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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antagonista de filtrados de
Bacillus subtilis contra agentes causales de la marchitez en chile. La produccion de
sideréforos en filtrados se realizd6 mediante ensayo en agar Cromo Azurol S 'y prueba
de tetrazolio (tipo hidroxamato). Se realizaron ensayos in vitro para evaluar la
inhibicion contra Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum, Rhizoctonia solani.
Se evaluaron la incidencia, severidad y parametros morfométricos de la enfermedad
en plantas bajo un disefio de bloques completos al azar en invernadero. Los filtrados
fueron positivos para sideréforos, incluyendo los del tipo hidroxamato, e inhibieron el
100 % del crecimiento de F. oxysporum y R. solani a concentraciones del 50 %y 12.5
% respectivamente, mientras que para P. aphanidermatum mostraron una inhibicion
del 34.85 % a una concentracion del 50 %. Se observoé un dafio celular en F.
oxysporum y R. solani a concentraciones entre 5.1 % y 4.5 % respectivamente,
observando un efecto nulo para P. aphanidermatum. En invernadero, los filtrados
redujeron significativamente la incidencia y severidad de la enfermedad en plantas
inoculadas por F. oxysporum y R. solani. El uso de los filtrados producidos por B.
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subtilis representa una alternativa viable para el control de la marchitez en chile
causada por estos fitopatégenos.

PALABRAS CLAVE:

Bacillus subtilis, filtrados bacterianos, siderdforos, evaluacién antifingica,
marchitez en chile.

ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the antagonistic activity of
Bacillus subtilis filtrates against causal agents of chili wilt. Siderophore production in
filtrates was assessed using the Chromium Azurol S agar assay and the tetrazolium
test (hydroxamate type). In vitro assays were performed to evaluate inhibition against
Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum, and Rhizoctonia solani. Disease
incidence, severity, and morphometric parameters were evaluated in plants under a
randomized complete block design in a greenhouse. The filtrates were positive for
siderophores, including hydroxamate-type siderophores, and inhibited 100 % of the
growth of F. oxysporum and R. solani at concentrations of 50 % and 12.5 %,
respectively, while for P. aphanidermatum, they inhibited growth by 34.85 % at 50 %.
Cell damage was observed for F. oxysporum and R. solani at concentrations between
5.1 % and 4.5 %, respectively, with no effect for P. aphanidermatum. In greenhouse,
the filtrates significantly reduced disease incidence and severity in plants inoculated
with F. oxysporum and R. solani. The use of filtrates produced by B. subtilis represents
a viable alternative for controlling chili wilt caused by these phytopathogens.

KEY WORDS
Bacillus subtilis, bacterial filtrates, siderophore, antifungal evaluation, chili wilt.

Introduccién

El cultivo de chile (Capsicum annuum L.) es uno de los cultivos mas importantes a
nivel mundial debido a su amplio uso y versatilidad. Entre las variedades mas
populares se encuentran el jalapefio, habanero y serrano (Lozada et al., 2023). En
México, los estados de Sinaloa (751, 840 t), Chihuahua (701, 392 t), Zacatecas (480,
694 t), San Luis Potosi (324, 870 t) y Sonora (187, 591 t) contribuyeron con el 74.9 %
de la produccién nacional de chile, en una superficie de cultivo de 165,226 ha. Durante
el afio 2023, Estados Unidos se posicioné como el principal mercado de exportacion
del chile cultivado en México, generando ingresos superiores a los 1,047 millones de
dolares (SADER, 2023). Sin embargo, este cultivo enfrenta numerosos problemas
fitosanitarios, siendo uno de los mas importantes el marchitamiento causado por un
complejo de hongos y oomicetos fitopatdégenos, entre los que destacan Fusarium
oxysporum Schltdl, Rhizoctonia solani Kihn y Pythium aphanidermatum (Edson)
Fitzp., los cuales afectan significativamente el rendimiento del cultivo de chile (Wu et
al., 2019; Jiménez-Pérez et al., 2023). Tradicionalmente, el control de la marchitez ha
sido realizado mediante el uso de fungicidas sintéticos. No obstante, su aplicacion
constante e indiscriminada ha contribuido tanto a la contaminacion ambiental como al
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desarrollo de resistencia en los agentes causales de la enfermedad (Kolaei et al.,
2013). Se han reportado cepas de Rhizoctonia solani resistentes a fungicidas como
pencycuron (Osorio-Hernandez et al., 2016), asi como especies de Fusarium que han
desarrollado resistencia a grupos clave de fungicidas, incluidos los triazoles,
fenilpirroles y benzimidazoles, en diversas regiones del mundo (Naqvi et al., 2025).
Actualmente, se buscan alternativas mas sustentables y eficientes para su control.
Una de ellas es el uso de microorganismos benéficos como una estrategia efectiva
para la prevencion y manejo de fitopatégenos. Bacillus subtilis Ehrenberg es uno de
los agentes microbianos mas empleados para el biocontrol directo de fitopatégenos y
la activacion indirecta de los sistemas de defensa en las plantas (Wu et al., 2019;
Grahovac et al., 2023). La actividad de biocontrol de Bacillus, se atribuye a su
capacidad para sintetizar compuestos antimicrobianos como sideréforos y enzimas
que degradan la pared celular de los patdgenos, lo que afecta significativamente su
desarrollo y crecimiento (Ongena & Jacques, 2008; Falardeau et al., 2013; Mardanova
et al.,, 2017). Los sideroforos, son compuestos que quelan (secuentran) el hierro,
limitando su biodisponibilidad para los hongos fitopatogenos. Entre los principales
tipos de sider6foros producidos por bacterias se encuentran los hidroxamatos, los
cuales se ha reportado y demostrado mostrado sus propiedades antifiingicas
(Radhakrishnan et al., 2014). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad
antagonista, tanto in vitro como en invernadero, de filtrados de B. subtilis (FBS) BYTO07
contra F. oxysporum, R. solani y P. aphanidermatum, agentes causales de la
marchitez de chile.

