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INTRODUCCION

La produccion de chile a escala mundial se localiza principalmente en China,
México, Turquia, Espafia, Estados Unidos, Nigeria e Indonesia.

México es la region del mundo en donde se produce no solo el mayor volumen
de chile en fresco, sino ademéas el mayor niumero de variedades. La superficie
sembrada oscila en alrededor de 144,109.63 ha, obteniéndose un volumen de
produccion de un millén de toneladas de frutos frescos y 100 mil ton en seco. El chile
serrano tiene su mayor produccion en los estados de Veracruz, Tamaulipas, San Luis
Potosi, Nayarit, Jalisco y Guanajuato (Calixto, 2009; SIAP 2009).

Uno de los principales problemas de la agricultura sustentable es el control de
enfermedades, plagas y malezas. Entre las enfermedades fungosas mas importantes
por el dafio causado a esta hortaliza destacan las ocasionadas por Fusarium
oxysporum Yy Rhizoctonia solani, ya que pueden disminuir mas del 50% de
rendimiento en el campo; debido a la pudricién radical y lesiones necroéticas
extensivas en el tallo, lo que finalmente ocasiona la muerte de la planta. (Hernandez,
et al., 2005).

El uso inadecuado e indiscriminado de quimicos como los fungicidas y
fertilizantes, ha generado serios problemas de contaminacion ambiental, toxicidad y
resistencia de enfermedades en el caso de fungicidas. Ello ha motivado a la
bdsqueda de otros métodos efectivos y no perjudiciales para combatir patégenos e
inductores de desarrollo de plantas. Una respuesta positiva y concreta a la campafa
mundial de limpieza del planeta es la utilizacion de microorganismos antagonicos
competitivos para la proteccion de los cultivos de los patégenos fangicos del suelo.
En particular, el uso de especies del género Trichoderma y Bacillus que han
merecido la atencion y su uso ha sido ampliamente documentado como agentes de
biocontrol, promotores de crecimiento y resistencia de cultivos (Garcia et al., 2006)
esto ha motivado que en la actualidad se le otorgue mayor importancia al control
bioldgico ya que permite el uso de menores cantidades de plaguicidas y en algunos

casos de fertilizantes (Harman, 2000; Fernandez, 2001).
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La agricultura orgéanica 6 ecolégica ha adquirido gran importancia en las
Gltimas décadas, ya la produccion actual de alimentos se busca que estos se
encuentren libres de residuos téxicos que ponen en riesgo la salud humana, ademas
de la mayor concientizacion de la necesidad de proteger al medio ambiente; aunado
a ello el costo de produccion agricola se incrementan por la aplicacion de fertilizantes
cada vez mas caros. La produccién organica se caracteriza por la no utilizacion de
productos de sintesis quimica en los sistemas de produccion agricola, sino solo

insumos naturales y practicas agroecolégicas (Harman, 2000; Vazquez, 2009).

Durante la década pasada se ha impulsado en la agricultura el uso de
polimeros naturales como protectantes de bacterias promotoras de crecimiento. La
microencapsulacién con biopolimeros protege a los microorganismos de diferentes
factores ambientales como el estrés y permite a la célula continuar con su desarrollo
y metabolismo; estos microorganismos son liberados gradualmente cuando el
biopolimero es degradado por la humedad y el pH del suelo (Yabur et al., 2006). El
alginato es un biopolimero que se presenta como una mezcla de sales insolubles de
calcio, sodio, potasio y magnesio que se encuentra en las algas cafés
(Phaeophyceae) que es usado para encapsular (Arvizu et al., 2002).

La microencapsulacion de microorganismos antagonistas ha demostrado su
efectividad en el control de fitopatogenos de algunos cultivos; representan una
alternativa viable para ser evaluados como formulaciones de agentes de control
biolégico para disminuir la incidencia y severidad de las enfermedades (Hernandez,

2008). Por lo anteriormente sefialado se plantean los siguientes objetivos.

1. Elaborar un producto biolégico a base de Bacillus subtilis y Trichoderma
asperellum en una presentacién solida (microcapsulas) usando como

medio solidificante el biopolimero alginato.

2. Comparar la efectividad de las microcapsulas (MIC’s) de Bacilus subtilis y
Trichoderma asperellum con una suspension de Bacillus subtilis vy
Trichoderma asperellum en el control de Fusarium oxysorum y Rhizoctonia

solani.



3. Comparar la efectividad de las microcapsulas (MIC's) de Bacillus subtilis y
Trichoderma asperellum con una suspension de Bacillus subtilis vy

Trichoderma asperellum en la promocion y desarrollo de plantas de chile.

Palabras Clave: Control Bioldgico, Microencapsulacion, Desarrollo, Antagonismo.



REVISION DE LITERATURA
El Cultivo del Chile y su Importancia

En México el chile es uno de los cultivos horticolas mas importantes y el de
mayor consumo popular, especialmente en estado fresco, aunque también se
consume procesado en forma de salsas, polvos y encurtidos. En nuestro pais existe
una gran diversidad de chiles de diferentes tipos en cuanto a forma, sabor, color y
tamafo (Monreal, 2008). En México hay especies no presentes en otros lugares del
mundo, por lo que es considerado centro de origen del género Capsicum especie

annuum (Baltazar, 1995).

El volumen de produccion mundial de chiles y pimientos superd 30 millones de
ton en 2009, con los rendimientos mas significativos en China y México como
segundo lugar, seguido por Turquia, Indonesia, Espafia y EUA (Productores de
Hortalizas, 2010). Nuestro pais logré exportar en el afio 2008 mas de 225 mil ton
(INEGI, 2008).

El chile es uno de los vegetales mas importantes en México, en area
sembrada y valor econ6mico para exportacion. La gran variacion en climas y
condiciones para su desarrollo que va del nivel del mar a los 2000 msnm permite
tener produccion tanto para consumo local, como para exportacion durante todo el
afio (Baltazar, 1995). Casi todos los tipos de chile son muy rendidores y por tanto
econémicamente importantes; esto nos lleva a considerar y poner en practica todas
aquellas medidas de proteccién que favorezcan el rendimiento maximo del cultivo
(Laborde y Pozo 1982).

Clasificaciéon Taxondmica del Chile

El chile pertenece a la familia Solanaceae y al género Capsicum. A la misma
familia botanica pertenecen también otras plantas importantes en la alimentacion,

como el jitomate, la papa, el tomate y la berenjena, asi mismo comparten



enfermedades y plagas que atacan a los cultivos anteriormente mencionados (Pozo,
1981).

Descripcién taxondmica (Mendoza, 2006).
Division: Angiospermae
Clase: Dycotyledoneae
Subclase: Metachlamydeae
Orden: Tubiflorae
Familia: Solanaceae
Género: Capsicum

Especie: Annuum

Descripcion Botanica

La descripcién botanica del genero Capsicum comprende hierbas anuales o
perennes y frutescentes; mucha veces las ramas son divaricadas, provistas de hojas
solitarias, con limbo entero senuado, plano o redondo, pedunculadas; las flores
pueden ser solitarias 0o compuestas y axilares o formando cimas; el caliz es
ciatiforme o campanulado, persistentes con cinco sépalos, total o parcialmente
unidos, la corola es rotada, de color blanco o violaceo, con tubo muy corto provisto
de cinco a seis loculos imbricados; los estambres en nimero de cinco a seis; estan
insertados en tubo de la corola. Los filamentos son muy cortos, las anteras tienen
l6culos paralelos y dehiscencia longitudinal. El ovario tiene dos o tres lI6bulos apenas
marcados; el fruto es una baya poco jugosa, inflada, oblonga, coloidal o subglobosa,
con dos o tres léculos incompletos y placentas poliespermicas; puede ser erecta o
pendulosa y cuando madura adquiere sucesivamente diferentes coloraciones:

amarilla, anaranjada, roja y café-rojizo; las semillas son subreniformes, muy



comprimidas, con testa reticulada rugosa, embribn redondeado hemiciclico; la

periferia del albumen es carnosa (Pinto, 1966).
Condiciones que Favorecen al Cultivo
Climaticas

El cultivo se adapta muy bien a altitudes de 0 hasta 2,300 msnm, se desarrolla
bien a temperaturas de 15° a 30 °C, a temperaturas mayores la formacién de frutos
es minima. La temperatura Optima del suelo para germinacion es de 18-30 °C, la
humedad relativa 6ptima es de 70 a 90%. El cultivo requiere precipitaciones pluviales
de 600 a 1200 mm. Las lluvias intensas durante la floracion ocasiona la caida de flor
por golpe de agua y mal desarrollo de frutos y durante la fructificacibn ocasiona
pudriciones por algunos hongos, una sobredosis de agua induce al desarrollo de

enfermedades fungosas en la planta (Orellana et al., 2007).

Este cultivo es de dias cortos, ya que su floracion es mejor y mas abundante,
se exige un fotoperiodo de 12 a 15 h por dia, en plantula es un cultivo tolerante a la
sombra, en semillero la utilizacion de hasta un 55% de sombra aumenta el tamafio
de las plantas lo que favorece la produccién en el campo de mayor numero de frutos

de tamafo grande (Orellana et al., 2007).

Hidricas y Edéaficas

El suelo debe satisfacer una lamina de agua total entre 900 y 1,200 mm por
ciclo de cultivo desde el trasplante hasta el ultimo corte comercial. Se puede sembrar
en suelos de textura ligera a intermedia: franco arenosos, profundos y fértiles, con
buena retencion de agua y buen drenaje, Con un pH de 5.5 a 7.0, (Orellana et al.,
2007).



