferenciada?

Para responder estas preguntas se plantearon los siguientes objetivos: el objetivo general
de esta investigacion es determinar la efectividad de Trichoderma harzianum, biochar y NTC en
el control de la enfermedad ocasionada por P. capsici a través del desempefio de cada uno de
ellos de manera individual, asi como el de su interaccion usando las estructuras de carbono como
un vehiculo de inoculacion. Los objetivos particulares son i) evaluar el efecto individual de T.
harzianum, biochar y NTC en la morbilidad y mortandad de las plantas de chile inoculadas con
P. capsici vy ii) evaluar el efecto de la interaccion entre T. harzianum-biochar y T. harzianum-
NTC en la morbilidad y mortandad de las plantas de chile inoculadas con P. capsici.

La hipotesis de este trabajo sostiene que la presencia de T. harzianum y las estructuras de
carbono (biochar y NTC), ya sea de forma individual o en interaccion, disminuyen los dafios de

P. capsici sobre la planta de chile.
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3. MATERIALES Y METODOS

Se probo el efecto de los agentes de control sobre dos in6culos de P. capsici: un indculo nativo
de la region de Queréndaro, Mich., y la cepa CH-11. Esta cepa fue provista por el laboratorio de
Patologia Vegetal del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH) y fue aislada de un cultivo de
chile en la localidad de Cuitzillo, Michoacan.

3.1. Diseiio experimental

El disefio experimental fue factorial de 3 vias, teniendo como agentes de control biochar, NTC y
T. harzianum.
Factor 1: Estructuras de carbono, con 3 niveles: Biochar, NTC y sin estructuras de carbono.
Factor 2: Control bioldgico, con dos niveles: con y sin T. harzianum.
Factor 3: Tipo de in6culo de P. capsici, con tres niveles: Indculo nativo, indculo de cepa CH-11y
sin indculo.

La combinacion de los tres factores dio como resultado 18 tratamientos, con seis
repeticiones por tratamiento, para un total de 108 unidades experimentales (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos aplicados en las plantas de chile para evaluar T. harzianum, nanotubos
de carbono (NTC), y biochar como agentes de control sobre P. capsici.

Indeulo nativo Inoculo con cepa Suelo sin

CH-11 inoculo
T. harzianum T1 T2 T3
Biochar T4 T5 T6
Nanotubos de carbono T7 T8 T9
T. harzianum + biochar T10 T11 T12
T. harzianum+ NTC T13 T14 T15
Testigo T16 T17 T18

Tanto T. harzianum como las estructuras de carbono fueron aplicados en la charola de

germinacion. Esta aplicacion temprana de los métodos de control alternativo tuvo un triple

15



proposito; proteger a la planta de chile desde el estadio més vulnerable, permitir la colonizacion
temprana de T. harzianum, y generar un método que fuera apropiable y préctico para los
agricultores de Queréndaro. Esto ultimo, se consider6 debido a que el momento en que los
productores tienen mayor control sobre su cultivo es durante la germinacion de semillas cuando

las charolas de crecimiento se encuentran bajo condiciones de invernadero.

3.2. Biochar
El biochar usado en este experimento se obtuvo de un gasificador experimental en la Facultad de
Ingenieria Quimica de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. Para comprobar la
inocuidad y calidad de este material se siguid el protocolo de Mulcahy et al. (2013) con
modificaciones. Se germinaron semillas de lechuga en almécigos con 10%, 30% y 50% de
biochar, y se midi6 el porcentaje de germinacion y supervivencia de las plantulas. Los resultados
de esta prueba de fitotoxicidad determinaron la proporcién de biochar que seria utilizada en el

experimento, la cual fue de un 30% basada en el éxito de germinacién de las semillas.

3.3. Nanotubos de carbono

Los NTC fueron adquiridos del laboratorio de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo (UMSNH) en una dilucion de 5mg/20ml.
Los NTC fueron obtenidos por el método de deposicion quimica de vapor (o CVD por sus siglas
en inglés) utilizando o pireno como fuente de carbono y semillas de soya molidas como agente
catalizador. La dosis a usar, 20 pg de NTC por planta. Dicha dosis fue definida de acuerdo a
experimentos previos de germinacion y desempefio vegetal (Lara-Romero et al., sin publicar).
Para hacer la aplicaciéon de esta dosis se tomaron 10 ml de dilucion de los 20 ml totales y se
aforaron a 50 ml. Posteriormente el pH se ajusté a 5.5 con acido clorhidrico y la dilucion se aford
por ultima vez a 100 ml. Esto dio como resultado una concentracion de 25 pg de NTC por ml de
dilucion. La aplicacion de NTC se hizo al momento de la siembra, aplicando con una pipeta 0.8
ml de suspension sobre la semilla de cada unidad experimental para contar con la concentracién

deseada.
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3.4. Control biolégico con Trichoderma harzarium

El indculo de T. harzianum se obtuvo de un producto comercial (TricSoil) del Corporativo de
Desarrollo Sustentable S.A. de C.V. Esta es una empresa michoacana conformada por
investigadores y profesionales del area agronomica que busca desarrollar tecnologias sustentables
para la agricultura y contribuir a mejorar la calidad de los suelos y del medio ambiente. De
acuerdo a pruebas de concentracion y viabilidad de esporas de un estudio preliminar (Barocio,
2015) se determind el volumen de producto a usar para inocular con una concentracién de 1x10°

esporas/gramo de inéculo.

