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RESUMEN

Alternaria , Botrytis, Fusarium y Rhizoctonia solani causan enfermedades en diferentes
cultivos agricolas, originando con ello grandes pérdidas econdmicas en los mismos. La
utilizacion del control quimico de dichos fitopatdgenos no ha sido del todo eficiente, de ahi la
necesidad de buscar alternativas para el control de organismos fitopatdgenos. Una alternativa
prometedora es la utilizacién de microorganismos antagonicos del suelo, que actian mediante
la produccién de sustancias toxicas, como un medio de control de las enfermedades de las
plantas.

El objetivo del presente trabaje fue, aislar bacterias antagénicas de suelo para el control
bioldgico de Alternaria, Botryris, Fusarium y Rhizoctonia solani.

La bacterié antagonista, aislada de muestras de suelo, fué identificada como Bacillus
subtilis. Los patégenos se aislaron en PDA a partir de plantas enfermas.

El efecto de Bacillus subtilis sobre el crecimiento de los hongos aislados, se evalud
mediante tres tipos diferentes de siembra de la bacteria con respecto al testigo.

De acuerdo con los resuitados obtenidos, Bacillus subtilis ejerce una marcada antibiosis
sobre Alternaria , Boirytis, Fusarium y Rhizoctonia solani. Asi mismo se observé que Bacillus

subtilis tiene un mayor efecto inhibitorio sobre Botrytis.



LINTRODUCCION:

Las enfermedades de las plantas han estado presentes desde los inicios de la agricultura.
La expansion y el crecimiento de la poblacién han causado la necesidad de producir mis
alimento, incrementdndose con ello la cantidad de tierras destinadas a la produccién de cultivos.

Asi mismo, las enfermedades de las plantas han provocado grandes pérdidas
econdmicas, ya que han causado en todo el mundo pérdidas anuales en la produccién del 13
al 20%, lo que representa una pérdida de 50,000°000,000 DLS.(James, 1981 citado por Lewis
y Papavizas, 1991). Atin en los paises mds desarrollados y con muchos de los avances
tecnolégicos en el manejo de las enfermedades, las pérdidas son similares. Casi el 90% de las .
2,000 enfermedades de los 31 cultivos principales son causadas por fitopatégenos del suelo.

Entre los principales fitopatgenos pueden considerarse a Fusarium, Rhizoctonia solani
Kuhn, Borrytis y Alternaria, ya que ellos estin ampliamente distribuidos atacando a muchos
cultivos; el control de dichos hongos ha sido en gran medida mediante la aplicacion de
fungicidas, lo cual representa una solucién rdpida a los problemas fitosanitarios, que
incrementa los costos y no da resultados del todo satisfactorios, originando con ello ademds
contaminacion del.medio ambiente y representando riesgo para la salud humana y animal, asi
como el favorecimiento de la resistencia a dichos agroquimicos.

Por ejemplo, se ha considerado -que los plaguicidas utilizados en la agricultura han
provocado cambios en los agroecosistemas. En un estudio del Instituto Mundial de Recursos
( WRI ) en 1984, se registré que en 1980 se conocian mas de 150 especies de ﬁfopatégenos
resistentes a agroquimicos. Ademas, los plaguicidas pueden provocar 2 tipos de toxicidad;
aguda y crénica, esta Ultima caracterizada por 1) carcinogénesis, 2) mutagénesis, 3)
teratogénesis y 4) trastornos del sistema nervioso. A pesar de ello, los plaguicidas son
ampliamente utilizados; y para 1988, del 100% de los mismos, usados en el mundo, los
fungicidas constituyeron un 20.5% ( Arnold, 1992 ).




Los microorganismos del suelo constituyen uno de los componentes esenciales del
mismo. Intervienen en actividades bioldgicas, tales como fijacién de nitrégeno, nitrificacion,
descomposicién de materia orgdnica y regulacién de las poblaciones microbianas. Estas
actividades contribuyen al crecimiento adecuado de las plantas, asi como al control de
enfermedades causadas por fitopatogenos. Asi pues el control de enfermedades es esencial en
los procesos de produccién agricola y en dicho control destaca la posibilidad de utilizacién de
microorganismos del suelo, principalmente bacterias, capaces de suprimir el desarrollo de

fitopatdgenos.

Con base a lo anterior, para la presente investigacion se planted el siguiente:

OBJETIVO

Aislar microorganismos del suelo, principalmente bacterias antagénicos a Alternaria,
Borrytis, Fusarium y Rhizoctonia solani Kuhn para su posible utilizacién en el control

biolégico.




II.LREVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia de las enfermedades causadas por Alternaria, Botrytis, Fusarium,

Rhizoctonia solani
2.1.1. Enfermedades causadas_por Alfernaria. ...
fermedades causag:

Estas se encuentran entre las enfermedades mas comunes de muchos tipos de plantas en
todo el mundo. Afectan principalmente las hojas, tallos, flores y frutos de las plantas anuales,
en particular de hortalizas y plantas de ornato, citricos, manzano, etc. Las enfermedades
causadas por Alternaria aparecen en forma de manchas y tizones foliares, causan el
ahogamiento de plantulas, pudriciones del cuello, asi como pudriciones de los frutos y
tubérculos. Algunas de las enfermedades causadas por Alternaria incluyen al tizén temprano
de la papa y del tomate; mancha foliar del frijol, tabaco y geranio; tizén del tallo de la
zanahoria, clavel, crisantemo, petunia y zinnia; el tizon de las cruciferas; mancha parpura de
la cebolla; pudricién de los limones y naranjas y muchas otras mis. Las infecciones graves en
el campo se presentan cuando ha llovido intensamente mas de un dia (Agrios,1989).

Los dafios que pueden provocar al hospedero dependen de la susceptibilidad y de las
condiciones de humedad ambiental; asi, en algunas regiones han ocasionado pérdidas hasta del
30% en condiciones favorables para su desarrollo. La enfermedad es mas grave durante la

fructificacién ( Mendoza y Pinto, 1983).
Ciclo de Ia enfermedad

Los conidios de Alternaria pueden sobrevivir por mas de un afio en los residuos de las
plantas atacadas o en ocasiones sobre semillas, wbérculos y otros medios (Fig.1) es miés
probable que la infeccién primaria sea causada por el hongo que ésta en el suelo, contribuyendo

a ella los dias lluviosos o hiimedos y la temperatura del aire de 24 C°. Es diseminado por las




corrientes de aire, agua de lluvia, herramientas, etc. y cuando las condiciones son favorables
germinan sobre las plantas y penetran directamente o por aberturas, invaden los tejidos de las
hojas, tallos y frutos formando un micelio intercelular, el cual origina los conidios sobre los
tejidos que infectan las piantas. El hongo produce el 4cido alternirico, una toxina causante de
los efectos patolégicos en el hospedante (Mendoza y Pinto, 1983).

