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RESUMEN

La expansion de la marchitez del chile en nuevas plantaciones y diferentes zonas
productoras de México y la dificultad en el control de la misma, obligan a
desarrollar nuevas medidas de lucha que en el contexto de una estrategia de manejo
integrado auspicien mejores expectativas para el control de la enfermedad. El
presente trabajo abord6 una investigacion para determinar los patdégenos relacionados
y distribuidos naturalmente en chile cultivado en los diversos distritos agricolas del
Estado de Durango, con el interés de conocer la factibilidad de utilizar cepas
antagonistas de B. thuringiensis como medio de control bioldgico. Para ello fueron
muestreadas 44 diferentes localidades y tipos de chile en la zona productora del
Estado de Durango, donde se encontro la presencia de varios hongos patogénicos al
cultivo de chile; siendo las mas frecuentemente aislados R. solani; Fusarium spp;
Verticillium spp; Colletotrichum spp; Sclerotium spp. y P. capsici. Al evaluar los
lotes de semilla de chile presentaron diferencias entre ellos en las pruebas de
germinacion estandar, germinacion en charola bandeja speedling y envejecimiento
acelerado. Los resultados de los andlisis sanitarios de lotes de semillas demostraron
la presencia de cuatro de los principales patogenos del cultivo de chile, Alternaria
spp, S. sclerotiorum, Fusarium spp. y R. solani, asi como de otros fitopatogenos,
que de manera general no tuvieron influencia sobre el vigor y germinacion de
plantulas normales. Al evaluar y determinar la capacidad antagonica de 64 cepas de
B. thuringiensis de la Coleccion Internacional de Bacilos Entomopatdgenos de la
FCB-UANL sobre R. solani, P. capsici y F. oxysporum mediante enfrentamiento de

cultivos duales en placas petri; fuerén 16 las cepas de B. thuringiensis que redujeron
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de manera significativa el crecimiento radial micelial de R. solani, 19 para P.
capsici y ocho para F. oxysporum, después de tres dias de incubacion a 25°C. Por
otra parte, estas cepas bacterianas se evaluaron en semillas de chile variedad
Anaheim mediante pruebas de germinacion bajo condiciones in vivo, donde se
observo un incremento en el porcentaje de germinacion en el caso del tratamiento de
inoculacion de B. thuringiensis sobre R. solani. De entre las 16 cepas probadas
durante las pruebas de cultivos duales in Vitro contra “damping-off” y la pudricién
del tallo y la raiz causada por R. solani, solamente seis de ellas fueron elegidas para
ser analizadas simultaneamente en pruebas de antibioticos volatiles, termoestabilidad
de los antibidticos y pruebas de germinacion. En la prueba de antibidticos volatiles,
las cepas GM-11 y GM-121 mostraron tener el mejor efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de R. solani. Ninguna de las cepas mostrd un eficiente efecto antagonista
durante las pruebas de termoestabilidad. En las pruebas de germinacion, la mayoria
de los aislamientos antagonistas GM-23, GM-11 y GM-121 fueron efectivos en la
reduccion de la infeccion de R. solani. Adicionalmente, la cepa GM-23 increment? la
longitud de las plantulas de chile. Estos resultados sugieren que las cepas de B.
thuringiensis estudiadas tienen un excelente potencial para ser usadas como agentes

de biocontrol de R. solani en el cultivo del chile.

Palabras clave: Bacillus, control Bioldgico, antagonismo, fitopatdgenos con origen

en el suelo, germinacion.
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ABSTRACT

The wide spreading of pepper blight in new plantations on different areas of production
in Mexico, force the researchers to develop new strategies of integrated management
that support better expectations for the control of the disease. The present work is a
research approach to determine the pathogens related and naturally distributed in pepper
produced in some agricultural districts of Durango State with the interest to know the
feasibility of using antagonistic stocks of B. thuringiensis as a strategy of biological
control. Forty four different localities and several types of pepper were sampled in
Durango State, where the presence of several pathogenic fungi to pepper production was
observed; being more frequently isolated R. solani, Fusarium spp., Verticillium spp.,
Colletotrichum spp., Sclerotium spp. and P. capsici. When evaluating the lots of seed of
pepper displayed differences among them in the standard germination, germination in
“speedling tray” and in accelerated aging tests. The results of the sanitary analyses of
seeds lots demonstrated the presence of four of the main pathogens of the culture of
pepper, Alternaria spp, S. sclerotiorum, Fusarium spp. and R. solani, as well as other
phytopathogenic fungi that in general way did not have influence on seedling vigor and
germination. When evaluating and determining the antagonistic capacity of 64 strains of
B. thuringiensis from the International Collection of Entomopatogenic Bacillus from
FCB-UANL against R. solani, P. capsici and F. oxysporum by dual culture assays, it
was observed that 16 strains of B. thuringiensis reduced significantly the radial micellial
growth of Rhizoctonia solani while 19 strains did the same for P. capsici and 8 strains
for F. oxysporum after three days of incubation at 25°C. On the other hand, these 34

bacterial strains were evaluated in Anaheim variety pepper seeds by in vivo germination
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tests where was observed an increase in the percentage of germination in the case of the
treatment of inoculation of B. thuringiensis on R. solani. Among the 16 strains tested
against damping-off and root and stem rot caused by R. solani during the in vitro
dual culture assay only six of them were chosen to be screened simultaneously by
antibiotics volatile, filtrates antibiotics, thermostability antibiotics and seedling
assay. In the volatile antibiotics assay, the strains GM-11 and GM-121 showed the
best inhibitory effect over R. solani growth. None of the strains showed an efficient
antagonistic effect during the thermoestability assay. In seedling assay, majority of
the antagonistic isolates GM-23, GM-11 and GM-121 were effective in the reduction
of R. solani infection. In addition, GM-23 increased the length of pepper seedlings.
These results suggest that the B. thuringiensis strains studied have an excellent

potential to be used as biocontrol agents of R. solani in chili pepper.

Key words: Bacillus, biological control, antagonism, soil borne plant pathogens,

germination.
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1. INTRODUCCION

En México el chile (Capsicum annuum L.) es el cultivo horticola més importante
considerando la superficie que se siembra. En la actualidad, entre los factores mas
importantes que limitan su produccidon se encuentran los fitopatégenos provenientes
del suelo entre los cuales los géneros Rhizoctonia, Fusarium y Phytophthora spp;
causan una enfermedad conocida comunmente como tristeza o marchitez del chile, su
presencia se ha reportado en todos los estados productores de chile en México. Las
pérdidas estimadas a nivel nacional oscilan entre un 10 y un 60% mientras que en
areas especificas del Bajio y Puebla pueden alcanzar el 100%. Se han utilizado
diversos métodos para controlar esta enfermedad siendo las practicas culturales y el
control quimico los mas empleados, aunque en los ultimos afios el control biologico
ha tomado una gran relevancia. El género Bacillus, independientemente de su
ubicacion taxondmica, se encuentran entre los agentes mas elegibles para el control
biologico debido a cualidades tanto morfologicas como fisioldgicas que permiten su
ubicuidad en la naturaleza, ademas de la creciente lista de éxitos obtenidos en la
prevencion de patologias vegetales causadas por hongos, ademas B. thuringiensis es
el organismo mas exitoso en cuanto a comercializacion se refriere el cual produce un
cuerpo paraesporal denominado 6—endotoxina, formada por una o varias proteinas
cristal insecticida (PsCI), toxicas para lepidopteros, dipteros, coledpteros, nematodos

y protozoarios. Sin embargo, su potencial antifungico es desconocido, a pesar de su



especificidad, virulencia, seguridad y potencia contra organismos blanco y a la gran
diversidad de metabolitos que produce, entre los que destacan, bacteriocinas,
antibidticos y enzimas extracelulares como protedsas y quitinazas, elementos clave
en el fendmeno de supresion de patdogenos por agentes bioldgicos. El presente trabajo
abord6 una investigacion para determinar los patdogenos relacionados y distribuidos
naturalmente en chile cultivado en los diversos distritos agricolas del Estado de
Durango, con el interés de conocer la factibilidad de utilizar cepas antagonistas de B.

thuringiensis como medio de control bioldgico.



2. HIPOTESIS

Se pueden seleccionar cepas GM y HD de Bacillus thuringensis con capacidad de
suprimir a los hongos patogenos relacionados con el complejo de la marchitez del

chile.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

El presente estudio se realizo con el propoésito de evaluar y determinar in vitro ¢ in
Vivo el potencial antagénico de cepas GM y HD de Bacillus thuringiensis de la
Coleccion Internacional de Bacilos Entomopatogenos de la FCB-UANL, sobre los

patogenos relacionados al complejo de la marchitez del chile.

3.2 Objetivos particulares

Aislar e identificar en semillas y plantas de chile a los hongos patdgenos
causantes de la marchitez del chile en diferentes localidades de la zona productora

de chile del estado de Durango.

Seleccionar y evaluar el potencial de cepas GM y HD de B. thuringiensis con
capacidad de interaccionar antagonicamente con cepas de hongos patogenos
causantes de la marchitez del chile en la zona productora de chile del estado de
Durango, utilizando diferentes métodos de escrutinio in vitro y valorando dicho

efecto in vivo.



4. ANTECEDENTES

4.1 Importancia del cultivo del chile

La produccion mundial de chile (Capsicum annuum L.) es de 29 millones de
toneladas al afio, el cultivo del chile es el cultivo horticola mas importante en

México, con una produccion anual aproximada de 1.8 millones de toneladas

(FAOSTAT, 2007).

China es el principal productor con 12°531,000 ton/afio, aportando con esto mas
de la mitad de la produccién mundial, México ocupa el segundo lugar con 1'853,610
ton/afo. Actualmente Zacatecas es el principal productor de chile con cerca del 60%
de la produccidn nacional, le siguen San Luis Potosi, Durango, Guanajuato, Jalisco y
Michoacan (CONAPROCH, 2006); se estima que cada hectarea dedicada a este
cultivo genera entre 200 y 350 jornales/afio (Pozo, 2004). Aunque tradicionalmente
se ha considerado a esta regiéon como productora exclusiva de chile seco (ancho,
mirasol, pasilla, guajillo, de arbol, cola de rata, etc.), se observa una tendencia a
cultivar una superficie mayor con tipos de chile de consumo en fresco como Bell,

Inferno, jalapefio, giieros, etc.

Sin embargo, esta diversificacion en cuanto a los tipos de chile cultivados en la
region no ha contribuido sosteniblemente a reducir el problema fitopatolégico mas

grave que enfrenta el cultivo de chile conocida como la marchitez o pudricion de la
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raiz del chile (Rincon y Velasquez, 1999), cuyos sintomas se manifiestan por la
marchitez de las hojas y la pudricion del fruto o de la raiz, puede afectar a las plantas
en cualquier etapa de desarrollo y la severidad de los sintomas esta asociada con la

condiciones climaticas (Cano-Alvarado, 1998).

La marchitez del chile es causada principalmente por los hongos fitopatdégenos de
los géneros Fusarium, Rhizoctonia y por el oomiceto Phytophthora capsici, que se
destaca por su prevalencia e incidencia, y es considerado el principal factor limitante

para la produccion de chile en el mundo (Gonzalez-Pérez et al., 2004).

4.2 Generalidades de la marchitez del chile

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 fisiologico, el cual es ocasionado por condiciones de
escasa humedad en el suelo o exceso de evapotranspiracion, también puede tener un
origen patoldgico el cual principalmente estd caracterizado por una necrosis del
sistema radical o del cuello de las plantas (Chavez et al., 1994), este tipo

marchitamiento por lo general es irreversible.

El primer reporte de la enfermedad a nivel mundial fue dada por Leonian en 1922
en Nuevo México estableciendo como agente causal a Phytophthora capsici, y en
nuestro pais, fue reportada por primera vez en 1944 por el Servicio de Cuarentenas
de los EEUU, al detectar el patdégeno en chiles procedentes de México. El Dr.

Galindo en 1956 descubrid su presencia en plantas de chile de los campos de la



E.N.A. Chapingo, México y pueblos aledafios; por su sintomatologia tipica este

mismo autor llam¢ a la enfermedad “Marchitez del chile” (Romero, 1988).

En los ultimos afos ha habido varios reportes que sefialan a Fusarium spp. y
Rhyzoctonia spp. como patdgenos asociados con el sindrome (Duran-Ortiz et al.,
2001; Espinoza-Lopez et al., 2001; Guerrero-Aguilar et al., 2001; Rico-Guerrero et
al., 2001; Velazquez, 2001; Lopez-Vasquez et al., 2002), los cuales hay que
considerar ya que ambos patdgenos estdn asociados con dafios a la raiz en diferentes

cultivos.

Los resultados de las investigaciones hechas hasta el momento, sugieren que
Phytophthora y Fusarium son los principales causantes del daio y Rhizoctonia solo
es un hongo oportunista que se alimenta del tejido muerto. Una de las hipotesis que
se maneja es que Phytophthora es el patogeno que entra primero a la planta y esto
facilita la entrada a los otros dos, es probable que para obtener una variedad tolerante
a este sindrome sera necesario conjuntar en ella resistencia a P. capsici y Fusarium
sp., pero esto habra que corroborarlos con muestreos a nivel nacional ademas de

algunos otros trabajos adicionales (Gonzalez et al., 2001).

4.3 Importancia de la marchitez del chile

Esta enfermedad se encuentra presente en todo el mundo, en México se le
considera la enfermedad causada por hongos mas importante de este cultivo, se ha
reportado su presencia en todos los estados productores de chile en donde las
condiciones ambientales son favorables para su desarrollo. La época de mayor

incidencia de la enfermedad ocurre a partir de floracion (alrededor de junio) que
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coincide con la generalizacion de las lluvias, y se acentia en parcelas con deficiente
nivelacion y que ademads reciban riego por gravedad, aunque continta siendo un
problema serio en parcelas tecnificadas con deficiente manejo del riego por goteo
(Rincon y Veldsquez, 1999), particularmente en los estados de Aguascalientes,
Guanajuato, San Luis Potosi, Zacatecas, Durango, Sinaloa, Sonora, Chihuahua,
Querétaro, Hidalgo y Michoacan (Redondo, 1974; Garcia et al., 2000; Guigon y

Gonzalez, 2001).

La incidencia pandémica de esta enfermedad en las regiones productoras causa
cada afio pérdidas directas e indirectas de magnitud variable, entre un 40 y un 70%
de las plantas muere cada afio a causa de la enfermedad (Rincon y Velasquez, 1999)
e influye directamente en la programacién de la superficie a establecer en el
siguiente ciclo de cultivo. En México existen regiones en donde se tienen pérdidas
hasta del 80% y estados como Aguascalientes y San Luis Potosi donde la superficie
de siembra de chile se ha reducido hasta un 60% a causa de este problema (SAGAR,

1999).

4.4 Organismos causales de la marchitez del chile

4.4.1 Marchitez causada por P. capsici

Este patdogeno tiene una extensa distribucion en el suelo, se encuentra asociado a
cultivos como berenjena, tomate y cucurbitaceas (Leonian, 1922, Jee et al., 2000),
Phytophthora blight y/o Phytophthora root rot es causada por el patégeno
Phytophthora capsici Leonian y es la enfermedad mas devastadora del cultivo del

chile en campo e invernadero, ocasionando grandes pérdidas estimadas entre el 30 y
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el 80% de la produccion mundial anual (Kui et al., 2008), sobre todo cuando los

factores climaticos y edaficos son propicios para su desarrollo.

Ayvar et al., (1994), reportan a P. capsici como el principal causante de la
muerte de plantas de chile en pre floracion, floracion y en 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).

Alexopoulos et al., (1996), clasifican a este patogeno de la siguiente manera:

Reino.......... Stramenophyla
Phyllum.......... Oomycota
Clase.......... Oomycetes
Orden.......... Peronosporales
Familia.......... Pythiaceae
Género.......... Phytophthora

Especie.......... capsici

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 mdas comunes, caracterizados por una
coloracion café obscuro del tallo, la cual se extiende del suelo hacia arriba,
acompanada por una marchitez stbita 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
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inoculo 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 de la planta localizada
inmediatamente arriba de donde se present6 la lesion. En las hojas se forman areas
circulares o irregulares verde obscuro, de consistencia acuosa, que con el tiempo se
tornan de color castafio claro. El dafio en frutos, se manifiesta inicialmente con
puntos aguanosos de coloracion 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. P. capsici es una especie heterotalica;
produce micelio hialino, cenocitico, muy ramificado y toruloso cuando es joven, el
cual 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 p
x 21-50 p, la relacion 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 heterotalicas y aplerdticas, miden 31.5 p de didametro, son

lisas, producidas en oogonios esféricos, lisos, fertilizados por anteridios anfiginos
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(Romero, 1988). Alta humedad en el suelo y temperaturas oscilantes entre 15 y 20°C
son condiciones favorables para su diseminacion, los cultivos regados por gravedad
son mas afectados ya que los propagulos se diseminan a través del agua de riego
(Ayvar et al., 1994) y pueden trasmitirse por medio de los implementos utilizados en

las practicas culturales y por medio de la semilla (Flores y Frias, 1992).

La oospora, que representa la fuente de inoculo primario, germina y da lugar a
una esporangio, el 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).

4.4.2 Marchitez causada por F. oxysporum

F. oxysporum es uno de los fitopatdgenos nativos del suelo mas ampliamente
distribuidos y sin duda de mayor importancia, la especie oxysporum es la de mayor
distribucion y la que tiene un mayor numero de hospederos (Romero, 1988). En
Meéxico esta especie fue identificada por Crispin et al., (citado por Virgen, 1990),
quienes lo reportan como el principal problema patologico de cultivo del chile en las
zonas productoras de Durango y Zacatecas, donde ocasiona pérdidas de hasta el 60 %
de la produccién. Alvarez (2003), considera que en el estado de Sinaloa, sin un

programa de manejo adecuado, las pérdidas pueden superar el 90 %.
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Alexopoulos y Mims (1979), clasifican a este patogeno de la siguiente manera:

Reino.......... Mycetae
Division.......... Amastigomycota
Subdivision.......... Deuteromycotina
Clase.......... Deuteromycetes

Sub Clase.......... Hyphomycetidadae

Orden.......... Moniliales
Familia.......... Tuberculariaceae
Género.......... Fusarium
Especie.......... oxysporum

La marchitez clasica causada 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 dafiado, particularmente el tallo inferior y las
raices primarias, mientras que el tejido cortical permanece intacto. Generalmente, la
enfermedad aparece en areas del campo donde un alto porcentaje de las plantas
mueren, aunque también se pueden presentar plantas dispersas o aisladas (Ayvar et

al., 1994).

Al realizar un corte transversal del tallo, principalmente en la parte baja, 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
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suelo, puede producir algunos frutos aunque de mala calidad y finalmente la planta

muere (Mendoza, 1996).

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

2003).

Muerto el hospedero se desarrolla un micelio algodonoso que esporula sobre la
superficie del tejido, donde produce una gran cantidad de microconidias,
macroconidias y clamidiosporas, especialmente en condiciones de alta humedad

(Ledn, 1982).

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 en el suelo
como organismo de vida libre, de esta forma puede sobrevivir en ¢l hasta 16 afos,

aun en ausencia de plantas hospederas (Huang y Sun, 1978).
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El hongo puede ser introducido a zonas libres del patogeno por medio de semillas,
plantulas para trasplante, arados, rastras, el hombre, ganado, etc. (Walker, 1952). 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
elongacion y maduracion de la raiz, también a través de heridas causadas por factores

fisicos y bioldgicos (Dixon, 1981).

El micelio progresa intracelularmente, para luego entrar en los tubos del xilema,
dentro del cual el patéogeno 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 taponamiento de los tejidos conductores (Melhus y Kent, 1979).

4.4.3 Marchitez causada por R. solani

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). De las diversas especies del género Rhizoctonia, destaca por su
importancia fitopatologica R. solani, ya que se sabe que ocasiona mas tipos
diferentes de enfermedades a una gran variedad de tipos de cultivos, en la mayor

parte del mundo y bajo las més diversas condiciones ambientales (Gormely, 1980).

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

perennes, arbustos y arboles frutales.
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Alexopoulos y Mims (1979), clasifican a este patogeno de la siguiente manera:

Reino.......... Mycetae
Division.......... Amasigomycota
Subdivision.......... Deuteromycota
Clase.......... Deuteromycetes
Orden.......... Aganomycetales
Género.......... Rhizoctonia

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

R. solani causa una marchitez tipica de plantas en almacigo, cuyos sintomas no se
distinguen facilmente de aquellos causados por Pythium, la diferencia mas notable es
que 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 e 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 tamafio 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).
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Hooker (1990), sefiala que una de las caracteristicas mas tipicas del micelio 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.