Plagas del Cultivo

Controlar las plagas es factor importante para una buena produccion, entre las
principales se encuentran; el pulgon (Rhophalosiphune maidis y Myzus persicae),
barrenillo del chile (Anthonomus eugenii), minador de la hoja (Liriomyza spp.),
mosquita blanca (Bemisia tabaci y Trialeurodes vaporariuorum), chinche verde
(Nezara viridula), trips de las flores ( Frankliniella occidentalis), gusano del fruto
(Heliothis zea), gusano soldado (Spodoptera exigua), gusano medidor (Chrysodeixis
chalcites), gusano trozador (Agrotis spp.), gusano falso medidor (Trichoplusia ni),
pulga saltona (Epitrix cucumeris), diabrotica (Diabrotica spp.) y acaros como arafia
roja (Tetranychus urticae) ( Soria, 1993; Agricola Nayarit, 2005; INIFAP, 2010).

Dafios Causados por Enfermedades

En México, la produccién del cultivo es afectada por diversos organismos
patégenos causantes de siniestros parciales o totales, dentro de estos se encuentran
hongos, bacterias, virus y nematodos cuyos dafios pueden variar de acuerdo en la
regién donde se ubiquen (Avelar, 1989; Guigon et al., 2001; Ruiz et al., 2001). Como
consecuencia algunas regiones productoras importantes han disminuido la superficie

de siembra o la produccién se ha desplazado a nuevas areas (Avelar, 1989).

Es reconocida la susceptibilidad de los diferentes tipos de chile a numerosas
enfermedades que afectan la calidad y los rendimientos, llegando a causar
cuantiosas pérdidas (Guigon et al., 2001).

Frecuentemente en México se aislan hongos fitopatdgenos como Fusarium
spp. (67%) y Rhizoctonia solani (42%), mientras que Phytophthora capsici se aisla en
una proporcion muy baja, otros autores mencionan enfermedades como
Stemphylium solani, Sclerotium rolfsii, Pythium spp., Xanthomonas vesicatoria,
Cercospora capsici. Nematodos como Nacobbus aberrans y Meloidogyne spp. virus
como el rizado amarillo también conocido como geminivirus y enchinamiento, virus
jaspeado de tabaco, virus mosaico del tabaco, virus mosaico del pepino los cuales

son transmitidos por mosquita blanca y pulgén verde; y el virus permanente el cual



es trasmitido por el pulgon saltador o Paratrioza. (Rico et al., 2001; Rico, 2002;
Alvarez y Delgadillo, 2004; Gonzales et al., 2004; Agricola Nayarit, 2005; Guillen et
al., 2006; INIFAP, 2010).

Rhizoctonia solani

Es un hongo que dafia un amplio rango de hospederos que incluye a frutales,
hortaliza, ornamentales, forestales, cultivos basicos y otros, ocasionando cuantiosas
pérdidas (Valdez, 1993, citado por Plasencia, 2008).

Condiciones Favorables a Rhizoctonia solani

El hongo R. solani es un habitante natural del suelo. Como resultado de su
colonizacion saprofitica o parasitica, sus propagulos (micelio y esclerocios)
sobreviven en el suelo independientemente y en asociacion con materia organica o
en tejidos del hospedante. Los propagulos pueden sobrevivir por varios afios

sirviendo de inéculo primario para sub-siguientes cultivos (Garcia et al., 2002).

La luz, la temperatura y la humedad del suelo tienen un efecto considerable
sobre la actividad parasitica de R. solani (Brenchley y Wilcox, 1979).

Sintomas

En condiciones favorables ataca plantulas antes o poco después de la
emergencia, las lesiones son hundidas de tamafio variable, con coloraciones de café
canela a café rojizo. Las areas oscuras y necroticas son mas evidentes cuando el
tejido es atacado, puede llegar a cubrir toda la base del tallo y destruir raices
debilitando la planta o causandole un acentuado amarillamiento. En plantas de mas

de 15 cm de altura ocasiona marchitez. Los sintomas en la parte aérea son mas



notorios después de la floracion como marchitamiento y muerte de la planta (Alvarez
y Delgadillo, 2004).

Ciclo de la Enfermedad

Este hongo ocasionalmente produce estructuras de resistencia llamados
microesclerocios como piedrecillas negras las cuales quedan adheridas a la raiz
dando el aspecto de que estuviera impregnado de lodo, generalmente los esclerocios
se producen al inicio de las lluvias. R. solani sobrevive en residuos de cosecha y se
disemina por movimiento de suelo. Los esclerocios germinan entre 8 y 30 °C con
optimo de 21 a 25 °C. Las condiciones que favorecen la incidencia de la enfermedad
son exceso de humedad en el suelo y temperatura alrededor de 18 °C o mayor
(Alvarez y Delgadillo, 2004).

Métodos de Control

Control Cultural.- Paredes (1989) recomienda que para evitar la presencia
del hongo en un terreno es conveniente realizar rotacion de cultivos durante dos o
cuatro afios consecutivos, usar semilla sana y no utilizar como abono estiércol

proveniente de ganado no certificado.

Martinson y Rehiayani (1991) determinaron que el uso de estiércol animal
(pollo y cerdo) agregado a suelo infestado con R. solani puede reducir el potencial de
la enfermedad, ambos autores determinaron que el potencial de la enfermedad es
mucho menor en suelos abonados con estiércol que en suelos no abonados, por lo
que ellos consideran el estiércol como un recurso para una estrategia del control de

este patdgeno.

Por su parte Schulte et al. (2008) mencionan que la aplicacion de composta en
suelos infestados con R. solani aumenta la poblaciobn microbiana benéfica

reduciendo la incidencia de este patdgeno.
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Ruiz et al. (2001) menciona que el encalado de suelo disminuye la incidencia
de esta patdégeno por el aumento que genera la cal en el pH del suelo, asi mismo
reportan que la solarizaciéon de suelo humedo aumenta la actividad biolégica de

antagonistas y disminuye la accién de los fitopatégenos.

Alvarez y Delgadillo (2004) recomiendan evitar exceso de humedad,

desinfectar el sustrato y las charolas germinadoras.

Control Quimico.- El principal control de estos fitopatdgenos se realiza con la
aplicacion de agroquimicos entre ellos etridiazol, fosetii de alumnio, metalaxil,

azoxystrobin, y tiabendazol y (Pérez et al., 2004).

Lépez et al. (2009) sefiala que R. solani ha adquirido resistencia a fungicidas
organicos como el PCNB, Captan, Diclone, Maneb, Thiram asi como a fungicidas
sistémicos como Carboxil y Benomil. Aunado a esto Alvarez y Delgadillo (2004)
mencionan que es recomendable tratar la semilla con Captan o PCNB.

Control Bioldgico.- Demirci et al. (2009) mencionan que Verticillium
biguttatum crece alrededor de las hifas de R. solani estrangulando y penetrando las

paredes de la célula del huésped y creciendo dentro de ellas.

Hernandez et al. (2008 a) menciona que los extractos de Larrea tridentata
(2000 y 4000 ppm) han reportado actividad fungicida contra R. solani in vitro. Los
extractos de L. tridentata han reportado actividad fungicida in vitro en al menos 17

hongos fitopatégenos de gran importancia econémica entre ellos R. solani.

Mojica et al. (2009) estudiaron 64 cepas de Bacillus turingensis de la cuales 16
de ellas tuvieron efectos antagonistas en el crecimiento micelial de R. solani. Las
cepas GM-64 (66,66%) y HD-203 (65,99%) produjeron la mayor inhibicion de

crecimiento micelial.
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Fusarium oxysporum

Es un hongo colonizador agresivo y competitivo que parésita alrededor de 100
especies de plantas incluyendo gimnospermas y angiospermas (De las Heras, 2004).

Sintomas

Causados por Fusarium oxysporum se caracterizan por el achaparramiento,
marchitez progresiva del follaje, aclaracién de nervaduras y follaje inferior, formacion
de raices adventicias, necrosis marginal de las hojas bajas, los sintomas aparecen
generalmente en un lado de la hoja o del follaje, los frutos también pueden llegar a

infectarse y podrirse (Yafez, 2006).
Ciclo de la enfermedad

El patdgeno habita en el suelo, en restos vegetales infectados, pero con mayor
frecuencia como clamidosporas, sobre todo cuando hay temperaturas frias, se
propaga a corta distancia por el agua de riego y maquinaria agricola contaminada
(Yafiez, 2006). Una vez que el hongo se ha introducido en el suelo puede vivir
indefinidamente. El patdgeno penetra a traves de las raices, o a través de las heridas
generadas por el trasplante, labores de cultivos o dafios causados por nematodos
(Mendoza y Pinto, 1985). La diseminacion interna es por microconidias, el hongo
puede llegar hasta los frutos y contaminar las semillas, lo cual sucede cuando la
humedad del suelo es alta y la temperatura es baja (Yanez, 2006).

Métodos de Control

Control Cultural.- En suelos arenosos evitar encharcamientos para impedir el
traslado de nematodos ya que las heridas que generan en las raices facilitan el
ingreso de la enfermedad. También las plantas enfermas deben eliminarse lo mas

pronto posible a efectos de reducir el inoculo (Gonzales, 2006).

Teniendo en cuenta que este patégeno es mas severo en condiciones de
suelos &cidos, se recomienda la aplicacion de cal agricola o cal hidratada para

aumentar el pH. Los sustratos de crecimiento que poseen un pH alto tienden a
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mantener niveles mas altos de nutrientes, mayores poblaciones de microorganismos
(hongos, bacterias y actinomicetos) y menor severidad de marchitamiento por
Fusarium oxysporum. La severidad de la enfermedad se ha reducido cuando se han
aplicado fertilizantes nitrogenados con base en nitratos, y ha aumentado con
fertilizantes nitrogenados con base en amonio. El riego con aguas salinas y la
fertilizacion con sulfato de amonio predisponen la planta al ataque por el hongo. Es
de vital importancia para el control de la enfermedad seleccionar muy bien el

semillero y sembrar plantulas sanas en campo (FAO, 2004).