Los factores que la favorecen son humedad relativa alta, lluvias frecuentes, temperatura
de 20 a 28°C y baja fertilidad.
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Ubicacién taxonomica de Alternaria

Alexopoulos y Mims ( 1979 ) mencionaron que el hongo est clasificado de la siguiente

manera.
Super-reino Eukarionta
Reino Mycetae
Divisién Amastigomycota
Subdivisién ———-Deuteromycotina
Clase Deuteromycetes
Subclase -Hyphomytetidae
Orden Moniliales
Familia Dematiaceae

Género Alternaria
2.1.2. Enfermedades causadas por Botrytis

Quiz4 sean las enfermedades mas comunes y més ampliamente distribuidas en hortalizas,
plantas de ornato, y frutales, aun de cultivos mayores en todo el mundo. Estas enfermedades
se presentan con frecuencia en plantas cultivadas en los invernaderos. Las enfermedades
causadas por Botrytis aparecen principalmente en forma de tizones de inflorescencias y
pudriciones de fruto, cdnceres o pudriciones del tallo, ahogamiento de plintulas, manchas
foliares y pudriciones de los tubérculos, bulbos y raices. Algunas de las enfermedades mas
importantes ocasionadas por Botrytis incluyen al moho gris de la fresa; la pudricion por el
moho gris del frijol, remolacha, col, zanahoria, pepino y berenjena; pudricién del extremo de
la punta de los platanos, lechuga, pimiento, calabaza y tomate; tizén o moho gris de plantas
de ornato como la violeta africana, begonia ciclamino, crisantemo, dalia, geranio jacinto, lirio,
peonia, rosal, tulipan, y la mancha foliar y pudriciones de la gladiola y nochebuena, etc.
Botrytis ocasiona también las pudriciones blandas secundarias en frutos y hortalizas cuando se

almacenan, transportan y se venden en el mercado.




Ciclo de la enfermedad

El hongo inverna como micelio y esclerocios sobre o dentro de los residuos de cosechas
y en el suelo, éstos germinan y producen conidiéforos, que a su vez forman conidios que, al
ser liberados (Fig.3) pueden atacar plantitas al. nivel del cuello [también infectan flores
(pétalos), hojas y frutos], en donde los conidios germinan, penetran e invaden los tejidos,
desintegrando las células a su alcance y ocasionando las pudriciones sobre las cuales se
desarrollan los conidi6foros y conidios que forman la capa o moho gris; de ahi se liberan de
nuevo y atacan otras plantas.

Cuando las condiciones son desfavorables forman sobre las pudriciones los esclerocios,

los cuales le sirven como estructuras de sobrevivencia.
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Ubicacién taxonémica de Botrytis

Alexopoulos y Mims (1979) mencionaron que el hongo ésta clasificado de la siguiente

manera,
Super- reino Eukaryonta
Reino Mycetae
Divisién Amastygomycota
Subdivisién Deuteromycotina
Clase Deuteromycetes
Subclase -Hyphomytetidae
Orden Moniliales
Familia. Mucedinaceae
Género Botrytis

2.1.3. Enfermedades causadas por Fusarium

Estas enfermedades afectan y ocasionan pérdidas considerables en la mayoria de las
flores y hortalizas, muchas plantas del campo como algod6n y tabaco, plantaciones de platano,
llantén, café y cafia de aziicar, asi como en algunos 4rboles de sombra. La enfermedad es

destructiva tanto en climas cilidos como templados.

Ciclo de la enfermedad

El dafio es més intenso con temperatura del medio ambiente de 21 a 33°C: a
temperatura  superior a 33°C, el hongo se desarrolla més lentamente. Su crecimiento y

reproduccién son mayores con temperaturas del suelo alrededor de 27-29 °C; las plamas

mueren de 2 a 4 semanas después de la infeccién.
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Otras condiciones que la favorecen son la baja humedad del suelo, dias cortos, alto
contenido de nitrégeno combinado con bajo contenido de potasio. Sin embargd, un nivel bajo
de nitr6geno combinado con alto contenido de potasio, reducen la enfermedad. El in6culo se
disemina por suelo contaminado, agua de lluvia, implementos agricolas, trasplantes y en

ocasiones por la semilla.

Generalmente el ciclo (Fig.2) empieza con la presencia de macroconidios,
microconidios, micelio y/o clamidosporas en el suelo infectado, los cuales germinan y penetran
por heridas o aberturas naturales, atacando e invadiendo todo el xilema, con lo cual éste
adquiere cierta tonalidad amarillo-ocre-café, que externamente se manifiesta como una clorosis.
El micelio sigue desarrollandose y Ilega a invadir las células adyacentes al xilema; se presenta
marchitez y la muerte de la planta. Las toxinas y la obstruccién mecénica de los tejidos son los
responsables de la marchitez y muerte de la planta (Mendoza y Pinto 1983).

La formacién de conidios se efectiia en las hojas de las plantas muertas y en el suelo.

11
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Ubicacién taxonémica de Fusarium

Alexopoulos y Mims ( 1979 ) mencionaron que el hongo del marchitamiento estd

clasificado de la siguiente manera:

Super-reing---------------—- Eukaryonta
Reino Mycetae
Divisifn--------=--=-=cseuev- Amastygomycota
Subdivisién-----------=---—-- Deuteromycotina
Clase Deuteromycetes
Subclase--------——----=eee- Hyphomycetidae
Orden Moniliales
Familia Tuberculariaceae
Género----------=-vmmmmameme Fusarium

13



2.1.4.Enfermedades causadas por Rhizoctonia solani Kuhn

Estas enfermedades ocurren en todo el mundo y producen pérdidas que van del 20 al
50% en siembra directa; ademais p'rovocan diferencia en maduracién y reducciones en
rendimiento.

Ocasiona marchitez en : algodoén, frijol, fresa, papa chicharo, cruciferas, tabaco, clavel,
gladiola, cebolla, ajo, espirrago soya, berenjena, tomate, y chile.

En condiciones favorables ataca plantulas antes de que hayan emergido o poco después
de la emergencia del suelo.

Los sintomas mds comunes son el ahogamiento de las plantulas y la pudricién de la
raiz, la pudricién de los 6rganos almacenados, asi como los tizones o manchas del follaje,
especialmente del follaje que se encuentra cerca del suelo.

Las lesiones son hundidas, de tamaiio variable, con coloraciones de café canela a café
rojizo. Las dreas obscuras y necrdticas son mds evidentes cuando el tejido atacado es grande;
si las condiciones son favorables, las lesiones se extienden y adquieren un aspecto hundido y
pueden llegar a cubrir todo el tallo y destruirlo, asi como las raices, debilitando la planta o

causdndole un acentuado color amarillento (Agrios, 1989 y Mendoza y Pinto, 1983)

Ciclo de la enfermedad

Las condiciones que favorecen la incidencia de la enfermedad son un exceso de
humedad en el suelo y temperatura alrededor de 15 °C.

Este hongo produce estructuras de resistencia llamados microesclerocios semejantes a
piedrecillas negras, las cuales quedan adheridas al tubérculo dando el aspecto de que estuviera
impregnado de lodo. Se producen al inicio de las lluvias (Fig.4). En plantas suculentas como
clavel, gladiola, etc., se puede observar el micelio como filamento de color café o dmbar a la
altura del cuello de la raiz. Esto lo diferencia de Fusarium; ademis de que éste ocasiona
estriaciones de color rosado en la raiz debido a que la epidermis se agrieta y se forman los
conidios, Rhizoctonia solani sobrevive también en residuos de cosechas y en las semillas. Los

esclerocios germinan entre 8-30 °C, con un dptimo de 21 a 25 °C.
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Figura 4.- Ciclo bioldgico de Rhizoctonia golani (Agrios 1978)
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Ubicacién taxonémica de Rhizoctonia solani.

