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Biological control of chili pepper root rot (Capsicum annuum L.) by Bacillus thuringiensis
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Resumen. La expansién de la marchitez del chile en nuevas plan-
taciones y diferentes zonas productoras de México, y la dificultad en
el control de la misma, obligan a desarrollar nuevas medidas de con-
trol. Se espera que las mismas auspicien mejores expectativas para el
control de la enfermedad en el contexto de una estrategia de manejo
integrado. El presente estudio se realizé con el objetivo de evaluar
y determinar la capacidad antagénica de 64 cepas de Bacillus thurin-
gilensis sobre Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici y Fusarium oxys-
porum mediante estudios de cultivos duales en placas Petri. Las cepas
de Bacillus thuringiensis provinieron de la Coleccién Internacional
de Bacilos Entomopatégenos de la FCB-UANL. Fueron 16 cepas
de B. thuringiensis que redujeron significativamente el crecimiento
radial micelial de R. so/ani, 19 para P, capsiciy ocho para F. oxysporum,
después de tres dias de incubacién a 25°C. Por otra parte, las mejores
cepas bacterianas se evaluaron en semillas de chile variedad Anaheim
mediante pruebas de germinacién bajo condiciones in vivo: se ob-
servé un incremento en el porcentaje de germinacién en el caso del
tratamiento de inoculacién con B. thuringiensis sobre R. solani.

Palabras clave: Bacillus, control biolégico, antagonismo, germi-
nacién, fitopatégenos con origen en el suelo.

Abstract. Wide spreading of pepper blight on new plantations
and on different production areas in Mexico, and the difficulty in
controlling this disease, makes it compulsory to develop new con-
trol measures. It is expected that these measures provide new tools
for controlling this disease in the context of integrated management
strategies. The aim of this investigation was to evaluate and deter-
mine the antagonistic potential of 64 strains of Bacillus thuringiensis
against Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici and Fusarium oxyspo-
rum by dual culture assays. Strains of B. thuringiensis came from the
International Collection of Entomopatogenic Bacillus from FCB-
UANL. Results showed that 16 strains of B. thuringiensis reduced
significantly the radial mycelial growth of R. solani, while 19 strains
did the same for P, capsici and 8 strains for F. oxysporum after three
days of incubation at 25°C. In addition, the best bacterial strains were
evaluated on Anaheim variety pepper seeds by in vivo germination
trials: results showed an increase on germination percentage in the
case of seed inoculation with B. thuringiensis over R. solani.

Key words: Bacillus, biological control, antagonism, germina-
tion, soil-borne plant pathogens.
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INTRODUCCION

En México, el chile (Capsicum annuum L.) es el cultivo horti-
cola mds importante considerando la superficie que se siembra
(FOASTAT, 2005). En la actualidad, entre los factores mas im-
portantes que limitan su produccién se encuentran los fitopaté-
genos provenientes del suelo (Veldsquez et al., 2001). Entre ellos
se encuentran los géneros Pythium, Rhizoctonia, Fusarium'y Phy-
tophthora spp. Estos causan una enfermedad conocida comun-
mente con el nombre de “tristeza o marchitez del chile”. Su
presencia se ha reportado en todos los estados productores de
chile en México (Redondo, 1974; Guigon y Gonzilez, 2001).
Las pérdidas estimadas a nivel nacional oscilan entre un 10 y un
60%, mientras que en dreas especificas del Bajio y Puebla pueden
alcanzar el 100% (Pérez et al., 2003). Se han utilizado diversos
métodos para controlar esta enfermedad, siendo las pricticas cul-
turales (Ristaino, 1991) y el control quimico los mds empleados
(Parra y Ristaino, 2001). Sin embargo, el control biolégico ha
tomado una gran relevancia en los dltimos afios.

El género Bacillus, independientemente de su ubicacién tax-
ondmica, se encuentra entre los agentes mds adecuados para el
control biolégico debido a cualidades tanto morfolégicas como
fisiolégicas que permiten su ubicuidad en la naturaleza (Martin
y Travers, 1989; Smith y Couche, 1991; Meadows et al., 1992).
Este género ademds ha tenido mucho éxito en la prevencién
de patologias vegetales causadas por hongos (Morgan, 1963;
Reedy y Rahe, 1989; Rytter et al., 1989; Turner y Backman,
1991; Smith et al., 1993; He et al., 1994; Osburn et al., 1995).
El B. thuringiensis es el organismo mds exitoso en cuanto a la
comercializacién (Valadares-Inglis et al., 1998). Este produce
un cuerpo paraesporal, denominado d—endotoxina [formada por
una o varias proteinas cristal insecticida (PsCI)], que es téxico
a lepidépteros, dipteros, coledpteros, nematodos y protozoarios
(Vankova, 1957; Smith y Couche, 1991). Sin embargo, su po-
tencial antifingico es desconocido, a pesar de su especificidad,
virulencia, seguridad y potencia contra organismos patégenos
(Pendleton, 1968; De Barjac y Lajudie, 1974; Rowe y Margari-
tis, 1987; Gelernter y Scwab, 1992). Ademis, produce una gran
diversidad de metabolitos, entre los que destacan: bacteriocinas,
antibidticos y enzimas extracelulares (como proteasas y quitina-
sas), elementos clave en el fenémeno de supresién de patégenos
por agentes bioldgicos.

