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RESUMEN

El cultivo del chile, es una de las principales hortalizas en nuestro pais y
de gran consumo popular, debido a que la produccidén se encuentra distribuida
en diversas regiones de México, sin embargo, el cultivo se encuentra expuesto
a diversos factores que reducen su capacidad productiva y uno de ellos es la
presencia de enfermedades como es la marchitez, causado por Phytophthora,
Fusarium y Rhizoctonia, entre otros. Una de las alternativas para lograr
resultados favorables, es el uso del control biolégico por medio de bacterias del
suelo, el cual reduce las enfermedades en gran escala, debido al potencial que

estas bacterias poseen sobre los agentes fitopatégenos.

Los resultados obtenidos de la investigacion realizada en plantas de chile,
indican que con la inoculacidn de bacterias de cepas nativas del género Bacillus
presentaron un efecto significativo en el crecimiento y desarrollo de las plantas,
promoviendo estadisticamente mayor longitud de raiz, peso seco de raiz, altura
de planta, diametro de tallo y peso de fruto. No obstante estas pruebas de
investigacion pueden ser muy prometedoras para las futuras generaciones, ya
que estos trabajos de investigacidn son solo pruebas preeliminares que en
realidad tienen gran importancia para el campo mexicano porque se encuentra

sustentada en los propios recursos naturales.

En el presente trabajo se determiné el efecto de biocontrol de bacterias del
género Bacillus (de suelos nativos del Noreste de México) contra Phytophthora
capsici, Fusarium oxysporum Yy Rhizoctonia solani  bajo condiciones de
invernadero, logrando una reduccion del 70% en la incidencia de las
enfermedades cuando las plantas fueron inoculadas con una mezcla de cepas
nativas de Bacillus spp. no siendo asi con la bacteria comercial que fue del
50% mismas que fueron comparadas en relacion a los tratamientos efectuados.

Asi mismo se obtuvo un menor indice de severidad de la enfermedad.



INTRODUCCION

En México el cultivo del chile (Capsicum annum L.), es de enorme
importancia para la economia nacional, por la mano de obra que genera y por la
generacion de divisas, debido a su exportacion. Es un cultivo altamente
perecedero y el valor de la produccion esta determinado por la oferta y la
demanda. En nuestro pais esta hortaliza constituye una parte importante en la
dieta de los mexicanos en todos los niveles socio-econdmicos, ya que como
condimento acompana casi a todos los tipos de comidas que se preparan y por
ello su consumo es a diario como verdura fresca o procesado en salsa, polvo o

encurtido.

El cultivo ocupa una gran superficie en el pais, mayor a otros cultivos
horticolas; en el ciclo primavera — verano del 2000 se sembraron 112 000 ha,
ocupando de 120 — 150 jornales/ha, durante el ciclo agricola (INEGI, 2001).

El cultivo se encuentra expuesto a diversos factores que limitan su
capacidad de produccién, uno de ellos es la presencia de enfermedades que
atacan fuertemente al cultivo como es la marchitez del chile, causados por
agentes patégenos en el suelo como Phytophthora, Fusarium y Rhizoctonia,
entre otros, provocando la muerte desde el almacigo hasta la etapa de
produccion. Para disminuir las pérdidas del cultivo ocasionados por este tipo de
enfermedades se ha utilizado como método de control, principalmente quimico,
con resultados poco satisfactorios, dado que la enfermedad se presenta en
forma severa, reduciendo la produccion. Una de las alternativas mas exitosas
para lograr resultados favorables, es el uso del control biolégico por medio de
bacterias del suelo, el cual reduce las enfermedades en gran escala, debido a
que estas bacterias poseen accidn antagonica sobre los fitopatégenos
inhibiendo el desarrollo de estos en el cultivo. El uso de bacterias antagénicas

posee diversas ventajas sobre otros empleados tradicionalmente dado que no



causa contaminacién, no es téxico para el hombre, tiene efecto prolongado de
proteccion, es de facil aplicaciéon y de bajo impacto en el medio ambiente. A
continuacion se mencionan algunos ejemplos, Olivares (1993) menciona a
Bacillus sp. como inhibidor de Phytophthora capsici, Fusarium, Rhizoctonia y
Alternaria en condiciones de invernadero, y ademas observo que para el caso
de semillas certificadas tratadas con B. subfilis al transplante se reduce la
marchitez; asi mismo, se reporta que la marchitez del chile causada por los
patdgenos pertenecientes a los géneros Fusarium, Phytophthora, Rhizoctonia y
Pythium se reduce la enfermedad con la aplicacion de B. subtilis a la semilla
(Casarrubias,1992). Dada la importancia y potencial que posee el uso del
control biolégico con bacterias antagonicas, se logra obtener mayor regulacion

de los agentes fitopatdgenos en el cultivo.

Objetivo:

- Evaluar la efectividad de una mezcla de cepas nativas de Bacillus
spp. en la regulacion de Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum 'y
Rhizoctonia solani en plantas de chile, bajo condiciones de
invernadero.

- Evaluar la efectividad en la promocion del crecimiento y desarrollo de

las plantas de chile, bajo condiciones de invernadero.

Hipotesis:

- Lainoculacion de cepas nativas de Bacillus spp. reducira la incidencia
y severidad de Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum 'y
Rhizoctonia solani en plantas de chile, bajo condiciones de
invernadero.

- La inoculacion de cepas nativas de Bacillus spp. promovera el
crecimiento y desarrollo de las plantas de chile, bajo condiciones de

invernadero.



REVISION DE LITERATURA

El Cultivo del Chile

Generalidades del Cultivo

El género Capsicum, incluye un promedio de 25 especies y tiene su
centro de origen en las regiones tropicales y subtropicales de Ameérica,
probablemente en el area de Peru, donde se han encontrado semillas de
formas ancestrales de mas de 7 000 afos, y desde donde se habria

diseminado a toda América (Cano ,1994).

De las cinco especies de chile que se consumen, la que sobresale por
su diseminacion y aceptacion mundial es Capsicum annum, especie
domesticada en México y con gran tradicién cultural en la nacion (Laborde y
Pozo, 1984).

Importancia

El chile se mantiene como un cultivo altamente rentable, donde el
productor generalmente recupera su inversion y obtiene ganancias
(Rosas,1997), ademas juega un papel importante en la alimentacion ya que
proporciona vitaminas y minerales. EI consumo de estas hortalizas puede ser

verde o en seco (Castafios, 1993).

Del total de la produccion del chile en el pais la mayoria es para
consumo interno y aproximadamente el 10 % se dedica a la exportacion
principalmente los tipos dulces, de ahi que sea uno de los principales
abastecedores de chile a los mercados de Estados Unidos de Ameérica y

Canada durante todo el afo (Laborde y Pozo, 1984).



En México, el chile es uno de los cultivos de gran importancia en nuestro
Pais y de mayor consumo popular, especialmente en estado fresco en
cualquiera de sus formas de uso, procesado en salsas, polvo y en encurtido
(Laborde y Pozo, 1984).

Dentro la gran cantidad de variantes de chiles que hay en México, tanto
cultivados como silvestres, seis son los tipos mas populares en todo el territorio
nacional, en base a su demanda y al area sembrada, ellos son: jalapefio, ancho

0 poblano, puya o guajillo, serrano, pasilla y bell (Gémez, 1997).

Estados Productores

La produccion de chile en México se encuentra bien desarrollada,
debido a que se cultiva en diversas regiones del pais. Entre los principales
productores de esta hortaliza se encuentra Zacatecas con 35,000 ha
sembradas con chile guajillo, anchos y pasilla; Sinaloa con una superficie de
17,043 ha de ancho, jalapefio, anaheim, serrano, cola de rata, caribe y bell;
Chihuahua con jalapefo y anaheim en 13,500 ha; Guanajuato con un area de
13,300 ha de ancho, pasilla y otros; San Luis Potosi con 12,000 ha de guajillo,

anchos, serrano y otros (Gémez, 1997).

La Marchitez del Chile

Generalidades de la Enfermedad

En el cultivo de chile, las enfermedades fungosas son el factor principal
que ocasiona la disminucion de la produccion, siendo esta hasta en un 80%. La
enfermedad conocida como marchitez o tristeza del chile ha originado que
muchas regiones productoras hayan disminuido su superficie de siembra
(Bayer, 1989; Romero, 1993).



La marchitez del chile es una enfermedad que ocasiona la pérdida de
vigor y muerte en la planta, debido a una necrosis en las raices, atacando
desde plantula hasta maduracion del fruto. Esta enfermedad es muy comun en
México y en ocasiones provoca grandes pérdidas a los agricultores, sobre todo

cuando hay una asociacion de varios patégenos en los suelos (Garcia, 1985).

