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RESUMEN

Antecedentes/Objetivo. Fusarium oxysporum es causante de la marchitez del chile y una
estrategia ecoldgica para su manejo puede ser el uso de Bacillus spp. ya que han
demostrado ser biocontrol de hongos fitopatdgenos y promotores de crecimiento vegetal
(PCV). EI objetivo fue evaluar la capacidad de biocontrol y PCV de B. cereus y B.
thuringiensis, y su efecto sobre variables morfoldgicas del chile jalapefio y reduccion de
la severidad de la marchitez.

Materiales y Métodos. Se realizaron pruebas de patogenicidad y virulencia en plantulas
de chile jalapefio con seis cepas de F. oxysporum aisladas de plantas de chile. Se realizaron
pruebas de antagonismo in vitro entre las cepas nativas de B. cereus Bc28-2 (Bc28-2), B.
cereus Bc28-5 (Bc28-5) y B. thuringiensis Bt24 (Bt24), empleando como control Bacillus
subtilis QST713 (PC), contra las cepas de F. oxysporum. Se realizaron pruebas de PCV en
plantulas de chile con las cepas de Bacillus. Asimismo, se realizaron pruebas de biocontrol
de Bacillus contra F. oxysporum FL2, en condiciones de invernadero. Los datos se
analizaron mediante ANOVAs y pruebas de separacion de medias (p<0.05) y un analisis
multivariado de componentes principales.

Resultados. Todas las cepas de F. oxysporum fueron patdgenas con una incidencia del
100 % y una severidad del 89.9 %. PC logr6 la mayor degradacion de esporas de Fusarium
(86.7 %), seguido de Bc28-2 y Bc28-5 (84.2 %). Bt24 y Bc28-2 promovieron el mejor
desarrollo de las plantulas de chile, con incrementos en parametros vegetativos. En el
biocontrol de F. oxysporum FL2, Bc28-2 y Bc28-5 redujeron la severidad de la enfermedad
en un 60.4 % y promovieron el crecimiento similar al control, mientras que Bt24 no mostré
eficacia en el biocontrol de la marchitez.

Conclusiones. Los resultados indican el potencial de Bacillus cereus Bc28-2 y Bc28-5
como biocontroles de F. oxysporum en chile jalapefio, aunque es necesario validar su

efectividad en campo y explorar su integracion en el manejo agricola sostenible.
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INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum) es la tercera hortaliza méas cultivada y consumida a nivel
mundial, con gran importancia econémica en paises productores como México (Lozana
et al., 2022; Bobadilla-Larios et al., 2017). En 2023, la produccion de chile en México
alcanz6 3,681,061.47 t, con un valor de 45,997.65 millones de pesos (SIAP, 2023). Sin
embargo, el rendimiento del cultivo se ve amenazado por diversos factores biéticos, entre
los que destacan las enfermedades fungicas.

Las especies del género Fusarium representan una de las principales amenazas
fitosanitarias para el cultivo de chile, causando enfermedades como la marchitez y
pudricién radicular, que pueden generar pérdidas severas en la produccién (Sam-on et al.,
2024; Gabrekiristos y Demiyo, 2020). Entre estas enfermedades, la marchitez causada
por Fusarium oxysporum es una de las mas destructivas, ya que puede reducir el
rendimiento del cultivo entre un 68 y 71 % (Sam-on et al., 2024; Adina et al., 2021;
Gabrekiristos y Demiyo, 2020). Esto se debe a que el hongo coloniza el sistema vascular,
obstruye el transporte de agua y nutrientes, lo que resulta en un debilitamiento progresivo
y, en muchos casos, la muerte de las plantas afectadas (Bashir et al., 2018).

La persistencia de Fusarium en el suelo y su capacidad para formar estructuras de
resistencia complica su control, convirtiéndolo en un problema recurrente en las zonas
productoras de chile (Campbell, 1990). El control de Fusarium se ha basado
principalmente en el uso de fungicidas quimicos, cuya aplicacion indiscriminada ha
generado problemas ambientales, resistencia de los fitopatégenos y riesgos para la salud
humana (Shaheen et al., 2021; Sela-Burlage et al., 2001). Como alternativa sostenible, se
ha propuesto el uso de microorganismos benéficos con capacidad de biocontrol y
promocidn del crecimiento vegetal. En este contexto, el género Bacillus ha demostrado
ser una opcidn viable debido a su capacidad de producir compuestos antimicrobianos,
inducir resistencia en plantas contra fitopatdgenos y mejorar el desarrollo vegetal (Tiwari
et al., 2019; Shafi et al., 2017). Diferentes especies de Bacillus han mostrado efectos
prometedores en el control de Fusarium spp. y en la promocién del crecimiento vegetal.
Por ejemplo, Bacillus subtilis QST713 ha demostrado inhibir el crecimiento de F.
oxysporum mediante la produccién de antibidticos lipopeptidicos, como iturinas y
fengicinas (Kulkova et al., 2023; Zhou et al., 2021). Asimismo, B. amyloliquefaciens
FZB42 induce resistencia sistémica en jitomate y chile, produciendo surfactinas que
inhiben el crecimiento de Fusarium sp. (Chowdhury et al., 2015). Ademas, B. velezensis
S3-1suprime infecciones de Fusarium spp. mediante la produccién de bacilomicinas y la
activacion de mecanismos de defensa en la planta (Antil et al., 2022, Kumar et al., 2020).

Por otro lado, B. cereus se ha reportado como un agente de biocontrol eficaz contra
Fusarium spp., promoviendo el crecimiento vegetal mediante la solubilizacién de fésforo
y la produccién de &cido indolacético (Malik et al., 2022; Yanti et al., 2017). Cepas como
B. cereus SLBE.1AP han mostrado actividad antifingica y promotoras del crecimiento
de plantulas de chile (Yanti et al., 2021), mientras que B. cereus EC9 en jitomate han
inducido una respuesta de defensa sistémica en las plantas (Pazarlar et al., 2022). De igual
manera, B. cereus NK91 fue caracterizado y se encontré que es capaz de producir
quitinasas que ayudan al control in vitro de F. oxysporum (Thakur et al., 2022). Por su
parte, B. thuringiensis, ha sido evaluado no solo por su accion insecticida, sino también
como promotor de crecimiento en cultivos horticolas, induciendo incrementos en
biomasa, altura de plantas debido a la produccién de fitohormonas y sideroforos (Hyder
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et al., 2020; Jo et al., 2020; Praca et al., 2012). Cepas como B. thuringiensis CHGP12
han mostrado efectividad en el control de F. oxysporum por la produccion de lipasas
(Fatima et al., 2023), mientras que B. thuringiensis IBRC-M11096 induce respuestas de
defensa en jitomate (Zibanezhadian et al., 2020).

