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ANTAGONISMO DE Bacilius subtilis Cohn VARIANTE QST 713 EN LAS
ENFERMEDADES FOLIARES DE LOS CULTIVOS DE JITOMATE, CEBOLLAY
FRESA
ANTAGONISM OF Bacillus subtilis Cohn VARIANT QST 713 ON DIFFERENT
FOLIAR DISEASES IN TOMATO, ONION AND STRAWBERRY CROPS
Marban-Mendoza, N.', Garcia-Nufiez, J. A.?

RESUMEN
Se evalué el efecto inhibitorio we Bacillus subtilis
var. QS8T713 contra patdgenos de diferentes
enfermedades  foliates, 5 eonsayos fueron
establecidos, los tratamientos evaluados incluyeron
B. subtilis aplicado solo y en meacla Ensayo 1, se
aplicd B, subtzlts 6.0, 7.0 y 8.0 kg-ha”, azoxystrobm
0.4 kg-ha y azufre elemental 2.5 lha en jitomate
para control de Oidiopsis taurica en Ahome,
Sinalos. Dos ensayos fueron establecidos en
Ecuandureo, Michoacdén para control de
Xanthomonas vesicatoria en jitomate (ensayos 2 v 3
respecﬂvamente) Ensayo 2, se evalué B. subtilis 5.0
kg ‘ha”', B. subfilis 2.0 a 4.0 kg ‘ha + oxicloruro de
cobre 3.0 kg ha'!, sulfato de
gentamicinat+oxitetraciclina 0.8 kgha' y
mancozeb+oxicloruro de cobre 3.5 kgha™, Ensayo
3, se evalué B. subtilis 2.0 a 3 0 kgha' con
oxtclomro de cobre 2.0 a 3.0 kg-ha'', B. subtilis 2, 5
kgha' + sulfato de cobre pentahidratado 0.5 I'ha,
B subtiis 2.5 kghal +  sulfato de
gentamicina+oxitetraciclina 0.5 Lha' y
mancozeb+oxicloruro de cobre 3.5 kghal. Ensayo
4, se establecié en Tonatico, México contra
Alternaria porri en cebolla, se evalud B. subtilis 5.0,
6.5y8.0kgha'y clorotalonil 0.4 kg-ha, Ensayo 5,
se establecié en Abasolo, Guanajuato para el control
de Botrytis cinerea en fresa se evalud B, subtilis 6.0,
7.0 y 8.0 kg-ha! v tiofanato-metil 1.0 kgha™. En
todos los tratamientos se dejd un testigo sin
proteccién  quimica (control). Los resultados
mosiraron una tasa relativa de incremento de O.
tatrica, A. porri ¥ B. cinerea 0.012 a 0.237 con B.
subtilis a dosis de 6.0 a 8.0 kg/ha siendo 1a tasa mds
baja con la dosis mds alta, en el testigo absoluto la
tasa relativa fue de 0.169 a 0.391. La mezcla de B.
subtilis con cobre (3.0+3.0 kg-ha’l) aumentd la
eficacia contra X. vesicatoria en jitomate, presenté
una tasa relativa de incremento de la enfermedad de
0.07, mientras que el testigo sin proteccién fue de
0.277. B. subtilis es una buena alternativa biol6gica
para el control de las enfermedades evaluadas en
estos estudios,
Palabras clave: Bacillus subrilis, Oidiopsis taurica,
Xanthomonas vesicatoria, Alternaria porri, Botrytis
cinerea, Control bioldgico,

! Director.
2 Tesista.

ABSTRACT

The inhibitory effect of the biofungicide, Bacillus
subtilis var. QST 713, against different foliar
diseases was evaloated. 5 different tests and
treatments, including both B. subsilis applied alone
and mixed with different products, were carried out.
Intest 1., B. Subulw was applied in doses of 6 0,7.0
and 8.0 kgha™, azoxystrobin 0.4 kg-ha'  and
sulphur 2.5 lha on tomatees for the control of
Oidiopsis taurica in Ahome, Sinaloa. Two different
tests (test 2 and 3 respectively) were carried out in
Ecuandureo, Michoacan for the control of
Xanthomongs vesicatoria in tomatoes, In fest 2, the
treatments evalnated were: B. subsilis 5.0 kg- -ha’'; B.
subtilis 2.0 to 4.0 kg ha in mixture with copper
oxychloride 3.0 kgha; gentamycme sulphate +
oxytetracycline 0.8 kg ha and mancozeb + copper
oxychloride 3.5 kg-ha™, In test 3, the treatments
evalvated were: 2.5 kg-ha’ of B subtilis with copper
sulfate (pentahydrate) 0.5 I- ha''; B subtilis 2.5 kg- ha
with gentamycine sulfate+ oxytetracycline 0.5 I-ha’;
and mancozeb + copper oxychoride 3.5 kg-ha‘l. Test
4 was cartied out in Tonatico, Mexico state, against
Alternaria porri in onions and the treatments
evaluated were B. subfilis with doses of 5.0, 6.5 and
8.0 kg-ha' and a treatment with chlorothalonil 0.4
kgpha”, Test 5 was carried out in Abasolo,
Guanajuato to control Botrvtis cinerea in strawberry
plants and the treatments evaluated were with B.
subtifis in doses of 6.0, 7.0 and 8.0 kgha” and a
treatment with tiophanate-methyl 1.0 kg-ha. An
untreated plot (control) without chemical protection
was included in all the different tests. Results
showed a relative rate of increase of Q. taurica, A.
prorri and B. cinerea 0.012 to 0.237 with B. subtilis
6.0 - 8.0 kg-ha™, having the lowest rate of increase
along with the highest dose. However, the control
showed valees of 0.169 — 0.391 for the relative rate
of increase. The mlxture of B. subtilis with copper
(3.0+3.0 kg -ha'"y increased the efficacy against X,
vesicatoria in tomatoes and showed a relative rate
of increase of 0.07 in the diseases, while in the
control there was an increase of 0.277. B. subtilisis a
good biological alternative to control the diseases
evaluated in these studies,