Alexopoulos y Mims (1979) mencionaron que el hongo ésta clasificado de Ia siguiente

manera:
Super- reino------=----m-m—-—- Eukaryonta Reino Mycetidae
Division Amastigomycota Subdivision-------=s-ue-eeemuneue Deuteromycotina
Clase Deuteromycetes Subclase Hyphomycetidae
Orden MyceliaSterilia Familia Stilbaceae
Género Rhizoctonia Especie solani

2.2. Caracteristicas taxonémicas del antagonista Bacillus subtilis

Las caracteristicas taxondmicas de Bacillus subtilis Cohn segin el Manual de
Bacteriologia de Bergey (Breed et al.,1957) son:

- Bacilos de 0.8 por 2.0 a 3.0 micras, rectos o curvos con extremos redondeados.

- Aislados, raramente en cadena

- Endosporas de formas elipsoidales a cilindricas de 0.8 por 1.5 a 1.8 micras.

- La superficie de las esporas se tifie tenuemente con colorantes

- Colonias en agar opacas o blancas, redondas o irregulares.

- Superficie de la colonia redonda, espesa y opaca; puede ser arrugada.

- Color de la colonia crema o castafio.

- Gram positiva

- Aerdbica, excepto en medio de glucosa.

- Temperatura 6ptima del cultivo, 28 a 40 °C.

- Reduce NO; a NO,.

- Hidroliza almidé6n.

- Descompone caseina.

- Catalasa positiva.

- Desarrolla en pH de 5.0 a 8.6

- Gelatinasa positiva.

- Citrato positivo
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2.3. Métodos de control

2.3.1 Control quimico

Alternaria

Las enfermedades causadas por Alternaria se han controlado con aspersiones de
fungicidas, tales como clorotalonil, maneb, captafol o una mezcla de maneb y zinc. Las
aspersiones deben iniciarse tan pronto como las plantulas han emergido o han sido
trasplantadas, o deben repetirse a intervalos de 1 a 2 semanas dependiendo de la prevalencia
de la enfermedad y de la fuerza y frecuencia de las Iluvias. Cuando aparezcan las primeras
hojas verdaderas se recomienda aplicar manzate o daconil (Agrios, 1989 y Mendoza y Pinto,
1983 ).

Botrytis

El control de Botrytis en los terrenos de cultivo se ha realizado mediante aspersiones
quimicas; sin embargo, ain no ha tenido el éxito deseado, especialmente en climas himedos
y frios. En el caso de la pudricién de la lechuga por Betrytis se recomienda llevar a cabo
aspersiones con diclordn o zineb; otros fungicidas como difolatan, dryne, maneb- zinc, maneb
o el clorotalonil, parecen proporcionar un control maés eficaz en plantas de cultivo, tales como

cebolla y tomate (Agrios,1989).

Noguchi et al. en 1968 observaron que el tiofanato metilico (cycosin 70) es un fungicida

que conirola eficientemente las enfermedades causadas por Botrytis (Bauer, 1987).
Fusarium

El control quimico no ha resultado muy efectivo, porque el hongo habita en el suelo,
el cual constituye una barrera fisica entre el hongo y los fungicidas. No obstante, se han

realizado algunos intentos por reducir el efecto del patégeno.

Noguchi et al en 1968 registraron que los fungicidas benomyl y tiabendazole dan

resultados satisfactorios en el control de enfermedades inducidas por Fusarium (Bauer, 1987).
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Rhizoctonia solani

Fumigar el suelo de los almédcigos con bromuro de metilo o pentacloro nitrobenzeno
(PCNB) al 75 % en dosis de 8 a 10 g/m® se ha considerado como eficiente aplicandolo en
banda total 6 2.0 kg/100 litros de agua cuando se aplica en banda a lo largo del surco.

Es recomendable tratar las semillas con captan o PCNB; para tratamiento postemergente
se recomienda asperjar las plantulas con captan o kocide y después a intervalos de 5 a 7 dias.

En plantas grandes se recomienda aplicar captan o benlate, dirigido al cuello de la planta
o mancazeb o daconil. Se pueden emplear otros protectores de semillas como captan, arasan
y thiram; también es recomendable asperjar benomyl y tecto 60 al cuello de la planta cuando

inicia la enfermedad, (Mendoza y Pinto, 1983).

2.3.2 Control genético
Este tipo de control implica el uso de la resistencia heredada del hospedero al ataque

de algiin patégeno.

Las enfermedades causadas por Alternaria se controlan principalmente mediante el uso

de variedades resistentes (Agrios,1989).

Orton en 1911 fue el primero en desarrollar una variedad de sandia resistente
al ataque de Fusarium oxysporum. f. sp. niveun (E.F. Smith) Snyder y Hansen, al cual la

llamé conqueror (Bauer,1987).

Ledn (1982) mencioné que las variedades dixie, queen, blacklee, garrisonian,

charleston, gray, blue, ribbon, dixie, hybrid y otras més son resistentes al ataque del patégeno.

Hopkins et al. en 1987 concluyeron que solamente la variedad crimson sweet tiene
moderada resistencia a Fusarium en invernadero y tiene una resistencia efectiva a lo largo de
7 afios de monocultivo. Esta resistencia parece ser el resultado de una promocién de un factor

de control biolégico en el suelo (Virgen, 1990).
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Sin embargo, el control genético ha sido efectivo s6lo en cierta medida, ya que existen
varias razas del hongo Fusarium, vy algunas de ellas altamentemente virulentas, asi como la
encontrada en Israel por Netzer (1978) en donde todas las variedades de sandia han sido
atacadas por esta raza del hongo, F. oxysporum f. sp. niveurn. Ademés, muchas de las
variedades resistentes no son muy aceptadas en el mercado (Dixon en 1881, citado por Diaz,
1990).

Por otro lado, hasta ahora no existe literatura sobre el control genético de Botryzis y

Rhizoctonia solani.
2.3.3. Control cultural

El control culwral es aquel en que las pricticas normales de un cultivo pueden ser
utilizadas para reducir la incidencia de la enfermedad. Las pricticas mdas usadas por su
eficiencia para el control de fitopatdgenos de suelo, son las aplicaciones de cosechas
residuosy/o modificadores organicos. Al respécto se han planteado dos hipétesis para tratar de
explicar la efectividad de los modificadores orgénicos en el control de fitopatégenos del suelo:
1) los productos que resultan de la descomposici6n tienen un efecto nocivo sobre los patégenos
del suelo y 2) se incrementan las poblaciones de organismos antagonicos a fitopatogenos del
suelo ( Zavaleta, 1987 ). '

Alternaria
La rotacion de cultivos por un periodo de 3 afios reduce la cantidad del indculo; asi
mismo. la eliminacién y quema de los restos de las plantas ( en caso de que estén infectados

) y la erradicacidn de las malas hierbas, ayudan a disminuir 1a cantidad del inéculo que pudiera

infectar a las nuevas plantas susceptibles ( Agrios, 1989 ).

19



Botrytis

El control de las enfermedades causadas por Botrytis se logra mediante la eliminacién
de restos de plantas infestadas e infectadas y proporcionando las condiciones para que exista
una ventilacién adecuada y una répida desecacion, tanto de las plantas como de sus productos.
En los invernaderos, el nivel de humedad debe reducirse mediante ventilacién y calefaccion.

