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Esta investigacion se realizé6 con la finalidad de recuperar cepas
bacterianas esporuladas de la rizésfera de plantas de chile de diferentes
localidades productoras del noreste mexicano y evaluar su actividad biologica a
Phytophthora capsici, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani in vitro y en
plantas de chile establecidas en invernadero.

Se realiz6 un recorrido en lotes comerciales de chile en Cadereyta, N.L.,
Villa Hidalgo, Villa Gonzalez y Cd. Mante, Tamps. y Ebano SLP. y se recolecto
en total 22 muestras de suelo de la rizésfera de plantas sanas de chile, de cada
muestra se tomaron 10 g de suelo y se mezclaron en 90 ml de solucion salina al
0.85 %, se realizaron diluciones seriadas hasta 10, posteriormente se
colocaron en bafio maria a 70° C por 15 min. Se tom¢6 0.1 ml de la suspensién y

se difundié en cajas Petri con agar nutritivo mas 1 % de almidon, las cajas se
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incubaron a 40° C por 48 h, se diferenciaron colonias por su morfologia y se les
realizaron frotis para comprobar la formacién de endospora, se aislaron un total
de 57 cepas de bacterias esporuladas pertenecientes al género Bacillus, se les
asignaron claves y se realizé una prueba rapida de antagonismo in vitro contra
P. capsici, solo 11 mostraron niveles apreciables de antibiosis, estas cepas
nativas junto con una cepa comercial de Bacillus subtilis fueron confrontadas in
vitro con P. capsici, F. oxysporum y R. solani, fitopatdbgenos asociados
comunmente a la marchitez del chile. Contra P. capsici, los niveles de inhibicion
fueron de 25.46 a 41.1 %, el testigo comercial mostré un 40.17 %, para R.
solani, los niveles de inhibicion fueron del 19.56 al 38.31 %, contra 36.38 % del
testigo comercial, y finalmente contra F. oxysporum, los porcientos de inhibicion
variaron entre 31.83 y 14.47, la cepa comercial inhibi6 28.87 %.

Con las tres cepas que mostraron los mayores porcientos de inhibicion a
cada patdégeno, se realizo una mezcla y se aplicdé a plantas de chile en
invernadero junto con los tres patégenos, se obtuvieron incrementos en todas
las variables evaluadas de hasta 191 % en el peso de raiz, asi como
disminuciones significativas en la incidencia y severidad del ataque de los
patogenos.

Existen bacterias esporuladas en la rizosfera de plantas de chile que
inhiben el desarrollo in vitro y disminuyen la incidencia y severidad en
invernadero de la enfermedad ocasionada por P. capsici, R. solani y F.
oxysporum, ademas de estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas de

chile.
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ABSTRACT.
Biological effectiveness of rhizoferic sporulated bacteria against
pathogens associated to pepper withering
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This research was done with the purpose of recover rhizospheric
sporulated strains from pepper plants collected at different localities from
northeast Mexico, and to evaluate its biological activity in vitro on Phytophthora
capsici, Fusarium oxysporum and Rhizoctonia solani and in vivo, on pepper
plants under greenhouse conditions.

A field trip was realized to commercial plantations located in Cadereyta N.
L., Villa Hidalgo, Villa Gonzalez and Cd. Mante, Tamps., and Ebano S. L. P.,
where we collected a total of 22 soil samples from the rhizosphere of healthy
chili plants, from each sample 10 g of soil were taken and mixed in 90 ml of a
saline solution at 0.85 percent; serial dilutions were performed to obtain 10,

after that were placed in a water bath at 70°C during 15 min. We took 0.1 ml of
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the suspension and was diluted on Petri dishes with nutrient agar plus 1 percent
starch, Petri plates were incubated at 40°C during 48 h, colonies were
differentiated by its morphology and frotis were realized to corroborate
endospores formation. A total of 57 sporulated strains were isolated which
belonged to Bacillus genera, we assignee a distinctive number to each one and
it was realized a quick in vitro antagonistic test against P. capsici. Only 11
strains showed clear antibiosis levels, these native strains along with the
commercial strain Bacillus subtilis were confronted in vitro against P. capsici, F.
oxysporum and R. solani, plant pathogens commonly associated to chili
withering. Inhibition levels against P. capsici were from 25.46 at 41.1 percent,
commercial control shown 40.17 percent, on R. solani inhibition levels were in
the range of 19.56 to 36.38 percent of commercial control, finally, inhibition
percentages against F. oxysporum varied from 31.83 to 14.47 percent, the
commercial strain inhibited at 28.87 percent.

With the three strains that showed the highest inhibition percentages to
each pathogen, a mixture was realized and was applied under greenhouse
conditions to chili plants along with the plant pathogens, we detected increases
on all evaluated variables to a maximum of 191 percent on root weight, as well
significant reductions on disease incidence and severity to pathogens attack.

The sporulated rhizospheric bacteria, can be effective as biological
control agents against pathogens associated to pepper withering, and also can

stimulate pepper crop development and yield.
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INTRODUCCION

El género Capsicum es originario de América del Sur, C. annum se
aclimatd en México y es donde actualmente existe la mayor diversidad de chiles
(Vavilov, 1951).

El chile es el cultivo horticola mas importante en México y el de mayor
consumo popular, especialmente en estado fresco, aunque también se
consume procesado en forma de salsas, polvo o encurtidos. En México existe
una gran diversidad de chiles de diferentes tipos en cuanto a forma, sabor,
color, tamafo y pungencia, en 1978 se reportdé un consumo per capita anual de
7.24 kg, siendo aproximadamente el 75 % de chile fresco (Valadez, 1993).

La importancia de este cultivo radica principalmente en la superficie
sembrada, reportandose 153,500 ha y una produccion de 2°016,219 ton en el
2001, siendo México el principal proveedor de esta hortaliza a los Estados
Unidos de Norteamérica y Canada, otra caracteristica de este cultivo, es el
impacto social, ya que durante todo el ciclo demanda de 120 a 150 jornales por
ha (Bravo et al., 2002).

La planta de chile se comporta como un cultivo anual en zonas
templadas y perenne en regiones tropicales. Tiene tallos erectos, herbaceos y
ramificados de color verde obscuro. El sistema radical alcanza una profundidad

de 1.2 m y una expansion lateral de 1 m, pero la mayoria de las raices



funcionales se encuentran entre los 5 y los 40 cm. La altura media de la planta
es de 60 cm, pero varia segun el tipo o especie de que se trate. Las hojas son
planas, simples y de forma ovoide. Las flores son perfectas, formandose en las
axilas de las ramas; son de color blanco y a veces purpura. El fruto es una
baya-vaina, en algunas variedades se hace curvo cuando se acerca a la
madurez; el color verde de los frutos se debe a la alta cantidad de clorofila
acumulada en las capas del pericarpio. Los frutos maduros toman color rojo o
amarillo, debido a los pigmentos licopercisina, xantofila y caroteno, la pungencia
es debida al pigmento capsicina (Guenco, 1983; Valadez, 1993).

El cultivo del chile se ve mermado grandemente por enfermedades
ocasionadas por hongos, bacterias, nematodos y virus. Dentro de las
enfermedades fungosas, sobresalen los hongos que ocasionan marchiteces.
Originalmente se relacionaba unicamente a Phytophthora capsici Leo. como
causal de esta enfermedad (Romero, 1988), pero en fechas recientes se ha
demostrado en varias partes productoras de chile del pais, que también se
encuentran involucrados los hongos Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum,
por lo que ahora se maneja el término de complejo o sindrome de la marchitez
o tristeza del chile (Velazquez et al., 2003).

Los patégenos asociados a este complejo, pertenecen a reinos y
ordenes diferentes, por lo que el control quimico tiene que ser con una mezcla
de fungicidas, lo que incrementa el costo, ademas de que no ofrece un control
satisfactorio.