Key words: Bacillus subtilis, Oidiopsis taurica,
Xanthomonas vesicatoria, Alternaria porri, Botrytis
cinerea, Biological control



l. INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por hongos y bacterias fitopatégenas son un factor
importante que limita la produccion de hortalizas en México. El uso de
productos quimicos para controlar a estos patégenos ha sido un medio muy
efectivo, sin embargo, por su modo de accidén eliminan organismos benéficos,
ademas propician a larqo plazo resistencia a dichos quimicos y disminuyen la

competencia de organismos benéficos y antagonistas (Baker y Cook, 1974).

Por otro lado, el uso de productos bioldgicos en la agricultura, es una alternativa
gue estd tomando gran importancia, debido a que los plaguicidas
convencionales conllevan a una serie de riesgos al consumidor, principalmente
por los residuos y por el riesgo toxicoloégico que estos ocasionan (FAO, 1997).
Debido a lo anterior y a los problemas fitosanifarios en los diferentes cultivos;
principalmente en la etapa de prefloracién, floracion y cosecha, se han buscado
productos gue no tengan restricciones en cuanto al intervalo de aplicacion a la
cosecha, que no generen riesgos al consumidor y que sean efectivos para el
control de los patdgenos que afectan las hortalizas en México. El desarrollo de
productos biologicos basados en microorganismos benéficos, pueden usarse
para mantener la sanidad y rendimiento de los cultivos agricolas (Broadbent et

al., 1971).



Las investigaciones con productos bioldgicos se comenzaron a desarrollar a
principios del siglo XX (Bowen and Rovira, 1976). En Alemania se comercializd
un producto a base de Bacillus subtilis con el nombre Alinit® (Bayer and
Company), el cual se uso como fertilizante bécteriol()gico. Este producto se uso
en mas de dos millones de hectareas e incrementd el rendimiento hasta en un

40% (Cook y Baker, 1983).

Una de estas alternativas con gamma amplia de posibilidades para ser usada
como organismo antagénico en diferentes patégenos es la bacteria B. subtilis,
la cual es un habitante natural de los suelos y se encuentra en la rizosfera

abundahtemente.

Existen alrededor de 890 variantes derivadas de B. subtifis. Esta bacteria ha
llegado a colonizar una gran variedad de habitats, que pueden ser terrestres,
acuaticos o aéreos (en forma de esporas) (Lynch, 1983). En varios estudios, se
ha demostrado que las colonias exiraidas del suelo de esta bacteria, ejercen
efectos antagénicos sobre otros microorganismos, que al igual que B. subfilis
son habitantes naturales del suelo y que llegan a ser patdgenos importantes de
diferentes plantas cultivadas (Lawrence, 1989; Turner y Backman, 1991). Con

base en lo anterior, se realizd la presente investigacion con los siguientes:



1.1. Objetivos

1. Determinar el efecto inhibitorio de B. subtilis var. QST 713 contra las
infecciones patogénicas de Oidiopsis taurica, Xanthomonas vesicatoria,
Alternaria porri y Botrytis cinerea en los cultivos de jitomate, cebolla y fresa,

respectivamente.

2. Estimar la reduccibn de las tasas relativas de incremento de las
enfermedades O. taurica, X. Vesicatoria, A. portiy B. cinerea en los cultivos de

jitomate, cebolla y fresa, respectivamente; tratadas con B. subtilis var. QST 713.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia de los microorganismos benéficos que interactdian con

los cultivos agricolas

Las bacterias son los microorganismos mas abundantes en el suelo y en el
dosel vegetal. La mayoria de los organismos usados como benéficos en la
agricultura, han sido aislados del suelo, por lo que el nimero de bacterias que
interactlian con los cultivos agricolas, estan en funcién de: la estacién del afo,
tipo de suelo, fuentes de oxigeno en el suelo, grado de labranza y fertilizacion,

asi como de la presencia de plantas con raices en dichos suelos {Lynch, 1983).

Los suelos de la rizosfera y el rizoplano de las plantas, proveen un habitat
adecuado para una grun cantidad de microorganismoé, que en su mayoria
suelen ser benéficos. Los géneros de bacterias que han sido aislados de esta
area, han sido Pseudomonas sp, Arthrobacter sp., Clostridium sp.,
Achromobacter sp., Micrococcus sp., Flavobacterium sp. entre otras. Este

uttimo género suele ser el mas abundante, ya que fue estimado en un 36% de

todos los microorganismos (Llaman et al., 1998).

La mayoria de las bacterias tienen la capacidad de formar metabolitos con
actividad en contra de algunos hongos, que pueden ser aislados facilmente de

muestras de suelo, sin embargo no se ha hecho un estudio sistematico de la



abundancia de tales bacterias en el suelo y su capacidad de colonizar en otro
tipo de habitats (Leeman et al., 1996). Algunos microorganismos con capacidad
alta de adaptacién a diferentes condiciones de suelos, son ampliamente
conocidos como Rhizobium, micorrizas y Pseudomonas sp. (Leeman et al.,
1996). Sin embargo, s6lo se les han atribuido efectos de promover el desarrollo
de raiz y de la planta, pero su efecto antagénico contra patdégenos no ha sido

significativo {Schipper, 1992).
2.2, Desarrollo de agentes de control biolégico

Para determinar el potencial de un microorganismo en el control de
fitopatbgenos, el primer paso es aislar agentes de biocontrol gue tengan un
potencial eficaz (Thomas et af., 1997). Este proceso, comunmente se realiza
detectando hospedantes susceptibles en donde alglin patdgeno causa darfio
evidente.. Aungue, es probable que se aislen diferentes agentes para ser
usados como biocontroladores; sin embargo, muy pocos llegan a ser
seleccionados por una serie de pruebas tales como: la adaptacién a diferentes
condiciones de nutricion, cultivo en laboratorio, sobrevivencia en condiciones de

campo posterior al aislamiento, ete. (Campbell, 1989).

