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Biocontrol de la marchitez del chile con tres especies de Bacillus y su efecto en el

crecimiento y rendimiento

Biocontrol of pepper wilt with three Bacillus species and its effect on growth and yield
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Resumen. Uno de los problemas fitosanitarios mds severos que
enfrentan los productores de diversos tipos de chile en México y mu-
chas partes del mundo es la marchitez de las plantas causada por di-
versos patégenos. Estos patégenos se combaten principalmente con
agroquimicos sintéticos, provocando asi un severo impacto ambien-
tal, toxicidad a los humanos, generacién de resistencia a fungicidas,
y un incremento en los costos de produccién. Debido a esto, surge la
necesidad de encontrar opciones mds amigables con los ecosistemas.
El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de biocontrol de
tres cepas bacterianas rizosféricas del género Bacillus en la marchi-
tez del chile. Estas cepas fueron inoculadas inicialmente a la raiz de
pléntulas de chile, y posteriormente al suelo de las macetas donde
éstas se trasplantaron. Los resultados obtenidos revelaron que estas
cepas inhibieron significativamente la actividad infectiva de los hon-
gos fitopatdgenos Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani'y Fusarium
oxysporum, agentes causales de la marchitez de plantas de chile. Las
cepas de Bacillus estimularon el crecimiento vegetativo, peso de raiz y
frutos, y rendimiento total de plantas de chile; redujeron la incidencia
y severidad de la enfermedad, y resultaron ser eficaces contra los fito-
patégenos mencionados, en comparacién con el fungicida sintético
utilizado como testigo.

Palabras clave: Antagonismo; Bioplaguicidas; Rizobacterias;
Control biolégico; Promotores del crecimiento de plantas.

Abstract. One of the most severe phytosanitary problems that
face chili pepper producers in Mexico, and in many other parts of the
world, is the disease known as "secadera" or wilting, caused by diverse
pathogens. These patogens are mainly controlled with synthetic pes-
ticides, thus causing a severe ecological impact, toxicity to humans,
generation of plant resistance to fungicides, and increments of pro-
duction costs. Because of this, it rises the need of finding more envi-
ronmentally friendly options. We evaluated rhizospheric bacteria as
a possible biological control of pepper wilt. We used three bacterial
strains belonging to the Baci/lus genera. These strains were initially
inoculated to the root of pepper seedlings, and later to the substrate
where the seedlings were transplanted to. Results showed that these
strains significantly inhibited the infective action of Phytophthora
capsici, Rhizoctonia solani and Fusarium oxysporum, fungi which cause
pepper wilt. In addition, the Bacil/us strains stimulated the vegetative
growth; increased root and fruit weights and total yield; reduced the
incidence and severity of the disease, and were more effective against
the mentioned phytopathogens, in comparison to the synthetic fun-
gicide used as a control.

Keywords: Antagonism; Biopesticides; Rhizobacteria; Biological
control; Plant growth promoters.
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INTRODUCCION

El sindrome patogénico de la enfermedad conocida como
“marchitez del chile” (chile: Capsicum annum L.) provoca la
muerte prematura de las plantas. Esta es causada principal-
mente por una obstruccion de los haces vasculares, luego de
ocurrir la infeccién por hongos fitopatégenos (gj., Rbizoctonia
solani, Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum) en las raices
o en la base del tallo, donde aparece una mancha marrén ver-
duzca que posteriormente se ennegrece. El primer sintoma de
esta enfermedad es un marchitamiento de las hojas sin cam-
bios en su color, las cuales finalmente quedan colgadas de los
peciolos. Las raices y tallos afectados muestran una pudricién
suave, acuosa e inodora; los frutos anticipan su cambio a color
r0jo, los tallos contindan erguidos con las hojas colgantes y los
frutos son secos y arrugados (Gonzilez et al., 2002).

Esta enfermedad se encuentra presente en todo el mundo
(Yu et al., 2010); en México se considera la mds importan-
te de este cultivo. Su presencia se ha reportado en todas las
zonas productoras de chile, particularmente en los Estados
de Aguascalientes, Guanajuato, San Luis Potosi, Zacatecas,
Durango, Sinaloa, Sonora, Chihuahua, Querétaro, Hidalgo y
Michoacdn (Garcia et al., 2000; Guigén y Gonzdlez 2001).
En condiciones favorables, la enfermedad puede causar pérdi-
das econémicas devastadoras, habiendo lugares con dafios de
hasta el 100%. En entidades como Aguascalientes y San Luis
Potosi, 1a superficie total de siembra de chile se ha reducido
en un 60% por causa de este problema (Morales et al., 2002;
Rodriguez et al., 2004).