Control Quimico.- La aplicacion de los fungicidas Propineb (Antracol) y
Dicarboximida (Captan) al 1% a la semilla de chile, reduce la incidencia de F.
oxysporum en los primeros dias del cultivo (Pineda y Avila, 1988).

Variedades Resistentes.- Gonzales (2006) afirma que la utilizacion de
variedades resistentes es la medida mas adecuada para el manejo de F. oxysporum.
En el mercado existen variedades con resistencia a las razas 1 y 2 y en menor
proporcion a la raza 3. Baez et al. (2010) menciona que patrones o portainjertos
pueden ser usados como una alternativa viable de control de patdégenos radiculares y

en este caso especial sobre la marchitez causada por F. oxysporum.

Control Biorracional.- Marcos (1996) menciona que el uso de extractos
vegetales acuosos de Chenopodium ambrosioides y de Nicotiana Glauca son muy
efectivos para el control de F. oxysporum inclusive sobre el tratamiento quimico

Metalaxil.

Gardufio (2009) obtuvo como resultado que 12 especies vegetales mostraron
actividad antifingica ante F. oxysporum. El extracto hexanico con Chenopodium
ambrosioides (por su actividad fungicida), los extractos metandlicos con Sarracenia
purpurea y Psidium guajava, asi como los extractos acuosos con L. esculenta y
Guazuma ulmifolia inhibieron el crecimiento micelial con un porcentaje superior al
50%. También, los polvos de Byrsonima crassifolia disminuyeron el porcentaje de
germinacion y esporulacién. Todas las especies presentaron actividad antifungica en

forma de extracto metandlico.
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Rodriguez y Montilla (2002) demuestran que realizando una inmersién de
raices de plantas en solucion del extracto Citrus paradisi mas la aplicacién semanal
al suelo logra reducir la marchitez en un 85%, seguido por la aplicacion combinada al
suelo y al follaje con un 64% de reduccion. La aplicacion del extracto de C. paradisi
al follaje o al suelo ocasionan una reduccion del 42% comparado con el testigo. Los
resultados indican la posibilidad de controlar patdogenos del suelo con el uso del

extracto de semilla de C. paradisi.

Control Biolégico.- La siembra de semillas pregerminadas en suspensiones
del hongo Trichoderma koningii y de la bacteria Pseudomonas fluorescens al suelo

de los semilleros, posibilitan un adecuado control de F. oxysporum (FAO, 2004).

La preinoculacion de plantas de tomate siete dias antes del trasplante con
Penicillium oxalicum reduce la severidad de la enfermedad. La aplicacién de las
bacterias Serratia plymuthica y Pseudomonas sp. a las semillas, también ha
permitido una disminucion de la incidencia y severidad de la marchitez por F.
oxysporum (FAO, 2004).

Mojica et al. (2009) encontraron que de 64 cepas de B. thuringiensis probadas,
solo ocho cepas mostraron un efecto inhibitorio contra F. oxysporum de estas solo
cinco inhibieron méas del 30% del crecimiento, alcanzandose la méaxima inhibicién con
las cepas GM-23 (43.02%) y HD-121 (42.04%), y una reduccién en la tasa de

crecimiento de 0.52 a 0.10 cm/ dia.

El Control Biolégico Como Alternativa en el Manejo Integrado de Enfermedades

Por mucho tiempo han existido ejemplos del uso de enemigos naturales para
el control de plagas y quizad el caso mas antiguo hace al menos 800 afos. Sin
embargo, el control bioldgico nace como un método cientifico hacia finales del siglo

XIX (Rodriguez y Arredondo, 2007). Inicialmente se utilizé en el control de insectos,
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pero existen también otros tipos de control biolégico como es el caso de

enfermedades de plantas causadas por bacterias u hongos (Guerrero et al., 2009).

El control biolégico posee muchas ventajas como alternativa en el manejo
integrado de enfermedades, el poco o ningun efecto nocivo colateral, casos raros de
resistencia, control de largo plazo, elimina por completo o sustancialmente el uso de
plaguicidas relacion beneficio/costo muy favorable, evita enfermedades secundarias
y no provoca intoxicaciones (Rodriguez y Arredondo, 2007).

Promotores de Crecimiento

El uso indiscriminado de productos agroquimicos y otras sustancias en la
actividad agricola, con la supuesta finalidad de mejorar la productividad y la calidad
de la produccion, puede generar serios desequilibrios en los ecosistemas por la
contaminacion de suelo, agua, aire y alimentos, lo cual pone en peligro la salud
humana. Lo anterior promueve la necesidad de buscar y evaluar fuentes alternativas
de fertilizaciobn que satisfagan las necesidades nutrimentales de los cultivos. Una
variante para beneficiar los cultivos, sin causar dafio ecolégico, es el empleo de
microorganismos que se asocian a las plantas o a su entorno, muchos de los cuales
se encuentran naturalmente formando parte del sistema radical o del suelo (Pulido,
2002).

Estudios recientes han demostrado que cepas de Trichoderma spp.
incrementan el crecimiento de las plantas y la capacidad de absorcién de nitrogeno y
fosforo y ciertos microelementos en la plantas inoculadas, y cepas de Bacillus subtilis
incrementan significativamente la biomasa de las plantas lo cual se ve reflejado en

un rendimiento mayor (Estévez et al., 2001).
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Generalidades de Bacillus

Se ha demostrado que las bacterias del género Bacillus presentan un gran
potencial como antagonistas, principalmente por la gran cantidad de enzimas liticas,
antibiéticos y otras sustancias con actividad biocida capaces de producir efectos de
control sobre varias especies de agentes fitopatdgenos pertenecientes a los géneros
Rhizoctonia, Sclerotium y Pythium, causantes de severas enfermedades en

semilleros y alméacigos (Sosa y Gonzales, 2008).

Modo de Accién de Bacillus subtilis

Antibiosis

Produce enzimas hidrofilicas extracelulares que descomponen polisacéaridos,
acidos nucleicos permitiendo que el organismo emplee estos productos como fuente
de carbono y electrones. Producen antibiéticos como la bacitricina, polimixina,

gramicidina y circulina, reduciendo la incidencia de enfermedades (Cuervo, 2010).

Cuervo (2010) menciona que B. subtilis segrega una proteina llamada subtilina
que actia sobre la pared celular de los hongos, minimizando su dafio, también
demostré que induce resistencia sistematica natural de la planta contra el patégeno

fungoso propiedad llamada Resistencia Sistematica Adquirida (SAR).

Estudios demuestran que B. subtilis colabora activamente en la degradacion
de diversos sustratos celuldsicos, gracias a la enzimas que este aporta (Adelantado
et al., 2000).
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Competencia
B. subtilis inhibe los agentes patdégenos ocupando su nicho, metabolizando
los exudados de la raiz que pueden ser utilizados por el patégeno (Gustafson, 1993,

citado por Hernandez, 2008).

Induccidén del Crecimiento
La bacteria al establecerse en el sistema radical la protege y estimula la

absorcion de nutrientes (Obregén, 2004).

Induccidn de Resistencia
Al instalarse en las raices y hojas induce a la planta a producir fitoalexinas que
le dan resistencia a las plantas al ataque de hongos, bacterias y nematodos

patégenos (Obregdén, 2004).

Control Biolégico con Bacillus subtilis

Hernandez et al. (2008 a) mencionan que en campo, la incidencia de R. solani

en tallos de papa claramente disminuyé por efecto de las cepas de B. subtilis.

B. subtilis previene las enfermedades del suelo causadas por R. solani,
Sclerotium rolfsii, Fusarium spp., Verticilllum spp., Sclerotinia sclerotiorum,
Phytophthora capsici, Pythium spp., y el nematodo nodulador de raices (Meloidogyne
spp.) (Calderdn et al., 2002, citado por Cuervo, 2010; Hernandez et al., 2008 b, c).

Rodriguez et al. (2010) encontraron que la supresion de Colletotrichum
gloesporioides es similar al hacer aplicaciones dirigidas de B. subtilis (Serenade®
ASO) y el testigo regional oxicloruro de cobre (Oximet Flo®) pero superior al testigo

absoluto.
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Bacillus subtilis Como Promotor del Desarrollo de Plantas

Hernandez et al. (2008 a) demuestran que el rendimiento de los tubérculos de
papa se incrementd notablemente en los tratamientos donde se aplicaron cepas de
Bacillus spp. donde el mayor volumen de tubérculo se alcanz6 con la mezcla de las
tres cepas de Bacillus alcanzando 22,8 ton/ha, al mismo tiempo, sélo se alcanzaron

10,5 ton/ha en el tratamiento testigo.

Guillen et al. (2009) mencionan que en plantas de chile inoculadas con cepas
de Bacillus, presentaron una mayor altura que el testigo y un incremento de 33 y un

24% respecto al tratamiento tradicional donde se aplico folpat, Mancoceb y Captan.

Cuervo (2010) afirma que Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia,
Achromobacter,  Agrobacterium, Microccocus, Aerobacter, Flavobacterium,
Azotobacter y Erwinia son géneros bacterianos que solubilizan fosfatos y los cuales

son aprovechados por las plantas.

Cuervo (2010) menciona que dentro de las bacterias que fijan nitrégeno a las
plantas encontramos bacterias como Azospirillum, Clostridium, Enterobacter

Alcaligenes, Pseudomonas, Klebsiella y Bacillus.

Valdez y Velazquez (2010) afirman que B. subtilis ayudan en la germinacién
de semillas de algodon en suelos infestados con R. solani permitiendo una

proteccion que beneficia en el desarrollo normal de plantas.

