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RESUMEN

La marchitez del pimentdn, provocada por Phytophthora capsici Leonian, es una
enfermedad que puede presentarse en cualquier edad del cultivo y causa
pérdidas en el rendimiento de hasta un 100 %. Con el objetivo de evaluar el uso
de Trichoderma harzianum Rifai y Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn para el
control de este patdgeno, en la Clinica de Enfermedades de Plantas en la Facultad
Agronomia de la Universidad Central de Venezuela, se realizaron dos ensayos con
disefio completamente aleatorizados, uno in vitro en placas que contenian agar
zanahoria (AZ), con el fin de evaluar, mediante el porcentaje de inhibicién de
crecimiento (PIC) y el porcentaje de inhibicion de esporulaciéon (PIE), el
comportamiento de 21 aislamientos de Trichoderma spp. y 20 de Bacillus spp. de
diferentes localidades de Aragua, Guarico y Carabobo frente al aislamiento
patogénico. Asimismo, bajo condiciones de umbraculo, se evalué el efecto de los
antagonistas (Trichoderma spp. y Bacillus spp.) para inhibir la marchitez causada
por P. capsici en plantas de pimenton, estableciéndose doce tratamientos con diez
repeticiones cada uno y empleando un disefio completamente aleatorizado. Los 12
tratamientos fueron aplicaciones individuales y combinadas de los antagonistas en
el semillero, trasplante y semanal en suelo con el patdgeno y sin el patégeno. Se
evaluo sintomas de marchitez y los parametros de crecimiento de planta (altura,
peso fresco, peso seco de la parte aérea como también el numero de flores; peso
fresco, peso seco y volumen de las raices). Se seleccionaron los aislamientos
Tr12 (T. harzianum) de Mucura Il y B1 (B. subtilis) de Ruiz Pineda por presentar
los mayores valores de PIC (76,80 y 67,22%) y PIE (88,17 y 87,67%),
respectivamente. El tratamiento con la combinacién de T. harzianum (10°con/mL)
+ B. subtilis (10%ufc/mL) en los tres momentos de aplicacién, lograron una
reduccion de la incidencia de marchitez hasta un 70% e incrementos significativos
en las variables vegetativas altura de la planta (50,50 cm), peso fresco (43,18 g) y
seco (5,78 g) de la parte aérea, peso fresco (10,53 g), peso seco (2,33 g) y
volumen de raices (15,80 mL). Estos resultados muestran la factibilidad del uso
combinado de estos agentes de control bioldgico como una de las estrategias a
aplicar dentro de las practicas de manejo del cultivo.

Palabras claves: tristeza del pimenton, manejo integrado, control bioldgico,
antagonistas.



ABSTRACT

The pepper wilt caused by Phytophthora capsici Leonian, is a disease that can
occur at any age and causes crop yield losses of up to 100 %. To evaluate the use
of Trichoderma harzianum Rifai and Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn to control
this pathogen, in the Plant Disease Clinic at the Agronomy Faculty of the
Universidad Central de Venezuela, two trials were conducted with complete design
randomized, one in vitro with the use of agar plates containing carrot (AZ), in order
to evaluate, using the percent inhibition of growth (PIC) and the percent inhibition
of sporulation (PIE), the behavior against the pathogen of 21 isolates of
Trichoderma spp. and 20 of Bacillus spp. from different localities of Aragua,
Guaérico and Carabobo. Also, under greenhouse conditions, we assessed the effect
of antagonists (Trichoderma spp. and Bacillus spp.) to inhibit wilt caused by P.
capsici in pepper plants, establishing twelve treatments with ten replicates each
and using a completely randomized design. The 12 treatments were individual and
combined applications of the antagonists in the nursery, transplant and weekly soll
with the pathogen and without the pathogen. Wilt symptoms were evaluated and
plant growth parameters (height, fresh weight, dry weight of aerial parts as well as
the number of flowers, fresh weight, dry weight and root volume). The isolates Tr12
(T. harzianum) of Mdcura Il and B1 (B. subtilis) of Ruiz Pineda were selected to
present the highest PIC values (76.80 and 67.22 %) and PIE (88.17 and 87.67%),
respectively. Treatment with the combination of T. harzianum (10°conidia/mL) + B.
subtilis (10%cfu/mL) in the three application times, achieved a reduction in the
incidence of wilt to 70% and significant increases in vegetative variables plant
height (50.50 cm), fresh weight (43.18 g) and dry (5.78 g) of the aerial parts, fresh
weight (10.53 g), dry weight (2.33 g) and root volume (15.80 mL). These results
show the feasibility of the combined use of these biological control agents as one
of the strategies to apply within crop management practices.

Keywords: pepper wilt, integrated management, biological control, antagonists.
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INTRODUCCION

El pimenton (Capsicum annuum L.), es conocido como una de las especies de
hortalizas que en términos de produccion responde adecuadamente a la utilizacion
intensiva de insumos y mano de obra. En Venezuela es un cultivo de consumo
elevado, lo que de hecho lo convierte en un importante suplidor de vitaminas y

minerales (Montafio y Cedeiio, 2002).

De acuerdo a los datos de la FAO para el afio 2011, los principales paises
productores de pimenton en el mundo eran China (15.545.683 t), México
(2.131.740 t) y Turquia (1.975.270 t). Para el mismo afio Venezuela alcanz6 una
produccion de 100.531 t, 6.495 ha cosechadas y 15,47 t/ha de rendimiento
(FAOSTAT, 2013).

El principal problema fitosanitario diagnosticado sobre pimentén es la marchitez,
enfermedad que puede presentarse en cualquier edad del cultivo y causar
pérdidas de hasta un 100 % en la cosecha (Pérez et al., 2002), siendo uno de los
agentes causales Phytophthora capsici Leonian, el cual provoca la enfermedad

conocida como marchitez o tristeza del pimentén (Nuez et al., 1996).

El control de la marchitez se ha realizado mediante diversas alternativas
culturales, quimicas, y mas reciente empleando agentes bioldgicos. El control
biolégico ha sido identificado como un componente integral del manejo de plagas
(MIP) y los agentes de control biologicos se ha encontrado asociado a muchos
microorganismos de las plantas cultivadas. El biocontrol mediante organismos
antagonicos representa una valiosa herramienta no quimica para la proteccion de
los cultivos contra hongos fitopatégenos (Ait-Lahsen et al., 2001; McSpadden vy
Fravel, 2002).



Se conocen numerosos grupos de bacterias y hongos con capacidad antagdnica
frente a otros microorganismos. Estas diferentes formas de antagonismo se han
manifestado como inhibidores del desarrollo de los patégenos, y de hecho ya se
utilizan algunas, para combatir enfermedades siempre que se pueda demostrar su

inocuidad para la planta, el hombre y los animales (Ezziyyani et al., 2006).

Dentro de los géneros clasificados como antagonistas se encuentran los
microorganismos: Streptomyces, Pseudomonas, Bacillus y Trichoderma, capaces
de controlar enfermedades en plantas causadas por patégenos fungicos del suelo,
principalmente de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y

Fusarium (Ezziyyani et al., 2007).

Considerando estos antecedentes, la presente investigacion tuvo como obijetivo,
evaluar diferentes aislados de Bacillus spp. y Trichoderma spp. para el control de

Phytophthora capsici Leonian, in vitro y en umbraculo.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar aislados de Trichoderma spp. y Bacillus spp., para el control de
Phytophthora capsici Leonian causante de la marchitez del pimentén (Capsicum

annuum L.)

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar pruebas de patogenicidad para verificar la virulencia del agente

causal de la marchitez del pimenton (Phytophthora capsici L.).

e Determinar in vitro la capacidad antagoénica de aislados de Trichoderma
spp. y Bacillus spp. provenientes de diferentes localidades para inhibir el

desarrollo de Phytophthora capsici L.

e Evaluar en umbraculo la capacidad biocontroladora de aislados de
Trichoderma sp. y Bacillus sp., para el control de Phytophthora capsici L.

causante de la marchitez del pimentén.



REVISION DE LITERATURA

GENERALIDADES DEL CULTIVO

El pimentdn o pimiento (Capsicum annuum L.) pertenece a la familia Solanaceae,
es originario de América tropical (Ecuador, Pert y norte de chile) (Giaconi y Escaff,
1998). Se han encontrado formas silvestres de pimenton a lo largo del macizo
Andino, desde México hasta el norte de Chile y noreste de la Argentina. Su centro
de diversificacion estaria ubicado en México y Brasil (Vallejo y Estrada, 2004).
Todas las formas de pimiento, chile y aji, utilizadas por el hombre pertenecen al
género Capsicum. ElI nombre cientifico del género deriva del griego, segun unos

autores, de Kapso (picar), segun otros de Kapsakes (capsula) (Nuez et al., 1996).

Esta planta pertenece al reino vegetal, division Tracheophyta, clase Angiosperma,

subclase Dicotiledonea, orden Tubifloral, familia de las solanaceae del género
Capsicum, especie Capsicum annuum L., aunque existe una gran variedad de
especies actualmente cultivadas por el hombre, dentro de las cuales cabe
destacar: C. pubescens, C. baccatum, C. chinense, C. frutescens y C. annuum, la
cual, es la mas utilizada en nuestro pais (Maroto, 1986). El pimentén, es un cultivo
horticola, con ciclo de cultivo anual, de porte variable entre los 0,5 metros (en
variedades de cultivo al aire libre) y mas de 2 metros (gran parte de los hibridos
cultivados en invernaderos); los requerimientos edafoclimaticos 6ptimos para su
desarrollo son de 21 - 24 °C, 50 - 70 % HR, suelos franco — arenosos, pH entre 6,5
y 7 (Nuez et al., 1996).

En Venezuela, la produccion de pimenton estd localizada en la region centro-

occidental (Lara, Falcén y Yaracuy) (INIA, 2005).

LIMITANTES DEL CULTIVO

Dentro de las limitaciones que enfrenta este cultivo, esta la susceptibilidad a los

ataques de plagas y enfermedades, lo que genera una reduccion considerable de



la produccion. El problema fitosanitario mas frecuente en el estado Lara es la
marchitez (Pineda et al. 2003). Segun Palazén y Palazon (1989), esta enfermedad
puede presentarse en cualquier edad del cultivo y causar pérdidas en la cosecha
de hasta 80 %. Los hongos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y Phytophthora sp., se
asocian con la marchitez del pimentdn en otros paises (Johnston, 1989; Pérez et
al., 2002; Romero et al., 2003).

Escalona et al. (2006), sefialan que en plantaciones de pimenton la parte baja del
municipio Jiménez del estado Lara, la presencia de diversas enfermedades en ese

cultivo y dentro de ellas, la marchitez.

La marchitez causada por P. capsici es el factor limitante mas importante para la
produccion de pimentén en el mundo, causando importantes pérdidas, por lo cual
muchas &reas de cultivo son abandonadas o se desplazan hacia nuevos sitios sin
la presencia de este patdégeno (Nuez et al., 1996; Peldoza, 2005; Fernandez,
1991).

En referencia al ataque de P. capsici en Venezuela, Malaguti y Pontis (1950)
sefalaron que con lluvias de cierta intensidad se generan ataques frecuentes
sobre la parte aérea, mientras que con pluviosidad reducida los ataques se limitan

a la zona del cuello.

MARCHITEZ DEL PIMENTON

La enfermedad se presenta en zonas con mucha precipitacion y alta humedad
relativa, y se caracteriza por la formacién en las hojas de lesiones irregulares de
color verde oscuro y aspecto humedo; posteriormente se tornan de color marron,
produciéndose el secado y la caida de las mismas. En el tallo se presentan

manchas oscuras de tamafio variable, rodeandolo y causando pudricién del tejido.



El patdogeno puede destruir las raices, afectar el cuello de la planta y ocasionar la
posterior muerte de la misma. El agente causal de la enfermedad es el hongo
Phytophthora capsici L. (INIA, 2005; Latorre, 1992).

Peldoza (2005), Ezziyyani et al., (2004) sefialan la presencia de sintomas en
cultivos de pimentdn, como marchitez de plantulas, manchas acuosas de color
castafio rojizo que cubren el contorno del tallo produciendo finalmente la muerte

de plantulas.

DESCRIPCION DE Phytophthora capsici Leonian

Phytophthora capsici, pertenece al reino Straminipila, phylum Oomycota, clase
Oomycetes, familia Pythiaceae (Kirk et al., 2001; Arauz, 1998).

P. capsici produce esporangioforos en simpodio simple. Esporangios de forma
ovoide, elongada, elipsoidal, fusiforme y piriforme, 60 x 36 p promedio, aunque
puede variar de 32.8 — 65.8 | de largo por 17.4 - 38.7 4 de ancho, generalmente
papilados, pero en ocasiones con semipapila. Ocasionalmente puede haber con 2
0 3 papilas por esporangio con un grosor que varia de 1.4 a 9.2 p. Micelio
heterotalico, anteridio anfigeno, oogonio esférico o subesférico de 23 — 50 p de
diametro, oosporas plerdricas, semitransparentes de 25 — 35 L, con pared gruesa
de 2 — 6 p. Micelio nudoso que puede llegar a ser densamente toluroso, 5 — 8 u de
ancho (Leonian, 1922).

El ciclo de vida de Phytophthora sp., involucra tanto el estado asexual como el
sexual, los cuales presentan dependiendo de las condiciones ambientales,
predomina el estado asexual, el cual inicia cuando la estructura vegetativa o
esporangio germina, y en condiciones oOptimas de humedad (agua libre) vy
temperatura (15°-38° C) libera las zoosporas. Estas son estructuras moviles, de
vida corta y poseen dos flagelos, uno anterior y otro posterior; el anterior es el

responsable de movilizar la zoospora a través del agua (hasta 1,5 cm), mientras



que el flagelo posterior actia como una hélice que le da la direccidén a la célula.
Las zoosporas cumplen dos papeles fundamentales para el ciclo de vida del
patégeno: 1) transmision del patdégeno de un hospedero a otro y 2) dar la
orientacion del patégeno hacia el sitio de infeccion (hospedero) (Judelson y
Blanco, 2005; Walker y Van West, 2007). Aunque las zoosporas son moviles, no
son capaces de desplazarse grandes distancias a no ser que sean diseminados
por el agua (Cerpa, 2001; Erwin y Ribeiro, 1996; Wilcox et al., 1993; Tuset, 1977;
Boccas et al., 1976; Waterhouse, 1963).

P. capsici puede sobrevivir en el suelo por medio de estructuras de resistencias
sobre restos vegetales o descompuestos, con los riegos sucesivos, produce
esporangios y zoosporas que, distribuidas por el agua van difundiendo la
enfermedad (Nuéz et al., 1996).

CONDICIONES QUE FAVORECEN LA MARCHITEZ DEL PIMENTON

Dentro de los factores que favorecen el desarrollo de la enfermedad se encuentran
el manejo inadecuado del agua de riego, la lluvia, por lo que la aparicion de la
patologia se presentan después del transplante, las infecciones en el cuello de la
planta se debe a que las zoosporas del patégeno son llevadas por el agua e
inician la infeccion por las heridas o las lenticelas. De esta forma, condiciones de
alta humedad relativa, alta humedad en el suelo y temperaturas frescas favorecen
el establecimiento del patégeno, es decir, son adecuadas para la germinacién de
las oosporas y desarrollo de los esporangios que contiene las zoosporas
(liberacion); otro factor, es el suelo que persiste adherido a los instrumentos de

labranza, maquinarias y materiales de propagacion contaminados (Peldoza, 2005).

La diseminacién méas habitual de este patdégeno es a través del agua de riego
contaminada que puede trasladar las zoosporas. Estas Ultimas de desplazan a
corta distancia alrededor de las raices con las que entran en contacto, formando

un quiste, que germina y penetra el tejido (Agrios, 2005; Wilcox y Latorre, 1994).



La severidad de la muerte de plantulas es proporcional a la humedad del suelo y

aumenta cerca del punto de saturacion (Paulitz y Baker, 1987).

CONTROL DE LA MARCHITEZ DEL PIMENTON

Los manejos mas frecuentes e importantes que se realizan para una buena
sanidad, incluye labores culturales (efectuando canales de drenaje para evitar la
retencion de agua, transplantar las plantulas a la parte alta del surco, eliminar las
malezas que sean hospederas del patdégeno), control quimico, biologico y
utilizacion de cultivares resistentes (Peldoza, 2005; Guzman, 1997). En cuanto al
uso de productos quimicos se destacan fungicidas como Fenilamidas (Metalaxilo,
benalaxilo, furalaxilo) y fosfonatos (Fosetil aluminio, acido fosforoso), los que se
caracterizan por presentar una alta especificidad sobre Oomycetes, alta
solubilidad y bajo coeficiente de absorcion en arcillas y materia organica (Latorre,
1992; Wilcox y Latorre, 1994), sin embargo, el mal uso o exceso de estos
productos causaria dafios perjudiciales al medio ambiente y la salud, ademas, se
ha demostrado que los productos del grupo fenilamidas inducen resistencia del

patégeno en el sitio.