Sin embargo, el uso de B. cereus y B. thuringiensis como agentes de biocontrol y
promotores de crecimiento vegetal (PCV) en chile jalapefio aun no ha sido
suficientemente estudiado. Esto es especialmente relevante considerando que las cepas
utilizadas en este estudio son nativas del suelo de la regién productora de chile,
especificamente de la zona centro-sur del estado de Chihuahua. Esta caracteristica podria
conferirles una mayor capacidad de adaptacion y efectividad contra patégenos locales
como F. oxysporum. Ademas, identificar microorganismos con propiedades de biocontrol
y PCV originarios de la misma zona de produccion pueden representar una estrategia mas
eficiente y sostenible para el manejo de la marchitez por Fusarium oxysporum en chile
jalapefio. A partir de esta premisa, se hipotetiza que la aplicacién de B. cereus y B.
thuringiensis reducira la severidad de la marchitez por Fusarium oxysporum y promovera
el crecimiento del chile jalapefio en condiciones de invernadero. Por lo tanto, el objetivo
de este estudio fue evaluar la capacidad de biocontrol y PCV de B. cereus y B.
thuringiensis, asi como su efecto sobre variables morfoldgicas del chile jalapefio y la
reduccion de la severidad de la marchitez. Los hallazgos de este estudio proporcionaran
evidencia sobre el potencial de estos microorganismos como alternativas ecoldgicas al
control quimico, contribuyendo a estrategias de manejo sostenible del cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron como agentes potenciales de biocontrol y PCV cepas de Bacillus cereus
Bc28-2 (Bc28-2), B. cereus Bc28-5 (Bc28-5) y B. thuringiensis Bt24 (Bt24), aisladas de
suelo en la region productora de chile jalapefio de Lazaro Cardenas, Municipio de Meoqui,
Chihuahua, y pertenecientes al Laboratorio de Microbiologia Aplicada, Fitopatologia y
Fisiologia Poscosecha (MAFFP) de la Facultad de Ciencias Agrotecnoldgicas de la
Universidad Auténoma de Chihuahua (UACH) (Hernandez-Huerta et al., 2023). Como
control positivo se emple6 la cepa comercial de Bacillus subtilis QST713 (PC) del producto
Serenade®.

Se utilizaron las cepas de Fusarium oxysporum FM1, FM2, FL1, FL5, FL6 y FL2,
pertenecientes al laboratorio MAFFP. Estas cepas fueron aisladas de plantas de chile
jalapefio con sintomatologia caracteristica de la marchitez en la zona agricola productora
de chile del Distrito de Riego 005 de Delicias, Chihuahua. Para los ensayos se utilizaron
semillas de chile jalapefio cultivar M (Southern Star Seeds S. de R.L. de C.V., México).
Este cultivar es una variedad comercial comun en la zona productora de chile de donde se
obtuvieron los microorganismos.

Preparacién del in6culo bacteriano. Las cepas de Bacillus se cultivaron en caldo nutritivo
(CN; BD Difco Laboratories, Sparks Maryland, MD, USA) durante 72 h a 28 °C.
Posteriormente, las suspensiones bacterianas fueron centrifugadas a 7,000 rpm durante 10
min a 4 °C, descartandose el sobrenadante. El pellet resultante se resuspendi6 en 20 mL de
solucion salina estéril al 0.85 %, ajustandose a una concentracion de 1 x 10° UFC mL™
correspondiente a una densidad dptica de 0.4 a 600 nm (Chandrasekaran et al., 2017).
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Preparacion de suspensiones de esporas de Fusarium. Las suspensiones de esporas se
obtuvieron cultivando los hongos en agar de papa y dextrosa (PDA; BD Difco Laboratories,
Sparks Maryland, MD, USA) por 7 dias a 28 °C. Las esporas fueron recolectadas mediante
raspado y filtrado con fibra de vidrio estéril. Posteriormente, la concentracion de esporas
se ajustd a 1 x 10° esporas mL™ utilizando una camara de Neubauer (Weber Scientific
International Ltd., Teddington, UK).

Pruebas de patogenicidad y virulencia de cepas de Fusarium. Esta prueba se realizd
durante la etapa de germinacion de semillas de chile jalapefio bajo condiciones in vitro. Las
semillas se desinfestaron con NaClO al 4 % (v/v) en agitacion durante 5 min, seguido de
tres lavados con agua destilada estéril de 5 min cada uno. Posteriormente, las semillas
estériles se sumergieron en suspensiones de esporas fungicas y se agitaron a 120 rpm por
20 min. Tras la inoculacion, las semillas se secaron y se colocaron en cajas Petri que tenian
papel estéril himedo, y se colocaron cinco semillas por caja. Las cajas fueron selladas y
colocadas en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz a 28 °Cy 8 h
oscuridad a 18 °C.

La incidencia de la enfermedad se evalu6 en porcentaje de semillas infectadas por caja
y el indice de severidad (IS) se determiné a los 10 dias después de la inoculacién, utilizando
la escala de Robles-Hernandez et al. (2015): 0= semilla germinada asintomatica, 1=semilla
con crecimiento de micelio sobre la cubierta seminal, 2=puntos necréticos aislados y/o
lesiones necréticas de 1 a 5 mm, 3=lesiones necréticas de 6-10 mm y 4=semillas
germinadas con necrosis total, lesiones necréticas de mas de 11 mm o plantulas con
hipocétilo necrosado. EI IS fue calculado mediante la férmula propuesta por Galanihe et
al. (2004).

_\ ' FQ
IS = Z[m]x 100

donde IS= indice de severidad, P= categoria de severidad, Q= nUmero de plantas en la
misma categoria, M=nUmero total de plantas observadas, N=nimero maximo de la escala
de valoracion.

Para determinar el comportamiento de la enfermedad provocado por cada hongo en el
transcurso del tiempo, se calculd el area bajo la curva del desarrollo de la enfermedad
(ABCDE) con la formula propuesta por Saner y Finney (1997) y el método de Campbell y
Madden (1990).