Investigaciones en laboratorio, invernadero y campo, realizadas con

bacterias del género Bacillus, han mostrado resultados alentadores hacia los



diferentes patégenos asociados a la marchitez del chile (Alvarez, 1993; Garcia y
Virgen, 1991; Kloepper, 1999; Thirumalachar and O’brian, 1977 y Virgen et al,
2001).

Este género de bacterias, posee caracteristicas que le dan ventajas para
ser utilizadas como agente de control biologico, la produccién de antibidticos,
surfactantes, aminoacidos y hormonas; forma endosporas que le otorgan
tolerancia a condiciones desfavorables y ademas, es un exitoso colonizador de
la rizosfera de las plantas (Stainer y Doudoroff, 1977; Fravel, 1988; Schippers et
al., 1987; Weller, 1988).

Muchos proyectos de control biolégico muestran resultados
inconsistentes entre los obtenidos en laboratorio y en campo, esto obedece a la
poca o nula adaptabilidad del agente de control a las condiciones del entorno
donde es introducido (Alexander, 1980 y Weller, 1988). Por lo anterior en éste
trabajo se plantearon como objetivos:

e Aislar cepas bacterianas esporuladas de la rizosfera de plantas de chile
cultivadas en el noreste de México y evaluar in vitro su efectividad
bioldgica contra el complejo de hongos de la marchitez del chile.

e Observar el efecto benéfico en plantas de chile bajo condiciones de

invernadero, a la aplicacion de una mezcla de cepas nativas.



REVISION DE LITERATURA

Marchitez del Chile

Concepto de marchitamiento.

Se le denomina marchitamiento, a la etapa en la que las plantas pierden
vigor y sus tejidos, hojas, tallos o frutos pierden la turgencia normal (Garcia,
1984), por su naturaleza, puede ser de origen fisiolégico, el cual es ocasionado
por condiciones de escasa humedad en el suelo o exceso de
evapotranspiracion y de origen patolégico, el cual principalmente es
caracterizado por una necrosis del sistema radical o del cuello de las plantas
(Chavez et al., 1994), este tipo marchitamientos por lo general es irreversible.
Importancia.

Las marchiteces se pueden presentar en cualquier etapa fenoldgica del
cultivo, sin embargo el mayor dafio se presenta en las etapas de floracién y
fructificacion; las plantas afectadas se marchitan y secan rapidamente. Si no se
toman medidas precautorias como fechas de siembra, tipo de suelo, aplicacion
de fungicidas y manejo racional del agua de riego, las pérdidas ocasionadas
pueden alcanzar el 100 % (Ayvar et al., 1994).

Organismos causales.

Dentro de los fitopatdgenos asociados mas comunmente a la marchitez del

chile, estan los hongos Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Verticillium



spp., los Stramenopilas Phytophthora capsici y Pythium spp y la bacteria
Ralstonia solanacearum (Virgen et al., 2001), sin embargo en México, Ayvar et
al. (1994) mencionan que la marchitez del chile es ocasionada por F.

oxysporum, R. solani'y P. capsici principalmente.

Marchitez Causada por P. capsici

Distribucion.

Este patdgeno tiene una extensa distribucidon en el suelo, en asociacion
con otros cultivos como berenjena, tomate y cucurbitaceas (Leonian, 1922), es
muy comun atacando al cultivo de chile, sobre todo cuando los factores
climaticos y edaficos son propicios para su desarrollo y en ocasiones provoca
grandes pérdidas. En México fue descubierto por el Dr. Galindo en 1956,
atacando plantas de chile en los campos de la E N A, Chapingo, México y
pueblos aledanos; por su sintomatologia tipica, este mismo autor llamé a la
enfermedad “Marchitez del chile’(Romero, 1988)

Importancia.

Ayvar et al. (1994), reportan a P. capsici como el principal causante de la
muerte de plantas en pre floracion, floracion y llenado de frutos; a nivel nacional
se estima una disminucién en la densidad de plantacion de entre el 10 y el 60 %
(Pérez et al., 1990); pérdidas del 80% en los estados de San Luis Potosi y
Aguascalientes (Mendoza y Pinto, 1983) y de hasta el 100 % de mortalidad en

zonas como el Bajio y Puebla (Chavez et al., 1994)



Ubicacion taxonémica.

Alexopoulos et al (1996) clasifican a este patdgeno de la siguiente

manera:
Reino.......... Stramenophyla
Phyllum.......... Oomycota
Clase.......... Oomycetes
Orden........... Peronosporales
Familia........... Pythiaceae
Género........... Phytophthora
Especie.......... capsici
Sintomas.

La enfermedad puede presentarse en cualquier estado fenoldgico del
cultivo y todas las partes de la planta son susceptibles al ataque. La pudricion
del cuello y la marchitez en general son los sintomas mas comunes,
caracterizados por una coloracion café obscuro del tallo, la cual se extiende del
suelo hacia arriba, acompafiada por una marchitez subita de la planta, sin que
el follaje se torne Amarillo; el agua salpicada por la lluvia o el riego, es la
responsable de acarrear el inéculo a la parte superior de la planta, provocando
pudricion de tallos y frutos, ademas de manchas foliares (Lowell et al., 1993).

Las lesiones en la parte superior del tallo son de color café obscuro y se
presentan principalmente en las ramas, causando la muerte de la parte superior

de donde se presentd la lesion, en las hojas se forman éareas circulares o



irregulares verde obscuro, de consistencia acuosa, que con el tiempo se tornan
de color castafo claro. El dafio en frutos, se manifiesta inicialmente con puntos
aguanosos de coloracién obscura, que rapidamente invaden al fruto en su
totalidad (Leonian, 1922); Weber (1932), agrega a lo anterior, que la semilla de
los frutos también se ve afectada y que al abrirlos se puede observar el micelio
sobre éstas, ademas de manchas de coloracion parda en la cuticula.

Etiologia.

P. capsici es una especie heterotalica; produce micelio hialino,
cenocitico, muy ramificado y toruloso cuando es joven, al envejecer se vuelve
liso y las colonias crecen en forma radial. Los esporangioforos simples o
ramificados irregularmente, son gruesos, robustos, con un ligero hinchamiento
cerca de la base del esporangio.

Los esporangios pueden ser globosos, oval-alargados o elipticos,
algunos tienen vacuola central, miden 28-123 u x 21-50 u, la relacién longitud
por anchura es 1.7:1.0; presentan papila prominente, a veces desviada,
frecuentemente hay esporangios con dos papilas. Las clamidiosporas son raras
o ausentes (Alexopoulos y Mims,1979).

Esta especie produce oosporas heterotalicamente. La oosporas son
aplerdticas, miden 31.5 u de diametro, son lisas, producidas en oogonios
esféricos, lisos, fertilizados por anteridios anfiginos (Romero, 1988)

Epifitiologia.

Este patdgeno afecta plantas de chile en cualquier estado fenolégico, las

condiciones favorables para su diseminacion son: alta humedad en el suelo y



temperaturas oscilantes entre 15y 20° C, los cultivos regados por gravedad son
mas afectados, ya que los propagulos se diseminan através del agua de riego
(Ayvar et al., 1994)

Los propagulos pueden trasmitirse por medio de los implementos
utilizados en las practicas culturales y por medio de la semilla (Flores y Frias,
1992).

Infeccién.

La oospora, que representa la fuente de indculo primario, germina y da
lugar a una esporangia, la cual puede germinar directamente o dar lugar a
zoosporas; las zoosporas se enquistan en la superficie de las raices o de las
hojas y el tubo germinativo produce un apresorio, el cual se fija a la superficie y
ejerce presion fisica, en pocos minutos las hifas inician su crecimiento en las

células de la epidermis del hospedero (Alexopoulos y Mims, 1979)

Marchitez Causada por F. oxysporum.