En la busqueda de controladores biologicos de este patdgeno se han encontrado
ciertos Ascomycetes, bacterias y hongos antagonicos a P. capsici, los cuales se
encuentran en forma natural en los suelos en donde se cultivan las plantas de
pimenton. Dentro de los géneros de bacterias y hongos antagonistas se pueden
mencionar Streptomyces, Pseudomonas, Bacillus y Trichoderma, los cuales han
demostrado, bajo condiciones de laboratorio, ser muy eficientes en el control de
especies del género Phytophthora. Este tipo de control sobre el patégeno, seria en
base a antibiosis y competencia (Hwarg, 1995 citado por Niedmann, 1998; Elad y
Baker, 1985; Leeman et al., 1995).



Mecanismos de accion de un antagonista frente a un fitopatégeno

Para que un antagonista ejerza el control efectivo contra el fitopatégeno debe

presentar los siguientes mecanismos de accion:

Antibiosis

La antibiosis es la accion directa de antibiéticos o metabolitos toxicos producidos
por un microorganismo sobre otro sensible a éstos. Algunos autores opinan que la
antibiosis no debe ser el principal mecanismo de accién de un antagonista, ya que
existe el riesgo de aparicion de cepas del patdgeno resistentes al antibiético (Vero
y Mondino, 1999).

Competencia

Se define como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un
mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de éste
por uno de los organismos reduzca la cantidad y espacio disponible para los
demas (Ahmad y Baker, 1987; Hjeljord y Tronsmo, 1998).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrégeno, carbohidratos no
estructurales (azucares y polisacaridos como almidon, celulosa, quitina, laminarina
y pectinas, entre otros (Stefanova et al.,, 1999; Eveleigh et al., 1986). La
competencia por sustrato o espacio depende de si el mismo esta libre de
patdgenos (sustratos estéril) o si hay una micobiota natural. En el primer caso, la
velocidad de crecimiento del antagonista no determina la colonizacién efectiva de
los nichos, sino la aplicacion uniforme del mismo en todo el sustrato. Sin embargo,
en el segundo caso la velocidad de crecimiento, conjuntamente con otros de los
mecanismos de accién del antagonista, es determinante en el biocontrol del

patdgeno y colonizacién del sustrato (Infante et al., 2009).



Hiperparasitismo

El hiperparasitismo, es cuando un organismo parasita a otro que a su vez, es
pardsito de otros organismos, generalmente estan implicadas enzimas
extracelulares tales como quitinasas y celulasas, que se corresponden con la
composicién y estructura de las paredes celulares de los organismos parasitados
(Diaz, 1994; Lorito et al., 1990; Melgarejo y Sagasta, 1989; Ulloa, 1996). Este es

un proceso complejo que para su estudio se ha separado en cuatro etapas:

a. Crecimiento quimiotréfico: El quimiotropismo positivo es el crecimiento
directo hacia un estimulo quimico (Chet e Inbar, 1994). En la etapa de
localizacion del hospedante, se ha demostrado que Trichoderma puede
detectarlo a distancia y sus hifas crecen en direccion al patdgeno como
respuesta a un estimulo quimico (Infante et al., 2009).

b. Reconocimiento: Las investigaciones realizadas a lo largo de muchos
aflos con un nimero considerable de cepas de Trichoderma y de especies
de hongos fitopatdogenos, han demostrado que éstas son efectivas solo
contra patdgenos especificos. El conocimiento de esta especificidad
condujo a la idea de que el reconocimiento molecular entre Trichoderma y
el hospedante es el evento esencial que precede al proceso antagonista. El
reconocimiento se realiza a través de interacciones lectinas-carbohidratos.
Las lectinas son proteinas enlazadas a azUcares o glicoproteinas, las
cuales aglutinan células y estan involucradas en las interacciones entre los
componentes de la superficie de las células y su ambiente extracelular
(Chet y Benhamou, 1998).

c. Adhesion y enrollamiento: Cuando la respuesta de reconocimiento es
positiva, las hifas de Trichoderma se adhieren a las del hospedante
mediante la formacion de estructuras parecidas a ganchos y apresorios, se
enrollan alrededor de éstas; todo esto estd determinado por procesos
enzimaticos (Pérez, 2004).

d. Actividad litica: En esta etapa ocurre la produccion de enzimas liticas

extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que



degradan las paredes celulares del hospedante y posibilitan la penetracion

de las hifas del antagonista (Haram et al., 1996).

Resistencia inducida

Cuando Trichoderma sp. entra en contacto con la planta activa su sistema de
defensa, fundamentalmente por induccién de su sistema enzimatico oxidativo,
preparando a la planta frente a los posibles ataque de patdégenos, ya que
favorece el desarrollo radicular, promocion del desarrollo vegetativo, facilitando la
mayor solubilizacion y absorcion de nutrientes (Frioni, 1999).

Segun Toledo (2004), los mecanismos que intervienen en la interaccién entre una
bacteria antagonista y el patdogeno sobre la planta o herida son: antibiosis,
competencia por espacio o por nutrientes e interacciones directas con el patégeno
(micoparasitismo, lisis enzimatica y predacion). Estos mecanismos de accidén son
los que suprimen o inhiben el crecimiento de microorganismos perjudiciales para
el desarrollo de la planta, produciendo sideréforos, antibiticos, accion de enzimas

liticas o induccion de mecanismos de resistencia (Jiménez et al., 2001).

Se pueden mencionar algunos como los sideréforos, los cuales son sustancias
quelatantes de hierro y capacitan a la bacteria a sobrevivir en medios deficientes
del mismo. La produccion de bacteriocinas, sustancias constituidas por proteinas,
gue producen algunas bacterias que inhiben otros aislamientos de la misma
especie u especies estrechamente relacionadas, son detectadas como antibioticos

a través de halos de inhibicién (Mariano et al., 2005).



El género Trichoderma spp.

La clasificacion taxondémica del género Trichoderma es la siguiente: Reino
Mycetae (Fungi), Divisibn Eumycota, Subdivision Ascomycotina, Clase
Euascomycetes, Orden Hypocreales, Familia Hypocraceae y Género Trichoderma
e Hypocrea. Generalmente forma colonias floculentas o compactas, de
crecimiento rapido, micelio inicialmente hialino, conidi6foros ramificados, fialides
en forma ampuliforme a lageniformes, conidios subglobosos a elipsoidales y
clamidosporas globosas a subglobosas, intercalares o terminales (Rifai, 1969;
Bissett, 1991; Samuels, 2005).

Estos hongos se caracterizan por predominar en los ecosistemas terrestres
(suelos agricolas, pastizales, bosques y desiertos) y acuaticos (Zhang et al.,
2005). Algunas especies son de vida libre en el suelo, oportunistas, simbiontes de
plantas, y otras son micoparasitas. Ademas, pueden colonizar distintos ambientes,
debido a su alta capacidad reproductiva (Bissett, 1991; Harman et al., 2004). Los
requerimientos nutrimentales de estos hongos filamentosos son pocos, aungue su
crecimiento es favorecido por la materia orgéanica, la humedad y temperatura
Optimas de crecimiento se encuentran en un rango de 25 a 30 °C (Papavizas,
1985). Sin embargo, se pueden adaptar y sobrevivir en condiciones extremas de

temperatura, pH y salinidad (Widden y Scattolin 1988; Jackson et al., 1991).

Este género, tiene la capacidad de presentar un alto poder patogénico y una
elevada capacidad de producir esporas que lo caracterizan como un buen
biocontrolador; ademas, son los mas utilizados para el control de un grupo
importante de patdégenos del suelo, por lo que su aplicacion es de forma
preventiva en los semilleros y en diferentes etapas del cultivo, logrando disminuir
la incidencia de enfermedades flungicas en cultivos como tomate, tabaco,

pimentdn, entre otros (Fernandez — Larrea, 2002).



El género Bacillus spp.

El género Bacillus, incluye especies antagonistas de numerosos fitopatdégenos.
Las caracteristicas propias de este grupo las hace resistentes a diversas
condiciones del medio ambiente, lo que sugiere que puedan ser comercializadas
como ingredientes de biopesticidas, ya que son formadoras de endosporas, las
cuales pueden permanecer en latencia por largos periodos y resistir condiciones
desfavorables; varias especies de Bacillus producen metabolitos antimicrobianos,

algunos de los cuales son termoestables (Venegas et al., 2005).

Bacillus. Pertenece al reino Prokaryotae, familia Bacillaceae y género Bacillus.
Algunas especies de este género tales como Bacillus subtilis, B. pumilus, B.
licheniformes y B. cereus. actian como antagonicos frente a muchos

microorganismos fitopatégenos (Buchanan y Gibbons, 1974).

Caracteristicas generales del género Bacillus. Son bacterias que tienen forma
de bacilos grandes, gram positivo, que miden desde 0.3 a 2.3 pde anchoy 1.2 a
7.0 u de largo. Son aerdbicos o0 anaerdbicos facultativos, forman endosporas (una
por célula). Son cilindricos, generalmente flagelados, crecen en cadenas y forman
colonias grandes e irregulares en los medios solidos (agar nutritivo), se
encuentran en los suelos y en los vegetales en putrefaccion, interviniendo

activamente en la descomposicion de la materia organica.

Caracteristicas de B. subtilis:

e Presenta células en forma de bastén recto de 0,5 — 2,5 x 1,2 — 1,0 W,
dispuestas en pares o cadenas, con los extremos redondeados, moviles
con flagelos peritricos. Son tipo gram positivo, catalasa positiva, tiene la
habilidad para formar endosporas de ovales a cilindricas, permitiéndole
tolerar condiciones ambientales extremas. Son organismos aerébicos
facultativos (Schaad et al., 2001; Bergey, 2000; Buchanan y Gibbons,
1974).



e Produccion de sideréforos, que son compuestos extracelulares de bajo
peso molecular con una elevada afinidad por el i6on hierro con lo que
previene la germinacién de las esporas de los patdgenos.

e Compiten por sustrato en la rizosfera y filésfera con los patdgenos de las
plantas.

e Produce antibiético del tipo Bacilysin e iturin que son altamente fungo
toxico.

e Promotor de crecimiento: la bacteria al establecerse en el sistema radical lo
protege y estimula la absorcion de nutrientes.

¢ Induccion a resistencia: al instalarse en las raices y hojas induce a la planta
a producir fitoalexinas, que le dan resistencia a las plantas al ataque de
hongos, bacterias y nematodos patégenos (Angeloni, 2004).

¢ Se ha demostrado que cepas de B. subtilis no solo producen
antibiéticos antibacteriales, sino también antibidticos antifingicos

(Fernandez — Larrea, 2006).

HONGOS Y BACTERIAS ANTAGONISTAS COMO BIOCONTROLADORES

Ezziyyani et al. (2007), estudiaron la capacidad antagonica del hongo Trichoderma
harzianum y de las bacterias Burkholderia cepacia y Streptomyces rochei para
controlar la enfermedad que Phytophothora capsici causa en las hojas de plantas
de pimentdén. Las mayores reducciones se observaron al tratar las hojas con el
aislado S. rochei, obteniéndose 0,266 lesiones por hoja (73,4%), seguido de B.
cepacia 0,444 (55,6%) por hoja'y con T. harzianum 0, 938 (6,2%) por hoja.

En ensayos de control biologico en pimentdn con Trichoderma harzianum (T.h.) y
Phytophthora capsici (P.c.), las pruebas de antagonismo in vitro en medio patata
dextrosa - agar (PDA) enriquecido con Laminarina - glucosa (3:1, v/v), mostro que
T. h. aumentd los niveles de enzimas hidroliticas B-1,3- glucanasa (lisis
enzimatica), ejerci6 una mayor competencia por espacio y nutrientes e
interacciona directamente con el patdgeno (micoparasitismo), lo cual juega un

papel importante en la reduccion y destruccion de la colonia del patogeno. El



filtrado del medio PDB donde se habia cultivado T.h. afecto el crecimiento de las
radiculas de las semillas in vitro. En ensayos in vivo las plantas crecidas a partir
de semillas tratadas obtuvieron un peso seco superior a las testigos. En definitiva,
el tratamiento con T.h. fue capaz de reducir hasta un 65% la «tristeza» causada

por el patdégeno P.c. en plantas de pimenton (Ezziyyani et al., 2004c).

Ezziyyani et al. (2004a), obtuvieron un aislado antagonista del Phytophthora
capsici de plantas de pimenton identificado como Streptomyces rochei y fue
utilizado en ensayos in vitro e in vivo para observar el efecto. Este micoparasitismo
causo la lisis y desintegracion de las hifas del patdgeno. La adicién del aislado a
plantas de pimentén redujo el marchitamiento hasta un 65%. Las plantas
presentaron un color verde mas intenso, aunque no hubo cambios en el peso seco
ni en la longitud de las plantulas frente al control. El aislado se cultiva en
vermiculita + caldo nutritivo lo que permite su viabilidad en el tiempo y su adicion
directamente a las plantas. La concentracién de 1.9 x 10° ufc/mL del aislado

bacteriano fue la que permitié6 mayor reduccion de los sintomas de la tristeza.

Ezziyyani et al. (2004b), estudiaron la capacidad antagonica de la bacteria
Burkholderia cepacia, para controlar la marchitez causada por el patdgeno
Phytophothora capsici en plantas de pimentdn. Las evaluaciones se realizaron in
vitro mediante confrontaciones de la bacteria y P. capsici. Analizaron su incidencia
sobre semillas, hojas y raices, midiendo la reduccién de las «manchas foliares» y
la «pudriciébn de la raiz» causada por el patégeno y su repercusién en la
germinacion y el crecimiento de las plantulas, demostrando la inocuidad de la
bacteria al adicionarse a semillas y plantulas de pimiento in vivo. La adicion del
preparado de la bacteria a plantas inoculadas con el patégeno, redujo la
podredumbre causada por P. capsici en un 37% en condiciones de campo y en un
55,6% en pimientos cultivados en condiciones controladas en macetas mantenidas
en invernaderos. Los resultados favorables obtenidos permitieron considerar a la
bacteria B. cepacia, como uno de los microorganismos utilizables en el biocontrol

de patégenos del pimenton.



Las podredumbres radicales causadas por Phytophthora cinnamomi y por
Rosellinia necatrix son las enfermedades mas importantes en el cultivo del
aguacate en el sur de Espafa. En presencia de Trichoderma la densidad de
in6culo de P. cinnamomi se redujo entre un 86 y 91% y su porcentaje de
aislamiento en las raices de las plantas inoculadas entre un 40 y 60%. Para R.
necatrix, el aislado de Trichoderma TB1.2 fue el Unico que resultd efectivo
reduciendo el porcentaje de aislamiento del patdgeno en las raices de las plantas
inoculadas un 37% (Lopez et al., 1999).

Guigon y Gonzalez (2004), aislaron seis cepas de Trichoderma spp.: TC74 de
chile jalapefio, TWWA y TbVA de nogal, TvB y TbB de menta y TS01 de durazno,
en el sur del estado de Chihuahua, México. La cepa TC74 a una concentracion de
26 x 10’ con/mL, produjo plantas 30 % mas altas, 20 % mas de hojas, area foliar
30 % mas abundante, tallos 15 % mas robustos, y 60 % y 38 % mas biomasa de la
raiz y aérea, respectivamente. TSO1 produjo plantas con 15 a 35 % mas follaje e
incrementd 40 % la materia seca aérea. El nimero de yemas y flores aumenté de

40 a 60 % empleando las cepas de Trichoderma spp.

Guillén et al. (2006), investigaron el potencial de biocontrol en campo de cuatro
aislados de Bacillus y la mezcla de éstos (B1, B3, B9 y B13) sobre los patdégenos
causantes de pudriciones de raiz, asi como su efecto en el desarrollo y
rendimiento del cultivo de chile. La aplicacion de las bacterias incremento la altura
de la planta en 20%. También se redujo la incidencia en 80 % y la severidad de

pudricion de raiz en 39 % respecto al testigo.



MATERIALES Y METODOS

Localizacion de la investigacion

La investigacion se llevo a cabo en La Clinica de Enfermedades de Plantas de la
Catedra de Fitopatologia, Departamento e Instituto de Botanica Agricola de la
Facultad de Agronomia, Universidad Central de Venezuela, Maracay, estado

Aragua bajo condiciones de laboratorio y umbraculo.

Obtencion de los aislamientos

Se visitaron diferentes localidades productoras de hortalizas de los estados:
Aragua (10), Guarico (1) y Carabobo (1), para colectar plantas con sintomas de
marchitez y muestras de suelo en el area de cultivo, con el objetivo de aislar tanto
al patégeno (Phytophthora capsici L.) como los antagonistas (Trichoderma spp. y
Bacillus spp.). Las muestras fueron trasladadas debidamente identificadas hasta

La Clinica de Enfermedades de Plantas, para su procesamiento.

Aislamiento de Phytophthora capsici L.