La marchitez por el ataque de patdégenos se debe a la presencia y
actividad de estos en los tejidos vasculares xilémicos de las plantas. En pocas
semanas los patdégenos puede ocasionar la muerte de plantas o de los érganos
que se localizan por arriba del punto de la invasién vascular, por lo comun el
patégeno continua invadiendo los vasos hasta causarle la muerte a toda la
planta (Agrios, 1999).

Al inicio de la enfermedad en plantas adultas solo parte de estas puede
mostrar sintomas, en un principio ataca la raiz, seguida por una flacidez como
si sufriera por falta de agua; las plantas presentan una apariencia normal por la
mafana, pero en el transcurso del dia se marchitan, repitiéndose esta

secuencia hasta que las plantas mueren (Ledn, 1982).

Agente Causal

La marchitez del chile es ocasionada, principalmente, por hongos del
suelo perteneciente a los géneros: Fusarium, Phytophthora, Phytium, y
Rhizoctonia que ademas de afectar al chile pueden ocasionar dafios a una gran

cantidad de cultivos (Garcia, 1984).

La enfermedad es causada por diferentes hongos dependiendo de la
edad de la planta y las condiciones del clima, sobre todo de la humedad del
suelo; Fusarium, Alternaria y Rhizoctonia se encuentran afectando plantulas

con mayor frecuencia que plantas adultas, mientras que Fusarium y



Phytophthora afecta plantulas y plantas en produccién por igual, sobre todo si

existe un exceso de humedad en el suelo (Flores y Frias, 1992).

Marchitez por Phytophthora

Phytophthora capsici L. es el principal causante de la marchitez del
chile de plantas en etapas de prefloracion y en estado de maduracion del fruto,
y se le ha encontrado responsable a nivel nacional de la disminucion de los
rendimientos ocasionando pérdidas considerables bajo condiciones de lluvias
frecuentes. Este hongo se ha encontrado atacando aparte del chile, a pepino,

calabaza, frijol, tomate y berenjena (Romero, 1993; Mendoza y Pinto, 1985).

Este agente fitopatdégeno, fue encontrada por primera vez en Nuevo
México, E.U.A., por Leonian (1922) atacando a cultivos de chile. En México fue
descubierto por Galindo en el aino de 1956, atacando plantaciones de chile en
los campos de la Escuela Nacional de Agricultura de Chapingo, México, y

pueblos aledafios (Romero, 1993).

Ubicacion Taxonémica

Este hongo tiene una posicion taxondmica de acuerdo a Alexopoulos et

al. (1996) de la siguiente forma:

Reino Stramenopila

Division Oomycota

Clase Oomycetes

Orden Peronosporales
Familia Pythiaceae
Género Phytophthora

Especie capsici




Etiologia

El micelio es bien desarrollado, con hifas cenociticas y robustas. Los
esporangios son ramificados y generalmente ovoides, piriformes, limoniformes,
elipsoide, esféricos o irregularmente elongados, con papilas prominentes,
simples y apicales, algunas veces con mas de tres y variablemente dispuestas;
su germinacion normalmente es por zoosporas y bajo condiciones especiales
por tubos germinativos. El tamano del esporangio es extremadamente variable
midiendo de 35 a 85 u. Es una especie con oogonios esféricos, terminales;
anteridios claviformes, terminales, anfigenos, oosporas lisas y apleréticas

(Alexopoulos et al.,1996).

P. capsici es una especie heterotalica en la cual dos tipos de
aislamientos tienen compatibilidad, designados como A1y A2 (Bowers y
Mitchell, 1990).

Sintomatologia

La enfermedad puede presentarse en cualquier estado de crecimiento
del chile y cualquier parte de la planta puede ser afectada, aunque normalmente
se encuentra en el suelo desde donde infecta la raiz o la base del tallo; el
patdgeno puede ser acarreado por el viento en época de lluvias e infectar las
partes aéreas como hojas, ramas y frutos (Lowell et al., 1993; Messiens vy
Lafon, 1968; Weber, 1932).

Los sintomas caracteristicos de la marchitez del chile ocasionada por
Phytophthora inician con una marchitez muy leve de la planta y después de tres
a cuatro dias, se marchitan completamente, observandose en el cuello un
marcado necrosamiento; al efectuarse un corte se nota una coloracion café
oscura. El marchitamiento se debe a la secrecién de toxinas del hongo y el

taponamiento de los vasos conductores (Mendoza y Pinto,1985).



Las infecciones de la fruta comienzan como puntos aguanosos, verde
obscuro que se desarrollan rapidamente hasta cubrir la fruta entera, después se

vuelve flacida, y arrugada permaneciendo adheridos a la planta (Leonian,1922).

Rhizoctonia 'y Fusarium producen sintomas semejantes a P. capsici,
sin embargo, Phytophthora es el principal causante de la marchitez del chile
en todas las etapas del cultivo (Agrios, 1999).

P. capsici puede atacar a la plantula y a la planta adulta, siendo las
épocas mas sensibles el transplante y la fructificacion. En semillero, si el ataque
es anterior a la emergencia de la plantula las semillas no logran germinar; si es
posterior, se produce marchitez, la plantula se colapsa cayendo sobre el
sustrato. Al observar el cuello se encuentran estrangulamientos vy
podredumbres, que en ocasiones afectan también a las raices. En planta adulta
podemos observar en la parte aérea, al principio, epinastia (en las horas de
calor las hojas mas jévenes se marchitan e intentan recuperarse), pero en poco
tiempo terminan por marchitarse de forma brusca e irreversible (sin presentarse

amarillamientos de hojas), muriendo completamente la planta (Gémez, 2000).

Ciclo Biolégico

El ciclo biolégico del patdgeno inicia con la germinacion de las oosporas
mediante un tubo germinativo que termina en un esporangio después de haber
pasado su periodo de reposo y cuando las condiciones son favorables,
posteriormente los esporangios liberan las zoosporas de tipo A1 o A2 en
presencia de agua, nadando para infectar a la planta o se enquistan para
posteriormente iniciar su germinacion e infeccién formando micelio que produce
la infeccidon o de existir dos micelios compatibles (A1 y A2) pueden aparearse
para formar las oosporas, en caso contrario puede continuar su ciclo asexual
formando esporangios en los tejidos infectados para luego liberar zoosporas y

continuar infectando plantas. Las oosporas pueden servir como estructuras de



resistencia que al ciclo siguiente germinan e infectan tejido susceptible para

iniciar un nuevo ciclo (Ramirez y Romero, 1980).

El hongo infesta el suelo y muchas veces es acarreado por la semilla
(Doolittle, 1953). Aunque este patdégeno tiene esporangios desprendibles, la

diseminacion por viento a larga distancia no ocurre, Redondo et al. (1991).

Las infestaciones se dan mas frecuentemente en el cuello de la planta,
debido a que las zoosporas del hongo son llevadas por el agua (Mendoza y
Pinto, 1985).

Una vez localizada en su sitio de accion, la zoospora se enquista y tiene
la capacidad de penetrar la cuticula por fuerza mecanica y no por degradacién
enzimatica y el proceso infectivo se inicia con la emision de un tubo germinativo
y posteriormente la formacion del apresorio. Dentro del tejido, el micelio crece
inter e intracelularmente, ocasionando el taponamiento del lumen de los vasos
xilémicos (Ledn, 1982 ; Redondo et al. 1991).

La infeccidn en las raices de chile se da cuando de la corteza de la raiz
principal emergen las raices laterales, entonces la disolucién de las células
corticales causa la liberacién en el suelo de una solucion rica en carbohidratos y
aminoacidos que atraen a las zoosporas de Phytophthora iniciando asi el

proceso infectivo (Dickinson, 1987).

Epidemiologia

Las condiciones ambientales que favorecen el desarrollo de este
patdbgeno son la alta humedad del suelo y temperaturas frescas. Esta
enfermedad se presenta con mayor incidencia en las ultimas etapas de

desarrollo del cultivo, es decir, en el periodo de fructificacion y maduracion del
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fruto, el cual coincide con la época en que se presentan con mayor frecuencia e
intensidad las lluvias (SARH, 1991).

El patdgeno sobrevive de una estacion a otra en los residuos de la
cosecha, en las semillas atacadas o en el suelo, Unicamente en forma de
oosporas y no de micelio (Ramirez y Romero, 1980 ; Mendoza y Pinto, 1985).
Estas oosporas constituyen la fuente de in6culo mas efectivo de un afo al
siguiente debido a su resistencia a las temperaturas bajas y a las sequias
(Romero, 1993).

Phytophthora capsici, es un hongo sumamente agresivo bajo una
temperatura 6ptima de 25 a 28 C° y alta humedad, ya que puede destruir
campos enteros de chile, calabaza, pepino, tomate, berenjena, etc., en un
tiempo muy corto, debido a su gran velocidad de crecimiento y abundante

esporulacion (Romero, 1993).