El segundo paso, es ensayar los agentes de biocontrol en los patdégenos y
cultivos de prueba. En este proceso se realizan estudios para evaluar el efecto
del agente de biocontrol “in vitro® o “in vivo”. A partir de estos ensayos es dificil

predecir el comportamiento del agente de control bajo condiciones de campo,
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aunque podemos tener un acercamiento del potencial que podria tener (White
et al, 1990). Posteriormente, se pueden realizar una serie de pruebas para
determinar el efecto con los factores que interactian con el patégeno y cultivo,
de donde se pueden derivar estudios toxicolégicos (Harman, 1991). El paso
final es desarroliar métodos efectivos de produccién y comercializacién del

agente en cuestién (White et al., 1990).

2.3. Bacillus subtilis

2.3.1. Caracteristicas generales

B. subtilis es una bacteria gram positiva, en forma de bacilo o bastoncillg,
pertenece a la Clase Bacilli, al Orden Bacillales y a la Familia Baciliaceae
(Burges, 1981). Esta bacteria abunda en una amplia gamma de habitats, tanto
en suelo como en la superficie foliar de las plantas. Su uso en la industria
alimentaria y farmacéutica ha sido enfocado a la fermentacion, a través de la
produccion de proteasas y otros compuestos con actividad enzimatica para la

obtencion de compuestos quimicos diferentes (Arbiege ef al., 1993).

Existe una gran diversicad de variantes de B. subltilis, sin embargo, la variante
QST-713 posee una serie de cualidades diferentes a las demas, ya que ejerce
efecto antagénico sobre microorganismos del suelo y tiene actividad sobre los
hongos que afectan el follaje de las plantas (AgraQuest, 2000). La accién

especifica de esta variante es a través de la colonizacién del follaje produciendo



una zona inhibitoria de germinacién de algunos hongos fitopatdgenos por medio

de una serie de sustancias (AgraQuest, 2000).
2.3.2. Mecanismos de accién
2.3.2.1. Colonizacién de la rizosfera, rizoplano y el follaje

Se ha encontrado que B. sublilis es menos competitiva para colonizar la
rizosfera. Sin embargo, su densidad poblacional se incrementa en la superficie
de las raices en desarrollo, por lo que la raiz principal es un medio donde se
encuentra de manera abundante (Turner y Backman, 1991), produce exudados
{aminoacidos y azlicares) que sirven como fuente de energia para el desarrolio
de B. subtilius. Asimismo, se ha encontrado colonizando follaje cuando existen

las condiciones propicias para su desarrollo (Rodgers, 1989).

La capacidad de B. subtilis para colonizar estos medios ha sido demostrada en
estudios “in vitro”, en los cuales las plantas tratadas con esporas de esta
bacteria se diferencian de las no tratadas por la presencia de colonias de
bactefias, mediante observaciones al microscopio electronico (Krebs et al.,

1998).



2.3.2.2. Formacion de metabolitos antifungicos y antibiéticos

Una vez que la bacteria se ha establecido en la raiz o sobre el follaje produce
un efecto inhibitorio de varios patdgenos a estos érganos; el primer tipo de
efecto es meramente tedrico y se debe a que la superficie en cuestién ha sido
ocupada por B. subtilis y que al metabolizar los exudados de la planta, inhibe el
ataque del patégeno (Schippers, 1992). El proceso méas importante para impedir‘
el ataque a la raiz, es debido a que la bacteria produce compuestos quimicos
que tienen un efecto antagénico para una amblia gamma de especies de
microorganismos, en su mayoria hongos patégenos de plantas {AgraQuest,

2000).

Las sustancias involucradas en la inhibicién de estos microorganismos son en
su mayorl’é polipéptidos. Por ejemplo, Lievéns et al. (1989), encontraron que
siete variantes diferentes de B. subiilis producen un compuesto llamado lurin
AL, dicho compuesto tiene actividad antif(ingica; otros compuesto llamados
Bacilomycin D y Bacilomycin D metil-ester, han sido reportados con accién
antifingica para: Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Candida albicans y

Saccharomyces cerevisae (Tenoux et al., 1991).



2.3.2.3. Induccion de resistencia en plantas

Todas las plantas presentan mecanismos de defensa contra organismos
patogénicos (Agrios, 1991). La eficacia de esta resistencia puede ser
modificada por la influencia de factores biéticos o abidticos en el entorno de la
planta. La maodificacién por factores externos incluye; pre-inoculacién con
agentes no patogenicos simbiontes o saprofitos, que induce o predispone Ia
resistencia de la planta a hongos o bacterias fitopatégenas (Agrios, 1991). La
teoria de induccion de la resistencia con B. subtilis estd basada en que los
genes de las plantas estdn combinados con promotores que regulan su
actividad genética. Los genes responsables de las reacciones de defensara su
vez, tienen promotores que estimulan la produccion de sustancias (proteinas
PR) que inhiben el crecimiento o desarrollo de organismos fitopatogenos (Van

Loon y Van Strein, 1999).
2.3.2.4. Otros efectos benéficos

Existen beneficios adicionales en las leguminosas al usar esta bacteria, por
ejemplo se incrementa la nodulacién en raices al usarse en combinacién con
Rhizobium spp, por lo que se incrementa la fijacion de nitrégeno. La explicacion
a este fendmeno, es que se incrementa la produécién de raices por el mismo
efecfo protectivo que B. subtiflis ejerce sobre éstas (Turner y Backman, 1991;

Gustafson, 1993). También se ha determinado la acumulacién de



microelementos en la rizosfera mediante un mecanismo oligotréfico, el cual
coadyuva al aumento del rendimiento en diferentes cultivos {(Savvichev y Nikitin,

1990).