Distribucion.

F. oxysporum es uno de los fitopatogenos nativos del suelo mas
ampliamente distribuidos y de mayor importancia, sin duda, la especie
oxysporum es la de mayor distribucion y la que posee mayor numero de
hospederos (Romero, 1988).

Importancia.
En México esta especie fue identificada por Crispin et al., (citado por

Virgen, 1990), quienes lo reportan como el principal problema patolégico del



cultivo del chile en las zonas productoras de Durango y Zacatecas, donde
ocasiona pérdidas de hasta el 60 %; Alvarez (2003), considera que en el estado
de Sinaloa, sin un programa de manejo adecuado, las pérdidas pueden superar
el 90 %.

Ubicacion Taxonémica.

Alexopoulos y Mims (1979) clasifican a este hongo de la siguiente

manera:
Reino.......... Mycetae
Division.......... Amastigomycota
Subdivisién.......... Deuteromycotina
Clase.......... Deuteromycetes
Sub Clase.......... Hyphomycetidadae
Orden.......... Moniliales
Familia.......... Tuberculariaceae
Género  .......... Fusarium
Especie......oxysporum
Sintomas.

La marchitez clasica por F. oxysporum empieza con una ligera clorosis
del follaje superior, que progresa en pocos dias a una marchitez permanente
con las hojas adheridas, para cuando estos sintomas son visibles, el sistema
vascular de la planta se encuentra irremediablemente dafado, particularmente
el tallo inferior y las raices primarias, el tejido cortical permanence intacto.

Generalmente, la enfermedad aparece en areas del campo donde un alto
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porcentaje de las plantas mueren, aunque también se pueden presentar plantas
dispersas (Ayvar et al., 1994).

Al realizar un corte transversal, principalmente en la parte baja del tallo,
se puede observar una coloracion café obscura del tejido vascular, las plantas
en éstas condiciones presentan un achaparramiento, las hojas se marchitan,
mueren y caen al suelo, puede producir algunos frutos, aunque de mala calidad
y finalmente la planta muere (Mendoza, 1996).

Etiologia.

Este hongo forma hifas hialinas, septadas y ramificadas; produce tres
tipos de esporas asexuales. Los microconidios son hialinos, elipsoides, uni o
bicelulares. Los macroconidios son hialinos, falcados, con tres a cinco septas,
pueden ser producidos en esporodoquios. Las clamidiosporas son de pared
gruesa, redondas, de forma intercalar o terminalmente en el micelio mas viejo o
en los macroconidios del hongo (Romero, 1988).

Epifitiologia

Fusarium se encuentra naturalmente en el suelo en forma de
clamidiospora, micelio asociado a fragmentos de tejidos vegetales o a particulas
de humus. Las clamidiosporas representan la fuente de indculo primario
(Alvarez, 2003)

Muerto el hospedero, desarrolla micelio algodonoso que esporula sobre
la superficie del tejido, donde produce una gran cantidad de microconidias,
macroconidias y clamidiosporas, especialmente en tiempo humedo (Ledn,

1982).
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El organismo requiere para su desarrollo 6ptimo, en medio de cultivo 27°
C, y para la infeccion de 20 a 30° C, la enfermedad declina apreciablemente
arriba de 30 ° C.

F. oxysporum tiene la capacidad de invernar sobre residuos organicos o
como organismo de vida libre en el suelo, de esta forma puede sobrevivir en el
hasta 16 afios, aun en ausencia de plantas susceptibles (Huang y Sun, 1978).

El hongo puede ser introducido a areas libres por semillas, plantulas para
trasplante, arados, rastras, el hombre, ganado, etc. (Walker, 1952)

Infeccién.

El hongo infecta al hospedero por la penetracion de la hifa a través de las
raices de las plantas, principalmente por la zona meristematica y por la
epidermis de la zona de elongacién y maduracién de la raiz, también através de
heridas causadas por factores fisicos y biologicos (Dixon, 1981). El micelio
progresa intracelularmente, para luego entrar en los tubos del xilema, dentro del
cual el patdgeno puede diseminarse en el tallo; en plantas adultas los vasos se
llenan con micelio y goma densa, ademas de un gran numero de tilosas,

provocando un taponeamiento de los tejidos conductores (Melhus y Kent, 1979)

Marchitez Causada por R. solani.

Distribucion.
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Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en los suelos agricolas
del mundo, afectando a una amplia gama de cultivos, entre ellos al chile
(Schwartz y Galvez, 1980).

Importancia.

De las diversas especies del género Rhizoctonia, destaca por su
importancia fitopatolégica R. solani, ya que probablemente ocasiona mas tipos
diferentes de enfermedades a una variedad mas amplia de plantas, en la mayor
parte del mundo y bajo mas diversas condiciones que cualquier otra especie de
hongo (Gormely, 1980).

Agrios (1985), menciona que este hongo produce enfermedad en todo el
mundo, ocasionando pérdidas en la mayoria de las plantas anuales, incluyendo
a las malas hierbas, casi a todas las hortalizas, arboles forestales, cultivos
mayores, plantas perennes, arbustos y arboles frutales.

Ubicacion taxondmica.

Alexopoulos y Mims (1979) clasifican a este microorganismo de la
siguiente manera:
Reino.......... Mycetae
Division.......... Amasigomycota
Subdivisién........... Deuteromycota

Clase.......... Deuteromycetes

Especie.......... solani

Sintomas.
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R. solani causa una marchitez tipica de plantas en semilleros, cuyos
sintomas no se distinguen facilmente de los causados por Pythium en algunos
momentos, sin embargo, los tallos de las plantulas infectadas por R. solani son
de color pardo, mas obscuro que los tallos de color paja de las plantulas
infectadas por Pythium (Roberts y Boothroyd, 1978).

Los sintomas pueden variar dependiendo del cultivo o incluso entre
plantas de la misma especie, dependiendo de la etapa fenoldgica y de las
condiciones climaticas (Agrios, 1985).

En las fases iniciales de infeccion de las raices, pueden formarse
chancros circulares u oblongos, deprimidos y limitados por margenes de color
café, al avanzar la infeccidon los chancros aumentan de tamafo y se vuelven
rojizos de textura seca y el crecimiento de la planta se retarda (Christon, 1962).

Las plantas con pudriciones radicales muestran varios sintomas, como el
amarillamiento y muerte de las hojas inferiores; a medida que el tiempo
transcurre, este amarillamiento se generaliza en toda la planta (Gallegos, 1978).
Etiologia.

Hooker (1990), sefiala que una de las caracteristicas mas tipicas de R.
solani son sus ramificaciones en angulo recto (90 grados), con ligeras
constricciones en el punto de origen de la ramificacion, formacion de un septo
en la rama cercana a su origen, el micelio es casi siempre de color café o
castafio oscuro. Las hifas son algo gruesas y cuando jovenes tienen sus células
multinucleadas y se ramifican cerca de la septa distal de la célula.

Epifitiologia.
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El in6culo de R. solani consiste de esclerocios y micelio que sobrevive
como saprofito en el suelo, su diseminacion es através del agua de riego, el
viento, material vegetal, semillas contaminadas y por implementos agricolas
(Bolkan, 1980).

Cuando R. solani se encuentra creciendo como saprdfito, es estimulado
a infectar hipocotilos y raices jovenes por exudados que secretan las semillas
en germinacién y las raices de plantas hospederas (Martinson, 1965).
Infeccidn.