Muestras de plantas de pimentén con sintomas de la enfermedad, provenientes de
diferentes localidades, fueron recolectadas y seccionados los tallos que
presentaron necrosis. En camara de flujo laminar, las secciones de tallos se
lavaron con agua corriente y posteriormente con una solucion de hipoclorito de
sodio al 2 % por un minuto; transcurrido este tiempo, se enjuagaron con agua
destilada estéril (ADE) y fueron secados con papel absorbente, se cortaron en el
margen de la lesion trozos de 2 a 3 mm, sembrando 5 por placas Petri con agar
zanahoria (AZ) de forma equidistantes. Estas placas se identificaron y colocaron
en condiciones de laboratorio (271 2 °C y luz fluorescente continua) durante 5 dias
hasta observar el desarrollo completo de la colonia, obteniendo cultivos puros del

patdgeno que fueron replicados a tubos de ensayo con AZ y conservados a 5 °C,



para ser empleados en las pruebas posteriores.

Aislamiento de Trichoderma spp.

Las muestras de suelo fueron procesadas por la técnica de dilucién seriada en
placas de agar. De cada muestra se pesaron 10 gramos y se mezclaron con 90 mL
de ADE produciendo la solucién madre. Posteriormente, en camara de flujo
laminar, se tomo6 1 mL de la solucion madre y se agrego a un tubo de ensayo con
9 mL de ADE, obteniendo una dilucién a 10! y esta operacién se repitié hasta
llegar a 10™. De las diluciones 102 y 10 se tomé 1 mL y se vacié en placas Petri
previamente esterilizadas, incorporando luego medio de cultivo liquido papa-
dextrosa-agar-acidificado (PDAA), agitando suavemente sobre el meson de la
camara de aislamiento para facilitar una buena distribucion dentro de la placa.

Las placas se incubaron a 27+ 2 °C en oscuridad continua, realizando
observaciones cada 24 horas por tres dias y marcando las colonias del
antagonista, las cuales se purificaron repicandolas a tubos de ensayo con medio
de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) y conservandolos a 5 °C, para continuar la

investigacion.

Aislamiento de Bacillus spp.

Se colocd en un frasco Erlenmeyer de 125 mL una mezcla de suelo y solucion
salina al 85 % (relacion 1:9). La suspension madre obtenida de suelo se sometio a
bafno maria (80 °C durante 20 min). A partir de dicha suspension, se hizo
diluciones seriadas  hasta 10* en tubos de ensayos. Se tomé 0,1 mL de la
dilucién 102 y 10, se coloco sobre placas Petri con medio de cultivo en Agar
Nutritivo (AN) y se disemind por extension en superficie con una varilla metalica.
Las muestras se hicieron por duplicado y fueron identificadas con el tipo de
muestra y la dilucién a usar. Las placas se guardaron en bolsas plasticas y se
colocaron en condiciones del laboratorio, observando a partir de 48 horas el

crecimiento de colonias bacterianas en las mismas. A las 48 y 72 horas de



incubacion se seleccionaron colonias bacterianas presentes en la muestra de
suelo. Los criterios tomados en cuenta para la seleccidén de las colonias vy
aislamiento de las placas fueron aquellas que formaron colonias grandes e
irregulares en AN y las que crecieron en mayor abundancia o aquellas que
presentaron algun halo de inhibicion o antagonismo con otras colonias. Para
obtener el cultivo puro, se tomo con un ansa de platino las colonias seleccionadas
en forma individual y se realizé un estriado sencillo (zig-zag), en placas Petri, con
AN, por duplicado (Schaad et al., 2001). Para mantener la viabilidad de los
aislamientos bacterianos, las placas se almacenaron en condiciones de laboratorio
durante maximo 72 horas y se replicaron periodicamente en AN durante la

ejecucion de los ensayos.
Prueba de patogenicidad de Phytophthora capsici L. en plantas de pimenton
Preparacion del inéculo del patégeno

El aislamiento obtenido, se repicd en placas Petri con AZ, y se incubd a 27+ 2 °C,
durante 5 dias. A cada placa se le afadio 10 mL de ADE y con la ayuda de un
bisturi se removio el micelio de la superficie de la colonia del agar, filtrando la
suspension a través de una gasa estéril en un envase previamente esterilizado.
Mediante el uso del hematocimetro se determin6 la concentracion de indculo

inicial de la suspensidn, ajustando la misma a 1 x 10* esporangios/mL.
Preparacion del semillero

Semillas de pimentdn variedad Cacique Gigante, fueron sembradas en semillero o
bandejas con un sustrato constituido por fibra de coco y humus de lombriz (2:1)
esterilizado, regadas diariamente y luego de observar la primera hoja se fertilizd
diariamente con 0,5 g/L de una formula (11-40-11) y solucién nutritiva.



Aplicacién del inéculo y transplante

Transcurrido 18 - 20 dias después de la siembra, se seleccionaron plantulas sanas
que se dejaron a raiz desnuda y se transplantaron en bolsas negras de 2 V2 Kg de
capacidad, que contenian suelo previamente esterilizado con calor humedo. En la
base del tallo de cada plantula se colocdé 100 g de suelo previamente inoculado
con suspension de P. capsici (1 x 10* esporangios/mL) se ubicaron en camara
humeda durante 48 horas, contando con un testigo que consistio en plantulas
cuyas raices se sumergieron en ADE e igualmente fueron transplantadas a suelo
estéril.

Las plantas se conservaron en umbraculo durante 60 dias, regandolas
diariamente y a los siete dias del transplante fueron fertilizadas con 10 g/l de una
formula completa (15:15:15). Para controlar la presencia de gusanos cortadores
foliares, se prepard un cebo téxico a base de arroz, melaza y Beauveria bassiana,
los cual fueron colocados en los alrededores de las plantas tratadas. El ensayo se
montd en periodo fresco, lluvioso, por lo que, se hicieron mediciones diarias de
temperatura y humedad relativa en el sitio.

Las observaciones se realizaron cada 48 horas, para detectar y determinar el
porcentaje de plantas con sintomas de la enfermedad, ademas, se realizé el
reaislamiento con la finalidad de comprobar de esta manera la patogenicidad del
aislamiento.

El tratamiento tuvo 10 repeticiones y la unidad experimental fue una planta.
Descripcion del aislamiento Phytophthora capsici L.

La descripcibn se basé tanto en caracteristicas macroscopicas como
microscopicas. Para la caracterizacion macroscépica, del aislamiento
seleccionado y almacenado en tubos de ensayo, se repico a placas Petri con AZ.
Estas placas se conservaron bajo condiciones de laboratorio (27+ 2 °C y luz
fluorescente) durante 5 dias, describiéndose color, aspecto y forma de crecimiento

de la colonia.



Las caracteristicas microscopicas se determinaron mediante preparados a partir
de colonias obtenidas en AZ de cinco dias de crecimiento, describiendo tipo de
micelio, esporangidforo, tamafio y forma de los esporangios y sus dimensiones.
Estas descripciones se emplearon para confirmar la identificacion de los
aislamientos con la ayuda de material bibliografico sobre el género Phytophthora
sp. (Kirk et al., 2001; Arauz, 1998; Erwin y Ribeiro, 1996; Wilcox et al., 1993;
Tuset, 1977; Boccas et al., 1976; Waterhouse, 1963; Leonian, 1922).

Descripcion de los aislamientos antagonistas

Trichoderma spp.

Los aislamientos se repicaron en PDA y conservaron a 27+ 2 °C en oscuridad por
tres a ocho dias. En las observaciones macroscopicas se tomé en cuenta color,
aspecto y forma de crecimiento de la colonia y pigmentacion del medio de cultivo.
Las caracteristicas microscépicas se observaron realizando preparados a partir de
colonias con tres dias de crecimiento; describiendo tipo de ramificaciéon de los
conidiéforos, formas y medidas de las fialides y los conidios. Para determinar la
presencia o ausencia de las clamidosporas y sus caracteristicas, se emplearon
preparados microscopicos de colonias de ocho o mas dias de crecimiento. Con
estas descripciones y teniendo como base informacion bibliografica para
Trichoderma spp., se identificaron los diferentes aislamientos obtenidos (Samuels,
2005; Bisett, 1991; Barnett y Hunter, 1987; Rifai, 1969).

Bacillus spp.

Se identificd el género o especie, a través de pruebas morfoldgicas, bioquimicas y
fisiolégicas (Schaad, 2001; Bergey, 2000; Buchanan y Gibbons, 1974).

Prueba morfolégicas:
- Se realiz6 un estriado por agotamiento de los aislamientos sobre medio de

cultivo AN, para obtener colonias aisladas y se observd bajo la lupa



estereoscopica, forma, superficie, borde y relieve de la colonia, asi como también
el color de la misma (Rudolph, et al., 1990).

Pruebas fisiolégicas y bioquimicas:

Las pruebas bioquimicas vy fisioldgicas, de acuerdo al manual de Schaad (2001),
fueron las siguientes:

- Tincion de rojo congo; para determinar forma de la célula bacteriana.

- KOH al 3%, para determinar si eran bacterias Gram + 6 Gram - (Schaad,
2001).

- Determinacion de requerimientos de oxigeno, a través de las pruebas Hugh
y Leifson permite diferenciar si las bacterias son de crecimiento aerdbico o
anaerobico facultativo (Schaad, 2001).

- Prueba de Oxidasa, para determinar la presencia de la enzima oxidasa
debido a un sistema de citrocromo de la cadena respiratoria que poseen ciertas
bacterias (Braun y Sands, 2001).

- Prueba de Catalasa, para determinar la presencia de la enzima catalasa en
aquellas bacterias que formaron gas en presencia de peréxido de hidrégeno
(Schaad, 2001).

- Crecimiento bacterial a 45 y 65 °C sobre medio AN (Braun y Sands, 2001).
- Produccién de acido a partir de azucares como L-arabinosa, xylosa vy
manitol (Chun y Jones, 2001).

- Tolerancia al NaCl al 2, 5 y 7%, para determinar si hay crecimiento de la
bacteria a esas concentraciones de sales (Schaad, 2001).

- Prueba de utilizacion de Citrato: determina si el microorganismo fue capaz
de utilizar el citrato como unica fuente de carbono (Holt et al., 1994).

- Hidrolisis de almiddn: permite determinar la presencia de enzimas
extracelulares que degradan el almidéon (Chun yJones, 2001).

- Tincion de endospora, para observar la disposicion y morfologia de la
misma (Schaad, 2001).



Pruebas de enfrentamiento entre Phytophthora capsici L.y Trichoderma spp.

Una vez obtenidos los aislamientos se prepararon placas Petri con AZ, y se
aplicaron los diferentes tratamientos que consistieron en colocar en un extremo de
la placa un disco de 5 mm de la colonia del patégeno Phytophthora capsici L. de
cinco dias de crecimiento y en el otro extremo un disco de 5 mm con micelio del
antagonista Trichoderma spp. de tres dias de crecimiento de la misma y diferentes
localidades; colocando como testigo en una placa Petri solamente un disco de 5
mm de la colonia del patégeno. Cada enfrentamiento se hizo con 4 repeticiones
cada uno, donde una placa Petri fue la unidad experimental y el disefio
completamente aleatorizado.

Estas placas Petri se identificaron debidamente y se incubaron a 27+ 2 °C,

realizando las siguientes observaciones:
a) Cada 24 horas se midio el radio de crecimiento del patdbgeno en milimetros
tanto de los tratamientos, como de los testigos, determinando el porcentaje de

inhibicion de crecimiento (PIC) mediante la formula de Menten et al. (1976):

PIC= Crecimiento del testigo — Crecimiento del tratamiento x 100

Crecimiento del testigo

b) A las 96 horas, con el uso del hematocimetro, se realizd el contaje del niumero
de esporangios del patégeno por mL de solucién en los tratamientos y testigos,
calculando el porcentaje de inhibicion de esporulacion (PIE) aplicando la formula
de Menten et al. (1976):

PIE= Esporulacion del testigo — Esporulaciéon del tratamiento x 100

Esporulacién del testigo

Los datos del porcentaje de inhibicidn de crecimiento e inhibicion de esporulaciéon

fueron tabulados utilizando la hoja de calculo electrébnica MS Excel vy



posteriormente procesados con el Software estadistico InfoStat v 1.1, (Software
2002), via paramétrica, ya que se cumplieron los supuestos del analisis de la

varianza.

Prueba de confrontacion entre Phytophthora capsici L.y Bacillus spp.

El proceso de confrontacion se llevo a cabo en placas Petri con medio de cultivo
AZ. Se extrajeron discos de aproximadamente 5 mm del patdégeno y se colocaron
en el centro de cada una de las placas. Alrededor del patégeno, equidistantes
entre si, se colocaron 2 discos de papel filtro, previamente impregnados con 20 pL
de la suspension bacteriana.

El tratamiento testigo consistié en colocar un disco del patégeno en el centro de la
placa Petri, rodeado por 2 discos impregnados con ADE. Todas las placas se
incubaron durante seis dias a 28 — 30 °C. Se realizaron mediciones diarias del
crecimiento radial desde el borde del disco hasta el borde del halo de inhibicion de
la bacteria, determinandose el PIC y PIE. Las confrontaciones se hicieron con 4
repeticiones cada una, donde una placa Petri fue la unidad experimental y el
disefo experimental un completamente aleatorizado.

Los datos del porcentaje de inhibicién de crecimiento e inhibicién de esporulacién
fueron tabulados utilizando la hoja de calculo electronica MS Excel y
posteriormente procesados con el programa estadistico InfoStat v 1.1, (Software
2002), via paramétrica, ya que se cumplieron los supuestos del analisis de la

varianza.

Evaluacioén de la capacidad biocontroladora de una cepa de Trichoderma sp.
y Bacillus sp. para el control de Phytophthora capsici en condiciones de

umbraculo

Obtencion de la suspensién de indculo de los antagonistas

Se prepararon suspensiones madres tanto de Trichoderma sp. como de Bacillus



sp., que resultaron mas efectivos en inhibir el crecimiento y la esporulacion del

patégeno y conociendo la concentracion inicial de cada uno, se prepararon las

concentraciones deseadas de Trichoderma sp. (108 con/mL) y Bacillus sp. (108
ufc/mL).

Preparacion de las semillas y siembra en semillero

Se emplearon 240 semillas de pimenton variedad Cacique Gigante,

dividiéndolas en cuatro grupos:

Un primer grupo (60 semillas), denominado semillas protegidas

Trichoderma se sumergieron durante 15 minutos en una suspension de

Trichoderma, a una concentracion de 10° con/mL.

Un segundo grupo (60 semillas), denominado semillas protegidas Bacillus

se sumergieron durante 15 minutos en una suspension de Bacillus, a una

concentracion de 108 ufc/mL.

Un tercer grupo (60 semillas), denominado semillas protegidas

(Trichoderma + Bacillus) se sumergieron durante 15 minutos en una
suspensién de Trichoderma + Bacillus de concentracién 10° con/mL + 108

ufc/mL, respectivamente.

Un cuarto grupo (60 semillas) no protegidas.

Cada grupo de semillas se sembr6 en un germinador que contenian un sustrato a

base de fibra de coco y humus de lombriz sélido (2:1) previamente esterilizado a

120 °C y 1,2 Kg/cm? de presién por 30 minutos. Ya establecido el germinador, las

plantas fueron regadas diariamente y semanalmente se les aplicé 5 mL / plantula

de solucion nutritiva como fertilizante.

Obtencion del sustrato para el transplante

Cinco dias antes del transplante, se inoculé con la suspension de Phytophthora

capsici (10* esporangios/mL) suelo previamente esterilizado con calor himedo.



Luego se llenaron con suelo estéril 180 bolsas negras de dos kilogramos y medio
de capacidad y al momento del transplante, en la base del tallo de las plantulas, se
aplicé 100 g de suelo previamente inoculado. De igual forma se contaron con 60
bolsas negras de polietileno con una mezcla de suelo-arena estéril, a las que solo

se les aplico ADE.
Transplante

Transcurridos 20 dias desde el momento de la siembra, se extrajeron plantulas
sanas de los germinadores, se dejaron a raiz desnuda y se manejaron bajo las

siguientes condiciones:

T1. Plantulas provenientes de semillas protegidas con Trichoderma, se
sumergieron durante 15 minutos en suspension de Trichoderma a la
concentracion 10° con/mL y se transplantaron en suelo con el patégeno.
Luego, se aplicd ésta misma concentracion de Trichoderma semanalmente.

T2. Plantulas provenientes de semillas protegidas con Bacillus, se sumergieron
durante 15 minutos en suspension de Bacillus a la concentracion 108 ufc/mL y
se transplantaron en suelo con el patdégeno. Luego, se aplico ésta misma
concentracion de Bacillus semanalmente.

T3. Plantulas provenientes de semillas protegidas con Trichoderma, se
transplantaron en suelo con el patdgeno.

T4. Plantulas provenientes de semillas protegidas con Bacillus, se
transplantaron en suelo con el patdgeno.