3.5. Inéculo de Phytophthora capsici

La cepa CH-11 de P. capsici fue traida del laboratorio del 11AF y se transfirié a cajas petri con
medio de cultivo V8 (Anexo 3). Una vez que el micelio creci6 lo suficiente, el medio de cultivo
se cortd en cuadros de aproximadamente 1cm x 1cm y fue lavado cada 24 h con agua destilada
estéril por 7 dias para inducir la produccion de esporangios. Posteriormente las cajas petri se
refrigeraron por 30 min a 4°C para inducir la esporulacion. Se contabiliz6 la concentracién de
zoosporas en la camara de Neubauer (Neubauer cat. 0610130 Marienfeld, Germany) y con esta se
hicieron los célculos para inocular el volumen equivalente a 10’000 zoosporas/ml en cada planta

(Ristaino et al., 1999).

3.6. Protocolo
Se us6 semilla criolla de chile pasilla (Capsicum sp.), la cual fue proporcionada por los
productores en las primeras visitas a Queréndaro en diciembre de 2014. Esta semilla es la misma
que usan muchos productores de la asociacion de chileros de Queréndaro. Tambiéen se visitd una
parcela donde el productor reporté que se habia presentado un alto grado de infeccion por P.
capsici durante ciclo agricola anterior, con pérdidas de mas del 70% del cultivo (comunicacion
personal). De esta parcela se tomaron muestras de suelo a una profundidad de 3 a 15 cm, para
hacer pruebas en el laboratorio e identificar cepas de P. capsici. Aproximadamente un mes
después, se regreso al sitio para colectar de la parcela el suelo necesario para llevar a cabo el

experimento. Fue este suelo el que aportd al experimento el indculo nativo de P. capsici.
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Con el suelo colectado se hizo un bioensayo en medio de cultivo selectivo NARPH
(Anexo 1) para comprobar la presencia y potencial de infeccion de P. capsici (Anexo 2).
Posteriormente el suelo fue procesado: se extendié en lonas plasticas para eliminar el exceso de
humedad, se tamiz6 y se homogeneizd para ser usado posteriormente en el experimento. Una
tercera parte del suelo de Queréndaro se mantuvo sin tratamiento para ser usada en los
tratamientos con indculo nativo. El resto del suelo (las dos terceras partes restantes) fue
esterilizado en autoclave a 130°C y 15 Ib de presion durante una hora para ser usado en los
tratamientos control y en aquellos inoculados con la cepa CH-11 de P. capsici.

El sustrato de germinacion para las plantas de chile estuvo compuesto de turba, arena y
vermiculita en proporcién 3:1:1/2. Este sustrato se mezclé previamente con 1x10° esporas/g de T.
harzianum (usando arena como portador y mezclando posteriormente con el resto del sustrato) y
30% de biochar, segun el tratamiento. Una vez que las charolas fueron llenadas con el sustrato
correspondiente, se sembraron las semillas a una profundidad de 0.5 cm y se aplicd 0.8 ml de la
suspension de NTC sobre la semilla en los tratamientos con NTC. Las charolas de germinacion
se mantuvieron en el invernadero del Instituto de Investigaciones en Ecosistemas y
Sustentabilidad (IIES) de la UNAM, campus Morelia donde se regaron diariamente por dos
meses.

Posteriormente, las plantas se trasplantaron a macetas plasticas con capacidad de 1.5 L. El
suelo sin esterilizar fue usado para los tratamientos con indculo nativo (Fig. 1), mientras que el
suelo esterilizado fue usado para los tratamientos con inéculo (CH-11) y sin inoculo. A todas las
bolsas de suelo se les aplico fertilizantes (Tabla 2) y las bolsas se llenaron de aire y agitaron para
lograr una homogeneizacion de los nutrientes. Posteriormente, se trasplantaron las plantulas. Se
tomo la altura de las plantas a las 3, 5 y 9 semanas después del trasplante. Se hicieron
fertilizaciones posteriores en todos los tratamientos a las 4 y a las 6 semanas del trasplante.
Unicamente la primera aplicacion conté con fosfato de potasio, debido a que la baja movilidad
del fésforo en el suelo, y la irrigacion controlada y la duracion del experimento provocan que este
elemento se mantenga disponible para la planta.

El experimento se mantuvo con riego frecuente a 80% de capacidad de campo (ver Anexo
4) durante todo el experimento, a excepcién de 24 h antes y después de la inoculacion con P.
capsici, momento en el que se mantuvo al 100% de capacidad de campo para facilitar la
movilidad y potencial de infeccion de las zoosporas.
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Tabla 1. Dosis de nutrientes aplicados a las plantas de chile el dia de trasplante y a las 4 y 6 semanas de

iniciado el experimento.

_, L Aplicacion en
Concentracion  Aplicacion por

Nutriente Formula términos
(9/L) kg de suelo (ml)
absolutos (g)
Sulfato de potasio K2SO4 25 3 0.1125
Cloruro de calcio CaCl, x 2H,0 25 3 0.1125
Sulfato de cobre CuSQq, 0.7 0.099 0.0001
Sulfato de zinc ZnS0O,4 1.8 0.25 0.0007
[}
£ | Sulfato de Mn SO4 35 0.49 0.0026
‘S | manganeso
g Sulfato de cobalto Co SOy 0.13 0.02 0.000004
S | Sultato de Mg SO 15 2.12 0.0477
magnesio
Molibdato de Na,MoO, 0.06 0.008 0.000001
sodio
Nitrato de amonio NH;NO; 2857 3 0.1286
Fosfato de potasio KH,PO, 43.93 10 0.6590

La inoculacién con la cepa CH-11 en los tratamientos 13 a 18 (Fig. 1) se realizé 3
semanas después del trasplante, aplicando con una micropipeta 1ml de 10’000 zoosporas/ml en

medio liquido en la base del tallo.

