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Resumen. Se evalué la capacidad antagonica
de Saccharicola sp in vitro e invernadero contra
Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum 'y Rhi-
zoctonia solani. Mediante confrontaciones duales
se evalu6 la reduccion de crecimiento del fitopa-
togeno y se registrd el nimero de dias en que el
antagonista invadio el micelio de los patogenos, se
determino la viabilidad del micelio invadido y la
produccion de propagulos del fitopatogeno. Sac-
charicola sp caus6 reduccion de 44.8 % y 45.1 %
en el crecimiento de P. capsici'y F. oxysporum a los
3 dias posteriores a la confrontacion (dpc) y en R.
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Abstract. The antagonist capacity of Saccharicola
Phytophthora
oxysporum and Rhizoctonia solani was evaluated

sp against capsici, Fusarium
in vitro and under greenhouse conditions. Through
dual confrontation tests its impact was evaluated
on the pathogen’s growth and the number of days
when the antagonist invaded the pathogen mycelia,
and also the viability of the invaded mycelia, and the
production of pathogen propagules was determined.
Saccharicola sp caused a reduction of 44.8 % and
45.1 % in P. capsici and F. oxysporum growth 3 days
after confrontation (dac), and 36.2 % in R. solani
at 2 dac. The microculture technique was used to
determine its mycoparasitic potential. At 72 h, the
antagonist winded around P. capsici mycelia. In R.
solani starting at 24 h ac, different types of clefts were
observed on its walls, at the points where it was in
contact with the antagonist. Although Saccharicola
sp in vitro conditions showed a negative effect
against phythopathogens and there was evidence
of mycoparasitism, under greenhouse conditions
disease incidence and severity did not decrease nor
promoted plant growth.
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solani 36.2 % a los 2 dpc. Para determinar su po-
tencial micoparasitico se realizaron microcultivos.
A las 72 h se observd el enrollamiento del antago-
nista alrededor de P. capsici. En R. solani desde las
24 h se observaron hundimientos en los sitios de
contacto con el antagonista. A pesar que en con-
diciones in vitro Saccharicola sp mostr6 un efecto
negativo contra los fitopatdgenos y hubo evidencia
de micoparasitismo, en invernadero no redujo la
incidencia y severidad de la enfermedad, ni promo-
vi6 el crecimiento de las plantas.

Palabras clave: control bioldgico, micoparasito,
marchitez del chile, Phytophthora capsici, Fusa-

rium oxysporum, Rhizoctonia solani.

El chile (Capsicum annuum) es uno de los cul-
tivos agricolas importantes de México (Castro-Ro-
cha et al., 2012) y es un componente basico de la
dieta de la poblacion (Rico-Guerrero ef al., 2004).
De acuerdo al Sistema de Informacion Agroalimen-
taria y Pesquera (SIAP) para el 2014 la superficie
sembrada fue de 148,968.51 ha con un rendimiento
promedio nacional de 19.05 ton/ha constituyendo
un valor estimado de mas de 17 millones de pe-
sos. Sin embargo, de la superficie sembrada solo se
cosecharon 143,465.17 ha; entre los factores que
afectan la produccion esta el ataque por fitopato-
genos que afectan la raiz como Rhizoctonia solani,
Fusarium spp, Pythium spp y Phytophthora cap-
sici. (Velasquez-Valle et al., 2001). Este ultimo es
considerado un patdégeno devastador capaz de in-
fectar tanto las raices como la parte aérea (Hwang
y Kim, 1995; Erwin y Ribeiro, 1996; Ristaino y Jo-
hnston, 1999; Lamour ef al, 2012), causa la mar-
chitez del chile junto con un complejo flingico en el
que recurrentemente se aislan R. solani y Fusarium
spp (Ramos-Sandoval et al., 2010). El control se ha
dirigido principalmente contra P. capsici mediante
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Key words: biological control, mycoparasitic,
chili wilting, Phytophthora capsici, Fusarium
oxysporum, Rhizoctonia solani.

Chili pepper (Capsicum annuum) is one of
the most important agricultural crops in Mexico
(Castro-Rocha et al., 2012), as well as a basic
component of the Mexican population diet (Rico-
Guerrero et al., 2004). According to the Sistema
de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP), in 2014 the area grown to chili pepper
was 148,968.51 ha with a national average yield
of 19.05 ton/ha and estimated value of over 17
million pesos. However, from the area sown to
chili pepper only 143,465.17 ha were harvested.
One of the factors affecting chili pepper production
is phytopathogenic damage to root caused by
Rhizoctonia solani, Fusarium spp, Pythium spp
and Phytophthora capsici. (Velasquez-Valle et al.,
2001). The latter is considered a lethal pathogen
able to infect both root and above-ground plant
parts (Hwang and Kim, 1995; Erwin and Ribeiro,
1996; Ristaino and Johnston, 1999; Lamour et al.,
2012), because it causes plants to wilt along with a
fungal complex in which R. solani and Fusarium
spp are repeatedly isolated (Ramos-Sandoval et al.,
2010). Fungal control has been focused mainly on
P. capsici using cultural practices, resistant varieties
and chemicals, being chemicals the most commonly
used. However, the high cost of production and
problems caused by the frequent use of chemicals
make it necessary to find alternatives for managing
these pathogens.

An alternative for disease management is
biological control through the introduction of
antagonistic organisms, which combined with
other methods, may significantly contribute to the
effective management of root diseases (Ait-Lahsen
et al., 2001). The Saccharicola sp fungus produces
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practicas culturales, variedades resistentes y apli-
cacion de quimicos, siendo estos ultimos los mas
utilizados. Sin embargo, los altos costos de produc-
cion y problemas inherentes al uso frecuente de los
quimicos obligan a buscar alternativas para el ma-
nejo de estos patogenos.

Una alternativa de manejo de enfermedades lo
constituye el control biologico mediante la intro-
duccién de organismos antagoénicos, que integra-
do con otros métodos puede contribuir de manera
significativa al manejo efectivo de las enfermeda-
des radicales (Ait-Lahsen et al., 2001). EI hongo
Saccharicola sp produce metabolitos secundarios
denominados “poliquétidos” (Rojas et al., 2011;
Chapla et al., 2012), que actian como antibioti-
cos (eritromicina y tetraciclinas), anticancerige-
nos (epotilonas), inmunosupresores (rapamicina)
y anticolesterémicos (lovastatina) (Kwan y Schulz,
2011; Rojas et al., 2011).

Recientemente (Silva, 2015) se aislé a Saccha-
ricola sp a partir de plantas de tule (pha domin-
gensis) y sabiendo de su potencial como productor
de metabolitos toxicos, se realizaron ensayos pre-
liminares in vitro para probar sus propiedades anti-
microbianas. Con anterioridad Chapla et al. (2012)
habian reportado el efecto antifingico de Saccha-
ricola sp contra Fusarium spp, Cladosporium cla-
dosporioides, C. sphaerospermum'y Microbotryum
violaceum. El género Saccharicola es un endofito
que ha sido aislado de diferentes especies de Sac-
charum (Leme et al., 2013) y de plantas acuaticas
como Eichhornia azurea y E. crassipes (Almeida
et al., 2015), entre otras especies de plantas. Con
base en lo anterior, se considerd relevante investigar
qué potencial tiene el hongo Saccharicola sp como
antagonista de patdgenos de la raiz que causan las
mayores pérdidas en chile. Asi el objetivo del pre-
sente trabajo fue evaluar el efecto antagdénico de
Saccharicola sp contra P. capsici, F. oxysporum y
R. solani en condiciones in vitro e invernadero.
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secondary metabolites known as “polyketides”
(Rojas et al., 2011; Chapla et al., 2012) that act
as antibiotics (erythromycin and tetracycline),
anticancer (epothilones), immunosuppressants
(rapamycin) and anticholesteremics (lovastatin)
(Kwan and Schulz, 2011; Rojas et al., 2011).