Se ha intentado controlar la enfermedad mediante diversas
opciones que incluyen préicticas agronémicas, uso de varieda-
des resistentes y agroquimicos sintéticos, principalmente fun-
gicidas, los cuales resultan ser muy dafinos para la salud hu-
mana y los ecosistemas, sin que con esto se pueda eliminar el
problema. En los dltimos afios, el control biolégico mediante
organismos antagénicos se advierte como una valiosa herra-
mienta para la proteccién de este y otros cultivos horticolas
contra hongos fitopatégenos (Hernandez-Sudrez et al., 2011).
Los objetivos de este trabajo fueron analizar el efecto de tres
cepas bacterianas del género Bacillus (B. amyloliquefaciens, B.
licheniformis y B. subtilis) como agentes de biocontrol contra
la marchitez o secadera del cultivo de chile, y determinar su
efecto en la promocién del crecimiento y rendimiento de chile
jalapefio cv. Tampiquefio en condiciones de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo del suelo y aislamiento de las bacterias. Se to-
maron muestras de suelo de 500 g de la rizésfera de plantas de
chile sanas de lotes comerciales en los estados de Nuevo Leén,
Tamaulipas y San Luis Potosi, en el norte de México. Las mues-
tras se trasladaron al laboratorio donde se mantuvieron en refri-
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geracion a 5 °C. Para el aislamiento de las bacterias esporuladas
se tomaron 10 g de cada muestra de suelo previamente homo-
geneizada, los cuales se mezclaron en 90 mL de solucién salina
estéril al 0,85%, se realizaron diluciones seriadas hasta 10, y
posteriormente se colocaron en bafio maria a 70 °C durante 15
minutos (Kumar et al., 2011). De cada tubo de ensayo, se tomé
0,1 mL de la suspensién que luego fueron depositados en cajas
de Petri con agar nutritivo suplementado con 1% de almidén.
Dichas cajas se incubaron a 40 + 2 °C durante 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 purificadas se transfirieron a tubos de ensayo
con agar nutritivo y se conservaron en refrigeracién a 5 °C.
En base a resultados obtenidos anteriormente, se utilizaron
las cepas identificadas como B. amyloliquefaciens (B1), B. /i-
cheniformis (B3) y B. subtilis (B13) en este trabajo. El inoculo
se prepar6 en caldo nutritivo en agitacién constante, utilizan-
do una centrifuga a 150 rpm durante 48 h a 28 °C. Para el
incremento de la poblacién de cada una de las tres cepas de
Bacillus se utilizaron frascos con agar nutritivo, inoculados con
1000 pL de la suspensién bacteriana correspondiente. Dichos
frascos se colocaron en la incubadora a 28 °C por un periodo
de siete dias. Posteriormente, se procedié al conteo de esporas
utilizando la cdmara de Neubauer; de esta manera se obtuvo

la concentracién requerida de esporas para inocular las plantas
de chile (108/mL).

Aislamiento e identificacién de los hongos fitopatége-
nos. Se lavaron raices de plantas con sintomas de marchitez
con agua corriente, las cuales se secaron a temperatura am-
biente. Se cortaron porciones de tejido sano y enfermo, y se
desinfectaron externamente con hipoclorito de sodio al 3%,
lavindose tres veces consecutivas con agua destilada estéril
para eliminar el exceso de cloro. Posteriormente, se colocaron
en papel estraza estéril para secarse. Los trozos desinfectados
se sembraron 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 PDA para
aislar a R. solani, incubindose después a 30 y 22 °C, respec-
tivamente. Los hongos se identificaron por sus caracteristicas
morfoldgicas y de color (Erwin y Ribeiro 1996). La cepa de
E oxysporum fue aislada de plantas de chile provenientes de
una siembra comercial que presentaba sintomas claros de la
enfermedad.