El hongo penetra a través de la cuticula y epidermis en forma mecanica,
inicialmente produce un cojinete de infeccion a partir del cual emite clavijas de
infeccion o mediante hifas individuales; ademas puede penetrar por aberturas

naturales de la raiz o por heridas (Campos, 1987)

Control de la Marchitez del Chile.

Control Genético.

Este tipo de control implica el aprovechamiento de la resistencia heredada,
como parte del manejo de determinada enfermedad.

Romero (1988), fue el primero en desarrollar una variedad de chile
“criollos de Morelos” con alta resistencia a P. capsici y buena compatibilidad con
las variedades comerciales de poblano, mulato y ancho, a diferencia del chile
pasilla, que aunque posee buena resistencia, no es compatible con las

variedades comerciales.
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Hernandez (1990) reportd el rompimiento de la resistencia de la variedad

Ancho 86-266, cuando ésta es atacada por el nematodo Nacobbus aberrans.

Control Quimico.

Dado que los patdgenos pertenecen a reinos y 6rdenes diferentes, el
control quimico resulta complicado para la eleccion del fungicida, existen
trabajos sobre cada patdégeno por separado.

Chavez et al. (1994) evaluaron diversos fungicidas y abonos organicos,
determinando que para la regién de Puebla, la incorporacion de gallinaza y la
aplicacion de Fosetil-Al, presentan los resultados mas alentadores en el control
de P. capsici.

Romero (1988) recomienda para prevencion de P. capsici, la inmersion
de la raiz de las plantulas para trasplante en una soluciéon de 1,000 ppm de
Metalaxil.

Pérez et al. (2003) evaluaron la sensibilidad de cepas de P. capsici,
aisladas de plantas de chile del estado de Guanajuato, a los fungicidas
Azoxystrobin, Metalaxyl, Propamocarb y 2tiocianometil benzotiazol (TCMTB) y
encontraron que este ultimo inhibe completamente el crecimiento micelial, no
asi los otros tres productos.

Mendoza (1996) recomienda para el control de R. solani, aplicaciones
dirigidas al cuello de la planta con Captan o Quintoseno, a partir de la aparicion
de los botones florales o inyeccion de Pencycurén, cuando se observen las

primeras plantas afectadas.
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Satija y Hooda (1987), evaluaron diferentes fungicidas bajo condiciones
de invernadero para el control de F. oxysporum y obtuvieron los mejores
resultados con aplicaciones de Captafol y Oxycloruro de Cobre

Mendoza (1996), sugiere para la prevencion de F. oxysporum, la
inmersidn de la raiz de las plantulas para trasplante, en una solucion de 2,000
ppm de Thiabendazol o Benomyl, los cuales aportan un periodo de proteccién
de 30 dias, después de los cuales hay que realizar aplicaciones dirigidas a la

base del tallo o inyectado al sistema de riego presurizado.

El Ecosistema del Suelo.

En el suelo existen infinidad de microorganismos interactuando entre si y
con los animales, plantas y algas que en el se desarrollan, son sistemas
dindmicos en constante cambio y autorregulables. Los suelos agricolas son un
caso aparte, dado que estos han sido modificados por el cambio de uso del
mismo y las especies vegetales nativas, que son el inicio de la cadena
alimenticia, han desaparacido para ceder su lugar a especies introducidas por el
hombre; esto ocasiona un desequilibrio total en el suelo, ya que donde antes
existia variedad de especies vegetales, ahora solo se establecera una.

En todos los suelos existen especies de parasitos a las plantas, solo que
en equilibrio con sus depredadores o parasitos, al eliminar la diversidad vegetal
solo van a sobrevivir los que mejor se adapten al nuevo ecosistema y al tener
poca presencia de sus depredadores o parasitos, las poblaciones de estos se

disparan.
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Tipos de Interaccion entre los Microorganismos del Suelo

Las relaciones que se dan entre microorganismos en el suelo, son las
siguientes: a) Neutralismo, es cuando dos microorganismos llevan vidas
completamente independientes; b) simbiosis, es cuando los organismos
involucrados resultan beneficiados de la relacion; ¢) protocooperacion o
mutualismo, es la asociacion benéfica entre dos especies, en la que ambas
resultan beneficiadas, pero sin que ésta sea obligada; d) Comensalismo, es
cuando una de las especies resulta beneficiada, sin que la otra se vea afectada;
e) Competicion, es cuando una especie se ve suprimida por otra, debido a una
cantidad limitada de alimento, espacio o algun algun otro requerimiento; f)
Amensalismo, esta relacion es cuando una especie es suprimida por otra, sin
que la otra se vea beneficiada, muy comun por la produccion de toxinas de
ciertos organismos; g) Parasitismo y predacién, es el ataque directo de un
organismo a otro (Bowen y Rovira, 1976; Alexander, 1980).

Clasificacion de los microorganismos de la rizosfera.

La rizosfera es la parte del suelo influenciada quimica, fisica y
biolégicamente por la presencia de las raices.

Desde el punto de vista agricola, los microorganismos de la rizésfera se
clasifican como; benéficos, dafinos y/o sin efecto sobre las plantas, la relacion
entre estos diferentes grupos de organismos influye en el crecimiento y
rendimiento de los cultivos (Schippers et al., 1987 ).

Microorganismos benéficos del suelo.

Estos benefician a las plantas por diferentes mecanismos: desdoblando

formas insolubles de iones en el suelo y facilitando su absorcién por las raices



18

de las plantas, produciendo substancias promotoras del crecimiento de las
plantas como citocininas y auxinas, la supresiéon de microorganismos nocivos ya
sea por competicion o por antibiosis. Dentro de estos microorganismos se
incluye a los simbiontes (Rhizobium, hongos micorrizicos y algunos
actinomicetos) y de vida libre.

Actualmente hay mas interés en las posibilidades del uso de control
bioldgico de los patégenos. En el sentido amplio del término, todo método de
control que no involucra medios fisicos 0 quimicos, puede considerarse como
control biolégico. En el sentido restringido, el término significa el control por
medio de parasitos, depredadores o antagonistas especificos. Algunos
patdgenos del suelo se controlan en cierto grado, enterrando abono verde o
agregando otros materiales organicos, que favorecen el crecimiento de
microorganismos del suelo que compiten con el patégeno o son antagonicos a

el (Badii et al., 2000).

Agentes de Control Biolégico.

Los agentes factibles para usarse en control biolégico de patégenos en la
rizosfera, lo constituyen principalmente las rizobacterias y actinomicetos. Entre
las rizobacterias que se han probado por sus efectos de control biolégico, se
encuentran: Actinoplanes, Agrobacterium, Alcaligenes, Amorphosporangium,
Arthrobacter, Azotobacter, Bacillus, Cellulomonas, Enterobacter, Erwinia,
Flavobacterium, Micromonospora, Pseudomonas, Pasteuria, Rhizobium,

Bradyrhizobium, Serratia, Streptomyces y Xantomonas (Weller, 1988).
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Dentro de los hongos mas estudiados por su efecto de control bioldgico,
se encuentran Penicillium, Trichoderma y Aspergillus. Se han observado
hongos micorrizicos que protegen a las plantas de infecciones por patégenos
del suelo; entre los principales estan: Bolletus bovines, B. subtumentosus y
Lactarius delicious como micorrizas ectofiticas; Psilotum y Pisolitus como
micorrizas endofiticas (Harley, 1965).

Las bacterias promotoras del crecimiento son las de mayor interés, ya
que ademas de inhibir el desarrollo de patdégenos, estimulan el crecimiento e

incrementan el rendimiento de los cultivos (Kloepper, 1999).

Bacillus subtilis

Habitat.
Este tipo de bacterias son facilmente encontradas en el suelo, en la
filosfera de las plantas, en el agua dulce, el heno y polvo (Kim et al., 1997).

Caracteristicas Morfoldgicas.