El inéculo de R. solani consiste de esclerocios y micelio que sobrevive como
saprofito en el suelo, su diseminacidon es a través del agua de riego, el viento,
material vegetal, semillas contaminadas y por implementos agricolas (Bolkan, 1980).
Cuando R. solani se encuentra creciendo como saproéfito, los exudados que secretan
las semillas en germinacion y las raices de plantas hospederas lo estimulan a infectar
los hipocotilos y raices jovenes (Martinson, 1965). EIl hongo penetra a través de la
cuticula y epidermis en forma mecdnica, 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).

4.5 Control de la marchitez del chile

Desde el descubrimiento de esta enfermedad los trabajos para controlarla se han
enfocado en Phytophthora sp; por lo que se han hecho numerosas investigaciones
tanto en México como en el extranjero: sobre su control quimico (Pérez et al., 1990;

Parra y Ristaino, 2001), bioldgico y cultural (Hoitink y Fahy, 1986; Casarrubias y
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Frias 1992; Chavez et al., 1995; Ahmed et al., 1996; Nemec et al., 1996; Yanez,

1997).

Se han realizado esfuerzos considerables para encontrar los agentes de control
biologicos para esta enfermedad y varios candidatos potenciales han sido reportados
incluyendo: Actinomyces spp. (Zhu et al., 1995; Lee y Hwang, 2002; Hee et al.,
2006; Ezziyyani et al., 2007), Pseudomonas spp. (Lee et al., 2003 a,b,c; Jung y Kim,
2004; Paul y Sarma, 2006), Bacillus spp. (Dai y Guan, 1999; Lee y Hwang, 2002;
Jung y Kim, 2003; Qiu et al., 2004; Jung y Kim, 2005), Trichoderma spp. (Liu y Lu,

2003; Ezziyyani et al., 2007) y algunos hongos endofitos (Kim et al., 2007).

Desde 1966 se han desarrollando en México variedades resistentes a
Phytophthora capsici (Heredia, 1966). En la década de los 80’s resurgié esta idea
tomando fuerza con el descubrimiento de 19 criollos resistentes a P. capsici
originarios del estado de Morelos. Entre ellos sobresalia el “Criollo Morelos-334”
(CM-334) porque exhibia consistentemente un alto grado de resistencia al patégeno
(Guerrero-Moreno y Laborde, 1980; Gil Ortega et al., 1991) estos materiales junto
con algunos introducidos de otros paises como “linea 297, 'USDA P1201232', '"USDA
PI201234 fueron usados ampliamente en México y en el mundo para generar
variedades resistentes (Smith et al., 1967; Redondo, 1974; Bosland y Lindsey, 1991;
Mercado y Bustamante 1993; Lefebvre y Palloix, 1995, 1996; Tamietti et al., 1998;

Walke y Bosland. 1999; Thabuis, 2001).

Durante el ciclo primavera-verano del 2000 se evalu6 la reaccion a pudricion de

la raiz de seis lineas avanzadas de chiles tipo mirasol y ancho en comparacién con
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materiales criollos; los valores mas reducidos del area bajo la curva de desarrollo de
la enfermedad fueron los que mostraron las lineas de chile mirasol, denominadas
LEMZ-7, LEMZ-8 y LEMZ-10 (Velasquez-Valle et al., 2003). La evaluacion de
lineas y/o colectas de chile para la deteccion de resistencia a la pudricion de la raiz
bajo condiciones naturales se llevd a cabo en Calera, Zac. y Rincon de Romos, Ags.
durante los ciclos agricolas de 1999 y 2000, se evaluaron 102 lineas y/o colectas de
diferentes tipos de chile; en 1999 se identificaron 13 y 62 lineas en Calera y Pabellon
respectivamente, con incidencia de la enfermedad menor al 25%. Sin embargo, en la
evaluacion del 2000 todas las colectas o lineas con la caracteristica anterior
mostraron incidencia igual o superior a 60%, incluyendo una colecta del Criollo de
Morelos. En Rincoén de Romos, Ags., 22 lineas mostraron incidencia menor o igual a
25% aunque la incidencia en el resto de los materiales evaluados oscilo de 42 a

100%.

La elecciéon del mejor fungida quimico resulta complicado debido a que los
patogenos pertenecen a reinos y oOrdenes diferentes. Existen trabajos o
investigaciones para cada patdégeno por separado, Chavez et al., (1994) evaluaron
diversos fungicidas y abonos organicos, determinando que para la region de Puebla
la incorporacion de gallinaza y la aplicacion de Fosetil-Al, presenta los resultados

mas alentadores en el control de P. capsici.

Romero (1988), recomienda para la 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,
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Propamocarb y 2tiocianometil benzotiazol (TCMTB) y encontraron que este tltimo

inhibe completamente el crecimiento micelial, no asi los otros tres productos.

Mendoza (1996), recomienda para el control de R. solani, aplicaciones a partir de
la aparicion de los botones florales dirigidas al cuello de la planta con Captan o
Quintoseno, o inyecciénes de Pencycuron, cuando se observen las primeras plantas
afectadas. 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 inmersion 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 proteccion de 30 dias, después de los
cuales hay que realizar aplicaciones dirigidas a la base del tallo o inyectado al

sistema de riego presurizado.

Desafortunadamente, con los medios de control quimico con que se cuenta
actualmente no se ha alcanzado el éxito deseado y la enfermedad sigue causando
grandes pérdidas en el pais. Se realizd6 un diagndstico de este problema en la region
centro de México, donde se concluye que son varias las causas por las que no se ha
podido controlar éste problema, entre las que destacan: a) Desconocimiento del
patosistema en el sentido de que exista algiin elemento no considerado hasta ahora,
como podrian ser: otros patogenos (Fusarium spp. y Rhizoctonia spp.) involucrados
en el sindrome; b) Gran variabilidad del o los patégeno(s); c) Deficiente manejo del

cultivo y d) Falta de informacion técnica (STHGO, 2000).
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Bajo esta perspectiva, para resolver este problema es necesario conocer la
presencia, distribucion y variabilidad del o los patdégenos involucrados en el
problema. Ademads, se debe establecer un programa de mejoramiento efectivo,
basado en la busqueda de resistencia natural, implementando estrategias que
permitan colectar, conservar, caracterizar y aprovechar fuentes de resistencia
genética presentes en la gran diversidad de chiles que posee México, principalmente

en sus materiales criollos y silvestres.

Actualmente, la tendencia entre los productores de chile se orienta hacia la
aplicacion de fumigantes mediante el riego por goteo en condiciones de acolchado
previo al trasplante, como una medida destinada a disminuir la poblacién de
patogenos en el suelo, y de esta manera evitar o reducir el dafio por esta enfermedad.
Ademas, se registra una importante preferencia entre los productores de chile hacia
el empleo de productos con agentes de control biologico de los hongos mencionados,
aunque no se tengan evidencias completas o locales de su efectividad en la supresion

de la enfermedad.

4.6 Calidad fisiologica y sanitaria de semillas

El hombre en su afan de obtener productos vegetales diversos que satisfagan sus
necesidades de alimentacidn, vestido y otros de mayor o menor importancia se ha
visto en la necesidad de alterar lo que antes eran los ciclos naturales de los cultivos
afectandolos de tal manera que se han producido o desatado un sin fin de factores

que alteran, no siempre de manera deseable, los niveles de productividad de los
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mismos. Entre estos factores juegan un papel de gran importancia las enfermedades

de las plantas (De la Isla, 1994).

La comercializaciéon asi como el intercambio de recursos genéticos y la
introduccion de nuevos cultivos trasladando semilla a distintos ambientes, ha
constituido la principal fuente de diseminacion de patdogenos entre las distintas zonas
agricolas. Los microorganismos evolucionan como respuesta a los estimulos de su
entorno de manera que se aseguren de cubrir sus necesidades bioldgicas y con ello
aseguren su supervivencia, perpetuacion y diseminacion. Una de sus estrategias de
supervivencia y diseminacion es el parasitar la semilla y el hombre al introducir esas

semillas en nuevas zonas de cultivo disemina el microorganismo (Jiménez, 1997).

El 90 por ciento de los cultivos destinados a la alimentacion humana y animal
requiere del uso de semillas lo que las convierte en el principal insumo para la
produccion de alimentos de origen vegetal (Agarwal y Sinclair 1987). Siempre se ha
considerado que las enfermedades de las plantas cultivadas constituyen una seria
amenaza para la produccion de alimentos, desde el momento de la siembra hasta el
consumo de los productos cosechados. Debido a la importancia de las semillas como
insumo de la produccién agricola es importante el desarrollo continuo y progresivo
de la investigacion en el area de patologia de semillas de las diversas especies

cultivadas a nivel mundial.

En este sentido, la investigacion se ha enfocado principalmente en algunos pocos
cultivos econémicamente importantes (comerciales). La Asociacion Internacional

para Pruebas de Semillas (ISTA, 1985) ha desarrollado pruebas para evaluar la
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calidad de las semillas. Estas pruebas requieren ser adaptadas para semillas de otras
especies vegetales cultivadas a menor escala y que paulatinamente han venido

adquiriendo mayor importancia.

En México se ha calculado que la disminucién del 30% de los cultivos se debe
principalmente a daflos causados por insectos, malas hierbas, roedores 'y
enfermedades, y son éstas Ultimas las responsables del mayor porcentaje de la cifra
total (De la Isla, 1994). La calidad de las semillas constituye el factor mas importante
para una buena cosecha, asumiendo que el buen manejo del proceso productivo y que

el tipo de medio ambiente sean los 6ptimos.

Para la produccion econdmica de cualquier cultivo es de vital importancia tener
semillas de alta calidad que permitan obtener un buen establecimiento, desarrollo y
rendimiento final. Para muchos agricultores una semilla de calidad es aquella que
germina y esta libre de organismos indeseados, como hongos, bacterias y virus. Sin
embargo, el concepto es mucho mas amplio y comprende diversos factores tales
como los propuestos por (McDonald y Copeland, 1997): pureza genética y fisica,
sanidad (libre de malezas, hongos, insectos) y potencialidad de viabilidad,

germinacion y vigor.

La calidad de la semilla se refiere tanto la calidad genética y a la calidad de la
semilla que llevan esos genes. Un cultivo de chile genéticamente puro es importante
para obtener y mantener muchos atributos en la cosecha, incluyendo la produccion,
forma de la fruta, tamafo y color. La calidad de la semilla también afecta

grandemente la germinacion y vigor de las plantas de los almacigos de chile.
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Comprar semillas de chile genéticamente puras y de alta calidad puede ayudar a
aumentar los beneficios del agricultor. Muchos productores de chile encuentran que
el aumento en el precio de semilla de mas alta calidad es una de sus mejores
inversiones. Los productores de semilla de chile que han seleccionado continuamente
sus mejores plantas tendran un mayor potencial, beneficios de cosecha y
uniformidad que sera pasada de generacidon a generacion a través de la semilla por

una constante reseleccion y aislamiento (Bosland y Votava, 1999).

4.6.1 Germinacion de la semilla

La germinacion se define como la etapa que va desde la emergencia y desarrollo
de una plantula hasta el aspecto de las estructuras esenciales que provienen del
embrion y que reflejan su capacidad para originar una planta bajo condiciones

favorables de temperatura, humedad relativa y luz (ISTA, 1999).

Las pruebas de germinacion nos dan informacidén con respecto a la capacidad de
las semillas para producir plantulas normales. Ademas, estas pruebas permiten hacer
comparaciones del poder germinativo entre diferentes lotes de semilla de la misma
especie (Arcos et al., 1998). Las semillas viables no siempre germinan cuando se
exponen a las condiciones Optimas para su germinacion, tales semillas tienen un

periodo persistente de latencia.

Para que se lleve a cabo la germinacion de las semillas es necesario lo siguiente:
a) La semilla debe ser viable, es decir, tener embrion vivo y capaz de crecer; b) No
deben existir barreras fisicas, quimicas o fisioldgicas para la germinaciéon y c¢) La

semilla debe estar expuesta a las condiciones ambientales apropiadas, disponibilidad
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de agua, temperatura adecuada, provision de oxigeno y en ocasiones luz

(Bustamante, 1997).

Los métodos de laboratorio han sido desarrollados de tal manera que sea posible
controlar la mayoria de las condiciones externas. Esto permite obtener resultados
uniformes y rapidos sobre la germinacién de muestras de semillas de una
determinada especie, para lo cual se han estandarizado las condiciones controladas
de las pruebas de germinacion (Moreno, 1984). Copelan y McDonald (1985),
califican a estas plantulas en las pruebas de germinacion en plantulas normales,
plantulas anormales (ausencia de radicula, ausencia de epicotilo, ausencia de

cotiledones o plantulas deforme, etc.) y semillas muertas.

Existen tres conceptos que caracterizan el deterioro de las semillas: a) el proceso
del deterioro es inevitable; b) el proceso del deterioro es irreversible y c) el deterioro
varia entre una poblaciéon de semillas a otra. Estos puntos se ven reflejados

directamente en la baja germinacion (McGee, 1998).

El proceso de reanudacion del crecimiento activo del embrion que se realiza en la
semilla viable puede ser afectado por diversos factores como: la humedad de la
semilla, temperatura, factores genéticos, presencia de hongos, dafio mecanico y
factores agronomicos. Las practicas deficientes, la maduracion de las semillas,
humedad del suelo, variedades y estado de nutricion de la planta madre también
influyen en la madurez de las semillas, que a la vez influyen en el periodo de

almacenamiento (Bustamante, 1997).
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Otras de las causas de la pérdida de semilla en el pais son la reduccion de vigor y
viabilidad a nivel bioquimico que son dificiles de determinar, ya que las semillas

muestran una gran diversidad de respuestas ante el deterioro (Vazquez, 1990).

4.6.2 Viabilidad de la semilla

La viabilidad se ha definido como la capacidad de germinacion bajo condiciones
adecuadas. Las semillas viables pueden o no germinar inmediatamente. Las semillas
con latencia son viables y requieren de tiempo o tratamiento especificos para que

estas puedan germinar (Vazquez, 1990).

El ADN debera entonces sufrir un proceso de reparacion al principio de la
germinacion, inmediatamente después de la entrada de agua, para asegurar su
funcionalidad. Se tienen evidencias de que dos enzimas claves del mecanismo de
reparacion del ADN, el ADN polimerasa y el ADN ligasa, pierden actividad cuando
las semillas se han deteriorado. La actividad de ambas enzimas se recupera conforme
la germinacién avanza, sin embargo, podrian estar ausentes en momentos criticos

cuando la expresion de algunos genes es vital (Vazquez, 1990).

La ruptura del ADN debe ser en principio un fenomeno netamente aleatorio, con
rupturas en cualquier lugar y en cualquier célula. Algunas semillas habran
acumulado dafios en regiones criticas del ADN y no germinardn, mientras que otras

tendran mas suerte y podran subsistir al dafio (Vazquez, 1990).
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4.6.3 Germinacidon estandar

La germinacion en el laboratorio es el desarrollo de las estructuras esenciales del
embrion a un grado tal que manifiestan la habilidad para continuar un desarrollo
normal bajo condiciones O6ptimas. Es decir que es la capacidad de las semillas para

germinar y producir una plantula normal (ISTA, 1985).

Tanto Peretti (1994) como Elis y Copeland (1997), establecen que la prueba de
germinacion estandar es el método principal y mas aceptado para calificar un lote de
semillas, ya que evalua la viabilidad y germinacién de ellas bajo condiciones
estandares favorables. El objetivo de esta prueba es determinar el maximo potencial
germinativo; informacion que mas tarde puede ser usada para comparar la calidad de

diferentes lotes y también estimar el valor de las plantulas en el campo (ISTA, 1999).

Copeland y McDonald (1985), afirman que la capacidad de germinacion es el
criterio comunmente usado para determinar la viabilidad o calidad de la semilla y
que es universalmente aceptado por los productores de semillas que la germinacion
y la viabilidad de la semilla son considerados términos sinénimos. Estos autores
definen la germinacién como la emergencia y desarrollo a partir del embrion de
aquellas estructuras esenciales, que por el tipo de semilla de que se trate, son
indicadoras de su habilidad para producir una plantula normal bajo condiciones

favorables (AOSA, 1983).

De acuerdo a la ISTA (1985), el objetivo de la prueba estandar de germinacién es
obtener informacion con respecto a la capacidad de las semillas para producir

plantulas normales y hacer comparaciones del poder germinativo entre diferentes
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lotes de semilla de la misma especie. Sin embargo, bajo condiciones de campo la
prueba de germinacion normalmente no da resultados satisfactorios al no obtenerse
confiabilidad y repetitividad (Delouche, 1973; ISTA, 1985); por lo cual Ia
apreciacion del vigor se efectia mediante el primer conteo de germinaciodn, el cual
es considerado uno de los primeros ensayos indirectos para estimar el vigor de las
semilla; aun cuando este pierde confiabilidad debido a las dificultades de
estandarizacion, no obstante estas pueden ser superadas si se controlan las

condiciones cuidadosamente (Perry, 1987).

Con relacion a la prueba estandar, Cobaquil (1991), evalud lotes de semillas de
maiz, antes de envejecerlas no encontr6 diferencia significativa entre lotes para el
primer conteo de germinacion y otras variables, sin embargo, observo que estos
valores fueron menores a germinacion estdndar, y aun mas bajos después del

envejecimiento artificial.

Por su parte Jara (1993), al evaluar lotes de semilla de trigo, no encontro
diferencia significativa entre ellos en el primer conteo, pero si mostré tener mayor

sensibilidad que la germinacion total para detectar vigor.

Andrew (1987), menciona que el vigor de la semilla a nivel de germinacion
incluye la velocidad y germinacion total, gama de condiciones del medio ambiente,
tales como: temperaturas y humedad bajo las cuales la germinacion ocurrird, y la

resistencia a enfermedades.

De acuerdo con Sayers (1982), la prueba de germinacion se diseid para medir el

maximo potencial de viabilidad de las semillas, y sefiala que se han establecido
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criterios para evaluar las plantulas al final de un periodo especifico para determinar
si poseen las estructuras necesarias para producir plantas normales, de aqui que la
prueba requiera de las condiciones optimas para obtener todo el potencial de

germinacion normal de la semilla.

Para determinar la capacidad de germinacion de acuerdo con lo recomendado por
(ISTA, 1985), comunmente se utiliza como sustrato el papel, los cuales pueden tener
la forma de papel de filtro, secante o toallas. De los cuales deben de reunir ciertas
caracteristicas: Composicion de madera, algodon u otra celulosa vegetal purificada,
debe estar libre de hongos, bacterias y sustancias toxicas, textura porosa y abierta, las
raices deben crecer sobre y no dentro del papel, deben ser resistentes pues no se debe
rasgar cuando se manipula, capacidad para retener humedad suficiente durante todo

el ensayo y finalmente un pH de 6.0 a 7.5.

4.6.4 Germinacion en charola “Bandeja speedling”

A partir de los afios 90 la produccion de algunos cultivos, como el tomate
comenz6 a verse amenazada por la incidencia de varias enfermedades virales,
transmitidas por la mosca blanca del tabaco Bemisia tabaci (Nava et al., 1996,1998).
Esto ha promovido la producciéon de plantulas bajo condiciones de aislamiento, con
el fin de protegerlas del vector de la enfermedad mediante la utilizacion de mallas
antiafidos o antitrips, lo que permite obtener plantas libres de geminivirus (Hilje,

1997).

La aparicion de enfermedades y el alto costo de las semillas mejoradas

genéticamente, hacen necesaria la utilizacion de sistemas de produccion de plantulas
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en bandejas de alvéolos utilizando ademés sustratos enriquecidos con fertilizantes,
¢éstas medidas permiten mejorar el aprovechamiento de las semillas con respecto al

almécigo tradicional, ademas de mejorar la sanidad de las plantulas (Castilla, 1995).

4.6.5 Vigor de la semilla

Las semillas que son capaces de desarrollar la raiz durante le germinacion,
pueden no tener el vigor para establecer una plantula bajo condiciones de campo.
Siendo el vigor un indicador de la calidad de la semilla que denota la completa
habilidad de las semillas para funcionar bien bajo condiciones de campo. ISTA
(1981), menciona que Nobbe en 1876 reconocié que las propiedades de cada
semilla, tales como la velocidad de germinacion y crecimiento de la plantula varian

dentro de cada lote de semilla, asi como entre lotes diferentes.