(Agrios, 1989).
Fusarium

La disponibilidad y el tipo de fuentes de nutrimentos son importante en la incidencia de
algunas enfermedades. Por ejemplo, las poblaciones del patégeno Fusarium oxysporum: t.sp.
niveum se redujeron un 25 a 30 % por la aplicacién de urea mas superfosfato de calcio, o
nitrato de potasio, respectivamente, 15 dias después de enriquecerlo, pero la poblacién del
patégeno se incrementd un 15.5 o 58.81 % cuando se incorporé 0.1 o 1 % de sulfato de

amonio, respectivamente (Huang y Sun en 1982 citado por Diaz, 1990.)
Rhizoctonia solani

Debe evitarse cultivar las tierras himedas y muy poco drenadas, por lo que tiene que
mejorarse el drenaje; las semillas deben sembrarse en camas elevadas y en suelos que presenten
las condiciones mas adecuadas para que las plantulas se desarrollen con rapidez. Debe haber
espacios amplios entre las plantas para que se permita una buena aireacién de la superficie del
suelo y de las plantas. Cuando se presenten razas especificas del patogeno, puede ser

conveniente una rotacién de cultivos cada tres afios (Agrios, 1989).

2.3.4. Control bioldgico
El control bioldgico de organismos fitopatdgenos es un campo de investigacion
relativamente nuevo que promete ser una de las formas aceptables para el control de las

enfermedades de las plantas, debido al poco desequilibrio ecolégico que ocasiona.
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2.3.4.1. Definicién de control biolbgico

El control biolégico de las enfermedades de las plantas puede definirse como; cualquier
condici6n o préctica bajo la cual, la sobrevivencia o actividad de un patégeno se reduce debido
a la accidn de cualquier organismo viviente (excepto el hombre), resultando una reduccién de
la enfermedad causada por el patdgeno . El control biolégico puede lograrse mediante la
introduccién o aumento de una o mds especies antagénicas. En otra definicién, el control
biolégico comprende el uso de cualquier organismo para controlar un patdgeno, incluyendo
el uso de plantas superiores y la resistencia genética de plantas hospederas, que es un control

bioldgico de los mas efectivos. ( Cook, 1985 ).

Por afios hubo controversia considerable entre los microbi6logos para establecer la
significancia de la produccién de antibiSticos en la economia microbiana del suelo. El
argumento de la actividad de los antibidticos en la naturaleza se debia a la dificultad para
detectar cualquier cantidad significativa por los métodos mis comunes de anilisis del suelo
(Garrett, 1965, citado por Virgen, 1990). Por otra parte, Merriman ez al. (1975) probaron el
efecto de siete organismos antagénicos en plantas de papa, en suelos estériles; entre estos
organismos se encontd Bacillus subtilis Cohn, aislamientos 1-B3, 1-B68, 1-B77 y 1-B80. El
aislamiento 1-B80 aument6 la produccién, en suelo inoculado con Rhizoctonia solani,
posiblemente debido a un efecto antagdnico y porque parece que la bacteria produce sustancias

similares a giberelinas.

2.3.4.2. Historia e importancia del control bioldgico.

El estudio del control biolégico de los patdgenos del suelo se remonta a inicios del siglo
XX. Potter en 1908 demostré que la actividad de un patdgeno puede inhibirse por acumulacién
de sus propios productos metabolicos. Sanford en 1926 sugirié que el control de la rofia de
la papa con Strepromyces scabies (Thaxtes), Waksman se realizaba por la adicion de abonos
verdes, constituyendo un control biolégico, debido a un incremento de ciertas bacterias
antagdnicas que se multiplican sobre material organico. Este mismo autor integrd dos hipétesis
concisas de control biolégico, como sigue: (1) los organismos saprofitos pueden controlar la

actividad de los patdgenos de las plantas y (2) el balance microbiolégico del suelo puede
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cambiarse por alteracién de las condiciones del mismo, en particular adicionando material
organico fresco, ya que promueve la actividad y multiplicacién de sapréfitos; mediante
competicién por nutrimentos y por oxigeno, y por sus excreciones, los sapréfitos suprimen la

actividad y la multiplicaci6n de los patdgenos (Virgen, 1990).

A partir de entonces el nimero de escritos sobre control biol6gico se ha incrementado,
especialmente después de 1965 (Baker, 1987). Aunque durante mucho tiempo el control
biol6gico no se consideré econdémicamente factible (Weller,1988), actualmente se piensa que
este tipo de control puede tener un papel importante en la agricultura del futuro, por el hecho
de que varias compaiifas tienen programas para desarrollar agentes de control bioldgico con esta
clase de organismos como productos comerciales. Esto es una respuesta de intéres, en lo

concerniente al peligro del uso de pesticidas quimicos (Weller, 1988).

2.3.4.3 Clasificacién de los microorganismos de la rizésfera.

La rizésfera es la regidn profundamente poblada por diferentes microorganismos,
incluyendo ambos benéficos y algunos perjudiciales, siendo ideales como agentes de control
biolégico, puesto que la rizdsfera provee la linea frontal de defensa para las raices al ataque

de los patégenos (Weller, 1988).

Microorgauismos benéficos de la rizésfera ( MOBR ).

En el amplio sentido incluye simbiontes ( Rhizobium, ciertos actinomicetos y hongos
micorricicos } y sapréfitos de vida libre, que incrementan la disponibilidad de los nutrimentos
o sustancias necesarias para el desarrollo de las plantas y/o suprimen parasitos obligados y

parésitos facultativos (Schippers, et al. 1987).

Son de gran interés, dentro de los microorganismos benéficos de la rizdsfera, aquellos
que ademas de tener un efecto antagénico también promueven el desarrollo de las plantas. Burr
et al. (1978) registraron que cepas de Pseudomonas fluorescens Migula y P. putida (Trevisan),
Migula aplicadas a trozos de semillas , incrementaron el crecimiento de papa como un resultado

en la producci6n de resistencia y control de enfermedades.




Por otra parte, Savamani y Gnanamanickam en 1988 encontraron que, ademds de
suprimir el marchitamiento del platano causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense Smith
la bacteria Pseudomonas fluorescens promovié el desarrollo de raices y de la planta,
determinando que la promocién del desarrollo se debe a una colonizacién agresiva y al
desplazamiento de componentes dafiinos de la microflora de las raices, como lo habian

determinado Schroth y Hancock en 1982 (citado por Virgen, 1990).
2.3.4.4, Agentes de control biologico

Los microorganismos del suelo han mostrado eficiencia en el control bioldgico de
enfermedades; asi Bacillus spp. se ha usado sobre una amplia variedad de especies de plantas
(Weller,1988).

Bacillus subrtilis ha sido probada en una amplia variedad de especies de plantas por su
capacidad en el control de enfermedades. Esta especie es una candidata ideal para el control
biolégico, porQuc es de las bacterias que producen endosporas, las cuales son tolerantes al calor
y a la desecacion; de gran interés es la cepa B. subtilis A13, que fue aislada por Broadbent ez
al. (1971 ) de micelio de Sclerotium rolfsii Sacc. ya que ha mostrado antagonismo a muchos
patogenos de plantas y ayuda a mejorar el crecimiento de un gran nimero de especies de
plantas bajo condiciones naturales del suelo. En tratamientos de semilla, increment6 la cosecha

de zanahoria en un 48 % , la de avena en 33 % y la de cacahuate en mis del 37 % .