2.3.3. B. subtilis en el control de enfermedades de importancia

economica

Efectos diversos de diferentes variantes de B. subtilis, sugieren que esta
bacteria constituye una opcién de control muy imporfante diferente al control
quimico {Gustafson, 1993). Uno de los éxitos mayores del uso de esta bacteria
como agente de biocontrol, ha sido reportado en enfermedades de frutos en
postcosecha y hongos que afectan a la raiz, teniendo buen control contra
Nectria gafligena y Phytopthora cactorum en manzano; Fusarium oxysporum en
clavel; Afternaria alternata y Monilia fructicola en cereza; F. roseum en algodén;
Sclerotium cepivorum en cebolla; y Rhizoctonia solani en frijol soya (Lawrence,

1989).

En un estudio realizado en Sao Paulo, Brasil se encontré que al realizar
tratamientos a {a semilla de arroz, frijol, trigo y soya, la accién de B. subtifis se
compara con la de algunos fungicidas como PCNB (pentacloronitrobenceno) en
el control de R. solani, Aspergillus sp., S. sclerotiorum, Helmintosporium oryzae
y A. tenuis. Se observo que et tratamiento con la bacteria no afecta la fijacién
de nitrégeno de Rhizobium ni la emergencia de la semilla (Lazzaretti y Bettiol,

1997).
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En un estudio realizado en la India se encontré que B. subltilis puede constituir
una aiternativa de control biolégico para reducif la infeccién de enfermedades
de la raiz én jitomate, particularmente, la causada por F. oxysporum f. sp.
Iycopersici, lo cual sugiere que la concentracién de inéculo al inicio del cultivo
se puede reducir considerablemenfe (Podile y Dube, 1988). Andrade et al.
(19935), aplicaron el extracto de la bacteria a 5000 ppm y encontraron que la
severidad de la enfermedad causada por Cochliobolus eragrostidis en maiz se
redujo hasta 80%. En otro estudio, se encontré que al extraer los metabolitos
de B. subtilis (aislamiento AP 3) mediante precipitacion y al realizar
aplicaciones mediante aspersion foliar a una concentracion de 1,000 a 10,000
ppm, se redujo la infeccion por la roya del cafeto (Hemileia vastatrix) (Bettoil ef

al., 1994).
2.3.4. Uso de B. subtilis en México

En México se han reportado algunos trabajos sobre la efectividad de B. subtifis,
entre ellos se menciona el de Robles-Garcia (1997), quién realizé la evaluacion
de esta bacteria contra enfermedades de la raiz en el cultivo de maiz. Los
resultados mostraron que el mejor efecto se obtuvo al mezclar B. subtilis con el
funguicida captan, recuciendo la incidencia de pudricién de la raiz y

aumentando el vigor de las plantulas.
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El uso de B. subtilis variante QST 713 contra la cenicilla de las cucurbitdceas,
mostré un control eficiente después de cuatro aplicaciones semanales a dosis
de 8.0 kg-ha™ (Rubio-Aldana, 2002). Barrén-Yafez y Yénez-Caldelas (2002),
reportaron en un estudio de laboratorio que B. subtilis p'resenté un porcentaje
de inhibicion muy bajo contra el agente causal de |a antracnosis de los citricos
(Cofletotrichum gloeosporioides). Sin embargo, no presentaron informacién de
las caracteristicas de la variante probada y su posible secrecién de metabolitos

enh medio de cultivo.

2.3.5. B. subtilis como alternativa dentro de un programa de Manejo

Integrado de Plagas

El uso de la bacteria enfocado a un programa de manejo integrado de plagas,
debe ser hecho, con base al conocimiento de las etapas fenolégicas del cultivo
y a los patogenos presentes en cada etapa. Robles-Garcla (1997), mostré gue
‘Ia bacteria puede ser mezclada con fungicidas sin que se vea afectada su
accion, por tanto el primer paso seria conocer que productos quimicos afectan

la actividad de la bacteria.

Una de las recomendaciones hechas por Podile y Dube (1988), es que las
esporas de la bacteria pueden ser aplicadas desde un ciclo anterior de cultivo,
para que la fuente de indculo de hongos o bacterias en el suelo no causen
dafios en le cultivo, de tal manera que B. subtilis pueda establecerse en el

suelo. Cuando la enfermedad ya se encuentra presente, una alternativa puede
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ser el uso de metabolitos, los cuales inhiben el desarrollo del patogeno como lo
reportan Bettoil et al., (1994), s6lo cuando se tenga ia seguridad de que dichos
metabolitos tiehen efecto contra la enfermedad a controlar, de lo contrario el
uso de esporas estaria enfocado exclusivamente al manejo preventivo de las

enfermedades.
2.3.5.1. B. subtilis cepa QST 713.

Bajo condiciones adversas, B. sublilis produce endosporas (esporas de
resistencia} las cuales pueden sobrevivir durante periodos largos de tiempo. La
ventaja de la produccion de este tipo de estru’cturas, es que mediante el
proceso de fermentacion se puede obtener una gran cantidad de endosporas
bajo condiciones artificiales y asi poder aplicarlas en el lugar especifico en gue

se requieran (Schippers, 1992).