Material y Métodos

Obtencién de microrganismos

La cepa de B. subtilis codificada con la clave “BYTO07”, y los fitopatdgenos F.
oxysporum, P. aphanidermatum y R. solani (codigos de acceso en GenBank
PQ571194, PQ571194 y PQ571162, respectivamente) fueron proporcionados por el
Dr. Francisco Daniel Hernandez Castillo, responsable del Laboratorio de Micologia y
Biotecnologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro y reactivados en
medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) y en las condiciones de temperatura e
incubacién recomendadas por el laboratorio.

Preparacion de los filtrados de Bacillus subtilis BYTO7

La preparacion de los FBS se realizd siguiendo la metodologia descrita por
Abdelmoteleb et al. (2017), con algunas modificaciones. La cepa de B. subtilis BYTO7
se inocul6 en 250 mL de caldo Luria-Bertani (LB) y se incub6 en un agitador orbital a
150 rpm a 30 °C durante 36 h. La suspension bacteriana se recolecto y centrifugé a
10,000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido se filtr6 mediante filtros
de nylon de 0,22 pm.

Deteccion e identificacion de sider6foros

Para evaluar la produccion de sideroforos se utilizé la metodologia descrita por
Nithyapriya et al., (2021). Se inocularon 5 pL (10° células/mL) de cada aislado en el
centro de placas de agar Cromo Azurol S (CAS). Y se incubaron a 30 °C durante 48
h. Para la deteccion de sideroforos tipo hidroxamato, se utilizé la prueba de tetrazolio


http://revistabiociencias.uan.edu.mx/
https://doi.org/10.15741/revbio.13.e1933

http://revistabiociencias.uan.edu.mx ISSN 2007-3380

https://doi.org/10.15741/revbio.13.e1933 @@@@

de Snow (1954). Se adicionaron 1 a 2 gotas de hidréxido de sodio (NaOH) 2 N a 1
mL de sobrenadante de cultivo, adicionando con 100 uyL de cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio, para la observacion de la formacion de un color rojo intenso como
resultado positivo de la presencia de sideréforos del tipo de hidroxamato.

Efectividad antifungica de filtrados de Bacillus subtilis sobre Fusarium
oxysporum por el método de microdilucidon

Se utiliz6 la metodologia descrita por Tucuch-Pérez et al. (2020), empleando
placas de poliestireno de 96 pozos. El experimento se llevd a cabo bajo un disefio
experimental completamente al azar, con tres repeticiones, considerando una
microplaca por repeticién. Se colocaron 110 uL de medio liquido Sabaraud y 40 uL de
cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio en todos los pocillos, a la columna fue el control
negativo (sin hongo), posteriormente a partir de la columna dos se agreg6é una
suspension de esporas (1 x10° conidios/mL) de F. oxysporum en todos los pocillos, y
de la columna 3 a la 12 los tratamientos con los FBS del 50 hasta el 0.09 % de
concentracion. Estas fueron incubadas a 28 + 2 °C durante 72 h y, posteriormente, se
midi6 la absorbancia a 490 nm utilizando un espectrofotobmetro (Thermo Scientific
Multiskan Go 51119200, USA). El porcentaje de inhibicién se calcul6 con la formula
propuesta por Moreno-Limén et al. (2011): Porcentaje de crecimiento (%) = (A - B) /
C *100. Donde: A = Absorbancia del tratamiento B = Absorbancia del testigo negativo
C = Absorbancia del testigo positivo. Porcentaje de inhibicion = 100 - Porcentaje de
crecimiento.