Recently, Saccharicola sp was isolated from
tule plants (Typha domingensis) (Silva, 2015),
and knowing its potential as toxic metabolites
producer, preliminary in vitro tests were performed
to prove its antimicrobial properties. Chapla et
al. (2012) previously reported the antifungal
effect of Saccharicola sp against Fusarium spp,
Cladosporiumcladosporioides, C. sphaerospermum
and Microbotryum violaceum. The Saccharicola
genus is an endophyte that has been isolated from
different Saccharum species (Leme et al., 2013)
and aquatic plants such as Eichhornia azurea
and E. crassipes (Almeida et al., 2015), among
other species. Based on this information, it was
considered relevant to investigate the potential of
the Saccharicola sp fungus as antagonist of the
root pathogens responsible for the greatest losses
in chili pepper production. Thus, the objective of
this study was to evaluate the antagonistic effect
of Saccharicola sp against P. capsici, F. oxysporum
and R. solani, under in vitro and greenhouse
conditions.

MATERIALS AND METHODS

This study was conducted in laboratories and
greenhouses of Colegio de Postgraduados en
Ciencias Agricolas, Campus Montecillo, located
in the municipality of Texcoco, State of Mexico.
The isolates used were Phytophthora capsici
6143, provided by Dr. Fernandez-Pavia, from
Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo; Saccharicola sp, Fusarium oxysporum
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en los laborato-
rios e invernaderos del Colegio de Postgraduados
en Ciencias Agricolas, Campus Montecillo, ubica-
do en el municipio de Texcoco, Estado de México.
Los aislamientos utilizados fueron: Phytophthora
capsici 6143 proporcionado por la Dra. Fernandez-
Pavia, de la Universidad Michoacana de San Nico-
las de Hidalgo; Saccharicola sp, Fusarium oxys-
porum 'y Rhizoctonia solani fueron proporcionados
en el laboratorio 209 de Fisiologia de la Interaccion
Planta-Patégeno del Colegio de Postgraduados,
campus Montecillo.

Pruebas de antagonismo in vitro

Se realizaron confrontaciones duales para eva-
luar el efecto antagénico de Saccharicola sp. Se
establecié un ensayo con siete tratamientos: 1)
Antagonista-Phytophthora capsici (A-Pc), 2) An-
tagonista-Fusarium oxysporum (A-Fo), 3) Antago-
nista-Rhizoctonia solani (A-Rs), 4) Testigo anta-
gonista (A), 5) Testigo Phytophthora capsici (Pc),
6) Testigo Fusarium oxysporum (Fo) y 7) Testigo
Rhizoctonia solani (Rs). Cada tratamiento consto
de 10 repeticiones. En cada caja Petri de 90 mm de
diametro conteniendo Infusion Papa Azlcar y Agar
(IPAA) se colocd, a 1 cm de la periferia, un cilindro
de 5 mm de diametro con micelio del antagonista
y se mantuvieron en oscuridad a 27+1 °C. Cuatro
dias después, se coloco, en el extremo opuesto de
la caja, un cilindro de IPAA de 5 mm conteniendo
micelio de Pc, Fo o Rs, y en las cajas de los testigos
se colocd en cada extremo un cilindro de Pc, Fo
o Rs. Las cajas se mantuvieron en las condiciones
antes mencionadas.
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and Rhizoctonia solani were provided by the
laboratory 209 from Physiology Plant-Pathogen
Interaction of Colegio de Postgraduados, campus
Montecillo.

Antagonism tests in vitro

Dual confrontations were performed in order
to evaluate the antagonistic effect of Saccharicola
sp. A trial with seven treatments was established:
(A-Po),
2) Antagonist-Fusarium  oxysporum (A-Fo),
3) Antagonist-Rhizoctonia solani (A-Rs), 4)
Antagonist control (A), 5) Phytophthora capsici

1) Antagonist-Phytophthora capsici

control (Pc), 6) Fusarium oxysporum control
(Fo) and 7) Rhizoctonia solani control (Rs). Each
treatment included 10 replications. In each Petri
dish 90 mm in diameter filled with Potato-Sugar-
Agar Infusion (IPAA), a cylinder 5 mm in diameter
containing mycelium of the antagonist was placed
1 cm from the periphery and then kept in darkness
at 27+1 °C. Four days later, a cylinder 5 mm in
diameter filled with IPAA containing Pc, Fo or Rs
mycelium was placed at the opposite end of the
dish. A cylinder filled with Pc, Fo or Rs was placed
at each end of the control dishes. The dishes were
kept under the conditions previously mentioned.

Evaluated variables

Mycelial growth in the different treatments
was measured (in cm) every 24 h and the number
of days when hyphae of the confronted isolates
came into contact was recorded for each treatment.
When the mycelium of both the antagonist and the
pathogen came into contact, the growth reduction
percentage of the phytopathogen was calculated
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Variables evaluadas

Se midi6 en cm cada 24 h el crecimiento mi-
celial en los diferentes tratamientos y se registro
para cada uno el nimero de dias en que entraban en
contacto las hifas de los aislamientos confrontados;
cuando el micelio de ambos (antagonista y patoge-
no) estuvieron en contacto se calculd el porcentaje
de reduccion de crecimiento del fitopatogeno, con
la formula propuesta por Sid-Ahmed et al. (1999).
Considerando el promedio de crecimiento en cm
de los patégenos en las cajas testigo, asi como el
promedio de crecimiento en la confrontacion dual.

Las cajas se mantuvieron en observacion duran-
te 30 dias para registrar el nimero de dias en que
el antagonista crecia sobre el micelio de los pato-
genos. También se evaluo la viabilidad del micelio
de los patogenos confrontados con el antagonista
cuando éste crecidé sobre la colonia de los pato-
genos. Una vez que el antagonista crecio sobre la
colonia de P. capsici, F. oxysporum y R. solani se
tomaron, de cinco cajas Petri de cada tratamiento,
tres cilindros de medio con crecimiento micelial
del fitopatdgeno invadido y se sembraron en [PAA
para determinar si el micelio de Pc, Fo y Rs perma-
necia viable. Después de la siembra se realizaron
observaciones cada 24 h durante 5 dias para deter-
minar si crecia el fitopatdogeno.

Con la finalidad de conocer el efecto del anta-
gonista sobre la produccion de propagulos (esporas
o zoosporas) del fitopatégeno a los 21 dpc para P.
capsici y a los 30 para F. oxysporum. Para el caso
de F. oxysporum, de cinco cajas de los tratamientos
A-Fo y del correspondiente testigo (Fo), se toma-
ron de cada caja tres cilindros de 5 mm de diametro
con micelio del lado de crecimiento del patogeno y
se colocaron en tubos (Sarstedt®) con 5 ml de agua
destilada estéril, se agitaron y con una micropipeta
se tomaron 200 pl de la suspension y se realizo el
conteo de microconidios con la ayuda de un hema-
tocitometro (Marienfeld®).
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using the formula proposed by Sid-Ahmed et al.
(1999). For this calculation we considered the
growth average (in cm) of the pathogens in the
control dishes, as well as the growth average from
the dual confrontation.

The dishes were kept under observation during
30 days to record the number of days when the
antagonist developed on the pathogens’ mycelium.
The viability of the mycelium of the pathogens
confronted with the antagonist was also evaluated
when it developed on the pathogens colony.
When the antagonist developed on P. capsici, F.
oxysporum and R. solani colonies, five Petri dishes
were taken and from each dish three cylinders
containing medium and showing mycelial growth
of the invaded phytopathogen, and sown in IPAA
to determine whether Pc, Fo and Rs mycelium
was viable. After sowing, observations were
made every 24 h during 5 days to determine if the
phytopathogen was developing.