3.6.1. Medicidn de la respuesta vegetal del chile
Para evaluar la respuesta vegetal del chile a los distintos factores de control bioldgico, estructuras
de carbono e inoculo patdgeno, se midié el desempefio vegetal del chile y los dafios ocasionados

por P. capsici.

3.6.2. Severidad de dafios por P. capsici
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Se monitorearon diariamente los sintomas de la enfermedad ocasionados por P. capsici en las
plantas de chile a través de un indice de Severidad de Sintomas (ISS) que fue desarrollado de
acuerdo a una escala visual que correspondiera a la respuesta de las plantas del experimento. Con
el registro del ISS a lo largo del experimento, se obtuvo el area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (AUDPC, por sus siglas en inglés). EI AUDPC es una herramienta util para resumir
cuantitativamente la intensidad de la enfermedad a través del tiempo, y se puede usar para
comparar el desempefio de diferentes agentes de control o estrategias de manejo. Este valor fue
ajustado para obtener el AUDPS (Area Under Disease Progress Stairs) el cual ha sido sefialado
por la Sociedad Fitopatoldgica Americana (SIMKO y Piepho, 2012) como un indicador méas
preciso que el AUDPC, debido a que da el mismo peso a todas las observaciones del ISS a través
del tiempo, incluyendo la primera y dltima. Con los valores del AUDPS se realiz6 un anélisis de

varianza para determinar diferencias significativas en los tratamientos y significancia de los

datos.

factores (estructuras de carbono, control bioldgico y tipo de indculo) sobre la variabilidad de los
AUDPS = [_\'l x { f — p_|
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Con el fin de determinar el porcentaje de infeccion de las raices por P. capsici, se
separaron al momento de cosecha 2 g de raiz de cada unidad experimental. Estas muestras fueron
cortadas en segmentos de 0.5-1 c¢cm y agitadas en una bolsa de plastico inflada para
homogeneizarlas. Se tomd una sub muestra de raiz de aproximadamente 0.5 g, la cual fue
desinfestada por 10 seg en alcohol de de 96° y enjuagada con agua estéril. Posteriormente se
sembraron veinte de estos segmentos en cajas Petri con medio selectivo para P. capsici
(NARPH). Las cajas fueron incubadas a 26°C y a los 3 y 7 dias se contabilizé el numero de
segmentos infectados por P. capsici para obtener el porcentaje de infeccion de cada unidad

experimental.

3.6.3. Desempenio vegetal
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El experimento se cosechd 4 meses después de la siembra. De las plantas cosechadas se midio
longitud y peso fresco de la parte aérea y radicular. Después de tomar la submuestra necesaria de
raiz para los analisis de porcentaje de infeccidn, tanto parte aérea como radicular fueron secadas
en horno de extraccion de humedad por 24 hrs a una temperatura de 80°C, con lo que se

obtuvieron los valores de biomasa seca.

3.6.4. Anélisis de datos
Los resultados obtenidos se evaluaron a traves analisis de varianza de una y dos vias, utilizando
el programa Statgraphics Centurion XV Version 15.2.06. Los promedios fueron comparados
usando la prueba de Tukey de rangos multiples, con un nivel de significancia del 5%.
Previamente se us6 una prueba de Levene para asegurar la homogeneidad de la varianza entre

tratamientos.

21



4. RESULTADOS

Dos semanas después del trasplante, murieron dos individuos del tratamiento 1 y 13 (ver tabla 1)
—ambos con inoculo nativo- con sintomas de marchitez. Estos fueron cosechados y se les tomaron
las medidas de desempefio vegetal, asi como el porcentaje de infeccion de las raices por P.
capsici. Posteriormente, casi 6 semanas después del trasplante (39 dias) y poco mas de 2 semanas
después de la inoculacion con la cepa CH-11, se cosecharon nueve plantas muertas con sintomas
de marchitez, todas provenientes de tratamientos inoculados con CH-11 (a excepcion del
tratamiento 14, T. harzianum-NTC, el cual no presenté sintoma alguno de enfermedad). El
namero de unidades experimentales vivas por tratamiento al momento de cosecha puede ser
observado en la Tabla 3. Estas muestras fueron procesadas como se describié anteriormente.
Dado que la cantidad de raiz recuperada de las plantas enfermas fue muy pequefia y era necesario
usarla en su totalidad para las pruebas de porcentaje de infeccion, los valores de biomasa
radicular se obtuvieron con una estimacion del peso fresco de raiz del tratamiento, y el promedio
del porcentaje de humedad que se obtuvo de los tratamientos restantes.

Los datos de las 97 unidades experimentales restantes se registraron 2 semanas después de
cosechar las plantas muertas (4 meses después de iniciado el experimento) cuando las plantas

dejaron de mostrar cambios en el indice de severidad de sintomas (ISS).

Tabla 3. n poblacional de los tratamientos al momento de cosecha debido a los
individuos muertos por marchitez (n original de 6 individuos).