Entre los agentes usados como control bioldgico de patdgenos, se consideran

principalmente a las rizobacterias, entre las cuales se incluyen los siguientes géneros:

Actinoplanes, Agrobacterium, Alcaligenes, Amorphosporangium, Arthrobacter, Azotobacter
Bacillus, Cellulomanas, Enterobacter, Erwinia, Flavobacterium, Hafnia, Micromonospora,
Pseudomanas, Pasteuria, Rhizobium, Bradyrhizobium, Serratia, Streptomyces y Xanthomonas
(Weller,1988).
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Herrera y Herrera ( 1963 ) encontraron que el antibi6tico producido por B. subtilis es
difundible en el medio de cultivo y es capaz de inhibir a Alternaria y potencialmente a
Colletotrichum sp., ademés B. subtilis fue capaz de proteger a las pléntulas de tomate contra

el ataque de R. solani, in vitro.

Filippi et al. ( 1984 ;1987 ) encontraron que una cepa de B. subrilis designada como
MS51, es particularmente activa contra F. oxysporum f. sp. dianthi , tanto in vitro como in
vivo, y que fue inhibidora hacia otras tres especies de F. oxysporum por un periodo de dos
meses después del tratamiento de las plantas con B.subtilis M51 y se sugirié que la proteccién

de las plantas depende de la presencia fisica de la bacteria sobre las células de las raices.

Filippi et al. ( 1985 ) observaron que B. subtilis M51 fue activa sobre Alternaria solari
(Ell. G. Martin) L.R. Jones Grout. Botrytis cinerea, Fusarium osyxporum f. sp. dianthi y
Rhizocronia solani, mientras que Virgen ( 1990 ) registrdé que B. subtilis dié una proteccién de

74.6% contra el marchitamiento de la sandia causado por Fusarium oxysporum f. sp. niveum.

Casarrubias y Frias ( 1992 ) evaluaron la eficiencia de B. subtilis para el control de la
marchitez de plantulas de chile en condiciones de invernadero y encontraron que la actividad
antibidtica de B. subtilis es efectiva contra la marchitez de chile causada por Fusarium y

Rhizoctonia.

Thirumalachar y O° Brien ( 1977 ) encontraron que una cepa de B. subtilis inhibid el
desarrollo de Macrophomina phaseoli (Maubl.) Ashby y Botrydiplodia solani- tuberosa Thri.
& O’ Br. y en estudios de campo los tratamientos a semillas y tubérculos antes de sembrarse
redujeron la frecuencia de la podredumbre carbonosa de la papa. Por otra parte, Mew y
Rosales ( 1986 ) registraron que bacterias fluorescentes y no fluorescentes inhiben el desarrollo
miceliano de Rhizoctonia solani, afectan la viabilidad del esclerocio y promueven ligera;nente

la germinacion de semillas de arroz.
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Tschen y Kuo ( 1985 ) estudiaron los efectos antagénicos de B. subtilis y encontraron
que el filtrado de un cultivo de esta bacteria afecté la formaci6n de esclerocios de R. solani.
El "damping off" en plantas de frijol es causado por R. solani, enfermedad que puede ser
controlada con la aplicacién de B. subtilis en el suelo. También mencionaron que cubrir la
semilla con B. subtilis es el método mas simple y efectivo para el control biolégico del
"damping off" en frijol. Aplicaciones de sustancias antibiéticas aisladas de filtrados de cultivos
de B. subtilis mostraron una obvia inhibicion del crecimiento de R. solani y sobre el desarrollo

de lesiones tanto en las vainas, como en partes productoras de follaje.

Elis e al. en 1982 citaron que Bacillus subtilis tiene un efecto antagénico a Phytophtora
cactorum (Leb. & Cohn) Schroet, que produc_:e la pudricidn de la corona, localizada cerca del

cuello al nivel del suelo, en los drboles de manzano (Utkhede, 1984).

~Schroth y Hancoch ( 1982 ) registraron que el grupo de bacterias designadas como
Pseudomonales fluorescens incrementaron el rendimiento de papa del S al 33% ; el de
remolacha de 4 a 8 toneladas/ha y la raiz del rabano del 60 al 144% . A esas cepas y a otras

similares se les di6 el nombre de "rhizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas”.

Por otra parte, Juhnke et al. en 1987 comentaron que una cepa de B. subtilis se ha
comercializado, como inoculante de semillas, con el nombre de Quantium 4,000, la cual tiene
potencial para producir plantas sanas e incrementar la produccidn; asi mismo indicaron que por
la colonizacién de las raices, estas bacterias pueden desarrollarse como agentes de control para

patdgenos de suelo (Diaz, 1990).

Veldzquez ( 1991 ) menciond que inoculando la semilla de sandia con B. subtilis se
obtienen de 73 a 79% de plantas sanas contra el testigo que tuvo de proteccién 25% ; indicé
ademds, que la marchitez de la sandia se increment$ durante el ciclo del cultivo al disminuir

la eficiencia de B. subtilis por factores no determinados.



2.3.4.5. Seleccidon, formulacién e inconsistencia de los agentes de control

biologico

La seleccion y formulacion del candidato como agente de control biolégico es un factor
importante, ya que debe de establecerse y mantenerse durante un largo periodo sobre el
material colonizado y adaptarse a muchos factores edéficos del suelo, incluyendo temperatura,
humedad, pH, contenido de arcilla y otros factores ambientales, como desechos de plaguicidas.
Ademis, se debe considerar la dosis del candidato a emplear (Weller, 1988 ). De los
organismos mas ficilmente formulables estdn las bacterias que producen endosporas (Weller,
1988); una de estas es Bacillus subtilis, la cual posee un amplio espectro de control, ya sea por
sustancias antibidticas secretadas o por la competencia fisica por factores comunes con

patégenos. Asi mismo también se ha utilizado en otros cultivos (Cuadro.1).
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Cuadro 1. Registro del control de enfermedades de las plantas con Bacillus subtilis

( Pusey,1989).

Pat6geno Planta
Manzano Nectria galligena Brees.
Phytophthora cactorum Leb.
Clavel Fusarium oxysporum Schlecht.
Cerezo Alternaria alternata (Fr.)
Keissker
Monilinia fructicola (Wint)
Honey
Citricos Alternaria citri Ellis & Pierce
Maiz Fusarium roseum (LK.) Snyder y Hansen
Cebolla Sclerotium cepivorum Berk.

Frutos de hueso

Papa

Soya

Remolacha

Monilinia fructicula (Wint) Honey

Macrophomina phasealina (Tassi) G. Goid.
Botryopdiplodia solani- tuberosi Thri & O’ Br. Frijol
Uromyces appendiculatus (Pers.) Lev.

Phomopsis sp.

Rhizoctonia solani Khun.

Rhizoctonia spp.




2.3.4.6. Mecanismos de control biolégico.

Mecanismo de Antagonismo

En 1960 se suscribi6 el uso del término antagonismo, para designar a todas aquellas
interacciones en las cuales al menos una de las especies interactuantes es dafiada.

Los mecanismos de supresion del patégeno por un agente de control bioldgico son
competencia por substrato, exclusion, antibiosis y explotacién ( que incluye parasitismo y
depredaci6n ), sider6foros y resistencia inducida.