To know the antagonist effect on phytopathogen
propagule production (zoospores or spores) at 21
dpc for P. capsici, and at 30 dpc for F. oxysporum,
the following procedure was used: for F. oxysporum,
from five dishes containing A-Fo treatments and
their corresponding control (Fo), three cylinders 5
mm in diameter filled with mycelium were taken
from the side where the pathogen developed and
placed in tubes (Sarstedt®) filled with 5 ml of sterile
distilled water; then the cylinders were shaken, and,
using a micropipette, 200 pl of suspension were
taken to count micronidia using a hemacytometer
(Marienfeld®).

For P capsici, from each of the five Petri
dishes, three cylinders 1 cm in diameter filled with
mycelial growth were taken and placed in dishes
50 mm in diameter filled with sterile distilled water
and incubated at 27+1 °C for 48 h under white light
to induce sporangia formation. After this period,
and to induce zoospore release, the dishes were
kept at 4 °C for 20 min, and then at 27+1 °C for
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Para P. capsici, de cada una de cinco cajas Petri
se tomaron tres cilindros de 1 cm de diametro de
medio con crecimiento micelial, se colocaron en
cajas de 50 mm de didmetro conteniendo agua des-
tilada estéril y se incubaron a 27+1 °C durante 48 h con
luz blanca para inducir la formacién de esporan-
gios. Transcurrido este tiempo y con la finalidad de
inducir la liberacion de zoosporas las cajas se man-
tuvieron a 4 °C durante 20 min y después a 27+1 °C
durante 1 h. Enseguida se realizaron observaciones
bajo el microscopio estereoscopico para registrar la
abundancia relativa de zoosporas con respecto al
testigo.

Interaccion micelial de Saccharicola sp-P. capsi-
ci'y Saccharicola sp-R. solani

Para conocer si el antagonista Saccharicola sp
parasita el micelio de P. capsiciy R. solani, se reali-
zaron microcultivos de acuerdo a la técnica descrita
por Riddell (1950) con algunas modificaciones. El
experimento constd de cinco tratamientos y cada
24 h durante 15 dias se realizaron observaciones
en cuatro repeticiones de cada tratamiento, tenien-
do un total de 60 cajas Petri para cada tratamiento.
Los tratamientos evaluados fueron: 1) Antagonista-
P, capsici (A-Pc); 2) Antagonista-R. solani (A-Rs);
3) testigo antagonista; 4) testigo Pc; y 5) testigo Rs.

En cajas Petri con IPAA se sembraron a 1 cm
de la periferia cilindros de 5 mm con micelio del
antagonista. Con una pinza estéril se tomo un cu-
breobjetos de 18x18 mm previamente esterilizado
y se colocd en la parte media de cada caja. Después
de 72 y 96 h, en el otro extremo de la caja se colocd
un cilindro de 5 mm con micelio de PcoRsa 1 cm
de distancia. En todos los casos las cajas se mantu-
vieron en oscuridad a 27+1 °C. En los testigos se
procedi6 de la misma manera. Cada 24 h durante
15 dias se realizaron observaciones de los cubre-
objetos en cuatro repeticiones de cada tratamiento,
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1 h. Observations were made under a stereoscopic
microscope to record the relative abundance of
zoospores in relation to that of the control.

Mycelial interaction between Saccharicola sp-P.
capsici and Saccharicola sp-R. solani

To know ifthe Saccharicola sp antagonist infects
P capsici and R. solani mycelia, microcultures
were prepared following the technique described
by Riddell (1950) with slight modifications.
The experiment consisted of five treatments, and
observations were made to four replications every
24 h during 15 days with a total of 60 Petri dishes
for each treatment. The evaluated treatments were:
1) Antagonist-P. capsici (A-Pc); 2) Antagonist-R.
solani (A-Rs); 3) antagonist control; 4) Pc control;
and 5) Rs control.

Five mm cylinders containing the antagonist
mycelium were sown in Petri dishes with [PAA at 1
cm from the periphery. A previously sterilized 18 x
18 mm cover slip was taken with a sterile tweezer
and placed in the middle of each dish. After 72 and
96 h, a 5 mm cylinder containing Pc or Rs mycelium
was placed at a distance of 1 cm. In all cases, the
dishes were kept in darkness at 27+1 °C. The same
procedure was used for the controls. Every 24 h
during 15 days observations were made to cover
slips in four replications of each treatment; when
mycelium of both microorganisms was found in
the middle of the cover slip, it was removed from
the culture medium using a sterile razor. A drop
of cotton blue was added to the cover slip and
observed under a 100 X Olimpus® model CX31
compound microscope.

Scanning electron microscopy (MEB): The
analyzed samples were taken from the interaction
areas of confrontation between the antagonist and
the pathogen (P. capsici) in IPAA medium. The

268



FuLry BILINGUAL

REvisTA MEXicANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

una vez que los micelios de ambos microorganis-
mos se encontraron en la parte media del cubreob-
jetos, éste se retird del medio de cultivo con una
navaja estéril, se coloco en un portaobjetos en una
gota de azul de algoddn y se observo a 100 X en
microscopio compuesto Olimpus®mod. CX31.

Microscopia electronica de barrido (MEB): Las
muestras analizadas se tomaron de la zona de inte-
raccion de las confrontaciones entre el antagonista
y patogeno (P. capsici) en medio IPAA. Las mues-
tras se analizaron en la Red de Estudios Molecula-
res Avanzados, Instituto de Ecologia A. C., Cluster
BioMimic®, Xalapa, Veracruz, México.

Pruebas de antagonismo en invernadero: Se
establecido un ensayo en los meses de noviembre
de 2015 a enero de 2016 en suelo proveniente de
campo colectado de una parcela naturalmente in-
festada con P. capsici. Una parte se esterilizo (SE)
en autoclave a 65 °Cy 20 Ib de presion en dos oca-
siones, cada una durante 2 h y se ventil6é durante 7
dias. Otra parte del suelo permaneci6 sin esterilizar
(SN). Se probaron 11 tratamientos bajo un disefio
de bloques al azar con 10 macetas (cada una con
una planta de chile jalapefio variedad “M”) cada
uno.

Los tratamientos fueron: 1) Testigo (SE-T), 2)
SE-F. oxysporum (SE-Fo), 3) SE-P. capsici (SE-Pc),
4) SE-R. solani (SE-Rs), 5) SE-Antagonista (SE-
A), 6) SE-Antagonista-F. oxysporum (SE-A-Fo), 7)
SE-Antagonista-P. capsici (SE-A-Pc), 8) SE-Anta-
gonista-R. solani (SE-A-Rs), 9) SE-Antagonista-F
oxysporum-P. capsici-R. solani (SE-A-Fo-Pc-Rs),
10) SN-Antagonista-F. oxysporum-P. capsici-R.
solani (SN-A-Fo-Pc-Rs) y 11) SN-F. oxysporum-P.
capsici-R. solani (SN-Fo-Pc-Rs). Como referencia
de la patogenicidad de la cepa de P. capsici utiliza-
da se establecieron también plantas testigo de chile
de la variedad “Yollow wonder”, catalogado como
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samples were analyzed at the Red de Estudios
Moleculares Avanzados, Instituto de Ecologia A.
C., Cluster BioMimic®, Xalapa, Veracruz, Mexico.

Antagonism tests in greenhouse: A trial was
established from November 2015 to January 2016
using soil coming from the field and collected in a
plot naturally infested with P. capsici. One portion
of the soil was sterilized (SE) twice (2 h each) in
an autoclave at 65 °C and 20 1b pressure, and then
ventilated during 7 days. The other portion was not
sterilized (SN). Eleven treatments were tested using
a random blocks design with 10 pots (a jalapefio
pepper plant of the “M” variety in each pot filled
with 500 g of soil).