El objetivo de este trabajo fue seleccionar cepas de B.
thuringiensis con potencial antagonista para controlar R. so-
lani, P, capsici 'y F. oxisporum en condiciones in vitro e in vivo.
Es decir, se propuso obtener una alternativa bioldgica para el
control de la marchitez del cultivo del chile.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de cepas de B. thuringiensis. Sesenta y cuatro
cepas de B. thuringiensis se obtuvieron de la Coleccién In-
ternacional de Bacilos Entomopatégenos de la FCB-UANL.
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Estas permanecieron liofilizadas hasta que se activaron para su
uso en tubos de ensayo conteniendo 2,5 ml de caldo nutritivo
a pH 7. Estos tubos se incubaron a una temperatura de 30°C
durante 24 h en agitacién rotatoria a 150 rpm. Posteriormente,
las cepas fueron resembradas en agar nutritivo inclinado a pH
7,y mantenidas en incubacién a 28°C durante 48 h.

Aislamiento de los hongos fitopatégenos. Rhizoctonia so-
lani, P, capsiciy F. oxysporum fueron obtenidos a partir de raices
de plantas de chile con sintomas tipicos de la enfermedad, y
conservados en cultivos puros en glicerol.

Determinacién de antagonismo in vitro. Un disco o plug
de 10 mm de cada hongo fue colocado en el centro de una
caja Petri con papa dextrosa agar (PDA). Posteriormente, se
traz6 un circulo de 6 cm de didmetro rodeando el inéculo
fungico, que recibié una suspensién de B. thuringiensis con-
teniendo 5x10° ufc/mL. Las cajas fueron incubadas durante
72 horas a 22+2°C, y se evalué el crecimiento radial, tasa de
crecimiento y el porcentaje de inhibicién; la informacién ob-
tenida se comparé con el control, donde la suspensién bacteri-
ana fue sustituida por agua destilada estéril. Los resultados se
expresan como el porcentaje de inhibicién correspondiente a
cada una de las cepas bacterianas. El porcentaje de inhibicién
fue calculado usando la férmula siguiente: % de inhibicién =
[1 - (crecimiento fingico en agar que recibié la suspensién
bacteriana/ crecimiento fingico en el control) x 100].

Efecto de B. thuringiensis sobre la germinacién de semi-
Ilas de chile. Se emplearon semillas de chile de la variedad
Anaheim. Estas fueron desinfectadas en una solucién de hipo-
clorito 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. Las suspensiones
contuvieron agua sacarosa al 3%, y 1 x 10® ufc/mL. Las semi-
llas fueron posteriormente sembradas en recipientes pldsticos
conteniendo 300 g de una mezcla estéril de suelo, peat-moss,
vermiculita y perlita (1:1:1). Los recipientes habian sido pre-
viamente inoculados con los fitopatégenos y mantenidos bajo
condiciones de laboratorio a una temperatura de 22-25°C.
Para el inéculo de R. solani, la suspensién se ajusté hasta
alcanzar 10°7 propégulos o fragmentos por ml, para P cap-
sici 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 solucién estéril de agua destilada-sacarosa
al 3%, y se sembraron con y sin inéculo del fitopatégeno. Cada
tratamiento consistié de cuatro repeticiones, y cada una con-
tuvo cuatro plantas. La eficacia de las cepas de B. thuringiensis
fue calculada en base al porcentaje de germinacién a los 20
dias posteriores a la siembra.

Diseiio del experimento. En cada experimento se utilizé
un Disefio Completamente al Azar con Arreglo Factorial Ax-
BxC considerando cada fitopatégeno por triplicado, y repeti-
do por lo menos tres veces. Para la comparacién de medias se
utilizé la prueba de Tukey (p<0,05). Se utiliz6 la versién 6.12
de SAS (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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RESULTADOS

Determinacién de antagonismo in vitro. Entre las 64
cepas de B. thuringiensis probadas (Tabla 1), 43 resultaron
ser buenas antagonistas contra R. solani, P capsici y F. oxyspo-
rum en ensayos de cultivos duales. En éstos la inhibicién fue
claramente observada por un menor crecimiento o la ausencia
completa del micelio fingico en la zona de inhibicién que ro-
deaba la cepa bacteriana.