El vigor es un concepto muy apreciado por los investigadores y se demanda su
inclusién como un criterio mas de calidad en la comercializacién de semillas, debido
a su importancia en el contexto del comportamiento en campo. No obstante, en
particular este término es ain complejo y por lo mismo poco utilizado, sin embargo,
investigadores y asociaciones que trabajan al respecto han sugerido una serie de
pruebas de caracter fisico, fisiologico y bioquimico que permiten evaluar el vigor de
la semilla. En el “manual de vigor” (AOSA, 1983) se hace referencia a varios
investigadores que segun sus propias conceptualizaciones convergen y relacionan al
vigor con la velocidad de germinacion y la habilidad de desarrollar plantulas en

condiciones desfavorables.
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A través del tiempo se han hecho intentos de definir el termino de vigor de la
semillas, lo cual ha incluido conceptos como “adecuado establecimiento de plantas
bajo condiciones desfavorables de campo” (Isely, 1950), rapidez de germinacién
(Delouche y Caldwell, 1960), rapidez de germinacion y uniformidad bajo
condiciones favorables de campo (McDonald, 1975), fuerza de desarrollo, velocidad
de germinacion (Copeland y McDonald, 1985), potencial de emergencia y capacidad

de establecimiento en campo (Tao, 1979).

Miranda (1984), afirma que el vigor es considerado desde que la semilla alcanza
su madurez fisiologica en la planta, y es el punto donde convergen el maximo peso
seco, vialidad y el mas alto vigor de la semilla, y a partir de la cual como lo
manifiesta McDonald (1975, 1977), la pérdida de vigor precede a la pérdida de la
germinacion y la viabilidad. En su congreso de 1950 la ISTA acord6 que los ensayos
de germinacion serian desarrollados universalmente sobre medios inertes y que
cualquier ensayo destinado a obtener resultados de una magnitud similar en el suelo

se denominaria “ensayos de vigor”.

En 1977 el comité de ensayos de vigor de la ISTA en su congreso defini6 al vigor
de la semilla como la suma total de aquellas propiedades de la semilla que
determinan el nivel de actividad y capacidad de la semilla o lote de semilla durante
su germinacion y emergencia de plantula, asumiendo que semillas con buen
comportamiento se denominan de alto vigor y aquellas de un comportamiento pobre,

se considera de bajo vigor (Perry, 1980).
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Por otro lado, la AOSA (1983), a través de su Comité de Vigor define al vigor
como “la suma total de propiedades de la semilla que determinan el potencial para la
rapida y uniforme emergencia y desarrollo de plantulas normales bajo un amplio

rango de condiciones de campo”.

El vigor de la semilla es un indicador de la calidad mas all4 de la germinacion, de
aqui que el valor principal del concepto vigor y su evaluacion es el resultado de su
aplicacion a la siembra en el campo (Perry, 1980). Moreno (1984), agrega que el
valor de evaluar el vigor de la semilla radica en la prediccidén del comportamiento
de un lote de semillas, cuando las condiciones del medio ambiente no son del todo
favorables para la germinacion y emergencia de plantulas, en segundo, el valor de
comparar el potencial bioldgico en cuanto a vigor de lotes de semilla con porcentajes

de germinacidn similares.

Por su parte Filgueiras (1981), cita que el vigor de semilla es especialmente
importante debido a que proporcionan cierta seguridad anticipada de la uniformidad
de plantacion y competencia completa de manera que se controle el tamafio del

producto, uniformidad de maduracion y cosecha.

Se ha generado gran cantidad de investigacion en el desarrollo de pruebas que
midan el vigor de semillas (Jonson y Wax, 1978), con el objetivo de identificar lotes
capaces de una rapida y uniforme emergencia de plantulas en el campo, asi mismo
lotes con una alta capacidad de emergencia en condiciones ambientales

desfavorables para completar la prueba de germinacién (Matthews y Powell, 1981).
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4.6.6 Envejecimiento acelerado

El envejecimiento acelerado permite predecir el potencial de almacenamiento de
algunas semillas y la emergencia en el campo (Delouche y Baskin, 1976) y a su vez
supera los problemas de sensibilidad de la prueba de germinacion y de muestreo

(Ellis y Roberts, 1980) para calificar vigor de semillas.

Perry (1980), menciona que el deterioro es una de las diversas causas que pueden
disminuir el vigor de la semilla y que la técnica de produccion de semillas debera
identificar y minimizar la velocidad a la cual ocurre el deterioro, el cual esta en

funcion del contenido de humedad de la semilla de la temperatura y del tiempo.

Algunos procesos que se asocian con el deterioro son la reduccion de la actividad
enzimatica, de la tasa respiratoria y de su velocidad de crecimiento de las plantulas.
Cuando las temperaturas son altas el punto de equilibrio es de 40°C y la atmdsfera
estd saturada de agua, la pérdida de vigor y viabilidad pueden ser muy répidas.
Delouche y Baskin (1976), establecen que los procesos de deterioro bajo
envejecimiento acelerado son similares a los que se realizan en condiciones
normales, solo que el grado de deterioro se ve enormemente incrementado por la
exposicion a niveles muy adversos de humedad relativa y temperatura en tiempos

cortos.

McDonald (1975 y 1977), al comentar sobre la prueba, menciona que tiene
algunas ventajas como su simpleza y bajo costo, su conduccion no requiere equipo
adicional a la camara de envejecimiento acelerado y la interpretacion de los

resultados se basa sobre la ya familiar prueba de germinacién, por lo cual demanda
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entrenamiento especial. Ademas la prueba es rapida, requiere pocos dias adicionales,

comparada con la rutina de la prueba de germinacion estandar.

No obstante Ellis y Roberts (1980), mencionan que al ser trasladada la técnica a
una prueba o una evaluacion de rutina de las semillas, se pas6 por alto una diferencia
muy importante, la longevidad de la semilla, que es mucho mas sensible a pequefios
cambios de humedad y temperatura, por lo cual da como resultados su desventajas.
Esta prueba tiene como principio el someter semillas a alta temperatura y humedad
relativa por periodos cortos de tiempo con el fin de determinar su resistencia al
deterioro por medio de la reduccion de la germinacion con relacion al potencial
fisiologico inicial de las mismas y relacionar la germinacion  después de

envejecimiento con emergencia en campo bajo condiciones ambientales normales.

En trabajos realizados de envejecimiento acelerado en semillas de cebolla el
tiempo de exposicion al estrés fué significativo y negativamente correlacionado, ya
que a medida que éste aumenta disminuye el vigor de la semilla (Doijode, 1985);
Amaral (1983), manifiesta que el vigor de la semilla relacionado a condiciones de
campo, se estima en forma mas precisa cuando éstas son sometidas a un periodo de
48 h a temperaturas de 42 a 45°C y un 100% de H.R. seglin la especie, antes de la
prueba de germinacion; los tiempos que determind fueron 44 h para semillas de

arroz, soya, cebolla, sorgo, trigo 72 h y chicharo 48 h.

Sin embargo, Baskin (1987), para semilla de trigo sugiere 45°C y 48 h. Mientras
que Krishnasamy y Seshu (1990), en 68 cultivares de arroz observaron que luego de

someterlos por 8§ dias a 43°C y 100% de H.R. la capacidad de germinacién fluctud
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de 3 a 83%. Asimismo al evaluar el potencial de pruebas de vigor en lotes de
semillas de trigo, Jara (1993) encontrdé que la prueba de envejecimiento acelerado

(48 h) fué la que mejor detectd correlacion con emergencia en campo.

4.6.7 Sanidad de semillas

Los dafos que ocurren por una asociacion de patégenos en las semillas dan como
resultado pérdidas directas a la poblacion de plantas en el campo y pueden causar
danos irremediables en todo el sistema agricola (Machado, 2000). Para la reduccion
de estos dafios, el reconocimiento de las enfermedades es esencial para el éxito de las
empresas agricola. Los especialistas son necesarios para proveer el conocimiento en
un diagnostico, sin embargo, la presencia de un especialista en un drea de
produccion y el tiempo que se requiere para un buen diagnostico no siempre se

encuentran disponibles (Mahaman et al., 2003).

Dentro de este contexto, es necesario €l conocimiento asi como la evaluacion de
la calidad y sanidad de las semillas para evitar grandes pérdidas de tiempo, trabajo y
produccion el cual tienen gran impacto econdmico tanto del productor como del
sistema agricola. Segtin la ISTA la variabilidad en la evaluacion de los resultados de
las pruebas de sanidad de las semillas en los diversos laboratorios alrededor del
mundo, es la falta de conocimiento del laboratorista en reconocer los patdogenos
asociados a las semillas la cual es generalmente la causa principal de la discrepancia

entre los resultados (Neergaard, 1979).

Durante el desarrollo de la semilla, esta puede ser invadida o contaminada por

diversos patdgenos. Las enfermedades que afectan a las semillas en muchas
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ocasiones pasan desapercibidas durante sus etapas iniciales y cuando uno se percata
de su presencia ya es muy tarde para aplicar alguin método de control. Una de las
ramas de la fitopatologia que en los ultimos afios ha ido adquiriendo mayor
importancia es la patologia de semillas. Sin embargo, en México existen pocas

investigaciones sobre patdogenos transmitidos por semilla.

Aunque las pérdidas causadas por las enfermedades en semillas no han sido bien
cuantificadas, Agarwal y Sinclair (1987), mencionan que las pérdidas globales
debido a enfermedades en planta se estiman en un 12 por ciento del potencial de
produccion. Se dice que un patdogeno es transmitido por semillas cuando aquel es
llevado dentro o sobre la semilla, penetrando sus tejidos y permanece en ella en
estado de reposo, de modo que al sembrarla, la infeccion en la planta provendré de la
semilla infectada. Otros patégenos contaminan la semilla a nivel superficial o estan
mezclados con ellas, pero esto no implica necesariamente que las semillas la

transmitan.

Entre los patdogenos asociados a semillas se pueden encontrar hongos, bacterias,
virus y nematodos. Por otra parte, se tienen evidencias de que las semillas juegan un
papel importante en la diseminacion de enfermedades de la planta de un lugar a otro
y que algunos patogenos pueden vivir por anos alojados en o sobre la semilla. La
mayoria de los cultivos alimenticios del mundo son sembrados por semillas; para
que un cultivo tenga un buen inicio es necesario que la semilla este en Optimas

condiciones (Agarwal y Sinclair, 1987).
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Las principales enfermedades transmitidas en semilla de chile se encuentra
Colletotrichum capsici en donde los primeros reportes de este hongo afectando a la
semilla de chile fueron en Madras y Bihar Assam (Chodwdhary, 1957), donde la
enfermedad se presentd en tres fases: 1) Ennegrecimiento de las plantulas, o damping
off. 2) Manchas en hojas, originadas en diferentes estados de crecimiento. La
infeccion se inicia en los pedunculos de los frutos, posteriormente continia en las
ramificaciones donde el avance es gradual, invadiendo completamente las ramas. Las
ramas principales también son infectadas. Es mas evidente cuando la invasion es
cercana al estado de floracion. 3) Los sintomas presentan manchado y/o pudricion de

los frutos rojos, una decoloracion, reduccion de la calidad y en la produccion.

Chowdhary en 1957 report6 que cerca del 12 a 32% de los frutos fueron afectados
por Colletotrichum capsici en Assam (Siddiqui et al., 1977). Mridha y Siddique
(1989), indicaron que los hongos causan pudricion, no solo afectan sino que reducen

la calidad de los frutos y que pueden trasmitirse a través de la semilla.

Las especies de Fusarium estan ampliamente distribuidas en suelos y sustratos
organicos, por ejemplo, han sido aislados del permafrost en el artico hasta de las
arenas del Sahara y abunda en suelos cultivados de zonas templadas y tropicales y es

el hongo mas frecuentemente aislado por los fitopatélogos (Booth, 1971).

Fusarium es ampliamente reconocido por sus macroconidias fusiformes
distintivas, sin embargo, a pesar de esta caracteristica primaria hay muchas
dificultades para delimitar el género utilizando la morfologia para alcanzar conceptos

filogenéticos consistentes (Summerell et al., 2001).
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Este hongo se encuentra frecuentemente en los aislamientos de las semillas de
chile. F. oxisporum afecta directamente a la semilla de chile reduciendo el porcentaje
de germinacioén y crecimiento. Cuando el hongo se presenta en plantula provoca
marchitamiento al momento del trasplante y cuando alcanza su desarrollo es muy

comun encontrarlo en pudriciones de fruto (Vidhyasekaran y Thiagarajan, 1981).

Rhizoctonia solani Kuhn es uno de los hongos que mas frecuentemente causan el
damping off en plantulas, puede degradar o desintegrar la semilla. Los primeros
reportes que se tienen es que se encontro en las semillas de frijol, donde el micelio y
esclerocios fueron localizados en el pericarpio debido a que las vainas estuvieron en

contacto con el suelo.

Evidencias de que R. solani se transmite por semilla de chile (Capsicum
frutescens L.) fueron reportadas en el Sur de California (E.U.A.) en el periodo de
1936-1945, donde mas de 500 ha de chile fueron afectadas. Se detectd la presencia
del hongo en las semillas en los invernaderos. Los suelos fueron pasteurizados lo
cual redujo las pérdidas por damping off en los semilleros comerciales pero a pesar
de estas medidas se siguieron presentando muchas plantulas enfermas por este hongo

(Baker, 1947).

Leonian (1922), indicé que cuando la infeccion con P. capsici esta confinada a la
cubierta de la semilla no interfiere en la germinacion de la misma. En México,
Villapudua (1977) reportdé que aparentemente el hongo se encuentra en la semilla en
forma de micelio, aunque se inoculen dos cepas compatibles del hongo, si las

condiciones ambientales y el contenido de humedad en la semilla no le son
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favorables no sobrevivird por mas de un mes, concluye que el micelio en las semillas

de chile no dura de una estacion de cultivo a otra.

En estudios realizados por Datar (1995), se encontraron seis hongos que causaban
pudricion en fruto de chile (Capsicum annuum L.) estos fueron: Altenaria alternata,
Aspergillus niger, Fusarium moniliforme, Fusarium solani, Dechslera australiensis
y Colletotrichum capsici. En la India la patogenicidad de éstos hongos se probo6 en
frutos a diferentes temperaturas de 0 a 5°C no se produjo pudricion, de 10 a 25°C el
dano fue reducido y entre 20 a 30°C hubo desarrollo de hongos con capacidad de

podrir los frutos.

4.7 Aspectos historicos del control biologico

Los términos “control bioldégico” y su sindénimo abreviado “biocontrol” han sido
empleados en diferentes campos de la biologia, mas notablemente en entomologia y
en patologia vegetal. En entomologia, se ha usado para describir el uso de insectos
predadores vivos, nematodos entomopatdogenos o patdégenos microbiales para
suprimir o eliminar poblaciones de diferentes plagas de insectos. En patologia
vegetal, el término se emplea al uso de antagonistas microbiales que supriman o
controlen enfermedades asi como al uso de patogenos de hospederos especificos para

controlar malezas (Pal y McSpadden, 2006).

Aunque el término mas apropiado pareciera “manejo bioldgico”, dado que el uso
de la palabra “control” significa tener dominio sobre algo, y respecto a enfermedades
de la raiz, se estd muy lejos de ello, en este escrito se acepta la corriente dominante

del uso del término control, en virtud de que se reconoce el origen entomologico del
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concepto, materia en la cual, efectivamente, en la mayoria de los casos se logra el
dominio de la situacion parasitica. Se acepta también que el término es en general
mas usado; de hecho, la blusqueda en bases de datos de bibliografia empleando

“manejo bioldgico” no rinde informacion (Bautista et al., 2008).

En una revision de los aspectos historicos sobre el estudio de la patologia de
plantas realizada por Ainsworth en 1981, éste comenta que el concepto de control
biologico fue usado por primera vez por Von Tubeuff en 1914, con una
interpretacion bastante amplia del control de un organismo por otro, excluyendo al
hombre. También menciona que Roberts en 1874, acufio la palabra “Antagonismo”
dentro de la microbiologia al demostrar la acciéon antagonica que sufria una bacteria
al interaccionar con cepas de Penicillium glaucum. Asimismo, menciona que Potter,
en 1908 fué el primero en reportar la inhibicién de patdégenos de plantas por

metabolitos de otros organismos.

La primera definicion de control bioldgico en fitopatologia fue acuiiada por Baker
and Cook en 1974 que lo definieron como “la reduccion de la densidad de indculo o
de las actividades inductoras de enfermedad de un patdégeno o pardsito en su estado
activo o dormante, por uno o mas organismos, que se logra de manera natural o a
través de manipulacion del ambiente, el hospedante, el antagonista, o por

introduccion en masa de uno o mas antagonistas”.

Tiempo después la definicion fue cambiada a: “La reduccion de la cantidad de

inoculo o de las actividades inductoras de enfermedad de un patéogeno que se logra
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mediante la accidon de uno o mas organismos ademas del hombre” (Cook y Baker,

1983).

En 1987 la Academia Nacional de Ciencias de E.E.U.U. definié al control
bioldgico, segun Erwin y Ribeiro (1996), como: “El uso de organismos naturales o
modificados, genes o productos de genes para reducir el efecto de organismos
indeseables (plagas) y favorecer organismos deseables como cultivos, arboles,

animales e insectos y microorganismos benéficos”.

Gabriel y Cook (1990), mencionaron que el control bioldgico debe incluir
organismos (hiperparasitos y antagonistas) naturales o genéticamente modificados
por recombinacion genética y genes o productos de genes, asi como hospederos

resistentes.

En general, las definiciones de control biologico, cuanto mas recientes mas
enfatizan el enfoque reduccionista, respecto al enfoque holistico. Los miembros del
Consejo de Investigacion Nacional de los E.E.U.U. consideraron los progresos
biotecnologicos modernos y se refirieron a control biolégico como “el uso de
organismos, de genes o de productos naturales o modificados del gen, capaces de
reducir los efectos de organismos indeseables y de favorecer organismos deseables
tales como insectos benéficos y microorganismos”, pero esta definicion generd
discusiones subsecuentes y con frecuencia era considerada demasiado amplia por los
cientificos que trabajan en este campo de la investigacion  (Congreso de los

E.E.U.U. 1995).
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El control biolégico en Fitopatologia ha buscado la introduccién vy
establecimiento generalmente de solo un aislamiento de determinada cepa antagonica
que, en grandes cantidades, es introducido en el suelo contra uno o varios
fitopatogenos con origen en el suelo (Papavizas, 1981; Berger et al., 1996; Larena et

al., 2002; Jacobsen et al., 2004).

Sin embargo, debido a la homeostasis del suelo no es frecuente lograr el
establecimiento del antagonista (Gindrat, 1979) y el control bioldgico con este
enfoque no ha resultado exitoso. La introduccion de antagonistas comenzo a ser
practicada en la agricultura en 1927 y desde entonces, de cientos de antagonistas
identificados como candidatos potenciales solo algunos han sido formulados para uso
comercial en enfermedades. De estos pocos, apenas el 5% de tales agentes han

conseguido su objetivo (Desai et al., 2002).

Los trabajos con antagonistas reportados como exitosos bajo condiciones de
laboratorio e invernadero (Papavizas, 1981; Berger et al., 1996; Larena et al., 2002)
no lo han sido en campo. Bajo condiciones de campo raras veces se ha conseguido el
control eficiente de fitopatégenos (Suslow y Schroth, 1982; Schippers et al., 1987;
Capper y Higgins, 1993) y pocos agentes de control bioldogico han mostrado

estabilidad en la practica comercial a pesar de los muchos trabajos publicados.

Los que se han reportado como exitosos bajo condiciones de campo no muestran
estabilidad y no logran establecerse en el mercado de productos para el manejo de

enfermedades, principalmente por la variabilidad de las condiciones ambientales en
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el campo que afectan la supervivencia, actividad y produccion de antibidticos de los

inoculantes de control biologico (Weller *°, 1988).

El problema parece ser el reduccionismo con el que se enfoca la busqueda del
control biolégico, el pretender manejar todo un sistema de elevada complejidad, con
base en solo una especie antagénica, aumentada masivamente e introducida
directamente al suelo. Una aproximacion para lograr el aumento en la eficiencia del
control biologico contra fitopatogenos ha sido el empleo de antagonistas en
consorcios (Dandurand y Knudsen, 1993; Janisiewicz, 1996; Garcia, 2007), los que
pueden lograr mayor efectividad en suprimir la enfermedad que la aplicacion de
antagonistas individuales (Jacobsen et al., 2004). Sin embargo, hasta la fecha los

trabajos empleando antagonistas en consorcios no han sido realizados en campo.