El ensayo se establecid bajo un disefio completamente al azar (DCA) con cuatro
repeticiones por tratamiento (cajas Petri con semillas inoculadas). Los tratamientos fueron
soluciones de esporas fungicas y como control se empled agua destilada estéril.

Prueba de confrontacion de Bacillus vs Fusarium in vitro. La confrontacion se realizé
en microplacas estériles de 96 pocillos (Biologix Steril 07-6096, Biologix Research) bajo
condiciones in vitro. En cada pocillo se colocaron 150 uL de las soluciones bacterianas
(1x10® UFC mL™). Posteriormente, se afadieron 150 uL de las soluciones de esporas
fangicas (1x10° esporas mL™) en medio caldo de papa y dextrosa (BD Difco Laboratories,
Sparks Maryland, MD, USA). Las microplacas inoculadas fueron selladas e incubadas a 28
°C durante 48 h en oscuridad. Para evaluar la degradacion de esporas fangicas, se tomaron
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10 pL de cada pocillo y se realiz6 el conteo directo de las esporas presentes mediante el
uso de una cdmara Neubauer.

El ensayo se establecié bajo un disefio factorial completamente al azar 4x6, evaluando
dos factores: cepas bacterianas (Bc28-2, Bc28-5, Bt24 y CP) y hongos (FM1, FM2, FL1,
FL5, FL6 y FL2), resultando en 24 tratamientos Unicos correspondientes a cada
combinacion bacteria-hongo y como controles se emplearon solo las soluciones de esporas
fungicas. Todos los tratamientos tuvieron tres repeticiones.

Promocion del crecimiento en plantulas de chile por Bacillus spp. Para evaluar el efecto
de las bacterias sobre el desarrollo de plantulas de chile jalapefio, se sembraron semillas
estériles de chile en bandejas de poliestireno de 20 cavidades llenas de perlita horticola
estéril (1ha 120 °C a 15 Ib/in®). Las charolas se regaron con una solucion nutritiva (Nutrient
Solution for Vegetables®; pH 5.5 y conductividad eléctrica de 1.5 mS). Las plantulas
fueron crecidas en condiciones de invernadero a 27 °C + 2 °C y una humedad relativa (HR)
de 75 %. Las plantulas se inocularon a la base del tallo con 5 mL de las suspensiones
bacterianas de Bc28-5, Bc28-2, Bt24 y el PC (1x10® UFC mL™) a los 10 dias de la siembra.
La inoculacion se realiz6 cada seis dias en cinco ocasiones. Transcurridos 30 dias de la
primera inoculacién, se evaluaron variables morfolégicas de altura de plantula, longitud de
raiz, diametro de tallo, nimero de hojas, éarea foliar (Canopeo App;
https://canopeoapp.com) y la biomasa fresca y seca de hojas, tallo y raiz. Asimismo, se
evalué el contenido de pigmentos fotosintéticos (clorofila a, clorofila b y carotenoides) de
acuerdo a la metodologia de Lichtenthaler y Wellburn (1983).

El ensayo se establecio bajo un DCA con cuatro repeticiones por tratamiento. Los
tratamientos fueron las soluciones bacterianas aplicadas a las charolas de plantulas de chile
y como control se emplearon plantulas sin inocular.

Biocontrol de Fusarium por Bacillus sp. en condiciones de invernadero. Para este
ensayo se utilizaron plantulas de chile jalapefio de 40 dias de edad crecidas bajo las
condiciones descritas anteriormente inoculadas con las cepas Bc28-2, Bc28-5, Bt24 y PC.
Las plantulas se trasplantaron a macetas de 10 cm de didmetro con peat moss estéril
inoculado con esporas de F. oxysporum FL2 (cepa con un IS alto, la mayor area bajo la
curva de la enfermedad y resistencia a degradacion de esporas). Para ello, previo al
trasplante el peat moss estéril (1h a 120 °C a 15 Ib/in?) se inoculé con una solucion de
esporas del hongo a 1x10° esporas mL™ e incubado a 28 °C por cinco dias. Las plantulas
inoculadas fueron colocadas en condiciones de invernadero a 27 +2 °C y una HR de 75 %.
Las plantas fueron regadas cada tercer dia con solucion nutritiva. Transcurridos 30 dias del
trasplante, se evalu6 el IS de la enfermedad con la escala: 0= sistema radicular sano, 1=
dafo en el sistema radicular de 1 a 25 %, 2= dafio en el sistema radicular de 25 a 50 %, 3=
dafio en el sistema radicular de 50 a 75 % y 4= dafio radicular de 75 a 100 %. EI IS fue
calculado mediante la formula propuesta por Galanihe et al. (2004). Ademas, se evaluaron
variables morfoldgicas de altura de plantula, longitud de raiz, diametro de tallo, nimero de
hojas, area foliar (Canopeo App), volumen radicular y la biomasa fresca y seca de hojas,
tallo y raiz. Asimismo, se determind el contenido de pigmentos fotosintéticos de acuerdo a
la metodologia de Lichtenthaler y Wellburn (1983). El ensayo se estableci6 bajo un DCA
con cuatro repeticiones por tratamiento, los cuales se describen en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Tratamientos empleados en el biocontrol de Fusarium oxysporum FL2 aplicados en
plantas de chile jalapefio crecidas bajo condiciones de invernadero.

Clave
Fusarium oxysporum FL2 FL2
Bacillus subtilis QST713 + F. oxysporum FL2 CP/FL2
B. cereus Bc28-2 + F. oxysporum FL2 Bc28-2/FL2
B. cereus Bc28-5 + F. oxysporum FL2 Bc28-5/FL2
B. thuringiensis Bt24 + F. oxysporum FL2 Bt24/FL2
Plantas sin tratamiento microbiano Control

Anadlisis estadistico. Los datos de los ensayos se sometieron a pruebas de Shapiro-Wilk
y Levene para evaluar la normalidad y la homogeneidad de varianza, previo a su analisis
estadistico.

Los datos de las pruebas de patogenicidad y virulencia in vitro se analizaron con una
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y con el test de Conover-Iman (p<0.05). Los
resultados de la degradacion de esporas fungicas en la prueba de antagonismo in vitro, se
analizaron mediante un analisis factorial para evaluar los efectos principales (bacterias y
hongos) y sus interacciones sobre la degradacion de esporas. Posteriormente se realizaron
comparaciones multiples mediante la prueba de Scott-Knott (p<0.05).