Determinacién de antagonismo in vifro. Las pruebas
de inhibicién entre las cepas bacterianas y el hongo P cap-
sici se efectuaron con la finalidad de seleccionar los aislados
bacterianos que manifestaron actividad inhibitoria contra los
fitopatégenos. Este bioensayo consistié en colocar un explan-
te del crecimiento activo del fitopatégeno al centro de una
placa de PDA, y en cada punto cardinal una azada de cada
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cepa bacteriana (evaluando de esta manera cuatro cepas por
placa), incubdndose 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 sembrando la misma bacteria
en los cuatro puntos de la placa. Se usaron una cepa comer-
cial de B. subtilis como testigo, y placas individuales de cada
fitopatgeno sin antagonista como testigo absoluto. Durante
el tiempo en que el testigo absoluto llend la placa de cultivo
con su crecimiento micelial, se realizaron lecturas cada 24 h
del crecimiento radial del micelio con la ayuda de un vernier.
Para seleccionar las cepas mds activas se efectué un andlisis de
varianza, transformando los datos de porcentaje de inhibicién
con la férmula de arcoseno (X + 0,5)/100; la comparacién de
medias se realizé con la prueba de Tukey a p<0,05.

Suelo utilizado para el trabajo experimental. Se utiliz6
suelo arcillo-limoso de un lote experimental en el que previa-
mente se habia sembrado chile y donde se apreciaron clara-
mente los sintomas de marchitez de las plantas. Con muestras
de suelo homogeneizado y tamizado, se hicieron diluciones
seriadas desde 10 hasta 10° en tubos de ensayo con 9 mL
de agua destilada. Luego, 0,01 mL de la dltima dilucién se
sembraron en medio de cultivo PDA. Posteriormente, se in-
cubaron a 28 °C durante 72 h. Transcurrido este periodo, se
cuantificaron e identificaron las poblaciones inicial y final de
unidades formadoras de colonias (ufc) presentes en el suelo.

Trasplante, inoculacién de plintulas y parametros eva-
luados. La siembra de las semillas de chile jalapefio variedad
Tampiquefio, se realiz6 en charolas de poliestireno de 200 ca-
vidades previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio
al 3%. Como sustrato se utilizé peatmoss humedecido, y las
charolas se colocaron en un macrotunel con ventilacién natu-
ral. Una vez que las plantulas alcanzaron una altura de 10 cm
se trasplantaron a macetas de plistico de 10 L de capacidad,
las cuales contenian suelo infestado por patégenos causantes
de la marchitez del chile. Las macetas fueron colocadas en
un invernadero con temperatura diurna mixima de 24 a 28
°C. El experimento se realiz6 utilizando un disefio estadistico
completamente al azar con cinco tratamientos y diez repeti-
ciones, en los que se incluyeron las tres cepas bacterianas del
género Bacillus (B1, B3 y B13), un testigo quimico (tiaben-
dazol, aplicando 10 mL/L de agua), y el testigo absoluto sin
fungicida. La aplicacién de la suspension de esporas de las
cepas bacterianas se realizé de la siguiente manera: en el mo-
mento del trasplante las pldntulas se sumergieron durante 15
minutos en la suspensién de esporas a la concentracién de 108/
mL. Posteriormente, a los 20 y 40 dias después del trasplante,
se aplicé la misma suspensién de esporas a la base del tallo
con un aspersor manual. Finalmente, se realiz6 un muestreo
inicial en 10 plantas adultas de cada tratamiento para evaluar
altura de planta, peso fresco de fruto por corte, longitud de

raiz, peso seco de raiz, e incidencia y severidad de la marchitez.
La determinacién de la severidad del dafio por la enfermedad
se realizé al final del cultivo, utilizando la escala reportada por
Copes y Stevenson (2008).

RESULTADOS Y DISCUSION

Altura de plantas y peso de frutos. La altura de plantas
tratadas con las cepas bacterianas fue estadisticamente supe-
rior (p<0,05) a la de las expuestas al tratamiento quimico (T)
y al testigo absoluto (TA); los tres tratamientos que recibieron
las cepas de Bacillus tuvieron un incremento promedio en la
altura de 28% en comparacién al T,y de 34,5% en relacién con
el TA. Un trabajo previo donde se analizé la efectividad bio-
légica de 57 cepas del género Bacillus aisladas de la rizésfera
de plantas de chile de siembras comerciales en el Noreste de
Meéxico, mostré un claro efecto antagénico contra los hongos
P, capsici, F oxysporum y R. solani en plantas de C. annum cv.
Mitla; las plantas inoculadas con cepas de Bacillus incremen-
taron notablemente la altura y peso seco en 191 y 60,2%, res-
pectivamente (Guillén et al., 2005).