Investigaciones muestran que B. subtilis, no solamente inhibe patdégenos, sino
que ademds, promueve el crecimiento de la raiz y la planta, e incrementan el

contenido de lipidos, triglicéridos y esterol en las hojas del tomate (Cuervo, 2010).



18

Generalidades de Trichoderma

El uso de Trichoderma como agente de control biolégico fue sugerido por
Weindling en 1932, quien fue el primero en demostrar la actividad parasitaria de los
miembros de este género. Sin embargo, con el interés creciente en el control
bioldgico debido a los dafios ambientales y las preocupaciones econdmicas, y con el
rapido desarrollo de la biotecnologia, Dennis y Webster en el afio 1971, describieron
las propiedades antagonistas de Trichoderma en términos de produccion de
antibioticos y de las interacciones de hifas en el control de Sclerotium rolfsii (Abed,
2005).

El género Trichoderma posee buenas cualidades para el control de
enfermedades en plantas causadas por patégenos fungicos del suelo, principalmente
de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium, Fusarium entre
otros. Las especies de Trichoderma actian como hiperparasitos competitivos que
producen metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas a los que se les atribuyen
los cambios estructurales a nivel celular, tales como vacuolizacion, granulacion,
desintegracion del citoplasma vy lisis celular, encontrados en los organismos con los
gue interactta (Abed, 2005). Ademas coloniza raices aumentando su masa y vigor,

proporcionando con ellos aumento en la produccién (Harman, 2000).

Otros de los beneficios de este género es que son faciles de aislar del suelo, y
crece en un gran numero de sustratos y no atacan a plantas superiores (Papavizas et
al., 1982; Howell, 2003). Y es antagonista mas comun de aparecer después de la

fumigacioén del suelo con bromuro de metilo (Abed, 2005).

Modo de Accién de Trichoderma

Existen varios mecanismos de accion sugeridos para Trichoderma spp.
micoparasitismo, antibiosis, la competencia por nutrientes o el espacio, la tolerancia
al estrés a través de la raiz y una mayor desarrollo de la planta, resistencia inducida,

solubilizacion y el secuestro de nutrientes inorganicos, y inactivacion de las enzimas
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de los patdgenos (Samuels, 1996). Aunque se sugieren otros mecanismos pero aun
no se ha confirmado (Harman, 2000).

Micoparasitismo

El Micoparasitismo se considera un mecanismo importante de la diversidad del
control biologico, Trichoderma crece hacia el hospedante siguiendo un estimulo
quimico detectandolo a distancia haciendo crecer sus hifas en direccién del
patdgeno, se adhiere a las hifas del mismo degradando la pared celular mediante
enzimas liticas como, B-1,3- glucanasa, quitinasa, pectinasas, xilasas, glucosidasas,
proteasa y celulasa (Haran et al.,, 1996), se enrollan en ellas frecuentemente y en
ocasiones la penetran que conlleva al debilitamiento total del patégeno. (Infante et
al., 2009).

Competencia

La presencia de forma natural de Trichoderma en diferentes suelos (agricolas,
forestales, y barbechos), se considera una evidencia de la plasticidad ecoldgica de
este hongo y de su habilidad como excelente competidor por espacio y recursos
nutricionales. La alta velocidad de crecimiento, abundante esporulacién y la amplia
gama de sustratos sobre los que puede crecer y debido a la riqueza de enzimas que
posee, hacen que sea muy eficiente como saproéfito y ain mas como agente de
control biolégico. La competencia por nutrientes puede ser por nitrdgeno,
microelementos, carbohidratos no estructurales y polisacaridos como: almidon,

celulosa, quitina, laminarina, y pectinas, entre otros (Infante et al., 2009).
Antibiosis

Es la accion directa de antibiticos 0 metabdlitos toxicos producidos por un
microorganismo sobre otro sensible a estos. Muchas cepas de Trichoderma
producen metabdlitos secundarios volatiles y no volatiles, algunos de los cuales
inhiben el desarrollo de otros microorganismos con los que no hacen contacto fisico.

Tales sustancias inhibidoras son consideradas "antibioticos" como gliotoxina, viridina,
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trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos y trichorzianina
(Infante et al., 2009).

Compuestos Volatiles

La produccion de antibioticos volétiles tiene un efecto esencialmente
fungistatico debilitando al agente patdgeno. El 6-pentil-a-pirona (6PAP) es un gas
producido por Trichoderma viridae que mostro ser primisorio in vitro y también in vivo
en el control de hongos como Armillaria, Botrytis y Phytophthora (Cutler y Hill, 1994).
Otro compuesto volatil es el alquil pirona producido por Trichoderma harzianum
capaz de inhibir in vitro a R. solani y F. oxysporum (Ramos, 2008 citado por Vargas,
2009).

Control Biol6égico con Trichoderma

Fernandez et al. (2006) mencionan que el uso de productos a base de
Trichoderma spp. protegioé en un 100% a plantas de jitomate inoculadas con granos
de trigo infectados con R. solani.

Hernandez et al. (2008 b y 2009) confrontaron 31 cepas de Trichoderma spp.
contra Phytophthora cinnamomy y Phytophthora capsici, para estudiar el
antagonismo de éste sobre los fitopatdgenos y el efecto de compuestos volétiles
producidos in vitro, determinando que 17 cepas de Trichoderma sobrecen el micelio
de Phytophthora capsici y cubren la caja petri, estos autores también estudiaron el
efecto en la inhibicibn de crecimiento de R. solani con filtrados de 36 diferentes
cepas de Trichoderma, encontrando que hubo diferencia estadistica entre
tratamientos con una variacion de 0.0% a 52.05%, siendo el mejor tratamiento el T2

aislado de suelos procedentes de Colima.

Berlanga et al. (2010) mencionan que Trichoderma spp. muestra importantes
niveles de inhibicion de 45 a 63.8% y de 50.9 a 81.2% para Sclerotinia sclerotiorum y

Sclerotium cepivorum respectivamente.
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Trichoderma Como Inductor del Desarrollo de Plantas

Bellone et al. (1999) mencionan que en plantulas cultivadas en vermiculita a
partir de semillas tratadas con Trichoderma spp. Se observo un incremento en el
porcentaje de germinacion, el peso seco y la longitud de las plantulas respecto al de

las no tratadas, lo que indica mayor absorcion de nutrientes

Ferndndez et al. (2006) reportan que la utilizacion de productos a base de
Trichoderma spp. incrementan la altura y la biomasa seca de plantulas de jitomate de
hasta un 320.7%.

Cuervo (2010) ha documentado la actividad fosfato solubilizadora por
diferentes hongos saprofitos del suelo los cuales proveen a las plantas mayor
desarrollo entre ellos se encuentran Aspergillus niger, Penicillium bilaii, Penicillium

simplicissimun, Trichoderma spp. Cladosporium herbarum y hongos micorrizos.

La Microencapsulacion

La microencapsulaciéon ha sido considerada como un proceso mediante el cual
ciertas sustancias bioactivas son introducidas en una matriz o sistema pared con el
objetivo de impedir su pérdida para protegerlos de la reaccidon con otros compuestos
presentes en el medio o para impedir que sufran reacciones de deshidratacion y
oxidacion debido a la luz o al oxigeno (Yafez et al., 2002). Algunas ventajas
adicionales es que los microorganismos encapsulados, se liberan gradualmente,
pueden almacenarse a temperatura ambiente por periodos prolongados, pueden ser
manipulados facilmente y ofrecen una calidad constante. (Weinbreacky, 2004, citado
por Hernandez, 2008).

En sus origenes las técnicas de microencapsulacion involucraban el uso de
solventes organicos. En la década de los afios 80, sustancias naturales comienzan a
ser utilizadas, tales como proteinas (colageno, gelatina) y polisacaridos (agar,

alginato célcico, carragenano) los cuales tienen buena biocompatibilidad y han
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demostrado una rapida incorporacion en los sistemas donde se encuentran
(Rodriguez et al., 2003).

El alginato es uno de los polimeros mas utilizados en la microencapsulacion.
Es extraido primariamente de tres especies de algas marrones, estas incluyen
Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum y Macrocystis pyrifera. Otras incluyen

Laminaria japonica, Eclonia maxima y Lesonia negrescens (Rodriguez et al., 2003).



MATERIALES Y METODOS
Ubicacion del Experimento

El proceso de microencapsulacion de Bacillus subtilis y Trichoderma
asperellum se desarrollo en el Centro de Microbiologia Aplicada (CEMAP) de la
empresa GreenCorp Biorganiks de México S.A. de C.V., el establecimiento del
experimento se realizo en la camara bioclimatica del Departamento de Parasitologia
de la Universidad Autdbnoma Agraria Antonio Narro. Ubicada en Buenavista a 7 km al

sur de la ciudad de Saltillo, Coahuila, México.

Las cepas de B. subtilis y de T. asperellum aisladas y caracterizadas a nivel
de especie que se emplearon en el presente trabajo fueron proporcionadas por el
CEMAP; éstas han demostrado su actividad antagdnica contra fitopatdgenos como
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Phytophthora capsici, Phytophthora

cinnamomi, y Alternaria dauci, entre otros (Hernandez et al., 2008 a y b).

Confrontacion In vitro de Bacillus subtilis y Trichoderma asperellum

Para verificar si existia 0 no antagonismo entre B. subtilis y T. asperellum se
realizaron pruebas de confrontacién in vitro entre ambos microorganismos colocando
de manera paralela en el centro de la caja petri conteniendo Papa Dextrosa Agar

(PDA) en un extremo B. subtilis y del otro T. asperellum y se incubaron a 25 +1 °C.