Tabla 1. Cepas de B. thuringiensis usadas en este estudio.
Table 1. Bacillus thuringiensis strains used in this study.

Clasificacién Numero de cepa

5,6, 7,8, 11,13, 18, 20, 23, 24,
26, 27, 28,29, 33, 39, 46, 51, 52,
54, 55, 63, 64, 66,69, 84, 88, 92,
93, 104, 109, 115, 116, 138, 162,
235, 615.

1,14, 24, 57,116, 121, 133, 184,
187, 193,203, 244, 263, 333, 501,
530, 531, 559, 569, 571,577,597,
615, 650,652, 972, 974.

B. thuringiensis cepas GM

B. thuringiensis cepas HD

Tabla 2. Efecto antagonista de cepas de B. thuringiensis en el creci-
miento radial, tasa de crecimiento y porcentaje de Inhibicion micelial
de R. solani.

Table 2. Antagonistic effect of B. thuringiensis strains in radial growth,
growth rate and percentage mycelial growth inhibition of R. solani.

Cepas Crecimiento  T.C.(cm/dia) % Inhibicién
B. thuringiensis  radial (mm)

HD-571 18,66 0,71 50,22 ab
GM-23 13,50 0,23 63,99 a*
GM-24 1475 0,65 60,66 a
HD-263 16,50 0,6 55,99 ab
HD-652 16,41 0,8 56,22 ab
HD-203 12,75 0,21 65,99 a
GM-63 15,91 0,71 57,55 a
HD-121 14,08 0,83 62,44 a
HD-974 14,41 0,56 61,55 a

GM-6 13,75 0,68 63,33 a
GM-162 17,08 0,96 54,44 ab
GM-11 14,16 0,7 62,21 a
GM-116 19,58 1,51 47,77 ab
GM-52 15,00 0,83 59,99 a
HD-597 24,58 1,83 34,44 b
GM-64 12,50 0,65 66,66 a
Control 37,50 3,98 00,00 ¢

*Valores con la misma letra son similares estadisticamente de acuerdo a

Tukey (p=0,05).

Dieciséis cepas de B. thuringiensis tuvieron efectos antago-
nistas en el crecimiento micelial de R. so/ani (Tabla 2). Las
cepas GM-64 (66,66%) y HD-203 (65,99%) produjeron la
mayor inhibicién de crecimiento (p=0,05), mientras que la
cepa HD-597 presenté el menor porcentaje de inhibicién
(34,4%). También se observé una reduccién en la tasa de cre-
cimiento micelial de 3,98 a 0,6 cm/dia.

Para P, capsici, 19 cepas de B. thuringiensis se comportaron
de una manera muy similar, produciendo porcentajes de in-
hibicién del 15,14 al 27,80% (para las cepas HD-193 y GM-
66, respectivamente), y una reduccion en la tasa de crecimiento
de entre 2,86 a 1,26 cm/dia (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto antagonista de cepas de B. thuringiensis en €l crecimiento
radial, tasa de crecimiento y porcentaje de inhibicion micelial de P capsici.
Table 3. Antagonistic effect of B. thuringiensis strains in radial growth,
growth rate and percentage mycelial growth inhibition of P capsici.

Cepas Crecimiento  T.C.(cm/dfa) % Inhibicién
B. thuringiensis  radial (mm)

HD-244 20,83 1,46 22,80 a*
GM-51 20,00 1,45 25,89 a
GM-7 20,58 1,83 23,73 a

HD-531 20,00 1,26 25,97 a

HD-116 20,83 1,76 22,862

HD-333 21,33 1,61 20,93 a

HD-193 22,91 2,23 15,14 a
GM-11 20,50 1,85 24,07 a

HD-263 22,33 2,18 17,23 a
GM-63 20,50 1,73 2411 a
GM-92 20,50 1,8 24,152
GM-8 19,91 2,14 26,042
GM-33 21,50 1,65 20,66 a

HD-974 20,83 1,58 2287 a
GM-6 21,16 1,6 21,56 a
GM-66 19,50 1,51 27,80 a
HD-24 20,83 1,71 22,87a

HD-133 13,66 1,55 2437 a

HD-559 21,50 2,35 20,34 a
Control 27,00 2,86 00,00 b

* Valores con la misma letra son similares estadisticamente de acuerdo a
Tukey (p=0,05).