Efectividad antifungica de filtrados de Bacillus subtilis sobre Pythium
aphanidermatum y Rhizoctonia solani por el método de medio envenenado

La actividad antifingica para P. aphanidermatum y R. solani se evalué mediante
el método de medio envenenado propuesto por Jasso de Rodriguez et al. (2011). El
experimento se llevd a cabo bajo un disefio completamente al azar, con cuatro
repeticiones por tratamiento, los cuales consistieron en concentraciones de FBS del
50 % al 0.09 % (similares a las empleadas en el ensayo en microplaca). Se incluyé un
control positivo sin tratamiento (solo crecimiento del hongo). Se colocaron discos de
0.5 mm de didmetro con micelio activo de P. aphanidermatum y R. solani, con siete
dias de crecimiento en medio PDA, sobre el medio envenenado (medio con los FBS)
y se mantuvieron a 28 + 2 °C. Se midi6 diariamente el crecimiento radial de los hongos
utilizando un vernier RexQualis (modelo Gerenicy), y el experimento concluy6 cuando
el control positivo cubrié por completo la superficie de la placa de Petri. El porcentaje
de inhibicion se calculé utilizando la siguiente férmula: Porcentaje de inhibicion = (DC
- DT) / DC * 100. D6nde: DC = Diametro del control negativo. DT = Diametro de las
diferentes concentraciones de FBS.

Efecto de filtrados de Bacillus subtilis sobre las estructuras celulares de
Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani

Para evaluar la alteracion causada por los FBS sobre F. oxysporum, P.
aphanidermatum y R. solani se utilizé la metodologia descrita por Khalili et al. (2023),
con algunas modificaciones. En tubos Eppendorf de 1000 puL se mezclaron 50 pL de
una suspension de esporas de F. oxysporum (1 x 10 conidios/mL), 51 yL de FBS y
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se aforo con medio liquido Sabourad hasta alcanzar 1000 yL. En el caso de P.
aphanidermatum, se utilizaron 50 yL de una suspension de 1 x 10® oogonios/mL, con
878 pL de FBS y se aforo el volumen a 1000 uL con medio Sabouraud. Finalmente,
para R. solani, se utilizé la metodologia propuesta por Wu et al. (2019), con algunas
modificaciones. Se tom6 un explante de 0.5 mm de un cultivo de R. solani con 7 dias
de crecimiento y se mezclé con 48 pL los FBS y se aforo a 1000 uyL con medio liquido
Sabouraud. Las dosis utilizadas en los tratamientos correspondieron a los valores de
Clso obtenidos en las pruebas de microdilucién y medio envenenado, siendo 5.1 %
para F. oxysporum, 87.8 % para P. aphanidermatum y 4.8 % para R. solani. El control
positivo consistié en con solo medio liquido Sabourad. Finalmente, los hongos se
incubaron a 28 + 2 °C, bajo agitacion (150 rpm), durante 7 dias. Se evaluaron los
cambios morfolégicos de los hongos utilizando un microscopio 6ptico con aumentos
de 40X y 100X. Cada experimento se realizé por triplicado.

Actividad biolégica de filtrados de Bacillus subtilis sobre Fusarium
oxysporum, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani bajo condiciones de
invernadero

El experimento se realizd en un invernadero perteneciente al Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), ubicada
en Saltillo, Coahuila, México (25°21’08.01" N, 101°01’38.00” O), durante el ciclo
primavera-verano de 2023. Durante el desarrollo del bioensayo, se registraron
diariamente la temperatura ambiental (23 £ 5 °C) y la humedad relativa (60 £ 7 %),
utilizando un termohigrémetro digital Extech (modelo 445815). El simbolo "t"
representa la desviacion estandar, indicando la variabilidad de los datos con respecto
al valor promedio registrado durante el ensayo.

Se utilizaron semillas de chile serrano variedad Tampiqueiio 74. Para la
inoculaciéon de F. oxysporum, se siguié la metodologia propuesta por Silva-Lima et al.
(2019), con algunas modificaciones. Se realizaron cortes en las raices de las
plantulas, y se sumergieron en una solucién de esporas a concentracion de 1 x 108
conidios/mL. La inoculacién de P. aphanidermatum y R. solani se realiz6 utilizando
explantes de 0.5 mm con 7 dias de crecimiento, los cuales se colocaron directamente
en la zona radicular de las plantas.