Obtencién de los Fitopatdogenos

Rhizoctonia solani

El hongo fitopatdgeno utilizado para este ensayo fue obtenido de la coleccion
Micologica del laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia e
incrementado en cajas petri de 8 cm en un medio de cultivo PDA e incubado a
25+1°C durante 15 dias.
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Posteriormente se realizo el incremento de R. solani para contar con material
bioldgico para la inoculacion de las plantas, hidratando 200 g de granos de trigo por
24 h, en un matraz de 1 L de capacidad con agua destilada, en un volumen que
sobrepaso ligeramente el nivel de los granos de trigo, enseguida se realizd un triple
lavado y se esterilizo a 125°C por 1 h, los granos de trigo se dejaron enfriary se les
agrego 30 mL de caldo nutritivo estéril, posteriormente se colocaron cinco discos de

micelio con medio PDA de 0.5 mm de R. solani y se incub6 por 72 h a 25 °C.

Fusarium oxysporum

Se colectaron plantas de chile con sintomas de marchitez en un invernadero
de la UAAAN y se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia en donde bajo
condiciones de asepsia se cortaron secciones de tejido sano y enfermo del tallo y
cuello de la raiz de aproximadamente 0.5 cm?, se desinfectaron por inmersién en una
solucion de hipoclorito de sodio al 1.5%, y se enjuagaron por dos ocasiones con
agua destilada estéril, posteriormente los cortes se dejaron secar en papel secante
en una camara de aire de flujo laminar y se colocaron en cajas petri con medio PDA,
a 25°C 1, a los cinco dias se observo el crecimiento micelial del cual se realizo una
nueva transferencia en PDA para la obtencion de cultivos monosporicos, de estos,
se seleccionaron cinco cepas para su identificacion morfoldgica caracterizandolos a
nivel de género y especie mediante las claves de Nelson et al. (1983) como

Fusarium oxysporum.

Obtencién de las Esporas de Bacillus subtilis

Las bacterias conservadas en agar nutritivo, se sembraron en caldo nutritivo y
se incubaron a 37°C con agitacion a 200 rpm por cinco dias, hasta su esporulacién.
Se realizo el conteo para obtener una suspensién a una concentracion de 1x10°

esporas/ml. El producto obtenido se conservo en refrigeracion hasta su uso.
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Obtencion de las Esporas de Trichoderma asperellum

Porciones de micelio de T. asperellum de 0.5 cm con medio PDA se
transfirieron en cajas petri y se incubaron a 25°C por cinco dias hasta obtener
abundante esporulacion. Para obtener las esporas a cada caja petri se le agregd 20
mL de solucion salina al 0.85% esteéril, se realiz6 un raspado al crecimiento micelial
con ayuda de una espatula y la suspension obtenida se filtré con gasa estéril para
obtener solo esporas, enseguida se realizé el conteo de esporas con una cadmara de

Neubauer para obtener una suspensién a una concentracion de 1x10° esporas/mL.
Proceso de Microencapsulacion

La obtencién de las microcapsulas se realiz6 empleando el método
originalmente disefiado por Carrillo y Bashan (1997), modificado por Hernandez
(2008).

Para la formulacién de las microcdpsulas (MIC’s), se utiliz6 una concentracién
de 1x10® esporas/mL de Trichoderma asperellum y 1x10® esporas/mL de Bacillus
subtilis. Se tomaron 20 mL de la suspension de esporas (10 mL de concentracion de
esporas de T. asperellum y 10 mL de B. subtilis), se mezclo con 80 mL de alginato de
sodio al 2% previamente esterilizado, dejando en agitacion por 15 min para obtener
una mezcla homogénea, se vacié al contenedor del microencapsulador y se inicio la
aspersion sobre una charola conteniendo Cloruro de Calcio (CaCly) al 2%. Al hacer

contacto la mezcla con el CaCl,, instantaneamente se formaron las microcapsulas.

A continuacion, las MIC’s se colocaron en cajas petri conteniendo en el fondo
papel filtro estéril, se secaron a 40°C por 72 h, posteriormente se colocaron en
frascos almacenados a temperatura ambiente hasta su uso en cada uno de los

tratamientos.
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Lavado de Semilla de Chile

Este procedimiento se llevo a cabo con la finalidad de eliminar el tratamiento
quimico de las semillas que pudiese inhibir el desarrollo de Trichoderma asperellum y

Bacillus subtilis, efectuandose de la siguiente manera.

1.- Las semillas se lavaron con 100 mL de agua corriente en un matraz erlenmeyer

con un agitador magnético durante 10 min.

2.- Se decant6 el agua y se adicionaron 5 mL de Tween 20 al 2% en 100 mL de

agua, manteniéndolo en agitacién constante durante 10 min.

3.- Se decant6 el Tween 20 y se le adiciono una solucién de Hipoclorito de Sodio

(NaClOs3) al 3% manteniéndolo en agitacion por 5 min.
4.- Se adiciono una solucion de 100 mL de Tiosulfato de Sodio Pentahidratado al 2%
para neutralizar el efecto de cloro manteniéndolas en agitacion constante durante 5

min.

5.- Se decanto6 el Tiosulfato de Sodio Pentahidratado al 2% y se lavaron las semillas

5 veces con agua destilada estéril.

6.- Finalmente se colocaron sobre papel absorbente hasta que secaron.

Produccién de Plantula de Chile

Para la siembra se utilizaron semillas de chile serrano Var. Magnum 45 en
charolas de poliestireno de 200 cavidades con sustrato Peat moss y Perlita con una

relacion 1:1, colocando dos semillas por cavidad y 10 mg de MIC’s para los
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tratamientos donde se utilizé las MIC’s, enseguida las charolas se colocaron en una
camara bioclimética a 26+2 °C y fueron regadas cada tercer dia.

Medicién de la Clorofila de Plantas de Chile

La determinacién de esta variable se realiz6 30 dias después de la siembra
con el medidor portatil marca Minolta SPAD-502 (Soil Plant Analysis Development).
La efectividad del uso de este medidor ha sido probada para determinar la
concentracion de clorofila en cultivos como tomate (Rodriguez et al., 1998) maiz
(Novoa y Villagran, 2002) y palma de aceite (Aucique, 2008). Se midio el contenido
de clorofila a la primera y segunda hoja verdadera de las plantas de chile obteniendo
un promedio por repeticion y los resultados se expresaron en unidades SPAD, que
es proporcional a la cantidad relativa de clorofila presente en las hojas de chile y en
consecuencia de Nitrogeno.

Trasplante

El trasplante se realiz6 a los 30 dias después de la siembra, estas se
colocaron en bolsas de polietileno de 0.5 kg utilizando como sustrato Peat moss. Al
momento del trasplante se realizaron todas las inoculaciones de los diferentes

tratamientos.

Disefio Experimental

Experimento |

Medicién de clorofila en plantas de chile, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y

el tratamiento testigo.

El experimento se evalué bajo un disefio de bloques al azar con dos
tratamientos y 20 repeticiones para un total de 40 unidades experimentales.los

tratamientos empleados fueron.
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T1.- Plantas de chile Inoculadas con microcapsulas conteniendo la mezcla de T.

asperellum y B. subtilis al momento de la siembra.

T2.- Plantas de chile sin inocular.

Experimento Il

Efecto en el desarrollo de plantas de chile inoculadas con Rhizoctonia solani y
tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de esporas de Bacillus subtilis y

Trichoderma asperellum.

El experimento se evalué bajo un disefio de bloques al azar con seis
tratamientos y seis repeticiones para un total 36 unidades experimentales. Los

tratamientos empleados fueron:

T1.- MIC's

T2.- MIC's + R. solani.

T3.- Suspension liquida de T. asperellum y B. subtilis + R. solani.
T4.- Suspensidn liquida de T. asperellum y B. subtilis

T5.- R. solani

T6.- Testigo

La aplicacion de los tratamientos anteriormente sefialados se realizé de la

siguiente manera:

T1.-Se colocaron 10 mg de MIC’s (1X108 esporas/mL) en el fondo de la cavidad de la

maceta para posteriormente colocar los cepellones de las plantulas.

T2.-Se pusieron 10 mg de MIC’s y nueve granos de trigo inoculados con R. solani

en el fondo de la cavidad, posteriormente se colocaron los cepellones.
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T3.-Se uso la dosis de 1 mL de la suspension de esporas de la mezcla de T.
asperellum y B. subtilis en 1 L de agua, y se sumergieron los cepellones durante 3

min.

T4.- Se uso la dosis de 1 mL de la suspension liquida de la mezcla de T. asperellum
y B. subtilis en 1 L de agua, y se sumergieron los cepellones durante 3 min, se
adicionaron nueve granos de trigo inoculados con R. solani al fondo de las cavidades

posteriormente se trasplanto la plantula.

T5.- Se colocaron nueve granos de trigo previamente inoculados con R. solani en el

fondo de la cavidad y posteriormente se procedio6 al trasplante.

T6.- Se trasplanto Unicamente las plantas.

Experimento Il

Efecto en el desarrollo de plantas de chile Inoculadas con Fusarium
oxysporum y tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de Bacillus subtilis y

Trichoderma asperellum.

El experimento se evalué bajo un disefio de bloques al azar con seis
tratamientos y seis repeticiones para un total 36 unidades experimentales. Los

tratamientos empleados fueron:

T1.- MIC's

T2.- MIC s+ F. oxysporum

T3.- Suspension liquida de T. asperellum y B. subtilis + F. oxysporum
T4.- Suspension liquida de T. asperellum y B. subtilis

T5.- F. oxysporum

T6.- Testigo
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La aplicacion de los tratamientos anteriormente sefialados se realizaron de la

siguiente manera:

T1.- Se colocaron 10 mg de MIC's (1X10° esporas/mL) en el fondo de la cavidad

para posteriormente colocar los cepellones de las plantulas.