Sélo ocho cepas mostraron un efecto inhibitorio (p=0,05)
contra F oxisporum (Tabla 4). De éstas sélo cinco inhibieron
mds del 30% del crecimiento, alcanzidndose la méxima in-
hibicién con las cepas GIM-23 (43,02%) y HD-121 (42,04%),
y una reduccién en la tasa de crecimiento de 0,52 a 0,10 cm/
dia. Al realizar observaciones bajo el microscopio de luz, se
observé ademds una disminucién en el desarrollo y en la den-
sidad del micelio en la zona de confrontacién.
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Tabla 4. Efecto antagonista de cepas de B. thuringiensis en el creci- — Tabla 6. Efecto de cepas B. thuringiensis en la germinacion de semi-
miento radial, tasa de crecimiento y porcentaje de inhibicion micelial  llas de chile inoculadas con P capsici.

de F. oxisporum. Table 6. Effect of B. thuringiensis strains on germination of chili pepper
Table 4. Antagonistic effect of B. thuringiensis strains in radial growth,  seed inoculated with P capsici.

growth rate and percentage of mycelial growth inhibition of £ oxisporum.

Cepas % Germinacién
Cepas Crecimiento  T.C.(cm/dia) % Inhibicién B. thuringiensis
B. thuringiensis  radial (mm)
HD-244 75,00 a*
HD-652 13,08 0,17 25,37b
GM-51 62,05 a
GM-29 14,41 0,21 29,84 ab GM-7 50,00 a
HD-501 13,66 0,28 40,10 ab HD-531 75.0
HD-121 12,16 0,10 42,042 HD-116 75,002
HD-974 13,83 0,27 36,72 ab HD-333 75,00 a
HD-530 14,16 0,29 29,21 ab HD-193 75,00 a
GM-23 10,75 0,15 43,02 a GM-11 75,00 a
HD-577 13,66 0,28 39,01 ab HD-263 62,05 a
Control 19,25 0,52 00,00 ¢ GM-63 87,05 a
* Valores con la misma letra son similares estadisticamente de acuerdo a GM-92 50,00 a
Tukey (p=0,05).
GM-8 62,05 a
GM-33 75,00 a
HD-974 75,00 a
GM-6 87,05 a
Tabla 5. Efecto de cepas de B. thuringiensis en la germinacion de GM-66 87,052
semillas de chile inoculadas con R. solani. HD-24 7500 a
Table 5. Effect of B. thuringiensis strains on germination of chili pepper ’
seeds inoculated with R. solani. HD-133 75,00a
HD-559 50,00 a
Cepas % Germinacién Control 93,75 a
B. thuringiensis Control + P, capsici 62,05 a
HD-571 87,05 a *Valores con la misma letra son similares estadisticamente de acuerdo a
GM-23 75,002 Tukey (p=0,05).
GM-24 87,052 Tabla 7. Efecto de cepas B. thuringiensis en la germinacion de semi-
HD-263 75,00 a llas de chile inoculadas con F. oxisporum.
HD-652 75,00 a Table .7. Effect of B Zhur/r)g/ens@ strains on germination of chili pepper
seeds inoculated with F. oxisporum.
HD-203 87,05 a
GM-63 75,00 a Cepas % Germinacién
HD-121 75,00 a B. thuringiensis
HD-974 62,05 b HD-652 87,05 a*
GM-6 93,75 a GM-29 75,00 a
GM-162 62,05 ab HD-501 81,25 a
GM-11 50,00 ab HD-121 87,05 a
GM-116 62,05 ab HD-974 87,05 a
GM-52 100,00 a HD-530 50,00 a
HD-597 25,00 be GM-23 62,05 a
GM-64 87,05 a HD-577 87,05 a
Control 93,75 a Control 93,75 a
Control + R.solani 00,00 ¢ Control + F. oxisporum 87,05 a
*Valores con la misma letra son similares estadisticamente de acuerdo a * Valores con la misma letra son similares estadisticamente de acuerdo a
Tukey (p=0,05). Tukey (p=0,05).

®YTON ISSN 0031 9457, (2009) 78: 105-110



Bacillus thuringiensis y control biolégico del chile

109

Efecto de B. thuringiensis sobre la germinacién de semi-
llas de chile. Las cepas de B. thuringiensis sélo controlaron
significativamente (p=0,05) el porcentaje de germinacién de
las semillas infestadas con R. solani (Tabla 5). Los porcentajes
de germinacién para las distintas cepas de B. thuringiensis (en
el control de R. solani) variaron entre 100% (GM-52) a un
25,0% (HD-597). Las siguientes cepas se destacaron por los
altos porcentajes de germinacién 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 (efectos antagonistas de B. thuringiensis con-
tra P capsici y F. oxisporum) no fueron estadisticamente dife-
rentes respecto al control (Tablas 6 y 7).