Se utilizé un disefio experimental de bloques completamente al azar. Se evaluaron
los siguientes tratamientos: T1 = Control positivo de F. oxysporum, T2 = FBS sobre
F. oxysporum (57.6 % dosis de la ICq obtenida en prueba in vitro de microdilucién
contra F. oxysporum), T3 = Control positivo de P. aphanidermatum, T4 = FBS sobre
P. aphanidermatum (100 % dosis establecida de la ICqo obtenida en prueba de medio
envenenado contra P. aphanidermatum), T5 = Control positivo de R. solani, , T6 =
FBS sobre R. solani (52.8 % dosis de la ICg obtenida en prueba de medio
envenenado contra R. solani) y T7 = Control negativo (sin aplicacion de hongo o FBS).
Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento, con un total de 6 aplicaciones, la primera
aplicacion después de la inoculacién de los patégenos y las siguientes cada siete dias
durante 45 dias. Las aplicaciones se realizaron por via drench y foliar, utilizando 6 mL
y 3 mL, respectivamente.
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Se evaluaron las variables de incidencia y severidad de la enfermedad, asi como
aspectos morfométricos que incluyeron el peso fresco y seco de la biomasa aérea y
radicular, los cuales fueron determinados con una balanza electrénica Velab (modelo
VE-1000). La altura de la planta y la longitud de la raiz se midieron con un flexémetro,
mientras que el diametro del tallo se obtuvo utilizando un vernier digital RexQualis
(modelo Gerenicy). El contenido de clorofila en las hojas se evalu6 utilizando un
medidor SPAD 502 Plus (modelo SP02900P) de la marca Minolta. Ademas, se
registraron el peso, numero y tamafio de los frutos. La incidencia de la enfermedad
se calculd mediante la siguiente férmula: Incidencia (I) = (NUmero de plantas
afectadas / Numero total de plantas) x 100.

Para evaluar la severidad de la enfermedad, se utilizé la escala propuesta por
Bejarano-Alcazar et al. (1996), considerando el porcentaje de follaje afectado la
evaluacién fue la siguiente: 0 = sin sintomas; 1 = 1 % a 33 % de follaje afectado; 2 =
1 % a 33 % de follaje afectado con decoloracién vascular; 3 = 34 % a 66 % de follaje
afectado; 4 = 34 % a 66 % de follaje afectado con decoloracion vascular; 5 = 67 % a
100 % de follaje afectado; 6 = 67 % a 100 % de follaje afectado con decoloracién
vascular; 7 = planta muerta.

Analisis estadistico

Para determinar las IC s0.90 €n los ensayos in vitro, se realizé un analisis Probit. Los
parametros evaluados en invernadero fueron sometidos a andlisis de varianza
(ANOVA) y a la prueba de comparacion de medias de Tukey (p < 0.05), en el software
SAS 9.0.

Resultados y Discusion

Deteccion e identificacion de sider6foros

En el ensayo CAS, se observé una reaccion positiva para la produccién de
sideréforos, debido a la formacion de un halo naranja alrededor de la colonia en la
placa. La deteccion de sideréforos tipo hidroxamato, se observo la aparicion de un
color rojo intenso (Figura 1), confirmando asi la presencia de este tipo de sideroforos
en los FBS. Se ha reportado ampliamente que la sintesis de sider6foros esta
vinculada a la promocion del crecimiento vegetal y la actividad antagonista contra
fitopatégenos (Mardanova et al., 2016). En una investigacion realizada por Yu et al.
(2011), se detectd que B. subtilis producia sideréforos en el medio CAS, y que tuvo
la capacidad de inhibir el crecimiento de 15 hongos fitopatégenos, con tasas de
inhibicion que variaron entre el 19.26 % y el 94.07 %. Se ha reportado que el género
Bacillus produce sideréforos (Rudakova et al., 2023), y en particular, B. subtilis en
presencia de estos metabolitos secundarios, ha demostrado actividad antifingica
contra R. solani, Botrytis cinerea Pers: Fr., F. oxysporum, Alternaria alternata (Fries)
Keissler, Cochliobolus heterostrophus Drechsler y Nigrospora oryzae (Berk. &
Broome) (Ahmad et al., 2017). Entre los sider6foros con propiedades antifungicas,
destacan los hidroxamatos. Por ejemplo, la bacteria fijadora de nitrégeno Rhizobium
meliloti Dangeard produce el hidroxamato Rhizobactin, que mostré actividad
antifingica contra Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidd, agente causal de
podredumbre en diversos cultivos (Arora et al., 2001). Asi mismo Azotobacter
chrococcum Beijerinck, otra bacteria fijadora de nitrégeno produce el hidroxamato
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vibrioferrina, la cual mostr6 actividad contra Fusarium spp. y Ustulina zonata (Lev.)
Sacc. (Sayyed et al., 2013). Ademas, otras bacterias no fijadoras de nitrdgeno como
Pseudomonas koreensis también producen un hidroxamato con actividad antifingica
contra Cephalosporium maydis Samra (Ghazy & El-Nahrawy, 2021).