En la competencia por nutrimentos proporcionados por los exudados de raices y
semillas, probablemente ocurren muchas interacciones entre las bacterias antagdnicas y los
patdgenos. ( Weller, 1988 ). En concreto, antagonismo es cualquier interaccion entre dos o mas
poblaciones de especies, que afectan su desarroilo y sobrevivencia. Los microorganismos
benéficos, especialmente actinomicetos, se incrementan principalmente con el uso de

aditamentos orgdnicos y compiten por la raiz ( Sun y Huang, 1985 ).

Antibiosis

- La antibiosis juega un papel importante en la supresién de enfermedades, mediante la
produccion de antibidticos de algunas bacterias. Un microorganismb se defiende de sus
enemigos de diversos modos: puede producir metabolitos que alteren las condiciones de un
medio, tales como pH, presién osmdtica y tension superficial, haciendo que el ambiente sea
desfavorabie para el desarrollo de microorganismos mds exigentes. Asi mismo, puede elaborar
sustancias toxicas especificas que perturben el metabolismo de otros gérmenes, hasta el punto
de que mueran o sean incapaces de reproducirse. Estas sustancias se denominan antibiéticos.
(Salle, 1965).

La antibiosis se ha considerado como antagonismo mediado por metabolitos especificos
y no especificos de origen microbiano, por agentes liticos, enzimas, compuestos volatiles y
otras sustancias tdxicas ( Fravel, 1988 ). Puede considerarse como la relacién en la cual una
especie A produce una sustancia nociva a la especie B, sin que la especie A obtenga beneficio

directo. La antibiosis es considerada como uno de los mecanismos més importantes.

28



Loeffler et al. (1986) registraron que el complejo de fengomicina, sustancia producida

por B. subtilis reduce la infeccién de R. solani.

Tschen en 1987 estudid los efectos de B. subtilis F,29-3 sobre el crecimiento de R.
solani, incluyendo la costra negra de la papa y el tizén del arroz. En papa dextrosa agar
(PDA), B. subtilis induce a R. solani a formar engrosamiento de las hifas y acumular sustancias

quitinosas de las mismas (Diaz, 1990).

Thomashow y Weller (1988) registraron que Pseudomonas fluorescens 2-72 inhibi6

totalmente la pudrici6n de la raiz causada por Gaeumannontyces graminis (Sacc.) Arx y Olivier

El parasitismo ocurre en nemétodos, como lo mencionaron Stirling y Wachtel (1980);
una preparacion de B. penetrans, incorporada al suelo en proporcion de 100 mg/kg, ocasiond

que en 24 hrs. el 99% de los juveniles de Meloidogyne fueron parasitados.

Kloepper et al. en 1980 fueron los primeros que demostraron la importancia de los
siderdforos ( quelato con un bajo peso.molecular y alta afinidad al Fe*™, que transporta fierro
en las células de los microorganismo) como mecanismo de control biologico. Los sideroforos
regulan la cantidad de fierro en la rizdsfera, privando de éste a los patégenos y suprimiendo
su desarrollo. Existen registros publicados acerca de la influencia de los siderdforos en el

control de fitopatégenos ( Baker, et al. 1986).



. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se Ilevd a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Agronomia de la Universidad de Guadalajara , ubicada en el Predio Las Agujas, Municipio
de Zapopan, Jai. y en el Centro de Investigacién de Estudios Avanzados del Instituto
Politecnico Nacional, Unidad Irapuato Gto. (CINVESTAYV - IPN).

3.1. MATERIALES.
3.1.1. Material bioldgico

- Microorganismo antagénico: Bacillus subtilis se obtuvo de muestras de suelo.
- Microorganismns fitopatdgenos: Alternaria se aislé de plantas de gerbera,Fusarium
fue aislado de plantas de tomate, Botrytis sp. de nochebuena y Rhizoctonia solani

de col.
3.1.2, Aparatos y cristaleria

- Balanza granataria

- Microscopio dptico

- Estufa de incubacién

- Portaobjetos

~ Cubreobjetos

- Matraces erlenmeyer de 50, 500 y 1000 ml.
- Pipetas seroldgicas de 1,10 mi

- Cajas de petri
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3.1.3. Reactivos y medios de cultivo

- Reactivos para la coloracién de Gram
- Reactivo de Kovac

- Acido lactico

- Lactofenol

- Papa dextrosa agar (PDA)

- Agar nutritivo (AN)

3.2 METODOS
3.2.1. Aislamiento, selecccion e identificacién de microorganismo antagénicos.

Se colectaron muestras de suelo del'Bosque La Primavera, Municipio de Zapopan, Jal.
y se trasladaron de inmediato al laboratorio para el aislamiento de microorganismos. Se tomé
un gramo de suelo, el cual se diluy6 en 9 ml de agua destilada estéril; esta operacion se repiti6
hasta tener una dilucion de 10-*. Del tubo que contenia la dltima dilucién se tomé 0.1 ml y se
sembro por el método de dispersion en placa, en medio papa dextrosa agar (PDA) y agar
nuiritivo (AN). Los medios fueron incubados de 22 a 24 C°, durante 72 hrs; posteriormente,
al observar que una bacteria mostré antagonismo hacia los demis Mmicroorganismos presentes
en la caja de petri, dicha bacteria fue aislada. La identificacién se llevo a cabo en el

CINVESTAV- IPN mediante la utilizacién de las pruebas pertinentes del Manual de
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Laboratorio de Bacteriologia Médica (Giano, ez al. 1976), las cuales fueron: tincién de Gram

y pruebas bioquimicas:

Fermentacion de azicares:
- Dextrosa

- Maltosa

- Glucosa

- Sacarosa

- Lactosa

Produccidn de indol
Reduccién de nitratos
Utilizacién de citrato
Fermentacion de manitol

Produccion de acido sulfhidrico.

3.2.2 Aislamiento e identificacién de hongos fitopatigenos.

Se tomaron muestras de Fusarium partir de tomate, Rhizoctonia solani de papa,
Alternaria a partir de gerbera, Botrytis de nochebuena. Las muestras de las plantas mostraban
la presencia de la enfermedad. Los hongos se identificaron de acuerdo a las claves de Barnett
y Hunter (1972), Finch (1981) Y Streets (1978). El procedimiento a que se sometieron dichas

muestras fue el siguiente:

Induccion de desarrollo vegetativo.

El primer paso consisti6 en lavar el tejido infectado en agua, para separarlo de la
materia orgdnica extrafia, posteriormente  se esterilizé superficialmente el teiido con
hipoclorito de sodio al 1% durante 1 minuto, después se lavaron dos veces con agua destilada
estéril, para quitar el exceso de cloro, posteriormente se realizé la siembra en el medio PDA

y se incubaron a una temperatura de 22 a 24 °C, para favorecer el desarrollo de los hongos.
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Una vez que se obtuvieron las cepas de los hongos, se procedi6 a realizar la prueba de
antagonismo. Para esta prueba se puso en una misma placa cada fitopatégeno junto con el

organismo a probar, para observar su inhibicién por competencia o antibiosis.
3.2.3. Prueba de antagonismo in vitro

La bacteria antagénica se sembré en PDA por estrias en tres formas diferentes: 1) en
cruz, formando dos lineas que se cruzan en el centro de la caja, 2) en linea, atravesando el
centro de las cajas y 3) en punto, inoculando en el centro de la caja. Estos tipos de siembra se
han utilizado en estudios similares (Filippi er al 1987). Para cada forma de siembra se

realizaron cuatro repeticiones.