T5. Plantulas provenientes de semillas protegidas con Trichoderma, se
sumergieron durante 15 minutos en suspension de Trichoderma + Bacillus de
concentraciéon 10° con/mL + 108 ufc/mL, respectivamente y se transplantaron
en suelo con el patégeno. Luego, se aplicdé ésta misma concentracion de
Trichoderma + Bacillus semanalmente.

T6. Plantulas provenientes de semillas protegidas con Bacillus, se sumergieron
durante 15 minutos en suspensiéon de Trichoderma + Bacillus de concentracién

10° con/mL + 108 ufc/mL, respectivamente y se transplantaron en suelo con el



patégeno. Luego, se aplicd ésta misma concentracion de Trichoderma +
Bacillus semanalmente.

T7. Plantulas provenientes de semillas protegidas con Trichoderma, se
sumergieron durante 15 minutos en ADE y se transplantaron a suelo sin el
patogeno (Testigo Trichoderma sin patogeno).

T8. Plantulas provenientes de semillas protegidas con Bacillus, se sumergieron
durante 15 minutos en ADE y se transplantaron a suelo sin el patégeno
(Testigo Bacillus sin patdgeno).

T9. Plantulas obtenidas de semilla sin proteccion fueron sumergidas durante 15
minutos en ADE y transplantadas a suelo con el patoégeno (Testigo con el
patdgeno).

T10. Plantulas obtenidas de semilla sin proteccion fueron sumergidas durante
15 minutos en ADE y transplantadas a suelo sin el patégeno (Testigo absoluto).
T11. Plantulas obtenidas de semilla protegidas con (Trichoderma + Bacillus), se
sumergieron durante 15 minutos en suspension de Trichoderma + Bacillus de
concentracion 10° con/mL + 108 ufc/mL, respectivamente y se transplantaron
en suelo con el patégeno. Luego, se aplicé ésta misma concentracion de
Trichoderma + Bacillus semanalmente.

T12. Plantulas obtenidas de semilla protegidas con (Trichoderma + Bacillus), se
sumergieron durante 15 minutos en suspension de Trichoderma + Bacillus de
concentraciéon 10° con/mL + 108 ufc/mL, respectivamente y se transplantaron
en suelo sin el patdégeno. Luego, se aplicé ésta misma concentracion de

Trichoderma + Bacillus semanalmente (Cuadro 1).

Las aplicaciones semanales fueron 20 mL de la suspension de los diferentes
antagonistas a la base de la planta por un periodo de 7 semanas.

Todas estas plantas se ubicaron en camara humeda durante 48 horas dentro del
umbraculo y posteriormente fueron dejadas alli hasta su evaluacion final. Las
plantas se regaron diariamente. El ensayo se mont6é en periodo fresco, lluvioso,
por lo que, se hicieron mediciones diarias de temperatura y humedad relativa en el

sitio. Siete dias después del transplante fueron fertilizadas con 10 g/l de una



formula completa (15:15:15). Observaciones diarias permitieron determinar la
aparicion de los sintomas y hacer los respectivos reaislamientos.

Finalmente a los 60 dias se evalu6 el ensayo, realizando el contaje del numero
total de plantas con sintomas de marchitez, informacién que permitié calcular la
incidencia de la enfermedad en cada tratamiento, asi como la medicion de los
parametros de crecimiento de planta (altura, peso fresco, peso seco de la parte
aérea como también el numero de flores; peso fresco, peso seco y volumen de
las raices).

Los datos fueron tabulados utilizando la hoja de calculo electrénica MS Excel y
procesados con el programa estadistico InfoStat v 1.1 (Software 2002), via
paramétrica, ya que se cumplieron los supuestos del analisis de la varianza, el
experimento se instalé en un disefio completamente aleatorizado y se contd con
un total de doce tratamientos, con diez repeticiones cada uno y una planta por

unidad experimental.



Cuadro 1. Tratamientos para evaluar la capacidad biocontroladora de un
aislamiento de Trichoderma sp. y Bacillus sp. para el control de Phytophthora
capsici

Tratamiento Descripcién

[ER

Semillas protegidas con T. sp + T. sp en transplante + suelo/Phy +s

2 Semillas protegidas con B. sp + B. sp en transplante + suelo/Phy +s

3 Semillas protegidas con T. sp + ADE en transplante + suelo/Phy

4 Semillas protegidas con B. sp + ADE en transplante + suelo/Phy

5 Semillas protegidas con T. sp + (T. sp + B. sp) en transplante + suelo/Phy +s

6 Semillas protegidas con B. sp + (T. sp + B. sp) en transplante + suelo/Phy +s

7 Semillas protegidas con T. sp + ADE en transplante + suelo

8 Semillas protegidas con B. sp + ADE en transplante + suelo

9 Semillas no protegidas + ADE en transplante + suelo/Phy

10 Semillas no protegidas + ADE en transplante + suelo

11 Semillas protegidas con (T. sp + B. sp) + (T. sp + B. sp) en transplante + suelo/Phy+s
12 Semillas protegidas con (T. sp + B. sp) + (T. sp + B. sp) en transplante + suelo +s

s= Aplicaciones semanales del antagonista segun el tratamiento, después del transplante
T. sp = Trichoderma sp. a 10° con/mL

B. sp = Bacillus sp. a 102 ufc/mL
Phy = Phytophthora capsici




Resultados y Discusion
Aislamiento del patégeno y los antagonistas
Se logré aislar Phytophthora sp., en muestras vegetales de pimentén de la
localidad Mucura Il, estado Aragua, mientras que en el caso de Trichoderma spp. y
Bacillus spp. se obtuvieron 21 y 20 aislamientos respectivamente, de diferentes

localidades de los estados Aragua y Carabobo (Cuadro 2 y 3).

Cuadro 2. Aislamientos obtenidos del género Trichoderma.

Aislamiento Procedencia Cultivo presente
Trl La Majada — Edo. Aragua Tomate
Tr2 Valles de Tucutunemo — Edo. Aragua Tomate
Tr3 Santa Maria — Edo. Aragua Berenjena
Tr4 Palo Negro — Edo. Aragua Tomate Shanty
Tr5 Valles de Tucutunemo — Edo. Aragua Cebolla
Tr6 Mucura Il — Edo. Aragua Remolacha
Tr7 Mucura Il — Edo. Aragua Pimentén
Tr8 Mucura Il — Edo. Aragua Berenjena
Tr9 Mucura Il — Edo. Aragua Auyama
Trl10 Mucura Il - Edo. Aragua Yuca

Trll Santa Maria — Edo. Aragua Tomate
Trl2 Mucura Il — Edo. Aragua Pimentén
Trl3 Palo Negro — Edo. Aragua Tomate
Trl4 Barbacoas - Edo. Aragua Pimentén
Trl5 Barbacoas — Edo. Aragua Pimentén
Trl6 Tasajera — Edo. Aragua Tomate
Trl7 Tacarigua Dos — Edo. Carabobo Tomate
Trl8 Ruiz Pineda — Edo. Aragua Pimentén
Trl9 Mucura Il — Edo. Aragua Berenjena
Tr20 Las Delicias — Edo. Aragua Pimentén

Tr21 Valles de Tucutunemo — Edo. Aragua Pimentén




Cuadro 3. Aislamientos obtenidos del género Bacillus.

Aislamiento Procedencia Cultivo presente
Bl Ruiz Pineda — Edo. Aragua Pimentén
B2 La Parcela — Edo. Guérico Pimentdn
B3 Las Delicias — Edo. Aragua Pimentén
B4 Valles de Tucutunemo — Edo. Aragua Remolacha
B5 Valles de Tucutunemo —Edo. Aragua Maiz
B6 Tacarigua Dos — Edo. Carabobo Pimentdn
B7 Mucura Il — Edo. Aragua Berenjena
B8 El Milagro — Edo. Aragua Pimenton
B9 Mucura Il — Edo. Aragua Yuca
B10 Palo Negro — Edo. Aragua Tomate
B11l Palo Negro — Edo. Aragua Tomate
B12 Barbacoas — Edo. Aragua Pimentdén
B13 Barbacoas — Edo. Aragua Pimentén
B14 Santa Maria — Edo. Aragua Tomate
B15 Mucura Il — Edo. Aragua Remolacha
B16 Valles deTucutunemo — Edo. Aragua Tomate
B17 Barbacoas — Edo. Aragua Pimentén
B18 Valles deTucutunemo — Edo. Aragua Remolacha
B19 Barbacoas — Edo. Aragua Pimentén
B20 Mucura Il — Edo. Aragua Remolacha

Prueba de patogenicidad de Phytophthora sp.

La prueba de patogenicidad resulté positiva al ser inoculado Phytophthora sp. en
plantas de pimenton variedad Cacique Gigante, las cuales manifestaron los
sintomas caracteristicos de la enfermedad en las primeras semanas hasta
provocarles la muerte (Figura 1). A los 5 dias después de la inoculacién, las
plantas tratadas con el oomiceto mostraron sintomas de marchitez como resultado
de la infeccion y en el tallo se observd una necrosis. Las hojas perdieron su
turgencia y permanecieron adheridas a las ramas conservando su color verde
natural. Al realizar el corte de la zona afectada y hacer el reaislamiento, en medio
de cultivo, se logré obtener el patdégeno, responsable de la marchitez Phytophthora
capsici Leonian, resultado comparable al encontrado por los autores (Ezziyyani,
2004a; Erwin y Ribeiro, 1996; Tuset, 1977; Boccas et al., 1976; Waterhouse,
1963).



Pineda et al., 2003 y Guillén et al., 2006 afirmaron que Phytophthora capsici, es

uno de los agentes causales de la pudricion en tallos y raices en hortalizas.

El aislamiento produjo el 90%de plantas con sintomas de la enfermedad, siendo
evidente la agresividad de la cepa y comparable con los resultados obtenidos por
Pichardo (2009) al obtener los mismos sintomas cuando inocul6 plantas sanas de
pimentdn con P. capsici proveniente del Campo Experimental Experta, ubicado en
Maracay, Edo. Aragua. De igual manera, Escalona et al. (2006), corroboraron
sintomas de la enfermedad en plantas de pimentén ubicadas en la parte baja del
municipio Jiménez, Edo. Lara. De acuerdo a las temperaturas (22 °C — 45 °C) y
humedades relativas (40 % - 100 %) obtenidas en el umbraculo durante el ensayo
y con la humedad en el suelo debido al riego frecuente (diarios), favorecio el
establecimiento y desarrollo P. capsici, eso explica el numero de plantas muertas

obtenidas a causa de la enfermedad ocasionada por este patogeno.



Figura 1. A) Plantas de pimenton inoculadas con Phytophthora capsici. B)
Comparacion de una planta sana y otra enferma. C y D) Plantas mostrando
sintomas de marchitez, pudricion de tallo y raiz caracteristicos de la enfermedad.

Descripcion e identificacion de Phytophthora sp.

Una vez desarrolladas las colonias en el medio de cultivo AZ, a los 6 — 7 dias, el
oomiceto reaislado de las plantas que manifestaron marchitez, presenté colonia
blanca, algodonosa con patrén estrellado, bordes bien definidos, micelio continuo
hialino, muy ramificado, esporangios abundantes, de forma elipsoidal (30 - 45 x 25
- 30) p, monopapilados, caducos, con pedicelo cortos. Las caracteristicas
anteriormente descritas (culturales y morfométricas) corresponden a lo sefialado
por diversos autores (Kirk et al., 2001; Arauz, 1998; Erwin y Ribeiro, 1996; Wilcox
et al., 1993; Tuset, 1977; Boccas et al., 1976; Waterhouse, 1963; Leonian, 1922)
para la especie Phytophthora capsici Leonian (Figura 2).



Figura 2. A) Colonia de P capsici de cinco dias de edad en AZ. B) Micelio
continuo y esporangios.

Seleccion de los antagonistas

De Trichoderma spp. y Bacillus spp., se seleccionaron los aislados Tr12 y B1, para
la identificacion y ensayos en umbraculo, los cuales produjeron mayores PIC y
PIE, asi como por el mecanismo de accion sobre el patdgeno observado

(antibiosis, competencia, hiperparasitismo e induccion de resistencia).

Descripcion e identificacién de Trichoderma sp.

El aislado Tr12 (Mucura Il), presentd una colonia de crecimiento rapido,
inicialmente de color blanco, a las 72 horas empezé a desarrollar anillos
conceéntricos, hifas septadas, hialinas, conidiéforo intrincado, midiendo (50,0 —
60,0 x 2,0 — 3,0) py, verticilos formado por cinco fialides, de forma ampuliforme,
midiendo (10,5 x 3,3) uy 2,2 u en la base, no se observaron fialides intercalares,
conidios con pared lisa, globosos a subglobosos, de color verde oliva, sus
medidas son (3,5 x 3,1) M, presenta clamidosporas terminales e intercalares,
globosas a subglobosas, midiendo (9,5 x 9,0 p) (Figura 3A y 3B). Las
caracteristicas del aislamiento corresponden a la descripcion dada por Rifai
(1969), Barnett y Hunter (1987), Bisett (1991), Samuels (2005), para la especie

Trichoderma harzianum.



Figura 3. Trichoderma harzianum. A) Colonia del hongo con formacién de anillos
concéntricos. B) Conidiéforo con ramificacion intrincada y conidios globosos a
subglobosos.

Descripcion e identificacion de Bacillus sp.

El aislado B1 (Ruiz Pineda), se caracterizé por formar colonias de color crema
opaco, de aspecto rugoso y bordes ondulados; corresponde a una bacteria Gram
positivo, forma de bastdn, con endospora en la parte central, aerdbico facultativo,
oxidasa negativo, catalasa, crecimiento a 45 y 65 °C, motilidad, hidrdlisis de
almidén, prueba de Voges Proskeaur positivos; las caracteristicas del aislado
(Cuadro 4, Figura 4 y 5) corresponden a lo sefialado por diversos autores
(Schaad, 2001; Bergey, 2000; Buchanan y Gibbons, 1974) para la especie Bacillus
subtilis.

Varios investigadores consideran que entre los microorganismos mas importante
para el control de enfermedades se encuentran las bacterias del géneros Bacillus,
debido a que tienen la facilidad de digerir la quitina, ademas, de la producciéon de
antibiéticos como: bacitracina, polimixina, tirocidina, gramicidina y circulina, entre
otros, ademas, de la liberacion de compuestos con propiedades antifungicas
como la subtilina y otros antibiéticos de la familia de las iturinas en Bacillus subtilis
(Podile y Laxmi, 1998; Cazorla y Romero, 2007; Bernal et al., 2002; Fernandez-

Larrea, 2006). En Cuba, demostraron la efectividad del Biobac® obtenido a partir



de B. subtilis (cepa INIFAT-101) como biocontrolador de enfermedades vy
estimulador del crecimiento vegetal (Tejeda et al.,, 2006). La aplicacion del
bioproducto fue viable en condiciones controladas y no controladas para diferentes

cultivos como cebolla, tomate, trigo, remolacha y otros.
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Figura 4. A) Colonia de la bacteria B. subtilis. B) Células bacterianas observadas
con tincion de endosporas.



Cuadro 4. Caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y fisiolégicas de la bacteria.

Prueba Reaccion
Morfologia de la colonia Aspecto rugoso y bordes ondulados
Color de la colonia Crema opaco
Forma - Tincién Rojo Congo Bastones
Tincion de endospora + (Central)
Tamafio 2-4 um de diametro
Catalasa +
Oxidasa -
3% Igual que el testigo
Tolerancia a sales 5% Afecto el crecimiento
7% Poco crecimiento
Requerimiento de oxigeno Aérobico facultativo
Temperatura 45 °C +
crecimiento optimo 65 °C +
Hidrdlisis de almidon +
Reaccion de Gram (KOH al 3%) Gram +
Utilizacion de Citrato +
Produccién de acido a partir: Manitol +
Xylosa +
Motilidad +
Voges Proskeaur +

Todas las pruebas fueron realizadas con colonias de 24 — 48 horas de crecimiento (+): Reaccion
positiva; (-): Reaccion negativa; ND: No determinado
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Figura 5. A) Prueba de Hugh y Leifson para determinar tipo de respiracién de B.
subtilis. B) Utilizacion de citrato (+). C) Voges Proskeaur (+). D) Produccion de
acido a partir: Manitol (+), Xylosa (+). E) Tolerancia a sales al 3, 5y 7%. F)
Hidrdlisis de almidon (+).

Pruebas de enfrentamiento entre Phytophthora capsici L.y Trichoderma spp.

Como se aprecia en los cuadro 5 y 6 todos los aislamientos de Trichoderma
inhibieron el crecimiento y la esporulacion de P. capsici notandose diferencias
significativas entre los tratamientos.