T2.- Se pusieron 10 mg de MIC's en el fondo de la cavidad y enseguida los
cepellones con plantas previamente inoculados por inmersion en una suspension de

esporas de F. oxysporum con una concentracion de 1.3X10® esporas/mL.

T3.- Se uso la dosis de 1 mL de la suspension liquida de la mezcla de B. subtilis y T.
asperellum en 1 L de agua, donde sumergimos los cepellones durante 3 min para

posteriormente trasplantar.

T4.- Se uso la dosis de 1 mL de la suspension liquida de la mezcla de B. subtilis y T.
asperellum en 1 L de agua, y con ayuda de un atomizador se asperjo (15 mL) en el
fondo de la cavidad y enseguida se trasplantaron los cepellones previamente
inoculados por inmersidén en una suspension de esporas de F. oxysporum con una
concentracion de 1.3X108 esporas/mL durante 3 min para posteriormente colocarlas

en las cavidades.

T5.- Se sumergieron durante 3 min los cepellones dentro de la suspension de

esporas de Fusarium oxysporum para enseguida trasplantarlas en las bolsas.
T6.- Se trasplanto Unicamente las plantulas.

Se realiz6 una segunda inoculacion de F. oxysporum a los 25 dias después
del trasplante Gnicamente para el experimento Ill, a una concentracién de 1.2X10°
esporas/mL, a una dosis de 1 mL por planta, colocando la suspension de esporas al

cuello de las plantas.
Andlisis Estadistico

30 dias después de la siembra se evalud la concentracion de clorofila y 45
dias después del trasplante se evaluaron variables como longitud del tallo, longitud

de raiz, peso fresco y peso seco de plantas de chile. Se utilizé la prueba de medias
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Tukey al 0.05% de significancia los resultados se analizaron con el programa
estadistico SAS version 8.0.



RESULTADOS Y DISCUSION

Confrontacion in vitro de Bacillus subtilis y Trichoderma asperellum

Como se muestra en la figura 1, no se observd ningun tipo de antagonismo
entre las cepas de B. subtilis y T. asperellum. En esta figura se puede apreciar que
los microorganismos no manifiestan competencia o algun efecto de metabdlitos que

inhiba el desarrollo entre ellos.

Figura 1. Confrontacion in vitro de B. subtilis (derecha) y T. asperellum (izquierda).

Experimento |I. Medicidon de la clorofila en plantas de chile, tratadas con

microcapsulas (MIC’s) y el tratamiento testigo.

Los valores obtenidos fueron de 31.73 unidades SPAD en el tratamiento
Testigo y de 42.23 unidades SPAD en el tratamiento inoculado con las MIC’s de B.
subtilis y T. asperellum. El andlisis de varianza detecto diferencias significativas entre
tratamientos. La prueba de Tukey indica que el mejor tratamiento corresponde a las
MIC’s (cuadro 1). Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con los MIC’s

incrementan el contenido de clorofila en un 33.09% en relacion al testigo.
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Cuadro 1. Medicion de clorofila en plantas de chile expresado en unidades SPAD,
tratadas con microcapsulas (MIC’s) y el tratamiento testigo.

Tratamiento Clorofila en Unidades SPAD*

MIC's 42.23 A

Testigo 31.73 B

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales

Experimento II. Efecto en el Desarrollo de Plantas de Chile, Inoculadas con
Rhizoctonia solani y Tratadas con Microcapsulas y Suspension de Esporas de

Bacillus subtilis y Trichoderma asperellum.

Altura de Planta

La altura de la planta vario de 8.50 cm en el testigo a 13.30 cm en el
tratamiento de MIC’s. El andlisis de varianza detecto diferencias significativas entre
tratamientos. La prueba de Tukey indica que con el tratamiento de los MIC’s se
obtiene una altura de planta estadisticamente superior a la obtenida por el resto de
los tratamientos (cuadro 2). Este tratamiento tiende a incrementar hasta en un
56.47% la altura de las plantas de chile (figura 1). No se observo diferencia

significativa entre las MIC’s + R. solani y el resto de los tratamientos.

Cuadro 2. Altura de plantas de chile expresada en cm, inoculadas con R. solani,
tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T. asperellum.

Tratamiento Altura de Planta’
MIC’s 13.30 A
Susp. de B. subtilis y T. asperellum 10.60 B
MIC’s + R. solani 9.93 BC
Susp. de B. subtilis y T. asperellum + R. solani 9.86 BC
R. solani 8.58 C
Testigo 8.50 C

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales



34

Figura 2. Altura de plantas de chile, de izquierda a derecha: MIC’s, Testigo y

Suspension de B. subtilis y T. asperellum.

Longitud de Raiz

La longitud de raiz vario de 5.18 cm en el tratamiento inoculado con R. solani
a 19.53 cm en el tratamiento con las MIC’s El analisis de varianza detecto diferencias
significativas entre tratamientos. La prueba de Tukey registra que las MIC’s inoculado
con R. solani y sin inocular y la suspensiéon de esporas de B. subtilis y T. asperellum
inoculado con R. solani y sin inocular, son estadisticamente iguales pero superiores
al tratamiento inoculado con R. solani (cuadro 3). El incremento obtenido en el
desarrollo de raiz es de 277.02% con las MIC's de B. subtilis y T. asperellum

comparado con el tratamiento donde se inoculo R. solani (figura 2).

Cuadro 3. Longitud de raiz de planta de chile expresada en cm, inoculadas con R.

solani, tratadas con microcapsulas (MIC's) y suspension de B. subtilis y T.

asperellum
Tratamiento Longitud de Raiz*

MIC’s 1953 A

Susp. de B. subtilis y T. asperellum + R. solani 16.65 A

Susp. de B. subtilis y T. asperellum 14.25 AB
MIC’s + R. solani 13.95 ABC
Testigo 7.05 BC

R. solani 5.18 C

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales
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Figura 3. Longitud de raiz de plantas de chile de izquierda a derecha: Testigo, MIC’s,
Suspension de B. subtilis y T. asperellum, Suspension de B. subtilis y T. asperellum +
R. solani, MIC's + R. solani y R. solani.

Peso Fresco

Respecto a la variable de peso fresco, se obtuvieron valores que oscilaron de
0.37 g para el tratamiento inoculado con R. solani a 5.72 g para el tratamiento de
MIC’s. El analisis de varianza detecto diferencias significativas entre tratamientos. La
prueba de Tukey indica que el mejor tratamiento corresponde a las MIC’s, seguido
por la suspensiéon de B. subtilis y T. asperellum, las MIC"s inoculado con R. solani y
por la suspension de B. subtilis y T. asperellum + R. solani, las cuales se muestran
estadisticamente similares entre si y con un peso fresco significativamente superior
al obtenido en el tratamiento inoculado con R. solani (cuadro 4). El incremento de
peso fresco que se registro en el tratamiento de MIC’s es de 1445.95% comparado
con el tratamiento inoculado con R. solani. Este resultado es importante ya que las
plantas de chile presentan mayor desarrollo de biomasa en el tratamiento con las
MIC’s B. subtilis y T. asperellum en el cuadro 4 también se observa que el
tratamiento de las MIC’s + R. solani presentan un peso estadisticamente superior al

obtenido por las plantas inoculadas con R. solani.
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Cuadro 4. Peso fresco de las plantas de chile expresada en g, inoculadas con R.

solani, tratadas con microcapsulas (MIC's) y suspension de B. subtilis y T.

asperellum.

Tratamiento Peso Fresco®
MIC’s 572 A
Susp. de B. subtilis y T. asperellum 248 B
MIC’s + R. solani 220 BC
Susp. de B. subtilis y T. asperellum + R. solani 1.80 BCD
Testigo 0.73 CD
R. solani 0.37 D

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales

Peso Seco

El peso seco de las plantas vario de 0.04 g en el tratamiento inoculado con R.
solani a 0.49 g en el Tratamiento con MIC’s. El andlisis de varianza detecto
diferencias significativas entre tratamientos. La prueba de Tukey muestra que las
MIC’s  produjeron un peso seco estadisticamente superior al resto de los
tratamientos (cuadro 5). Los resultados obtenidos también indican que los
tratamientos con MIC’s + R. solani y la suspension de B. subtilis y T. asperellum
inoculada con R. solani y sin inocular, presentan un peso seco superior al obtenido
en el testigo y en las plantas inoculadas con R. solani. ElI incremento en el peso seco
observado es de 1125%, correspondiente al tratamiento de MIC’s, seguido por los
tratamientos MIC’s inoculado con R. solani, la Suspension de esporas de B. subtilis y
T. asperellum y por la Suspension de esporas inoculado con R. solani, con un 325,

300y 275% respectivamente comparado con el tratamiento inoculado de R. solani.



37

Cuadro 5. Peso seco de plantas de chile expresado en g, inoculadas con R. solani,

tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T. asperellum.

Tratamiento Peso seco’
MIC’s 0.49 A
MIC’s + R. solani 0.17 B
Susp. De B. subtilis y T. asperellum 0.16 B
Susp. De B. subtilisy T. asperellum + R. solani 0.15 B
Testigo 0.07 C
R. solani 0.04 C

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales

Experimento lll. Efecto en el Desarrollo de Plantas de Chile, Inoculadas con
Fusarium oxysporum y Tratadas con Microcapsulas (MIC’s) y Suspensién de

Bacillus subtilis y Trichoderma asperellum.