En cuanto al peso de los frutos de chile, el mejor trata-
miento resulté ser la cepa B13 (Fig. 1B), ya que produjo 70 g
de fruto por planta en comparacién con las cepas B1 y B3, que
reportaron solo 49 y 45 g respectivamente, con diferencia esta-
disticamente significativa (p<0,05) respecto a los tratamientos
TA y'T. En cambio, los tratamientos TA y T lograron un peso
de fruto de 11y 18 g por planta, respectivamente. Esto signifi-
ca que las plantas de chile tratadas con la cepa B13 tuvieron un
incremento en el rendimiento de 536 y 473% en comparacién
con los tratamientos TA y T, respectivamente. Guillén et al.
(2005) no hallaron diferencias estadisticas significativas entre
los efectos de cuatro cepas de Bacillus spp. y una mezcla de las
mismas. Sin embargo, la produccién de chile y el peso de fruto
fueron mayores con la presencia de dichas cepas que sin ellas
bajo condiciones de campo. Estos efectos estimuladores del
rendimiento por cepas de B. subtilis también fueron reporta-
dos por Islam et al. (2012), lo cual se atribuye al efecto inhi-
bidor de esta bacteria en el crecimiento de los fitopatégenos.

Longitud y peso seco de raiz. Con la utilizacién de cepas
de Bacillus se obtuvo una longitud promedio de raiz de 43,6
cm, obteniéndose el mayor valor con la cepa B13. Sin embargo,
la diferencia entre las tres cepas no resultd ser estadisticamente
significativa (Fig. 2A). En cambio, la diferencia (significativa a
p<0,05) entre la longitud radical de las plantas de chile tratadas
con la cepa B13 fue de 61 y 111,6%, en relacién con las raices
de las plantas tratadas con el fungicida tiabendazol (T) y las del
testigo absoluto, respectivamente. Reed y Glick (2005) también
consignaron mayor crecimiento de plantas de canola (Brassica
napus) en presencia de bacterias del género Pseudomonas,las que
ademds promovieron incrementos en las biomasas fresca y seca
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Fig. 1. Altura de plantas de chile (A), peso fresco de frutos (B), e incrementos en esas variables por efecto de tres cepas bacterianas
(B1, B3, B13) del género Bacillus. Se incluyen un testigo quimico (T = tiabendazol) y un testigo absoluto (TA). Letras diferentes dentro
de las barras indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

Fig. 1. Pepper plant height (A), fruit fresh weight (B), and increments on these variables due to the effect of three bacterial strains (B1, B3, B13)
of Bacillus genus. A chemical control (T = tiabendazol) and an absolute control (TA) are included. Different letters within bars indicate significant

differences among treatments (p<0.05).

de raiz y tallo. De acuerdo con diversos autores (Bashan y De-
Bashan 2002a; Han et al., 2005), estos incrementos de biomasa
drea y subterrdnea en plantas tratadas con organismos antagé-
nicos de fitopatégenos y promotoras del crecimiento de plantas,
se atribuyen en parte a que tienen una gran habilidad para fijar
nitrégeno, producir fitohormonas y solubilizar el fésforo del
suelo. Esto resulta en notables incrementos en el crecimiento de
raices y follaje de las plantas tratadas.

La aplicacién de las cepas nativas de Baci//us mostré una cla-
ra tendencia a producir mayor peso seco de raiz en comparacién
con los tratamientos T y TA (Fig. 2B). La cepa B13 una vez
mis result6 superior a las otras dos cepas, ya que produjo 2,9 g/
planta en comparacién con 2,3 y 1,65 g/planta obtenidos con
las cepas B1 y B3, respectivamente. Por lo tanto, la cepa B13
fue estadisticamente superior (p>0,05) a B3, aunque su efecto
tue similar al de la cepa B1. El efecto promotor de produccién
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de materia seca de raiz fue notablemente superior por las cepas
bacterianas en comparacién con los resultados generados por
los tratamientos T y TA. La cepa B13 logré un incremento de
707,3% relativo a TA, y de 490,3% en comparacién a T. Nuestros
resultados concuerdan con los reportados por Egamberdiyeva y
Holfich (2004). Estos autores sefialaron que cepas bacterianas
de los géneros Bacillusy Pseudomonas lograron estimular el cre-
cimiento y produccién de materia seca en el cultivo de algodén.
Esto fue atribuido a la produccién de auxinas por las bacterias,
las que contribuyen a incrementar la absorcién de nitrégeno, y
tienen un efecto antagonista ante diversos fitopatégenos.