El hongo se sembrd un dfa después, cuando la bacteria ya estaba establecida, colocando
un trozo de micelio de 0.6 mm de didmetro en los espacios libres de la caja, lo mas alejado de
la bacteria. También se sembré un testigo, que consistié én la siembra del hongo sélo en el
centro de la caja. Las cajas se incubaron a una temperatura de 22 a 24 °C. El crecimiento del
hongo se midi6 horizontalmente en centimetros, a partir del dia siguiente a su siembra, durante

cinco dias consecutivos.

La evaluacion se realizd desde el punto donde se colocé el fitopatogeno. El analisis de
los resultados se realizé mediante el trazado de graficas que permitieran ver el desarrollo de
los hongos. Asi mismo, se efectuaron observaciones microscopicas para observar el efecto

inhibitorio en el micelio.
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IV. RESULTADOS

Con base a los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas para la identificacién
de la bacteria, ésta se identifico como Bacillus subtilis, como se muestra en el cuadro 2. A
diferencia de otras especies que tienen caracteristicas similires, Bacillus subtilis como se
observa en el cuadro 3, muestra hemolisis de sangre de borrego positiva, mientras que en B.
licheniformisdes Weimann y B. mycoides la hemdlisis es negativa; de la misma manera, se
observa que B. subtilis es capaz de utilizar citrato; sin embargo, ni B. circulans Jordan, ni B.
spharicus Neide lo utilizan. Asi mismo, se observo que B. subtilis reduce nitrato a nitrito, y

B. megaterium Bary y B. pumilus Gottheil no lo reducen.

Antibiosis de Alternaria in vitro

Los resultados del crecimiento de Alternaria en presencia de Bacillus subtilis, se
muestran en el cuadro 4 y la figura 5. A partir del primer dfa de sembrado el hongo se observé
inhibicién por B. subtilis en la siembra en cruz (0.88 cm), en punto (0.73 ¢cm) y en linea (0.71
cm), con respecto al testigo (1.02 cm). Del tercer al quinto dia, el crecimiento de Alternaria
en la siembra en cruz fue minimo (1.52 a 1.59 cm), en el sexto dia aument6 su crecimiento y
en el séptimo dia disminuyd. En los dltimos dfas (sexto y $éptimo) es poco el crecimiento
micelial en la siembra en punto (2.54 a 2.6 cm) y en linea (2.18 a 2.25 c¢cm) con respecto al

testigo (6.5 cm).
En observaciones mds detalladas en el microscopio se aprecié que Bacillus subtilis

provocé una marcada reduccién en el didmetro de las hifas y una inhibicién completa de la

formacion de los conidios de dicho hongo.
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Cuadro 2. REACCION DE LA BACTERIA IDENTIFICADA A LAS DIFERENTES PRUEBAS BIOQUIMICAS

Anilisis Respuesta

Movilidad
Licuefaccion de gelatina
Utilizacién de citrato

Reduccion de nitrato

+ 4+ + + +

Reaccién de Voges Proskauer

Produccion de Indol
* Glucosa

* Maltosa

+ + +

Acido de * Sacarosa
* Lactosa -
* Manitol +
Produccién de acido sulfhidrico -

Hemdlisis de sangre de borrego +

+ = Positivo - = Negativo
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CUADRO 3. CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE ALGUNAS ESPECIES COMUNES DE BACILLUS

LESPECIES MOVE- | LICUEFAC- | HIDROLISIS | HEMOLISIS | PEPTONIZA- | UTILIZA- | REDUCCION | REACCION ACIDO DE
LIDAD | CION DE | DE DE CION DE CION DE | DE DE VOGES
GELATINA | ALMIDON | SANGRE LECHE CITRATO | NITRATO PROSKAUER

DE ARABINOSA | GLUCOsA | MANITOL | SALICINA

BORREGO
B. ANTIIRACIS - + + . + + ¥ + N N
B. BOVIS + + - . +- +- - . + ¥ .
B. CEREUS + + + + + + + + + - +-
B. CIRCULANS + + + . ACIDO - + - + + ¥ N
B. LICHENIFORMIS | + + + - +- + + + + + + ¥
B. MEGATERIUM + + + . +- + - + + + .
B. MYCOIDES + + + - + + + + - + + +-
B. PUMILUS + + - . + + - + + + + .
B. SPHAERICUS + + 0 - - - + .
B. SUBTILIS + + + + + + + + + - + +-

* LA REACCION NO FUE ENCONTRADA EN LA LITERATURA CITADA
+- ALGUNAS CEPAS FUERON POSITIVAS (+) OTRAS FUERON NEGATIVAS (-)
TOMADA DE GIANO.1976
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CUADRO 4. Resultado del Antagonismo de Bacillus subilitis a Alternaria

TIPO DE DIAS DESPUES DE SEMBRADO
SIEMBRA 1 2 3 4 5 6 7 To**
Cruz 0.88* 1.15 1.52 1.55 1.59. 1.71 1.68 25.8
Punto 0.73 1.33 1.91 2.25 2.39 2.54 26 400
Linea 0.71 1.14 1.66 1.90 1.98 2.18 225 346
Testigo 1.02 1.78 2.65 3.5 4.16 5.53 6.5 100

* Crecimiento micelial en cm.

** Crecimiento con respecto al testigo (100%).
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FIG. 5 Efecto del antagonismo de Bacillus subtilis sobre Alternaria.
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Antibiosis in vitro sobre Botrytis

Los resultados del antagonismo de Bacillus subtilis sobre Botrytis se muestran en el
cuadro 5 y la figura 6. Se observé el comportamiento del hongo durante cuatro dias posteriores
a su inoculacién, de acuerdo a los diferentes tipos de siembra de la bacteria, obteniéndose para
el testigo en el dfa uno un crecimiento de 3.3 cm, en la siembra en cruz 1.6 cm, en punto 2.39
cm y en linea 2.04 cm. En el dia dos , el testigo mostré6 5.5 cm; en comparacion con la
siembra en cruz que tuvo 1.77 cm, en punto 2.88 cm y en linea 3.89 cm. En el dia tres , el
testigo mostré 7.63 cm, el de cruz 1.78 cm, en punto 3.3 cm, en linea 5.35 cm . Y por iltimo
en el cuarto dia el testigo cubrié completamente la caja (9.0 cm), en la siembra en cruz el
crecimiento se detuvo (1.78 cm), lo mismo que en punto (3.33 cm), no asi en la de linea que

creci6 hasta los 6.26 cm, pero sin llegar a cubrir la caja .