Los datos del ensayo de promocion del crecimiento de plantulas de chile jalapefio por
Bacillus spp. y los datos de promocion del crecimiento en plantas en interaccion con F.
oxysporum en invernadero se analizaron con analisis de varianzas (ANOVA) seguido de
pruebas de separacion de medias de Tukey (p<0.05).

Los resultados del indice de severidad en la interaccion entre las bacterias y F.
oxysporum FL2 en invernadero se analizaron con la prueba de Kruskal-Wallis y el test
Conover-Iman (p<0.05).

Se realiz6 un andlisis multivariado de componentes principales (ACP) para evaluar la
influencia de los tratamientos bacterianos en el biocontrol y promocién del crecimiento
en las plantas de chile, en interaccion con F. oxysporum FL2. Antes del ACP, se realiz
la prueba de esfericidad de Bartlett (p<0.01) y se calcul6 el indice de Kaiser-Meyer-Olkin
(KMO), considerando aceptable los KMOs superiores a 0.60 (Tabachnick y Fidell, 2007).
Todos los andlisis estadisticos se realizaron con los softwares InfoStat (InfoStat 2021v
Grupo InfoStat, Argentina) y el software JAMOVI 2.5.2.0 (The Jamovi Projet, 2024).

RESULTADOS

Pruebas de patogenicidad y virulencia de cepas de Fusarium. Las pruebas de
patogenicidad y virulencia in vitro realizadas con los aislados de Fusarium durante la
germinacion de semillas de chile jalapefio demostr6 que todos los hongos causaron
enfermedad a los 10 dias después de la inoculacién, sin diferencias significativas entre
cepas. Los sintomas observados incluyeron manchas necréticas en la radicula y el
hipocétilo, necrosis completa de la radicula, crecimiento micelial en la cubierta de la
semilla, ya sea solo o con produccidn de exudado, y semillas no germinadas con necrosis
interna. Todos los tratamientos presentaron una incidencia de la enfermedad del 100 %y
una severidad promedio de 89.9 %. El progreso de la enfermedad, medido como el
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ABCPE, mostré un valor promedio de 26.7, indicando una progresion rapida y severa de
la enfermedad (Cuadro 2). En contraste, el grupo control presentd una germinacion y
desarrollo saludable de las plantulas. Después del ensayo, los hongos fueron aislados de
las plantas infectadas, confirmandose que sus caracteristicas morfoldgicas eran idénticas
al indculo inicial, cumpliendo con los postulados de Koch.

Cuadro 2. Incidencia, severidad y progresién de la marchitez en semillas de chile 10 dias después de su inoculacién con

Fusarium oxysporum.

Aislado Incidencia (%0) Severidad (%) ABCDE*
F. oxysporum FM1 100 95.82 30.22
F. oxysporum FM2 100 89.6° 27.32
F. oxysporum FL1 100 89.6° 27.42
F. oxysporum FL5 100 81.32 21.02
F. oxysporum FL6 100 87.52 23.72
F. oxysporum FL2 100 95.8? 30.52
Control 0 b 0

*ABCDE=4rea bajo la curva del progreso de la enfermedad. Los valores de cada columna seguidos de la misma letra no
presentan diferencias significativas de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis y Conover-Iman test (p <0.05).

Antagonismo in vitro de Bacillus vs Fusarium. El analisis de la degradacion de esporas
de Fusarium por Bacillus spp. mostré que la cepa comercial PC presentd los mayores
porcentajes de degradacion de esporas en comparacion con las cepas nativas de Bacillus
evaluadas (Figura 1). En la interaccion con PC, no se observaron diferencias estadisticas
significativas entre los hongos, obteniéndose un promedio de degradacion del 86.7 %.
Por otro lado, en la interaccion con la cepa Bc28-5, el hongo FM2 mostrd una mayor
resistencia a la degradacién, con un promedio de 41.4 %, mientras que el resto de los
hongos fueron degradados en un 84.2 % en promedio. En el caso de la interaccion con la
cepa Bc28-2, el hongo FL6 mostro la mayor resistencia a la degradacion de esporas con
un 18 %, seguido de FL2 y FL1 con un 42.9 %. El resto de los hongos fueron degradados
en promedio un 84.9 %. Finalmente, la cepa menos efectiva en la degradacién de esporas
fue Bt24. Esta solo logr6 degradar dos hongos (FL1 y FM1) en un 92.85 %, seguido de
FL6 y FL2 con un 73.15 %. Los hongos mas resistentes fueron FL5 y FM2, con
porcentajes de degradacion de esporas de 32.8 y 52.2 %, respectivamente.
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Figura 1. Degradacion de esporas de Fusarium oxysporum por Bacillus spp. en caldo nutritivo después de 48 horas de
interaccion in vitro. PC= B. subtilis QST713, Bc28-2 y Bc28-5 =B. cereus, Bt24=B. thuringiensis. F.
oxysporum=FM1, FM2, FL1, FL5, FL6, FL2. Las columnas con letras diferentes indican diferencias significativas

de acuerdo a la prueba de Scott-Knott (p<0.05).

Promocidn del crecimiento en plantulas de chile. La inoculacion de bacterias mejord
significativamente el crecimiento de plantulas de chile en condiciones controladas a los

30 dias (Cuadro 3).

Cuadro 3. Efecto de Bacillus spp. sobre el crecimiento de plantulas de chile jalapefio en condiciones controladas después de

30 dias de inoculacién.