Figura 1. Pruebas de produccién de Sideréforos tipo Hidroxamato. T: Solo Filtrados
de Bacillus subtilis. FBS: Rev (cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio) + Hidroxido de Sodio (NaOH 2
N) + T. Blanco: Rev. + NaOH 2 N sin FBS.

Evaluacion de la actividad antifungica de filtrados de Bacillus subtilis contra
Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani mediante
ensayos in vitro

Los FBS demostraron una alta capacidad de inhibicién sobre F. oxysporum y R.
solani, mientras que P. aphanidermatum presenté una menor susceptibilidad al
tratamiento (Figura 1). En cuanto a los valores de ICso ¥ 1Cg0, F. OXysporum y R. solani
fueron estadisticamente similares, mientras que P. aphanidermatum presenté valores
significativamente diferentes (Tukey, p < 0.05) (Tabla 1). Los resultados obtenidos
mediante la técnica de microdiluciéon en microplaca (Figura 2) demostraron que los
FBS tuvieron un efecto inhibitorio sobre F. oxysporum, alcanzando una inhibicién del
100 % a partir de una concentracion del 25 %, con valores de 1Cso.90 de 5.1 % y 57.6
%, respectivamente. En cuanto a la metodologia de medio envenenado, los
resultados obtenidos indicaron que los FBS lograron una inhibicion del 100 % en R.
solani a partir de una concentracion del 12.5 %. Los valores de Clso.9o para R. solani
fueron de 4.8 % y 52.8 %, respectivamente, mostrando una similitud estadistica con
los resultados obtenidos para F. oxysporum. En contraste, el oomiceto P.
aphanidermatum mostré mayor resistencia, alcanzando una inhibicion maxima del
34.85 % a una concentracion del 50 %. En el caso de P. aphanidermatum, se
observaron valores mas altos, con una ICs, de 87.8 % y una ICy, de 6.8 x 102
Actualmente, se han reportado diversas investigaciones que emplean FBS para el
control de hongos y oomicetos fitopatdégenos. Por ejemplo, Kelemu & Badel (1994)
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reportaron que el filtrado crudo de B. subtilis al 60 % de concentracion inhibié a
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., R. solani y Phytophthora
parasitica Dastur, con eficacia comparable al fungicida comercial benomyl. Por otro
lado, Abdelmoteleb et al. (2017) compararon la actividad antifangica del cultivo dual y
del FBS, encontrando que el cultivo dual fue mas efectivo que el filtrado en inhibir el
crecimiento de los patégenos Scierotium rolfsii Saccardo, B. cinerea, Macrophomina
sp. y C. gloeosporioides.

Tabla 1. Valores de las concentraciones inhibitorias al 50 y 90 % (ICso.90) de los
filtrados de Bacillus subtilis sobre Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum y
Rhizoctonia solani in vitro expresado en %.

Fitopatbgeno ICso I1Cqo
Fusarium oxisporum 5.1° 57.6°
Pythium aphanidermatum 87.8% 6.8x10%

Rhizoctonia solani 4.8 52.8°

*= Los valores con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (p < 0.05).

100 = a
a—

80 —8-— [-usarium oxysporum
e . .
E 60 —— Pythium aphanidermatum
g Rhizoctonia solani
= 40
e
=

20

0

0.09 0.19 0.39 0.78 1.56 3.13 6.25 125 25 50
Dosis (%)

Figura 2. Inhibicién de Fusarium oxysporum por método de microdilucién en
microplacay Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani por el método de medio
envenenado por filtrados de Bacillus subtilis.
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Efecto de los extractos de filtrados de Bacillus subtilis sobre estructuras
celulares de Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia
solani