La enfermedad se caracteriza por la presencia de zoosporas capaces de
nadar en agua y responsables en buena medida de la diseminacion del hongo,
dentro del cual el agua de riego juega un papel importante, ya que, ademas de
ser capaz de diseminar el inéculo en el campo, su exceso favorece el desarrollo
de la enfermedad, siendo los ataques mas graves en riegos a pie que en riego
por goteo. Los embalses y los canales de riego pueden estar contaminados,
siendo ésta una posible via de entrada del hongo en la parcela de cultivo
(Goémez, 2000).

Marchitez por Fusarium
El interés predominante de éste género se debe a su poder fitopatdogeno

sobre una extensa variedad de hospederos como son: cereales, horticolas,

forestales, industriales y ornamentales, en los que suele producir una diversidad
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de enfermedades con frecuencia devastadores, ademas de ser de los hongos

mas frecuentemente aislados por fitopatdlogos (Booth, 1971; Agrios, 1999).

En México fue identificado y estudiado por Crispin et al., citado por
Sanchez (1983), quienes lo reportan como un problema principal en el cultivo

de chile en las zonas productoras del pais, sobre todo en Durango y Zacatecas.

Ubicacion Taxonémica

Alexopoulos et al. (1996) clasifican taxondmicamente a este hongo como
Ascomycetes asexuales, considerando que la clase Deuteromycetes es un
sistema artificial que ha sido obliterado en favor de una alternativa menos
artificial, por lo que ubican al género Fusarium como un anamorfo de

Ascomycetos que forman peritecios.

Etiologia

Este hongo produce tres tipos de esporas que son asexuales y se
pueden formar al mismo tiempo (Melhus y Kent, 1939). Las esporas hialinas
son de dos clases: las microconidias, que son de una célula simple y las
macroconidias, que son esporas septadas de mas de dos células. Las
clamidosporas son de pared gruesa. Las conidias se desarrollan sobre las hifas
en cortos conidioforos que son ramificados y se encuentran en un esporodoquio
(Melhus y Kent, 1939; Streets, 1978).

Las microconidias son de una célula en forma oblonga u ovoide, simple o
en cadenas; las macroconidias son curvadas, en forma de canoa con mas de
dos células y terminaciones mas o menos punteadas, con terminacion basal y
un pie definido (Streets, 1978; Barnett y Hunter, 1987).
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Sintomatologia

Muchas especies de Fusarium ocasionan dafo en las raices de las
plantas, dando como resultado un marchitamiento de la parte aérea; en plantas

jévenes causa damping — off, podredumbre cortical y achaparramiento
(Garcia, 1985; Dixon, 1981), sin embargo, algunos autores afirman que el
género Fusarium que se cita en diversos paises como enfermedad del chile no
es en realidad mas que una invasion secundaria sobre las lesiones de P.

capsici (Messiens y Lafén, 1968).

Las plantas son afectadas en todos los estados de desarrollo, pudiendo
incluso podrir la semilla recién germinada en el suelo (Walker, 1965). En un
principio se observa amarillamiento y marchitez de las hojas inferiores, la cual
avanza hacia las superiores; las hojas ya afectadas se secan y quedan
adheridas a la planta. Cuando este sintoma es evidente, el sistema vascular de
la planta se encuentra descolorido apreciandose una coloracion marréon en la
parte mas cercana al cuello y raices principales denominado pudricion, la cual
impide la circulacion de sustancias nutritivas, motivo por el que la planta se
marchita y termina por secarse. Durante las horas de mayor insolacion, en las
plantas enfermas se observa un colapso general mostrando cierta recuperacién

en las horas mas frescas y en la noche (Lowell, 1993).

Después que el hospedero muere, se desarrolla un micelio algodonoso
produciendo sobre la superficie del tejido muerto gran cantidad de
microconidias, macroconidias y clamidosporas, especialmente en tiempos
hamedos (Walker, 1965; Dixén, 1981; Leodn, 1982).

Ciclo Biolégico

El patdgeno penetra por las raicillas jovenes o por las heridas producidas

en las raices adultas, crece en los tejidos radicales externos hasta llegar al



13

tejido vascular en forma axial, produciendo micelio que luego invade las raices y

posteriormente el tallo (Navarro, 1999).

Epidemiologia

Fusarium se encuentra en los suelos infectados en forma de
clamidospora ya sea asociado con fragmentos de tejidos o particulas de humus
o dentro de ellas mismas que representan la fuente primaria de inéculo en el

campo (Nash et al., 1961).

Los suelos con abundante materia organica son mas susceptibles al
desarrollo de la enfermedad, asi como los suelos afectados por nematodos que

favorecen la penetracion del hongo en las raices (Blancard et al., 1996).

Este hongo predomina comunmente en suelos relativamente calientes,
puede sobrevivir en el suelo o en residuos de cosecha como saprofito hasta 16
afos aun en ausencia de plantas susceptibles; dicha enfermedad es favorecida
por una elevada humedad del suelo, necesaria para la germinacion de las
esporas (clamidosporas) y crecimiento del micelio (Roberts y Boothroy, 1978;
Ledn, 1982).

El hongo causa danos severos en aquellos suelos ubicados en zonas

de clima calido y temperatura de 28 — 29 C° con un pH de 7.2 (Clayton, 1923).

El patégeno es diseminado por el agua de riego y particulas de suelo
esparcidas por el viento o introducido por semillas a nuevas areas, por el uso de
variedades susceptibles, por utilizar planta infectada o por cualquier otro medio
que movilice plantas contaminadas como arados, rastras, el hombre, ganado,
etc (U. S. D. A, 1965; Roberts, 1978; Leon, 1982).
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Marchitez por Rhizoctonia

Sanchez (1983) y Agrios (1999) citan a Rhizoctonia solani como agente
fitopatégeno en la mayoria de las plantas anuales provocando pérdidas,
incluyendo malas hierbas, casi todas las hortalizas y plantas florales, varios
cultivos mayores y también en plantas perennes tales como pastos de césped,
plantas de ornato, arbustos y arboles.

Destaca por su importancia fitopatolégica, ya que ocasiona diferentes
enfermedades a una amplia variedad de plantas, en la mayor parte del mundo
y bajo condiciones ambientales mas diversas que cualquier otra especie de
hongo (Gormely, 1980).

Rolfs citado por Walker (1965), fue el primero en descubrir este hongo

sobre tallos de papa.

Ubicacion Taxondmica

Alexopoulos et al. (1996) clasifican taxondmicamente a este hongo como
un Basidiomycetes asexual, considerando que la clase Deuteromycetes (donde
anteriormente se le ubicaba) es un sistema artificial que ha sido obliterado en

favor de una sistematica filogenética.

Etiologia

El agente patégeno no forma esporas durante su crecimiento somatico
(anamorfico); el estado perfecto o sexual ( telomorfico ), ha sido observado en
la superficie de tallo enfermo durante prolongados periodos de calor y tiempo
hamedo. El estado sexual es el de Thanatephorus cucumeris (Frank) Dank,
que es un basidiomiceto; el hongo sobrevive las estaciones en forma de micelio

o de esclerocio, en el suelo o en la superficie de las raices, al llegar un
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ambiente humedo y calido, los esclerocios germinan produciendo micelio,

atacando las plantas (Roberts, 1978).

Sintomatologia

1] 1]

Literalmente el término Rhizoctonia significa “ matar raices “ fue
acuiado a principios del siglo pasado por Condolle, para designar un micelio
estéril que causaba la pudricion radical en alfalfa en la que observé chancros

hundidos, circulares y oblongos de margenes café (Dixon, 1981).

El hongo es causante de la marchitez tipica en plantulas de semillero,
cuyos sintomas no se distinguen comunmente de aquellos causados por
Pythium, sin embargo los tallos de las plantulas infectadas por Rhizoctonia son
de color pardo mas oscuras que los tallos de color paja infectadas por Pythium
(Robert y Boothroyd, 1978).

En las fases iniciales de infestacion de las raices pueden formarse
chancros circulares y oblongos, limitados por margenes de color café. Al
avanzar la infeccion los chancros aumentan de tamafo volviéndose rojizos,
toscos y secos retardando el crecimiento de la planta. Cuando la infeccion se
produce en estado de plantula aparecen lesiones necréticas o0 un
adelgazamiento del tallo donde se localiza la lesion, lo que origina la caida de la
plantula. En el hipocotilo de las plantas mas viejas pueden formarse chancros
cafés rojizos con bordes bien definidos que pueden extenderse por encima de
la superficie del suelo y dentro de ellos pueden formarse pequenos esclerocios

color café que posiblemente seran la fuente de infestacion (Christon, 1962).

Los sintomas pueden variar en los diferentes cultivos o incluso en la
misma planta, dependiendo de la etapa de crecimiento de la planta y de las

condiciones ambientales (Agrios, 1999).
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La planta con pudriciones radiculares presenta varios sintomas, como
el amarillamiento y muerte de las hojas inferiores; a medida que el tiempo
transcurre, dicho amarillamiento es en general en toda la planta, en caso de

sobrevivir, sus hojas presentan un color café (Ledn, 1982).