The treatments used were: 1) Control (SE-T),
2) SE-F. oxysporum (SE-Fo), 3) SE-P. capsici (SE-
Pc), 4) SE-R. solani (SE-Rs), 5) SE-Antagonist
(SE-A), 6) SE-Antagonist-F. oxysporum (SE-
A-Fo), 7) SE-Antagonist-P. capsici (SE-A-Pc),
8) SE-Antagonist-R. solani (SE-A-Rs), 9) SE-
Antagonist-F. oxysporum-P. capsici-R. solani (SE-
A-Fo-Pc-Rs), 10) SN-Antagonist-F. oxysporum-P.
capsici-R. solani (SN-A-Fo-Pc-Rs), and 11) SN-F.
oxysporum-P. capsici-R. solani (SN-Fo-Pc-Rs).
As reference of the pathogenicity of the P. capsici
isolate used, chili plants of the highly susceptible
variety “Yollow wonder” were also inoculated. The
trial was repeated one more time.

Seed germination

Seeds of the jalapefio pepper M variety
were disinfected with 2 % commercial sodium
hypochlorite for 3 min and rinsed three times with
sterile distilled water. Seeds from the treatments
including the antagonist were introduced in a
1X108 colony-forming unit (ufc) of Saccharicola
sp suspension; the other treatments were kept in
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altamente susceptible al oomiceto. El ensayo se
realizo en macetas de polietileno conteniendo 500 g
de suelo. El ensayo se repiti6 una vez mas.

Germinacion de semillas

Semillas de chile jalapefio variedad “M” se des-
infestaron con hipoclorito de sodio comercial al 2 %
por 3 min y se enjuagaron tres veces con agua des-
tilada estéril. Las semillas de los tratamientos que
involucraron al antagonista se introdujeron durante
24 h en una suspension de 1X10® unidades forma-
doras de colonia (ufc) de Saccharicola sp, las de
los demas tratamientos se mantuvieron en agua de
la llave estéril. Las semillas se colocaron en sanitas
estériles y se pusieron a germinar en oscuridad a
2741 °C durante 11 dias.

Las plantulas se transfirieron a charolas de po-
liestireno conteniendo una mezcla de Peat Mos y
Agrolita (2:1) previamente esterilizada. A las plan-
tulas correspondientes a los tratamientos con el
antagonista se les aplicé una suspension de 1X108
ufc (10 ml/plantula) inmediatamente después de
transferirlas a las charolas. Las charolas se mantu-
vieron en un cuarto de crecimiento con fotoperiodo
de 14 h luz y 10 obscuridad a 25+1 °C hasta que
las plantulas desarrollaron el primer par de hojas
verdaderas.

Preparacion del indculo del antagonista y pato-
genos e inoculacién

El in6culo del antagonista y de R. solani se pre-
paro en frascos Erlenmeyer de 500 ml conteniendo
Infusioén Papa Azucar (IPA). Los frascos se esterili-
zaron en autoclave a 120 °C durante 15 min. Cinco
cilindros de 5 mm de diametro del antagonista o
de R. solani se transfirieron asépticamente en los
frascos y se mantuvieron por 10 dias en una incu-
badora con agitacion Lab-Line® a 110 revoluciones
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sterile running water. The seeds were placed in
sterile paper towels (sanitas) and left to germinate
in darkness at 27+1 °C for 11 days.

Seedlings were transferred to polyestirene
trays containing a previously sterilized mixture
of Peat Mos and Agrolita (2:1). To the seedlings
from the treatments including the antagonist a
1X108 ufc suspension (10 ml/seedling) was added
immediately after being transferred to the trays. The
trays were kept in a growth room with photoperiods
of 14 h light and 10 h in darkness at 2541 °C until
seedlings developed the first pair of true leaves.

Preparing antagonist and pathogen inoculum,
and inoculation.

Inoculum of the antagonist and of R. solani was
prepared in 500 ml Erlenmeyer flasks containing
potato-sugar infusion (IPA). The flasks were
sterilized in autoclave at 120 °C for 15 min.
Five cylinders 5 mm in diameter containing the
antagonist or R. solani were aseptically transferred
to the flasks and incubated for 10 days in a Lab-
Line® shaking incubator at 110 revolutions per
minute (rpm); mycelium was removed from the
flasks and grinded in a blender.

From Petri dishes containing F. oxysporum or
P. capsici mycelium, cylinders 5 mm in diameter
were taken and sown in IPAA and in V8 juice agar
(V A), respectively; then, they were incubated in
darkness at 27+1 °C. Seven days later, 10 ml of
0.9 % (Pisa®) sodium chloride isotonic solution
were added to the Petri dishes containing P. capsici.
Later, the solution was removed, and, using a
dissection needle, the medium was divided in six
fragments. Each fragment was transferred to a Petri
dish containing 10 ml of sterile running water.

The dishes were kept under light for 48 h at
26 °C and 48 h in darkness at 28 h °C. After this
period, they were placed at 4 °C for 20 min and
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por minuto (rpm), se retird el micelio de los frascos
y se molid por separado en una licuadora.

De cajas Petri con micelio de F. oxysporum o P.
capsici, se tomaron cilindros de 5 mm de diametro
y se sembraron en IPAA y en jugo V8 agar (V,A),
respectivamente, enseguida se incubaron en obscu-
ridad a 2741 °C. Después de 7 dias, sobre las cajas
con P. capsici se vertieron 10 ml de solucion isoto-
nica de cloruro de sodio al 0.9 % (Pisa®) enseguida
se retir6 la solucion y con una aguja de diseccion
se dividi6 el medio en seis fragmentos. Cada frag-
mento se transfirié a una caja Petri conteniendo
10 ml de agua de la llave estéril.

Las cajas se mantuvieron durante 48 h en luz
a 26 °Cy 48 en oscuridad a 28 h °C. Transcurrido
este tiempo, se colocaron a 4 °C durante 20 min
y después a 27+1 °C durante 1 h para inducir la
liberacion de zoosporas. El nimero de propagulos
del antagonista y patégenos se cuantificd en un he-
matocitometro y se ajustd la densidad de indculo a
1X10® para el antagonista, 1X107 ufc para F oxys-
porum 'y P. capsici; para R. solani se aplico 1 g de
micelio molido previamente. La inoculacion del
antagonista se realizo a las semillas, al momento de
pasar las plantulas a charolas y dos aplicaciones de
10 ml a 3 y 1 dia antes de transferir las plantas a las
macetas e inmediatamente después de transplantar-
las a las macetas. La inoculacion de los patdgenos
se realizo 3 dias después de haber inoculado al an-
tagonista. Todas las aplicaciones se realizaron a la
base del tallo.

Variables evaluadas

Se registro la incidencia (%) de plantas con sin-
tomas de la enfermedad y la severidad (nivel de
dafio), la altura de la planta, el didmetro de la base
del tallo y el peso seco de raiz y follaje. Diariamen-
te se realizaron observaciones para registrar las dos
primeras variables. La severidad de P. capsici se
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then at 27+1 °C for 1 h to induce zoospore release.
The number of antagonist and pathogen propagules
was counted in a hemocytometer and adjusted to
the inoculum density at 1X10* for the antagonist,
and at 1X107 ufc for F. oxysporum and P. capsici,
for R. solani, 1 g of previously grinded mycelium
was added. The antagonist inoculation was made
in seeds, when the seedlings were transferred to
trays, plus two 10 ml applications three days later,
one day before transferring the plants to pots, and
immediately after transplanting them to pots. The
patoghen inoculation was made three days after
the antagonist was inoculated. All of them were
applied at the base of the stem.