Tratamiento Inéculo nativo  Cepa CH-11 Sin inéculo

T. harzianum 5 6
Biochar
NTC
T. harzianum-biochar

T. harzianum-NTC
Control

A O 01O

o U1 OO O
D OO OO O

4.1. Dainos ocasionados por P. capsici

Los Unicos tratamientos que presentaron sintomas de enfermedad fueron aquellos inoculados con

la cepa CH-11, a excepcidn del tratamiento con T-NTC. EI avance de la enfermedad se registrd
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desde el dia posterior a la inoculacién con el indice de Severidad de Sintomas (ISS) que se
muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. indice de severidad de sintomas (ISS) para monitorear el desarrollo de la
enfermedad provocada por P. capsici en las plantas de chile.

indice de severidad Sintomas
1 Planta sana
2 Pérdida de turgencia en las hojas
3 Pérdida de turgencia e inicio de necrosis en la base

del tallo (1-3 cm)
Pérdida de turgencia y necrosis muy desarrollada
(>3cm)
5 Planta muerta

4

Con el objetivo de ilustrar la severidad de la enfermedad en los distintos tratamientos, se graficd
la tasa a la que se suman nuevos individuos enfermos (con un ISS mayor) por tratamiento. Como
se muestra en la Figura 1, los tratamientos T, B, NTC y C muestran un aumento muy moderado
en la severidad de la enfermedad a lo largo del tiempo en comparacion con el tratamiento T-B
con cepa CH-11, mientras que el tratamiento T-NTC no presenta cambio alguno en el ISS

durante todo el experimento.

=@=T. harzianum == Carbodn vegetal
=== NTC =>&=T, harzianum-carbon vegetal
==3=T, harzianum-NTC =@=Control
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Dias después de la inoculacion con cepa CH-11

Figura 2. Progresién de la enfermedad causada por P. capsici de acuerdo al porcentaje de individuos
afectados por tratamiento a lo largo del tiempo. (Todos los tratamientos presentes pertenecen al bloque
inoculado con la cepa CH-11)

23



El AUDPS se obtuvo con el ISS de cada tratamiento a lo largo del tiempo. Para el analisis de los
resultados se realizé un ANOVA, el cuél revel6 al tipo de inéculo y las estructuras de carbono
como factores significativos (p<0.05) en la variacion de los datos. De la misma forma, las
interacciones que mostraron un efecto sobre el AUDPS fueron: control bioldgico- estructuras de
carbono, tipo de in6culo-estructuras de carbono, y la interaccion triple entre los tres factores
(Tabla 6). Con la prueba de diferencias minimas significativas (LSD de Fisher) se identificaron
tres grupos homogéneos: el primero formado por todos los tratamientos bajo indculo nativo y sin
inéculo ademés de los tratamientos T, NTC y T-NTC bajo cepa CH-11, el segundo por los
tratamientos T, B, NTC y C bajo cepa CH-11, y el tercero por el tratamiento T-B bajo cepa CH-
11 dnicamente. Este Gltimo tratamiento reflejé diferencias significativas con respecto a todos los
demas (Fig. 2).

180 M Nativo B CH-11 M Sinindculo

160 a
140
120
100 - b b
80 - be bc

AUDPS

60 -
40 -
20

T B NTC T-B T-NTC C

Tratamientos

Figura 2. AUDPS (Area Bajo la Escalera de Progreso de la Enfermedad) promedio.
Letras diferentes indican diferencias significativas (prueba de LSD). T= T.
harzianum, B= biochar, NTC= nanotubos de carbono, C= control (AUDPS= 144,
equivalente al 100% del area bajo la curva).

Todos los individuos con sintomas murieron y fueron cosechados al momento (2 semanas antes
de la cosecha general). Esto se hizo con la finalidad de detectar a tiempo la presencia del
patdgeno en la raiz y realizar el andlisis del porcentaje de infeccion de las raices por P. capsici.

Para evaluar el porcentaje de infeccion por P. capsici en las raices se uso la prueba de Kruskal
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Wallis, debido a la heterocedasticidad de los datos, la cual probé diferencias significativas entre
tratamientos (p=0.0004). Al realizar el andlisis con la prueba de Tukey, el tratamiento T-B con
indculo de CH-11 mostré diferencias significativas con respecto a los demas tratamientos, a
excepcion del tratamiento de B bajo el mismo tipo de indculo (p<0.05). No obstante, este Gltimo
tratamiento no tuvo diferencias significativas con el resto. De esta forma se detectaron
Unicamente dos grupos homogéneos. En la Tabla 4 se muestra el porcentaje de infeccion

promedio que presentaron los tratamientos de las plantas muertas por marchitez.

Tabla 2. Promedio del porcentaje de infeccion de raiz por P. capsici

Agente de control Igaég\ljloo Cepa CH-11 Sin inéculo
Trichoderma 0 15 0
Biochar 0 22 0
NTC 0 5 0
Trichoderma-biochar 0 26 0
Trichoderma-NTC 0 0 0
Control 0 5 0

4.2. Desempeno vegetal

La mortalidad ocasionada por P. capsici se vio reflejada en las medidas de desempefio vegetal. El
nimero de unidades experimentales al momento de la cosecha, por tratamiento, puede ser
observado en la tabla 5.

Para todas las variables de desempefio vegetal (altura, longitud de raiz, biomasa radicular

y aérea) la variacion de los datos fue explicada por el tipo de indculo y la interaccion de este
factor con las estructuras de carbono (p<0.05). Adicionalmente, la interaccion de las estructuras
de carbono y la presencia/ausencia de T. harzianum, como factores explicativos, tuvieron un
impacto significativo en la biomasa aérea (Tabla 6). De igual manera, el analisis de datos arrojo
una triple interaccion significativa de los factores explicativos para las variables de altura,

biomasa aérea y AUDPS.
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Tabla 3. Valores de P, respecto al desempefio vegetal y los dafios por P. capsici, para las variables explicativas
nivel de nivel de confianza del 95% (valores menores a 0.05 tienen significancia estadistica).