De acuerdo con la situacion actual del control biolodgico en las ciencias agricolas
y con el cambio de paradigma propuesto, la definicion adoptada en el presente
trabajo es la de Baker y Cook (1974). Esta definicion tiene un enfoque holistico, ya
que incluye un sin fin de métodos alternativos al control quimico que pueden

emplearse solos 0 en combinacion.

Por ejemplo, variedades resistentes, fechas de siembra, solarizacion, acolchado
del suelo mediante plasticos degradables, rotacion y asociacion de cultivos,
incorporacion al suelo de residuos de plantas y materia organica, aplicacion de
antagonistas, etc. (Zavaleta-Mejia, 1999). Estas practicas disminuyen la incidencia
de la enfermedad o su impacto en la produccion de cultivos y reducen el empleo de

los pesticidas protegiendo al ambiente.
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4.8 Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal

La densidad poblacional de bacterias puede alcanzar mas del 15% de la
superficie de la rizosfera y estar cubierta por microcolonias de varias cepas
bacterianas utilizando los alimentos que les proporciona el hospedero para su
crecimiento, también secretan los metabalitos en la rizosfera; varios de estos
metabolitos pueden actuar como compuestos sefializadores que son percibidos por
células vecinas dentro de la misma microcolonia, por las células de otras bacterias
que estan presentes en la rizosfera, o por las células de raiz de la planta huésped

(Van Loon y Bakker 2003; Bais et al., 2004; Gray y Smith 2005; Kiely et al., 2006).

El término de rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal, conocido por sus
siglas en inglés PGPR (plant growth promoting rhizobacteria), fue propuesto para
describir a las bacterias que habitan la rizésfera de las plantas y que pueden tener un
efecto positivo sobre los cultivos (Kloepper y Schroth, 1978). Las PGPR participan
en muchos procesos importantes del ecosistema, tales como el control bioldgico de
patogenos de las plantas, ciclos de nutricion y/o desarrollo de plantulas (Persello-

Carticaux et al., 2003; Barea et al., 2004; Zahir et al., 2004).

Pseudomonas y Bacillus son los géneros mas comunmente descritos como
PGPR, pero otro gran numero de géneros bacterianos estan considerados dentro de
esta clasificacion: Burkholderia, Azospirillum, Herbaspirillum, Enterobacter y
Azotobacter, entre otros (Kloepper et al., 1997; Kennedy et al., 2004). Cepas selectas
de PGPR han sido usadas como inoculantes de semillas (Dobbelaere et al., 2001;

Vessey, 2003; Lucy et al., 2004; Sahin et al., 2004; Zahir et al., 2004). Algunos de
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estos inoculantes se basan en bacterias genéticamente modificadas y han sido
evaluadas ecoldgicamente (Morrissey et al., 2002), de acuerdo con la reglamentacioén

dictada por la Union Europea (Nuti, 1994).

Bashan y Holguin (1998), propusieron una nueva clasificacion para las PGPR,
que incluye a todas las bacterias benéficas teniendo en cuenta su papel particular, de
tal forma, que el término se divide en PGPB (“plant growth promoting bacteria” -
bacterias promotoras del crecimiento de las plantas) aplicable a las bacterias que
influyen directamente sobre el metabolismo de las plantas promoviendo el aumento
de la toma de agua y nutrientes, el desarrollo del sistema radical y la estimulacion del

funcionamiento de otros microorganismos benéficos presentes en la rizosfera.

El termino biocontrol-PGPB (“biocontrol-plant growth promoting bacteria” -
bacterias promotoras del crecimiento de las plantas con actividad de control
bioldgico) es utilizado para describir a las bacterias que adicionalmente tienen la
capacidad de suprimir la actividad de los fitopatdogenos por antagonismo microbiano
o por la induccion de resistencia sistémica natural en la planta (Van Peer et al., 1991;

Van Loon et al., 1998; 2003 y 2005).

Muchas bacterias en el suelo tienen propiedades similares (Compant et al., 2005;
Haas y Défago, 2005), pero en algunos casos las rizobacterias puede incrementar el
crecimiento vegetal en la ausencia de microorganismos potencialmente patdogenos,
como ha sido comprobado en diversos sistemas gnobioticos (Van Loon y Bakker,
2003). Sin embargo, en algunos casos cepas de una misma especie podrian ser

clasificadas como biocontrol-PGPB o PGPB. Es importante sefialar que esta
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clasificacion permite incluir a otras bacterias benéficas que no son rizobacterias,
entre las cuales destacan los rizobios, bacterias que tienen relacion simbidtica con las
plantas leguminosas (Glick et al., 1999) y los microorganismos endoéfitos

(Dobbelaere et al., 2003).

Recientemente se han reportado nuevas técnicas para la identificacion y
caracterizacion de PGPR, que permiten estudiar el patrén de la colonizacion y los
determinantes moleculares de la colonizacion de la raiz (Lugtenberg et al., 1991;

Rothballer et al., 2003; Espinosa-Urgel, 2004; Gamalero et al., 2004).

4.8.1 Principales mecanismos de accion de rizobacterias

Las rizobacterias ofrecen una alternativa ecoldgica para controlar el ataque de
patoégenos y/o mejorar el rendimiento de los cultivos, por lo que actualmente se
utilizan las técnicas de avanzada para entender sus mecanismos de accion (Elbeltagy

etal., 2001; James et al., 2002; Vessey, 2003).

Pueden promover el crecimiento por vias directas o indirectas, cuyos elementos
especificos no han sido debidamente caracterizados. Los efectos directos pueden
evidenciarse en ausencia de otros microorganismos, es decir, la planta solo interactua
con el microorganismo en estudio, mientras que los mecanismos indirectos se pueden
observar en la interaccién del microorganismo de interés con un fitopatogeno,
mediante la cual se reducen los efectos dafiinos en el vegetal (Thrane et al., 2000;

Diaz-Vargas et al., 2001).
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La estimulacion directa puede incluir y proveer a las plantas con la fijacion de
nitrogeno atmosférico (Malik et al., 1997), de fierro que ha sido secuestrado por
sideroforos bacterianos, fosfatos soluble y otros nutrientes (Torres-Rubio et al.,
2000). Ademas le brinda la capacidad de producir las cantidades correctas de las
hormonas vegetales tales como AIA, acido giberélico y citoquininas (Bloemberg y
Lugtenberg, 2001), asi como la capacidad de controlar los niveles de la hormona del
etileno de la planta mediante 1-aminociclopropano-1 acido carboxilico (ACC) con

actividad diaminasa (Glick, 2005).

Entre los mecanismos de control bioldgico ampliamente reconocidos mediados
por rizobacterias se encuentran la produccion de bacteriocinas (Cherif et al., 2003b),
autolisinas (Raddadi et al., 2004, 2005), lactonasas (Dong et al., 2002), sideroforos
(Bais et al., 2004), B-1,3-glucanasas, quitinasas, cianida hidrogenada y por la
habilidad de degradar acido indol-3-acetico (Leveau y Lindow, 2005), y la
induccion de resistencia sistémica en la planta (Matiru y Dakora, 2004). Su
inducciéon ha mostrado que comparte ciertas caracteristicas (Tabla I), asi como
antibioticos producidos por los microorganismos que han mostrado ser
particularmente efectivos al suprimir patogenos de plantas y la enfermedades que

ocasionan (Pal et al., 2006) .

Algunos ejemplos de antibidticos reportados relacionados en la supresion de
fitopatogenos se mencionan en la Tabla II. En todos los casos, los antibioticos han
demostrado ser particularmente eficaces en la supresion del crecimiento del patégeno

blanco bajo condiciones in vitro e in situ.
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TABLA

Determinantes bacterianos y tipos de resistencia inducida en el hospedero por
agentes de control biologico.

Cepa Bacteriana Especie de Planta Determinante bacterial Tipo Referencia

Bacillus mycoides Betabel Peroxidasa, quitinasa RSI Bargabus et al.,
cepa Bac J y B-1,3-glucanasa 2002.
Bacillus pumilus Betabel Peroxidasa, quitinasa RSI Bargabus et al.,
203-6 y B-1,3-glucanasa 2004.
Bacillus subtilis Arabidopsis 2,3-butadienol RSI Ryu et al., 2004.
GB03 y IN937a
Pseudomonas
fluorescens
CHAO Tabaco Sideroforo SAR Maurhofer et al.,
1994.
Arabidopsis Antibioticos (DAPG) RSI Tavicoli et al.,
2003.
WCS374 Rébano Lipopolisacarido RSI Leeman et al.,
1995.
Sideroforo Leeman et al.,
1995.
Factor regulado por fierro Leeman et al.,
1995.
WCS417 Clavel Lipopolisacarido RSI Van Peer and
Schipper, 1992.
Rabano Lipopolisacarido RSI Leeman et al.,
1995.
Lipopolisacarido Leeman et al.,
1995.
Arabidopsis Lipopolisacéarido RSI Van Wees et al.,
1997.
Tomate Lipopolisacarido RSI Duijff et al.,
1997.
Pseudomonas Arabidopsis Lipopolisacarido RSI Meziane et al.,
putida s 2005.
WCS 358 Arabidopsis Lipopolisacarido RSI Meziane et al.,
2005.
Sideroforo RSI Meziane et al.,
2005.
BTPI Frijol Z,3-hexenal RSI Ongena et al.,
2004.
Serratia Pepino Sideroforos RSI Press et al., 2001.

marcescens 90-166
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Algunos antibidticos producidos por bacterias.

Tabla II

Antibidtico

Fuente

Patogeno blanco

Enfermedad

Referencia

2,4-diacetyl-
phloroglucinol
Agrocin 84
Bacilomicina D
Bacilomicina,
fungimicina
Xantobacina A

Gliotoxina

Herbicolina

Iturina A
Micosubtilina
Fenanazina
Pioluteorina
Pirrolnitrina

Pirrolnitrina

Zwittermicina A

Pseudomonas fluorescens
F113

Agrobacterium
Radiobacter
Bacillus subtilis AU195
Bacillus amyloliquefaciens

FZB42

Lysobacter sp. cepa SB-
K88
Trichoderma virens

Pantoea agglomerans C9-1

B.subtilis QST713

B. subtilis BBG100

P. fluorescens 2-79 y 30-84

P. fluorescens Pf-5

Burkholderia Cepacia

Bacillus cereus UW85

Pythium spp.
Agrobacterium
Tumefaciens

Aspergillus flavus
F. oxysporum
Aphanomyces

Cochlioides

Rhizoctonia solani

Erwinia amylovora

Botrytis cinerea
y R. solani

Pythium
Aphanidermatum

Gaeumannomyces
graminis var. tritici

Pythium ultimum
y R. solani

R. solani y
Pyricularia oryzae

Phytophthora

medicaginis y
P. aphanidermatum
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Damping off
Agalla de la corona
Contaminacion por

Aflatoxinas

Marchitez
Damping off
Pudricién de la
Raiz
Tizon de fuego

Damping off

Damping off

Take-all

Damping off

Damping off

y rafaga del arroz

Damping off

Shanahan et al., 1992.

Kerr, 1980.

Moyne et al., 2001.

Koumoutsi et al., 2004.

Islam et al., 2005.

Wilhite et al., 2001.

Sandra et al., 2001.

Paulitz y Belanger, 2001;

Kloepper et al., 2004.

Leclere et al., 2005.

Thomashow et al., 1990.

Howell et al., 1980.

Homma et al., 1989.

Smith et al., 1993.



4.9 Bacillus thuringiensis como agente de control bioldgico de fitopatogenos

El uso de especies de Bacillus Gram positivas como agentes del control bioldgico
es relativamente raro y ha recibido un estudio menos intensivo que el uso de
bacterias Gram negativas. Los antagonistas estudiados han sido principalmente
Bacillus subtilis y ocasionalmente B. megaterium, B. cereus, B. pumilus y B.

polymyxa (Utkhede, 1984; Silo-Shu et al., 1994).

Las especies de Bacillus tienen la caracteristica de estar extensamente distribuidas
en diferentes tipos de suelos, teniendo alta tolerancia al calor, mostrando un réapido
crecimiento en cultivos liquidos y facilmente forman esporas resistentes. Por otra
parte, se consideran agentes con un gran potencial bioldgico. Sin embargo, la
evaluacion de bacterias se ha centrado principalmente en la supresion de la
enfermedad (Siala y Gray, 1974; Acea et al., 1988; Silo-suh et al., 1994), pero la
dindmica de la poblacion y los mecanismos de supresiéon en suelo de patdogenos

vegetales por Bacillus spp. no se han investigado extensivamente.

El bacilo entomopatogénico Bacillus thuringiensis es una bacteria Gram positiva
formadora de esporas que pertenece al grupo de Bacillus cereus que abarca
seis especies descritas y validadas (Daffonchio et al., 2000; Cherif et al., 2003a).
Esta bacteria es ubicua y extensamente difundida en el medio ambiente incluyendo
suelo; insectos y otros habitats; productos almacenados y almacenes; materiales
vegetales y ambientes acuaticos (Glare y O’Callaghan, 2000; Hernandez et al.,

2005; Bizzarri y Bishop, 2007).
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Ha sido extensamente usado como bioinsecticida para el control de muchos
insectos plaga en la agricultura y vectores de enfermedades en humanos vy
constituyen la base de mas del 90% de los biopesticidas comercialmente disponibles
(Chattopadhyay et al., 2004). Esto debido a su capacidad de producir las toxinas
cristalinas protéicas caracteristicas (0-endotoxins) con una actividad especifica

contra ciertas especies de insectos (Schnepfet al., 1998).

Los genes cry son expresados en muchas plantas permitiendo su proteccion contra
insectos patogenos y plantas genéticamente modificadas (PGM) de acuerdo con
genes de la toxina de B. thuringiensis representa cerca de 19% del area cultivada

transgénica total en el mundo (James, 2005).

4.9.1 Actividad antifungica de B.thuringiensis

4.9.1.1 Quitinasas y B-1, 3-glucanasas

La pared celular fingica representa el 20-30% del peso seco de células fungicas,
protege a la célula contra dafio fisico y es responsable de su forma. La pared celular
fingica con su cubierta esquelética estd integrada por quitina y B-1,3-glucanasa, es
un blanco para una amplia gama de proteinas anti hongos, estos incluyen
esencialmente quitinasas y glucanasas las cuales degradan la quitina y glucanos que

llevan respectivamente a la lisis de la célula del hongo (Theis y Stahl, 2004).

Las quitinasas se encuentran en una amplia gama de organismos, incluyendo
bacterias, hongos y plantas mas evolucionadas, desempefiando diversos papeles en su

origen (Felse y Panda, 1999). En 1992, Sabry aisl6 40 cepas de bacterias y se probo
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la degradacion de la quitina mediante la produccion de quitinasa, los organismos mas
activos fueron identificados como Alcaligenes denitrificans, B. amyloliquefaciens, B.
megetarianum y B. subtilis. En el mismo afio, Slabospitskaia y Krymovskaia, (1986)
analizaron las actividades quitinolitica de 171 cepas de 15 especies de bacterias
aerobias formadoras de esporas, aisladas de diferentes superficies ecoldgicas. Se
estudiaron 85 cepas de Bacillus y el 50% hidroliz6 quitina coloidal, entre los cultivos
aislados de humanos y animales; el 60% de las cepas se caracterizaron por la
presencia de quitina extracelular, y de un 37% de las cepas de coleccion y un 40 a

43% en los aislados del suelo y de insectos respectivamente.

Takayanagi et al., (1991), aislaron cuatro quitinasas termoestables de caldos de
cultivos libres de células de B. licheniformis X-7u. De igual manera Watanabe
(1990), aisléd B. circulans WL-12, bacteria litica de la pared celular de una levadura,
mediante la secrecion de enzimas, la quitinasa de la bacteria fué¢ inducida con quitina

y se lograron detectar seis moléculas distintas de quitinasas.

Por otra parte Takegawa et al., (1991), establecieron que existe similaridad entre
la endo-beta-N-acetilglucosaminidasa de Flavobacterium y las quitinasas de B.
circulans, serratia marcescens. Asi mismo Blaak et al., 1993, establecieron que
Estreptomyces olivaceoviridis degrada eficientemente la quitina. Tsujibo et at.,
(1992), también han aislado quitinasas de bacterias marinas, Alteromonas spp., que
muestran una secuencia homologa con quitinasas de bacterias terrestres como
Serratia marcescens QMB 1466 y Bacillus circulans WL-12. Un afio mas tarde, en
1993, este mismo investigador purificd quitinasa de Streptomyces thermoviolaceus

OPC-520, esta enzima posee similitud con las cepas QMB-1566 y WL-12.
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Los microorganismos productores de quitinasas han sido reportados como
agentes de control biologico para diferentes clases de enfermedades fungicas de
plantas (Chernin et al., 1995; Kobayashi et al., 2002; Freeman et al., 2004). En el
grupo de B. cereus, se encontraron cepas productoras de quitinasas efectivas en el
control biolégico de hongos fitopatogenos. En adicion, la cepa 65 de B. cereus
endofitica produjo una quitobiosidasa que fue efectiva contra Ralstonia solani en

algodén (Pleban et al., 1997).

Recientemente, se ha reportado (Huang y Chen, 2004; Huang et al., 2005) que la
cepa B. cereus 28-9 exhibio potencial de control bioldgico en el hongo patdégeno
Botrytis elliptica el agente causal de la marchitez de la hoja de lirio, la enfermedad
mas severa y destructiva de los lirios cultivados en campo. Aunque las quitinasas
sean producidas por diferentes serovares de B. thuringiensis (Liu et al., 2002), hay

algunos informes sobre el potencial fungicida de control bioldgico por estas enzimas.

Reyes-Ramirez et al.,, (2004), reportan que la quitinasa producida por B.
thuringiensis cepa israelensis mostro inhibicioén fangica entre 45 y 100% cuando se
probaron en cultivo de crecimiento, la adicién de esta quitinasa a semillas de soya
infectadas con Sclerotium rolfsii incrementaron la germinacion de 25 a 90%. Asi,
ademas de su papel importante como factores sinérgicos para el realce del potencial
insecticida de B. thuringiensis, quitinasas de B. thuringiensis son promisorias en el
control bioloégico de hongos fitotopatégenos y para la preservacion de semillas

almacenadas.

52



Con respecto a las glucanasas, varios estudios reportan la produccidon de éstas
enzimas por diferentes especies en el género Bacillus como es B. subtilis (Tang et
al., 2004; Liu et al., 2006), B. circulans (Kim, 2003), B. clausii (Miyanishi et al.,
2003) y B. amyloliquefaciens (Il Kim y Chung, 2004). Hasta ahora, no hay reportes
en la literatura sobre investigaciones de esta actividad en el grupo de B. cereus y

especialmente en B. thuringiensis.

4.9.1.2 Zwitermicina A

El antibiotico zwitermicina A (ZwA), fue primeramente identificado por la
habilidad de B. cereus UWS8S5 a suprimir el damping-off de la alfalfa (Silo-Suh et al.,
1994) y su probable importancia para otras actividades biologicas de UWS8S5, como el
control de la putrefaccion del fruto del pepino (Smith et al., 1993) o la supresion de
otras enfermedades de plantas en el laboratorio y en el campo (Handelsman et al.,

1991; Osburn et al., 1995).

En otro estudio, ZwA demostrd tener un rango de inhibicidon en diversos protistas,
oomycetes, hongos y bacterias (Silo-Suh et al., 1998). La actividad inhibitoria de
ZwA contra oomycetes puede ser de gran interés para el control de hongos
fitopatogenos filamentosos (Shang et al., 1999), en donde las quitinasas pueden no
tener actividad puesto que carecen de quitina en sus membranas celulares (Theis y

Stahl., 2004).

El modo de acciéon de ZwA no se entiende todavia, sin embargo se ha sugerido
una asociacion entre los efectos en potential de la membrana, la actividad RNA

polimerasa, y la sensibilidad a ZwA (Stabb y Handelsman, 1999). Se ha demostrado
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que el antibidtico ZwA también ser producido por Bacillus thuringiensis (Raffel et

al., 1996; Nair et al., 2004).