DISCUSION

La prueba de cultivo duales es extensamente usada como
una de las pruebas preliminares in vitro para seleccionar agen-
tes de control biolégico (Desai et al., 2002). En el presente es-
tudio, la prueba de cultivos duales mostré que de las 64 cepas
de B. thuringiensis evaluadas, 34 presentaron diferentes capac-
idades para inhibir a R. solani, P. capsiciy F. oxysporum; Gm-64
produjo 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-
121y GM-23 para R. solaniy F oxisporum,y HD-974 para
R. solani, P, capsici’y F. oxisporum.

Estd ampliamente documentado que cepas de una misma
especie, pueden exhibir diferentes capacidades para producir
toxinas e inhibir el crecimiento de diferentes microorganis-
mos (Di Pietro et al., 1991; Choi et al., 1999). Antibiosis es
generalmente el modo de antagonismo observado en Bacillus
spp- (Edwards et al., 1994).

La mayoria de los Bacillus spp. producen muchas clases de
antibiéticos como bacilomicina, fungimicina, micosubtilina y
zwittermicina, que son efectivos en suprimir el crecimiento de
patégenos in vitro y/o in situ (Pal y Gardener, 2006).

De hecho, Bacillus sp. actia via antibiosis, competencia
por nutrientes, sitios de exclusién e infeccién, parasitismo y/o
induccién de resistencia (Jacobsen y Backman, 1993; Arras
y Arru, 1997; Kloepper et al., 2004). El efecto inhibidor de
las cepas de B. thuringiensis en hongos fitopatégenos se puede
asociar a la produccién de enzimas que pueden actuar contra
la pared celular. Esto es debido a que algunas bacterias an-
tagénicas de hongos fitopatégenos producen quitinasas (Ma-
vingi y Heulin, 1994; Asaka y Shoda, 1996). En México se han
seleccionado y caracterizado las enzimas quitinoliticas de B.
thuringiensis,y han llegado a la conclusién que la accién sinér-
gica entre las quitinasas y las proteinas Cry se puede utilizar
en el control biolégico de fitopatégenos (Barboza et al., 1999).
Fenémenos similares fueron observados por Basha y Ulaga-
nathan (2002). Estos autores encontraron, via microscopio de
luz, que la interaccién in vitro de Bacillus sp. (cepa BC121)

contra Curvularia lunata, produjo la presencia anormal de
hifas, condensacién, deformacién y ocurrencia de malforma-
ciones extensivas y dafios al micelio. Emmert y Handelsman
(1999) informaron que Bacillus cereus modificé la composicién
iénica del medio de cultivo en el que fue cultivado: aumentd
el pH, secuestré calcio y excreté amonio. Esta combinacién
es altamente téxica a las zoosporas de Oomycetes patdgenos,
causando un rdpido ensanchamiento y expulsién de la vacuola,
seguido de lisis de las zoosporas. El tratamiento de semillas de
chile con B. thuringiensis fue favorable, ya que incrementé de
manera significativa el porcentaje de germinacién. Resultados
similares han sido previamente observados en varias especies
de Bacillus (Raupach y Kloepper, 1998).

Se debe destacar el comportamiento de las cepas sobre los
diferentes fitopatégenos, ya que algunas resultaron ser sobre-
salientes por su efecto antifingico contra alguno de los hon-
gos, no teniendo el mismo efecto contra otros. Por ejemplo,
la respuesta de la cepa GM-6 (93,75 % de germinacién) a
R. solani, versus su respuesta a P capsici (87,05% de germi-
nacién). De la misma manera, la cepa HD-974 de B. thuringi-
ensis produjo un 62,05% de germinacién en presencia de R.
solani; 75% en presencia de P, capsiciy 87,5% en presencia de F.
oxisporum, Estos resultados sugieren la variabilidad existente
entre cepas, aunque algunos autores (Schippers et al, 1987)
reportan la especificidad de los antibiéticos 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; sin embargo, en semillas de ar-
roz no se observo un efecto similar. En el caso de Fusarium
spp, los autores notaron una disminucién de su incidencia en
semillas de arroz, aunque no se observaron resultados positi-
vos en semillas de frijol. Los resultados del presente estudio
indicaron la eficacia y el efecto antifingico en ensayos in vitro,
y las potencialidades del tratamiento de semillas con cepas de
B. thuringiensis.
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