Debido a lo anterior, el producto serenade fue disefiado para aplicarse contra
enfermedades del follaje de gran importancia econémica, tales como: moho gris
(Botrytis cinerea), cenicillas (Erysiphe cichoracearum y Oidiopsis taurica),
mildilis (Peronospora sp.) mancha bacteriana (Xanthomonas sp.), tizén tardio
(Phytophthora infestans), manchas foliares (Alternaria sp) y mildii de la vid
(Plasmopara viticola), en su mayoria en los cultivos de hortalizas {AgraQuest,
2000). De acuerdo con la agencia de proteccién ambiental de Estados Unidos

(USEPA por sus siglas en Inglés), este producto no causa efectos téxicos en los
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seres humanos y no produce ningtin riesgo toxicoldgico al ambiente {Copping,

1998).
2.4. Las enfermedades de hortalizas

En nuestro pais los cultivos de jitomate, cebolla y fresa son de gran importancia
econdmica por las divisas que generan, ya que la mayoria de la produccion se
destina a la exportacién. La produccion se ve afeétada por diversos factores,
entre ellos los fitosanitarios, por lo que es necesario implementar técnicas de
manejo de estos problemas cjue no afecten el rendimiento. Entre las principales
enfermedades que afectan a estos cultivos, se encuentran: (1) la cenicilla del
tomate (Oidiopsis. taurica) (Palti, 1998); (2) la mancha bacteriana de la hoja en
jitomate (Xanthomonas vesicatoria) (Stall e al., 1994); (3) la mancha parpura en
cebolia (Alternaria porr) (Miller y Lacy, 1995) y (4) el moho gris (Botrytis
cinerea) en fresa (EI_Iis y Waller, 1974), por lo que es necesario buscar y evaluar
alternativas de éontrol biolégico que permitan minimizar los riesgos
toxicolGgicos y evitar generar resistencia derivada de la aplicacién continda de

productos convencionales (Copping, 1998).
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2.4.1. Cenicilla del tomate O. taurina (Lév.) (Leveillula taurica Arnaud)

L. taurica fue inicialmente descrita por Arnaud (1921), posteriormente muchos
reportes se refirieron a la fase asexual, anamorfa-o conidial conocida como O.
taurica (Palti, 1988), mientras que muy pocos fueron los que reportaron la fase
sexual, telomorfo o desarrollo de cleistotecios de Leveiliula, Actualmente, la
ubicacion taxonémica de Leveifllula, estd basada en el nimero de apéndices dal
cleistotecio, nlimero de ascas, tamafio y forma de las ascosporas, siendo esta
ultima caracteristica de menor importancia en la clasificacién, por que su
variabilidad es afectada por la forma de los cuerpos fructiferos (Boesewinkel,

1980).

La fase conidial es variable; sin embargo, su forma, tamario y la disposicién de
los conidios son mas constantes, los cuales han sido descritos por Boesewinkel

(1980).

2.4.1.1. Descripcion
L. taurica es un tipo de cenicila que ha sido reportada en cerca de 1000
- especies de plantas, ubicadas en 390 géneros y 74 familias botanicas. Entre los

hospedantes principales de este patégeno, se encuentran el chile (Capsicum

annuum L.) y jitomate (Lycopersicon esculentum L.) (Palti, 1988).
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La diseminacién del patégeno ocurre a través del viento y su desarrollo es mas
propicio en condiciones secas. La susceptibilidad de los hospedantes
incrementa con la edad de la planta. Generalmente, las plantas con menos de
un mes de emergencia no son susceptibles (Palti, 1988). El patégeno penetra a
través de la apertura de estomas en &l envés de las hojas y los dafios iniciales
se observan en esta parte, como pequefas manchas, las cuales se van
agrandando gradualmente. En el haz de las hojas se forman manchas cloréticas
a necréticas que varian en intensidad, de acuerdo con el efecto de la cenicilla

en el envés (Sotirova et al., 1990).

A diferencia de otras cenicillas que producen micelio superficial en el tejido del
hospedante, el micelio de L. taurica se desarrolla en el tejido del mesdfilo y
puede extenderse a las células del tejidb en empalizada (Sotirova et al., 1990).
El micelio es septad.o irregular de 10 um de ancho (Tramier, 1963). En algunos
casos, el micelio es mas denso en la epidermis del envés de las hojas,
normalmente no se desarrolla micelio en la superficie de dichas hojas (Figura
1).

Los conididforos son septados, simples, emergen en muchos hospedantes a
través de los estomas, 200 a 500 um de longitud y de 4 a 5 um de ancho
(Boesewinkel, 1980). Los conidios son arreglados en cadena, cilindricos de 25-
95 um de longitud y 14-20 um de ancho (Tramier, 1963). Sin embargo, se han

reportado conidios mas pequefios (Palti, 1988).
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Figura 1. Sintomas causados por O. taurica en chlle (Fuente: Crop Protectlon
Compendium, 2003).