La célula tiene forma de bastones rectos o curvos, con los extremos
redondeados, su agrupamiento es aislado y algunas veces en cadenas cortas,
su tamafo oscila entre 3 y 4 u por 1 u, poseen flagelacion peritrica, forma
endosporas ecuatoriales, sub terminales, ovales, con dimensiones de 1.2 u por
0.6 u, que germinan lateralmente y son tolerantes a la ebullicion (Alexander,
1980).

Caracteristicas Fisiologicas.
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La temperatura Optima para su desarrollo es de 37° C, es aerdbica y
anaerobica facultativa, capacidad baja de produccidon de acido sulfhidrico, no
forma indol, dependiendo del sustrato, produce una diversidad de compuestos
antibidticos y aminoacidos (Bryan, 1974).

Formas de Accion.

Las formas en las que actua sobre los fitopatdgenos, son por lo menos
dos, el primero es llamado ocupacion de un nicho, la sola presencia de colonias
de la bacteria en el rizoplano, metabolizan los exudados que son utilizados por
los patdgenos para la infeccion inicial; estos ultimos no encuentran la fuente de
energia suficiente para continuar la invasion.

El segundo proceso, es una extension del primero, las bacterias que se
encuentran en el rizoplano producen substancias que inhiben el desarrollo de
los fitopatdgenos, lo que puede ser demostrado facilmente in vitro (Weller,
1988).

Antibidticos Producidos.

Stessel et al. (1953), identificaron una substancia denominada toximycin
como el principal antibiético producido por B. subtilis aislado de suelo, Nandi
and Sen (1953), purificaron los compuestos bacilomycin, micosubtilin y
fungistatin, fermentando cepas de B. subtilis a temperaturas de 30° C en medio
de extracto de sacarosa.

Con respecto a B. subtilis, se ha estudiado la liberacion de compuestos

con propiedades antifungicas como la subtilina y otros antibiéticos de la familia
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de las iturinas, estas ultimas son polipéptidos que actuan sobre la pared celular
de los hongos (Orieta, 2001).

Douville y Boland (1992) identificaron un compuesto de la familia del
iturin (iturin D), el cual mostré efecto supresivo a Colletotrichum ftrifolii en el
cultivo de alfalfa. Ohno et al. (1993), conociendo las propiedades antibidticas de
los compuestos relacionados al iturin, usaron como sustrato residuos de soya
en condiciones controladas de luz, temperatura y humedad, obteniendo
incrementos en la produccion de estos.

Chan (1992) obtuvo a partir de una cepa de B. subtilis, una substancia
denominada subtilin, uno de los 32 péptido aminoacidos con actividad
antimicrobial, encontrando que también el nisin es un péptido con propiedades
similares.

Maget-Dana et al. (1993), identificaron al iturin A y a surfactin como
polipéptidos producidos por algunas cepas de B. subtilis, al iturin A le han
encontrado propiedades antibidticas, mientras que el surfactin es un agente
surfactante utilizado actualmente en la industria de los detergentes para ropa.

Antecedentes de control biolégico con B. subtilis.

La inoculacion de la semilla de maiz con B. subtilis, controlé la muerte de
plantulas causada por F. graminearum en campo, los resultados fueron tan
efectivos como el tratamiento de la semilla con captan o thiram (Broadbent et
al., 1971).

Garcia y Virgen (1991) reportan que el marchitamiento de la sandia,
causado por F. oxysporum f. sp. niveum, se redujo 74.6 % con la aplicacion de

B. subtilis.
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Dickinson (1987) demostré que asperjando una solucién de B. subtilis en
el otofio, a la caida de las hojas del manzano, esta bacteria se establece en el
area de absicion y evita que Nectria galligena penetre através de la herida,
evitando la infeccion.

Rytter et al. (1989) reportan tres razas de B. subtilis aisladas de una
infeccion de roya del geranio, inhibiendo y reduciendo la germinacién de
esporas Yy la incidencia de pustulas de roya en hojas inoculadas bajo
condiciones de invernadero.

Una cepa de B. subtilis y una de B. polimyxa, aisladas de la rizosfera de
plantas de ajonjoli, mostraron antibiosis in vitro y campo a R. solani y F.
oxysporum (Shin et al., 1987).

Utkhede (1989) evalud in vitro 21 aislamientos de B. subtilis contra cuatro
hongos que afectan al manzano y encontré que 19 de ellos mostraron
inhibicion.

Alvarez (2003) evalué una cepa de B. subtilis para el control de F.
oxysporum en chiles jalapefios bajo condiciones de campo y obtuvo un 85.7 %
de control, contra un 28.5 % del tratamiento quimico.

Aplicaciones foliares de B. subtilis en arboles de mango redujeron
significativamente la incidencia y severidad de la antracnosis (Colletotrichum

gloeosporoides), superando al tratamiento quimico (Carrillo et al., 2003).
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Resumen. La efectividad bioldgica in vitro de 57 cepas del género Bacillus
aisladas de muestras de la rizdsfera de plantas de chile en cinco localidades del
noreste de México fueron evaluadas contra el hongo fitopatdégeno Phytophthora
capsici. Once cepas mostraron efectos antagoénicos en el laboratorio, mismas
que fueron utilizadas para un segundo estudio incluyendo a una cepa comercial
de Bacillus subtilis contra P. capsici, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani,
patdgenos que estan claramente asociados a la marchitez del chile que afecta
diversas regiones de México. Los resultados obtenidos mostraron porcentajes
de inhibicion de 25.46 % (B-13) a 41.1 % (B-1) contra P. capsici; de 19.56 % (B-
8) a 38.31 % (B-5) contra R. solaniy de 14.47 % (B-11) a 31.83 % (B-12) contra
F. oxysporum. En otro estudio realizado bajo condiciones de invernadero,
plantas de chile jalapefio cv. Mitla fueron inoculadas con los hongos antes
mencionados y una mezcla de las tres cepas que mostraron el mayor efecto
antifungico. La efectividad biologica de las cepas bacterianas contra los tres
hongos y en la sanidad de las plantas se reflejo en la longitud de raiz, peso

seco de raiz, altura de planta y peso de planta; ya que estas variables se
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incrementaron hasta en 191 % con la mezcla de bacterias y hasta un 60.21 %
con la cepa comercial utilizada; la incidencia y severidad de la marchitez del
chile también se vio reducida significativamente con el tratamiento de la mezcla
de bacterias y con la cepa comercial de Bacillus.

Palabras clave: Control bioldgico; Phytophthora capsici; Rhizoctonia solani;

Fusarium oxysporum; Bacillus; antibiosis.

La estabilidad de las comunidades microbianas de la rizosfera depende
de su diversidad metabdlica y de sus interacciones en el ecosistema del suelo.
En este nicho ecoldgico se encuentran fitopatégenos que afectan tanto por los
metabolitos que producen como por la invasion y destruccidn de las raices, pero
existen también microorganismos benéficos que incrementan la disponibilidad
de nutrimentos, producen sustancias que favorecen el desarrollo de las plantas
y suprimen organismos fitopatdégenos (5). Las bacterias son los
microorganismos mas abundante en el suelo; dentro de ellas el género Bacillus
es uno de los mas estudiados y utilizado como agente de biocontrol, dada su
amplia distribucion en el suelo y el agua, ademas de ser tolerante a las
condiciones desfavorables gracias a la formacién de endosporas que pueden
permanecer latentes por mas de 50 afios e incluso soportan la ebullicion,
ademas de producir una amplia gama de antibidticos (20, 9, 17, 25). B. subtilis
se ha empleado como agente de control en el manejo de Fusarium oxysporum
f. sp. capsici en chile (2), y para inhibir el crecimiento micelial de hongos
fitopatogenos como Macrophomina phaseoli, Botryodiplodia solani-tuberosi,
Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, F. oxysporum f. sp. niveum, Rhizoctonia
solani y Alternaria spp. (21, 8, 11, 6, 26). También ha demostrado su eficiencia
para reducir infecciones de campo en papa contra Rhizoctonia solani (24); en
melon contra F. oxysporum f.sp. niveum (12) y en tomate contra F. oxysporum
(10). Otras especies como B. cereus y B. pumilus han sido empleadas para
inocular plantas de fresa habiendo mostrado que incrementan el rendimiento,