Altura de Planta

La altura de planta vario de 7.83 cm en el tratamiento inoculado con Fusarium
oxysporum a 13.3 cm en el tratamiento de MIC’s. El analisis de varianza detecto
diferencias significativas entre tratamientos. La prueba de Tukey indica que los
tratamientos con las MIC’s y con las MIC’s + F. oxysporum son los que presentan
una altura de planta estadisticamente superior al resto de los tratamientos (cuadro 6).
El incremento en la altura de la planta con las MIC's es de 69.86%, seguido por el
tratamiento de MIC’s + F. oxysporum con un 53.25% comparado con el tratamiento

inoculado con F. oxysporum (figura 2).
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Cuadro 6. Altura de plantas de chile expresado en cm, inoculadas con F. oxysporum,

tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T. asperellum.

Tratamiento Altura®
MIC’s 13.30 A
MIC’s + F. oxysporum 12.00 AB
Susp. De B. subtilis y T. asperellum 10.60 BC
Susp. De B. subtilis y T. asperellum + F. oxysporum 9.08 CD
Testigo 8.50 D
F. oxysporum 7.83 D

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales

Figura 4. Altura de plantas de chile, de izquierda a derecha: MIC’s, Suspension de B.
subtilis y T. asperellum, MIC's + F. oxysporum, Suspension de B. subtilis y T.

asperellum, Testigo y F. oxysporum.

Longitud de Raiz

La longitud de raiz oscilo de 5.10 cm en el tratamiento inoculado con F.
oxysporum a 19.53 cm en el tratamiento de MIC’s. El andlisis de varianza detecto
diferencias significativas entre tratamientos. La prueba de Tukey indica que las MIC’s
presentan una longitud de raiz superior a el tratamiento con F. oxysporum (cuadro 7).
En dicho cuadro también se aprecia que todos los tratamientos que llevan B. subtilis
y T. asperellum + F. oxysporum presentan una longitud de raiz estadisticamente

superior a la obtenida en las plantas inoculadas con F. oxysporum. El incremento
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observado en la longitud de raiz en relacién con el tratamiento de F. oxysporum es
de 282.94% con las MIC’s, 252.35% con las MIC’s inoculados con F. oxysporum,
184.90% con la suspension de esporas de B. subtilis y T. asperellum inoculados con
F. oxysporum y de 179.41% para la suspension de B. subtilis y T. asperellum (figura
3). Lo anterior demuestra el efecto de las MIC’s de B. subtilis y T. asperellum en
proteger y mejorar el desarrollo de las raices de plantas aun con presencia de este

patogeno.

Cuadro 7. Longitud de raiz de plantas de chile expresado en cm, inoculadas con F.

oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T.

asperellum.
Tratamiento Longitud de Raiz *

MIC’s 19.53 A
MIC’s + F. oxysporum 17.97 A
Susp. De B. subtilis y T. asperellum + F. oxysporum 14.53 AB
Susp. De B. subtilis y T. asperellum 14.25 AB
Testigo 7.05 BC

F. oxysporum 5.10 C

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales

Figura 5. Longitud de raiz de plantas de chile, de izquierda a derecha: Testigo, MIC’s,
Suspension de B. subtilis y T. asperellum, Suspension de B. subtilis y T. asperellum +

F. oxysporum, MIC’s + F. oxysporum y F. oxysporum.
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Peso Fresco

El peso fresco vario de 0.73 g en el testigo a 5.72 g con el tratamiento de las
MIC’s. El analisis de varianza detecto diferencias significativas entre tratamientos. La
prueba de Tukey demuestra que el peso fresco de las plantas de chile con las MIC’s
es estadisticamente superior al obtenido por el resto de los tratamientos (cuadro
8).también podemos observar que los MIC’s + F. oxysporum y el tratamiento de la
suspension de esporas de B. subtilis y T. asperellum se mostraron superiores a el
testigo y al tratamiento inoculado con F. oxysporum. El incremento de peso fresco
de las plantas de chile es de 683.56% en el tratamiento de MIC’s, de 410.95% con
las MIC’s inoculadas con F. oxysporum, 239.72% y 153.42% con los tratamientos de
la suspension de esporas de B. subtilis y T. asperellum inoculado y sin inocular

respectivamente comparado con el testigo.

Cuadro 8. Peso fresco de plantas de chile expresado en g, inoculadas con F.

oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T.

asperellum.

Tratamiento Peso Fresco®
MIC's 572 A
MIC’s + F. oxysporum 3.73 B
Susp. De B. subtilis y T. asperellum 248 BC
Susp. De B. subtilis y T. asperellum + F. oxysporum 1.85 CD
F. oxysporum 0.85 D
Testigo 0.73 D

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales.

Peso Seco

El peso seco de las plantas se expreso en valores que oscilaron de 0.07 g en
el testigo a 0.48 g en el tratamiento de MIC’s. El andlisis de varianza detecto
diferencias significativas entre tratamientos. La prueba de Tukey indica que el peso
seco de las plantas obtenido con las MIC’s es estadisticamente superior al resto de
los tratamientos (cuadro 9). Los resultados indican que las MIC’s y las MIC's + F.

oxysporum Yy el tratamiento de la suspensién de B. subtilis y T. asperellum son
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superiores al testigo y al tratamiento con F. oxysporum. El incremento mas alto de
peso seco de las plantas de chile se registro con el tratamiento de MIC’s con un
585.71%, seguido por los tratamientos MIC's + F. oxysporum y el tratamiento de la
suspensién de B. subtilis y T. asperellum con un 314.28 y 171.42% respectivamente

comparado con el testigo.

Cuadro 9. Peso seco de plantas de chile expresado en g, inoculadas con F.

oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T.

asperellum.

Tratamiento Peso Seco’
MIC’s 0.48 A
MIC’s + F. oxysporum 0.29 B
Susp. de B. subtilis y T. asperellum 0.19 C
Susp. de B. subtilis y T. asperellum + F. oxysporum 0.14 CD
F. oxysporum 0.08 D
Testigo 0.07 D

1. Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales

Los resultados obtenidos en este trabajo evidenciaron el incremento de
clorofila en plantas de chile causado por el tratamiento con las MIC’s de B. subtilis y
T. asperellum comparado con el testigo absoluto. Resultados similares a los nuestros
pero con otros microorganismos benéficos han sido reportados por diversos autores.
Melgares et al. (2004) reportan que al aplicar el hongo endomicorrisico Glomus
intraradices en el cultivo de lechuga obtuvo un incremento de clorofila en plantas
tratadas. Moreno et al. (2003) mencionan un incremento en la clorofila de 11% en
plantas de chile inoculadas con la rizobacteria Azotobacter chroococcum comparado
con el testigo absoluto. Un mayor valor en la lectura de clorofila ha sido relacionado
con un mayor contenido de nitrdgeno en plantas de maiz (Anderson y Johnson,
1995) mostrandose un verde intenso en el color de hojas (Rodriguez et al., 1998). Lo
anterior puede sugerir que las plantas inoculadas con las MIC"s presentan un mejor
estado nutricional que las plantas no tratadas, reflejando este resultado en un

incremento de la clorofila.
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Las microcapsulas de Bacillus subtilis y Trichoderma asperellum ademas de
funcionar como agentes de control biolégico de F. oxysporum y R. solani (Jaimes et
al., 2010 a, b) también promueven el crecimiento y desarrollo de las plantas asi como
la disponibilidad de fosforo y nitrégeno y la sintesis de reguladores de crecimiento
como acido indolacetico, giberilinas y citocininas (Garcia et al.,, 2001) nuestros
resultados indican un mejor desarrollo de las plantas de chile confirmando el efecto
positivo de las MIC’s con B. subtilis y T. asperellum al incrementar de manera
sustancial la altura, longitud de raiz, peso fresco y peso seco de las plantas de chile,
estos resultados también han sido sefialados por Ortiz (2009) en plantas de chile
inoculadas con B. subtilis y Trichoderma sp. al comparar con plantas no tratadas. En
contraste Plasencia (2008) reporta que en el cultivo de papa obtuvo mal formacién de

plantas en el tratamiento donde inoculo con la mezcla de B. subtilis y Trichoderma

sp.

Fernandez (2008) confirma que el uso de microencapsulados de B. subtilis y
Trichoderma promueven el crecimiento del cultivo de cebolla durante los primeros 60
dias después del trasplante. Nuestros resultados sefalan que las MIC’s promueven
de manera considerable el desarrollo de las plantas de chile con respecto a la
suspension liquida, posiblemente porque al usar MIC’s nos aseguramos de tener una
degradacion lenta  (Yabur et al., 2006) permitiendo la liberacion controlada y
continua de los microorganismo benéficos que no ocurre con la suspension liquida

de B. subtilis y T. asperellum (Jaimes et al., 2010 b).

No fue posible determinar adecuadamente el efecto de B. subtilis y T.
asperellum en la incidencia y severidad de R. solani y F. oxysporum dado que se
observo una baja incidencia de las enfermedades en las plantas de chile, quiza
porque la evaluacién se realizo 45 dias después del trasplante faltando mas tiempo
para que se expresaran con mayor claridad los signos y sintomas de los patégenos.
Es necesario mencionar que en el cultivo de chile, la expresién de la marchitez del

chile ocurre precisamente a partir del llenado de fruto hasta la cosecha.



CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se desarrollo esta investigacion

podemos concluir lo siguiente:

La confrontacion in vitro entre B. subtilis y T. asperellum muestra que no

existe antagonismos entre ellos.
Fue posible encapsular la mezcla de B. subtilis y T. asperellum.

Las Microcdpsulas (MIC's) de B. subtilis y T. asperellum incrementan
considerablemente la concentracion de clorofila en plantas de chile en comparacion

con el testigo.