Estudios recientes demuestran que el cluster 38.6 kb de biosintesis de ZwA B.
thuringiensis subsp. Kurstaki cepa YBT-1520 tiene una organizacion similar a la de
B. cereus UWS85 (Zhao et al.,, 2007). Basados en la informacion estructural y
genética, se puede pensar que el ZwA prematuro es sintetizado por una sintetasa
péptida no ribosomal y una ruta hibrida de sintetasa poliketida (SPK), después una
carbamyl transferasa cataliza el ZwA prematuro en ZwA. (Ansari et al., 2004;

Emmert et al., 2004; Zhao et al., 2007).

4.9.1.3 Cianida hidrogenada

La cianida hidrogenada es un metabolito secundario producido tipicamente de la
glicina por hongos, y bacterias durante la fase temprana de crecimiento estacionario
(Faramarzi et al., 2004). Este metabolito ha sido largamente estudiado en la
contribucion de la patogenicidad bacteriana (Gallagher y Manoil, 2001; Firoved y
Diretic, 2003) y es considerado como un compuesto de amplio espectro antimicrobial
implicado en el control bioloégico de enfermedades radiculares de asociaciones entre
plantas y Pseudomonas fluorescens (Sharifi-Tehrani et al., 1998; Blumer y Haas,

2000; Ramette et al., 2003).

Recientemente, bacterias del genero Bacillus mostraron tener in vitro una
produccion en cantidad relevante de cianida hidrogenada, lo cual es muy interesante

puesto que Bacillus representa una parte muy importante en porcentaje por encima
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del 50% de la comunidad microbiana del suelo. Debido a lo anterior, se piensa que

CNH-+Bacillus pueden estar implicados en la patogenicidad (Benizri et al., 2005).

Hasta hoy, no hay reportes en la literatura de la relacion entre la produccion de
CNH por Bacillus y su correspondiente actividad de control bioldgico. Sin embargo,
investigaciones preliminares sobre la produccion in vitro de CNH, en siete cepas de
16 aislamientos de B. thuringiensis mostraron  desarrollo del color café
caracteristico usando papel indicador de Lorck- CNH (1948), la mayor parte de las
cepas productoras de CNH fueron positivas a Zwittermicina A con respuestas
antagonicas in Vitro que podrian ser explicadas por la sinergia entre la CNH y el

antibiotico (Raddadi et al., unpublished data).

En otro estudio se probod el efecto antagonista de 89 aislamientos de Bacillus sp.
colectados de la rizosfera de algodén sobre Verticillium dahliae Klebahn, de los
cuales tres aislamientos bacterianos inhibieron el crecimiento micelial del hongo con
la produccién de metabolitos volatiles y la produccion de cianida hidrogenada in
vitro. Mientras que en ensayos de invernadero, uno de los tres aislamientos de
Bacillus sp. increment6 la longitud de la raiz del algodon en suelo infestado con el

hongo (Tehrani et al., 2001).
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5. METODOS

5.1 Localizacién del experimento

El presente estudio se realizo en el Laboratorio de Microbiologia del Suelo del
Instituto de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Autéonoma de Nuevo Ledn y en el Laboratorio de Microbiologia General de la

Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Juarez del estado de Durango.

5.2 Aislamiento e identificacion de los hongos fitopatégenos

Para la realizacion de estudios etioldgicos y epidemioldgicos se llevaron a cabo
recorridos de campo en parcelas donde se cultivaron distintos tipos de chile en la
zona productora de Durango, durante los cuales se colectaron plantas con sintomas
tipicos de marchitez y fueron trasportadas al laboratorio para su procesamiento

(Figura 1).

Las raices fueron lavadas con agua corriente y secadas sobre papel estraza, para
luego ser cortadas en trozos pequefios de 8 a 10 mm de tejido sano y enfermo, se
desinfectaron externamente utilizando una solucion de hipoclorito de sodio al 2.5%
durante cinco minutos. Después de este tratamiento, fueron lavados minuciosamente
con agua destilada estéril y se les retird el exceso de humedad en la campana de

flujo laminar. Los trozos desinfectados fueron colocados en cajas Petri conteniendo
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papa dextrosa agar (PDA), posteriormente se incubaron a 25°C por 48 h, procediendo
a purificar los aislados por la técnica de punta de hifa y una vez que se desarrollaron
se identificaron por comparacion con claves taxondmicas como las proporcionadas
por Barnett y Hunter, 1998; Erwin y Ribeiro, 1996 y Sneh y Ogoshi, 1991,
posteriormente se almaceno una réplica en aceite mineral y otra en PDA a 5°C

durante el tiempo que duré el experimento (Figura 2).

Figura 1. Colecta de plantas con sintomas tipicos de marchitez, de distintos
tipos de chile en la zona productora del estado de Durango.
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Figura 2. Aislamiento e identificacion de hongos fitopatogenos. A) y B), Lavado y
secado de raices; C), Cortes de tejido sano y enfermo; D), Desinfeccion con
hipoclorito de Sodio y lavado con agua destilada estéril; E), Retiro de humedad en
campana de flujo laminar; F), Siembra en cajas Petri (PDA); G) y H), Aislamiento y
purificacion; I), J), K) y L), Almacenamiento en aceite mineral.
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5.3 Pruebas de calidad de la semilla de chile

5.3.1 Seleccion de la muestra

El muestreo de la semilla es la primera actividad critica en un programa de prueba
confiable de la calidad y sanidad de la semilla. Inicialmente, fue determinada la
pureza fisica de 16 de lotes de semilla de Capsicum annuum L. cosechadas en el
ciclo agricola primavera-verano 2006 en la zona productora de chile del estado de
Durango. De esa forma, siguiendo como las reglas para analisis de semillas (Brasil,
1992), las semillas de cada lote fueron separadas en dos componentes, semillas

puras y material inerte.

Posteriormente, se realizd una limpieza adicional de cada lote de semillas
(examen visual y separacion manual de otros materiales) para asegurar la obtencion
de pureza fisica superior al 98%. Durante el periodo del experimento las muestras de
trabajo se mantuvieron en bolsas de polietileno, en refrigeracion a una temperatura

de 5+2°C para evitar el deterioro de la semilla (Figura 3).

5.3.2 Germinacion estandar

Para determinar la capacidad de germinacion se realizd la prueba estandar de
acuerdo a lo recomendado por ISTA (1985). Para ello, de cada uno de los lotes se
utilizaron tres repeticiones de 100 semillas previamente desinfectadas con fungicida,
las que se sembraron entre toallas de papel secante humedo (Anchor) que se
enrollaron en forma de taco sujetados con ligas en los extremos y dentro de bolsas de

polietileno para evitar la evaporacion, se colocaron en una camara de germinacion de
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alta capacidad a una temperatura de 25+2°C con 16 luz/8 oscuridad de fotoperiodo,
manteniendo las mismas condiciones de humedad y temperatura durante todo el

periodo de la prueba.

Al séptimo dia se realizd un primer conteo, en el cual se anotaron las plantulas
normales elimindndolas de la prueba, al dia catorce se realizd el conteo final de
germinacion donde se anotaron plantulas normales, anormales y semillas sin

germinar (Figura 4).

El porcentaje de germinacion se obtuvo del promedio de las repeticiones para
plantulas normales. La prueba se llevo a cabo 3 veces dentro del mismo laboratorio

para evaluar la repetitividad de resultados.

Figura 3. Acondicionamiento de semillas de chile. A),
Muestras de semilla; B), Semilla puras y material
Inerte; C), Registroy etiquetado; D), Almacenamiento
de semilla.
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Figura 4. Prueba de germinacion estandar. A), Tratamiento a la semilla con
fungicida; B), Siembra de semilla en papel humedo; C), Enrollado en forma de taco;
D) y E), Plantulas primer conteo; F), Plantulas segundo conteo.

5.3.3 Germinacion en charola “Bandeja speedling”

Para esta prueba (Figura 5), la siembra se realizdo en charolas plasticas de 200
alvéolos usando como sustrato una mezcla de turba 80% v/v (Peat moss ProMix) y

perlita 20% v/v (Harbolite).

Las charolas fueron llenadas con el sustrato cuidando que este no sobrepasara el
borde del alveolo. Posteriormente se procedid a depositar las semillas (una por
alveolo) procurando mantener una uniformidad en la profundidad de siembra. Para
esta prueba se utilizaron 4 repeticiones de 100 semillas por lote. Cada lote de
semillas se sembrd en dos charolas y se incubaron a temperatura de laboratorio. Se
contabilizaron las plantulas emergidas en cada charola a los 7 y 14 dias después de la

siembra.
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Figura 5. Germinacion en charola “Bandeja speedling”. A), Preparacion del sustrato;
B), Llenado de charolas; C), Siembra de semilla; D), Tapado de semilla; E), Primer
conteo; F), Segundo conteo.

5.3.4 Envejecimiento acelerado

Esta prueba se efectud de acuerdo a la metodologia propuesta por AOSA (1983),
donde la semilla se sometid a una temperatura de 42°C y una humedad relativa
mayor de 90 por ciento, condiciones que se mantuvieron en una camara de

envejecimiento.

Como camara interna se utilizaron vasos de precipitado graduados de 250 ml a los
que se les agregd 50 ml de agua destilada, con una malla metéalica dentro y una base
de igual material como soporte donde se colocaron 100 semillas por cada lote
distribuidas uniformemente. Después se taparon los vasos con papel aluminio
delgado doblado en cuatro partes y se sellaron con ligas. Estos se colocaron en la

camara de envejecimiento a 424+0.5°C por 24 h, y una vez terminado el tiempo se
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realizd la prueba de germinacién estandar  bajo la metodologia descrita
anteriormente, realizdindose solo un conteo al final de la prueba a los 14 dias. En
este se anotaron las plantulas normales, las que se reportaron como porcentaje de
germinacion después del envejecimiento y se anotaron las plantulas anormales y las

semillas muertas (Figura 6).

La prueba se repitio 3 veces dentro del laboratorio para evaluar la repetitividad de

los resultados.

UBERAMENTE TOKICO

Figura 6. Prueba de envejecimiento acelerado. A), Tratamiento a la semilla con
fungicida; B) y C), Camara interna; D), Siembra de semilla en papel humedo; E),
Enrollamiento en forma de taco; F), G) y H) Plantulas primer conteo; I), Plantulas
segundo conteo.
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5.3.5 Pruebas de sanidad y germinacion de semilla in vitro

Se utilizaron 100 semillas por muestra y fueron desinfectadas con una solucion
de hipoclorito de sodio al 2%, durante 3 minutos, posteriormente se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril y una vez con alcohol al 70% durante 1 minuto. Se
colocaron sobre papel estraza esterilizado para su secado en la camara de flujo
laminar. Las semillas desinfectadas se colocaron en grupos de 10 en cajas Petri de
90 mm de diametro con medio de cultivo PDA (Massago et al., 1977; Tsao y Guy,
1977) y se sellaron con parafilm, las cuales fueron dispuestas en una camara de

incubacién a 26+2°C y 16 h luz/8 h oscuridad de fotoperiodo.

La sanidad de la semilla se determindé conjuntamente con la prueba de
germinacion in vitro (Figura 7), evaluando inicialmente a los siete dias y terminando
a los 15 dias después de la siembra, enumerando las colonias de hongos que
crecieron en la semilla e identificAindolos con base en base la observacion de
caracteres macro-microscopicos y el uso de claves apropiadas (Nelson et al., 1983;

Pitt y Hocking, 1985; Barnett y Hunter, 1998).

Se cuantificd el nimero de géneros fungicos desarrollados y el porcentaje de
germinacion de las semillas. El criterio para evaluar la efectividad de los métodos de
analisis sanitarios se baso en el numero de géneros fungicos desarrollados a partir de

las semillas presentes por cada unidad experimental, en este caso por cada caja Petri.
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Figura 7. Pruebas de sanidad y germinacion de semilla de chile. A), Desinfeccion
con hipoclorito de Sodio y lavado con agua destilada estéril; B), Retiro de humedad
en campana de flujo laminar; C), Siembra en cajas Petri (PDA); D), E) y F),
Cuantificacion de hongo; G) y H), Germinacion 7 y 14 dias; I), Plantula normal,
anormal y sin germinar.

De acuerdo con los objetivos de la presente investigacion los resultados
obtenidos son expuestos y discutidos en un analisis individual para cada una de las
pruebas de calidad para cada lote y considerando la variabilidad en calidad de ellos,
se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y a la prueba de comparacion de
medias de Tukey, usandose en todos los casos un nivel de significancia de P(<0.05).

Para todos los analisis, se us6 la version 6.12 del programa SAS (SAS Institute,

Cary, NC, USA).
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5.4 Antagonismo in vitro de B. thuringiensis contra R. solani, P. capsici y F. oxysporum

5.4.1 Seleccion de cepas de B. thuringiensis

Las 64 cepas GM y HD de B. thuringiensis que se probaron como agentes antagonistas
se obtuvieron de la Coleccion Internacional de Bacilos Entomopatogenos de la FCB-UANL
(Tabla III y Tabla IV). Estas permanecieron liofilizadas hasta que se activaron para su uso
en tubos de ensayo conteniendo 2.5 ml de caldo nutritivo a pH 7, los que se incubaron a una
temperatura de 30°C durante 24 h en agitacion rotatoria a 150 rpm, para luego ser
resembradas en agar nutritivo inclinado a pH 7 y mantenidas en incubacion a 28°C durante

48 h.

Tabla 111

Cepas GM de B. thuringiensis usadas en los ensayos de antagonismo

GM-5 GM-13 GM-26 GM-39 GM-55 GM-88 GM-109

GM-6 GM-18 GM-27 GM-46 GM-63 GM-84 GM-115

GM-7 GM-20 GM-28 GM-51 GM-64 GM-92 GM-116

GM-8 GM-23 GM-29 GM-52 GM-66 GM-93 GM-138

GM-11 GM-24 GM-33 GM-54 GM-69 GM-104 GM-162

GM-235 GM-615
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Tabla IV

Cepas HD de B. thuringiensis usadas en los ensayos de antagonismo

HD-1 HD-116 HD-187 HD-244 HD-531 HD-577 HD-652

HD-14 HD-121 HD-193 HD-333 HD-559 HD-597 HD-972

HD-24 HD-133 HD-203 HD-501 HD-569 HD-615 HD-974

HD-57 HD-184 HD-263 HD-530 HD-571 HD-650

5.4.2 Aislamiento de los hongos fitopatdgenos

Los organismos en estudio fueron seleccionados de una coleccion de fitopatdogenos
nativos de la zona productora de chile del estado de Durango, resultado de estudios
preliminares de esta investigacion, con los que se realizaron resiembras para su activacion en

PDA para R. solani y F. oxysporum, para P. capsici se utilizo Agar V-8 (Figura 8).

Figura 8. Cepas de hongos fitopatégenos. A), R. solani; B), P. capsici; C), F.
oxisporum.
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5.4.3 Determinacion de antagonismo in vitro de B. thuringiensis contra

R. solani, P. capsici y F. oxysporum

Para seleccionar cepas de B. thruringiensis con potencial antagénico, se llevo a
cabo un ensayo preliminar en cajas Petri conteniendo papa dextrosa agar (Figura 9),
en donde se colocaron las 64 cepas de B. thuringiensis en grupos de cuatro a seis,
con cada uno de los tres hongos individualmente, al termino de 8 dias de incubacion
bajo condiciones de laboratorio, se descartaron las cepas de B. thuringiensis que no

presentaron halos de inhibicion.

Figura 9. Seleccion de cepas antagonistas de B. thuringiensis. A), Bt. contra R.
solani; B), Bt. contra P. capsici; C), Bt. contra F. oxisporum.

Para evaluar la capacidad de inhibicion de crecimiento de R. solani, P. capsici y
F. oxysporum (Figura 10), un disco o plug de 10 mm de un cultivo puro fué
colocado en el centro de una caja Petri con PDA, posteriormente se traz6 un circulo
de 6 cm de diametro rodeando el inoculo fingico con una suspension bacteriana del

antagonista conteniendo 5x10° ufc mL™.

Las cajas fueron incubadas durante 72 horas a 25+2°C y se evalud el diametro del

crecimiento radial, tasa de crecimiento y el porcentaje de inhibicion, comparandose
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con el control en donde la suspension bacteriana fue sustituida por agua destilada
estéril. Los resultados se expresan como el porcentaje de las medias de inhibicion

correspondiente a cada una de las cepas bacterianas.

El porcentaje de inhibicion fue calculado usando la formula siguiente:

% de inhibicion = (1 - (crecimiento fingico/ crecimiento del control) x 100)

Figura 10. Inhibiciéon de crecimiento in vitro de B. thuringiensis contra: A), R.
solani; B), P. capsici; C), F. oxysporum.

5.4.4 Efecto de B. thuringiensis sobre la germinacion de semillas de chile

Se emplearon semillas de chile de la variedad Anaheim, éstas fueron
desinfectadas en una solucion de hipoclorito de sodio al 2% durante cinco minutos,
seguida de tres lavados de tres minutos en agua destilada estéril. Las semillas se
sumergieron durante una hora en suspensiones individuales de cada una de las cepas
de B. thuringiensis en agua sacarosa al 3%, conteniendo 1x10® ufc mL"' y las
semillas fueron sembradas en recipientes de plastico conteniendo 300 g de una
mezcla estéril de suelo, peat-mos, vermiculita y perlita (1:1:1) previamente
inoculados con los fitopatdégenos e incubandose bajo condiciones de laboratorio a

una temperatura de 25+2°C.
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En el caso del inoculo de R. solani, la suspension se ajusto hasta alcanzar 107
propagulos o fragmentos por ml, para P. capsici 10> zoosporas por ml y para F.
oxisporum 10°7 conidios por ml. Se realizaron dos controles en donde las semillas
se trataron solo con la solucion estéril de agua destilada mas sacarosa al 3% y
sembradas con y sin indculo del fitopatégeno. Cada tratamiento consistido de cuatro
repeticiones y cada una implic6 cuatro plantas. La eficacia de las cepas de B.
thuringiensis fue calculada basandose en el porcentaje de germinacion a los 20 dias

posteriores a la siembra (Figura 11).

Figura 11. Efecto de B. thuringiensis sobre la germinacioén de semillas de chile. A),
B) y C), preparaciéon de sustrato y llenado de charolas; D) y E), Inoculacion de
semillas; F), Incubacion de charolas; G), H) y I), Germinacion de semilla.
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En cada experimento se utilizé un Disefio Completamente al Azar con Arreglo
Factorial AxBxC considerando cada fitopatégeno por triplicado y repetido por lo
menos tres veces. Se realizd a un andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de
comparacion de medias de Tukey, usdndose en todos los casos un nivel de
significancia de P(<0.05). Para todos los analisis, se us6 la version 6.12 del programa

SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA).

5.5 Antagonismo in vitro de B. thuringiensis contra R. solani

Para llevar a cabo este experimento se seleccionaron 6 de las cepas de B.
thuringiensis que tuvieron el mejor efecto antagénico sobre R. solani en los

experimentos anteriores (Figura 12).

Figura 12. Antagonismo in vitro de B. thuringiensis
contra R. solani.

5.5.1 Produccidon de antibidticos volatiles

La habilidad de las cepas bacterianas de producir antibidticos volatiles fue
evaluada usando el procedimiento descrito por Montealegre et al., (2003). En el

centro de una placa con AN fueron colocados 100 pl de la solucién bacteriana
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antagonista (5x10° ufc mL™") y en el centro de otra placa ahora con PDA fue
colocado un disco de 5 mm de un cultivo R. solani de cuatro dias de edad. Ambas
placas fueron colocadas cara a cara previniendo cualquier contacto fisico entre el
fitopatdgeno y la solucion bacteriana sellando la union para prevenir la pérdida de

volatiles (Figura 13).

Las cajas fueron incubadas a 25+2°C durante 48 horas, evaluando el crecimiento
del fitopatdégeno y comparandolo con el desarrollo de los testigos en ausencia del
antagonista. Cada cepa bacteriana se probd por triplicado y el experimento fue
repetido por lo menos tres veces. Los resultados se expresaron como medias del
porcentaje de inhibiciéon del crecimiento de R. solani en la presencia y ausencia

de la cepa bacteriana.

Figura 13. Produccion de antibiodticos
volatiles.