R. solani puede producir podredumbre del pie o secadera (damping off),
chancro del tallo, pudricion radical y pudricion del fruto (Bolkan, 1980).

Epidemiologia

El in6culo de R. solani consiste de esclerocios y micelio principalmente,
el cual puede sobrevivir asociado a residuos de cosecha como saprofito; su
diseminacién se realiza a través del agua de riego, por el viento, en el material

de transplante o por semilla (Bolkan, 1980).

Roberts (1978) sostiene que R. solani crece mas rapidamente en cultivos
adultos a una temperatura de 30 °C; en papa son mas graves en suelos
hamedos a 18 °C, teniendo una temperatura favorable para su crecimiento y

propagacion de 15 — 20 °C.

En condiciones favorables el hongo ataca plantulas antes de que
emerjan o poco después de la emergencia. Las lesiones pueden llegar a cubrir
toda la base del tallo y destruir las raices. En el cuello provoca una pudriciéon no
compacta, por lo que desprende facilmente la epidermis (Mendoza y Pinto
1985).

El hongo se propaga por la lluvia o el riego por inundacion, asi como con
los érganos de propagacion (semillas, varetas, etc) infectados o contaminados
(Agrios, 1999).
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Rhizoctonia es capaz de diseminarse ampliamente en el suelo a través

del crecimiento de sus hifas (Dickinson, 1987).

Control Bioloégico Antagonico

Desde el punto de vista ecologico se define al control biolégico como la
accion de parasitos, predadores o patdégenos que mantienen la densidad de la
poblacion de un organismo plaga en un promedio menor del que ocurriria en su
ausencia (De Bach, 1985).

Este tipo de control ha existido siempre, debido a que en la naturaleza
las poblaciones se regulan entre si, pero, es alterado por la intervencion de
diversos factores entre ellos el hombre. Actualmente se han tratado de
manipular dichas poblaciones para obtener grandes beneficios en la agricultura
(Cook, 1985).

La palabra antagonismo fue introducida a la microbiologia por vez
primera en 1874 por Roberts al demostrar una accidon antagonica entre

Penicillum graucum y una bacteria (Baker, 1987).

El control biolégico de patégenos del suelo por la induccién de
microorganismos ha sido estudiada por mas de 65 afos, aunque recientemente

se han incrementado los trabajos efectuados en ese campo (Weller, 1988).

El estudio de las interacciones antagonicas entre los hongos tales como
micoparasitismo, lisis, inhibicion, competencia, antibiosis y fungistasis son
particularmente importantes en el control biolégico de hongos fitopatdgenos
(Baker y Cook, 1974).

En este contexto, Garcia y Virgen (1991) reportaron que el

marchitamiento de la sandia, causado por Fusarium oxysporum fsp. Niveum se
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redujo con la aplicacion de Bacillus subtilis (Quantum 4000 HB) dando una
proteccion contra éste patégeno de un 74.62 %, para la variedad Jubilee W.R. y

en un 64.52 % para la variedad All-Sweet, con la dosis de inéculo de 1.6 x 10"

bac/ 100 gr. de semilla.

Sanford (1926) experimentd que el control bioldgico de la rofia de la papa
(Streptomyces scabies) adicionando abono verde, da buenos resultados debido
al incremento de bacterias saprofitas que se multiplican sobre el material

organico.

Ferreira (1991) experimenté con un aislamiento de B. subtilis, la
inhibicién in vitro del agente causal de la muerte en la vid Eutypa lata,
obteniendo en PDA el 91 % de inhibicion del crecimiento micelial y un 100 % en

la germinacién de ascosporas.

Merrieman et al. (1975) probaron el efecto de siete organismos
antagonicos en plantas desarrolladas de chile en suelos estériles; entre ellos

destaca B. subtilis en suelo inoculado con Rhizoctonia solani.

Flores (1995) estudié el proceso de antagonismo in vitro de bacterias del
rizoplano en plantas de chile contra Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani 'y

Fusarium sp. obteniendo resultados de un 80 — 90 % de inhibicion.

Tschen (1987) estudid el efecto antagoénico in vitro de B. subtilis sobre
Rhizoctonia solani, observando claramente zonas de inhibicidon, del crecimiento
micelial del hongo.

Antibidticos

Los antibioticos son sustancias producidas por microorganismos que

son toxicas a otros microorganismos, a los cuales lisan y matan mediante
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secreciones enzimaticas (Agrios, 1999). La mayoria de los antibidticos
conocidos, son productos de los Actinomycetos y de algunos hongos, como
Penicillum spp. (De Bauer, 1987), los cuales son absorbidos y traslocados
sistematicamente a la planta; actuan directamente sobre el patégeno o sufren

ciertas transformaciones en los tejidos vegetales antes de ejercer su efecto.

Los mecanismos de supresion del patdbgeno por un agente de control
bioldégico son por competicion por sustrato, exclusiéon, antibidsis y explotaciéon

(parasitismo y depredacion), sideroforos y resistencia inducida (Weller, 1988).

La antibiosis es el antagonismo entre dos organismos, particularmente
microorganismos del suelo en la que el microorganismo antagdnico produce
una sustancia inhibitoria al patégeno (USDA, 1965). En concreto es cualquier
interaccion entre dos 0 mas poblaciones de especies las cuales afectan su

desarrollo y sobrevivencia.

Los microorganismos benéficos especialmente Actinomycetos se
incrementan principalmente en el uso de aditamentos organicos y compiten por

la raiz (Sun y Huang, 1985).

Para producir antibiéticos, las bacterias deben de contar con alimento
adecuado, especialmente substratos de carbohidratos que pueden ser provistas
por exudados de la semilla o raiz, y la calidad del sustrato puede afectar la

cantidad de antibioticos producidos (Brown, 1974).
Bacterias como Agentes de Biocontrol
La rizosfera es un medio ambiente natural en el que la actividad de los

microorganismos es mantenida en un alto nivel debido a la liberacién continua

de substancias organicas por las raices de las plantas (Prikryl y Vancura, 1980).
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De la microflora total de la rizésfera, las bacterias con habilidad para ser
utilizadas como agentes de control biolégico comprenden menos del 10 % de la
poblacién total ( Schoroth, 1982 ).

Entre las bacterias que presentan alto potencial como agentes de control
biolégico se encuentran algunos géneros como: Actinoplanes, Agrobacterium,
Alcaligenes, = Amorphosporangium,  Arthrobacter, = Azotobacter, Bacillus,
Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Micromonospora, Pseudomonas,
Pasteuria, Cellulomonas, Rhizobium, Bradyrhyzobium, Serratia, Xantomonas y
Streptomices (Weller, 1988).

Broadbent et al. (1977) Sefalan que Bacillus spp. es una excelente
opcion para el control biolégico, ya que producen endosporas que son

altamente tolerantes al calor y a la desecacién.

Dentro de los microorganismos benéficos de la rizosfera se encuentran
aquellos que ademas de tener un efecto antagénico también promueven el

desarrollo de las plantas (Weller, 1988).

Colonizacién de la Raiz

La colonizacion de la raiz por bacterias implica que después de ser
introducida se distribuya a lo largo de la raiz, se propague y sobreviva aun
cuando exista la presencia de competidores de la microflora natural de la
rizosfera, sin embargo el transporte de la bacteria por la punta de la raiz es
algunas veces ineficiente y no siempre la punta queda y permanece colonizada
debida a la competencia con otras bacterias nativas del suelo (Bahme y
Schroth, 1987).

Howie et al. (1987) senalan que la colonizacion de las raices por las

bacterias ocurren en dos fases: durante la primera fase la bacteria se adhiere y
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se transporta sobre la elongacion de la punta de la raiz; en la segunda fase la
bacteria se extiende localmente y se desarrolla hasta los limites del nicho,

compitiendo con organismos nativos logrando sobrevivir.

Ahmad y Baker (1987) indican que la competencia en la rizosfera puede

dar la idea de la habilidad relativa que tenga la bacteria para colonizar la raiz.

Factores que Afectan la Colonizacion de la Raiz

Algunas de las causas por las que la bacteria no coloniza la raiz es
debido a la incapacidad que algunas ocasiones presentan para multiplicarse a

tiempo o lo suficiente para conservarse en la punta de la raiz (Foster, 1986).

El genotipo de la planta influye directamente en la cantidad y
composicion de la microflora en la rizésfera, debido a la diferencia de exudados

que presenta la raiz (Atkinson et al.,1975).

La percolacion del agua en el suelo ayuda al movimiento de la bacteria,
pero este movimiento se puede ver afectado por algunas caracteristicas del
suelo como tipo de suelo, la distribucion y tamario de los poros, el contenido de
agua y el pH; sin embargo también se puede ver afectado por las
caracteristicas de la bacteria como su forma, tamano, la carga electrostatica de

la membrana entre otras (Bahme y Schroth, 1987).