En el caso de F. oxysporum, los FBS mostraron un aumento en la permeabilidad
de las membranas de los conidios, lo que posiblemente provocoé las alteraciones
morfoldégicas observadas en el tratamiento (Figura 3 A-C), estos efectos se
observaron a una dosis del 5.1 %, correspondiente a la ICso de los ensayos in vitro.
En contraste, el control absoluto (Figura 3 D y E) mostré conidios intactos,
observandose incluso germinacion. Para P. aphanidermatum, tanto el micelio como
los oogonios permanecieron intactos a una concentracion del 87.8 % (dosis ICso)
(Figura 3 F-H), mostrando caracteristicas morfologicas similares a las observadas en
el control absoluto (Figura 3 1-J). Sin embargo, en el caso de R. solani, los FBS
provocaron desorganizacion estructural en el citoplasma de las hifas, junto con
hipertrofia 0 hinchazén de estas y presencia de depdsitos intracelulares (4.8 %, dosis
ICs0) (Figura 3 K-M). Estas alteraciones contrastaron claramente con el control
absoluto (Figura 3 N), donde las hifas mantuvieron estructuras intactas. Diversos
estudios han demostrado que algunas especies del género Bacillus producen
compuestos antifingicos que actlan sobre las estructuras de hongos fitopatdgenos
(Lu et al., 2017; Villarreal-Delgado et al., 2018). En una investigacion realizada por
Liu et al. (2014) reportaron que las tres isoformas de lipopeptidos producidas por B.
subtilis (surfactina, iturina y fengicina), tienen la capacidad de influir en la germinacion
de esporas y alterar la permeabilidad de la membrana de los hongos Alternaria solani
(Ellis & Martin), F. sambucinum, Rhizopus stolonifer (Ehrenberg: Fries) Vuillemin y
Verticillium dahliae Klebahn. Por otra parte, Mardanova et al. (2017) reportaron que
dos cepas de B. subtilis tenian la capacidad de producir enzimas hidroliticas y otros
metabolitos antimicrobianos como siderdéforos, al evaluar la capacidad antifiungica de
estas cepas encontraron que tenian efecto en la disminucion de la propagacion de F.
solani, causando alteraciones en la morfologia del micelio, como distorsiones y
células hinchadas similares a clamidosporas, ademas de inhibir la formacion de
esporas en Fusarium sp. Por otro lado, Abdelmoteleb et al. (2017) reportaron que B.
subtilis ALICA provocé alteraciones morfolégicas como dafio, hinchazén, ruptura,
distorsiones y morfologia anormal del micelio, asi como una reduccién en la formacion
de esporas en C. gloeosporioides, A. alternata, Macrophomina sp., B. cinerea y S.
rolfsii en cultivos duales. Estos efectos se atribuyen a su capacidad para producir
enzimas liticas como quitinasa, p-1,3-glucanasa y proteasa. Por su parte, Wu et al.
(2019) demostraron que el filtrado de B. subtilis, el cual produce compuestos
antifingicos como surfactina, iturina y fengicina, dafiaba el micelio de R. solani,
mostrando dafios como fuga de protoplasma y disrupcion celular.
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Figura 3. Efecto de filtrados de Bacillus subtilis sobre las estructuras celulares
de Fusarium oxysporum (A-C) y su control (D y E), Pythium aphanidermatum (F-H) y su
control (I'y J), Rhizoctonia solani (K-M) y su control (N). Las imagenes fueron tomadas
con un objetivo de 40x y 100x. Barras de escala: E,F, GyJ=50um; A,B,C,D, H, |, K, My
N =20 pm.

Actividad bioldgica de filtrados de Bacillus subtilis contra Fusarium
oxysporum, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani en plantas de chile
en invernadero

Los resultados de incidencia y severidad de la enfermedad de marchitez (Tabla 2),
muestran que el control positivo con F. oxysporum presenté la mayor severidad (4.50)
y unaincidencia del 100 % en las plantas tratadas. En contraste, el tratamiento de las
plantas tratadas con FBS, tuvieron una severidad significativamente menor (0.75) y
una incidencia del 33.33 % al inocularse con F. oxysporum, siendo estadisticamente
similar al control negativo. Las plantas tratadas con FBS sobre R. solani no
presentaron severidad ni incidencia de la enfermedad, mostrando similitud estadistica
con el control negativo, al igual que el tratamiento de FBS y F. oxysporum. Por otro
lado, el tratamiento de plantas con FBS inoculadas con P. aphanidermatum mostraron
una severidad intermedia (3.15) y una incidencia del 66.66 %, siendo diferente al
control negativo pero inferior al control positivo (solo P. aphanidermatum). Estudios
destacan el potencial de Bacillus spp. para reducir la incidencia de fitopatégenos en
cultivos. Por ejemplo, en una investigacion realizada por Kipngeno et al. (2015)
reportaron que en semillas de tomate recubiertas con B. subtilis se redujo la incidencia
de marchitez posemergencia al 20.19 %. Por otro lado, Huang et al. (2018) reportaron
que B. mycoides no redujo la incidencia de marchitamiento por R. solani en plantulas
de col, pero si disminuyé en un 45 % el marchitamiento causado por P.
aphanidermatum, lo que indica que la eficacia del control varia segun el fitopatégeno.
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Tabla 2. Incidencia y severidad de plantas de chile inoculadas por Fusarium
oxysporum, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani tratadas con filtrados de
Bacillus subtilis.