Pardmetros Control Bacﬂh::;ubtllls Bégggﬁ;s Béggzr;:s B. thugltr;ilensw DMS
AP(cm) 8.240.5% 6.6+0.7¢ 8.9+1.1% 7.7+0.5 9.8+0.22 11
LR(cm) 8.9+0.8° 8.9+1.52 9.9+0.82 9.5+1.42 9.4+1.42 2.0
DT (mm) 2.240.1¢ 2.0+0.3¢ 2.8+0.3% 2.3+0.5b 2.840.3 0.5
NH 8.0+0.6 10.0+2.8% 12.0+1.32 9.3+1.5% 12.0+0.92 2.7
AF (cm?plant™") 51.147.1° 48.9+2.1° 115.146.72 76.348.5 103.6+10.72  20.5
PFH (g) 0.6+0.1° 0.6+0.3° 1.6+0.12 1.140.1° 1.5+0.22 0.3
PFT (9) 0.3+0.03° 0.3+0.1° 0.740.22 0.5+0.1° 0.7+0.12 0.2
PFR (g) 0.240.1¢ 0.2+0.09° 0.6£0.12 0.4+0.1° 0.7+0.12 0.2
PSH (g) 0.1+0.01° 0.1+0.03° 0.3+0.12 0.240.03° 0.3+0.12 0.1
PST (9) 0.03+0.01° 0.02+0.01° 0.1+0.012 0.03+0.01° 0.1+0.012 0.01
PSR (g) 0.0240.01¢  0.02+0.003¢ 0.1+0.01° 0.03+0.004° 0.1+0.012 0.01
Chl a (mg/g PF) 1.5+0.1° 1.740.12 2.140.42 2.240.3 1.9+0.22 0.6
Chl b (mg/g PF™) 0.9+0.3 0.940.12 1.240.42 1.240.22 1.3£0.12 0.5
Carotenoides (mg/g PF™) 0.2+0.12 0.2+0.032 0.2+0.22 0.2+0.12 0.1+0.12 0.2

AP= altura de plantula; LR= longitud de raiz; DT=didmetro de tallo; NH= Numero de hojas; AF= &rea foliar; PFH= peso fresco
de hoja; PFT= peso fresco de tallo; PFR= peso fresco de raiz; PSH= peso seco de hoja; PST= peso seco del tallo; PSR= peso
seco de la raiz; Chl a= clorofila a; Chl b= clorofila b; DMS= diferencia minima significativa. PC= B. subtilis QST713, Bc28-2
y Bc28-5=B. cereus, Bt24=B. thuringiensis. Los datos representan las medias + desviacion estdndar de cuatro repeticiones.
Cada valor en filas seguido de letras diferentes indica diferencia significativa (p <0.05) por ANOVA y la prueba de Tukey
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Las plantulas inoculadas con Bt24 mostraron el mayor crecimiento en altura, al
alcanzar un promedio de 9.8 cm, lo que representa un incremento del 19.5 % respecto al
control (8.2 cm). En contraste, el tratamiento con PC result6 con la menor altura (6.6 cm),
lo que refleja una reduccion del 19.5 % en comparacion con el control.

En cuanto a la longitud de raiz, los tratamientos no mostraron diferencias significativas
en este parametro, teniendo un promedio de 9.3 cm. El diametro de tallo fue
significativamente mayor en los tratamientos con Bc28-2 (2.8 mm) y Bt24 (2.8 mm), lo
que corresponde a un aumento del 27.3 % respecto al control (2.2 mm).

El nimero de hojas fue significativamente mayor en plantulas tratadas con Bt24 (12)
y Bc28-2 (12), lo que representa un incremento del 50 % respecto al control (8 hojas).
Asimismo, el area foliar fue mayor en plantulas inoculadas con Bc28-2 y Bt24 (109.4 cm?
planta™), lo que supone un aumento del 114.0 %, en comparacion con el control (51.1
cm?planta™).

Respecto a la biomasa fresca y seca, el peso fresco de hoja fue significativamente
mayor en los tratamientos Bt24 y Bc28-2 (1.6 g), lo que representa un incremento del
166.7 % respecto al control (0.6 g). De igual manera, el peso fresco de tallo fue mayor en
Bt24 y Bc28-2 (0.7 g), con un aumento del 133.3 % en comparacion con el control (0.3
). El peso fresco de raiz también fue significativamente mayor con los tratamientos Bt24
y Bc28-2 (0.7 g), incrementandose un 250 % respecto al control (0.2 g).

El peso seco de hoja también mostré un aumento significativo con los tratamientos
Bt24 y Bc28-2 (0.3 g), lo que representa un incremento del 200 % respecto al control (0.1
0). El peso seco de tallo mostré un aumento significativo con los tratamientos Bt24 y
Bc28-2 (0.1 g), lo que representa un incremento del 233.3 % respecto al control (0.03 g).
En el peso seco de raiz el tratamiento Bt24 (0.1 g) mostrd el mayor incremento con un
400 % en comparacion con el control (0.02 g).

En cuanto al contenido de pigmentos fotosintéticos, la clorofila fue significativamente
mayor en los tratamientos Bc28-5 y Bc28-2 (2.2 mg/g PFY), lo que representa un
incremento del 46.7 % respecto al control (1.5 mg/g PF™). En contraste, el contenido de
clorofila b no mostrd diferencias significativas entre tratamientos con un promedio de 1.1
mg/g PF™. De igual manera, el contenido de carotenoides no mostré diferencias
significativas entre tratamientos, teniendo un promedio de 0.2 mg/g PF™.

Crecimiento en plantas de chile en interaccién con Fusarium. La inoculacion de
bacterias mejord significativamente el crecimiento de las plantas de chile en la interaccién
con el hongo (Cuadro 4).

Las plantas inoculadas con CP/FL2 presentaron la mayor altura, con un promedio de
26.4 cm, lo que representa un incremento del 20 % respecto al control (22.1 cm). En
contraste, los tratamientos con FL2 y la interaccion Bt24/FL2 registraron las menores
alturas (14.4 y 13.0 cm, respectivamente), lo que reflejé una reduccion del 34.8 y 41.2 %,
respectivamente, en comparacion con el control. En cuanto a la longitud de raiz, los
tratamientos con interaccion bacteria-patégeno mantuvieron una longitud similar al
control (18.6 cm), a excepcion de la interaccion Bt24/FL2 y FL2, que mostraron una
reduccion del 40.5 % (11.6 cm) respecto al control. El didmetro de tallo fue
significativamente mayor en el tratamiento Bc28-5/FL2 (6.1 mm), lo que representa un
incremento del 35.6 % respecto al control (4.5 mm). Por otro lado, la interaccion
Bt24/FL2 presentd el menor didmetro de tallo (3.7 mm), lo que representa una reduccion
del 17.8 % respecto al control.
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Cuadro 4. Efecto de Bacillus spp. sobre el crecimiento de plantas de chile en condiciones de invernadero después de 30 dias
de inoculacion de Fusarium oxysporum FL2 agente causal de la marchitez del chile.