Evaluated variables

Records were taken of the incidence (%) of
plants showing disease symptoms and severity
(damage level), plant height, diameter of the base
of the stem, as well as root and canopy dry weight.
Observations were made every day to record the
first two variables. P. capsici severity was evaluated
using the scale proposed by Moran-Bafiuelos et al.
(2010); F. oxysporum, using the scale proposed
by Marlatt er al. (1996), and R. solani severity,
using the scale proposed by Navarrete-Maya et
al. (2009). When the experiment ended (3 months
after transplanting), the height of the plants and the
diameter of the base of the stem were measured.
Roots were cut at the base of the stem. Both canopy
and roots were placed in Kraft paper and dried at
60° C on a stove (Felisa®) during 4 days. Five
plants from each treatment were randomly taken to
record their dry weight.

Statistical analysis: Data from the evaluated
variables in all the trials were used to perform normal
distribution  (Shapiro-Wilk and Kolmogorov-
Smirnov) and variance homogeneity (Bartlett)
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evaluod con la escala propuesta por Moran-Bafiue-
los et al. (2010), de F. oxysporum con la escala
de Marlatt et al. (1996) y la severidad de R. solani
con la escala propuesta por Navarrete-Maya et al.
(2009). Al final del experimento (3 meses después
del transplante), se midi6 la altura de la planta y el
diametro de la base del tallo. Las raices se cortaron
en la base del tallo. Tanto la parte del follaje como
de la raiz se colocaron en bolsas de papel Kraft y
secaron a 60 °C en una estufa (Felisa®) durante 4
dias. Cinco plantas de cada tratamiento se tomaron
al azar para el registro de peso seco.

Analisis estadistico: Los datos de las variables
evaluadas en todos los ensayos se sometieron a
la prueba de distribucion normal (Shapiro-Wilk y
Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varian-
zas (Bartlett). Para los datos obtenidos en el ensa-
yo de invernadero fue necesario llevar a cabo una
transformacion logaritmica. Con los datos de cada
variable se realizd un analisis de varianza (ANO-
VA) y comparaciéon de medias (Tukey, P<0.05),
utilizando el paquete SAS version 9.0. El analisis
se realizo con los datos de los dos experimentos.

RESULTADOS

Pruebas de antagonismo in vitro: En condicio-
nes in vitro Saccharicola sp causo una reduccion
significativa de 44.8 % y 45.1 % en el crecimiento
micelial de P. capsici y F. oxysporum a los 3 dias
posteriores a la confrontacion (dpc), mientras que
para R. solani la reduccion fue de 36.2 % a los 2 dpc
(Cuadro 1). Alos 21 dpc el antagonista creci6 sobre
la colonia de P. capsici y a los 30 dpc sobre la co-
lonia de F. oxysporum. En R. solani el crecimiento
de ambos llegé a la parte media de la caja a los 30
dpc y ahi se mantuvo. A pesar de que el antagonista
no invadio al patogeno, fue evidente la ausencia de
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tests. For data obtained from the greenhouse trial we
had to use a logarithmic transformation. Variance
analysis (ANOVA) and means comparison (Tukey,
P<0.05) were performed using the SAS version 9.0
software. The analysis was performed with data
from the two experiments.

RESULTS

Antagonism tests in vitro: Under in vitro
conditions, Saccharicola sp showed a significant
reduction of 44.8 % and 45.1 % in P. capsici
and F. oxysporum mycelial growth 3 days after
confrontation (dpc); R. solani showed a reduction of
36.2 % at 2 dpc (Table 1). At 21 dpc, the antagonist
grew on the P. capsici colony, and at 30 dpc, on
the F. oxysporum colony. On R. solani, the growth
of both reached the middle of the dish at 30 dpc
and stayed there. Although the antagonist did not
invade the pathogen, the absence of microsclerotia
was evident on the R. solani colony on the side
of the cylinder containing the pathogen, but they
developed in both cylinders containing the control
(Figure 1).

Saccharicola sp reduced the mycelial growth of
F. oxysporum and P. capsici 72 h after confrontation
(hpc) compared with their corresponding controls,
which showed greater growth; growth reduction of
R. solani was recorded starting at 24 hpc (Figure
2). Three days after sowing (dds), mycelial
growth was observed in the cylinders containing
mycelium, which were taken from the side of
the pathogens invaded by the antagonist (Table
1) (Figure 3). In the cylinders containing the
antagonist-F. oxysporum treatment, taken from the
side of the pathogen, a lower number of micronidia
was observed compared with those of the control
(Table 2). In the antagonist-R. solani treatment
microesclerotia were observed. We observed
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Cuadro 1. Efecto de Saccharicola sp (A) sobre el crecimiento micelial de P. capsici (Pc), F. oxysporum (Fo) y R. solani (Rs) y
sobre la produccion de esporangios y zoosporas en P. capsici.
Table 1. Effect of Saccharicola sp (A) on P. capsici (Pc), F. oxysporum (Fo) and R. solani (Rs) mycelial growth, and on P.

capsici sporangia and zoospore production.

Formacion de esporangios

Crecimiento en cm % de redugc1én alos 21 ddi Liberacion de Viabilidad
Tratamiento alos del crecimiento Cilindro del Zoosporas a . d?I
26y 3¢ dpe alos 2¢y 3¢ ladode p Cilindrodellado 051" 4 micelio del
dpe - del antagonista patoégeno
capsici
Pc-Pc 2.5(x0.11)¢ + +
A-Pc 1.4(+ 1.37)¢ 448 a + - ++ SI
Fo-Fo 2.6(+0.08)*
A-Fo 1.4(+1.32) 45.1 a SI
Rs-Rs 3.1(+0.42)¢
A-Rs 1.9(0.77)¢ 362 b SI

dpc= dias posteriores a la confrontacion; ddi=dias después de la invasion del patdogeno por el antagonista; Pc-Pc= Testigo P. capsici;
A-Pc= Saccharicola sp-P. capsici; Fo-Fo= Testigo F. oxysporum; A-Fo= Saccharicola sp-F. oxysporum,; Rs-Rs= Testigo R. solani;
A-Rs= Saccharicola sp-R. solani. (-), (+) y (++): denotan la ausencia y presencia escasa y regular de esporangios y zoosporas,
respectivamente. Valores con la misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05) / dpc=
days after confrontation, ddi=days after the pathogen was invaded by the antagonist; Pc-Pc= P. capsici control; A-Pc= Saccharicola
sp-P. capsici; Fo-Fo= F. oxysporum control; A-Fo= Saccharicola sp-F. oxysporum; Rs-Rs= R. solani control; A-Rs= Saccharicola
sp-R. solani. (-), (+) and (++): denote absence and limited and regular presence of sporangia and zoospores, respectively. Values
with the same letter are not significantly different according to Tukey’s test (P<0.05).

microesclerocios en la colonia de R. solani del lado
del cilindro del patégeno, mientras que en ambos
cilindros del testigo se desarrollaron (Figura 1).
Saccharicola sp causo reduccion de crecimiento
micelial de F oxysporumy P. capsici a las 72 h pos-
teriores a la confrontacion (hpc), en comparacion
con sus respectivos testigos que presentaron mayor
crecimiento, mientras que con R. solani la reduc-
cion de crecimiento se registrd desde las 24 hpc
(Figura 2). A los 3 dias después de sembrar (dds)
los cilindros con micelio tomados del lado de los
patogenos invadidos por el antagonista, se observo
el crecimiento del micelio (Cuadro 1) (Figura 3).
En los cilindros del tratamiento antagonista-F. oxys-
porum tomados del lado del patdgeno se registro
menor cantidad de microconidios en comparacion
con los del testigo (Cuadro 2). En el tratamiento
antagonista-R. solani se observaron microesclero-
cios. Solo en los cilindros tomados del tratamiento
antagonista-P, capsici se observo el crecimiento del
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antagonist growth on P. capsici mycelium at 5 dds
only in the cylinders taken from the antagonist-P.
capsici treatment (Figure 3); in the cylinders from
the same treatment placed in water, higher zoospore
release was observed compared with that of the
control cylinders (Table 2).