5.5.2 Filtrado de antibioticos

Colonias de bacterias fueron transferidas a matraces Erlenmeyer, conteniendo 100
ml de medio liquido a base de papa-dextrosa, e incubando en la oscuridad bajo

agitacion rotatoria a 150 rpm por siete dias, tomando alicuotas de 5 ml de estos
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medios, para centrifugarlas a 3,000 rpm durante 10 min y asi obtener los
sobrenadantes que a continuacion se hicieron pasar por filtros milipore (Tipo GS de
0.22 um), depositando posteriormente, 100 pl del filtrado, en cavidades realizadas
con anterioridad mediante un sacabocados de 9 mm de diametro en cajas Petri
conteniendo PDA. Permitiendo la difusion de la sustancia activa durante 20 a 30
min, se coloco un disco de 5 ml de R.solani en el centro de las cajas petri, las cuales
fueron incubadas a temperatura de laboratorio por 72 h al término se midid el

crecimiento radial del patogeno (Figura 14).

En el control se remplazd la suspension bacteriana por medio liquido a base de

papa-dextrosa.

Figura 14. Filtrado de antibioticos. A), Incubacion en agitacion de cepas de B.
thuringiensis; B), Filtrado de sobrenadantes; C), Deposito de filtrados; D) y E),
Colocacion de discos de R. solani; F), Desarrollo de R. solani.
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5.5.3 Termoestabilidad de antibidticos

Colonias de bacterias fueron transferidas a matraces Erlenmeyer, conteniendo 100
ml de medio liquido a base de papa dextrosa, e incubando en oscuridad bajo
agitacion rotatoria a 150 rpm durante siete dias, muestras de 10 ml del caldo
fermentado fueron transferidas a matraces Erlenmeyer conteniendo 90 ml de PDA, y
posteriormente se esterilizaron en autoclave durante 20 min a una temperatura de
120°C, se homogeniz6 la suspension y se depositaron 20 ml en cajas Petri. Una vez
solidificado el medio se coloco un disco de 5 ml de R. solani en el centro de las
cajas Petri, las cuales fueron incubadas durante 72 hrs a 25°C al término se midio el
crecimiento del patdégeno. En el control se remplazd la suspension bacteriana por

medio liquido a base de papa-dextrosa.

5.5.4 Ensayo de plantulas in vitro

Para llevar a cabo el ensayo de plantulas in vitro (Figura 15), primeramente se
procedio a sembrar el hongo R. solani en cajas Petri conteniendo Agar Malta, medio
especifico para el crecimiento e incremento de los esclerocios cuyas caracteristicas
son muy peculiares. Posteriormente las cajas fueron incubadas a 28°C por 30 dias
aproximadamente; pasado este tiempo los esclerocios fueron extraidos utilizando
para ello una pinza estéril y depositados en cajas Petri 60 x 15, con un promedio de

50 esclerocios por caja.

La incorporacion de los esclerocios al sustrato en vasos se realizo antes de
sembrar las semillas, utilizdndose cinco esclerocios que fueron previamente

seleccionados; se incorporaron los esclerocios uniformemente a una profundidad de
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2 cm de la semilla para que esta puediera germinar antes de que entrara en contacto

con el patdgeno.

La superficie de las semillas de chile fue desinfectada durante cinco minutos
usando una solucion de hipoclorito de sodio al 2% y enjuagadas varias veces con
agua destilada estéril, posteriormente inoculadas sumergiéndolas durante una hora en
suspensiones individuales de cepas de B. thuringiensis a una concentraciéon de 10
ufc mL™", las semillas seleccionadas en niimero de 4 fueron sembradas en cada vaso
con una distribucion homogénea y equidistante a una profundidad en relacion a la

superficie del vaso de 2 cm.

Se contd para ello con un testigo blanco que consistid de la siembra en vasos de
las semillas sumergidas en agua destilada estéril y el segundo denominado testigo
con Rhizoctonia que consistio en la aplicacion de este fitopatégeno para luego

sembrar las semillas de tomate, aqui no se empled ninguna cepa bacteriana.

Una vez sembradas las semillas seglin cada tratamiento e incluyendo los testigos
ya mencionados, las vasos fueron ubicados por 20 dias en el laboratorio, cuya
temperatura promedio fue de 25°C y regados diariamente con 10 ml de agua estéril

por cada vaso.

La severidad de la enfermedad se evaluo usando una escala patogenica de 0 a 5
en donde: 0=sin sintomas visibles de enfermedad; 1=hojas ligeramente marchitas con
lesiones parduzcas que comienzan a aparecer en los tallos; 2=30-50% del total de la
planta enferma, 3=50-70% del total de la planta enferma; 4=70-90% del total de la

planta enferma y 5=planta muerta.
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El potencial de los antagonistas como promotores de crecimiento también fue
evaluado mediante la medicion de la longitud de tallos y de raiz asi como la
germinacion de las semillas. Cada tratamiento consistié de cuatro semillas en cuatro

réplicas.

Figura 15. Ensayo de plantulas in vitro. A), Produccion de esclerocios; B),
Extraccion de esclerocios; C), Inoculacion de semillas con B. thuringiensis; D),
Ubicacion de tratamientos; E) y F), Dafio por R. solani.

Los datos fueron sujetos a un andlisis de varianza (ANOVA) y a la prueba de
comparacion de medias de Tukey, usandose en todos los casos un nivel de

significancia de P(<0.05). Para todos los analisis, se us6 la version 6.12 del programa

SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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6. RESULTADOS

6.1 Aislamiento e identificacion de los hongos fitopatdogenos

De las plantas analizadas de las 44 diferentes localidades (Tabla V), se encontro
la presencia de seis hongos previamente reportados local o globalmente como
patogénicos al cultivo de chile. R. solani y P. capsici se detectaron en forma
individual 15.90 y 2.27% respectivamente, pero también fue comun detectar dos o
mas de ellos en una sola localidad. Los hongos més frecuentemente aislados fueron
R. solani y Fusarium spp. con 70.45 y 65.90% respectivamente, Verticillium spp.
(45.45%), Colletotrichum spp. (38.63%), Sclerotium spp. (20.45%) mientras que P.
capsici solamente fue aislado en el 9.09% en las parcelas de diferentes tipos de chile

en la zona productora del Estado de Durango.

La enfermedad se encontro6 en las seis entidades muestreadas, independientemente
de la ubicacion geografica de la parcela y tipo de chile de donde se obtuvieron los
113 aislados, R. solani fue encontrado en 31 sitios de muestreo, Fusarium spp. en 29,
Verticillium spp. en 20, Colletotrichum spp. en 19, Sclerotium spp. en 9, P. capsici

en 4y Trichoderma spp. en 2.

Las caracteristicas morfologicas de P.capsici Leo. que se reconocieron fueron su
micelio hialino, ramificado con hinchamientos, cenocitico, esporangios ovoides y

globosos en esporangioforos ramificados, cuyas dimensiones largo por ancho
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variaron de 42.8 a 54.5 por 29.8 a 38.5 u, por otra parte las oosporas observadas
fueron pleroticas, de pared gruesa, esféricas, con un diametro que varié de 22 a 31,
permitiendo éstas su identificacion, el género Fusarium se identifico por sus conidias

de forma fusoide y Rhizoctonia por el micelio septado y sus ramificaciones a 90°.

6.2 Pruebas de calidad de la semilla de chile

6.2.1 Germinacion estandar

Los resultados obtenidos en la prueba de germinacion que se presentan en la tabla
I (Apéndice), muestran diferencias altamente significativas entre lotes analizados
(P<0.05). En la Tabla VI, se observa que hay diferencia en germinacion entre los
lotes de semillas, el mayor porcentaje de germinacidon fue el lote numero 3 con
90.5%, mientras el porcentaje mas bajo fue presentado por el lote niimero 7 con
6.0%; los cuales fueron agrupados en tres, siendo el de calidad mas alta los que
presentaron germinacion superior a 87.5%, teniendo un grupo intermedio de 72-
86.5% vy existiendo un grupo mas con germinacioén baja (6-68%), por lo tanto se
establece que desde la germinacion los lotes presentaron diferencias en cuanto a

capacidad de germinacion dentro de ellos.

En la Tabla II (Apéndice), se puede observar diferencias altamente significativas
(P<0.05) de los parametros evaluados, plantas normales, plantas anormales y
semillas no germinadas. En la Figura 16, se observa que destaca el lote nimero 3 el
cual presenta mayor germinacion de plantas normales (79.5%) y menor porcentaje de

semillas no germinadas (9.5%). En contraparte a este, el lote numero 7 se muestra
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como el tratamiento que mostré mayor porcentaje de semillas no germinadas (97%) y

solo un 3% de plantas normales.

Tabla V

Relacion de fitopatogenos aislados e identificados en las plantas de chile colectadas
en la zona productora del Estado de Durango, Méx.

Colecta Origen Chile Hongos Identificados

1 Villa Unién Puya R.solani

2 Villa Unién Puya R.solani, Fusarium spp; Esclerotium spp; Verticillium spp.
3 Villa Unién Tornachile R.solani

4 El Potosi Puya R.solani, Fusarium spp; Verticillium spp.

5 Amado Nervo Puya R.solani, Fusarium spp; Verticillium spp; Colletotrichum spp.
6 Amado Nervo Puya Trichoderma spp; Verticillium spp. Colletotrichum spp.

7 Amado Nervo Ancho (H) Trichoderma spp; Verticillium spp.

8 Villa Unién Puya R.solani

9 Villa Union Ancho R.solani, Fusarium spp.

10 Villa Uni6n Puya Fusarium spp; Colletotrichum spp.

11 Villa Unién Ancho Fusarium spp; Verticillium spp.

12 Villa Uni6n Puya R.solani, Esclerotium spp.

13 Puya Fusarium spp; Colletotrichum sp.

14 Villa Unién Ancho Fusarium spp; Verticillium spp.

15 Villa Unién Puya R.solani, Fusarium spp; Verticillium spp.

16 R.solani

17 Villa Unién Puya R.solani, Fusarium spp; Colletotrichum spp.

18 Villa Unién Puya R.solani, Fusarium spp; Verticillium spp; Colletotrichum spp.
19 Esclerotium spp; Verticillium spp. Colletotrichum spp.

20 Villa Unién Puya R.solani, Fusarium spp.

21 Villa Unién Ancho (H) R.solani, Fusarium spp.
22 El Refugio Ancho (H) R.solani, Fusarium spp.
23 Villa Unién Chilaca R.solani, Fusarium spp; Esclerotium spp.
24 Ancho R.solani, Colletotrichum spp.
25 Villa Union Chilaca Fusarium spp; Colletotrichum spp.
26 Ancho R.solani, Verticillium spp; Colletotrichum spp.
27 Villa Unién G. cristalino R.solani, Fusarium spp; Verticillium spp; Colletotrichum spp.
28 Puya R.solani, Fusarium spp; Verticillium spp; Colletotrichum spp.
29 Puya Fusarium spp; Colletotrichum spp.
30 Orizaba Puya Fusarium spp; Colletotrichum spp.
31 Villa Unién P. capsici
32 Orizaba Puya Fusarium spp; Esclerotium spp; Verticillium spp.
33 Orizaba Puya R.solani
34 Villa Unién Chilaca R.solani, Fusarium spp; Esclerotium spp; Colletotrichum spp.
35 V. Guerrero Puya R.solani, Fusarium spp; Verticillium spp; Colletotrichum spp.
36 Orizaba Ancho R.solani
37 Villa Unién Ancho R.solani, Fusarium spp; P. capsici
38 Orizaba Puya R.solani, Fusarium spp; Verticillium spp; Colletotrichum spp.
39 Villa Union Ancho R.solani, P. capsici
40 V. Guerrero Puya R.solani
41 Villa Unién Ancho R.solani, Fusarium spp; Esclerotium spp; Verticillium spp.
42 Villa Unién Puya R.solani, Fusarium spp; P. capsici; Verticillium spp; Colletotrichum spp.
43 Orizaba Puya R.solani, Fusarium spp; Esclerotium spp; Verticillium spp.
44 Villa Union Ancho Fusarium spp; Esclerotium spp; Verticillium spp; Colletotrichum spp.
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Tabla VI

Comparacion de medias para la variable respuesta de germinacion estandar en lotes de
semilla de chile (Capsicum annuum L.)*

Lote*® % Germinacion
3 90.5 a’
9 89.0 a
15 89.0 a
5 87.5 a
10 86.5 ab
16 82.5 be
2 81.0 cd
11 80.0 cd
12 79.5 cd
1 76.5 de
8 74.5 e
4 72.0 ef
14 68.0 f
13 615 g
6 29.5 h
7 6.0 i

*Semillas de 16 lotes de chile previamente desinfectadas con fungicida, se sembraron entre toallas de papel humedo
(Anchor) que se enrollaron en forma de taco sujetados con ligas en las extremidades y colocados en bolsas de
polietileno para evitar la evaporacion, se colocaron en una cdmara de germinacion de alta capacidad a una temperatura
de 25+2°C con 16h luz/8h oscuridad de fotoperiodo. Al séptimo dia se realizd un primer conteo, en el cual se
anotaron las plantulas normales eliminandolas de la prueba, al dia catorce se realizé el conteo final de germinacion
donde se anotaron plantulas normales. El porcentaje de germinacion se obtuvo del promedio de las repeticiones para
plantulas normales. “Valores seguidos por letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes
determinaciones por triplicado por tratamiento (Tukey, P<0.05).
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Figura 16. Respuesta de germinacion estandar en lotes de semilla de chile. El primer conteo de germinacion se
determino a los 7 dias de incubacion evaluando solo plantulas normales (a) y eliminandolas de la prueba; al dia 14 se
realizd el conteo final donde se evaluaron plantulas normales (a), anormales (b) y semillas sin germinar (c). Los
datos representan la media de 4 repeticiones por tratamiento. ~Valores seguidos por letras mayusculas diferentes son
significativamente diferentes determinaciones por triplicado por tratamiento (Tukey, P<0.05).
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6.2.2 Germinacion en charola bandeja speedling

Los resultados de germinacién que se presentan en la Tabla III (Apéndice),
muestran diferencias altamente significativas entre lotes (P<0.05), El coeficiente de
variacion (2.30%) se encuentra dentro de los rangos aceptables para las condiciones
en que fue realizada la evaluacion. En la Tabla VII, la comparaciéon de medias de
lotes para germinacion en charola se observa que hay diferencia entre los lotes, estos
fueron agrupados nuevamente en tres niveles, siendo el de calidad mas alta los que
presentaron germinacion superior a 88%, teniendo un grupo intermedio de 75-85% y
un grupo con germinaciéon baja (0-39%), resaltando el lote nimero 3 con una

germinacion de 94% superior a todas las demas.

6.2.3 Envejecimiento acelerado

En la Tabla IV (Apéndice) se observan los cuadrados medios para envejecimiento
acelerado para cada uno de los lotes de la semilla de chile sometidas a 42+0.5°C por
24 h, en cuanto al coeficiente de variacion (C.V.= 4.83%) se encuentra dentro del
limite aceptable para las condiciones en que se realiz6 la prueba. En la Tabla VIII, se
observan las diferencias de medias para la germinacion después de envejecimiento,
en donde los lotes fueron divididos en tres grupos los de més alta germinacion y por
consecuencia mas vigor con una germinacion entre 60 y 64.75%, en los nuevamente
lotes 3 y 13 que se encuentran dentro de este rango, en esta caso el 3, es evaluado
como uno de los mejores lotes, el siguiente grupo se encuentra con una germinacion
entre el 34 y 58%, seguido por los lotes numero 14, 6 y 8 con una germinacion

realmente pobre menor de 19%, siendo estos mismos el de vigor mas bajo.
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Tabla VII

Comparacion de medias para la variable de respuesta de germinacidn en charola en
lotes de semilla de chile (Capsicum annuum L.)*

Lote* % Germinacion
3 94.0 a’
16 92.0 ab
4 91.0 ab
5 88.0 bc
15 85.0 cd
9 85.0 cd
14 84.0 cd
8 84.0 cd
13 84.0 cd
11 83.0 d
1 78.0 ¢
10 76.0 ¢
2 76.0 e
12 750 e
6 39.0
7 00.0 g

“Semillas de 16 lotes de chile previamente desinfectadas con fungicida, se sembraron en bandejas plasticas de 200
alvéolos (una semilla por alvéolo), usando como sustrato una mezcla de 80% turba (Peat moss ProMix) y 20% de
perlita (Harbolite). A los 7, 11 y 14 dias después de la siembra se contabilizaron las plantulas emergidas. “Valores
seguidos por letras mayusculas diferentes son significativamente diferentes, determinaciones de 4 repeticiones de 100
semillas por cada tratamiento (Tukey, P<0.05).
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Tabla VIII

Comparacion de medias para la variable de respuesta germinacion después de tiempo de
envejecimiento acelerado (24 h) en lotes de semilla de chile (Capsicum annuum L.)*

Lote® % Germinacion
3 64.7 a
13 60.4 ab
9 58.5 ab
2 57.0 be
11 54.0 cd
16 51.0 cd
5 49.0 cd
4 48.0 cd
10 46.5 cd
1 46.5 d
12 430 e
15 340 e
14 195 e
6 185 ¢
8 17.0
7 00.0 g

Se usaron vasos de precipitado graduados de 250 ml como cadmara interna a los que se les agregé 50 ml de agua
destilada, con una malla metalica dentro y una base de igual material como soporte donde se colocaron 100 semillas
por cada lote distribuidas uniformemente. Después se taparon los vasos con papel aluminio delgado doblado en
cuatro partes y se sellaron con ligas. Estos se colocaron en la camara de envejecimiento con 90% de humedad relativa
a 42 £ 0.5°C por 24 h, y una vez terminado el tiempo se realizo la prueba de germinacion estandar evaluando a los
siete y 14 dias. En este se anotaron las plantulas normales, las que se reportaron como porcentaje de germinacion
después del envejecimiento, plantulas anormales y semillas muertas. La prueba se repitié 3 veces en laboratorio para
evaluar la repetitividad de los resultados. *Valores seguidos por letras mayusculas diferentes son significativamente
diferente, determinaciones por triplicado por tratamiento (Tukey, P<0.05).
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En la Figura 17, se ven reflejados los resultados de las medias en los cuales
observamos que el tratamiento que presentd mayor porcentaje de germinacion
(64.75%) fue el lote nimero 3, mientras que el porcentaje mas bajo fue presentada
por el lote nimero 8 con un 17% seguido por el lote nimero 6 con una germinacion
de 18.5%, eliminando el lote nimero 7 por su baja germinacion en las pruebas

anteriores.

Los resultados de los parametros evaluados (plantas normales, plantas anormales
y semillas sin germinar), donde el lote que presentd6 mayor porcentaje de plantas
normales fue el lote numero 3 con un 45% con la cantidad mas baja de semillas no
germinadas de 35.5%, seguido por el lote nimero 13 con un 42.5% de plantas

normales y 39.5% de semillas no germinadas.
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Figura 17. Respuesta de germinacion estandar con envejecimiento acelerado en lotes de semilla de chile. EI primer
conteo de germinacion se determino a los 7 dias de incubacion evaluando solo plantulas normales (a) y eliminandolas
de la prueba; al dia 14 se realiz6 el conteo final donde se evaluaron plantulas normales (a); anormales (b) y semillas
sin germinar (c). Los datos representan la media de 4 repeticiones por tratamiento. Valores seguidos por letras
mayusculas diferentes son significativamente diferentes determinaciones por triplicado por tratamiento (Tukey,
P<0.05).
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6.2.4 Sanidad de semilla

En la Tabla IX, se muestra la presencia de cuatro de los principales patdogenos de
chile, Alternaria spp., S. sclerotiorum., Fusarium spp. y R. solani en las muestras de

semillas de los lotes probados, asi como de otros fitopatogenos.

De manera general, fueron observados bajos indices de semillas infectadas con S.
sclerotiorum, excepto para el lote 12, que presentd el mayor porcentaje de semillas
con este hongo (17%). El periodo de incubacion influyé en la deteccion de S.
sclerotiorum siendo este mayor que en el caso de los demas (15 dias en vez de 7),
también se puede observar que el lote 12 fue susceptible a casi todos los

fitopatogenos, con excepcion del género Cladosporium.

Por otra parte Alternaria spp., Curvularia sp; Dreschelera sp. y Fusarium sp. se
encontraron en el 100% de las colectas de semilla de chile, sin embargo, en 7 lotes
de semilla se encontr6 uno o mas patoégenos (Fusarium spp. y/o Rhizoctonia spp.)
causantes de ahogamiento en almacigos, aunque Fusarium (12 de 15 lotes) fue mas
frecuente que Rhizoctonia spp. (7 de 12 colectas), solamente en nueve colectas de

semilla se identific6 a Penicillium spp.