Tratamientos

Control FL2 CP/FL2  Bc28-2/FL2  Bc28-5/FL2 Bt24/FL2 DMS

AP(cm) 22.1+1.7° 14.4+1.9%  26.4+1.0° 23.1+1.3% 17.8+£1.3° 13.0+2.3¢ 3.7
LR (cm) 19.4+1.72 11.5+0.8®  18.4+1.4% 17.9+1.52 18.1+1.42 11.6+0.6° 2.9
DT (mm) 4.540.5b¢ 5.1+0.7%¢  5.9+0.6® 4.740.5%¢ 6.1+1.02 3.7£0.7¢ 1.6
NH 35.543.38  20.3+2.8> 3504578  25.0+2.2° 37.3+3.3? 19.0+26° 7.9
AF(cm? planta™) 516.3+88.7% 196.1+21.0° 564.0+77.0° 405.4+58.7° 583.8+79.52 252.2+19.2¢ 143.2
PFH (g) 10.5+0.92 3.0+1.0¢  9.7+0.9% 6.5+0.8° 7.5+1.70¢ 3.6+04¢ 23
PFT (g) 6.9:+1.2%¢ 3.2+1.0% 10.0+2.82 5.6+1.20 9.4+1.5% 3.0+0.9¢ 3.8
PFR (g) 4.0£0.5%® 1.6+0.4° 4.8+0.72 3.1+0.7° 4.3+0.5® 1.1+0.4¢ 1.2
PSH (g) 1.9+0.28 0.6+0.3¢ 1.6+0.1% 0.8+0.1° 1.4+0.2° 0.5+0.1° 0.4
PST (9) 0.8+0.3%°c  0.3+0.2° 1.0+£0.3%® 0.5+0.1°¢ 1.0+0.3? 0.5+0.2¢ 0.5
PSR (g) 0.5+0.1%  0.2+0.03°  0.5+0.1% 0.4+0.1° 0.5+0.042 0.1£0.04° 0.1
VR (cmd) 5.4+0.62 1.5+0.6° 4.8+0.7% 3.9+0.5° 4.140.6® 1.1+0.6° 14
Chl a (mg/g PF?) 2.0+0.5 1.8+0.4°  2.0+0.4° 1.8+0.4 2.0+0.4 1.8+0.3¢ 0.9
Chl b (mg/g PFY) 0.9+0.32 1.0+0.32 1.2+0.32 1.0+0.18 1.2+0.32 1.0+0.42 0.7
Carotenoides (mg/g PF1) 0.3+0.12 0.1+0.12 0.2+0.12 0.2+0.12 0.1+0.032 0.3+0.12 0.2

AP= altura de plantula; LR= longitud de raiz; DT=diametro de tallo; NH= NUmero de hojas; AF= area foliar; PFH= peso fresco
de hoja; PFT= peso fresco de tallo; PFR= peso fresco de raiz; PSH= peso seco de hoja; PST= peso seco del tallo; PSR= peso
seco de la raiz; VR= volumen radicular; Chl a= clorofila a; Chl b= clorofila b; FL2= F. oxysporum, PC= B. subtilis QST713,
Bc28-2 y Bc28-5=B. cereus, Bt24=B. thuringiensis. DMS= diferencia minima significativa. Los datos representan las medias
+ desviacion estandar de cuatro repeticiones. Cada valor en filas seguido de letras diferentes indica diferencia significativa por
ANOVAy la prueba de Tukey (P<0.05).

El nimero de hojas no mostr6 diferencias significativas en los tratamientos CP/FL2
y Bc28-5/FL2 en comparacion con el control, teniendo un promedio de 35.9 hojas. Sin
embargo, las interacciones Bc28-2/FL2 y Bt24/FL2 y el patdgeno FL2 mostraron una
reduccidn significativa, con un promedio de 21.4 hojas, lo que representa una reduccion
del 39.6 % respecto al control (35.5 hojas). El area foliar fue significativamente mayor
en los tratamientos Bc28-5/FL2 y CP/FL2 (573.9 cm®). En contraste, los tratamientos
Bt24/FL2 y FL2 presentaron la menor area foliar (224.2 cm®), lo que representa una
reduccion del 43.4 % en comparacion con el control (516.3 cm®).

Respecto a la biomasa fresca, el peso fresco de hoja, solo mostré un valor similar al
control, el tratamiento CP/FL2 (9.7 g). El tratamiento Bt24/FL2 y el patdgeno FL2
presentaron el menor peso fresco de hoja (3.3 g), lo que representa una disminucion del
68.6 % en comparacion con el control (10.5 g). En cuanto al peso fresco de tallo y raiz,
solo los tratamientos CP/FL2 y Bc28-5/FL2 mantuvieron valores similares al control
(9.7 y 4.55 g, respectivamente), mientras que Bt24/FL2 y FL2 registraron el menor peso
fresco de tallo (3.1 g) y raiz (1.35 g), lo que representa una reduccion del 44.9 y 66.3%,
respectivamente.
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En la biomasa seca, el peso seco de hoja no mostr6 incrementos significativos en
ninguno de los tratamientos, excepto en CP/FL2, que fue igual al control (1.6 g). El
menor peso seco de hoja se observé en Bc28-5/FL2, Bt24/FL2 y FL2 (0.6 g), lo que
representa una disminucion del 66.7 % respecto al control (1.9 g). En relacién al peso
seco de tallo, la mayoria de los tratamientos no mostraron diferencias significativas (0.8
@), excepto Bt24/FL2 y FL2, que redujeron el parametro en un 50 %. En el caso del peso
seco de raiz, solo CP/FL2 y Bc28-5/FL2 mantuvieron valores similares al control (0.5
g), mientras que Bt24/FL2 y FL2 presentaron el menor peso seco de raiz (0.15 g), lo
que representa una reduccion del 70 %.

El volumen radicular no mostré incrementos significativos, manteniéndose igual al
control en los tratamientos CP/FL2y Bc28-5/FL2 (4.5 cm®). Los tratamientos con menor
volumen radicular fueron Bt24/FL2 y FL2 (1.3 cm?®), con una reduccion del 75.9 %
respecto al control (5.4 cm®). En cuanto al contenido de pigmentos fotosintéticos, no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos en el contenido de clorofila
a (2.28 mg/g PF™), clorofila b (1.26 mg/g PF™Y) y carotenoides (0.24 mg/g PFY).