Variable T In6culo de P Estructuras
. harzianum ..+ decarbono X-y X-Z y-z XYz
dependiente capsici (y)
(x) (2)
Altura 0.845 0.000 0078  0.054 0.198 0.006 0.003
B;%Tezsa 0.718 0.000 0083 0074 0.041 0.000 0.002
Desempefio | Biomasa 0.534 0.004 0150  0.195 0.229 0.003 0.185
vegetal radicular
LO”?;‘;d de (356 0.001 0632 0158 0573 0.037 0.058
Danos por | jpps 0.438 0.000 0.010 0547 0.045 0.001 0.016
P. capsici

Los tratamientos de biochar (B), nanotubos de carbono (NTC), T. harzianum-biochar (T-B) y
control (C) inoculados con cepa CH-11, asi como el tratamiento de T. harzianum (T) con in6culo
nativo, tuvieron menor altura que el resto de los tratamientos. No obstante, de los tratamientos
recién mencionados, Unicamente T-B presentd una diferencia significativa con los tratamientos
restantes (Fig. 3). Los Unicos tratamientos inoculados con CH-11 que presentaron una ventaja en
términos de altura respecto al méas afectado (T-B) fueron T y T. harzianum-nanotubos de carbono
(T-NTC). No hubo diferencias significativas entre ningun tratamiento control.

Al realizar el analisis mediante la prueba de Tukey, se encontraron dos grupos
homogeéneos para la longitud de raiz; el primero formado por los tratamientos NTC y C con
indculo nativo; T-B, T-NTC y C sin indculo; y T-NTC con inoculo de CH-11, y el segundo por
T-B con in6culo de la cepa CH-11. Las diferencias se presentaron Unicamente entre estos dos
grupos, sin tener ninguno de ellos diferencias con el resto de los tratamientos (Fig. 4).

En el caso de la biomasa radicular (Fig. 5) se encontraron dos grupos homogéneos: el
primero representado por el tratamiento T-B con cepa CH-11, el segundo conformado por todos
los controles a excepcidn del agente NTC, por los tratamientos T-NTC y NTC bajo cepa CH-11,

y por el control absoluto bajo in6culo nativo. La variacion de los datos, de acuerdo con el analisis
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de varianza, fue explicada de igual forma por el tipo de indculo y la interaccion del mismo con
las estructuras de carbono (p<0.05).
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Figura 3. Altura promedio de plantas. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p <0.05). T= T. harzianum, B= biochar, NTC= nanotubos de
carbono C= control.
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Figura 4. Longitud promedio de la raiz. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p <0.05). T=T. harzianum, B= biochar, NTC= nanotubos de carbono,
C= control
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Figura 5. Biomasa promedio de la raiz. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p <0.05). T=T. harzianum, B= biochar, NTC= nanotubos de carbono,
C=control.

En cuanto a la biomasa aérea, casi todos los tratamientos (a excepcion de T y T-NTC bajo
indculo nativo y el tratamiento control con cepa CH-11), presentaron diferencias significativas
con respecto al tratamiento T-B con cepa CH-11 (Fig. 6). El tratamiento de T con in6culo nativo
fue desfavorecido en comparacion con los controles de T-B, T-NTC y T-NTC con cepa CH-11.
El agente de control T-NTC tuvo un desempefio significativamente favorable con la cepa CH-11
comparado con su homologo con indculo nativo. Cabe mencionar que, excluyendo el caso de T-
B y T-NTC, en lo que respecta a los agentes de control no se encontré ninguna diferencia
significativa en cuanto al tipo de in6culo en el que estuvieron. Es decir, el tipo de in6culo fue un
factor que afectd entre los distintos agentes de control, mas no fue una diferencia dentro de los
mismos. Esta observacion se repite en las variables de altura y longitud de raiz, con la excepcion

de los agentes T-B, T-NTC y el control.
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Figura 6. Biomasa aérea promedio. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p <0.05). T= T. harzianum, B= biochar, NTC= nanotubos de
carbono, C= control.
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5. DISCUSION

Se pudo observar que el tipo de indculo fue invariablemente el factor que tuvo mayor influencia
directa sobre la variacion de los datos. De la misma manera, en todas las variables la interaccion
de este factor con las estructuras de carbono probd ser un elemento determinante en la severidad
de la enfermedad.

A pesar de que no hubo interacciones pareadas entre todos los factores, la interaccion
triple de estos fue significativa sobre las variables de altura, biomasa aérea y AUDPS (p<0.05).
Esto refleja que la suma de estos factores fue sinérgica y determind la variacion de los datos.

El papel que jugo el tipo de in6culo fue muy claro. Las desventajas que tuvieron los
tratamientos en variables de desempefio asi como de dafios por P. capsici se debieron a la
presencia de la cepa CH-11. Es posible que la falta de efecto y la falta de sintomas de enfermedad
en las plantas con indculo nativo de P. capsici se debiera al manejo previo que recibi6 el suelo
antes de ser usado en el experimento. El suelo de la parcela infestada fue muestreado con
aleatoriedad a una profundidad correspondiente a la ubicacion de P. capsici en la rizosfera. No
obstante, debido al altisimo porcentaje de humedad que tuvo al ser colectado (en temporada de
lluvias) el suelo tuvo que ser secado y aireado en el exterior, antes de que se tamizara,
homogeneizara y almacenara. Es probable que la exposicién al sol y la pérdida de humedad del
suelo afectara las estructuras presentes de P. capsici, si bien no elimindndolas por completo,
reduciendo considerablemente su capacidad de crecimiento e infeccion.