ademas de reducir el tiempo de cosecha en 15 dias (19).
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En México el cultivo de chile es la hortaliza mas importante y de mayor
consumo popular, la superficie sembrada con las diferentes clases de chile en
el afio 2001 fue de 153,500 ha, con una produccion de 2,016,219 toneladas (4).
Entre los principales factores bidticos que limitan la produccion y reducen la
productividad de este cultivo se encuentran las enfermedades vasculares que
infectan a las plantas desde la emergencia hasta que se encuentran en plena
produccién; a esta enfermedad se encuentran asociados comunmente los
hongos P. capsici, R. solani y F. oxysporum (3, 14, 16, 23), Las estrategias
comunmente usadas para el manejo de esta enfermedad son las practicas
culturales y el uso de funguicidas sintéticos. En la busqueda de nuevas
alternativas para el control de enfermedades destaca la implementacion de
sistemas de produccion integrado, los cuales combinan practicas culturales,
tales como modificacion de las fechas de siembra, adicién de residuos
organicos, rotacién de cultivos y métodos biologicos (24). Considerando la
importancia economica y social del cultivo del chile en México y el impacto
adverso de las enfermedades vasculares, asi como el efecto benéfico que
proporcionan las bacterias del genero Bacillus en la rizosfera, y ante la
necesidad de buscar alternativas bioldgicas para el control de fitopatdégenos, el
objetivo de este trabajo fue aislar cepas bacterianas del genero Bacillus nativas
de la rizosfera del chile y estudiar su efectividad inhibitoria in vitro contra P.
capsici, F. oxysporum y R. Solani, y su efecto benéfico en plantas de chile bajo

condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo del suelo y aislamiento de las bacterias. Se tomaron muestras de
suelo de 500 g de la rizosfera de plantas de chile sanas de lotes comerciales en
Cadereyta, N. L., Villa Hidalgo, Mante y Gonzalez, del estado de Tamaulipas y
Ebano, S. L. P., mismas que se depositaron en bolsas de plastico etiquetadas y
se trasladaron al Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Auténoma
Agraria Antonio Narro, donde se mantuvieron en refrigeracion a 5°C. Para

realizar el aislamiento de bacterias esporuladas se tomaron 10 g de cada
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muestra de suelo previamente homogeneizada, los cuales se mezclaron en 90
ml de solucion salina estéril al 0.85%, se realizaron diluciones seriadas hasta
10, y posteriormente se colocaron en bafio maria a 70°C por 15 minutos (20).
De cada tubo de ensayo se tomd 0.1 ml de la suspensidn, la cual se depositd y
difundié en cajas Petri con agar nutritivo suplementado con 1% de almidén. Las
cajas Petri fueron incubadas a 40°C + 2°C por 48 h, hasta que se diferenciaron
las colonias bacterianas por su morfologia y color, seleccionando solo las
colonias de bacterias con forma bacilar y presencia de endospora. Las colonias
se purificaron, se les asignaron claves, se transfirieron a tubos de ensayo con

agar nutritivo y se conservaron en refrigeracion a una temperatura de 5°C.

Aislamiento e identificacion de los hongos fitopatégenos. Raices de
plantas con sintomas de marchitez se lavaron con agua corriente y se secaron
sobre papel estraza. Se cortaron porciones de tejido sano y enfermo, se
desinfectaron externamente con hipoclorito de sodio al 3%; lavandose tres
veces consecutivas con agua destilada estéril para eliminar el exceso de cloro,
posteriormente se colocaron en papel estraza estéril para secar. Los trozos
desinfectados fueron sembrados en medio V8 agar + 400 ppm penicilina + 200
ppm colimicin + 400 ppm nistatina + 20 ppm colesterol para el aislamiento de P.
capsici, y en medio de cultivo papa-dextrosa-agar para aislar a R. solani,
incubandose después a 30°C y 22°C respectivamente. Los hongos fueron
identificados por sus caracteristicas morfolégicas y de color (7, 18). La cepa de
F. oxysporum fue aislada de plantas de chile provenientes de una siembra
comercial que presentaban sintomas claros de marchitez; la cepa fue
identificada y facilitada por personal del Instituto de Ciencias Agricolas de

Irapuato, Guanajuato.

Determinaciéon de antagonismo in vitro. Pruebas de inhibicién confrontando
cepas bacterianas y P. capsici se efectuaron con la finalidad de seleccionar los
aislados bacterianos que manifestaron actividad inhibitoria contra los hongos

fitopatdogenos. Este bioensayo consistio en colocar al centro de una placa de
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PDA un explante del crecimiento activo del fitopatdgeno y en cada punto
cardinal, una asada de cada aislado, evaluando de esta manera cuatro cepas
por placa, incubandose a 22°C por 48 h. Se seleccionaron las cepas que
inhibieron el crecimiento del hongo; se realizé una segunda prueba contra P.
capsici, R. solani y F. oxysporum bajo el mismo procedimiento pero con la
diferencia que la misma bacteria se sembrdé en los cuatro puntos de la placa, se
uso una cepa comercial de Bacillus subtilis como testigo de control y placas
individuales de cada fitopatdgeno sin antagonista como testigos absolutos. Se
realizaron lecturas del crecimiento diametral del micelio con la ayuda de un
vernier cada 24 h durante el tiempo en que el testigo absoluto llené con su
crecimiento micelial la placa de cultivo. Se utilizd un disefio experimental
completamente al azar con cuatro repeticiones en donde cada cepa bacteriana
fue un tratamiento. Para seleccionar las cepas mas activas se realizd un
analisis de varianza, transformando los datos de porcentaje de inhibicién por la
formula de arcoseno V(X+0.5)/100; la comparacién de medias se realizd
mediante la prueba de Tukey (P = 0.01) (15).

Produccioén de plantulas de chile. Se utilizaron semillas de chile jalapefio cv.
Mitla, sembradas en charolas de 128 cavidades y desinfectadas con una
solucién de cloro al 5%. Se utiliz6 como sustrato una mezcla compuesta de
peatmoss, vermiculita y perlita (50:25:25) esterilizada en autoclave, una vez que
se sembraron las charolas se llevaron al invernadero de clima controlado en
donde la temperatura promedio fue 25°C. Las charolas se regaron diariamente
con una regadera manual, 10 dias después de la aparicion del primer par de
hojas verdaderas se inicid la aplicacion de fertilizante foliar, con la formula 05-
10-05 a razén de 20 ml/L de agua, efectuando 2 aplicaciones mas cada 10 dias.
El trasplante se realiz6 40 dias después de la siembra, cuando la planta tuvo
una altura promedio de 20 cm. Las plantas de chile se sembraron en suelo
esterilizado previamente con bromuro de metilo, el cual se colocé en bolsas de

plastico negro de 10 L de capacidad, perforando la base de estas para permitir
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el drenaje y dejando un espacio en la parte superior de alrededor de 10 cm para

permitir espacio para el agua de riego.