Los resultados de la severidad indican diferencias significativas entre los
tratamientos (Figura 2a). Las plantas tratadas solo con FL2 presentaron un IS de
87.5 %, significativamente mayor que el resto de los tratamientos. En contraste, los
tratamientos con interaccion bacteria-patégeno PC/FL2, Bc28-2/FL2 y Bc28-5/FL2
redujeron el IS en 60.4 % en comparacion con el patdgeno (FL2). En contraste, el
tratamiento Bt24/FL2 no mostr6 una reduccion significativa del IS con un 81.3 %,
siendo igual al patogeno.

El desarrollo de las plantas en interaccion con el patégeno también vario segun el
tratamiento aplicado (Figura 2b). Las plantas sin tratamiento microbiano se desarrollaron
de manera saludable y vigorosa. En contraste, las plantas tratadas con el patégeno
presentaron sintomas severos de la enfermedad, particularmente en el sistema radicular,
lo que result6 en un desarrollo reducido. Las plantas tratadas con las bacterias-patdgeno
PC/FL2, Bc28-2FL2 y Bc28-5/FL2 mostraron un desarrollo similar al tratamiento
control, caracterizado por un crecimiento aéreo saludable, pero con sintomas reducidos
de la enfermedad en el sistema radicular. En contraste, las plantas tratadas con Bt24/FL2
presentaron sintomas severos, comparables a los observados en las plantas tratadas solo
con el patogeno.

El andlisis de componentes principales permitié visualizar la variabilidad en la
respuesta del desarrollo de las plantas de chile jalapefio a los diferentes tratamientos de
biocontrol de Fusarium (Figura 3). El primer componente principal (Dim 1) explicé el
75.4 % de la variabilidad, mientras gque el segundo componente (Dim 2) represento el
11.3 %, acumulando el 86.7 % de la variabilidad total. Se observé que el patégeno y el
tratamiento Bt24/FL2 exhiben patrones de comportamiento similares que muestran una
relacién negativa con la mayoria de los pardmetros vegetativos, pero una relacion
positiva con el 1S, lo que indica que Bt24 no contribuyd al control de la enfermedad. En
contraste, se identifica una sélida interrelacion positiva entre los tratamientos
bacterianos PC/FL2, Bc28-2/FL2 y Bc28-5/FL2, y el control en parametros vegetativos,
junto con una relaciéon negativa con el 1S, evidenciando un control efectivo de la
enfermedad y una promocién del crecimiento por parte de las bacterias.
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Figura 2. Efecto de Bacillus spp. sobre el control de la marchitez del chile causado por Fusarium oxysporum FL2
bajo condiciones de invernadero, después de 30 dias de inoculacion. A) indice de severidad de la
marchitez del chile en interaccién con Bacillus sp. F= Fusarium sp. FL2, PC= producto comercial (B.
subtilis QST713®), Bc28-2 y Bc28-5=B. cereus, Bt24=B. thuringiensis. Las barras sobre las columnas
indican la desviacion estandar. Las columnas con letras diferentes indican diferencias significativas segin
las pruebas de Kruskal-Walli y Conover-Iman (p<0.05). B) Sintomatologia de la marchitez del chile
causado por F. oxysporum FL2 y su interaccion con Bacillus spp. bajo condiciones de invernadero.
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Figura 3.
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Andlisis de Componentes Principales (ACP) del crecimiento de plantas de chile inoculadas con Fusarium sp. FL2
(F), producto comercial (PC; B. subtilis QST713), B. cereus (Bc28-2, Bc28-5), 6 B. thuringiensis (Bt24) (y* =291,
df = 45, p < .001). 1S=indice de severidad de la enfermedad, AP= altura de plantula, LR= longitud de raiz,
DT=diametro de tallo, NH= NUmero de hojas, AF= area foliar, PFH= peso fresco de hoja, PFT= peso fresco de
tallo, PFR= peso fresco de raiz, VR=volumen radicular.

DISCUSION

Los resultados de esta investigacion muestran que la inoculacion de cepas nativas de
Bacillus cereus (Bc28-5 y Bc28-2) y B. thuringiensis (Bt24) en plantas de chile jalapefio
bajo condiciones controladas tiene un impacto significativo en el crecimiento vegetativo
y en la reduccion de la severidad de la marchitez causada por Fusarium oxysporum.
Ademas, se evidencid la capacidad de algunas cepas de Bacillus para degradar esporas de
Fusarium de manera efectiva en pruebas in vitro. Sin embargo, se observo que la eficacia
vario segun la cepa bacteriana y la cepa de hongo.

Las pruebas de patogenicidad y virulencia confirmaron que todas las cepas de
Fusarium fueron patdgenas, causando una incidencia de la enfermedad del 100 % y una
severidad promedio del 89.9 %. Esto confirma la virulencia de las cepas evaluadas sobre
las plantulas de chile jalapefio en condiciones in vitro. Los sintomas observados
incluyeron necrosis en la radicula y el hipocotilo, lo que concuerda con estudios previos
sobre la capacidad de Fusarium oxysporum de afectar el sistema radicular de cultivos
como el chile jalapefio (Robles-Hernandez et al., 2015).

La capacidad antagonista de las cepas de Bacillus en la degradacion de esporas de
Fusarium varié significativamente. La cepa comercial PC mostré el porcentaje de
degradacion de esporas (86.7 %) en comparacién con las cepas nativas. El antagonismo
también fue evidente con Bc28-5, mientras que Bt24 mostré una menor efectividad,
especialmente frente a las cepas de Fusarium mas resistentes (FL5 y FM2). El mecanismo
de degradacion puede estar asociado con la produccion de lipopéptidos antiflingicos, ya
que estudios previos han demostrado que B. cereus y B. thuringiensis son capaces de
controlar a F. oxysporum f sp. lycopersici mediante la produccion de péptidos
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antimicrobianos (Sarangi et al., 2017). Ajesh et al. (2013) reportan que B. cereus aislado
de suelo produce kurina lipopétido con actividad antifngica. Ademas, puede producir
enzimas liticas como quitinasas, glucanasas y proteasas, que hidrolizan las paredes
celulares de los hongos (Chenniappan et al., 2019; Ku et al., 2018). En el caso de B.
thuringiensis recientemente se ha reportado que controla hongos fitopatdgenos mediante
la produccion de bacteriocinas, lactonasas, quitinasas, antibiéticos y cianuro de hidrégeno
(Gupta et al., 2024; Azizoglu et al., 2023; Yoshida et al., 2019).