Etxeberria et al. (2011) reportaron que el tiempo necesario para inactivar el 100% de
oosporas de P. capsici a una temperatura de 40°C es poco mayor a 8 dias. La exposicion del
suelo en este experimento fue de 4-5 dias con una temperatura ambiental aproximada de 35°C, lo
que pudo haber inactivado una proporcién considerable de estructuras infecciosas. Por lo que
podemos atribuir la muerte de los dos individuos pertenecientes a los agentes de control Ty T-
NTC bajo inéculo nativo a la supervivencia de algunas oosporas en el suelo. Esto sin embargo,
debe de ser considerado posiblemente como un efecto aleatorio, debido a que en términos de
desempefio vegetal y dafios por P. capsici estos tratamientos no presentaron ningun ISS posterior
a la muerte de los primeros 2 individuos y no fueron significativamente afectados en desempefio
vegetal en comparacion a otros con inéculo nativo.

Las diferencias significativas entre tratamientos, de forma general, dependieron sobre

todo de la mortandad de las plantas y por ende la supresion del crecimiento. Adicionalmente, no
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se mostraron diferencias significativas entre tratamientos control (sin importar los agentes que
estuvieran presentes). Si consideramos que la variacion de los datos en general se centr6 sobre
todo en los efectos de las estructuras de carbono y su interaccion con otros factores, entonces
podemos inferir que estas estructuras actuaron propiciando la infeccién por P. capsici o dotando a
la planta de ventajas frente a la severidad de la enfermedad (directa o indirectamente). Este es,
respectivamente, el caso de los tratamientos T-B y T-NTC inoculados con cepa CH-11.

No se presentaron muchas diferencias en las medidas de desempefio vegetal de los
tratamientos, aun bajo condiciones donde el patdgeno no estd presente. No obstante, el
desempefio vegetal puede ser evaluado en funcion de la n poblacional que presentd cada
tratamiento al momento de la cosecha final. La n poblacional al final del experimento es un
indicador de la susceptibilidad que los agentes de control (T. harzianum, biochar y NTC)
confirieron a las plantas frente a P. capsici.

Si bien el tratamiento de biochar inoculado con cepa CH-11 tuvo afectaciones, la
combinacion de este agente con T. harzianum inclusive resultd perjudicial (con mas dafios que el
control) bajo la presencia del patdgeno. EI aumento en el dafio en presencia de este organismo
podria deberse a condiciones desfavorables para la planta ocasionadas por el biochar, y/o por el
gasto energético de la planta respecto a su interaccion con el organismo benéfico. Se sabe que el
establecimiento inicial de organismos como este hongo implica un gasto energético para la planta
debido a los exudados que debe secretar la raiz, de la misma forma que ocurre con la presencia de
otros habitantes del suelo (Nguyen, 2003). El gasto energético inicial de la planta, aunado a la
ventaja que presentd P. capsici en este tratamiento, podrian haber facilitado la infeccién y
desarrollo de la enfermedad. A pesar de que este gasto energético también puede ocurrir bajo la
interaccion de T-NTC, puede ser que el control del patdgeno haya sido efectivo debido a que la
compensacion entre gasto energético y proteccidn contra organismos patdgenos es positiva.

El biochar prob6 ser un agente que favorece la infeccion por P. capsici, reflejandose esto
en el porcentaje de infeccion un dafio de la misma magnitud entre el agente solo y el reflejado por
T-B. El tratamiento donde solo estaba presente T. harzianum mostré diferencias significativas
respecto al mas afectado (T-B). Esto sugiere que los efectos perjudiciales provienen
principalmente de la presencia del biochar y de alguna forma fueron acrecentados con la
presencia de Trichoderma, hipotéticamente -como se comentd- debido a los gastos energéticos en

torno a la presencia de este hongo benéfico.
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Respecto a los efectos negativos del biochar, se ha observado que en ciertas plantas su uso
puede promover el crecimiento de hongos patdgenos especificos. Como se menciond en un
inicio, la composicién y origen del biochar (material, humedad, pH, temperatura y duracion de la
combustion) lo hacen méas conducente hacia microorganismos especificos (Gravel et al. 2013).
En el experimento de Gravel et al. (2013), la presencia de biochar de procedencia vegetal en
plantas de pimiento, geranio y albahaca promovi6 la infeccion de Pythium ultimum en las raices
(p<0.0001). No obstante, las autoras mencionan que esto no ocurrié en otros cultivos, por lo que
no se debe descartar al biochar como un agente de control efectivo, sino a evaluarlo de forma
dependiente al cultivo y tipo de suelo en el que es aplicado. Desconocemos el origen y
mecanismo por el que el biochar incentivd la enfermedad en las plantas de chile, sin embargo
(debido a la ausencia de efectos de fitotoxicidad en las pruebas de germinacién, asi como de
desventajas de desempefio en los tratamientos control) suponemos que por caracteristicas
intrinsecas al material, este fue propenso a la colonizacion por P. capsici. Asimismo otros autores
sefialan que las enmiendas de biochar pueden tener un efecto en la proliferacion de fitopatdgenos
a través de la estimulacion de microorganismos originarios del suelo (Yedidia et al., 1999;
Atkinson et al., 2010; Elad et al., 2010).