Severidad Incidencia
Tratamientos Escala S.D Plantas sanas Plantas enfermas
i (%) (%)
T1 Control positivo de Fusarium 4.50° 1.02 o 1007
oxysporum
T2 Filtrados dg Bacillus subtilis sobre 0.75¢ 0.58 66.7 33.33¢
Fusarium oxysporum
T3 Control pqsnwo de Pythium 5.058 0.76 0¢ 1007
aphanidermatum
T4 Filtrados de Bacillus subtilis sobre b . )
Pythium aphanidermatum 315 0.76 333 66.66
T5 Control possng;)n?e Rhizoctonia 3,958 0.67 0¢ 100°
T6 Filtrados ‘de Bac_lllus sub_tllls sobre 0.00¢ 0.00 1002 ¢
Rhizoctonia solani
T7 Control negativo 0.00¢ 0.00 1002 o¢

*= Los valores con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (p < 0.05). S.D.=
Desviacion estandar.

En cuanto a la evaluacién de los parametros morfométricos de las plantas de chile
(Tablas 3y 4), los tratamientos mostraron diferencias notables en varios parametros.
El promedio de las repeticiones mostré que el tratamiento T7 (control negativo)
presentd los mejores resultados en cuanto a la longitud del tallo (25.33 cm), longitud
de la raiz (34.67 cm), peso fresco (7.78 g) y seco (1.61 g) del sistema aéreo, y peso
fresco (5.15 g) y seco (0.93 g) del sistema radicular, destacandose con la mayor
produccién (2.00) y peso total de frutos (10.62 g). Por otro lado, el tratamiento T6
(FBS sobre R. solani) mostré similitudes estadisticas con el control negativo en cuanto
a longitud del tallo (27.17 cm) y raiz (30.33 cm), peso fresco (7.00 g) y seco (1.25 g)
del sistema aéreo, diametro de tallo (4.58 cm). Sin embargo, obtuvo una produccién
de frutos de 1.33 con un peso total de 6.58 g, mostrando una diferencia estadistica
significativa con el control negativo. El tratamiento T6 mostré diferencias estadisticas
en todos los parametros evaluados en comparacion con el T5 (control positivo de R.
solani). Por su parte, el tratamiento T2 (FBS sobre F. oxysporum) mostrd similitud
estadistica con el control negativo en pardmetros como la longitud del tallo (25.50 cm)
y el peso seco del sistema aéreo (1.23 g). Ademas, tuvo una produccién de frutos de
0.67 y un peso total de frutos de 2.96 g, siendo estos valores estadisticamente
diferentes al control negativo. Sin embargo, en todos los pardmetros evaluados, T2
fue diferente al T1 (control positivo de F. oxysporum). Finalmente, el T4 (FBS sobre
P. aphanidermatum) no mostr6 similitud estadistica en ninguno de los parametros
evaluados con el control negativo, con una longitud de tallo (19.47 cm) y de raices
(22.33 cm), asi como el peso fresco del sistema aéreo (5.03 g) y del sistema radicular
(2.87 g), ademas de una produccion de frutos de 0.33 y un peso total de 1.66 g. Sin
embargo, tan solo la longitud del tallo (15.83 cm) del T3 (control positivo de P.
aphanidermatum) mostré similitud estadistica con el T4.

En los valores del indice de clorofila SPAD, se encontrd que el tratamiento T7 fue
el mas alto (39.30 SPAD), seguido por T6 (37.93 SPAD) y T2 (37.29 SPAD), mientras
que T3 y T5 presentaron los valores mas bajos (24.47 y 35.04 SPAD,
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respectivamente). Diversos estudios han demostrado que Bacillus spp. ademas de
tener propiedades antifingicas estimulan el crecimiento de las plantas al producir
diferentes fitohormonas (Susilowati et al., 2018). Por ejemplo, en una investigacion
realizada por Gowtham et al. (2018) demostraron que B. amyloliquefaciens promovié
la germinacién de semillas, el vigor de plantulas y el crecimiento vegetativo de plantas
de chile. Por otro lado, Kumar et al. (2021) utilizando la cepa B. subtilis AKP
demostraron su potencial como promotor del crecimiento vegetal ya que mejord
significativamente el crecimiento vegetal en ensayos in vivo. Ademas, incremento el
contenido de clorofila total, proteinas y fenoles en comparacién con los controles no
tratados.

Tabla 3. Evaluacidon de parametros morfométricos en plantas de chile

inoculadas con Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani

bajo condiciones de invernadero, tratadas con filtrados de Bacillus subtilis.