En la ultima evaluacion a las 96 horas el aislamiento que presentd el mayor PIC
del patégeno fue Tr12 (76,80%) y el menor PIC lo obtuvo el Tr17 (45,32%)
(Cuadro 5 y Figura 6). Estos valores fueron superiores a los obtenidos por Sid et

al. (1999), quienes observaron in vitro inhibicidén del crecimiento de P. capsici con



T. harzianum en 38 — 53%. La tendencia de esta capacidad de inhibiciéon de
crecimiento se observo a las 24, 48 y 72 horas en la mayoria de los aislamientos.
Por otra parte, Guzman (2011), obtuvo un 59,42% como el mejor en inhibir el
crecimiento de P. palmivora por T. crassum, valor que contrasta con los publicados
por Labrador (2011) enfrentando los mismos microorganismo y obteniendo 26,2%,
estas diferencias podrian atribuirse a la produccion de metabolitos volatiles y no
volatiles con la propiedad de reducir el crecimiento in vitro del patégeno (Flores,
2008).

Se pudo observar que el aislamiento Trl2 (T. harzianum) tuvo una actividad
antifangica por encima del control, sobrecreciendo y reduciendo la colonia del
patdogeno. Es decir T. harzianum no solo inhibié la expansion de P. capsici
creciendo en su campo de accién, sino que a los cuatro dias la colonia del
patbgeno P. capsici quedd totalmente reducida en comparacion con el control
(Figura 8), coincidiendo estos resultados con los encontrados por (Ezziyyani et al.,
2004c; Elad et al., 1982; Malajczuk, 1983; Bara et al., 2003) quienes demostraron
que el proceso se lleva a cabo mediante metabolitos volatiles o solubles, los
cuales reducen el crecimiento del patdgeno, seguido de una vacuolacién del
contenido celular que eventualmente resulta en lisis de las hifas; Trichoderma
eventualmente sobrecrece a Phytophthora y parasita sus hifas; la producciéon de
antibiéticos pueden influir fuertemente el proceso de antagonismo.

En ensayos in vitro realizados por Ezziyyani et al. (2004c), demostraron que T.
harzianum tuvo un claro efecto antagonico sobre P. capsici en medio de cultivo
PDA y PDA enriquecido con laminarina-glucosa, obteniendo el 55 y 67% de
inhibicién del patdgeno, respectivamente, es decir, la intensidad de inhibicion de P.
capsici por T. harzianum in vitro varié segun el medio de cultivo, la temperatura y
pH.

Se observé una reduccién superior al 45% en la produccion de esporangios (PIE),
destacandose el aislamiento Tr12 (Mucura Il) con 88,17% (Figura 7), similar, a los
valores obtenidos por Guzman (2011) y Labrador (2011) de 72,72 y 77,24%
respectivamente, al enfrentar T. crassum con P. palmivora. Por otra parte, el

aislamiento que resulté menos efectivo en la evaluacion de este parametro fue



T17 (Tacarigua Dos) reportando un PIE de 45,10%. Los resultados obtenidos en la
evaluacion estadistica (p<=0,05) mostraron diferencias significativas entre los
distintos aislamientos donde se pudo detectar variaciones en el efecto inhibitorio
que ejercié Trichoderma sobre la esporulaciéon del patdégeno.

En ésta investigacion se observd mediante preparados microscopicos, la
degradacion y destruccion del micelio de P. capsici cuando se enfrentd al
aislamiento Tr12, es decir, el micelio de Trichoderma penetro los esporangios de
Phytophthora destruyéndolo por completo mediante lisis, Esto ha sido observado
también por otros investigadores, quienes han descrito que el proceso de infeccion
se lleva cabo mediante la excrecion de enzimas liticas que incluyen B-1-3-
glucanasas, proteinasas y quitinasas, las cuales degradan la pared celular del P.
cpsici; a nivel celular causan vacuolacién, granulacion, coagulacion,
desintegracion vy lisis. En el caso de Oomycetes, cuya pared celular contiene 3-1-
3-glucano y celulosa, se infiere que la B-1-3-glucanasas como la enzima principal
en la lisis de la pared celular durante la accién micoparasitica (De la Cruz et al.,
1995; Stefanova et al., 1999; Sid et al., 1999).



Cuadro 5. Comparacion de medias de PIC en los enfrentamientos de los
aislamientos de Trichoderma spp. contra P. capsici

PIC
Horas
Tratamiento Aislamiento 24 48 72 96

1 Trl 22,62 ab 28,53 bc 34,93 ghi 57,44 f

2 Tr2 22,03ab 32,04 ab 37,00 fgh 58,79 ef
3 Tr3 7,14ab 24,92 bcd 52,34 b 68,49 b

4 Tr4 29,77 ab 24,79 bcd 49,15 bc 66,40 bc
5 Tr5 22,03 ab 5,20 fgh 26,92 i 49,82 gh
6 Tr6 30,95ab 12,51 defgh 42,86 cdefg 62,27 cde
7 Tr7 33,93ab 12,48 defgh 42,86 cdefg 62,63 cde
8 Tr8 22,62 ab 13,34 defg 43,35 cdef 62,25 cde
9 Tr9 19,05ab 8,04 efgh 41,29 cdefgh 60,91 def
10 Trl0 14,88 ab 21,32 bcde 33,82 hi 56,37 f
11 Trll 30,95ab 21,47 bcde 39,17 defgh 57,45 f
12 Trl2 6,55ab 4547 a 64,52 a 76,80 a
13 Trl3 14,88 ab 2,68 gh 37,02 fgh 58,81 ef
14 Trl4 30,95 ab 14,30 defg 45,50 bcde 64,36 bcd
15 Trl5 26,79 ab 16,85 cdef 46,50 bcd 65,00 bcd
16 Trl6 26,19 ab 30,28 bc 5291b 68,16 b
17 Trl7 19,05ab 20,59 bcde 16,40 | 45,32 h
18 Trl8 41,67a 22,27 bed 38,08 efgh 49,48 gh
19 Trl9 41,67a 24,09 bcd 35,94 fgh 50,14 g
20 Tr20 26,19 ab 11,55 defgh 35,45 fgh 57,44 f
21 Tr21 30,36 ab 28,50 bc 38,05 efgh 59,14 ef

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey

(p<=0,05)
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Cuadro 6. Comparacion de medias de PIE en los enfrentamientos de los
aislamientos de Trichoderma spp. contra P. capsici

Tratamiento Aislamiento Esporangios PIE (%)
1 Tr1 8800 67,45 bcd
2 Tr2 8400 69,04 abcd
3 Tr3 4800 82,25 ab
4 Tra 7600 71,42 abc
5 Tr5 12800 53,04 cde
6 Tr6 8800 67,09 bed
7 Tr7 8400 68,96 abcd
8 Tr8 8000 70,43 abc
9 Tr9 7600 71,98 abc
10 Tr10 8400 68,96 abcd
11 Tr11 8000 70,43 abc
12 Tr12 3200 88,17 a
13 Tr13 9200 66,46 bed
14 Tr14 7200 73,09 abc
15 Tr15 6000 78,09 ab
16 Tr16 5200 80,79 ab
17 Tr17 14800 4510 e
18 Tr18 13600 49,90 de
19 Tr19 11600 56,77 cde
20 Tr20 10000 62,73 becde
21 Tr21 8800 67,09 bcd

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey
(p<=0,05)
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Figura 8. Cultivo dual entre T. harzianum (A) y P. capsici (B); Testigo= P. capsici

(C).




Prueba de confrontacion entre Phytophthora capsici L. y Bacillus spp.

Como se aprecia en los cuadro 7 y 8 todos los aislamientos de Bacillus inhibieron
el crecimiento y esporulacion de P. capsici notandose diferencias significativas
entre los tratamientos.

Se registré el mayor y menor PIC (p<=0,05) en los tratamientos. El aislamiento
que produjo el mayor porcentaje de inhibicién de crecimiento del patogeno fue B1
(67,22%) y menor B7 (33,88%) a las 96 horas respectivamente (Figura 9), siendo
éstos valores muy superiores o similares a los reportados por otros investigadores.
Lagunas et al. (2001) demostraron que tres cepas de Bacillus, redujeron
significativamente (p = 0.05) el crecimiento micelial de P. capsici in vitro, es decir,
Bacillus inhibié de 33,8 — 41% el crecimiento del patégeno. Por otro lado, Labrador
(2011) al enfrentar Bacillus subtilis ante P. palmivora reportd un PIC de 17,2%,
valor que contrasta con los obtenidos por Ros et al. (2008), al obtener un aislado
del género Bacillus (C4) capaz de inhibir el crecimiento micelial en un 90.4 %
enfrentadas in vitro ante Phytophthora nicotianae. La tendencia de esta capacidad
de inhibicién de crecimiento se observd a las 24, 48 y 72 horas en la mayoria de
los aislamientos.

De 64 cepas de B. thuringiensis probadas por Mojica et al. (2009), 19 cepas
resultaron ser buenas antagonistas contra P. capsici, produciendo porcentajes de
inhibicion 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.

Akgul y Mirik (2008), evaluaron in vitro cepas de B. megaterium contra P. capsici,
resultando tres las mas efectivas en inhibir al patégeno de 2 — 12,3 mm
respectivamente en las zonas de inhibicién.

Constanza et al. (2011), evaluaron mediante pruebas de antagonismo in vitro
diferentes aislamientos del género Bacillus frente a Fusarium spp., donde B1 (B.
liqueniformis) y B2 (B. subtilis) presentaron entre el 70-100% de inhibicion del
crecimiento del patdgeno y B14 (B. megaterium) y E2 (B. brevis) entre 40-69%.
Hernandez et al. (2006), analizaron la bioeficacia de cinco cepas de Bacillus spp.

contra el hongo Alternaria dauci en el cultivo de zanahoria y en pruebas in vitro,



revelaron que las cepas de Bacillus presentaron un efecto inhibitorio significativo
(P = 0,05) en el crecimiento micelial de A. dauci. EI mayor efecto inhibidor
(53.44%) fue observado con la cepa Bl (B. subtilis), la cual resultd
estadisticamente superior que las demas.

Investigadores como Talavera et al. (1998), plantean que el proceso de seleccion
de bacterias antagonistas in vitro se considera el paso mas dificil en el desarrollo
de un candidato promisorio para el control biolégico de enfermedades. Garcia
(2005), plantea una escala que solamente se considera como toxica, las cepas
que inhiban el 100% del crecimiento del patdgeno. De esta manera el resto de las

cepas se consideran ligeramente toxicas (79 -30%).

En cuanto a la inhibicién de la esporulacién, en esta investigacion se observé una
reduccion superior al 30% en la produccion de esporangios (PIE), destacandose el
aislamiento del B1 (Ruiz Pineda) con 87,67% (Figura 10), éste valor supera al

obtenido por Labrador (2011) de 70,65%, al enfrentar B. subtilis con P. palmivora.

Los resultados obtenidos en la evaluacion estadistica (p<=0,05) mostraron
diferencias significativas entre los distintos aislamientos donde se puede detectar
variaciones en el efecto inhibitorio que ejercidé Bacillus sobre la esporulacion del

patogeno (Cuadro 8).

Se pudo observar el halo de inhibicion producido por el aislamiento B1 (Ruiz
Pineda), siendo éste mayor en comparacion a los demas (Figura 11). Segun
senala Fernandez — Larrea (2001), es posible que el mecanismo ejercido por la
bacteria B1, fue el de antibiosis, debido a la produccion de metabolitos
secundarios, los cuales pueden ser volatiles o difusibles, pero que en cualquiera
de los casos, sin entrar en contacto fisico con el patégeno, pueden inhibir o
restringir su crecimiento. Los mismos autores documentaron que en especies de
B. subtilis, se ha registrado la liberacion de compuestos con propiedades
antifungicas como la subtilina y otros antibioticos de la familia de las Iturinas.
También, se logré observar al microscopio que B. subtilis afectd las estructuras de
P. capsici produciendo lisis en sus hifas, por lo que, éste efecto puede deberse a

varios mecanismos como induccion de resistencia pero fundamentalmente en la



antibiosis y competencia por el espacio o los nutrientes (Ezziyyani et al., 2011).

Es bien conocido que el género Bacillus se encuentra integrado por bacterias

endosporadas con alto potencial biocontrolador contra patogenos foliares, incluso

contra Phytophthora capsici, agente causal de la mazorca negra del cacao, entre

otras enfermedades en diferentes cultivos (Melnick et al., 2008).

Cuadro 7. Efecto inhibitorio de aislamientos de Bacillus spp. en el crecimiento de
P. capsici enfrentados por el método de cultivos duales

PIC
Horas
Tratamiento Aislamiento 24 48 72 96
1 Bl 23,89 ab 34,27 ab 55,81 a 67,22 a
2 B2 16,92 abcd 13,90 efghi 26,51 efg 44,02 fgh
3 B3 12,39 abcd 11,64 ghij 32,05 de 49,27 def
4 B4 8,24 bcd 24,36 bcde 49,15 ab 62,26 ab
5 B5 5,48 cd 22,06 cdefg 45,30 bc 59,41 bc
6 B6 8,47 bcd 8,11 hijk 21,85 fgh 42,01 ghi
7 B7 9,26 bcd 17,42 defgh 10,93 i 33,88
8 B8 15,95abcd 41,18 a 44,49 bc 58,75 bc
9 B9 13,96 abcd 12,13 ghi 33,52 de 50,66 de
10 B10 16,10 abcd 4,06 ijk 30,41 def 48,35 defg
11 B11l 28,71 a 29,05 bc 52,29 ab 64,63 ab
12 B12 17,08 abcd 1,15 jk 17,88 ghi 39,11 hij
13 B13 18,99 abc 26,13 bcd 47,57 abc 61,14 ab
14 B14 17,07 abcd 28,46 bc 51,91 ab 64,33 ab
15 B15 20,98 abc 26,74 bcd 50,79 ab 63,48 ab
16 B16 17,29 abcd 6,41 ijk 26,13 efg 45,22 efgh
17 B17 25,60 ab 17,42 ijk 31,58 de 49,22 def
18 B18 18,18 abcd 28,50 bc 38,68 cd 54,48 cd
19 B19 19,13 abc 23,85 bcdef 22,19 fgh 42,31 ghi
20 B20 25,74 ab 13,38 fghi 15,17 hi 37,11

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey

(p<=0,05)
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Figura 9. Porcentaje de inhibicion de crecimiento (PIC) de P. capsici enfrentado

con aislamientos de Bacillus spp. al dia 4 de la evaluacion.




Cuadro 8. Comparacion de medias de PIE en los enfrentamientos de los
aislamientos de Bacillus spp. contra P. capsici

Tratamiento Aislamiento Esporangios PIE (%)
1 B1 2800 87,67 a
2 B2 14400 35,03 bede
3 B3 12000 46,15 bcde
4 B4 9200 58,40 b
5 BS 11200 49,64 bcde
6 B6 15600 29,98 e
7 B7 15600 30,20 e
8 B8 11600 47,72 bcde
9 B9 12800 41,95 bcde
10 B10 13200 40,39 bcde
11 B11 10000 55,27 bed
12 B12 14800 32,6 de
13 B13 10400 53,49 bcde
14 B14 9600 56,97 bc
15 B15 10000 54,69 bcd
16 B16 14800 33,1 cde
17 B17 11600 47,85 bcde
18 B18 11200 49,64 bcde
19 B19 15200 31,7 de
20 B20 15600 29,98 e

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey
(p<=0,05)
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Figura 10. Porcentaje de inhibicion de esporulacion (PIE) de P. capsici enfrentado

con aislamientos de Bacillus spp. al dia 4 de la evaluacion.

Figura 11. Cultivo dual entre P. capsici (A) y B. subtilis (B); Testigo= P. capsici (C).

Para continuar con la investigacion se seleccionaron los aislamientos T. harzianum

proveniente de Mucura Il (Tr12) y B. subtilis proveniente de Ruiz Pineda (B1), ya




que presentaron los mayores porcentajes de inhibicidn de crecimiento (PIC) y de

esporulacion (PIE) del patégeno.

Evaluacion de la capacidad biocontroladora de un aislamiento de
Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis para el control de Phytophthora

capsici en condiciones de umbraculo.

Una vez realizado el transplante se efectuaron observaciones diarias que
permitieron determinar el establecimiento del cultivo y el descarte de aquellas
plantas muertas por efecto del estrés producido durante el transplante, en todos

los tratamientos.

Porcentaje de Incidencia de la enfermedad

Transcurridos 7 dias después del transplante, en plantas de los diferentes
tratamientos inoculadas con el patdbgeno y antagonistas se observaron sintomas
de la enfermedad como marchitez y sobre el tallo se observé una necrosis,
causando en algunos casos la muerte de la planta (Figura 12), realizando los
respectivos aislamientos para confirmar la presencia del patégeno Phytophthora

capsici Leonian.