Myecelial interaction between Saccharicola sp-P.
capsici and Saccharicola sp-R. solani.

Under in vitro conditions, interaction between
Saccharicola sp and P. capsici was observed 24
h after mycelia of both microorganisms came
into contact, and the attachment phenomenon
was observed (Figure 4). At 48 h, formation of
Saccharicola sp pseudoparenchymal cells was
observed on P, capsici hyphae, and at 72 h, growth
around P. capsici hyphae (winding) (Figure 4).
At 96 h, formation of P. capsici sporangia was
observed, but in the controls sporangia appeared
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Figura 1. Antagonismo de Saccharicola sp (A) contra P. capsici (Pc), F. oxysporum (Fo) y R. solani (Rs) a los 21 y 30 dias
posteriores a la confrontacion (dpc). A) A-Pc, B) Testigo Pc a los 21 dpe, C) A-Fo, D) testigo Fo, E) A-Rs y F)
testigo Rs a los 30 dpc con desarrollo de microesclerocios.

Figure 1. Saccharicola sp (A) antagonism against P. capsici (Pc), F. oxysporum (Fo) and R. solani (Rs) at 21 and 30 days after
confrontation (dpc). A) A-Pc, B) Pc control at 21 dpc, C) A-Fo, D) Fo control, E) A-Rs and F) Rs control at 30 dpc
showing microsclerotia development.

3.5

1 A-Fo
[ Testigo Fo

3 Il A-Pc
Il Testigo Pc

25 1 EEARs

M Testigo Rs

Crecimiento radical (cm)

24 48

Horas posteriores a la confrontacion

Figura 2. Crecimiento de F oxysporum (Fo), P. capsici (Pc) y R. solani (Rs) a las 24, 48 y 72 h posteriores a la confrontacién con
Saccharicola sp.

Figure 2. F oxysporum (Fo), P. capsici (Pc) and R. solani (Rs) growth at a 24, 48 and 72 h after confrontation with Sacchari-
cola sp.
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Figura 3. Viabilidad del micelio de P. capsici (Pc), F. oxysporum (Fo) y R. solani (Rs), a partir de cilindros de micelio del
lado del patégeno invadido por el antagonista. A) crecimiento de Pc y antagonista 5 dias después de la siembra
(dds) del cilindro, B) crecimiento de Fo sin presencia del antagonista y C) crecimiento de Rs con presencia de

microesclerocios y sin presencia del antagonista.

Figure 3. Viability of P. capsici (Pc), F. oxysporum (Fo) and R. solani (Rs) from cylinders containg mycelium taken from the
side of the pathogen invaded by the antagonist. A) Pc and antagonist growth 5 days after cylinder sowing (dds), B)
Fo growth without the antagonist, and C) Rs growth with the presence of microsclerotia and without the presence

of the antagonist.

antagonista sobre el micelio de P. capsici a los 5
dds (Figura 3) y en los provenientes del mismo tra-
tamiento colocados en agua, se registré una mayor
liberacion de zoosporas en comparacion con los ci-
lindros testigos (Cuadro 2).

until day 5. At day 7, P. capsici hyphae showed
vacuoles, cytoplasm granulation, deformation, and
appeared to be empty (Figure 4).

In R. solani, starting 24 h after mycelia of
both microoganisms came into contact, sinking

Cuadro 2. Efecto de Saccharicola sp (A) sobre la produccion de
propagulos (esporangios y zoosporas) de P capsici, F.
oxysporum (microconidios) y R. solani (microesclerocios).

Table 2. Effect of Saccharicola sp (A) on P. capsici propagule production

(sporangia and zoospore), F. oxysporum (microconidia) and R.

solani (microsclerotia).

Produccion de propagulos Cantidad de zooporas
Tratamiento (esporangios y liberadas y microconidios/
microesclerocios) mlalos21¢y 30¢dpc
Pc-Pc + 4,000¢
A-Pc ++ 9,000¢
Fo-Fo 1, 730,500*
A-Fo 472, 750*
Rs-Rs ++
A-Rs -

dpc= dias posteriores a la confrontacion; Pc-Pc= Testigo P. capsici; A-Pc=
antagonista-P. capsici; Fo-Fo= Testigo F. oxysporum; A-Fo= antagonista-F.
oxysporum; Rs-Rs= Testigo R. solani; A-Rs= antagonista-R. solani;
abundancia relativa de propagulos (-) nula, (+) baja y (++) regular / dpc=
days after confrontation; Pc-Pc= P. capsici control; A-Pc= antagonist-P.
capsici; Fo-Fo= F. oxysporum control; A-Fo= antagonist-F. oxysporum, Rs-
Rs= R. solani control; A-Rs= antagonist-R. solani; relative abundance of
propagules (-) none, (+) scarce and (++) regular.
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Interaccion micelial de Saccharicola sp-P. capsi-
ci'y Saccharicola sp-R. solani

En condiciones in vitro la interaccion de Sac-
charicola sp y P. capsici se observo a las 24 h pos-
teriores al momento en que los micelios de ambos
microorganismos se encontraron, se presentd el
fenomeno de adosamiento (Figura 4). A las 48 h
fue evidente la formacion de células pseudoparen-
quimatosas de Saccharicola sp sobre las hifas de
P capsici 'y alas 72 h el crecimiento alrededor de
las hifas de P. capsici (enrollamiento) (Figura 4).
A las 96 h se observo la formacion de esporangios
de P. capsici, mientras que en el testigo éstos se
evidenciaron hasta el 5° dia. Al 7° dia las hifas de
P, capsici mostraron vacuolas, granulaciones en el
citoplasma, deformacioén y con apariencia de estar
vacias (Figura 4).

was observed in R. solani hyphae at the points of
contact with Saccharicola sp (Figure 5); at those
points we also observed the formation of small
structures on Saccharicola sp. hyphae. At 96 h, at
the points of contact with Saccharicola sp, R. solani
hyphae showed deformation, and the mycelium,
less intense coloration (Figure 5). At the points of
interaction between the antagonist hyphae and the
pathogens, we observed that the antagonist hyphae
were smaller in diameter, which suggests that
young mycelium is the one that comes into contact
with the pathogen hyphae.

Scanning electron microscopy (MEB)
In the interaction Saccharicola sp-P. capsici,

winding of the antagonist hyphae around P. capsici
mycelium was observed (Figura 6), as well as

Figura 4. Interaccion micelial entre Saccharicola sp-P. capsici. A) Enrrollamiento de Saccharicola sp en la hifa de Pc a las
72 h posteriores al encuentro del micelio de ambos microorganismos (hpem), B) hifas con vacualizaciéon (v) y
granulaciones en el citoplasma, C) hifas deformes y con apariencia de estar vacias al 7° dia posterior al encuentro
del micelio de ambos microorganismos, D) y E) P. capsici testigo a las 72 y 7" dia respectivamente.