Cuando se forman los cleistotecios, son generalmente solitarios, raramente
gregarios, frecuentemente embebidos en una densa superficie de micelio,
miden 135-250 pm de didmetro, globosos y llegan a ser concavos en la
madurez (Boesewinkel, 1980). El peridio de las células poligonales mide mas de
10 um de didmetro, presentan apéndices numerosos similares a la hifa,
simples, cortos y de una coloracién olivacea a cafesosa. Normalmente
producen cerca de 20 ascas, aungue algunas veces menos o mas de 35 en
cada ascoma. Las ascosporas son largas, cilindricas a piriformes, algunas
veces ligeramente curvadas y su tamafio varia de 25-40 x 12-22 um (Mukerii,

1968).
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2.4.1.2, Importancia econémica

Los cultivos pueden sufrir pérdidas considerables cuando L. faurica llega a
atacarlos en etapas de fructificacion o floracién. Las epifitias pueden
desarrollarse en regiones secas y calurosas, por lo que el potencial mayor de
desarrollo de esta enfermedad es en cultivos de riego (Agrios, 1991). En
ensayos de campo en el cultivo de chile, revelaron que las aplicaciones de

fungicidas pueden disminuir las pérdidas hasta en 50% (Besri, 1991 ).

En jitomate se han reportado pérdidas de hasta 40% (Jones y Thompson,
1982), mientras que en leguminosas pueden ser de 54% (Sharma y Sohi,
1981). En cultivos como chicharo, frijol, papa, cebolla y ajo se han reportédo
pérdidas minimas, ademds este patégeno tiene poca incidencia en estos

* cultivos (Palti, 1988).
2.4.1.3. Métodos de control

En algunos paises se han llevado a cabo programas de resistencia de cultivos,
sin embargo, el nlimero de plantas tolerantes han sido limitados. Algunos
culiivos muestran baja susceptibilidad a este patégeno: por ejemplo, algunas
variedades de chile bajo condiciones de invernadero presentan una incidencia y

severidad menor (Yucel, 1994).
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El control cultural incluye un mansjo adecuado del tiego, a fin de evitar stres por
falta de agua en la planta (Palti, 1988). Los excesos de humedad pueden
causar infeccién de otros patégenos. La eliminacién de hospedantes voluntarios
0 malezas, puede ser un recurso eficiente para evitar la infeccion y

diseminacién de enfermedades (Palti, 1988).

El control quimico ha sido ampliamente estudiado para cumplir con los
requisitos de registro en varios cultivos en diferentes paises. El azufre
espolvareado o asperjado ha resultado ser efectivo asi como algunos fungicidas

del grupo de los benzimidazoles (Yucel, 1994).
2.4.2. Mancha bacteriana (X. vesicatoria Dowson) del jitomate

X. vesicatoria es una bacteria que fue clasificada inicialmente por Dowson
(1939). Posteriormente Stall et al. (1994}, encontraron que esta bacteria
presentaba dos tipos de grupos o patovares, y a raiz de este reporte, se
realizaron diferentes estudios, en los cuales se determind que existen dos
patovares (A y B); finalmente quedé el grupc A como X. axonopodis pv.

vesicatoria y el grupo B como X, vesicatoria (Vauterin et al., 1995).
2.4.2.1. Descripcién

La bacteria ataca a los géneros Lycopersicon spp. y Capsicum spp. afecta

principalmente flores, frutos, hojas, tallos Y en postcosecha (Sijam et al., 1991).
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En jitomate los sintomas’ aparecen iniciaimente como unas manchas circulares
de una coloracién obscura. Estas iesiones son comunmente de tres mm, pero
pueden ser mas grandes cuando la humedad es alta durante el desarrollo de la
infeccién (Figura 2).'Cuando la infeccion ocurre en los frutos durante el
desarrollo de madurez fisiol4gica, y'a medida que el fruto se desarrolla se
" observa un moteado, y posteriormente se forman manchas de color café gue

dan una apariencia de costra en el fruto (Sherf y MacNab,1986).

Figura 2. Sintomas causados por X. vesicatoria en jitomate (Fuente: Crop
Protection Compendium, 2003).

La bacteria sobrevive en plantas remanentes de jitomate o en residuos de

plantas del ciclo anterior; puede ser aislada de semilla de jitomate y de chile
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(Bashan et al, 1982), la incidencia puede variar de 5 a 60% cuando existe
infeccién en los hospedantes (Sijam et al., 1981). No hay informacién respecto

a malezas hospedantes de la bacteria (Bashan et al., 1982).

Existe evidencia que la infeccién en semilla de chile puede ser una fuente
nueva de introduccién de razas o variantes nuevas del patégeno (Pohronezny
et al, 1992). Por ejemplo, todas las variantes colectadas en Florida antes de
1989, fueron razas 1 de jitomate. Sin embargo, hubo un incremento a partir de

1991 de la raza 3 (Jones et al., 1995).

Las precipitaciones altas y temperaturas entre 24 y 30°C son favorables para el
desarrollo de la enfermedad, estas pueden ser un problema importante en el
verano. La diseminacién del patégeno es a través del salpique de lluvia o por
medios mecénicos, e infecta al hospedante a través de los estomas o heridas

provocadas por insectos (Mclnnes et al., 1988; Gitaitis et al., 1992),

X. vesicatoria es una bacteria gram negativa, tiene forma de varilla flexible de
0.6-0.7 x 1.0-1.5 um, la cual se puede encontrar en forma aislada o en pares,
es moévil a través de un flagelo polar. Esta bacteria es aerdbica obligada y
produce colonias amarillentas, viscosas en medios nutritivos y agar (McGuire et
al, 1988). Su actividad pectolitica e hidrolisis es variable y su temperatura

Optima de desarrolio es de 25 a 30°C (Minsavage et af., 1990).
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2.4.2.2, Importancia econémica

X. vesicatoria ha sido reportada en jitomate y semilla de chile, la incidencia
puede ser de 60 y 5%, respectivamente (Bashan et al.,, 1982). En un estudio se
monitoreé los sitios posibles de penetracién de la bacteria en frutos y se
encontré que el patégeno se multiplica en todos los tejidos jovenes de estos,
particularmente en la superficie y material fibrilar (Bashan y Okon, 1986). Estos
estudios muestran que el papel de la transmisién por semilla es uno de los
medios mé&s importantes como fuente de inéculo en los cultivos establecidos y
la diseminacion a través de diferentes regidnes agricolas e incluéo de paises’

(Sijam et al., 1991).