Figura 12. Plantas con sintomas de marchitez por P. capsici (a) y plantas sanas

(b)



Los resultados de incidencia y reduccion de la marchitez en plantas de pimentoén
se muestran en el Cuadro 9. Los tratamientos por cada antagonista y con la
combinacion de T. harzianum y B. subtilis fueron eficientes frente a P. capsici, bajo
condiciones de umbraculo comparado con el control positivo (T9), donde las
plantas sin proteccién inoculadas con P. capsici produjo el 90% de la enfermedad.
La maxima reduccién de la enfermedad, se logré cuando las raices fueron tratadas
con la combinacién de los antagonistas seleccionados (T. harzianum + B. subtilis)
y aplicacion semanal de los mismos, consiguiendo una reduccion de 60 y 70% en
los tratamientos T5, T6 Y T11 (Figura 13), en investigaciones realizadas con otros
géneros de bacterias antagonistas encontraron resultados favorables, como
Ezziyyani, et al. (2011), quienes demostraron in vivo que el tratamiento con la
combinacion Burkholderia cepacia + T. harzianum + suelo de plantacion, fue
capaz de reducir hasta un 84% la marchitez causada por P. capsici en plantas de
pimenton; también, Akgul y Mirik (2008), obtuvieron como mejor tratamiento la
triple combinacion de cepas de B. megaterium para el control del patégeno en el
cultivo estudiado, con un 73,2% en reduccion de la enfermedad. En invernadero y
campo, la presencia de diferentes asociaciones de antagonistas disminuyé la
incidencia de la marchitez del pimenton, en comparacion con el testigo (Bautista,
et al., 2010), por ello, la relacibn que se establece entre los antagonistas en
estudio: T. harzianum y B. subtilis puede ser definido como una simbiosis
antagonica, por lo que son compatibles para ser usados juntos frente al patégeno
P. capsici, tal como fue demostrado in vitro e in vivo por Santander (2012) para la
reduccion de Colletotrichum gloeosporioides en mango. La aplicacion semanal de
antagonistas correspondiente a cada tratamiento tuvo un efecto positivo en el %
de reduccion de la enfermedad en T1 (45,56%), T2 (50%), T5 (60%), T6 (70%) y
T11 (70%), lo cual difiere a lo reportado por Lagunas et al. (2001), donde la
aplicacién semanal de Bacillus a tratamientos inoculados con P. capsici en suelo
esterilizado y no esterilizado, no tuvo ningun efecto en la severidad y nimero de

plantas muertas.



De acuerdo a las temperaturas (22 °C — 45 °C) y humedades relativas (40 % -
100 %) obtenidas en el umbraculo durante el ensayo y con la humedad en el suelo
debido al riego frecuente (diarios), favorecié el establecimiento y desarrollo P.
capsici, eso explica la incidencia de la enfermedad ocasionada por este patégeno,
datos comparables a los obtenidos por Saldarriaga (2007), en donde problemas de
acumulacion de humedad caus6 la muerte de alrededor de 1300 plantas de
pimentdn por pudricion del tallo (Phytophthora spp.), en cierta zona del
invernadero ubicado en el Asentamiento Campesino Santa Maria, estado Aragua.
La temperatura 6ptima de desarrollo del oomiceto oscila entre 21 y 31 °C, con una
disminucion drastica a partir de esa temperatura (Alfaro y Vegh, 1971). En tal
sentido coincide Schlub (1983), al afirmar que el mayor numero de infecciones se
obtienen a 23 °C, siendo éstas muy reducidas a 15 y 31 °C. Ahondando en estos
parametros, Malaguti y Pontis (1950) sefialan como la gama de temperaturas mas
favorables a P. capsici, la comprendida entre 22 y 29 °C. Newhook et al., (1978)
establecen como caracteristica importante en su clave de diferenciacion de las
especies de Phytophthora el buen crecimiento de P. capsici a temperaturas

superiores a 35 °C.

Cuadro 9. Porcentaje de incidencia y de reduccion de incidencia de la marchitez
en plantas de pimenton.

Tratamiento

% de incidencia

% de reduccién de incidencia

T1 (S.p con Tr12)+Tr12+Phy+s 44,44 45,56
T2 (S.p con B1)+B1+Phy+s 40 50
T3 (S.p con Tr12)+Phy 55,56 34,44
T4 (S.p con B1)+Phy 60 30
T5 (S.p con Tr12)+Tr12+B1+Phy+s 30 60
T6 (S.p con B1)+Tr12+B1+Phy+s 20 70
T7 (S.p con Tr12)+ADE 0

T8 (S.p con B1)+ADE 0

T9 ADE+Phy 90 -
T10 ADE+ADE 0

T11 (S.p con Tr12+B1)+Tr12+B1+Phy+s 20 70
T12 (S.p con Tr12+B1)+Tr12+Bl+s 0

% de reduccion de incidencia = % de incidencia del testigo (T9= ADE+Phy) - % de incidencia del
respectivo tratamiento.; S.p.: Semilla protegida; Tr12 = T. harzianum; B1 = B. subtilis; Phy = P.

capsici, s=Aplicaciones semanales
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Figura 13. Porcentaje de reduccién de la incidencia de marchitez al aplicar
diferentes tratamientos con Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis

Respuesta de la planta a la aplicaciéon de Trichoderma harzianum y Bacillus
subtilis para el control de Phytophthora capsici en condiciones de

umbraculo.

Al realizar el analisis estadistico se encontré que los resultados de las variables de
la parte aérea (altura, peso fresco, peso seco, numero de flores) y radical de la
planta (peso fresco, peso seco, volumen), cumplieron con los supuestos del
analisis de varianza, observando diferencias significativas (p<=0,05) y realizando
la comparacion de sus medias mediante la prueba de Tukey (Cuadro 10y 11).

El analisis de varianza para las variables altura y peso fresco de la parte aérea de
las plantas inoculadas, mostraron diferencias significativas entre los tratamientos,
obteniéndose el mejor resultado al aplicar la combinacion de T. harzianum + B.
subtilis en el semillero, en el transplante y semanalmente en presencia de P.

capsici (T11), seguido del tratamiento donde se aplicé la combinacion de T.



harzianum + B. subtilis en el semillero, transplante, y semanalmente pero sin
presencia de P. capsici (T12), con valores de 50,50 cm y 50,40 cm,
respectivamente, en relacion con el testigo donde sélo se aplicé el patégeno (T9)
que alcanzo una altura de 20,90 cm, mientras que para la variable peso fresco, los
mejores tratamientos fueron los mismos, con valores de 43,18 g y 41,13 g
respectivamente, en comparacion con el testigo de 7,44 g; igualmente, hubo
diferencias significativas entre los tratamientos para peso seco y numero de flores,
conservando la tendencia, es decir: T11 (5,78 g), T12 (5,519) respecto a T9 (0,60
g)y T11 (13,60), T12 (13,00), en comparacion al testigo (1,50), respectivamente.
Se obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos para peso fresco de
la raiz, observando los mayores incrementos en T2 (12,15 g), T5 (11,02 g), T11
(10,53 g) y T12 (10,00 g) con relacion a T9 (4,09 g). No se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos para peso seco de la raiz, sin embargo, las
plantas obtenidas de semillas protegidas con B. subtilis, en el momento del
transplante y semanalmente, en presencia del patégeno (T2), como también, las
plantas obtenidas de semillas protegidas con la combinacién de T. harzianum + B.
subtilis, en el momento del transplante y semanalmente, en presencia de P.
capsici (T11), presentaron los mayores incrementos de 2,38 g y 2,33 g,
respectivamente, observando un valor inferior de 0,97 g en el tratamiento donde
s6lo se aplico el patdégeno (T9). Se encontraron diferencias significativas para el
volumen de raices entre los tratamientos T12 (16,17 mL) y T11 (15,80 mL)
respecto a T9 (3,25 mL).

Dentro de este contexto, ademas se observé que todos los tratamientos a los
cuales se aplicaron los antagonistas bajo diferentes modalidades presentaron una
mejor respuesta, en relacion a los tratamientos que no recibieron ninguna
aplicacion.

En cuanto a las variables de la parte aérea de la planta (Cuadro 10) como altura,
peso fresco, peso seco y numero de flores, el mayor incremento fue observado en
los tratamientos T11 y T12 cuando se emple6 semilla protegida con la
combinacion de T. harzianum + B. subitilis, aplicacion de T. harzianum + B. subtilis

en el momento y después del transplante (semanal) a concentraciones de 10°



con/mL + 10® ufc/mL, respectivamente, en suelo con el patdgeno (T11), seguido
del tratamiento donde se aplic6é la misma metodologia pero en suelo sin el
patogeno (T12). Resultados comparable con los reportados por I1zzeddin y Medina
(2011), quienes observaron que plantulas de semillas de pimentén tratadas con
microorganismos antagonistas posterior a la infeccion del patdgeno, presentaron
una longitud mayor que aquellas que fueron infectadas y no tratadas, favoreciendo
la germinacion y crecimiento de las plantulas. Igualmente, Hernandez et al. (2006),
obtuvieron mayores alturas en plantas de zanahorias cuando aplicaron cepas del
género Bacillus, para el control de Alternaria dauci, B9 (33,53 cm) seguido por la
mezcla de cinco cepas (33,05 cm). Los efectos estimuladores de algunas cepas
bacterianas sugieren que posiblemente existe un sinergismo entre el hospedante y
los simbiontes, lo que permite una mejor absorcién de elementos esenciales como
Ny P, los cuales al interactuar con las fitohormonas que excretan las raices tienen
una accién potenciadora sobre el desarrollo aéreo del cultivo.

Trichoderma spp. ha demostrado ser uno de los antagonistas mas eficientes tanto
para el control de patdgenos del suelo y en cultivos, asi como para la estimulacion
de la planta por el mecanismo responsable de la actividad antagonica en la parte
subterranea de la misma, T. harzianum induce a una reaccion de resistencia
sistémica frente a patdégenos, lo cual se traduce en reduccion de la necrosis
causada por algunos microorganismos como: P. capsici y A. alternata (Sid et al.,
1999). Por otra parte, Fernandez et al. (2007), realizaron un manejo biolégico de
P. capsici y sefialaron que el hecho que las plantas de tomate de los tratamientos
Bio (Bacillus subtilis) y End (hongos micorricicos arbusculares) hayan tenido un
ligero incremento en altura y biomasa seca total, estadisticamente no significativo,
con respecto a cuando éstos se inocularon en combinacién con otro bioproducto
[Bio + End, End + T22 (Trichoderma harzianum), End + 343 (Bacterias benéficas)],
quizas pueda deberse a una posible competencia entre ambos microorganismos
por las fuentes de carbonos exudados por las raices, o bien, por el espacio en la
rizésfera de las planta.

Para las variables de la raiz (Cuadro 11) el mejor tratamiento en cuanto al peso

fresco y peso seco se logré con el tratamiento T2 (semilla protegida con Bacillus y



aplicacion del antagonista en el momento y después del transplante, en suelo con
el patégeno), esto se puede atribuir al hecho que las bacterias promotoras de
crecimiento en las plantas pueden ejercer su efecto estimulante mediante la
produccion de sideréforos extracelulares que secuestran Oxidos férricos para
convertirlos en forma disponibles para las raices, lo cual incrementa el volumen
radical (Dudgale et al., 1993). También se menciona que las bacterias de los
géneros Bacillus y Pseudomonas son las mas destacadas en la conversion de
compuestos inorganicos insolubles de fosforo [Cas (PO4)?] que no estan
totalmente disponible en el suelo para las plantas, en fosfatos di y monobasicos
siendo esto las formas asimilables por las raices (Bautista et al., 2003; Strandberg,
1992). Cabe sefalar, que los tratamientos T5, T11l y T12 (semillas protegidas y
aplicacion de la combinacion de T. harzianum + B. subtilis en el momento y
después del transplante en suelo con el patégeno) mostraron un efecto
estimulador respecto al volumen de las raices por la accion de los antagonistas,
resultados comparable con lo sefialado por otros autores, los cuales reportan
incrementos en longitud de la raiz, en tratamientos donde aplicaron 5 cepas de
Bacillus spp. por separado y la combinacion de las mismas en plantas de
zanahoria (Hernandez et al., 2006), éste efecto de la combinacién de cepas es
posible por cuanto T. harzianum y B. subtilis son compatibles entre si y estos
antagonistas interfieren en la supervivencia y el desarrollo del patdgeno P. capsici.
Asimismo, B. subtilis produce antibiosis y T. harzianum ejerce competencia por
espacio y nutrientes, micoparasitismo y lisis enzimética (Ezziyyani et al., 2011).
También, Harman et al. (2004) sefialan la existencia de diversos mecanismos de
accion, donde se producen una serie de cambios morfolégicos y bioquimicos en la
planta inducidos por los microorganismos que interactian en la misma y que van a
depender de una serie de factores. Igualmente, Lagunas et al. (2001), sefialaron
qgue el tratamiento de semillas de tomate cv Rio Grande con Bacillus estimulé la
germinacién en un 35%, el volumen de raiz y peso seco del follaje se
incrementaron en 87 y 84% respectivamente, en comparacion con el testigo. La
combinacion del tratamiento a la semilla con adicion de bacterias endofiticas en

hojas de plantas y al suelo, puede incrementar la colonizacion por estas bacterias



y potenciar sus beneficios (Hallmann et al., 1997). Weste et al. (1976) observaron
que en suelos con mayores cantidades de microorganismos, el porcentaje de
enfermedad causado por Phytophthora disminuia. Las aplicaciones semanales de
los antagonistas por separado y combinados pudieron haber asegurado la
presencia continua de los microorganismos en la rizésfera del pimenton.

Se ha sugerido que para desarrollar un control biologico eficaz, se debe
seleccionar y utilizar una mezcla de varios antagonistas con un amplio espectro de
actividad de biocontrol, cada uno de ellos con diferentes estrategias de
colonizacion, mecanismos de supresion, temperaturas optimas de crecimiento, pH
optimos, condiciones de humedad y con capacidad para suprimir a diferentes
patogenos (Duffy y Weller, 1995; Leeman et al., 1997; Mathre et al., 1999). Asi
mismo, el control biolégico de P. capsici puede realizarse utilizando una mezcla de
diferentes antagonistas, a los cuales debera proveérseles las condiciones idoneas
para que sus poblaciones se incrementen y aumenten su potencial antagonico, a
través de incorporacion de materia organica, humedades relativas Optimas,

labores culturales y riegos adecuados (Lagunas et al., 2001).

Cuadro 10. Efecto de la aplicacion de los antagonistas (T. harzianum y B. subtilis)
para el control de Phytophthora capsici sobre la parte aérea en plantas de
pimentdn variedad Cacique Gigante.

Aturadelaplanta Peso fresco Peso seco

Tratamiento (cm) (9) (9) N° flores
Tl 39,50 b 36,14 abc 5, 13abc 11,67 ab
T2 38,10 bc 39,71 ab 5,12abc 11,30 ab
T3 34,67 bc 23,13 cd 3,90 bcd 8,78 ab
T4 33,60 bc 23,98 cd 4,09 abcd 8,40 b
T5 40,10 b 33,37 abcd 4,13 abcd 10,50 ab
T6 39,90 b 32,46 abcd 4,84 abc 9,80 ab
T7 32,22 ¢ 22,10d 2,80d 9,78 ab
T8 34,95 bc 22,04 d 2,86d 8,70 ab
T9 20,90d 744 e 0,60 e 150c
T10 34,56 bc 26,76 bcd 3,40 cd 10,67 ab
T11 50,50 a 43,18 a 578 a 13,60 a
T12 50,40 a 41,13 a 5,51 ab 13,00 ab

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey
(p<=0,05)




Cuadro 11. Efecto de la aplicacion de los antagonistas (T. harzianum y B. subtilis)
para el control de Phytophthora capsici sobre raiz de plantas de pimentén variedad

Cacique Gigante.

Tratamiento Peso fresco (g) Pesoseco(g) Volumen delaraiz (mL)
T1 9,48 abc 2,22 a 10,44 bcde
T2 12,15 a 2,38 a 12,55 abc
T3 7,24 abcd 2,26 a 7,70 def
T4 6,53 bcd 1,06 a 6,83 def
T5 11,02 ab 1,78 a 14,10 ab
T6 7,33 abcd 195a 10,88 bcd
T7 3,82d 0,99 a 6,06 ef
T8 3,85d 1,11a 7,35 def
T9 4,05 d 0,97 a 3,25 f
T10 4,48 cd 1,46 a 7,94 cdef
T11 10,53 ab 2,33a 15,80 a
T12 10,00 ab 1,82 a 16,17 a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey
(p<=0,05)

La utilidad de estos resultados constituye la base para el empleo de una
combinacion de antagonistas, que se han seleccionado con diferentes
potencialidades bioldgicas. Ello facilitara el disefio de las estrategias futuras de un
eficaz control biolégico de P. capsici en el suelo y posiblemente su difusién para

ser usado en el control de otros patégenos.



CONCLUSIONES

El oomiceto aislado a partir de plantas de pimenton con sintomas de
marchitez en plantas muertas provenientes de Mducura Il, estado Aragua
corresponde a la especie Phytophthora capsici Leonian, confirmandose su

patogenicidad.

Se selecciond Trl2 (Trichoderma harzianum) de Mducura Il y B1 (Bacillus
subtilis) de Ruiz Pineda por presentar los mayores valores de PIC (76,80 y
67,22%) y PIE (88,17 y 87,67%), respectivamente, para realizar diferentes

pruebas en umbraculo.