Obtencion de inoculo bacteriano. Se seleccionaron las tres cepas que
mostraron mayor actividad inhibidora in vifro contra cada uno de los
fitopatogenos estudiados, estas cepas se incrementaron sembrandolas
mediante un estriado en el medio de cultivo agar nutritivo adicionado con 1% de
almidoén y se incubaron a 35°C por 7 dias. Posteriormente se les agregd agua
destilada estéril y se realizd un raspado del crecimiento con la ayuda de una
asa Digalki de vidrio; la suspensién bacteriana de cada una de las cepas fue
colocada en matraces estériles de 250 ml, realizando un conteo de esporas con
hemacitometro y ajustando las concentraciones a 1 x 10® unidades formadoras
de colonia (ufc)/ml. Para obtener la mezcla de cepas bacterianas (MB), se
tomaron 100 ml de cada suspension bacteriana, se mezclaron en un matraz de
1000 ml estéril y se mantuvo en refrigeracion para su posterior aplicacion, el
mismo procedimiento de cultivo y la misma concentracién fue empleada para la

cepa comercial (CC).

Inéculo de fitopatégenos. Para el caso de P. capsici, se coloco al centro de
las placas de PDA un explante de crecimiento micelial tomado del margen de
crecimiento del patégeno y se incubd a temperatura ambiente 25°C + 2°C
durante siete dias. Para inducir la formacién de esporas se tomaron explantes
de 4 mm de crecimiento micelial que fueron colocados en cajas Petri con 20 ml
agua destilada estéril y se les adicioné 10 semillas de chile jalapefo
desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1% y lavadas con agua destilada
estéril, se incubaron a temperatura ambiente y a luz continua durante 7 dias. El
contenido de las cajas Petri se vertié en un matraz estéril, se le agregaron 10
gotas de Tween 20 y se agitaron durante 60 minutos para posteriormente hacer
el conteo de esporas con hematocimetro, obteniendo una suspensién con
concentracion de 743,333 esporas/ml. Para R. solani el indculo se obtuvo de
cajas Petri con crecimiento micelial de cuatro dias en PDA mantenido a

temperatura ambiente; con la ayuda de un bisturi estéril se fragmento el medio
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de cultivo y se deposité en un matraz de 250 ml con 175 ml de agua destilada
estéril, se le agregé 10 gotas de tween 20 y se agitdé por 60 min para
desprender el micelio. El in6culo de F. oxysporum fue obtenido de un medio de
cultivo de cinco dias en PDA mantenido a temperatura ambiente. Se tomaron
cinco explantes de 4 mm de diametro los cuales se depositaron en un matraz
de 250 ml con 175 ml de agua destilada estéril, se le agregaron 10 gotas de
tween 20 y se agitaron durante 60 min, para posteriormente hacer un conteo de
conidias en un hematocimetro, obteniendo una suspensién conidial de 555,000
esporas/ml. Los tres concentrados de los patégenos fueron mezclados (MF) en

un matraz estéril y se mantuvieron en refrigeracion a 5°C.

Efecto biologico de bacterias esporuladas en plantas de chile. A partir de la
suspension bacteriana obtenida (MB) asi como de la suspension de cepa
comercial (CC), a una concentracion de 1 x 108 ufc/ml, se inoculé cada planta
por inmersion de la raiz al momento del trasplante por un lapso de tres minutos,
se sembraron dos plantas por maceta con suelo humedo; cinco dias después
del trasplante se realiz6 una segunda inoculaciéon con 10 ml de la suspension
bacteriana correspondiente dirigida al cuello de la planta; 10 dias después del
trasplante se hizo la inoculacion de fitopatdogenos (MF), para lo cual se
descubrié parte de las raices de las plantas y se les aplicé 5 ml de la solucidon
previamente preparada, los tratamientos fueron: T1: MB + MF, T2: MB, T3:CC +
MF, T4: CC, T5: MF (testigo con fitopatégenos), T6: testigo absoluto. Los
parametros evaluados en esta etapa fueron incidencia y severidad de la
enfermedad ocasionada por P. capsici, R. solani'y F. oxysporum, utilizando una
escala visual numérica, donde: 0 = raices sanas, 1 = lesiones en raices
secundarias, 2 = raices secundarias muertas o lesiones en raices primarias, 3 =
raices primarias muertas y 4 = sistema radical colapsado, planta muerta; asi
como también altura de planta, longitud de raiz, peso fresco y seco de la raiz, y
peso seco de la planta. Los tratamientos en donde se aplicd la mezcla de
fitopatdgenos fueron comparados contra el testigo con mezcla de fitopatégenos,

mientras que en donde se aplicaron solo bacterias se compararon contra el
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testigo absoluto. Este trabajo se establecid bajo un disefio experimental
completamente al azar con cinco repeticiones, los resultados fueron analizados
por andlisis de varianza en donde los datos fueron transformados por VX para
peso de planta y peso seco de raiz, la comparacion de medias fue por la prueba
de Tukey (P = 0.01); para la variable de respuesta severidad, por tratarse de

valores no paramétricos, se utilizo la prueba de Kruskal y Wallis (P = 0.01)

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento y caracterizacion de las bacterias. De las 22 muestras de suelo
colectadas en cinco localidades productoras de chile del noreste de México se
aislaron 57 cepas bacterianas esporuladas. Las cepas aisladas presentaron
forma bacilar, tincion de Gram positiva, forma elipsoide de endospora,
crecimiento aerobico, utilizacion de glucosa y manitol, pero no arabinosa y
xylosa. Con base en lo anterior las cepas se identificaron como pertenecientes
al género Bacillus, segun las caracteristicas descritas para este género por
Stainer y Deudoroff (20). Solo 11 cepas de Bacillus aisladas y sometidas a la
prueba rapida de antagonismo mostraron rangos de inhibicion apreciables;
estas fueron seleccionadas para llevar a cabo la segunda prueba de antibiosis

que incluia al testigo comercial.

Inhibiciéon del crecimiento in vitro de P. capsici, R. solani y F. oxysporum
con aislamientos de Bacillus. Las 11 cepas de Bacillus redujeron
significativamente (P = 0.05) el crecimiento micelial de los fitopatdgenos
estudiados (Cuadro 1). Contra P. Capsici el porcentaje de inhibicion del
crecimiento micelial vari6 de 41.1% (B1) a 25.46% (B13); los mejores resultados
de antibiosis se obtuvieron con las cepas B1 (41.1 %) y BS (40.17%) (Fig. 1),
los que resultaron ser estadisticamente similares entre si y diferentes al resto de
los tratamientos; sin embargo, se observé que ocho dias después de que se
suspendid la toma de datos, el crecimiento micelial de P. capsici en el
tratamiento BS se activd nuevamente, llenando la caja Petri (Fig. 2), mientras

que con B1 no sucedio esto, lo anterior coincide con lo reportes previos (25), ya
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que la volatilidad de los metabolitos producidos por los microorganismos de la
rizésfera difiere de un aislamiento a otro, perdiendo con esto su efecto
fungistatico; resultados similares se presentaron con las cepas B12 y B13,

aunque el grado de inhibicion fue menor (33.52% y 34.7% respectivamente).