Incidencia y severidad de la enfermedad. La marchitez
del chile mostré una incidencia del 60 y 40% en TA y T, res-
pectivamente (Fig. 3A), mientras que las plantas inoculadas
con las cepas B13 y B3 reportaron una incidencia (10%) sig-
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Fig. 2. Longitud de raiz (A), peso seco de raiz (B), e incrementos en esas variables por efecto de tres cepas bacterianas (B1, B3, B13)
del género Bacillus. Se incluyen un testigo quimico (T = tiabendazol) y un testigo absoluto (TA). Letras diferentes dentro de las barras

indican diferencias significativas entre tratamientos (p<0,05).

Fig. 2. Root length (A), root dry weight (B), and increments on these variables due to the effect of three bacterial strains (B1, B3, B13) of Bacillus
genus. A chemical control (T = tiabendazol) and an absolute control (TA) are included. Different letters within bars indicate significant differences

among treatments (p<0.05).

nificativamente menor (p<0,05). Las plantas tratadas con la
cepa B1 no resultaron afectadas por la enfermedad (0% de in-
cidencia). La marchitez mostré una reduccién (p<0,05) de la
severidad en aquellos tratamientos donde se aplicaron las tres
cepas bacterianas (Fig. 3B). La severidad del dafio fue mayor
en el TA, seguido por el tratamiento quimico, diferencias que
resultaron ser estadisticamente significativas (p<0,05).

En relacién con la poblacién inicial de hongos fitopaté-
genos (ufc/g de suelo), F oxysporum fue el hongo presente en
mayor proporcién (260 ufc), seguido por R. solani 'y P cap-
sici, con 100 y 55 ufc, respectivamente (Fig. 4). Sin embar-
go, los tratamientos con las cepas bacterianas redujeron casi
por completo la poblacién de hongos en el suelo; resultados
similares se obtuvieron con el fungicida tiabendazol (T), el

cual también redujo las ufc, pero en menor proporcién que las
cepas bacterianas B1, B3 y B13. Lo anterior se podria deber
a que las bacterias antagénicas son capaces de ejercer varios
mecanismos de biocontrol contra los hongos fitopatégenos:
antibiosis, sideréforos, competencia por nutrientes y produc-
cién de enzimas hidroliticas. Esto induce una resistencia sis-
témica en las plantas (Bashan y De-Bashan, 2002b). De ma-
nera andloga, Ulacio et al. (2003) evaluaron materia orginica
y microorganismos antagonistas como estrategias de manejo
contra la pudricién blanca en el cultivo de ajo. Estos autores
informaron que el hongo Sclerotium cepivorum se redujo nota-
blemente, y hubo una menor incidencia de la enfermedad en
los tratamientos donde se combinaron el hongo Trichoderma
harzianum, la bacteria B. firmus y vermicomposta.
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Fig. 3. Incidencia (A) y severidad (B) del dafo en plantas causado por hongos fitopatdégenos y reduccion en esas variables en com-
paracion al testigo absoluto (TA) debido al efecto de tres cepas bacterianas (B1, B3, B13) del género Bacillus y un tratamiento quimico

(T = tiabendazol).

Fig. 3. Incidence (A) and severity (B) of plant damage caused by phytopathogenic fungi, and reduction of these variables in comparison to an
absolute control (TA) due to the effect of three bacterial strains (B1, B3, B13) of the Bacillus genus and a chemical control (T = tiabendazol).
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Fig. 4. Poblaciones inicial (RPi.) y final de unidades formadoras
de colonias de hongos fitopatdgenos encontradas en el suelo,
después de aplicar tres tratamientos de cepas bacterianas (B1,
B3y B13) del género Bacillus, un testigo quimico (T = tiabendazol)
y un testigo absoluto (TA).

Fig. 4. Initial and final populations of colony forming units of soil phy-
topathogenic fungi after applying three treatments of bacterial strains
(B1, B3 and B13) of the Bacillus genus, a chemical control (T = tiaben-
dazol) and an absolute control (TA).
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CONCLUSIONES

Las cepas bacterianas del género Bacillus utilizadas en esta
investigacién mostraron su efectividad como agentes de bio-
control contra el complejo de microorganismos fitopatégenos
causantes del sindrome de la marchitez del chile. Ademis,
dichas bacterias incrementaron significativamente el creci-
miento y rendimiento de chile jalapefio en comparacién con
el control. Esto sugiere la utilizacién de este método biolégico
para (1) el manejo sustentable de la marchitez o secadera del
chile, y (2) reducir el empleo de fungicidas sintéticos. Even-
tualmente, los fitopatégenos desarrollan resistencia a estos
fungicidas, los cuales son nocivos para la salud de humanos y
los agroecosistemas.
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