A excepcion de su efecto en conjunto con los NTC, T. harzianum no mostr6 los
beneficios en desempefio vegetal y proteccidn contra patégenos que se han reportado (Yedidia et
al., 1999; Harman, 2001). Esto se vio reflejado no Unicamente en los tratamientos con presencia
de P. capsici, sino incluso en los tratamientos control. Creemos que el establecimiento de T.
harzianum fue efectivo en presencia de los NTC, no obstante por motivos de tiempo y recursos
esta suposicion no pudo comprobarse. Al ver las diferencias casi nulas en la mayor parte de los
tratamientos donde este hongo estaba presente, inferimos que su establecimiento pudo haberse
afectado probablemente por condiciones independientes al tipo de indculo. Schippers et al.
(1987), sefiala que la proporcion de componentes de arcilla en el suelo tiene una enorme
influencia en el movimiento de agua, la disponibilidad de oxigeno, y por tanto sobre la matriz del
suelo en la que los hongos crecen y se dispersan. Esto se confirma con los estudios de Stotzky y
Rem (1967) que reportaron una reduccién en la respiracion de Trichoderma viride ocasionada por
materiales arcillosos. Es probable que el suelo de Queréndaro, debido a su origen lacustre y su
textura, presente condiciones poco favorables para el establecimiento de ciertos

microorganismos, pero apropiadas para la saturacion de agua y proliferacion de organismos
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patdégenos como P. capsici. A pesar de que la inoculacion se hizo inicialmente sobre un sustrato
ideal (turba) puede que después del trasplante el crecimiento del organismo se viera limitado.

Ademas de no mostrar sintomas ni infeccion por P. capsici, el desempefio vegetal del
tratamiento T-NTC con inéculo de cepa CH-11 fue, si acaso no sobresaliente, superior al
tratamiento més afectado (T-B con cepa CH-11), en variables de altura y longitud de raiz. Si bien
no en términos de biomasa, la presencia de T. harzianum y su interaccion con los nanotubos de
carbono, mostré ventajas relativas sobre el crecimiento longitudinal de las plantas de chile. Tanto
T. harzianum como los NTC han sido reportados como promotores del crecimiento en solanaceas
(Kleifeld y Chet, 1992; Windham et al., 1986; Khodakovskaya et al., 2012).

El mecanismo que produjo un efecto de proteccién en las plantas tratadas con T-NTC se
desconoce, sin embargo hipotetizamos que a pesar de que el organismo de control biolégico no
tuviera el efecto esperado sobre P. capsici, su interaccion con los NTC aumento
considerablemente su desempefio y efecto sobre el patégeno. Es reconocido que los NTC tienen
un potencial de adsorcién muy grande (Upadhyayula et al., 2009) y uno de los mecanismos de
control de Trichoderma es la produccion de gliotoxinas que inhiben el crecimiento del patégeno e
incluso la germinacién de conidios, asi como la secrecidon de enzimas que degradan las paredes
celulares del mismo (Howell, 2003). Es probable que la retencion de estos compuestos y la
promocion del crecimiento de T. harzianum por los NTC en la rizésfera, generaran una barrera
propicia para impedir el crecimiento de P. capsici.

En contraste con el biochar, los NTC tienen una proporcion area:volumen (sa/vol) mucho mayor.
Esta proporcion, en la mayor parte de los materiales, aumenta conforme las particulas son méas
pequefias, 1o que provoca mayor adsorcion de los &tomos circundantes (Dinesh et al., 2012). El
biochar, a pesar de reportar una porosidad apta para el crecimiento microbiano, puede tener
relaciones de menor magnitud tanto con los compuestos como con los organismos cercanos a la
rizosfera. Esto basado en que conforme el tamafio de particula aumenta, las interacciones con
células vivas decrece (Shrestha et al., 2013), lo que hace que los materiales reducidos a la nano
escala exhiban propiedades muy diferentes que las que muestran en la micro escala. De cualquier
forma se requieren mas estudios que cubran el efecto de otros tipos de biochar (diferentes
materiales de origen y condiciones de produccidn), asi como de dosis menores.

Es importante sefialar que las pruebas previas a aplicacion de NTC en campo son necesarias

debido a la incertidumbre que existe alrededor del impacto que estos pueden tener sobre otros
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seres vivos. Este riesgo disminuye significativamente si se considera que las aplicaciones con
fines agricolas se realizan en el suelo con dosis sumamente bajas (al nivel de una o dos decenas
de ug). Las pruebas de toxicidad de estas estructuras se reportan en dosis altas y a traves de la
inhalacion de las mismas por mamiferos pequefios (Zhao y Liu, 2012). Chung et al. (2011)
observaron que por debajo de los 50 mg kg™, los nanotubos de carbono no representan dafio
alguno sobre la biomasa microbiana del suelo. La composicion de la microbiologia edafica, la
textura del suelo, la pureza de los nanotubos, su forma de aplicacion y sobre todo su dosis, son
elementos que se han mencionado como determinantes en los impactos sobre los
microorganismos del suelo (Shrestha et al., 2013). Queda mucha investigacion por hacerse en
esta area de la biotecnologia agricola, y por tanto hay que tomar las medidas pertinentes antes de
formular recomendaciones respecto a su uso. Algunos expertos mencionan que, tras conocer las
especies vegetales donde esta tecnologia es segura de aplicar (Khot et al., 2012) se podria evitar
la fitotoxicidad a otras especies al crecer las plantulas en invernadero para su posterior trasplante
en campo. De igual forma, la aplicacion de esta tecnologia seria mas apropiada en produccion

de invernadero o vivero, una vez establecidas las dosis limite para la especie vegetal a cultivar.
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6. CONCLUSIONES

La promocion del crecimiento vegetal y el éxito como vehiculo de inoculacion que reporta la
literatura respecto al biochar no se pudieron corroborar mediante los resultados de este
experimento. Este no fue el caso para los NTC, los cuales a pesar de no mostrar ventajas de
forma individual, tuvieron un desempefio excepcional en el control de P. capsici a través de la
interaccion con T. harzianum, impidiendo asi el desarrollo de la enfermedad en la planta. No se
mostr6 un desempefio vegetal sobresaliente en ningin tratamiento, a excepcion del T-NTC en
variables de altura y longitud de raiz, donde su ventaja sobre el patdgeno le permitid diferenciarse
de los tratamientos mas afectados.