Figure 4. Mycelial interaction between Saccharicola sp-P. capsici. A) Saccharicola sp winding around Pc hyphae 72 h after
mycelia of both organisms came into contact (hpem), B) hyphae showing vacuoles (v) and cytoplasm granulation,
C) deformed hyphae and seeming to be empty 7 days after mycelium of both microorganisms came into contact,
D and E) P. capsici control at 72 h and 7 days after, respectively.
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En R. solani desde las 24 h posteriores al en-
cuentro de los micelios de ambos microorganismos
se observaron hundimientos en las hifas de R. so-
lani en los sitios de contacto con Saccharicola sp
(Figura 5) y en estos puntos también fue evidente la
formacion de pequenas estructuras en las hifas de
Saccharicola sp. A las 96 h en los sitios de contacto
con Saccharicola sp las hifas de R. solani presen-
taban deformacion y el micelio mostraba una co-
loracion menos intensa (Figura 5). En los sitios de
interaccion entre las hifas del antagonista con los
patogenos fue evidente que las hifas del antagonis-
ta eran de menor diametro, lo cual sugiere que el
micelio joven es el que establece el contacto con
las hifas de los patogenos,

Microscopia electronica de barrido (MEB)

En la interaccion Saccharicola sp-P. capsici se
observo el enrrollamiento de las hifas del antago-
nista alrededor del micelio de P. capsici (Figura 6),
asi como también la formacion de estructuras de
anclaje sobre el mismo fitopatogeno.

Antagonismo de Saccharicola sp en invernadero

En condiciones de invernadero P. capsici y F.
oxysporum fueron patogénicos al chile, el primero
ocasion6 100 % de incidencia y el 50 % de mor-
talidad en plantas enfermas. Con F. oxysporum se
registrd un 75 % de incidencia y 50 % de plantas
muertas, mientras que R. solani no fue patogénico
al chile. Cuando se inocul6 el antagonista en con-
junto con los tres patdgenos tanto en suelo estéril
como en suelo naturalmente infestado hubo 100 %
de incidencia en las plantas de chile. El antagonista
no tuvo un efecto favorable en las variables diame-
tro de la base del tallo, altura y peso seco del follaje
y raiz; claramente la aplicacion de Saccharicola
sp no protegié a las plantas de chile del ataque
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Figura S.

Figure 5.

Interaccion micelial entre Saccharicola sp-R.
solani (A-Rs). A) Hundimientos (h) en la
hifa de Rs formados en los sitios de contacto
con el micelio de Saccharicola sp a las 24 h
posteriores al encuentro del micelio de ambos
microorganismos (hpem). B) Hifa de Rs deforme
y de coloracién menos intensa a las 96 hpem.
Mycelial interaction between Saccharicola sp-R.
solani (A-Rs). A) Rs hyphae (h) sinking at the
points of contact with Saccharicola sp mycelium
24 h after the mycelium of both organisms came
into contact (hpem). B) Rs hypha deformed and
with less intense coloration at 96 hpem.

Figura 6.

Figure 6.

Microscopia electréonica de barrido. A)
Enrollamiento de Saccharicola sp en la hifa de
Pc; B) Estructura de anclaje de Saccharicola
sp sobre Pc.

Scanning electron microscopy. A) Saccharicola
sp winding around Pc hyphae; B) Saccharicola
sp anchoring structure on Pc.
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por fitopatdégenos, ni mejord el desarrollo de las
plantas.

DISCUSION

En condiciones in vitro Saccharicola sp causé
reduccion significativa de 44.8 % y 45.1 % en el
crecimiento micelial de P. capsici y F. oxysporum
a los 3 dias posteriores a la confrontacion (dpc),
mientras que para R. solani la reduccion fue de
36.2 % alos 2 dpc (Cuadro 1). Chapla et al. (2012),
también consignaron un efecto similar de Saccha-
ricola sp contra Fusarium spp, Cladosporium cla-
dosporioides, C. sphaerospermum 'y Microbotryum
violaceum. El hecho de que el micelio de Saccha-
ricola sp haya entrado en contacto con el de los
patogenos a los 3 y 2 dpc sugiere que existe agresi-
vidad por parte del antagonista y susceptibilidad en
el fitopatogeno (Benhamou y Chet, 1993).

En cuanto a la reduccion del crecimiento mice-
lial de los fitopatogenos Dennis y Webster (1971)
mencionan que la produccion de antibidticos por
agentes de control biolégico, podrian inhibir la
tasa de crecimiento del fitopatdgeno durante una
intensa competencia por nutrientes. Asi, la capaci-
dad de Saccharicola sp de crecer sobre el micelio
de P. capsici 'y F. oxysporum, podria deberse a que
compiten por los nutrientes del medio de cultivo y
a una parasitosis en la que participa la produccion
de enzimas como: celulasas, xilanasas, amilasas y
pectinasas (Paganini-Marques, 2013).

En la interaccion R. solani- Sacharicola sp no
se observo inhibicion, ni formacion de estructura
de anclaje del antagonista sobre patdgeno, a los 30
dpc; sin embargo, R. solani no produjo microescle-
rocios (Figura 3). Dennis y Webster (1971) indican
que los antibidticos producidos por algunos agen-
tes de control biologico tienen efectos inhibitorios,
que varian dependiendo del hongo fitopatogeno.
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formation of anchored structures on the same
phytopathogen.

Saccharicola sp antagonist activity in the
greenhouse

Under greenhouse conditions, P. capsici and F.
oxysporum were pathogenic to chili pepper. The
first caused 100 % disease incidence and 50 %
mortality in infected plants. In £ oxysporum, 75 %
incidence was recorded and 50 % dead plants; R.
solani was not pathogenic to chili pepper. When
the antagonist was inoculated along with the three
pathogens, both in sterile soil and naturally infested
soil, there was 100 % incidence in the chili pepper
plants. The antagonist had no favorable effect on
the diameter of the base of the stem, height or
canopy and root dry weight. It was obvious that
the application of Saccharicola sp did not protect
the chili pepper plants from phythogens attack nor
improved the plant development.

DISCUSSION

Under in vitro conditions, Saccharicola sp
caused a significant reduction of 44.8 % and
45.1 % in P. capsici and F. oxysporum mycelial
growth 3 days after confrontation (dpc), but the
reduction in R. solani was of 36.2 % at 2 dpc
(Table 1). Chapla et al. (2012) also referred
a similar effect for Saccharicola sp against
Fusarium spp, Cladosporium cladosporioides, C.
sphaerospermum and Microbotryum violaceum.
The fact that Saccharicola sp mycelium come into
contact with the pathogens mycelium at 3 and 2 dpc
suggests that there is antagonist aggressiveness and
pathogen susceptibility (Benhamou and Chet, 1993).

Regarding phytopathogens mycelial growth,
Dennis and Webster (1971) mentioned that the
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Saccharicola sp se ha encontrado como endéfito
en algunas plantas. Un aislamiento endofito aislado
de cafia de azticar produjo metabolitos secundarios
conocidos como poliquetidos (Rojas et al., 2011);
en otro aislamiento obtenido de Fugenia jambolana
se detectaron metabolitos bioactivos con capacidad
antifingica (Chapla et al., 2012; Hondrio, 2013;
Borges, 2016). Posiblemente el efecto generado
por Saccharicola sp en R. solani se deba a su ca-
pacidad de producir dichos metabolitos y que estén
ejerciendo una accion inhibitoria en la formacion
de microesclerocios. Este efecto es importante para
el control bioldgico, ya que muchos hongos forman
estructuras de resistencia que les permite sobrevi-
vir bajo condiciones adversas del ambiente hasta
por mas de 20 afios (Higuera-Moros ef al., 2003).

En la presente investigacion el antagonista afec-
t6 la produccion de propagulos del hongo fitopato-
geno, en P. capsici la estimuld mientras que en £
oxysporum la redujo. El mayor nimero de esporan-
gios y mayor liberacion de zoosporas por P. capsici
expuesto al antagonista Saccharicola sp (Cuadro
2), es un fenémeno que ha sido consignado por
otros investigadores; por ejemplo, Sid-Ahmed et
al. (1999) observaron la produccion de esporangios
de P. capsici en presencia de Trichoderma harzia-
num. Estos autores indican que la estimulacion en
la produccion de esporangios esta asociado a la in-
hibicion del crecimiento vegetativo de P. capsici
como resultado de la accion antagonista (Brasier,
1975; Sid-Ahmed et al, 1999) y del desarrollo de
mecanismo de defensa del patogeno (Dennis y we-
bster, 1971; Elad et al., 1999).