Suslow y Schroth (1982) mencionan que ciertas areas sobre la raiz tales
como conjunciones celulares y puntos de emergencia de raices laterales,
parecen ser favorecidas por la colonizacidn de algunas bacterias debido a los

abundantes exudados de esas areas.
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Competencia Bacterial en la Rizésfera

Elad y Chet (1987) indican que la competencia por nutrientes en la
rizosfera probablemente ocurre en la mayoria de las interacciones entre la

bacteria y el patégeno.

Las bacterias agentes de control biolégico en grandes poblaciones llegan
a disminuir la cantidad de carbdn y nitrégeno disponibles para la estimulacion
de esporas de hongos fitopatdogenos (Elad y Baker, 1985). Bowen y Rovira
(1976) afirman que los nutrientes son el factor limitante de la competencia entre
las bacterias durante la colonizacion de la rizosfera. Loper et al. (1985)
mencionan que existe menos competencia entre las bacterias nativas de la
rizosfera a pH acido. La exclusion del nicho es potencialmente un mecanismo

de antagonismo de las rizobacterias (Suslow, 1982, citado por Weller, 1988).

Dupler y Baker (1984) definen a una bacteria competente en la rizosfera
como aquella que se multiplica y sobrevive sobre la raiz a diferencia de una

bacteria incompetente que es rapidamente desplazada.

Otros Tipos de Control

Control Cultural

Ademas del control biolégico, son necesarias las practicas culturales
para prevenir y disminuir la enfermedad, aplicando la nivelacién del terreno para
evitar encharcamientos, buen control de riego, limpieza de embalses y canales
de riego, en parcelas infectadas conviene llevar a cabo desinfecciones para el
cultivo siguiente, siendo una buena opcion la solarizaciéon, sembrar semilla
certificada y/o desinfectada, usar plantas sanas y fuertes en el transplante,
realizar surcos altos, no realizar los transplantes profundos, rotacion de cultivos

y cuando se haya presentado la marchitez, aislar y quemar las plantas
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enfermas y la eliminacion total de los residuos (Laborde y Pozo, 1984; Gémez,
2000).

Algunos métodos de cultivo en ocasiones son utiles para disminuir el
nivel de infeccién sin embargo, el drenaje adecuado de los suelos es el mas

importante de todos (Romero, 1993).

Control Genético

La resistencia genética en plantas de chile constituye la solucion mas
practica, duradera y econdmica para el control de P. capsici, debido a que
existen reportes tanto en el extranjero como en nuestro pais de fuentes de
resistencia, que son factibles de incorporar a las variedades comerciales de
chile (Delgadillo, 1990).En ese sentido se han desarrollado variedades de chile
“criollos de morelos®, con alta resistencia y posibilidades de cruza con las
variedades comerciales, excepto el chile pasilla debido a la incompatibilidad con
variedades comerciales(Romero, 1993); asi mismo, la variedad criollo
Cuayucatepec, mulato bajio y L — 3015 presentan resistencia a P. capsici
(Mora, 1991).

La variacion patogénica de P. capsici existente en México es mas amplia
que en otros paises, debido a que la reaccion de susceptibilidad que presentan
las fuentes de resistencia extranjeras al ser inoculadas con las cepas de P.
capsici colectadas en las diversas zonas chileras del pais es mayor y a el
comportamiento resistente de la linea 29, evaluada por Mora en 1977 en Costa
Rica (Redondo, 1979).
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Control Quimico

El método de control para tales patégenos ha sido principalmente
mediante el uso de fungicidas, sin embargo, los resultados obtenidos no han

sido del todo satisfactorios ( Arnol, 1992 ).

Con relacion al control quimico de la enfermedad, se han obtenido
resultados muy contradictorios debido a la reducida efectividad que se tienen
con los fungicidas aplicados ya que las raices laterales se benefician muy poco
o nada (Burke y Baker, 1966; Arnold, 1992).

Bruin y Edginton (1980) evaluaron aislamientos de P. capsici “in vitro”
a dosis subletales de Metalaxil y observaron que los aislamientos desarrollaron

resistencia al fungicida.

En el caso de pudricion de raiz en chile la combinacion de metalaxil +
ditranon mostraron un prometedor control efectivo para Phytophthora capsici y

Antracnosis (Byong y Young, 1993).

De los productos efectivos para reducir la pudricion radical por
Fusarium y Rhizoctonia en los hipocotilos y raices jévenes los mas efectivos
han sido: Formaldehido, Benomilo, y TCMTB (Bolkan, 1980).

Ledon (1982) recomienda para el control de Rhizoctonia solani a
fungicidas como el Pentacloronitrobenceno 300 g/ha aplicando al fondo del

surco antes de la siembra, y Ftalimida 100 g/ha.

Garcia (1985) propone eliminar las plantas de chile que presenten los
sintomas de la enfermedad y en las cavidades dejadas por estas, aplicar sulfato

de cobre, hidroxido cuprico o caldo bordelés.
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Las aspersiones al follaje y dirigidas al cuello de la planta con Captafol 2
g/ It de agua, y Mancozeb, pueden ayudar al control de la enfermedad causada
por P. capsici; incluso antes del transplante, se puede sumergir la raiz en una
solucion fungicida antes de llevarlos al campo definitivo (Mendoza y Pinto,
1985).

Garcia (1980) indica como medidas preventivas de la enfermedad en el
almacigo, la fumigacion de este con formol al 4%, con vapam o con bromuro de

metilo.

El dafio del cultivo por Damping — off causado por Phythium. Fusarium,
Rhizoctonia 'y  Phytophthora spp. se redujo considerablemente con un
tratamiento a la semilla usando Thiram a una concentracion de 3 g / kg de

semilla (Hamouda,1988).



MATERIALES Y METODOS

Localizacion

La presente investigacion fue realizada en el invernadero del
Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio
Narro, localizado en Buenavista, Saltillo, Coahuila dentro de las coordenadas
geograficas 25 °© 23’ latitud norte y 101 ° 00" longitud oeste, a 1743 metros

sobre el nivel del mar (Mendoza, 1983).

Clima

El clima en el sitio experimental y de acuerdo a la clasificacion de
Kéepen modificada por Garcia (1973), se ubica dentro de la clasificacion del
tipo BS1KX" que corresponde a seco, semi-seco, templado con lluvias
escasas todo el afio, con un porcentaje de precipitacion invernal mayor de

18% con respecto al total anual y verano calido.
Temperatura

La temperatura media anual es de 17.1°C, con una precipitacion anual
de 450 - 500 mm y evaporacion media anual es de 1956 mm, la cual es
siempre mayor que la precipitacion media anual (Valadez 1994).

Para las condiciones del invernadero oscilaba una temperatura de 26 -
28 °C y humedad relativa del 60 % mismas que fueron controladas en relacién a

las condiciones externas.

Suelo
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El suelo fue esterilizado con bromuro de metilo, cubriéndolo por tres dias,
logrando con ello su esterilizacion con la finalidad de evitar la incidencia de

patdgenos extrafos externos al estudio.

Material Vegetativo

Se emplearon semillas de chile jalapefio variedad tampiquefio 74,

mismas que fueron adquiridas a partir de una empresa semillera.

Material Biologico

Se utilizaron ocho cepas nativas de Bacillus, aisladas de diferentes
regiones del pais, empleandose ademas una cepa comercial. El origen de las
cepas bajo estudio se muestran en la tabla 1. Los hongos bajo estudio fueron
Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, obtenidas de

la rizésfera de plantas de chile enfermas.

Tabla 1. Procedencia de las cepas bacterianas empleadas para el control

de la marchitez del chile bajo condiciones de invernadero

No. Cepa Cepa Procedencia

1.- CaM2 Cadereyta, N.L.
2.- BS Comercial

3.- EAO1 Ebano, S.L.P.
4.- EAQ5 Ebano, S. L. P.
5.- RE - 1703 | Hidalgo, Tamps.
6.- ELO1 Ebano, S.L. P.
7.- REO1 Hidalgo, Tamps.
8.- REO4 Hidalgo, Tamps.
9.- PCO1 Mante, Tamps.
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Establecimiento del Experimento

Siembra del almacigo

Se emplearon charolas de nieve seca de 120 cavidades, cuyo sustrato
fue la mezcla de ” peat mos “ con perlita, depositando dos semillas por cavidad.
Las charolas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero para la
germinacién y crecimiento de la plantula. Posteriormente se le adiciono
fertilizante foliar conteniendo N, P, K + Microelementos a una concentracion de

20 ml/ litro de agua.

Preparacion de Macetas

Se emplearon bolsas plasticas de color negro de 45 cm de altura por 30
cm de diametro ocupando un volumen de suelo estérii de 14 Kg por

maceta, transplantandose dos plantas por maceta.