— © - © ()
o e 5 £ § S35
£ g 5=~ ©g 88 @Bs 828 82 2<
Q@ TS o § e e 0@ 0 = g 0 = c
g 2> 22 zE E© o9 Efg5 g2 o0
o] o2 DN = o ®© g 2 ocms~ g3 <9
T 58 §c 3T a2 E n'g = "5 =
L - = = 3 7] o 0] o® <]
- - - [a) o= 3 o = ! = 5 =
X0 $ o a o=
() o 0 o O
T1 Control positivo
de Fusarium 17.07° 17.12¢ 3.17¢ 1.59¢ 0.36° 0.59¢  0.17¢  29.23°
oxysporum
T2 FBS sobre
Fusarium 25.50% 25.14°% 4.10° 5.46° 1.23% 3.01° 0.65° 37.292
oxysporum
T3 Control positivo
de Pythium 15.83° 17.67¢ 3.28¢ 1.69° 0.36° 0.75¢  0.18%  20.00¢
aphanidermatum
T4 FBS sobre
Pythium 19.47°¢ 22.33¢ 4.02° 5.03° 1.14° 2.87° 0.55°¢ 35.04°
aphanidermatum
T5 Control positivo
de Rhizoctonia 19.17%¢ 21.73¢ 3.67c 4.63° 0.96° 1.97¢ 0.49¢ 24.47°¢
solani
T6 FBS sobre a ab a o b b a
Rhizoctonia solani 27.17 30.33 4.58 7.00 1.25ab 3.12 0.73 37.93
T7 Control negativo ~ 25.33% 34.672 4.682 7.78° 1.612 5.15*  0.93*  39.30°

*= | os valores con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales (p < 0.05).
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Table 4. Evaluation of fruit parameters in chili plants inoculated with Fusarium
oxysporum, Pythium aphanidermatum and Rhizoctonia solani under greenhouse conditions,
treated with Bacillus subtilis filtrates.

Tabla 4. Evaluacion de parametros de frutos en plantas de chile inoculadas con
Fusarium oxysporum, Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia solani bajo condiciones de
invernadero, tratadas con filtrados de Bacillus subtilis.

g g g
e =] i) S
c - =] =
= 3 25 8¢
% o s oL
g 5 2 %
= o £
2 2 g
T1 Control positivo de Fusarium " 9 .
oxysporum 0.00 0.00 0.00
T2 FBS sobre Fusarium oxysporum 0.67¢ 2.96°¢ 2.00°
T3 Control positivo de Pythium . e .
aphanidermatum 0.3§ p.14 0.73
T4 FBS s_obre Pythium 0.33¢ 1 66¢ 187
aphanidermatum
T5 Control positivo Qe Rhizoctonia 0.33¢ 1330 1. 42¢
solani
T6 FBS sobre Rhizoctonia solani 1.33° 6.58° 5.152
T7 Control negativo 2.002 10.622 5.51#

Values with the same letter within each column are statistically similar (P<0.05).
*= Los valores con la misma letra en cada columna son estadisticamente iguales

(P<0.05).

Conclusiones

De acuerdo con los objetivos planteados, los resultados de esta investigacion
confirmaron la produccion de sideroforos, incluidos los del tipo hidroxamato, en los
FBS de la cepa B. subtilis BYTO7. En cuanto a la actividad antifingica in vitro, se
evidencio que los FBS limitaron significativamente el crecimiento de los hongos F.
oxysporum y R. solani en comparacion con P. aphanidermatum quien mostro una
menor susceptibilidad a este tratamiento. En cuanto al dafio celular, P.
aphanidermatum mostré una mayor resistencia, sin presentar alteraciones visibles en
sus estructuras. Por otro lado, se observo que los FBS causaron dafios estructurales
en F. oxysporum y R. solani, evidenciando su efecto antifungico. Este efecto podria
atribuirse, entre otros factores, a la presencia de sideréforos tipo hidroxamato en los
FBS, compuestos reconocidos por su capacidad antifingica. En plantas de chile, los
FBS fueron menos efectivos contra P. aphanidermatum, reflejando una menor
capacidad de proteccion frente a este oomiceto. En contraste, demostraron ser
efectivos contra F. oxysporum y R. solani, lo que sugiere que, ademas de su accion
antifingica, pueden contribuir a la recuperacion y promocion del desarrollo vegetal.
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Estos hallazgos destacan el potencial de los filtrados de una cepa B. subtilis (BYTO7)
como un producto biocontrolador prometedor contra hongos fitopatbégenos como F.
oxysporum y R. solani, agentes causales de la marchitez en el cultivo de chile.
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