Las semillas del lote 1, a pesar de no presentar un buen indice de vigor y de no
estar dentro del promedio de germinacidén del chile, no resultaron en plantulas
infectadas, con una visible ventaja en el aspecto de sanidad en relacién con los
demas lotes. Los lotes 7 y 6 presentaron bajos indices de vigor de las semillas y
germinacion de plantulas normales, presentando en cambio altos indices de las

plantulas anormales e infectadas y un mayor indice de semillas muertas (77 y
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Tabla IX

Incidencia (%) de hongos en semilla de 12 lotes de chile, detectados por el método
de la placa de agar.

Hongos Lotes*

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 LI11 LI2

Alternaria sp. 20 25 14 19 30 10 10 21 27 9 29 2
Aspergillus sp. 025 025 05 3 1 1 1 025 3 0 025 2
Botrytis sp. 0 025 0 025 2 0 0 0 0 0 0 0.5

Chaetomium sp. 025 0 0 025 1 0 05 025 0 0 0 0.5
Cladosporium sp. 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 025 0
Curvularia sp. 21 14 20 30 20 7 11 22 7 15 26 9

Dreschelera sp. 20 29 17 31 15 57 21 23 18 31 12 17

Fusarium sp. 63 59 49 43 49 27 75 59 47 52 41 40
Penicillium sp. 025 025 1 4 0 7 025 2 7 0 0 37
Phoma sp. 3 1 05 8 4 0 3 05 025 0 0 10

Rhizoctonia sp. 1 0 025 0 025 025 025 0 0 0 025 1
Rhizopus sp. 0 0 4 0 025 0 0 0 0 0 1 0.25
S. sclerotiorum 3 20 4 05 2 4 4 4 4 2 4 17
Trichoderma sp. 0 0 0 1 025 025 0 0 025 2 025 3

% Germinacion* 73 66 84 &3 92 67 27 79 79 82 81 90

Semillas de chile fueron desinfectadas con una soluciéon de hipoclorito de sodio al 2%, durante 3 minutos,
posteriormente se enjuagaron tres veces con agua destilada y una vez con alcohol al 70% durante 1 minuto, Las
semillas desinfectadas y secadas se colocaron en grupos de 10 en cajas Petri de 90 mm de diametro con medio de
cultivo PDA y se sellaron con parafilm e incubadas a 26£2°C y 16 h luz/8 h oscuridad de fotoperiodo. El porcentaje
de germinacion y la sanidad de la semilla se determind conjuntamente, evaluando inicialmente a los siete dias y
terminando a los 15 dias después de la siembra, las colonias de hongos que crecieron en la semilla se identificaron en
base a la observacion de caracteres macro-microscopicos y el uso de claves apropiadas Se cuantifico el niimero de
géneros fungicos desarrollados y el porcentaje de germinacion de las semillas. El criterio para evaluar la efectividad
de los métodos de analisis sanitarios se bas6 en el nimero de géneros fingicos desarrollados a partir de las semillas
presentes por cada unidad experimental, en este caso por cada petri. *Media de 4 repeticiones Se utilizaron 100
semillas por muestra.
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33%, respectivamente). Los hongos detectados no tuvieron influencia sobre el vigor
y germinacion de plantulas normales, esto puede ser constatado al observar que los
indices de vigor y germinacion de plantulas normales de los lotes 5, 12, 3 y 4 fueron
relativamente altos a pesar de que ambos presentaron un mayor numero de patégenos

asociados con sus semillas.

Entretanto, se puede asociar que los bajos porcentajes de vigor de los lotes 1,9 y
los bajos indices de plantulas normales de los lotes 7 y 11 estan relacionados con los

altos porcentajes de semillas portadoras de Fusarium sp.

6.3 Antagonismo in vitro de B. thuringiensis contra R. solani, P. capsici y F.

oxysporum

Entre las 64 cepas GM y HD de B. thuringiensis probadas (Tabla X y XI),
resultaron ser buenas antagonistas contra R. solani, P. capsici y F. oxysporum en
ensayos de cultivos duales, en donde la inhibicion fue observada claramente por
crecimiento limitado o por la ausencia completa del micelio fingico en la zona de

inhibicién que rodeaba a la cepa bacteriana.

16 cepas de B. thuringiensis tuvieron efectos antagonista en el crecimiento
micelial de R. solani (Tabla XII). Las cepas GM-64 (66.66%) y HD-203 (65.99%)
presentaron la mayor inhibicién de crecimiento (p<0.05), mientras que la cepa HD-
597 present6 el menor porcentaje de inhibicion (34.4%), observandose también una

reduccidn en la tasa de crecimiento micelial de 3.98 a 0.6 cm/dia.
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Para P. capsici 19 cepas de B. thuringiensis antagonistas se comportaron de una
manera muy similar con porcentajes de inhibicion del 15.14 al 27.80%
correspondientes a las cepas HD-193 y Gm-66 respectivamente y una reduccion en la

tasa de crecimiento de 2.86 a 1.26 cm/dia (Tabla XIII).

Solo ocho cepas mostraron un efecto inhibitorio (p<0.05) contra F. oxisporum
(Tabla XIV), de las cuales cinco inhibieron més del 30% del crecimiento,
alcanzdndose la maxima inhibicidén con la cepa GM-23 con un 43.02% y con una
reduccion en la tasa de crecimiento de 0.52 al 0.10 cm/dia. Por otro lado al realizar
observaciones bajo el microscopio de luz, se observd una disminucion en el

desarrollo y en la densidad del micelio en la zona de confrontacion.

6.3.1 Efecto de B. thuringiensis sobre la germinacion de semillas de chile

En las semillas tratadas con cepas de B. thuringiensis se incremento
significativamente (p<0.05) el porcentaje de germinacién bajo condiciones in vivo
solo para el tratamiento correspondiente a la inoculacion de B. thuringiensis+R.
solani (Tabla XV), en este caso vario entre un 100% (GM-52) y un 25.0% (HD-
597), destacandose las siguientes cepas por los altos porcentajes de germinacion
registrados: GM-6 (93.75%), HD-571, GM-24, HD-203, y GM-64 (87.5%), GM-23,
HD-263, HD-652, GM-63 y HD-121 (75.0%). El resto de los tratamientos no fueron

estadisticamente diferentes respecto al control (Tabla XVI y Tabla XVII).
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Tabla X

Inhibicion de R. solani, P.capsici y F. oxisporum por cepas de B. thuringiensis (GM).

B. thuringiensis (GM)
Cepa N°

Cepas de fitopatogenos

R. solani

P.capsici

F. oxisporum

GM-5

GM-6

GM-7

GM-8

GM-11

GM-13

GM-18

GM-20

GM-23

GM-24

GM-26

GM-27

GM-28

GM-29

GM-33

GM-39

GM-46

GM-51

GM-52

GM-54

—_
__

GM-55

GM-63

GM-64

GM-66

GM-69

GM-88

GM-84

GM-92

GM-93

GM-104

GM-109

GM-115

GM-116

GM-138

GM-162

GM-235

GM-615

Inhibicion del crecimiento BBl No inhibicidn del crecimiento T
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Tabla XI

Inhibicion de R. solani, P.capsici y F. oxisporum por cepas de B. thuringiensis (HD).

B. thuringiensis (HD) Cepas de fitopatogenos
Cepa N° R. solani P. capsici F. oxisporum
HD-1
HD-14
HD-24
HD-57
HD-116
HD-121
HD-133
HD-184
HD-187
HD-193
HD-203
HD-263
HD-244
HD-333
HD-501
HD-530
HD-531
HD-559
HD-569
HD-571
HD-577
HD-597
HD-615
HD-650
HD-652
HD-972
HD-974
Inhibicion del crecimiento BBl No inhibicion de crecimiento [
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Tabla XII

Efecto antagonista de cepas de B. thuringiensis en el crecimiento radial, tasa de
crecimiento y porcentaje de nhibicion micelial de R. solani.

B. thuringiensis C.R. T.C. %
Cepa N° (mm)™ (cm/dia)* Inhibicion?
HD-121 14.08 0.83 62.44 a
HD-203 12.75 0.21 65.99 a
HD-263 16.50 0.6 55.99 ab
HD-571 18.66 0.71 50.22 ab
HD-652 16.41 0.8 56.22 ab
HD-597 24.58 1.83 3444 b
HD-974 14.41 0.56 61.55 a
GM-6 13.75 0.68 63.33 a
GM-11 14.16 0.7 62.21 a
GM-23 13.50 0.23 63.99 a
GM-24 14.75 0.65 60.66 a
GM-52 15.00 0.83 59.99 a
GM-63 15.91 0.71 57.55 a
GM-64 12.50 0.65 66.66 a“
GM-116 19.58 1.51 47.77 ab
GM-162 17.08 0.96 54.44 ab
Control 37.50 3.98 00.00 ¢

“C.R.= Crecimiento radial en mm.

*T.C.= Tasa de crecimiento diario en cm.

YIncubacién durante 72 hr a 22+2°C.

“Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes a (P<0.05) por la prueba de Tukey.
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Tabla XIII

Efecto antagonista de cepas de B. thuringiensis en el crecimiento radial, tasa de
crecimiento y porcentaje de inhibicion micelial de P. capsici.

B. thuringiensis C.R. T.C. %
Cepa N° (mm)¥ (cm/dia)* Inhibicion’
HD-24 20.83 1.71 22.87 a
HD-133 13.66 1.55 2437 a
HD-116 20.83 1.76 22.86 a
HD-193 2291 2.23 15.14 a
HD-244 20.83 1.46 2280 a
HD-263 22.33 2.18 1723 a
HD-333 21.33 1.61 2093 a
HD-531 20.00 1.26 2597 a
HD-559 21.50 2.35 20.34 a
HD-974 20.83 1.58 2287 a
GM-6 21.16 1.6 21.56 a
GM-7 20.58 1.83 2373 a
GM-8 19.91 2.13 26.04 a
GM-11 20.50 1.85 2407 a
GM-33 21.50 1.65 20.66 a
GM-51 20.00 1.45 2589 a
GM-63 20.50 1.73 2411 a
GM-66 19.50 1.51 27.80 a*
GM-92 20.50 1.8 2415 a
Control 27.00 2.86 00.00 b

“C.R.= Crecimiento radial en mm.

*T.C.= Tasa de crecimiento diario en cm.

YIncubacioén durante 72 hr a 22+2°C.

“Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes a (P<0.05) por la prueba de Tukey.
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Tabla XIV

Efecto antagonista de cepas de B. thuringiensis en el crecimiento radial, tasa de
crecimiento y porcentaje de inhibicion micelial de F. oxisporum.

B. thuringiensis C.R. T.C. %
Cepa N° (mm) ™ (cm/dia)* Inhibicion?¥
HD-121 12.16 0.10 42.04 a*
HD-501 13.66 0.28 40.10 ab
HD-530 14.16 0.29 29.21 ab
HD-652 13.08 0.17 2537 b
HD-577 13.66 0.28 39.01 ab
HD-974 13.83 0.27 36.72 ab
GM-23 10.75 0.15 43.02 a
GM-29 14.41 0.21 29.84 ab
Control 19.25 0.52 00.00 ¢

“C.R.= Crecimiento radial en mm.

*T.C.= Tasa de crecimiento diario en cm.

YIncubacién durante 72 hr a 22+2°C.

“Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes a (P<0.05) por la prueba de Tukey.
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Tabla XV

Efecto de cepas B. thuringiensis en la germinacion de semillas de chile inoculadas con

R. solani.

B. thuringiensis %
Cepa N° Germinacion
HD-121 75.00 a
HD-203 87.05 a
HD-263 75.00 a
HD-571 87.05 a”
HD-652 75.00 a
HD-597 25.00 bc
HD-974 62.05 b
GM-6 93.75 a
GM-11 50.00 ab
GM-23 75.00 a
GM-24 87.05 a
GM-52 100.00 a
GM-63 75.00 a
GM-64 87.05 a
GM-116 62.05 ab
GM-162 62.05 ab
Control 93.75 a

Control + R. solani 00.00 c

“Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes a (P<0.05)
por la prueba de Tukey.
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Tabla XVI

Efecto de cepas B. thuringiensis en la germinacion de semillas de chile inoculadas con

P. capsici.
B. thuringiensis %

Cepa N° Germinacion
HD-24 75.00 a
HD-133 75.00 a
HD-116 75.00 a
HD-193 75.00 a
HD-244 75.00 a*
HD-263 62.05 a
HD-333 75.00 a
GM-51 62.05 a
HD-531 75.00 a
HD-559 50.00 a
HD-974 75.00 a
GM-6 87.05 a
GM-7 50.00 a
GM-8 62.05 a
GM-11 75.00 a
GM-33 75.00 a
GM-63 87.05 a
GM-66 87.05 a
GM-92 50.00 a
Control 9375 a

Control + P. capsici 62.05 a

“Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes a (P<0.05)
por la prueba de Tukey.
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Tabla XVII

Efecto de cepas B. thuringiensis en la germinacion de semillas de chile inoculadas con

F. oxisporum.

B. thuringiensis %
Cepa N° Germinacion
HD-121 87.05 a
HD-501 81.25 a
HD-530 50.00 a
HD-652 87.05 a’
HD-577 87.05 a
HD-974 87.05 a
GM-23 62.05 a
GM-29 75.00 a
Control 93.75 a

Control + F. oxisporum 87.05 a

“Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes a (P<0.05)
por la prueba de Tukey.
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6.4 Antagonismo in vitro de B. thuringiensis contra R. solani

6.4.1 Produccion de antibidticos volatiles

Las seis cepas evaluadas fueron significativamente diferentes en relacion con el
control (p<0.05). Las cepas GM-11 y GM-121 de B. thuringiensis fueron las
bacterias antagonistas que mostraron el mejor efecto (en cultivos de 72 h) contra R.
solani con un porcentaje de inhibicion de crecimiento de 76.88 y 74.66
respectivamente (Tabla XVIII). Sin embargo, todas las cepas mostraron un efecto

inhibitorio en mayor o menor grado con respecto al control.

Tabla XVIII

Efecto de antibidticos volatiles secretados por B. thuringiensis en el
crecimiento radial de R. solani.

B. thuringiensis C.R. %
Cepa N° (mm)? Inhibicion
GM-11 8.66 76.88 a*
GM-121 9.5 74.66 a
GM-64 10.33 72.44 ab
HD-203 11.16 70.21 ab
GM-23 12.91 65.55 be

GM-6 14.58 61.10 c
Control 37.5 0.00d

YCrecimiento de R. solani en PDA durante 72 horas a 25°C.
“Letras diferentes indican que las medias son significativamente diferentes a (P<0.05) por la prueba de Tukey.
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6.4.2 Filtrado de antibiodticos

Después del ensayo de filtrados no se observaron evidencias de actividad

antagonica de B. thuringiensis para el control de R. solani (Tabla XIX).

Tabla XIX

Efecto de filtrados de antibioticos por B. thuringiensis en el
crecimiento radial de R. solani.

B. thuringiensis CR. %
Cepa N° (mm)?¥ Inhibicion
GM-6 37.5 0.00
GM-11 37.5 0.00
GM-23 37.5 0.00
GM-64 37.5 0.00
GM-121 37.5 0.00
HD-203 37.5 0.00
Control 37.5 0.00

YCrecimiento de R. solani en PDA durante 72 horas a 25°C.
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6.4.3 Termoestabilidad de antibidticos

Después del ensayo de termoestabilidad no se observaron evidencias de actividad

antagonica de B. thuringiensis para el control de R. solani (Tabla XX).

Tabla XX

Efecto de antibioticos termoestables por B. thuringiensis en el
crecimiento radial de R. solani.

B. thuringiensis CR. %
Cepa N° (mm)?¥ Inhibicion
GM-6 37.5 0.00
GM-11 37.5 0.00
GM-23 37.5 0.00
GM-64 37.5 0.00
GM-121 37.5 0.00
HD-203 37.5 0.00
Control 37.5 0.00

YCrecimiento de R. solani en PDA durante 72 horas a 25°C.
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6.4.4 Ensayo de plantulas in vitro

Se evalud la eficiencia de los antagonistas en el control de R. solani en chile
mediante la técnica de ensayo en plantulas (Tabla XXI). En el control inoculado con
R. solani, las lesiones parduzcas, caracteristicas de la infeccion, aparecieron a partir
del cuarto dia de inoculado y estas se extendieron hacia el segmento superior de las
plantulas, mientras que en las plantulas tratadas con las bacterias antagonistas

mostraron una reduccién en la aparicion de las manchas parduzcas.

De entre todas las cepas s6lo GM-23, GM-11 y GM-121 mostraron la maxima
reduccion de severidad de la enfermedad en las plantulas de chile. Ademas las
plantulas tratadas con cepas antagonistas mostraron tener un efecto promotor del
crecimiento de tallos y raices en comparacion con las longitudes alcanzadas en el

control.

El mayor efecto se obtuvo con la GM-23, con la cual se observdé un incremento
de la longitud de tallo y raiz en un 18.9 y 25.5% respectivamente, comparado con el
control inoculado con R. solani. Por otro lado, las cepas GM-121 y GM-6 de B.

thuringensis no afectaron el desarrollo de las plantulas.
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Tabla XXI

Efecto antagdénico de B. thuringiensis en el desarrollo de la enfermedad causada por
R. solani y en el crecimiento de plantulas de chile.

Crecimiento de plantulas*
B. thuringiensis  Severidad de Germinacion*

Cepa N° la - Longitud tallo Longitud raiz
enfermedad (mm) (mm)
GM-6 4.0+0.00 90.0+5.77 12.2+2.50 23.2+6.19
GM-11 3.0+0.00 95.0£5.0 10.2+1.09 14.9+2.35
GM-23 2.0+0.00 95.0+5.00 18.9+0.36 25.5+3.83
GM-64 4.0+0.00 90.0+5.77 10.842.08 11.2+1.68
GM-121 3.0+0.00 90.0+5.77 12.0+0.66 25.3+2.01
HD-203 4.0+0.00 95.0+5.00 13.8+1.39 17.8+1.81
R. solani 5.0+0.00 0.0+0.00 0.0+0.00 0.0+0.00
Control - 95.0+£5.00 27.424+0.53 25.2+0.35

“Severidad de la enfermedad fue determinada usando una escala de 0-5, donde O- sin sintomas visibles de la
enfermedad y 5- planta muerta.

*Resultados de 4 repeticiones

+ Error estandar
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7. DISCUSION

La enfermedad conocida como secadera del chile estd ampliamente distribuida en
todas las zonas productoras de chile, provocando pérdidas de hasta el 100 % en este
cultivo (Chavez et al., 1994). Desde 1922, Leonian reporté a P. capsici Leo.
atacando cultivos de pimiento en Nuevo México; Estados Unidos, mientras que en
Meéxico fue aislado por Galindo en 1956 (citado por Mendoza y Pinto, 1983) en
plantaciones de chile en Chapingo Edo. de México, aunque posteriormente se
descubri6 atacando otros cultivos; en el cultivo de chile los sintomas reportados son
secamiento o ahogamiento en plantulas y pudricion en la base del tallo en plantas

adultas.

La asociacion de los sintomas de pudricion de la base del tallo o secadera del
chile con la presencia de Fusarium spp., Rhizoctonia spp. y P. capsici Leo.
encontrados en este trabajo no concuerdan del todo con lo expresado anteriormente
por Leonian (1922), Mendoza y Pinto (1983) y Chavez y col. (1994), quienes
mencionan que este sintoma es causado por P. capsici Leo. en chile. Sin embargo,
hacen mencion de que los sintomas y la apariencia general de esta enfermedad no
deben confundirse con el ataque de Rhizoctonia solani, ya que éste causa una
pudricion no compacta en el cuello y se desprende la raiz, mientras que P. capsici

Leo. provoca una pudricion dura y no se descascara.
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Lo anterior concuerda, en parte, con los resultados obtenidos en el presente
estudio donde el 66% de los aislamientos obtenidos de plantas muestreadas con
sintomas visibles de secadera se identificaron como Rhizoctonia spp., mientras que el
25% fueron identificados como Fusarium spp. y unicamente el 9% se identifico

como P. capsici Leo.

Por otro lado, no se han encontrado reportes previos en donde se indique que los
sintomas de la secadera del chile estén asociados a Fusarium spp. El hongo mas
ampliamente localizado en las comunidades muestreadas fue Rhizoctonia spp. debido
principalmente a que los sintomas visibles son muy similares a los asociados a P.
capsici Leo. Con los resultados anteriores se recomienda que en trabajos futuros se
realicen pruebas de patogenicidad, en donde se cumpla con los postulados de Koch
para definir ¢l o los agentes causales de la enfermedad denominada secadera del
chile, asi como trabajos en donde se determine la especie de los hongos Fusarium

spp. y Rhizoctonia spp. asociada a dicha enfermedad.