Transplante

Este se realiz6 cuando las plantas alcanzaron una altura de 15 cm,
suficiente para iniciar el proceso de transplante a su respectiva maceta. Previo
a ello se dio un riego al suelo. Esta actividad se llevo a cabo junto con la

inoculacion de las cepas bacteriales.

Fertilizacion

Para esta practica se utilizd nutriente vegetal foliar a base de N, P, K +
Microelementos a una concentracion de 20 ml / litro de agua. Se realizaron
diferentes aplicaciones, una durante el almacigo, otra después del transplante y

la ultima durante la floracion.
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Preparacion de Fitopatégenos

Bacterias

Las cepas bacterianas empleadas en este ensayo fueron incrementadas
en cajas Petri, conteniendo agar nutritivo; se mantuvieron incubadas a 35 °C
por un periodo de 7 dias hasta obtener su completo desarrollo. Posteriormente,
se preparo una suspension de las mismas; para ello se le agregé a cada caja
Petri 20 ml de agua destilada estéril y se raspo la superficie del medio con una
varilla de vidrio, para lograr el desprendimiento de las bacterias, enseguida se
deposito esta suspension en matraces de 250 ml previamente esterilizados para
cada cepa. Una vez obtenida la suspension se realizé el conteo bacteriano con
la ayuda de un hematocimetro, con la finalidad de medir su concentracién y
realizar el ajuste necesario a la concentracion deseada que fue de 1 X 10°

bacterias / ml en una suspension de 100 ml.

Mezcla de Cepas

Cada cepa contenida en una suspension bacteriana de 100 ml fue
mezclada vertiéndola en un matraz de 1000 ml previamente esterilizado para
obtener una suspension bacteriana final de 800 ml a una concentracion de 1 x
108 u. f. c. La cepa comercial no fue mezclada y se utilizé como referencia de

testigo comercial, a la misma concentracion.

Hongos

Phytophthora capsici fue incrementado en medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA ) por 8 dias. Al cabo de ese tiempo se tomaron explantes
de 0.5 cm de diametro del margen del crecimiento vigoroso y se transfirieron
(cinco) a cada caja Petri (cuatro repeticiones) conteniendo 20 ml agua destilada

estéril a la que se le adicionaron 10 semillas de chile jalapeno (desinfectadas
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con cloralex al 1 % y enjuagadas con agua destilada estéril) para favorecer la
formacion de esporangios del patdégeno. Estas cajas se mantuvieron a
temperatura ambiente y luz continua por 13 dias. En seguida, el agua y los
explantes del hongo de las cuatro repeticiones se concentraron a un matraz de
250 ml, agitandose el contenido por 3 h obteniéndose una concentracion de

743,333 esporangios / ml.

Para las cepas de Fusarium, la siembra se efectu6 en cajas Petri
conteniendo PDA, incubandolo a 24 °C durante 10 dias. Al cabo de este tiempo
se obtuvieron cinco explantes de 0.5 cm de diametro depositandolos en un
matraz de 250 ml conteniendo 175 ml de agua destilada, el que se paso al
agitador durante 3 h para luego realizar el conteo obteniendo una suspension a

una concentracion de 555, 000 esporas / ml.

Para el caso de Rhizoctonia solani la siembra fue efectuada en cajas
Petri conteniendo PDA, incubandolo a 24 °C durante 5 dias debido a que se
esperaba que las otras cepas estuvieran listas para la inoculacion ya que
Rhizoctonia no esporula, simplemente desarrolla micelio de crecimiento rapido y
vigoroso. El contenido de una caja Petri se fragmentd con un bisturi y se virtio a
un matraz de 250 ml con 175 ml de agua destilada estéril y se macerd en una

licuadora por 3 min.

Diseifio Experimental

Se establecié un disefio experimental completamente al azar con seis
tratamientos y cinco repeticiones. Los resultados fueron evaluados por analisis
de varianza en donde los datos fueron transformados por Vx+1 para incidencia
y x+1 para severidad, la comparacion de medias fue por la prueba de Diferencia
Minima Significativa (P=0.05). Cada repeticién consistio de una maceta con 14
kg de suelo estéril y dos plantas de chile. Los tratamientos se localizan en la
tabla 2.



31

Tabla 2. Tratamientos estudiados para determinar el efecto
antagénico de la mezcla de ocho cepas de Bacillus spp. en la regulacion

de la marchitez del chile bajo condiciones de invernadero.

Tratamientos Productos
T Mezcla de bacterias + Hongos
T2 Mezcla de bacterias sin Hongos
T3 Bacterias ( comercial ) + Hongos
T4 Bacterias ( comercial ) sin Hongos
T5 Hongos
T6 Testigo

Inoculacion de las Bacterias

La inoculacion de las bacterias se efectud después de haber preparado
la suspension bacteriana. Para esto se emplearon los 800 ml de la mezcla
bacteriana citada anteriormente a la concentracion de 1 X 10® bacterias / ml, se
sumergieron las raices de las plantas a transplantar por un periodo de 5
minutos. Enseguida se realizo el transplante en los tratamientos
correspondientes. Para la inoculacion de la cepa comercial, se realizé el mismo

procedimiento a la misma concentracion que la mezcla de bacterias.

Se realizé una segunda inoculacion, 10 dias después de la primera, que
consistid en aplicar sobre la base del tallo 10 ml de suspension bacteriana por
planta, empleando una pipeta. La mezcla de cepas fue nuevamente preparada
conteniendo la misma concentracién y dilucion que en la primer inoculacion, al

igual que en la cepa comercial.
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Hongos

La inoculacion de los hongos se llevd a cabo 17 dias después del
transplante; inoculandose todas las cepas de hongos Phytophthora capsici,
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, de acuerdo a los tratamientos
sefalados en la tabla 2. Para este proceso se depositd la suspension del
patdégeno a la concentracion sefalada anteriormente directamente a las raices
descubiertas, aplicandose 5 ml de suspension por planta a tratar con la ayuda

de una pipeta.

Durante la inoculacion, Phytophthora capsici contenia una
concentracion de 743,333 esporangios / ml 'y Fusarium oxysporum 555, 000
esporas / ml, mismos que fueron contabilizados con el hematocimetro al
efectuarse la preparacion. Para el caso de Rhizoctonia solani, se empleo solo
micelio fragmentado debido a que el hongo no produce esporas, no

contabilizandose el numero de propagulos por ml.

Parametros Estudiados

Los parametros estudiados se tomaron a los 137 dias después del
transplante. Para ello, el contenido de las macetas fue obtenido tratando de no
destruir el sistema radicular; se desprendio el suelo y se depositaron las plantas
de cada maceta en bolsas de papel dextrasa de 5 kg de capacidad marcandose
en su exterior el numero de tratamiento y repeticion. Dichas bolsas se
trasladaron inmediatamente al laboratorio de fitopatologia para el estudio

correspondiente.
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Longitud de Raiz

Este dato fue obtenido una vez lavada las raices con agua corriente. La
lectura consistido en medir de la base del tallo hasta la parte terminal de la raiz,

sin danar su sistema radical.

Peso seco de Raiz

Las raices de plantas de cada unidad experimental se lavaron
cuidadosamente en agua corriente para eliminar impurezas y se dejaron secar
por una hora sobre las mesas de trabajo del laboratorio, posteriormente fueron
colocadas en una estufa durante 72 horas a 70° C para después tomar las

lecturas correspondientes.
Diametro de Tallo

Esta evaluacion se llevo acabo por medio del instrumento de medicion
denominado pie de rey, obteniendo con ello los datos correspondientes de cada
planta.
Altura de Planta

Para evaluar este parametro se hizo el uso de una regla de 60 cm de
longitud, tomando con ello la lectura correspondiente de la base del tallo hasta
la parte apical de la planta.

Numero de frutos

Todos los frutos fueron cosechados y contabilizados para el analisis de

este parametro.
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Peso de Frutos

La actividad correspondiente a esta evaluacidén, consisti6 en pesar
todos los frutos de cada planta por tratamiento y por repeticion obteniéndose asi

los resultados de este estudio.
Incidencia

Para el estudio de esta variable se contabilizaron el total de plantas
enfermas y sanas en base a las condiciones de la misma, para posteriormente
aplicar el analisis estadistico correspondiente.
Severidad

Para la evaluacion de este parametro se contabilizaron las plantas en
relacion al indice de enfermedad de acuerdo a la tabla 3 (Arbelaez y Calderén,
1992). Posteriormente los resultados obtenidos fueron analizados

estadisticamente.

Tabla 3. Escala de indice de la enfermedad utilizados en la evaluacion

Indice de la enfermedad Sintomatologia

Planta sana

Sintoma en el tercio inferior de la planta

Sintoma en el tercio medio de la planta

Sintoma en el tercio superior de la planta

A W N = O

Planta muerta




RESULTADOS Y DISCUSION

El resultado de los tratamientos efectuados por la aplicacion de la
mezcla de cepas nativas de Bacillus spp. contra la marchitez del chile muestra
efectos significativos (p = 0.05) sobre la incidencia y severidad, asi como en

otras variables evaluadas.