El adosamiento observado en este estudio es un
indicativo de afinidad de la composicion quimica
de las paredes hifales de los micelios de ambos mi-
croorganismos y se le considera como el inicio del
micoparasitismo (Pérez-Moreno, 1992). El enrolla-
miento de las hifas de Saccharicola sp alrededor
de P. capsici se interpreta como una expresion de
parasitismo (Benitez et al., 2004).

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2017

production of antibiotics by biological control
agents may inhibit the phytopathogen growth rate
during an intense competition for nutrients. Thus,
Saccharicola sp capacity to grow on P capsici
and F. oxysporum mycelium may result from the
competition for nutrients in the culture medium
and parasitosis that involves enzyme production
(cellulases, xylanases, amylases and pectinases)
(Paganini-Marques, 2013).

In the interaction R. solani- Sacharicola sp no
inhibition or anchoring structures formation on
the pathogen at 30 dpc was observed. However, R.
solani did not develop microsclerotia (Figure 3).
Dennis and Webster (1971) stated that antibiotics
produced by some biological agents have
inhibitory effects that may vary depending on the
phytopathogen fungus.

Saccharicola sp has been found as endophyte
in some plants. An endophyte isolate obtained
from sugarcane produced secondary metabolites
known as polyketides (Rojas et al., 2011); in
another isolate obtained from Eugenia jambolana
bioactive metabolites with antifungal activity
were detected (Chapla et al, 2012; Hondrio,
2013; Borges, 2016). It is possible that the effect
produced by Saccharicola sp in R. solani may
have resulted from its capacity to produce such
metabolites and that they have inhibitory action on
microesclerotia formation. This effect is important
to biological control, since many fungi form
resistance propagules that allow them suvive under
environmental harsh conditions even more than 20
years (Higuera-Moros et al., 2003).

In this study, the antagonist affected the
capacity of the phythopathogen to produce fungus
propagules: in P. capsici it was stimulated, but in F.
oxysporum it was reduced. The greater number of
sporangia and higher release of P. capsici zoospore
when exposed to the Saccharicola sp antagonist
(Table 2) is a phenomenom that has been reported
by other researchers. For example, Sid-Ahmed
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En este trabajo se observo el enrollamiento de la
hifa del antagonista sobre P. capsici, dicho efecto
se constatd con microscopia electronica de barrido,
que reveld la formacion de estructuras de anclaje,
vacuolizacion, granulaciones en el citoplasma y de-
formacion de las hifas de P. capsici, con apariencia
de estar vacias (Figura 4), lo cual posiblemente se
deba a la capacidad de Saccharicola sp de producir
celulasas (Paganini-Marques, 2013;). Dichas enzi-
mas estan involucradas en la desintegracion de la
celulosa, principal componente de la pared celular
(Ko6hly Schosser, 1991; Castro-Rocha et al., 2012).
Este mismo efecto fue reportado por Sid-Ahmed et
al. (1999) quienes observaron la vacuolizacion y
desintegracion de las hifas de P. capsici en presen-
cia de Trichoderma harzianum.

En R. solani se observaron hundimientos en sus
hifas en los sitios de contacto con Saccharicola sp
en donde también se observo la formacion de pe-
queiias estructuras papiladas emergiendo de las hi-
fas de Saccharicola sp. Las hifas de R. solani mos-
traron deformacidn y una coloracién menos intensa
(Figura 5), posiblemente por efecto de los meta-
bolitos bioactivos producidos por Saccharicola sp
(Chapla et al. 2012; Honorio, 2013; Borges, 2016).

A pesar de que en condiciones in vitro hubo re-
duccién del crecimiento micelial de los fitopatoge-
nos y en las pruebas de interaccion micelial se ob-
servaron principios de micoparasitismo de Saccha-
ricola sp sobre las hifas de P. capsici y R. solani,
esta accion no se expreso en invernadero, probable-
mte debido a la homeostasis del suelo, que dificulta
o impide el establecimiento de cualquier especie
introducida (Bautista-Calles et al., 2014). Las apli-
caciones de antagonistas tendrian mas oportunidad
de éxito si se aplican frecuentemente durante el ci-
clo del cultivo; por ello es importante determinar si
aplicaciones semanales de Saccharicola sp ayuda-
rian a reducir la incidencia y severidad de los fito-

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2017

et al. (1999) observed the production of P.
capsici sporangia in the presence of Trichoderma
These stated that the
stimulation of sporangia production was associated

harzianum. authors
with the inhibition of P. capsici vegetative growth
as a result of the antagonist action (Brasier, 1975;
Sid-Ahmed et al, 1999) and the development of
a defense mechanism by the pathogen (Dennis y
webster, 1971; Elad et al., 1999).

The attachment observed in this study is an
indicator of the chemical composition affinity of
mycelia hyphae walls of both microorganisms and
it is considered as the beginning of mycoparasitism
(Pérez-Moreno, 1992). Saccharicola sp hiphae
winding around P capsici is interpreted as a
parasitism expression (Benitez et al., 2004).

In this study we observed the antagonist
hyphae to wind around P. capsici. Such effect was
proven using scanning electron microscopy, which
showed development of anchoring structures and
vacuolization, granulation and deformation of
P capsici hyphae with appearance to be empty
(Figure 4). This effect may have been caused by
Saccharicola sp capacity to produce cellulases
(Paganini-Marques, 2013). Those enzimes are
involved in cellulose disintegration, which is the
main component of cell walls (Kéhl and Schésser,
1991; Castro-Rocha et al, 2012). The same
effect was reported by Sid-Ahmed et al. (1999),
who observed P. capsici vacuoles and hyphae
disintegration in the presence of Trichoderma
harzianum.

In R. solani, sinking in hyphae was observed
at the points of contact with Saccharicola sp,
where also formation of small papillated structures
emerging from Saccharicola sp was detected. R.
solani hyphae showed deformation and less intense
coloration (Figure 5), possibly because of the effect
of bioactive metabolites produced by Saccharicola
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patogenos en el cultivo de chile u otro cultivo. Asi
como también, conocer que metabolitos secunda-
rios ejercen efecto in vitro en la reduccion micelial
de P. capsici, F. oxysporum y R. solani.

CONCLUSIONES

En condiciones in vitro Saccharicola sp causé
reduccion significativa del crecimiento micelial
de Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum y
Rhizoctonia solani; sin embargo, en condiciones
de invernadero la aplicacion de Saccharicola sp no
protegid a las plantas de chile del ataque por fito-
patogenos, ni mejorod el desarrollo de las plantas.
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sp (Chapla et al. 2012; Honorio, 2013; Borges,
2016).

Although under in vitro conditions, the
phytopathogens mycelial growth was reduced,
and in the mycelial interaction tests we observed
the beginning of Saccharicola sp parasitism on P,
capsici, as well as mycoparasitism on R. solani,
this action was not expressed in the greenhouse,
possibly because of soil homeostasis that limits
or prevents the establishment of any introduced
(Bautista-Calles et al., 2014). The
antagonist applications could be more successful

species

if they are frequently made during the crop cycle.
For this reason, it is important to determine if
Saccharicola sp weekly applications could help
reduce phytopathogens incidence and severity in
chilli pepper or other crops. It is also important to
know which secondary metabolites have in vitro
effect on P. capsici, F. oxysporum and R. solani
mycelial reduction.

CONCLUSIONS

Under in vitro conditions Saccharicola sp

significantly reduced Phytophthora capsici,
Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani
mycelial growth. However, under greenhouse
conditions, Saccharicola sp did not protect the
chilli pepper plants from phytopathogen attacks

nor improved the plants development.
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