Las Microcapsulas (MIC’s) de B. subtilis y T. asperellum muestran un mejor
efecto de en el desarrollo de plantas de chile a pesar de haber sido inoculadas con

R. solani y F. oxysporum.

Las Microcapsulas (MIC’s) de B. subtilis y T. asperellum muestran mejor
efecto de en la promocion del crecimiento de plantas de chile que la suspension

liquida de esporas de B. subtilis y T. asperellum.
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Cuadro 1. Clorofila de plantas de chile expresado en unidades SPAD inoculadas con
microcapsulas de B. subtilis y T. asperellum (MIC’s) vy el testigo.

T1 T2
R1 27.70 44.10
R2 31.10 41.70
R3 32.10 44.60
R4 42.70 44.80
R5 33.60 44.00
R6 34.20 40.30
R7 32.70 43.60
R8 31.90 41.70
R9 41.50 40.00
R10 33.80 40.70
R11 25.70 40.70
R12 35.60 42.00
R13 28.70 41.60
R14 21.10 44.50
R15 25.40 41.10
R16 29.10 42.00
R17 32.70 40.90
R18 27.10 42.40
R19 37.70 40.90
R20 30.10 42.90

Cuadro 2. Analisis de varianza de la medicion de clorofila de plantas de chile
expresado en unidades SPAD, inoculadas con microcapsulas (MIC’s) de B. subtilis y
T. asperellum vy el testigo.

FV GL SC CM F Valu Pr>F
Repeticiones 19 265.035167 13.949219 0.86 0.6262
Tratamientos 2 1464.42133 732.210667 45.26 <.0001
Error 38 614.705333 16.176456

Total 59 2344.16183
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Cuadro 3. Altura de plantas de chile expresado en cm, inoculadas con R. solani,

tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T. asperellum.

R1 R2 R3 R4 R5 R6
T1 1285 13.45 14.65 13.05 129 12.90
T2 10.65 9.90 10.15 9.90 8.95 10.00
T3 9.70 9.00 930 10.05 10.00 11.10
T4 10.25 10.15 11.15 11.05 9.30 11.70
T5 8.45 8.45 9.50 8.15 8.20 8.75
T6 9.25 11.05 8.15 6.35 9.00 7.20

Cuadro 4. Analisis de varianza de la altura de plantas de chile expresado en cm,
inoculadas con R. solani, tratadas con microcdpsulas (MIC’s) y suspension de B.

subtilis y T. asperellum.

F.V. G.L. S.C. C.M. FValue Pr>F
Repeticiones 5 2.96 0.59 0.66 0.6565
Tratamiento 5 92.61 18.52 20.68 <.0001
Error 25 22.40 0.90
Total 35 117.96

Cuadro 5. Longitud de raiz de plantas de chile expresado en cm, inoculadas con R.
solani, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T.

asperellum.

R1 R2 R3 R4 R5 R6
T1 21.20 2240 26.20 1220 21.30 13.90
T2 13.60 15.10 16.90 15.80 540 16.90
T3 13.60 6.70 16.30 30.10 22.30 10.90
T4 14.90 7.60 20.10 18.50 15.10 9.30
T5 5.00 8.20 10.20 5.20 11.50 8.60
T6 11.00 7.00 6.20 4.90 6.70 6.50
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Cuadro 6. Analisis de varianza de la longitud de raiz de plantas de chile expresado
en cm, inoculadas con R. solani, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de
B. subtilis y T. asperellum.

F.V. G.L. S.C. C. M. F Value Pr>F
Repeticiones 5 117.478056 23.4956111 0.95 0.469
Tratamiento 5 027.934722 185.586944 7.47 0.0002
Error 25 621.003611 24.840144
Total 35 1666.41639

Cuadro 7. Peso fresco de plantas de chile expresado en g, inoculadas con R. solani,
tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T. asperellum.

R1 R2 R3 R4 R5 R6
T1 3.30 5.50 9.00 5.30 6.10 5.10
T2 3.00 2.30 2.00 1.50 1.70 2.70
T3 1.40 1.70 1.50 2.20 1.70 2.30
T4 2.70 2.40 2.90 2.50 2.00 2.40
TS5 0.90 0.60 0.90 1.10 1.30 0.80
T6 0.80 1.10 0.60 0.60 0.70 0.60

Cuadro 8. Andlisis de varianza del peso fresco de plantas de chile expresado en g,
inoculadas con R. solani, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspensién de B.

subtilis y T. asperellum.

F.V. G.L. S.C. C. M. F Value Pr>F
Repeticiones 5 2.1934048 0.438681 0.6 0.699
Tratamiento 5 108.525700 21.70514 29.78 <.0001
Error 25 18.223824 0.728953
Total 35 128.942929
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Cuadro 9. Peso seco de plantas de chile expresado en g, inoculadas con R. solani,
tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T. asperellum.

R1 R2 R3 R4 R5 R6
T1 0.44 0.49 0.62 0.42 0.45 0.46
T2 0.21 0.17 0.16 0.13 0.14 0.21
T3 0.12 0.13 0.13 0.19 0.15 0.17
T4 0.21 0.18 0.23 0.18 0.16 0.18
T5 0.09 0.07 0.09 0.09 0.13 0.07
T6 0.07 0.09 0.05 0.06 0.06 0.08

Cuadro 10. Andlisis de varianza del peso seco de plantas de chile expresado en g,
inoculadas con R. solani, tratadas con microcdpsulas (MIC’s) y suspension de B.

subtilis y T. asperellum.

F.V. G.L. S.C. C. M. F Value Pr>F
Repeticiones 5 0.00497851 0.0009957 0.74 0.6007
Tratamiento 5 0.757317 0.1514634 112.57 <.0001
Error 25 0.03363694 0.00134548
Total 35 0.79593246

Cuadro 11. Altura de plantas de chile expresado en cm, inoculadas con F.
oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T.

asperellum.

R1 R2 R3 R4 R5 R6
T1 12.85 13.45 1465 13.05 1290 12.90
T2 10.15 12.30 11.8 12.05 12.15 1355
T3 9.45 9.65 8.10 7.20 9.90 10.15
T4 10.25 10.15 11.15 11.05 9.30 11.70
T5 7.95 6.98 7.70 8.45 7.00 9.05
T6 9.25 11.05 8.15 6.35 9.00 7.20
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Cuadro 12. Analisis de varianza de la altura de plantas de chile expresado en cm,
inoculadas con F. oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de
B. subtilis y T. asperellum.

F.V. G.L. S.C. C. M. F Value Pr>F
Repeticiones 5 4.67 0934 0.74 0.6022
Tratamiento 5 136.8275 27.3655 21.62 <.0001
Error 25 31.6475 1.2659
Total 35 173.145

Cuadro 13. Longitud de raiz de plantas de chile expresado en cm, inoculadas con F.
oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T.
asperellum.

R1 R2 R3 R4 R5 R6
T1 21.20 2240 26.20 1220 21.30 13.90
T2 11.20 16,50 19.10 1750 16.10 27.40
T3 2430 14.40 1050 1230 13.60 12.10
T4 14.90 760 20.10 18,50 15.10 9.30
TS5 5.30 5.40 5.10 4.50 4.40 5.90
T6 11.00 7.00 6.20 4.90 6.70 6.50

Cuadro 14. Andlisis de varianza de la longitud de raiz de plantas de chile expresado
en cm, inoculadas con F. oxysporum, tratadas con microcipsulas (MIC's) y
suspension de B. subtilis y T. asperellum.

F.V. G.L. S.C. C. M. F Value Pr>F
Repeticiones 5 46.378889  9.275778  0.46 0.8047
Tratamiento 5 1014.28222 202.856444  9.98  <.0001
Error 25 508.211111 20.328444

Total 35 1568.87222
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Cuadro 15. Peso fresco de plantas de chile expresado en g, inoculadas con F.
oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T.

asperellum.

R1 R2 R3 R4 R5 R6
T1 3.30 5.50 9.00 5.30 6.10 5.10
T2 2.20 4.10 4.20 3.20 3.50 5.20
T3 1.50 1.60 1.60 1.40 2.60 2.40
T4 2.70 2.40 2.90 2.50 2.00 2.40
T5 1.40 0.40 0.90 1.10 0.70 0.60
T6 0.80 1.10 0.60 0.60 0.70 0.60

Cuadro 16. Analisis de varianza del peso fresco de plantas de chile expresado en g,
inoculadas con F. oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de

B. subtilis y T. asperellum.

F.V. G.L. S.C. C. M. F Value Pr>F
Repeticiones 5 4.8855556 0.9771111 1.2 0.3365
Tratamiento 5 108.672222 21.7344444 26.76 <.0001
Error 25 20.3077778 0.8123111
Total 35 133.865556

Cuadro 17. Peso seco de plantas de chile expresado en g, inoculadas con F.
oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de B. subtilis y T.

asperellum.

R1 R2 R3 R4 R5 R6
T1 0.44 0.49 0.62 0.42 0.45 0.46
T2 0.16 0.32 0.30 0.27 0.33 0.38
T3 0.13 0.12 0.12 0.1 0.19 0.18
T4 0.21 0.18 0.23 0.18 0.16 0.18
T5 0.11 0.04 0.09 0.09 0.06 0.07
T6 0.07 0.09 0.05 0.06 0.06 0.08
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Cuadro 18. Andlisis de varianza del peso seco de plantas de chile expresado en g,
inoculadas con F. oxysporum, tratadas con microcapsulas (MIC’s) y suspension de
B. subtilis y T. asperellum.

F.Vv G.L S.C C.M F Value Pr>F
Repeticiones 5 0.01158056 0.00231611 1.02 0.4251
Tratamientos 5 0.73781389 0.14756278 65.21 <.0001
Error 25 0.05656944 0.00226278

Total 35 0.80596389