Las pérdidas por este patégeno pueden ser severas cuando existen las
condiciones de humedad y temperatura adecuadas para su desarrollo, ya que
se demérita la calidad de los frutos y reduce el area foliar, provocando stres y

debilitamiento general del cultivo (Pohronezny y Volin, 1983).
2.4.2,3. Métodos de control

La mejor opcidn de control es utilizar un manejo integrado de la enfermedad
que incluya: variedades resistentes, evitar plantas voluntarias en las parcelas o
areas aledafias, eliminar residuos con infeccién del patégeno y frutos

infectados, etc. (Sijam et al., 1991).

22



El uso de bactericidas para el control quimico constituye una opcién excelente
para evitar el avance de la infeccidn (Jones y Jones, 1985; Jones et al., 1991).
Sin embargo, la estreptomicina induce una resistencia rapida en esta bacteria,

por lo que su uso no es muy recomendable (Stall y Thayer, 1962).

En las semillas se puede realizar un tratamiento térmico de 50°C por 25
minutos, sin embargo, se corre el riesgo de disminuir la germinacién si la

temperatura se excede de este limite (Sherf y Macnab, 1986).
2.4.3. Mancha purpura de la cebolla (A. porri Ellis)

A. porri fue inicialmente descrita por Ellis (1940), este patégeno ataca
particularmente a todas las especies del género'Allium. A nivel experimental

también afecta clavel, lechuga, jitomate y tabaco (Pandotra, 1964).
2.4.3.1. Descripcidn

A. porri sobrevive de una estacién a otra por la infeccién de los bulbos que
permanecen en el suelo; los conidios son transportados por el salpique de agua
de lluvia hacia las hojas (Nolla, 1927). Cuando la temperatura es de 25°C con
90% de humedad relativa la infeccién ocurre a través de los estomas debido a
que los conidios tienen varios tubos germinativos donde ocurre la salida de

micelio (Datar, 1994).
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Los primeros sintomas son pequefias lesiones blanquecinas en hojas y tallos.
Bajo condiciones de humedad alta estas lesiones se desarrollan y toman una
forma eliptica y se tornan de color pdrpura en el centro, los bordes son
amarillentos. La eéporulacic’m en [as lesiones es resultado de la formacién de
zonas concentricas obscuras y claras. Estas lesiones llegan a coalescer en la
hoja y causan un necrosamiento severo y caida de las mismas (Datar, 1994)

(Figura 3).

Figura 3. Sintomas causados de A. porri en cebolla (Fuente: Crop Protection
Compendium, 2003).

2.4.3.2. Importancia econémica

La enfermedad causaca por A. porri es mas severa en 4reas célidas y
humedas, las mayores pérdidas se registran en el cultivo de cebolla (Miller y

Lacy, 1995). Sandhu et al, (1981), reportaron pérdidas del 50% del rendimiento
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en cebolla en Punjab, India. En campos experimentales se ha detectado hasta
59.1% de pérdidas de cebolla para semilla y 54% en rendimiento de bulbos, con

inoculacién artificial (Gupta y Pathak, 1988).

2.4.3.3. Métodos de control

Algunas practicas culturales usadas son: la reduccion de la cantidad de inéculo
en el suelo a través del rastreo y barbecho (Gupta y Pathak, 1987); aumentar
los espacios entre plantas puede reducir el desarrollo de la enfermedad; y el
uso de dosis altas de nitrégeno y fosfatos incrementan el nimero de hojas y

reducen la cantidad de enfermedad (Mondal et ai., 1989).

El control quimico de la mancha plrpura se puede realizar a través de
diferentes fungicidas como son: benomil, céptafol, carbendazim, clorotalonil,
oxicloruro de cobre, iprodiona, mancozeb y thiram. El mancozeb y ei
clorotalonil tienen una efectividad biolégica buena, con un promedio de 6 a 10

aplicaciones por ciclo (Miller et al., 1986).

El uso de variedades resistentes puede ser una alternativa buena para el
control de esta enfermedad (Sugha et af, 1992). Las variedades de cebolla
amarillo creola y rojo creola, fueron reportadas como altamente resistentes en

Kenia y Cuba (Savon y Ayala, 1986).
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Algunos estudios sobre control biolbgico, reportan que Aureobasidium pullulans,
- Sporobolomyces roseus, Cryptococeus luteolus y Cladosporium herbarum
reducen la infeccién en hojas‘de cebolla causada por A. porri (Fokkema y

Lorbeer, 1974; Tyagi ef al,, 1990).
2.4.4. Pudricién café o moho gris (B. cinerea Jarvis) de la fresa

Este patégeno fue inicialmente descrito por Jarvis (1977), pero en 1973
Hennebert ya lo habfa clasificado como del género Boirytis, ubicandolo dentro

de la Familia Botrytidaceage en la Clase Hypomycetes y el Orden Monileales.
2.4.4.1. Descripcion

La fase perfecta de B. cinerea fue conocida desde 1866, bajo el nombre de
Peziza fuckeliana (de Bary) y mas tarde como Sclerotinia fuckeliana F uckel; sin
embargo, en muchos aislamientos se encontraron apotecios similares al género
Botryotinia de la Famila Sclerotiniaceae (Hennebert, 1973). Por otra parte,
Groves y Loveland (1953}, estabfeéieron la relacién entre B. cinerea y
Botryotinia fuckeliana, primero realizaron Cruzas entre diferentes aislamientos
de B. cinerea mediante espermatizacién de los esclerocios producidos en medio
de cultivo, al realizar la comparacién morfologica de los diferentes aislamientos

se enconird una alta similitud a los inducidos por B. fuckeliana.
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La gama de hospedantes de B, cinerea es muy amplia, ya que afecta
ornamentales, hortalizas de fruto y follaje. Uno de los problemas mas
importantes causados por este patégeno es Ia pudricién de frutos,
pfincipalmente de vid y fresa; mientras Que en ornamentales causa la pudricién

y manchado de las flores (Conner, 1967).