En términos de promocion del crecimiento, Bt24 mostrd el mayor aumento en altura
y biomasa de plantulas. Las cepas Bc28-2 y Bc28-5 también promovieron el crecimiento
de manera significativa, aumentando el area foliar, peso fresco y seco de plantas. Esto
podria estar asociado con los mecanismos de promocién del crecimiento vegetal
mostrados por B. cereus en estudios realizados por Kumar et al. (2020), Ku et al. (2018)
y Yanti y Nasution (2017). Kumar et al. (2020) reportan que B. cereus puede producir
acido idolacético (AlA) y giberelinas, como mecanismos de promocion de crecimiento
vegetal; asimismo Ku et al., (2018) indican que esta bacteria solubiliza fésforo organico
e inorganico, lo cual favorece el desarrollo de las plantas. Yanti y Nasution (2017) indican
que este grupo de bacterias colonizan rapidamente la rizésfera de las plantas debido a la
produccién de exopolisacaridos y B. cereus produce biopeliculas que facilitan la
colonizacion de las raices de las plantas (Gao et al., 2019; Wijman et al., 2007). Por otra
parte, el efecto de B. thuringiensis puede estar asociado a su capacidad de producir AIA
y 1 aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa como reguladores de crecimiento
vegetal (Cherif-Silini et al., 2016). También se ha reportado que produce sideréforos que
mejoran la absorcion de nutrientes por parte de la planta (Delfim, 2021), y solubiliza
fésforo del suelo mediante la produccion de &cidos organicos, cambios en el pH del medio
y la produccidn de fosfatasas acidas y alcalinas (Cherif-Silinil et al., 2016; Delfim, 2020).

Por otra parte, el biocontrol de Fusarium en plantas de chile jalapefio en condiciones
de invernadero, mostré que los tratamientos con B. cereus (Bc28-2 y Bc28-5), redujeron
significativamente la severidad de la enfermedad causada por Fusarium FL2, en
comparacion con el tratamiento solo con el patdgeno. Estos resultados podrian deberse a
que B. cereus ha demostrado reducir la severidad de enfermedades fungicas mediante
compuestos antimicrobianos como los mencionados anteriormente y la induccion de
resistencia sistémica (ISR) en plantas (Boulahouat, 2023). Algunos estudios han
encontrado que B. cereus induce ISR contra hongos como Botrytis cinerea en tomate
mediante la produccién de acido oxalico (Yu et al., 2022; Nie et al., 2017;). Asimismo,
B. cereus MH778713 puede ayudar contra F. oxysporum en tomate, mediante la ISR (Nie
et al., 2017). B. cereus EC9 fue reportado como inductor de resistencia en plantas de
kalanchoe (Kalanchoe blossfeldiana) contra F. oxysporum (Madriz-Ordefiana et al.,
2022). Ademas, se ha reportado que B. cereus C1L puede inducir ISR mediante la
produccion de compuestos volatiles como el dimetil disulfuro (Piechulla et al., 2017).

El crecimiento observado durante la interaccion entre Fusarium spp. FL2 y B. cereus
puede deberse a lo reportado por Leibman-Markus et al. (2023), quienes sugieren que la
promocién del crecimiento y la resistencia inducida pueden ser codependientes. En
ciertos casos, la inoculacion con bacterias como Bacillus puede impulsar los procesos de
desarrollo y promover el rendimiento de las plantas en interaccion de biocontrol (Gupta
et al., 2022). Sin embargo, el tratamiento con Bt24/FL2 present6 un comportamiento
inesperado al mostrar resultados similares al patégeno solo, tanto en severidad como en
pardmetros de crecimiento. Esto podria deberse a la limitada capacidad antagonista de
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Bt24 frente a determinadas cepas de Fusarium, lo cual resalta la necesidad de evaluar la
especificidad de interaccion bacteria-patdgeno.

Los resultados sugieren que el uso de las cepas especificas de Bacillus puede contribuir
al manejo integrado de Fusarium en sistemas agricolas, mejorando el crecimiento de las
plantas mientras reduce la severidad de la enfermedad. Esto abre la posibilidad de
desarrollar formulados especificos, especialmente con cepas como Bc28-2 y Bc28-5, para
su aplicacion en condiciones de invernadero y campo.

CONCLUSIONES

El presente estudio demostrd que todas las cepas de Fusarium oxysporum aisladas de
suelo son patdgenas de plantulas de chile jalapefio, lo que representa una incidencia del
100 % y una severidad promedio del 89.9 %. El progreso de la enfermedad indicé una
rapida progresion en condiciones controladas.

El biocontrol in vitro mostr6 que B. subtilis (PC) presenté la mayor degradacion de
esporas de F. oxysporum (86.7 %), seguido de B. cereus (84.2 %), mientras que B.
thuringiensis fue menos efectiva. Esto sugiere que el efecto antagonista depende de la
cepa antagonica y patégeno evaluado.

El biocontrol en invernadero con Bacillus spp. mostr6 variabilidad en la efectividad
segun la cepa utilizada, B. cereus Bc28-2 y Bc28-5 redujeron la severidad de la
enfermedad en un 60.4 % y promovieron el crecimiento de plantas de chile. En contraste,
Bt24 no logro reducir la enfermedad, con resultados similares al tratamiento con el
patégeno. Sin embargo, Bt24 y Bc28-2 promovieron el crecimiento vegetal de las
plantulas de chile.

Estos resultados indican el potencial de Bacillus cereus como bioinoculante en chile
jalapefo, aunque es necesario validar su efectividad en campo y explorar su integracién
en estrategias de manejo agricola sostenible.

Limitaciones

Aunque los ensayos de esta investigacion se realizaron bajo condiciones controladas,
los resultados deben ser validados en condiciones de campo. Ademas, la variacion en la
respuesta de las diferentes cepas sugiere que la eficiencia del biocontrol puede estar
influenciada por factores especificos del hongo. Por lo que se recomienda investigar los
mecanismos moleculares involucrados en la degradacién de esporas por parte de Bacillus
spp., asi como su eficacia bajo condiciones ambientales variables. Ademas, la evaluacion
a largo plazo en condiciones de campo es fundamental para determinar la viabilidad de
estos tratamientos en la practica agricola.
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