Este trabajo es una aportacion al campo de estudio del control alternativo de plagas y de la
biotecnologia, mas -debido al estado de conocimiento acerca de los nanomateriales de carbono en

general- es necesario que sea visto una como investigacion preliminar.
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7. REFLEXIONES FINALES Y RECOMENDACIONES

Sin importar el éxito que pueda tener una alternativa exitosa en el control de patégenos como P.
capsici, las medidas a tomar en torno al agro ecosistema deben ser integrales. La sustitucion de
métodos de control de plagas sin generar cambios en el manejo del agroecosistema (ej. rotacion y
asociacion de cultivos, labranza, riego controlado, promocion de enemigos naturales, enmiendas
organicas, solarizacion, etc.), el monitoreo de plagas efectivo y un manejo integral (MIP) es un
angulo de accién que, si bien resuelve temporalmente la problematica, no necesariamente sera
efectivo a largo plazo.

Hay aspectos del manejo agricola en Queréndaro que bien pueden estar jugando un papel
preponderante en la permanencia de las afectaciones por P. capsici. De inicio, el origen lacustre
de la zona agricola y la gran proporcién de arcillas en los suelos de la region, hacen que el
manejo de patdgenos de suelo (en especial hongos) sea muy dificil. Si a esto agregamos que la
gran mayoria de los productores de chile realizan riego por gravedad, el cual muchas veces es
excesivo, encontramos que las condiciones para que el patdgeno prospere son Optimas.
Desgraciadamente no pudimos corroborar la virulencia del indculo nativo de P. capsici en
comparacion con el de laboratorio, por lo que la proteccidn que tanto el material vegetal como los
agentes de control puedan haber ejercido sobre ella queda pendiente para experimentos

posteriores.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1. Medio de cultivo selectivo para Phytophthora sp.

Para 1L de medio de cultivo:
I. Disolver 17g de agar de harina de maiz (AHM) en un L de agua destilada.
(primero el AHM vy después el agua)
Il.  Esterilizar a 130°C y 15lb de presion por 20 min
I1l.  Enfriar el medio a 49°C
IV. Agregar los siguientes antibidticos por cada litro de medio de cultivo:
Pentacloronitrobenceno (PCNB): 0.10 g/L
Natamicina (Delvocid): 0.02 g/L
Ampicilina: 0.27 g/L
Rifampicina: 0.01 g/L
Hymexazol: 0.075 g/L
V. Vaciar el medio de cultivo en las cajas petri dentro de la campana de flujo laminar
Nota: se debe considerar el volumen de los antibioticos al momento de agregar el agua
destilada al medio de cultivo, por ejemplo, si se prapara 1L de medio, se agregan
solamente 990ml de agua destilada (10ml de antibi6ticos). Cubrir la rifampicina y el
PCNB con papel durante el descongelamiento por la fotosensibilidad. Almacenar las cajas
petri envueltas en aluminio.

9.2. Anexo 2. Bioensayo para la deteccion de P. capsici en suelo
I.  Se pesan 10g de suelo y se colocan en 20 ml de agua destilada. Se toman 5 hojas de azalea

(Azaleastrum sp.), se lavan y enjuagan 10 segundos con alcohol al 90% vy se dejan por 48 hr
en la mezcla de suelo.

Il.  Posteriormente se enjuagan las hojas de azalea son enjuagadas con agua destilada estéril y
se siembran en una caja petri con medio de cultivo selectivo NARPH.

1. Se incuban en las cajas petri 24°C en oscuridad por dos o tres dias y se comprueba la
presencia del patdgeno observando las cajas con micelio bajo el microscopio 6ptico.

9.3. Anexo 3. Medio de cultivo V8
(Guo et al, 1993) modificado, para 1L de medio de cultivo
I.  Disolver 17g de agar harina de maiz (AHM) y 0.4g de carbonato de calcio en 800ml de
agua destilada. Agregar 200ml de jugo de vegetales V8 Campbell Esterilizar en el
autoclave a 130°C y 15lb de presion por veinte minutos
Il.  Vaciar en cajas de petri dentro de la campana de flujo laminar
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9.4. Anexo 4. Medicidn de la capacidad de campo de un sustrato
Para calcular la capacidad de campo se pes6 una cantidad conocida de sustrato en una balanza

analitica y se seco en un horno para muestras vegetales a 80°C hasta alcanzar peso constante, este
fue registrado como el peso seco del sustrato. Posteriormente el sustrato fue colocado en un vaso
de precipitado y se le agregd agua con micropipeta hasta alcanzar el punto de saturacion. Esta
muestra fue pesada en balanza analitica. Se calcul6 el porcentaje de agua a partir de la diferencia
de peso entre la muestra de sustrato saturado y sustrato seco.

% de agua: [(sustrato saturado — sustrato seco)*100]/ sustrato saturado

Se contd con 3 repeticiones. El porcentaje de agua promedio fue usado para conocer el peso que
debe alcanzar cierta cantidad de sustrato (g) para estar a 100% de capacidad de campo.

1kg de suelo a 100% de CC= (% de agua*100)+1000g
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