Longitud de Raiz

La longitud de raiz varia de 22.0 cm en el tratamiento inoculado con
hongos a 53.80 cm en el tratamiento con hongos mas la mezcla de bacterias
(tabla 4). El analisis de varianza muestra diferencia significativa entre
tratamientos (tabla 2 del apéndice ). La prueba de medias indica que la longitud
de raiz se incrementa significativamente en los tratamientos con las plantas que
contienen la mezcla de bacterias con hongos y la mezcla de bacterias sin
hongos en relacién a el resto de los tratamientos. Los resultados indican que
obtenemos un 244.54% de incremento en la longitud de raices cuando se les
aplica la mezcla de bacterias. En los resultados mostrados en la tabla 4
podemos observar que no existe diferencia estadistica en la longitud de raices
en los tratamientos con bacteria comercial con hongos, la bacteria comercial
sin hongos y plantas sin hongos y sin bacterias. Lo anterior demuestra que los
tratamientos con la mezcla de bacterias presentan efecto significativo sobre el
crecimiento de la longitud de raiz en las plantas, mientras que la bacteria

comercial no produce el mismo efecto sobre el crecimiento de raices.

Peso seco de Raiz

El peso seco de raiz varia de 1.15 gr en el tratamiento inoculado con

hongos a 7.50 gr en el tratamiento con hongos mas la mezcla de bacterias
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Tabla 4. Efecto de la mezcla de bacterias del género Bacillus spp. en diferentes variables agronémicas en plantas de chile

bajo condiciones de invernadero

Tratamientos | Longitud % Peso % |®ddetallo| % Altura % Numero % |Peso de| %

de raiz seco de (cm) de de frutos frutos

raiz planta

T1 Bacterias + |53-80 A 244.50 [7.50 A 646.55 | 0.68 A 200.00 |[40.40 A 187.91 [12.80 A 182.86 [35.65AB | 435.82
Hongos
T2 Bacterias 46.40 A 210.91 | 6.62 AB 570.68 | 0.65 AB 191.18 | 37.60 AB 174.88 | 7.00 A 100.00 | 40.82 A 499.02
T3 Bacterias | 30-20 B 137.27 [2.34CD  [201.72 [0.49 CD 144.12 | 26.50 C 123.25 [10.20 A 145.71 [10.48 BC | 128.12
(comercial) +
Hongos
T4 Bacterias | 26.60 BC 120.91 [1.40 D 120.69 | 0.43 DE 126.47 [2350C | 109.30 |4.20 A 60.00 [2.40C 29.34
(comercial)
T5 Hongos 22.00C 100.00 |{1.15D 100.00 |0.34 E 100.00 | 21.50 C 100.00 | 7.00 A 100.00 | 8.18 BC 100.00
T6 Testigo 34.00B 1545 |4.38BC 377.59 | 0.56 BC 164.70 | 34.70 B 161.39 | 9.00 A 128.5 | 34.86AB 426.16
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(tabla 4). El analisis de varianza muestra diferencia significativa entre
tratamientos (tabla 4 del apéndice). La prueba de medias indica que la mezcla
de bacterias con hongos y la mezcla de bacterias sin hongos producen mayor
efecto sobre el peso seco de raices en comparacion con los otros tratamientos
evaluados. Los resultados indican que obtenemos un 646.55% de incremento
en el peso seco de raices cuando se les aplica la mezcla de bacterias. En los
resultados sefalados en la tabla 4 podemos observar que no existe diferencia
estadistica en el peso seco de raices entre los tratamientos con bacteria
comercial mas hongos, bacteria comercial sin hongos y el tratamiento inoculado
con hongos. Lo anterior indica que la bacteria comercial no produce efecto
significativo sobre el incremento del peso seco de raices, mientras que la

mezcla de bacterias si produce incremento en el peso seco de raices.

Diametro de Tallo

El didmetro de tallo varia de 0.34 cm en el tratamiento inoculado con
hongos a 0.68 cm en las plantas inoculadas con hongos mas la mezcla de
bacterias (tabla 4). El analisis de varianza muestra diferencia significativa entre
los tratamientos evaluados ( tabla 6 del apéndice). La prueba de medias indica
que la mezcla de bacterias con hongos y la mezcla de bacterias sin hongos son
los tratamientos que presentan estadisticamente el mayor diametro de tallo y
fueron diferentes a las plantas tratadas con bacteria comercial sin hongos,
bacteria comercial con hongos y al tratamiento inoculado con hongos debido a
que mostraron menor diametro de tallo. Los resultados indican que obtenemos
un 200% de incremento en el didmetro del tallo cuando se le aplica la mezcla de
bacterias. En los resultados sefialados en la tabla 4 podemos observar que no
existe diferencia estadistica en el diametro del tallo en los tratamientos con
bacteria comercial sin hongos y en el tratamiento inoculado con los hongos. Lo
anterior demuestra que la bacteria comercial no presenta efecto sobre el
diametro del tallo, mientras que la mezcla de bacterias si causan efecto sobre

la misma.
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Altura de Planta

La altura de planta varia de 21.5 cm en el tratamiento inoculado con
hongos a 40.4 cm en el tratamiento con hongos mas la mezcla de bacterias
(tabla 4).El analisis de varianza muestra diferencia significativa entre
tratamientos (tabla 8 del apéndice). La prueba de medias indica que la mezcla
de bacterias con hongos y la mezcla de bacterias sin hongos inducen
estadisticamente mayor altura de planta que el resto de los tratamientos. Los
resultados indican que obtenemos un 187.91% de incremento en la altura de las
plantas cuando se les aplica la mezcla de bacterias. En los resultados
mostrados en la tabla 4 podemos observar que no existe diferencia estadistica
en la altura de plantas en los tratamientos con bacteria comercial mas hongos,
bacteria comercial sin hongos y el tratamiento inoculado con hongos. Lo
anterior implica que la bacteria comercial de Bacillus subtilis no presenta efecto
sobre la altura de planta, mientras que la mezcla de bacterias del género
Bacilus ( de suelos nativos del Noreste de México) en plantas inoculadas y no
inoculadas con hongos si induce una respuesta positiva en el crecimiento de la

planta.

Numero de Frutos

El numero de frutos producidos fueron de 4 a 12 (tabla 4). El analisis de
varianza (tabla 10 del apéndice) muestra que no existe diferencia significativa
entre los tratamientos evaluados. Los resultados indican que los tratamientos
efectuados con bacterias tanto la comercial como la mezcla del género Bacillus
no producen efectos significativos sobre el numero de frutos en las plantas
(tabla 4).

Peso de frutos

El peso de frutos varia de 2.40 gr en el tratamiento con bacteria

comercial sin hongos a 40.82 gr en el tratamiento sin hongos mas la mezcla de
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bacterias (tabla 4). El analisis de varianza muestra diferencia significativa entre
los tratamientos (tabla 12 del apéndice). La prueba de medias indica que la
mezcla de bacterias sin hongos y la mezcla de bacterias con hongos inducen
estadisticamente mayor peso de los frutos que el resto de los tratamientos. Los
resultados indican que obtenemos un 499.02% de incremento en el peso de
frutos cuando se les aplica las bacteria bajo estudio. En los resultados
mostrados en el tabla 4 podemos observar que no existe diferencia estadistica
en el peso de frutos en los tratamientos con bacteria comercial mas hongos,
bacteria comercial sin hongos y el tratamiento inoculado con hongos. Lo
anterior implica que la bacteria comercial no produce efecto sobre el peso de
frutos, mientras que la mezcla de bacterias si produce una respuesta positiva

en el incremento del peso de frutos.

Incidencia

La incidencia de la enfermedad en las plantas inoculadas con los hongos
varia del 30% cuando se les aplica la mezcla de bacterias al 50% cuando se
trataron con la bacteria comercial (tabla 5). El analisis de varianza indica que
existe diferencia significativa entre tratamientos (tabla 14 del apéndice). La
prueba de medias indica que la incidencia en el tratamiento con la mezcla de
bacterias es estadisticamente inferior a el tratamiento con la bacteria comercial
y al tratamiento inoculado con hongos. Lo anterior indica que la mezcla de
bacterias si produce una respuesta positiva al reducir la incidencia de la

enfermedad.

Severidad

La escala de severidad de la enfermedad en las plantas inoculadas con
hongos varia de 1.6 al aplicar la mezcla de bacterias a 2.8 cuando se les aplicé
la bacteria comercial y 3.8 en el tratamiento sin aplicaciones de bacterias (tabla

5). El analisis de varianza indica que existe diferencia significativa entre
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tratamientos (tabla 16 del apéndice). La prueba de medias indica que la
severidad en el tratamiento con la mezcla de bacterias aplicada a plantas
inoculadas con hongos es estadisticamente menor al el tratamiento con bacteria
comercial y al tratamiento sin aplicaciones de bacterias. Esto indica que la

mezcla de bacterias reduce la severidad de la enfermedad.