Tanto en la aplicacion individual como combinada de los antagonistas,
estos fueron eficientes para el control de P. capsici en condiciones de

umbraculo comparado con el testigo inoculado.

El mejor tratamiento fue con la combinacion de T. harzianum (10° con/mL)
+ B. subtilis (108 ufc/mL) en los tres momentos de aplicacién, logrando
reducir la incidencia de marchitez un 70% y alcanzando incrementos
significativos en las variables vegetativas: altura de planta (50,50 cm), peso
fresco (43,18 g) y seco (5,78 g) de la parte aérea, asi como peso fresco

(10,53 g), peso seco (2,33 g) y volumen (15,80 mL) de la porcion radicular.



RECOMENDACIONES

Evaluar a nivel in vitro la interaccién y compatibilidad de la combinacién de

dos 0 mas antagonistas para el control de fitopatégenos.

Debido al excelente comportamiento de los antagonistas (Trichoderma
harzianum y Bacillus subtilis) en el control de Phytophthora capsici en
pimentdn, es recomendable su uso en plantaciones comerciales e inclusion

en futuros programas de manejo integrado del cultivo.
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ANEXO

Resultados del analisis estadistico del Porcentaje de inhibicion de
Crecimiento (PIC) y Porcentaje de Inhibicion de Esporulacion (PIE) de P.
capsici enfrentado con aislamientos de Trichoderma spp.

PIC

N:\Georgette\Datos in vitro Tricho PIC.IDB2: 17/01/2013 - 08:36:38 p.m.

Medidas resumen

Resumen PIC1 PIC2 ©PIC3 PIC4 PIC(4-1)
n 88.00 88.00 88.00 88.00 88.00
Media 23.65 19.14 38.82 57.16 33.51
D.E. 16.01 11.52 13.03 14.48 19.21
E.E. 1.71 1.23 1.39 1.54 2.05
CVv 67.68 60.18 33.56 25.34 57.33
Min -16.67 -3.70 0.00 0.00 -7.83
Max 57.14 48.28 66.67 78.08 90.95
Mediana 28.57 17.86 39.58 59.59 31.62
Q1 14.29 11.11 34.78 55.56 23.42
Q3 33.33 28.57 44.68 63.89 44 .76
Asimetria -0.18 0.31 -0.99 -2.74 0.16
Kurtosis -0.62 -0.27 2.31 9.12 0.34
MAD 11.90 7.80 5.10 4.17 11.32
Datos faltantes 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

N:\Georgette\Datos in vitro Tricho PIC.IDB2: 17/01/2013 - 08:37:00 p.m.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
PIC1 88 23.648 16.005 0.929 <0.0001
PIC2 88 19.144 11.520 0.9061 0.0810
PIC3 88 38.820 13.028 0.900 <0.0001
PIC4 88 57.156 14.481 0.704 <0.0001
PIC (4-1) 88 33.510 19.212 0.975 0.4646

N:\Georgette\Datos in vitro Tricho PIC.IDB2: 17/01/2013 - 08:37:24 p.m.

Analisis de la varianza

PIC1l
Variable N R? R? Aj CV
PIC1 88 0.42 0.24 59.11

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 9391.01 21 447.19 2.29 0.0057
Prueba/dia 9391.01 21 447.19 2.29 0.0057

Error 12896.04 66 195.39



Total 22287.05 87

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=37.02288
Error: 195.3946 gl: 66

Prueba/dia Medias n E.E.

T19 41.67 4 6.99 A

T18 41.67 4 6.99 A

T7 33.93 4 6.99 A B
T14 30.95 4 6.99 A B
T11 30.95 4 6.99 A B
T6 30.95 4 6.99 A B
T21 30.36 4 6.99 A B
T4 29.77 4 6.99 A B
T15 26.79 4 6.99 A B
T1l6 26.19 4 6.99 A B
T20 26.19 4 6.99 A B
T1 22.62 4 6.99 A B
T8 22.62 4 6.99 A B
T5 22.03 4 6.99 A B
T2 22.03 4 6.99 A B
T17 19.05 4 6.99 A B
T9 19.05 4 6.99 A B
T10 14.88 4 6.99 A B
T13 14.88 4 6.99 A B
T3 7.14 4 6.99 A B
T12 6.55 4 6.99 A B
Testigo 0.00 4 6.99 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PIC2
Variable N R?2 R? Aj CV
PIC2 88 0.84 0.79 27.35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 9736.77 21 463.66 16.92 <0.0001
Prueba/dia 9736.77 21 463.66 16.92 <0.0001
Error 1809.08 66 27.41
Total 11545.86 87

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=13.86664
Error: 27.4104 gl: 66

Prueba/dia Medias n E.E.

T12 45.47 4 2.62 A

T2 32.04 4 2.62 A B

T16 30.28 4 2.62 B C
T1 28.53 4 2.62 B C

T21 28.50 4 2.62 B C



T3 24.92 4 2.62 B c D

T4 24.79 4 2.62 B C D
T19 24.09 4 2.62 B C D
T18 22.27 4 2.62 B C D
T11 21.47 4 2.62 B C D
T10 21.32 4 2.62 B C D
T17 20.59 4 2.62 B C D
T15 16.85 4 2.62 C D
T14 14.30 4 2.62 D
T8 13.34 4 2.62 D
H
T6 12.51 4 2.62 D
H
T7 12.48 4 2.62 D
H
T20 11.55 4 2.62 D
H
T9 8.04 4 2.62
H
T5 5.20 4 2.62
H
T13 2.68 4 2.62
H
Testigo 0.00 4 2.62
H

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PIC3
Variable N R? R?2 Aj CV
PIC3 88 0.96 0.94 8.06

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 14121.19 21 672.44 68.73 <0.0001
Prueba/dia 14121.19 21 672.44 68.73 <0.0001
Error 645.76 66 9.78
Total 14766.95 87

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=8.28472
Error: 9.7843 gl: 66
Prueba/dia Medias n E.E.

T12 64.52 4 1.56 A



T1l6 52.91 4 1.56 B
T3 52.34 4 1.56 B
T4 49.15 4 1.56 B
T15 46.50 4 1.56 B D
T14 45.50 4 1.56 B D E
T8 43.35 4 1.56 D E
T6 42 .86 4 1.56 D E
T7 42.86 4 1.56 D E
T9 41.29 4 1.56 D E
T11 39.17 4 1.56 D E
T18 38.08 4 1.56 E
T21 38.05 4 1.56 E
T13 37.02 4 1.56
T2 37.00 4 1.56
T19 35.94 4 1.56
T20 35.45 4 1.56
T1 34.93 4 1.56

I
T10 33.82 4 1.56

I
T5 26.92 4 1.56

I
T17 16.40 4 1.56

J
Testigo 0.00 4 1.56
K

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PIC4
Variable N R?2 R2 Aj CV
PIC4 88 0.99 0.99 3.10

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 18036.72 21 858.89 273.35 <0.0001
Prueba/dia 18036.72 21 858.89 273.35 <0.0001
Error 207.38 66 3.14
Total 18244.10 87




Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=4.69485
Error: 3.1421 gl: 66

Prueba/dia Medias n E.E.
T2  76.80 4 0.89 A
T3 68.49 4 0.89 B
T16 68.16 4 0.89 B
T4 66.40 4 0.89 B C
T15 65.00 4 0.89 B C D
T14 64.36 4 0.89 B C D
T7 62.63 4 0.89 C D E
T6 62.27 4 0.89 C D E
T8 62.25 4 0.89 C D E
T9 60.91 4 0.89 D E F
T21 59.14 4 0.89 E F
T13 58.81 4 0.89 E F
T2 58.79 4 0.89 E F
T11 57.45 4 0.89 F
T20 57.44 4 0.89 F
T1 57.44 4 0.89 F
T10 56.37 4 0.89 F
T19 50.14 4 0.89
T5 49.82 4 0.89

H
T18 49.48 4 0.89

H
T17 45.32 4 0.89

H
Testigo 0.00 4 0.89

I

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
PIE
N:\Georgette\Datos in vitro Tricho.IDB2: 17/01/2013 - 08:09:12 p.m.

Medidas resumen



Resumen Promediox2000 PIE

n 88.00 88.00
Media 2368.18 64.96
D.E. 1255.02 18.66
E.E. 133.79 1.99
CVv 52.99 28.72
Min 800.00 0.00
Max 7200.00 88.89
Mediana 2000.00 66.67
01 1600.00 55.56
Q3 2800.00 77.78
Asimetria 2.04 -1.90
Kurtosis 5.52 4.62
MAD 400.00 11.11
Datos faltantes 0.00 0.00

N:\Georgette\Datos in vitro Tricho.IDB2: 17/01/2013 - 08:09:56 p.m.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Promediox2000 88 2368.18 1255.02 0.80 <0.0001
PIE 88 64.96 18.66 0.81 <0.0001

N:\Georgette\Datos in vitro Tricho.IDB2: 17/01/2013

Analisis de la varianza

Promediox2000
Variable N R? R2 Aj CV
Promediox2000 88 0.89 0.86 20.08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

- 08:10:07 p.m.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 122110909.09 21 5814805.19 25.72 <0.0001
Tratamiento 122110909.09 21 5814805.19 25.72 <0.0001
Error 14920000.00 66 226060.61
Total 137030909.09 87
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1259.29184
Error: 226060.6061 gl: 66
Tratamiento Medias n E.E.

Testigo 6800.00 4 237.73 A

T17 3700.00 4 237.73 B

T18 3400.00 4 237.73 B C

T5 3200.00 4 237.73 B C D

T19 2900.00 4 237.73 B C D E

T20 2500.00 4 237.73 B C D E F

T13 2300.00 4 237.73 C D E F G
T21 2200.00 4 237.73 C D E F G
T6 2200.00 4 237.73 C D E F G
T1 2200.00 4 237.73 C D E F G
T7 2100.00 4 237.73 D E F G
T10 2100.00 4 237.73 D E F G
T2 2100.00 4 237.73 D E F G
T11 2000.00 4 237.73 D E F G
T8 2000.00 4 237.73 D E F G
T9 1900.00 4 237.73 E F G
T4 1900.00 4 237.73 E F G

jasiasiia s



T14 1800.00
T15 1500.00
T16 1300.00
T3 1200.00
T12 800.00

B D D

4

237.73
237.73
237.73
237.73
237.73

o
[ NN}

jasiitasiiasia e s

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PIE
Variable N R? R?2 Aj CV
PIE 88 0.87 0.83 11.82

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 26395.28 21 1256.92 21.30 <0.0001
Tratamiento 26395.28 21 1256.92 21.30 <0.0001
Error 3893.80 66 59.00
Total 30289.08 87
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=20.34366
Error: 58.9970 gl: 66
Tratamiento Medias n E.E.

T12 88.17 4 3.84 A

T3 82.25 4 3.84 A B

T1l6 80.79 4 3.84 A B

T15 78.09 4 3.84 A B

T14 73.09 4 3.84 A B C

T9 71.98 4 3.84 A B C

T4 71.42 4 3.84 A B C

T8 70.43 4 3.84 A B C

T11 70.43 4 3.84 A B C

T2 69.04 4 3.84 A B C D

T10 68.96 4 3.84 A B C D

T7 68.96 4 3.84 A B C D

T1 67.45 4 3.84 B C D

T6 67.09 4 3.84 B C D

T21 67.09 4 3.84 B C D

T13 66.46 4 3.84 B C D

T20 62.73 4 3.84 B C D E
T19 56.77 4 3.84 C D E
T5 53.04 4 3.84 C D E
T18 49.90 4 3.84 D E
T17 45.10 4 3.84 E
Testigo 0.00 4 3.84

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

N:\Georgette\Datos in vitro Tricho.IDB2:

Medidas resumen

Resumen Promediox2000 PIE
n 88.00 88.00
Media 2368.18 64.96
D.E. 1255.02 18.66
E.E. 133.79 1.99
CV 52.99 28.72
Min 800.00 0.00
Max 7200.00 88.89

17/01/2013 - 08:09:12 p.m.



Mediana 2000.00 66.67

Q1 1600.00 55.56
03 2800.00 77.78
Asimetria 2.04 -1.90
Kurtosis 5.52 4.62
MAD 400.00 11.11
Datos faltantes 0.00 0.00

N:\Georgette\Datos in vitro Tricho.IDB2: 17/01/2013 - 08:09:56 p.m.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Promediox2000 88 2368.18 1255.02 0.80 <0.0001
PIE 88 64.96 18.66 0.81 <0.0001

N:\Georgette\Datos in vitro Tricho.IDB2: 17/01/2013

Analisis de la varianza

Promediox2000
Variable N R? R2 Aj CV
Promediox2000 88 0.89 0.86 20.08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

- 08:10:07 p.m.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 122110909.09 21 5814805.19 25.72 <0.0001
Tratamiento 122110909.09 21 5814805.19 25.72 <0.0001
Error 14920000.00 66 226060.61
Total 137030909.09 87

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1259.29184
Error: 226060.6061 gl: 66

Tratamiento Medias n E.E.

Testigo 6800.00 4 237.73 A

T17 3700.00 4 237.73 B

T18 3400.00 4 237.73 B C

T5 3200.00 4 237.73 B C D

T19 2900.00 4 237.73 B C D E

T20 2500.00 4 237.73 B C D E F

T13 2300.00 4 237.73 C D E F G
T21 2200.00 4 237.73 C D E F G
T6 2200.00 4 237.73 C D E F G
T1 2200.00 4 237.73 C D E F G
T7 2100.00 4 237.73 D E F G
T10 2100.00 4 237.73 D E F G
T2 2100.00 4 237.73 D E F G
T11 2000.00 4 237.73 D E F G
T8 2000.00 4 237.73 D E F G
T9 1900.00 4 237.73 E F G
T4 1900.00 4 237.73 E F G
T14 1800.00 4 237.73 E F G
T15 1500.00 4 237.73 F G
Tl6 1300.00 4 237.73 F G
T3 1200.00 4 237.73 G
T12 800.00 4 237.73

jasiasiitasiias s s via

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)



PIE

Variable N

R2 R2 Aj CV

PIE 88

0.87 0.83 11.8

2

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 26395.28 21 1256.92 21.30 <0.0001
Tratamiento 26395.28 21 1256.92 21.30 <0.0001
Error 3893.80 66 59.00
Total 30289.08 87
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=20.34366
Error: 58.9970 gl: 66
Tratamiento Medias n E.E.

T12 88.17 4 3.84 A

T3 82.25 4 3.84 A B

Tl6 80.79 4 3.84 A B

T15 78.09 4 3.84 A B

T14 73.09 4 3.84 A B C

T9 71.98 4 3.84 A B C

T4 71.42 4 3.84 A B C

T8 70.43 4 3.84 A B C

T11 70.43 4 3.84 A B C

T2 69.04 4 3.84 A B C D

T10 68.96 4 3.84 A B C D

T7 68.96 4 3.84 A B C D

T1 67.45 4 3.84 B C D

T6 67.09 4 3.84 B C D

T21 67.09 4 3.84 B C D

T13 66.46 4 3.84 B C D

T20 62.73 4 3.84 B C D E
T19 56.77 4 3.84 C D E
T5 53.04 4 3.84 C D E
T18 49.90 4 3.84 D E
T17 45.10 4 3.84 E
Testigo 0.00 4 3.84

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

Resultados del

andlisis estadisticos del

Porcentaje de

Inhibicién de

Crecimiento (PIC) y Porcentaje de Inhibicion de Esporulacion (PIE) de P.
capsici enfrentado con aislamientos de Bacillus spp.

PIC
N:\Georgette\Dato

Medidas resumen

s in

vitro Bacillus PIC.IDB2:

17/01/2013 - 08:21:19 p.m.

Resumen PIC 1% PIC 2% PIC 3% PIC 4% PIC (4-1)
n 84.00 84.00 84.00 84.00 84.00
Media 16.16 17.94 33.53 49.37 33.21
D.E. 9.22 11.99 15.54 15.01 13.80
E.E. 1.01 1.31 1.70 1.64 1.51
CVv 57.06 66.84 46.33 30.40 41.55



Min

Max
Mediana
Q1

Q3
Asimetria
Kurtosis
MAD

Datos faltantes

0.

.17
.71
.67
.33
.08
.23
.49
.41
00

.65
.73
.60
.14
.27
.13
.71
.41
.00

.00
.09
.08
.73
.39
.32
L7
.23
.00

.00
.66
.57
.67
.92
.55
.43
.39
.00

.00
.50
.34
.84
.49
.47
.22
.67
.00

N:\Georgette\Datos in vitro Bacillus PIC.IDB2:

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
PIC 1* 84 16.16 9.22 0.96 0.0970
PIC 2* 84 17.94 11.99 0.95 0.0331
PIC 3* 84 33.53 15.54 0.93 <0.0001
PIC 4% 84 49.37 15.01 0.84 <0.0001
PIC (4-1) 84 33.21 13.80 0.96 0.0598

N:\Georgette\Datos in vitro Bacillus PIC.IDB2:

Analisis de la varianza

PIC 1*
Variable N R? R? Aj CV
PIC 1* 84 0.57 0.44 42.84

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4038.28 20 201.91 4.21 <0.0001
Prueba/dia 4038.28 20 201.91 4.21 <0.0001
Error 3019.68 63 47.93
Total 7057.96 83
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=18.24236
Error: 47.9314 gl: 63
Prueba/dia Medias n E.E.