El las observaciones microscépicas realizadas en el micelio de Botrytis afectado por B.

subtilis, se mostré una reduccién en el didmetro de las hifas en comparacion con el testigo.
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CUADRO 5. Resultado del Antagonismo de Bacillus subilitis a Botritis

TIPO DE DIAS DESPUES DE SEMBRADO
SIEMBRA 1 2 3 4 %%
Cruz 1.6* 1.77 1.78 1.78 19.7
Punto 2.39 2.88 3.3 3.33 37.0
Linea 2.04 3.89 5.35 6.26 69.5
Testigo 3.3 5.5 7.63 9.0 100

* Crecimiento micelial en cm.
** Crecimiento con respecto al testigo (100%).
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FIG. 6 Efecto del antagonismo de Bacillus subtilis sobre Botrytis.
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Antibiosis in vitro sobre Fusarium

Los resultados obtenidos del crecimiento micelial de Fusarium en presencia de Bacillus
subtilis se muestran en el cuadro 6 y en la fig. 7. El crecimiento micelial de Fusarium en los
diferentes tipos de siembra de la bacteria se expresé en cm . Se observé el efecto antagénico
de B. subtilis sobre Fusarium durante seis dias consecutivos.

Para el testigo en el dia uno tuvo un crecimiento micelial de 1.41 cm, en la siembra en
cruz 1.03 cm, en punto 1.11 cm, y en linea 1.06 cm . Se observé que Fusarium tiene un
crecimiento similar en la siembra en cruz durante los dias cuatro, cinco y seis (2.78 cm, 2.85
cm, 2.93 cm). En el sexto dia el testigo cubrié completamente la caja (9.0 cm); sin embargo,
en cruz (2.93 cm), en punto (3.94 cm) y en linea (3.99 cm) no liegd a cubrir la caja, asi mismo
se observd que el efecto de inhibicién del hongo en la siembra en punto (3.94 cm) es similar

a la siembra en linea (3.99 cm).

En las observaciones microscdpicas del micelio afectado por la bacteria, se mostré una

reduccion en la formacion de los conidiéforos del hongo.
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CUADRO 6. Resultado del Antagonismo de Bacillus subilitis a Fusarium

TIPO DE DIAS DESPUES DE SEMBRADO
SIEMBRA 1 2 3 4 5 6 %t
Cruz 1.03* 223 2.49 2.78 2.85 2.93 325
Punto 1.11 2.12 2.93 3.65 3.84 3.94 437
Linea 1.06 2.41 2.81 3.43 3.72 3.99 44.3
Testigo 1.41 2.83 4.01 5.79 7.06 9.0 100

* Crecimiento micelial en cm.

** Crecimiento con respecto al testigo (100%).
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FIG. 7 Efecto del antagonismo de Bacillus subtilis sobre Fusarium
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Antibiosis in vitro sobre Rhizoctonia solani

Los resultados sobre el crecimiento micelial de Rhizoctonia solani en presencia de
Bacillus subtilis se muestran en el cuadro 7 y en la fig. 8. Se puede observar que a partir del
segundo dia de sembrado el hongo, se mostro el efecto inhibitorio de Bacillus subtilis, en la
siembra en cruz (1.24 cm), en linea (1.99 cm) y en punto (2.06 cm), en comparacién con el
testigo (2.3 cm). El dia tres el crecimiento fue similar en la siembra en punto (2.65 cm) y en
linea (2.67 cm). Del quinto al sexto dia, ef crecimiento de Rhizoctonia solani en la siembra en
cruz fue minimo (1.95 a 1.98 cm). y por iltimo en el sexto dia el hongo (testigo) cubrié
totalmente la caja. mientras que en la siembra en cruz tuvo un crecimiento menor (1.98 cm),
a diferencia de la siembra en punto (3.89 cm) y en linea (4.1 cm) que tuvieron un crecimiento

mayor.
Las hifas de R. solani, afectadas probablemente por el antibiético liberado de B. subtilis,

mostraron reduccidn en el didmetro de las mismas, observacion realizada también por Tschen
en [987. (Diaz, 1990).
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CUADRO 7. Resultado del Antagonismo de Bacillus subilitis a Rhizoctonia solani

TIPO DE DIAS DESPUES DE SEMBRADO

SIEMBRA 1 2 3 4 5 6 To**
Cruz 0.8% 1.24 1.58 - 1.7 1.95 1.98 22.0
Punto 10.3 2.06 2.65 3.0 3.44 3.80 432
Linea 0.88 1.99 267 312 3.55 4.1 455
Testigo 0.86 23 3.72 5.33 7.33 9.0 100

* Crecimiento micelial en cm.
** Crecimiento con respecto al testigo (100%).
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FIG.8 Efecto del antagonismo de Bacillus subtilis sobre Rhizoctonia Solani
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en las pruebas bioquimicas mostradas en el cuadro 2,

correspondieron con las caracteristicas diferenciales de Bacillus subtilis (cuadro, 3).

Se observé que B. subtilis mostrd accion antagénica sobre Alternaria, Botrytis,
Fusarium, y Rhizoctonia solani, misma obser vacién hecha por Filippi (1985), quien encontrd
que B. subtilis fue activa in vitro sobre Alternaria , Botrytis, Fusarium y Rhizoctonia solani.
Asi mismo, Herrera y Herrera (1983) encontra ron que Bacillus subtilis inhibié in vitro a
Alternaria y Rhizoctonia, mientras que Diaz, (1990) registrd que B. subtilis inhibi
moderadamente el crecimiento in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. niveum . El crecimiento
de Alternaria, Botrytis, Fusarium y R. solani en la siembra en cruz de B. subtilis fue me nor
que en la siembra en linea y en punto en el centro; esto puede ser debido a que en la siembra
en cruz fue menor el espacio disponible para el desarrollo del hongo, mientras que en las otras
siembras (linea y punto) el espacio es mayor y por lo tanto el crecimiento también, observacion
hecha también por Diaz (1990).

Asi mismo se observé que Borrytis fue el hongo que presentd mayor inhibicion, sin
embargo, no se presenté en la siembra en linea, debido al mayor espacio que tiene para
desarrollarse y el indice de crecimiento es mayor, en comparacion con Alternaria, que tiene
crecimiento lento. El halo de inhibicion de los hongos aumenta probablemente cuando existe
mayor produccion de sustancias liberadas en el medio de cultivo por Bacillus subrilis, observa
cién hecha también por Herrera y Herrera (1963) y Diaz (1990), éste iiltimo ademds encontré
que la eficiencia de B. subtilis hacia Fusarium oxisporum in vitro es satisfactoria, no asi en
condicig nes de invernadero en donde los resultados fueron variables. Sin embargo, el tamafio
del halo de inhibicién in vitro, puede no representar la eficiencia de inhibicion in vivo Utkhede,
(1984).
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Se observé una disminucion en el didmetro de las hifas, lo que puede ser debido al
efecto del antibidtico producido por la bacteria. Esta observacién fue hecha también por Tschen
(1987), quien ademds mencioné que la disminucién se debe a una concentracién de quitina en

las hifas afectadas por el antibiético.

49



VI. CONCLUSIONES

1.- Se aislé e identificé Bacillus subtilis como antagonista a Alternaria, Botrytis, Fusarium,

¥ Rhizoctonia solani en pruebas de laboratorio.

2.- Enla siembra en cruz fue menor el crecimiento micelial de los hongos mientras que en los

otros tipos de siembra (linea y punto) fue mayor.

3.- Botrytis fue el hongo que presentd mayor inhibicién en las pruebas de antagonismo, con

respecto a los demas hongos.
4.- Fusarium fue el hongo que presenté menor inhibicién con respecto a los demés hongos.

5.- Se necesita realizar trabajos de campo, con la finalidad de investigar si el antagonista es

capaz de controlar las enfermedades ocasionadas por estos hongos.
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