La calidad fisioldgica de las semillas es evaluada rutinariamente en laboratorio,
por la prueba de germinacion estdndar, aunque durante varios afos, investigadores,
tecndlogos, productores de semillas y agricultores no estdn satisfechos con la
informacion obtenida sdélo con esta prueba, realizado en condiciones que,
generalmente, conducen a sobreestimar el potencial fisiolégico de las semillas para
dar origen a plantulas normales (Marcos Filho et al., 1987; Caliari y Marcos Filho,
1990). La experiencia de quienes se dedican a la tecnologia de semillas indican con
gran frecuencia, que la calidad fisiologica de semillas es influenciada por el medio

ambiente.
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Por lo tanto, las condiciones del ambiente pueden no ser las ideales al momento
de la siembra y el porcentaje de emergencia de plantulas puede ser inferior a la
germinacion determinada en laboratorio (Marcos Filho et al., 1987). Lo anterior

queda constatado en este experimento.

En la prueba de germinacién en charola bandeja speedling los lotes presentaron
diferencias en cuanto a capacidad de germinacion dentro de ellos. El indice de
emergencia en charola indica similaridad entre los lotes en cuanto a potencial
fisiologico con excepcidon en el lote 6 y 7. La discordancia entre los resultados
obtenidos en esta prueba sugiere, justamente, la necesidad de realizar un mayor
numero posible de pruebas antes de clasificar a los lotes en cuanto al potencial
fisioldgico, pues cada prueba estd basada en un principio diferente y proporciona
informacion complementaria para tomar una decision con respecto al destino final
de cada lote de semillas. Para Marcos Filho (1999), la prueba de emergencia de
plantulas constituye un indicador de eficiencia para las pruebas de evaluacion del

potencial fisiologico de lotes de semillas.

La significancia de la prueba de envejecimiento acelerado entre los tiempos se
debe a que al mantener las semillas un mayor tiempo de exposicion a altas
temperaturas y alta humedad, el estrés es mayor y con ello la reduccion de vigor es
también mayor, aunado a esto, el tiempo de incubacién permite expresar la
sensibilidad y efectividad en corto tiempo, de tal manera que el mejor tiempo en
nuestro experimento fue de 24 h, confirmando lo observado por otros autores en
cuanto a que el envejecimiento en condiciones de saturacion de humedad causaria un

deterioro demasiado severo en las semillas (Jianhua y McDonald, 1996; Wang et al.,

106



1996); ademas los resultados muestran una similitud a lo encontrado por Sanchez

(1994) en semillas de jitomate.

De acuerdo con Hampton y Tekrony (1995), los lotes de semillas que
mantuvieron su germinacion después del deterioro son considerados lotes de alto
vigor y aquellas en donde disminuy6 la habilidad para germinar son consideradas de

bajo vigor.

Independientemente de la asepsia y desinfeccion de las semillas de chile, los
resultados de los andlisis sanitarios de lotes de semillas probadas, demostraron la
presencia de cuatro de los principales patogenos de chile, Alternaria spp., S.
sclerotiorum., Fusarium spp. y R. solani, asi como de otros fitopatogenos. De
manera general, fueron observados bajos indices de semillas infectadas con S.
sclerotiorum, excepto para el lote 12, que presentd el mayor porcentaje de semillas

con este hongo (17%).

El periodo de incubaciéon influyd en la deteccion de S. sclerotiorum siendo
mayor que en los demas (15 dias en vez de 7) debido a la formacion de esclerocios,
principal caracteristica morfologica de este hongo. También se puede observar que
el lote 12 fue susceptible a casi todos los fitopatdgenos, con excepcion del género

Cladosporium, lo que puede indicar una baja calidad sanitaria de sus semillas.

La presencia de contaminantes como Aspergillus spp., Penicillium sp. y Rhizopus
sp. puede ser debido a que las semillas analizadas fueron almacenadas por los
agricultores casi medio aflo bajo diferentes condiciones, siendo considerados los

principales hongos de almacén (Lucca Filho, 1995).
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Alternaria spp; Curvularia sp; Dreschelera sp. y Fusarium sp. se encontraron en
el 100 % de las colectas de semilla de chile, independientemente del origen
geografico y tipo de chile. Sin embargo, en 7 lotes de semilla se encontré uno o mas
patogenos (Fusarium spp. y/o Rhizoctonia spp.) causantes de ahogamiento en
almacigos, aunque Fusarium se presentd en 12 lotes y Rhizoctonia spp. en 7 lotes y

solamente en nueve colectas de semilla se identifico a Penicillium spp.

De estos tres hongos aislados de plantulas de chile en la regioén solo Fusarium
spp. v Rhizoctonia spp. son responsables del ahogamiento (Black et al., 1991;
Goldberg, 1995), por lo que se enfatiza la importancia del tratamiento a la semilla
previo a la siembra, aunque esta medida se vera al menos parcialmente nulificada si
el suelo del almacigo no es desinfectado también. No se encontrdé al hongo
Phytophthora spp. en la superficie de la semilla, aunque existen reportes de su

presencia en la testa, endospermo y embrién (Morales-Valenzuela et al., 2002).

La prueba de cultivo duales es extensamente usada como una de las pruebas
preliminares in vitro para seleccionar agentes de control bioldgico (Desai et al.,
2002), en el presente estudio, la prueba de cultivos duales mostro que de las 64
cepas de B. thuringiensis evaluadas 34 presentaron diferentes capacidades para
inhibir a R. solani, P. capsici y F. oxysporum; Gm-64 presento mayor inhibicién de
crecimiento (66.66%) contra R. solani; Las cepas HD-263, GM-63, HD-974, GM-6 y
GM-11 fueron comunes para R. solani y P. capsici; HD-652, HD-121 y GM-23 para

R. solaniy F.oxisporumy HD-974 R. solani, P. capsiciy F. oxisporum.
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Estd ampliamente documentado que cepas de una misma especie, pueden exhibir
diferentes capacidades para producir toxinas e inhibir el crecimiento de diferentes
microorganismos (Di Pietro et al., 1991; Choi et al., 1999). El efecto inhibidor de
las cepas de B. thuringiensis en hongos fitopatogenos se puede asociar con la
produccion de enzimas que actuan contra la pared celular, puesto que algunas
bacterias antagénicas de hongos fitopatogenos producen quitinasas (Asaka y Shoda,

1996; Mavingi y Heulin, 1994).

En México se han seleccionado y caracterizado las enzimas quitinoliticas de B.
thuringiensis, y han llegado a la conclusion de que la accion sinérgica entre las
quitinasas y las proteinas Cry se pueden utilizar en el control biologico de
fitopatogenos (Barboza et al., 1999). Fenomenos similares fueron observados por
Basha y Ulaganathan (2002), quienes también encontraron, via microscopio de luz en
la interaccion in vitro de Bacillus sp. cepa BC121 contra Curvularia lunata, la
presencia anormal de hifas, condensacion, deformacion y ocurrencia de

malformaciones extensivas y dafios al micelio.

Emmert y Handelsman (1999), reportaron que Bacillus cereus modifica la
composicion ionica del medio de cultivo en el que fueron cultivadas, aumentando el
pH, secuestrando calcio y excretando amonio. Esta combinacion es altamente toxica
a las zoosporas de oomycetes patogenos, causando un rapido ensanchamiento y
expulsion de la vacuola, seguido de lisis de las zoosporas. De hecho, Bacillus sp.
actiia via antibiosis, competicion de nutrientes, sitios de exclusion e infeccion,
parasitismo y/o induccion de resistencia (Jacobsen y Backman, 1993; Kloepper et al.,

2004).
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El tratamiento a semillas de chile con B. thuringiensis fue favorable, ya que
incrementd de manera significativa el porcentaje de germinacion, estos resultados
han sido previamente observados en varias especies de Bacillus (Raupach y
Kloepper, 1998). Se debe destacar el comportamiento de las cepas sobre los
diferentes fitopatdgenos, ya que algunas resultaron ser sobresalientes por su efecto
antifungico contra alguno de los hongos, no teniendo el mismo efecto contra otros,
como la cepa GM-6 (93.75%) a R. solani y 87.5% a P. capsici, o la cepa HD-974

62.5% a R. solani, 75.0 a P. capsici y 87.5 a F. oxisporum.

Estos resultados sugieren la variabilidad existente entre cepas aunque algunos
autores (Schippers et al, 1987), reportaron la especificidad de los antibioticos
producidos por bacterias. Bettiol y Lazaretti, en 1997 probaron metabolitos de B.
subtilis en semillas de frijol, mostrando una disminucién en la incidencia de R.

solani; mientras que en semillas de arroz no se observé un efecto similar.

En el caso de Fusarium spp. los autores notaron una disminucion de su incidencia
en semillas de arroz, aunque no se observaron resultados positivos en semillas de
frijol. Las bacterias antagonistas del genero con Bacillus actian a través de la
simbiosis de un modo significativo, y ocasionalmente a través de parasitismo y
competencia (Arras y Arru, 1997), estos datos confirman los resultados de este
trabajo, esto es, la eficacia y el posible efecto fungico de los metabolitos que B.

thuringiensis produce.

Bacillus spp. es uno de los agentes de control biolégico que ha mostrado un

efecto inhibitorio contra un considerable nimero de patdogenos de plantas y se cree
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que los antibidticos que produce son los responsables de ésta actividad de control

(Helbig et al., 1998; Krebs et al., 1998).

En esta investigacion, se usaron cepas de B. thuringiensis con actividad
antifingica in vitro con el fin de seleccionar aquellas con el mayor potencial para ser
usadas contra R. solani. Algunos autores han sugerido que el uso de especies con
actividad antimicrobial, entre ellas cepas del género Bacillus, o mas atn el uso de
sus metabolitos, pueden ser una alternativa o un método suplementario a la
proteccion de cultivos por métodos quimicos (Handelsman et al., 1990; Klich et al.,

1994; Berger et al., 1996; Sharga y Lyon, 1998).

Muchos de estos bacilos son habitantes habituales del suelo o permanecen de
manera epifitica o endofitica en la espermosfera (Walker et al., 1998) y rizésfera
(McKeen et al., 1986; Handelsman et al., 1990; Kajimura et al., 1995). Por esta
razon, las especies de Bacillus son candidatos ideales para su uso como agentes de
control bioldgico para su uso en los tratamientos a las semillas dentro de los
programas de control de patdogenos del suelo causantes de enfermedades de las

plantas (Walker et al., 1998).

El efecto inhibitorio de algunas cepas de B. thuringiensis sobre hongos
fitopatogenos se puede asociar con la produccién de enzimas que actuan sobre la
pared (Asaka y Shoda, 1996; Mavingui y Heulin, 1994). En éste contexto, en Mexico
Barboza et al., (1999) ha seleccionado y caracterizado enzimas de B. thuringiensis

(quitinasas) y ha llegado a la conclusién de que la actividad sinergista entre las
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quitinasas y proteinas Cry puede ser aplicada en el control biologico de

fitopatdgenos.

Se han encontrado evidencias de que los metabolitos secundarios producidos por
ciertas especies y cepas del género Bacillus muestran actividad antibacterial y/o
antifingica contra microorganismos patogenos de los alimentos y de las plantas
(Shoji, 1978; Smirnov et al., 1986). En este trabajo se emplearon diferentes métodos
de escrutinio para seleccionar las cepas mas adecuadas para su uso en el control de R.
solani en chile. Primero, se uso el tradicional ensayo in vitro de cultivos duales (en
PDA) para medir la capacidad antagénica de las diferentes cepas. De las sesenta
cepas evaluadas s6lo 16 mostraron un efecto inhibitorio, de estas 16 cepas se
eligieron 6 cepas para ser evaluadas tanto en ensayos de antibidticos volatiles,
termoestabilidad y pruebas en plantulas, basdndonos en la interaccién entre el

patoégeno, antagonista y planta hospedero.

En la prueba de filtrados de antibidticos no se obtuvo un efecto positivo, debido
posiblemente a que los productos extracelulares acumulados durante el crecimiento
de B. thuringiensis no alcanzaron los niveles apropiados para inhibir el crecimiento
de los hongos fitopatdogenos probados en este estudio o a que la actividad antagénica
estd asociada a la fraccion celular del antagonista, es decir, se necesitan las células
activas para que haya una supresion del crecimiento del patégeno (Smith et al.,

1993).

En el ensayo de termoestabilidad no se observaron evidencias de actividad

antagonica de B. thuringiensis para el control de R. solani en chile. Esto pudo haber
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sido debido a que algunos antibioticos y toxinas no son termoestables, de manera que
cuando el filtrado fue esterilizado en autoclave los metabolitos que las bacterias
habian producido durante su desarrollo pudieron haberse inactivado (Dhingra y

Sinclair, 1987).

En los ensayos con plantulas, la mayoria de las cepas antagonistas (GM-23, GM-
11 y GM-121) fueron efectivas para la reduccion de las infecciones causadas por R.
solani. Ademas, la cepa GM-23 se asocid con un incremento en la longitud de
plantulas de chile. La respuesta de incremento del crecimiento de las plantulas puede
estar asociada a la capacidad del organismo para sobrevivir y desarrollarse en la
rizosfera y de que de alguna manera estas cepas benefician a la planta al promover
un incremento en el crecimiento o un efecto de control biolégico se les ha llamado
PGPR (por sus siglas en inglés) o “rizobacterias promotoras del crecimiento”

(Kloepper et al., 1980).

Las cepas de B. thuringensis probadas en esta investigacion fueron eficientes en
ensayos de control in vitro de R. solani en plantulas de chile. Estos resultados son
similares a los obtenidos por diversos autores los cuales empleaban principalmente
bacterias y hongos (Ahmad et al., 1999, Berger et al., 1996, Silo-Suh et al., 1994).
Parece que la antibiosis es el principal modo de accidn, y algunas evidencias apuntan
en esa direccion (Lee et al., 2003, Ligon et al., 2000). Se requiere llevar a cabo
experimentos adicionales para poder determinar los procesos bioquimicos y la
actividad microbial involucradas en la capacidad antagonista de las distintas cepas

de B. thuringensis.
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8. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos bajo las condiciones desarrolladas de esta

investigacion y considerando la discusion de la misma, se derivan las siguientes

conclusiones y recomendaciones:

De las plantas de chile analizadas provenientes de 44 diferentes localidades
del estado de Durango se encontr6 la presencia de seis hongos previamente
reportados local o globalmente como patogénicos al cultivo de chile. Los
hongos mas frecuentemente aislados de plantas de chile fueron R. solani,

Fusarium spp. y Verticillium spp.

La enfermedad de la “marchitez del chile” se encontr6 en todas las
localidades muestreadas, independientemente de la ubicacion geografica de la

parcela y tipo de chile sembrado.

Los lotes de semilla de chile presentaron diferencias entre ellos en las
pruebas de germinacion estandar, germinaciéon en charola bandeja speedling

y envejecimiento acelerado.

Independientemente de la asepsia y desinfeccidén de las semillas de chile, los
resultados de los andlisis sanitarios de lotes de semillas probadas,

demostraron la presencia de cuatro de los principales patdégenos del cultivo

114



de chile, Alternaria spp., S. sclerotiorum., Fusarium spp. y R. solani, asi
como de otros fitopatégenos. De manera general los hongos detectados en
semilla de chile no tuvieron influencia sobre el vigor y germinacion de

plantulas normales.

De las 64 cepas de B. thuringiensis probadas, solo 16 redujeron de manera
significativa el crecimiento micelial de R. solani, P. capsici y F. oxysporum

en pruebas de antagonismo in vitro.

Solo en el caso de las semillas tratadas con cepas de B. thuringiensis+R.
solani se increment6 significativamente el porcentaje de germinacion bajo

condiciones in vivo.

En la prueba de produccion de antibidticos volatiles, todas las cepas de B.
thuringiensis probadas mostraron un efecto inhibitorio en mayor o menor

grado contra R. solani.

Después del ensayo de filtrados y de termoestabilidad no se observaron
evidencias de actividad antagonica de B. thuringiensis para el control de R.

solani.

Las plantulas de chile tratadas con las cepas de B. thuringiensis antagonistas
mostraron una reducciéon en la aparicion de los signos y sintomatologia

provocados por R. solani.
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Las cepas GM-23, GM-11 y GM-121 de B. thuringiensis mostraron la

maxima reduccion de severidad de R. solani en las plantulas de chile.

Las cepas B. thuringiensis antagonistas ademas mostraron tener un efecto

promotor del crecimiento de tallos y raices en plantulas de chile.
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9. RECOMENDACIONES

El uso de controladores bioldgicos puede significar una disminucion significativa
en el del uso de pesticidas y con ello una disminucién en la contaminacion de los
alimentos y el deterioro del ambiente. La disminucion del uso de los diferentes
productos quimicos que se utilizan para el control de la enfermedad conlleva a una

reduccion sustancial de los costos de la produccion agricola.

El uso de microorganismos en el control de enfermedades de vegetales ofrece un
sinnumero de posibilidades, lo cual estimula el establecimiento de trabajos de
investigaciéon tendientes a resolver esta. Es preciso, sin embargo, llevar estas
investigaciones a ensayos bajo condiciones de campo. Dichas investigaciones
deberan regirse por los siguientes premisas: lograr una seleccion adecuada de los
organismos hiperparasitos o antagdnicos mas eficientes para cada una de las especies
o lineas, disefio de estrategias en donde la alteracion del ambiente resulte favorable
para el hiperparasito o antagonista y al mismo tiempo no represente un riesgo para el
cultivo; determinacion del momento de aplicacion oOptimo de las sustancias
antibidticas de manera que se logre su maximo aprovechamiento en los momentos

criticos del ciclo de la enfermedad.

Es altamente recomendable realizar estudios sobre el impacto de agentes de

control biologico en el ambiente ademds de un estricto control cualitativo de
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productos formulados provenientes de agentes de control bioldgico naturales.
Priorizar estudios a nivel de Biofilms, es decir el tipo de interaccion de los
microorganismos con las plantas y asi determinar que microorganismos son
benéficos para el ecosistema del suelo, ya que existen pocos trabajos al respecto y es

ya un requisito en la legislaciéon de muchos paises.

Finalmente una vez seleccionados los microorganismos mas eficaces es necesario
buscar mediante estrategias de modificacion genética, la forma de lograr una
produccion masiva y de una alta calidad de los metabolitos a usar en el control

biologico.
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APENDICE

Tabla I. Analisis de varianza de la variable respuesta de germinacion estandar
en lotes de semilla de chile (Capsicum annuum L.).

FV GL e CM F P)F
Tratamientos 15 31988.4375  2132.5625 643.7925 0.000
Error 48 159.0000 3.3125
Total 63 32147.4375
CV=252%

Tabla II. Analisis de varianza factorial y significancia de la variable respuesta de
germinacion estandar en lotes de semilla de chile (Capsicum annuum L.).

FV GL SC CM F P)F
Factor A 5 123.906250 8.260417 2.7792 0.001
Factor B 2 68937.796875 34468.898438 11597.0117 0.000
Interaccion 30 65388.218750 2179.607178  733.3257 0.000
Error 144 428.0000 2.972222

Total 191 134877.921875

CV=521%
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Tabla III. Analisis de varianza de la variable de respuesta de germinacion en charola
“bandeja speedling” en lotes de semilla de chile (Capsicum annuum L.).

FV GL SC CM F P)F
Tratamiento 15 34007.000 2267.133301  745.3589  0.000
Error 48 146.000 3.041667
Total 63 34153.000
C.V=230%

Tabla IV. Analisis de varianza de la respuesta de envejecimiento acelerado en lotes
de semilla de chile (Capsicum annuum L.).

FV GL SC CM F P)F
Tratamiento 15 20875.734375 1391.715576  343.0159 0.000
Error 48 194.750000 4.057292

Total 63 21070.484375

C.V=483%
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Tabla V. Analisis de varianza factorial y significancia de la variable de respuesta de
germinacion con envejecimiento acelerado en lotes de semilla de chile (Capsicum
annuum L.).

FV GL SC CM F P)F
Factor A 15 12532.984375 835.532288 189.2515 0.000
Factor B 2 42289.328125 21144.664063  4789.3540 0.000
Interaccion 30 26867.187500 895.572937 202.8510 0.000
Error 144 635.750000 4.414930
Total 191 82325.250000
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