B11 28.71 4 3.46 A

B20 25.74 4 3.46 A B

B17 25.60 4 3.46 A B

Bl 23.89 4 3.46 A B

B15 20.98 4 3.46 A B C

B19 19.13 4 3.46 A B C

B13 18.99 4 3.46 A B C

B18 18.18 4 3.46 A B C D
B16 17.29 4 3.46 A B C D
B12 17.08 4 3.46 A B C D
B14 17.07 4 3.46 A B C D
B2 16.92 4 3.46 A B C D
B10O 16.10 4 3.46 A B C D
B8 15.95 4 3.46 A B C D

17/01/2013 - 08:21:46 p.m.

17/01/2013 - 08:21:59 p.m.



B9 13.96 4 3.46 A B C D
B3 12.39 4 3.46 A B C D
B7 9.26 4 3.46 B C D
B6 8.47 4 3.46 B C D
B4 8.24 4 3.46 B C D
B5 5.48 4 3.46 C D
Testigo 0.00 4 3.46 D
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
PIC 2*

Variable N R?2 R2 A3 CV

PIC 2* 84 0.91 0.88 22.81

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 10881.77 20 544.09 32.50 <0.0001
Prueba/dia 10881.77 20 544.09 32.50 <0.0001
Error 1054.85 63 16.74
Total 11936.61 83

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=10.78191
Error: 16.7436 gl: 63

Prueba/dia Medias n E.E.
B8 41.18 4 2.05 A
B1 34.27 4 2.05 A B
B11 29.05 4 2.05 B C
B18 28.50 4 2.05 B C
B14 28.46 4 2.05 B C
B15 26.74 4 2.05 B C D
B13 26.13 4 2.05 B C D
B4 24.36 4 2.05 B C D
B19 23.85 4 2.05 B C D
B5 22.06 4 2.05 C D
B7 17.42 4 2.05 D
H
B2 13.90 4 2.05
H I
B20 13.38 4 2.05
H I
B9 12.13 4 2.05
H I
B3 11.04 4 2.05
H I J
B6 8.11 4 2.05



B16 6.41 4 2.05

I J K

B10 4.06 4 2.05
I J K

B17 4.02 4 2.05
I J K

B12 1.15 4 2.05
J K

Testigo 0.00 4 2.05
K

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PIC 3*
Variable N R? R?2 Aj CV
PIC 3* 84 0.96 0.95 10.54

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 19248.38 20 962.42 77.11 <0.0001
Prueba/dia 19248.38 20 962.42 77.11 <0.0001
Error 786.28 63 12.48
Total 20034.66 83

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=9.30872
Error: 12.4807 gl: 63

Prueba/dia Medias n E.E.

Bl 55.81 4 1.77 A

B11 52.29 4 1.77 A B

B1l4 51.91 4 1.77 A B

B15 50.79 4 1.77 A B

B4 49.15 4 1.77 A B

B13 47.57 4 1.77 A B C

B5 45.30 4 1.77 B C

B8 44.49 4 1.77 B C

B18 38.68 4 1.77 C D
B9 33.52 4 1.77 D
B3 32.05 4 1.77 D
B17 31.58 4 1.77 D
B10O 30.41 4 1.77 D

B2 26.51 4 1.77



B16 26.13 4 1.77 E F
B19 22.19 4 1.77 F
H
B6 21.85 4 1.77 F
H
B12 17.88 4 1.77
H I
B20 15.17 4 1.77
H I
B7 10.93 4 1.77
I
Testigo 0.00 4 1.77
J

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PIC 4*
Variable N R? R? Aj CV
PIC 4* 84 0.98 0.97 4.98

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 18317.28 20 915.86 151.43 <0.0001
Prueba/dia 18317.28 20 915.86 151.43 <0.0001
Error 381.03 63 6.05
Total 18698.31 83
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=6.48010
Error: 6.0481 gl: 63
Prueba/dia Medias n E.E.

Bl 67.22 4 1.23 A

B11 64.63 4 1.23 A B

B14 64.33 4 1.23 A B

B15 63.48 4 1.23 A B

B4 62.26 4 1.23 A B

B13 61.14 4 1.23 A B

B5 59.41 4 1.23 B

B8 58.75 4 1.23 B

B18 54.48 4 1.23 D

B9 50.66 4 1.23 D E

B3 49.27 4 1.23 D E F
B17 49.22 4 1.23 D E F



B10O 48.35 4 1.23 D E F

B1l6 45.22 4 1.23 E F
H
B2 44 .02 4 1.23 F
H
B19 42 .31 4 1.23
H I
B6 42.01 4 1.23
H I
B12 39.11 4 1.23
H I J
B20 37.11 4 1.23
I J
B7 33.88 4 1.23
J
Testigo 0.00 4 1.23
K

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PIE
Nueva tabla: 17/01/2013 - 08:03:25 p.m.

Medidas resumen

Resumen Promediox2000 PIE
n 84.00 84.00
Media 3142.86 43.45
D.E. 987.91 18.41
E.E. 107.79 2.01
Ccv 31.43 42 .37
Min 400.00 0.00
Max 6400.00 92.31
Mediana 3200.00 46.15
Q1 2800.00 30.77
Q3 3600.00 53.85
Asimetria 0.06 0.04
Kurtosis 1.95 0.87
MAD 400.00 10.27
Datos faltantes 0.00 0.00

N:\Georgette\Datos in vitro Bacillus.IDB2: 17/01/2013 - 08:05:09 p.m.

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
Promediox2000 84 3142.86 987.91 0.95 0.0070
PIE 84 43.45 18.41 0.95 0.0373

N:\Georgette\Datos in vitro Bacillus.IDB2: 17/01/2013 - 08:05:21 p.m.

Analisis de la varianza



Promediox2000

Variable N R? R?2 Aj CV
Promediox2000 84 0.88 0.84 12.63

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 71085714.29 20 3554285.71 22.57 <0.0001
Tratamiento 71085714.29 20 3554285.71 22.57 <0.0001
Error 9920000.00 63 157460.32
Total 81005714.29 83

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1045.57801
Error: 157460.3175 gl: 63

Tratamiento Medias n E.E.

Testigo 5600.00 4 198.41 A

B20 3900.00 4 198.41 B

B6 3900.00 4 198.41 B

B7 3900.00 4 198.41 B

B19 3800.00 4 198.41 B C

B12 3700.00 4 198.41 B C

Bl6 3700.00 4 198.41 B C

B2 3600.00 4 198.41 B C D

B10O 3300.00 4 198.41 B C D E
B9 3200.00 4 198.41 B C D E
B3 3000.00 4 198.41 B C D E
B17 2900.00 4 198.41 B C D E
B8 2900.00 4 198.41 B C D E
B5 2800.00 4 198.41 C D E
B18 2800.00 4 198.41 C D E
B13 2600.00 4 198.41 D E
B11 2500.00 4 198.41 E
B15 2500.00 4 198.41 E
Bl4 2400.00 4 198.41 E
B4 2300.00 4 198.41 E
Bl 700.00 4 198.41

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PIE
Variable N R? R? Aj CV
PIE 84 0.81 0.75 21.00

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 22880.46 20 1144.02 13.74 <0.0001
Tratamiento 22880.46 20 1144.02 13.74 <0.0001
Error 5245.66 63 83.26
Total 28126.12 83

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=24.04366
Error: 83.2644 gl: 63

Tratamiento Medias n E.E.

B1 87.67 4 4.56 A

B4 58.40 4 4.56 B

B1l4 56.97 4 4.56 B C



B11 55.27 4 4.56 B C D
B15 54.69 4 4.56 B C D
B13 53.49 4 4.56 B C D E
B5 49.64 4 4.56 B C D E
B18 49.64 4 4.56 B C D E
B17 47.85 4 4.56 B C D E
B8 47.72 4 4.56 B C D E
B3 46.15 4 4.56 B C D E
B9 41.95 4 4.56 B C D E
B10O 40.39 4 4.56 B C D E
B2 35.03 4 4.56 B C D E
B1l6 33.11 4 4.56 C D E
B12 32.061 4 4.56 D E
B19 31.77 4 4.56 D E
B7 30.20 4 4.56 E
B20 29.98 4 4.56 E
B6 29.98 4 4.56 E
Testigo 0.00 4 4.56 F
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
Resultados del anélisis estadistico de las pruebas in vivo
Medidas resumen

Resumen APLANT PFRPA PSECPA NFLOR PFRRATZ PSECRAIZ VOLRATIZ
n 116.00 116.00116.00 116.00 116.00 116.00 116.00
Media 37.53 29.36 4.02 9.80 7.59 1.73 9.99
D.E. 8.86 13.23 1.83 4.37 4.33 1.21 4.95
E.E. 0.82 1.23 0.17 0.41 0.40 0.11 0.46
Ccv 23.62 45.05 45.54 44.61 57.06 70.03 49.57
Min 14.00 2.28 0.01 0.00 0.81 0.24 0.50
Max 56.00 66.11 8.07 21.00 20.19 6.87 26.50
Mediana 37.00 27.25 3.97 10.00 6.61 1.45 9.50
Q1 32.00 21.09 3.06 8.00 4.07 0.92 6.50
Q3 43.00 38.62 4.93 12.00 9.87 2.11 13.00
Asimetria -0.19 0.49 0.05 -0.30 0.75 2.00 0.56
Kurtosis 0.17 0.25 -0.11 0.61 -0.06 5.18 0.50
MAD 6.00 7.88 0.95 2.00 2.97 0.58 3.15
Datos faltantes 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00
N:\Georgette\Datos in vivo.IDB2: 15/01/2013 - 11:08:30 p.m.
Shapiro-Wilks (modificado)
Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)
APLANT 116 37.5259 8.8624 0.9619 0.0218
PFRPA 116 29.3633 13.2289 0.9592 0.0128
PSECPA 116 4.0201 1.8309 0.9658 0.0487
NFLOR 116 9.8017 4.3723 0.9406 <0.0001
PFRRAIZ 116 7.5854 4.3280 0.9308 <0.0001
PSECRAIZ 116 1.7347 1.2148 0.8222 <0.0001
VOLRATZ 116 9.9879 4.9514 0.9702 0.1110

N:\Georgette\Datos in vivo.IDB2:

Analisis de la varianza

APLANT

15/01/2013 - 11:08:56 p.m.



Variable N R? R?2 Aj CV
APLANT 116 0.76 0.74 12.09

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicién de la SC
especifique los contrastes apropiados.. !!

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 6892.52 11 626.59 30.45 <0.0001
Tratamiento 6892.52 11 626.59 30.45 <0.0001
Error 2139.90 104 20.58
Total 9032.42 115

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=6.90329
Error: 20.5760 gl: 104

Tratamiento Medias n E.E.

T11 50.50 10 1.43 A

T12 50.40 10 1.43 A

T5 40.10 10 1.43 B

T6 39.90 10 1.43 B

T1 39.50 9 1.51 B

T2 38.10 10 1.43 B C
T8 34.95 10 1.43 B C
T3 34.67 9 1.51 B C
T10 34.56 9 1.51 B C
T4 33.60 10 1.43 B C
T7 32.22 9 1.51 C
T9 20.90 10 1.43 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PFRPA
Variable N R?2 R? Aj CV
PFRPA 116 0.57 0.53 30.92

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidén de la SC
especifique los contrastes apropiados.. !!

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 11552.49 11 1050.23 12.74 <0.0001
Tratamiento 11552.49 11 1050.23 12.74 <0.0001
Error 8573.05 104 82.43
Total 20125.54 115

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=13.81741
Error: 82.4332 gl: 104

Tratamiento Medias n E.E.

T11 43.18 10 2.87 A

T12 41.13 10 2.87 A

T2 39.71 10 2.87 A B

T1 36.14 9 3.03 A B C

T5 33.37 10 2.87 A B C D
T6 32.46 10 2.87 A B C D



T10 26.
T4 23.
T3 23.
T7 22.
T8 22.
T9 7.

76
98
13
10
04
44

9
10
9
9
10
10

N W whNw

2.

.03
.87
.03
.03
.87
87

O 0 ogoo

E

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

PSECPA
Variable N R2 A3 CV
PSECPA 116 0.60 0.56 30.36

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidén de la SC

especifique los contrastes apropiados..

I

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 230.55 11 20.96 14.07 <0.0001
Tratamiento 230.55 11 20.96 14.07 <0.0001
Error 154.95 104 1.49
Total 385.51 115

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.85763

Error: 1.4899 gl: 104

Tratamiento Medias n E.E.

T11 5.78 10 0.39 A

T12 5.51 10 0.39 A B

T1 5.13 9 0.41 A B C

T2 5.12 10 0.39 A B C

T6 4.84 10 0.39 A B C

T5 4.13 10 0.39 A B C D
T4 4.09 10 0.39 A B C D
T3 3.90 9 0.41 B C D
T10 3.40 9 0.41 C D
T8 2.86 10 0.39 D
T7 2.80 9 0.41 D
T9 0.60 10 0.39

E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0.05)

NFLOR
Variable N R? Aj CV
NFLOR 116 0.48 0.42 33.92

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicién de la SC

especifique los contrastes apropiados..

I

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1048.83 11 95.35 8.63 <0.0001
Tratamiento 1048.83 11 95.35 8.63 <0.0001
Error 1149.061 104 11.05
Total 2198.44 115




Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.05981
Error: 11.0540 gl: 104

Tratamiento Medias n E.E.

T11 13.60 10 1.05 A

T12 13.10 10 1.05 A B

T1 11.67 9 1.11 A B

T2 11.30 10 1.05 A B

T10 10.67 9 1.11 A B

T5 10.50 10 1.05 A B

T6 9.80 10 1.05 A B

T7 9.78 9 1.11 A B

T3 8.78 9 1.11 A B

T8 8.70 10 1.05 A B

T4 8.40 10 1.05 B

T9 1.50 10 1.05 C
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
PFRRAIZ

Variable N R? R? Aj CV

PFRRATIZ 116 0.46 0.41 43.99

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidén de la SC
especifique los contrastes apropiados.. !!

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 995.99 11 90.54 8.13 <0.0001
Tratamiento 995.99 11 90.54 8.13 <0.0001
Error 1158.12 104 11.14
Total 2154.11 115

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.07850
Error: 11.1358 gl: 104

Tratamiento Medias n E.E.

T2 12.15 10 1.06 A

T5 11.02 10 1.06 A B

T11 10.53 10 1.06 A B

T12 10.00 10 1.06 A B

T1 9.48 9 1.11 A B C

T6 7.33 10 1.06 A B C D
T3 7.24 9 1.11 A B C D
T4 6.53 10 1.06 B C D
T10 4.48 9 1.11 C D
T9 4.05 10 1.06 D
T8 3.85 10 1.06 D
T7 3.82 9 1.11 D

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)
PSECRAIZ
Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
PSECRAIZ 116 0,25 0,17 57,75




Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidén de la SC
especifique los contrastes apropiados.. !!

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 32,81 11 2,98 3,12 0,0011
Tratamiento 32,81 11 2,98 3,12 0,0011
Error 99,48 104 0,96
Total 132,29 115

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,48840
Error: 0,9565 gl: 104

Tratamiento Medias n E.E.

T2 2,38 10 0,31 A
T11 2,33 10 0,31 A
T3 2,26 9 0,33 A
T1 2,22 9 0,33 A
T6 1,95 10 0,31 A
T12 1,82 10 0,31 A
T5 1,78 10 0,31 A
T10 1,46 9 0,33 A
T8 1,11 10 0,31 A
T4 1,06 10 0,31 A
T7 0,99 9 0,33 A
T9 0,97 10 0,31 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p<= 0,05)
VOLRAIZ

Variable N R? R? Aj CV
VOLRAIZ 116 0.64 0.60 31.16

Datos desbalanceados en celdas.
Para otra descomposicidén de la SC
especifique los contrastes apropiados.. !!

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 1811.72 11 164.70 17.00 <0.0001
Tratamiento 1811.72 11 164.70 17.00 <0.0001
Error 1007.66 104 9.69
Total 2819.38 115

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=4.73714
Error: 9.6890 gl: 104

Tratamiento Medias n E.E.

T12 16.17 10 0.98 A

T11 15.80 10 0.98 A

T5 14.10 10 0.98 A B

T2 12.55 10 0.98 A B C

T6 10.88 10 0.98 B C D

T1 10.44 9 1.04 B C D E
T10 7.94 9 1.04 C D E
T3 7.70 9 1.04 D E
T8 7.35 10 0.98 D E
T4 6.83 10 0.98 D E

e e B



T7 6.06 9 1.04 E
T9 3.25 10 0.98

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p<= 0.05)