Tabla 5. Evaluacion de la incidencia y severidad sobre el efecto de la
mezcla de bacterias del género Bacillus spp. en plantas de chile bajo
condiciones de invernadero

Tratamientos Incidencia (%) Severidad
T1 Mezcla de 30B 1.6 C
Bacterias +

Hongos

T2 Mezcla de 0C 1.0D
Bacterias

T3 Bacterias 50 A 2.8B
(comercial) +

Hongos

T4 Bacterias 0C 1.0D
(comercial)

T5 Hongos 50 A 3.8A
T6 Testigo 0C 1.0D

El incremento en el desarrollo de las plantas observado en nuestro
estudio, posiblemente sea debido al mejor crecimiento y desarrollo de raices,
producto de los microorganismos benéficos inoculadas a la raiz, que ademas
de tener un efecto antagénico también promueve el desarrollo de las plantas
como pueden ser horticolas, ornamentales, forestales. Merrieman et al. (1975)
probaron el efecto de siete organismos antagdnicos en plantas desarrolladas de
chile en suelos estériles; entre ellos destaca Bacillus subtilis; ademas, el

comportamiento de éstos tratamientos pudo haber sido por la competencia que
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existe en nutrientes entre los microorganismos (Elad, 1987; Bowers, 1990). Asi
mismo, los buenos resultados obtenidos por la aplicaciéon de la mezcla de
bacterias pudieran deberse a la capacidad de adaptabilidad que presentaron
dichos microorganismos en la rizésfera (Dupler,1984; Ahmad, 1987) o a las
condiciones del suelo utilizado en el estudio y al tipo de cultivo. Olivares (1993)
menciona que Bacillus subtilis inhibié a Phytophthora, Fusarium, Rhizoctonia y
Alternaria en condiciones de invernadero al aplicar sobre semillas certificadas;
Casarrubias (1992) reporta que la marchitez del chile causada por Fusarium,
Rhizoctonia, Phytophthora y Pythium se redujo al inocular Bacillus subtilis a la
semilla. Finalmente se puede decir que las bacterias poseen un gran potencial
para ser empleados como agentes de biocontrol en las enfermedades de los
cultivos causadas por agentes fitopatégenos, pudiendo lograr la reduccion de
éstos debido a la accién antagonica que poseen. Por esta razén las cepas de
Bacillus spp. constituyen una alternativa mas como organismo biocontrolador de
fitopatdgenos ademas de ocasionar efectos colaterales beneficiosos como la
disminucién tanto en el uso de fungicidas, como de costos en produccion y
reduccion de la contaminacién del medio ambiente particularmente en suelo y

agua.



CONCLUSIONES

1.- La mezcla de bacterias del género Bacillus presenta un efecto significativo
en la promocion y desarrollo de las plantas de chile inoculadas con estas bajo

condiciones de invernadero.

2.- La mezcla de bacterias del género Bacillus inducen estadisticamente mayor
longitud de raiz, peso seco de raiz, altura de planta, diametro de tallo y peso de

fruto.

3.- La mezcla de bacterias del género Bacillus no promueve estadisticamente

mayor numero de frutos.

4.- La mezcla de bacterias del género Bacillus reduce la incidencia de la

marchitez en plantas de chile.

5.- La mezcla de bacterias del género Bacillus disminuye el indice de severidad

de la marchitez en plantas de chile.
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APENDICE



Tabla 1. Longitud de raiz en los tratamientos evaluados

TRATA.
1 54.00 63.00 59.00 48.00 45.00
2 4500 43.00 52.00 47.00 45.00
3 31.00 23.00 38.00 29.00 30.00
4 2200 28.00 15.00 38.00 30.00
5 20.00 14.00 32.00 24.00 20.00
6 40.00 36.00 28.00 30.00 36.00

Tabla 2. Analisis de
evaluados

53

varianza de la longitud de raiz en los tratamientos

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS &5  3727.500000  745.500000 18.7155 0.000
ERROR 24 956.000000 39.833332

TOTAL 29  4683.5000

CV.= 17.78 %



54

Tabla 3. Peso seco de raiz en los tratamientos evaluados

TRATA.
1 887 853 987 571 4.52
2 299 385 730 1199 6.99
3 200 100 363 199 3.10
4 062 110 042 162 3.26
5 081 058 1.09 196 1.35
6 901 404 291 275 3.21

Tabla 4. Analisis de varianza del peso seco de raiz en los tratamientos

evaluados

FV GL SC

CM F P>F

TRATAMIENTOS 5§ 183.920685
ERROR 24 109.246155
TOTAL 29 293.16684

CV.= 5467 %

36.784138 8.0810  0.000
4.551923
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Tabla 5. Diametro de tallo en los tratamientos evaluados

TRATA.
1 070 0.75 0.70 0.62 0.62
2 060 065 070 0.65 0.65
3 045 035 060 045 0.60
4 040 040 035 045 0.55
5 030 020 035 040 0.45
6 070 055 055 050 0.50

Tabla 6. Analisis de varianza del diametro de tallo en los tratamientos evaluados

FV

TRATAMIENTOS

ERROR
TOTAL

29

CV.= 1510 %

SC

0.426750
0.150749
0.577499

CM F P>F

0.085350 13.5881 0.000
0.006281



Tabla 7. Altura de planta de los tratamientos evaluados

TRATA.
1 4150 43.00 4550 38.00 34.00
2 3650 36.50 4250 3550 37.00
3 2650 2150 30.00 26.50 28.00
4 18.00 27.00 16.50 25.50 30.50
5 2450 1750 24.00 20.50 21.00
6 36.50 4050 3750 29.50 29.50

Tabla 8. Analisis de
evaluados

FV GL
TRATAMIENTOS 5§
ERROR 24
TOTAL 29

CV.= 13.74 %

56

varianza en la altura de planta de los tratamientos

1559.099609
427.201172

SC

1986.300781

CM

311.819916
17.800049

F

17.5179

P>F

0.000
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Tabla 9. Numero de frutos en los tratamientos evaluados

TRATA.
1 8.00 20.00 6.00 17.00 13.00
2 1200 14.00 2.00 5.00 2.00
3 6.00 6.00 13.00 2.00 24.00
4 3.00 5.00 2.00 7.00 4.00
5 4.00 1.00 8.00 14.00 8.00
6 15.00 400 6.00 9.00 11.00

Tabla 10. Analisis de varianza del nimero de frutos en los tratamientos

evaluados

FV GL SC
TRATAMIENTOS 5 222.566406
ERROR 24 752.400146
TOTAL 29 974.966553
C.V.= 66.92%

CM F P>F
44513283 14199  0.252
31.350006
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Tabla 11. Peso de frutos en los tratamientos evaluados

TRATA.
1 3250 80.10 15.05 16.80 33.80
2 87.50 90.80 5.00 7.00 13.80
3 5.50 4.00 11.70 420 27.00
4 3.00 2.00 2.00 3.00 2.00
5 6.40 3.80 400 16.00 10.70
6 5250 7.00 5150 34.80 28.50

Tabla 12. Analisis de varianza del peso de frutos en los tratamientos evaluados

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 5§ 7068.660156 1413.732056 2.7151 0.044
ERROR 24 12496.646484 520.693604

TOTAL 29 19565.306641

CV.=103.42 %
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Tabla 13. Incidencia de la enfermedad en los tratamientos evaluados

TRATA.
1 0.00 1.00 0.00 1.00 1.00
2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Con datos modificados (Vx+1)

TRATA.
1 1.00 7.14 1.00 714 7.14
2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
3 7.14 7.14 714 714 7.14
4 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
5 7.14 7.14 714 714 7.14
6 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Nota. Los datos originales fueron transformados a Vx+1 para poder aplicar el analisis

estadistico.

Tabla 14. Analisis de varianza de la incidencia de la enfermedad en los

tratamientos evaluados

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 5 232.480957 46.496193 24.6667 0.000
ERROR 24 45.239441 1.884977

TOTAL 29 277.720398

CV.= 3751 %
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Tabla 15. Severidad de la enfermedad en los tratamientos evaluados

TRATA.

1 0.00 1.00 0.00 1.00 1.00
2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 1.00 3.00 200 200 1.00
4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 3.00 3.00 200 3.00 3.00
6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Con datos modificados ( x+1)

TRATA.

1 1.00 200 1.00 200 2.00
2 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
3 200 400 3.00 3.00 2.00
4 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
5 400 400 3.00 4.00 4.00
6 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Nota. Los datos originales fueron transformados a x+1 para poder aplicar el analisis

estadistico.

Tabla 16. Analisis de varianza de la severidad de la enfermedad en los

tratamientos evaluados

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 5 34.666664 6.933333 34.6666 0.000
ERROR 24 4.800003 0.200000

TOTAL 29 39.466667

C.V.= 2396 %