Los efectos obtenidos en R. solani muestran que el porcentaje de
inhibicion varié de 38.31% (B5) a 19.56% (B8); mientras que las cepas B5
(38.31%), B3 (37.94%) y B12 (37.58%) reportaron los indices de inhibicién mas
altos (Fig. 1), resultando ser estadisticamente iguales entre si y diferentes al
resto de los tratamientos. En este caso se observo que el comportamiento de
BS fue similar contra P. capsici; ya que retardd el crecimiento micelial, pero
posteriormente se activo, esta situacion no se presentd con las cepas B5, B3 y
B12, las que inhibieron totalmente al patégeno. En el caso del hongo F.
oxysporum el crecimiento micelial fue inhibido por las cepas bacterianas en
31.83% por (B12), 14.47 % (B11), 31.83% (B12), 31.49% (B9), 31.33% (B4) y
31.33% por B13 (Fig. 1). Estas cepas mostraron el mayor grado de antibiosis y
resultaron ser estadisticamente iguales entre si pero diferentes al resto de las
cepas. El comportamiento de la inhibicion de BS fue similar contra los
patdbgenos anteriores, ya que retrasaron el crecimiento micelial, pero el
crecimiento se volvié a activar poco tiempo después. Se debe destacar el
comportamiento de las cepas sobre los diferentes fitopatégenos, ya que
algunas resultaron ser sobresalientes por su efecto antifungico contra algun
hongo, pero no tuvieron ese mismo efecto contra otros, como la cepa B1 que
inhibié 41.1% a P. capsiciy solo 29% a F. oxysporum, o la cepa B13 que inhibid
35.1% a R. solani y 25.46% a P. capsici. Estos resultados sugieren la
variabilidad existente entre cepas, aunque algunos autores (17) reportan la

especificidad de los antibiéticos producidos por las bacterias de la rizésfera.

Efecto biolégico de Bacillus spp. en plantas de chile. La aplicacién de la
mezcla de cepas nativas de Bacillus muestra efectos significativos (p = 0.05)

sobre la incidencia y severidad de la marchitez del chile, asi como en las
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variables agronémicas evaluadas (Cuadro 2). Las plantas inoculadas con la
mezcla de bacterias (MB) presentan un 40% de disminucién en la incidencia de
la enfermedad que fue del 100% en el testigo comercial y en el testigo absoluto;
la severidad en el tratamiento de MB obtuvo una media de 0.6, y 1.8 en el
testigo comercial, la media del testigo con fitopatégenos fue de 2.8; las plantas
inoculadas con MB y MF presentaron mayor altura y biomasa (Fig. 3), siendo
estas 87% mas altas y 113.9% mas pesadas que el testigo con MF, el testigo
comercial aumentd 23.25% la altura y 36.05% el peso de la planta, por su parte
los tratamientos sin MF y con MB mostraron un incremento de 8.35% en la
altura y 22.87 % en el peso seco de las plantas, mientras que el testigo
comercial sin MF disminuy6 32.3 % la altura de las planta y estas fueron 30.6 %

menos pesadas que las del tratamiento testigo.

Es posible que el aumento en altura y peso observado se debié a un
desarrollo mas vigoroso de raices, ya que en el tratamiento con MF y MB las
raices fueron 144.5 % mas largas y su peso seco fue 191.4 % mayor con
respecto al testigo, mientras que el testigo comercial solo aumenté 37.27 % la
longitud de las raices y 60.21 % su peso seco; cuando se compararon estos
parametros en los tratamientos sin MF, se detectd que los valores disminuyen
drasticamente, mientras que el tratamiento con MB aument6 36.4% la longitud
de raiz 'y 22.6% el peso seco de la misma; dicho comportamiento pudo deberse
a que algunas bacterias pierden o reducen la capacidad de producir antibioticos
al extraerse de su medio, ya que no son estimulados por otros microorganismos
competidores (9, 13). El efecto benéfico de la mezcla de bacterias en el
incremento de los parametros evaluados pudiera deberse la adaptabilidad de
dichas bacterias o una parte de ellas, a las condiciones fisico-quimicas del
suelo utilizado en el estudio y al tipo de cultivo, ya que estas cepas fueron
obtenidas de varias localidades productoras de chile del noreste mexicano,
mientras que la cepa comercial fue importada y posiblemente no esta bien
adaptada a las condiciones de los suelos del noreste de México. En relacion

con este supuesto existen reportes (1) que indican que las bacterias y los
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hongos no nativos mueren rapidamente cuando son agregados a un suelo y los
cambios resultantes por la introduccion del organismo extrafio son siempre
transitorios, esto coincide con otra informacion (25), la cual sefiala que muchos
de los intentos de control biolégico fracasan o son inconsistentes por la poca

adaptabilidad del agente utilizado a las condiciones del entorno.



Cuadro 1. Promedio del crecimiento micelial in vitro de
Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani 'y Fusarium
oxysporum y porcentajes de inhibicion debido al efecto de las
cepas nativas de Bacillus spp.

P. capsici R. solani F. oxysporum
Diametro | Inhibici| 2FAMeT0| | Diametro |Inhibicié
Cep ) . de Inhibicion )
a de colonia| 6n colonia (%) de colonia n
(cm) (%) (cm) ° (cm) (%)

B1 524 |41.10a] 6.14 |32.00g 6.48 [29.00b

BS 542 40.17a] 548 |36.68cd| 6.54 [28.87Db
B3 6.30 [33.88c| 536 |3794ab| 6.78 |27.22c

31.17
B4 6.66 de 5.84 34.23f 6.24 |31.33a

BS 5.86 [37.04b| 5.28 |38.31a 6.60 |28.52 bc
B6 710 |27.70g| 7.54 19.87i 772 117.90d

Test| 8.50 |00.00i| 8.50 00.00j 8.50 |00.00f

B8 712 27.70g| 7.20 |23.39h 7.86 [16.55d

29.69
B9 6.86 ef 548 [37.04bcd 6.20 [3149a

28.52
B10| 7.00 fg 558 [3597de| 6.50 [29.34b

B11| 6.60 [31.82d] 7.58 19.56 i 8.00 [1447e

29.67
B12| 6.86 ef 538 [37.58abc, 6.16 [31.83a

B13] 736 [2546h 574 [3510ef| 6.24 [31.33a

C.V. 4.32% 2.78% 3.52%

Tukey P=0.05
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Cuadro 2. Promedios de los diferentes parametros evaluados en plantas de chile jalapefio cv. Mitla bajo condiciones de
invernadero e incidencia y severidad de la marchitez del chile.

Longit_ud de % Peso seco % Altura de % Peso de % Incidencia % ISeveridad
raiz de raiz planta planta

T1* 53.79a | 14450 | 2.71a | 19140 | 404a | 87.90 | 890a |113.90 60% -40% | 0.6 a
T2** 46.40 a 36.40 | 249a | 22.60 376a 835 | 8.38a | 22.87 0% - 0.0
T3* 30.20 b 37.27 1.49b | 60.21 26.5b | 2325 | 5.66b | 36.05 100% - 18 b
T4** 26.60c -22.00 | 111c | -4530 | 23.5b |-32.30 | 4.73¢c |-30.60 0% - 0.0
T5 22.00c - 0.93 ¢ - 215¢ - 416 ¢c - 100% - 28 c
T6 34.00 b - 2.03b - 34.7 ab - 6.82b - 0% - 0.0

*%

Comparados contra el testigo con fitopatégenos
Comparados contra el testigo sin fitopatégenos




R. solani y F. oxysporum

Figura 2. Areas de inhibicion vistas al microscopio donde se
puede apreciar crecimiento micelial cuando se confront6é con
la cepa comercial

Figura 3. Vista general de los tratamientos y de las
masas radicales donde se puede apreciar el mayor
desarrollo cuando se inocularon las cepas bacterianas
nativas
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CONCLUSIONES GENERALES

En la rizosfera de las plantas de chile en el noreste de México existen
gran variedad de bacterias esporuladas con actividad biolégica in vitro a P.
capsici, R. solani y F. oxysporum, con potencial para ser utilizadas en campo,

como agentes de control biolégico.

El mezclar cepas que demuestran altos por cientos de inhibicion in vitro,
ademas de disminuir la incidencia y severidad de P. capsici, R. solani y F.
oxysporum bajo condiciones de invernadero, estimulan el crecimiento y vigor de

las plantas.

La aplicacion de una mezcla de cepas nativas de la rizésfera de chile
aumenta la probabilidad de éxito en la colonizaciéon de las raices, como se

puede observar al comparar con el testigo comercial importado.
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