Los sintomas iniciales inducidos por B. cinerea son detectados en tejidos
j6venes. Las lesiones que primero se desarrollan son de color marrdén a
cafesoso y posteriormente se tornan adin color grisiceo. Ademas, se llega a
observar una esporulacion del hongo en los tejidos mas vigjos (Figura 4).

También puede ocurrir pudricidn de frutos en postcosecha (Ellis y Waller, 1974).

Figura 4. Sintomas causados por B. cinerea en frutos de fresa (Fuente: Crop
Protection Compedium, 2003).
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El patégeno B. cinerea sobrevive como esclerocio en el suelo o en el tejido de
las plantas infectadas como micelio. Existen cuatro tipos de propagulos a través
de los cuales es capaz de diseminarse, estos son las ascosporas, los conidios,
el micelio y los esclerocios (Faretra et al., 1988). El estado perfecto de este
hongo al parecer es muy raro en la naturaleza, pero la formacién de apotecios
puede ser observada eventualmente en campo. El sistema de multiplicacién del
hongo es basicamente por un heterotalismo bipolar, aunque el comportamiento
homotalico ocasionalmente lega a ocurrir en campo, en aislamientos

monoascospdricos (Faretra ef al., 1988: Faretra y Pollastro, 1996).

Polach y Abawi (1975), sugirieron que B. fuckeliana puede jugar un papel muy
importante en la epidemiologia del hongo debido a que en campos de frijol, se
encontraron algunos apotecios en etapas tempranas del cultivo. Las conidios de
B. cinerea son liberados al aire, por lo que este es un importante medio de
diseminacién del patégeno. Una vez que estos son liberados presentan un
mecanismo higroscépico a través del cual se adhieren a la superficie de las

ptantas, con humedad relativa alta (Jarvis, 1960).

Los esclerocios pueden germinar produciendo micelio, conidisforos, conidios o
apotecios. Son muchas las condiciones ambientales gue influyen en la
diferenciacién de los esclerocios: por éjemp!o, la temperatura, la nutricién, Ia
relacién carbono nitrégeno (C:N") y la luz (Park, 1954). Suzuki (1989), sugiere
que los escierocios pueden sobrevivir en invierno, y consecutivamente, si

dichos esclerocios no encuentran las condiciones adecuadas para su
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germinacion en esta etapa, disminuye el nimero de esclerocios viables para el

siguiente invierno (Coley-Smith, 1980).

Los factores biolégicos también pueden afectar debido a que diversos
organismos en el medio natural, son capaces de inhibir el desarrollo de B.
cinera, entre los que se encuentran Coniothyrium sp., Fusarium spp.,
Gliocladium sp., Hormodendrum sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp.,
Rhizopus sp., Sporotrichum sp., Trichoderma' sp., Trichothecium sp. y

Verticillium sp. (Coley-Smith, 1980).

La temperatura puede afectar la tasa de esporulacién de este patdgeno, la
dptima para la formaci6n de conidios es de 15°C, mientras gue el desarrollo de
micelio se da a temperaturas mayores de 20°C (Jarvis, 1962). A temperaturas
menores de 15°C, la esporulacion disminuye y a 10°C se reduce severamente.
Thomas et al. (1988), observaron que existe un gran nimero de conidios en
uvas infectadas a 21°C y a 94% de humedad relativa. Aungue el mayor
porcentaje de germinacién de conidios ocurre de 2 a 4 horas, después de que
este se expone al agua puede pasar periodo lé_rgo de tiempo para que la

infeccion del patégeno sea exitosa (Mckeen, 1 974).

Los fenotipos de los aislamientos de campo, son muy variables dependiendo
del aislamiento, medio de cultivo, temperatura, luz, y humedad (Ellis y Walier,
1974). Diversos trabajos, han demostrado las variaciones morfoldgicas de este

hongo en diferentes aislamientos. El hongo puede desarrollarse en diferentes
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medios artificiales tal como medio de cultivo en PDA (papa dextrosa agar); pero
cuando se mantiene en medio acuoso por un largo periodo de tiempo pierde la

habilidad para producir conidios, esclerocios y apotecios (Ellis y Waller, 1974).

El micelio que produce es tipico del Phylium Ascomycota (Beauvérie y
Guilliermond, 1903). Las septas se encuentran presentes; los conidiéforos y _
conidios comunmente son de 2 mm o més de longitud y de 16 a 30 pm de
ancho, frecuentemente presentan un hinchamiento basal. Presentan formas
elipsoidales & ovoides con una ligera protuberancia, tienen una coloracién
cafesosa clara y sus medidas son de 6-18 x 4-1 1. um (Ellis y Waller, 1974). Los
microconidios aparentemente solo tienen la funcién sexual y pueden ser
considerados como espermatia (Whetzel, 1945). Estos pueden sobrevivir por un
largo periodo de tiempo en condiciones desfavorables, debido a que se

encuentran dentro de una cubierta protectora (Jarvis, 1980).

Los esclerocios son parecidos a los del género Sclerotium, aungue en esté son
menos frecuentes en produccién, tamafio y forma de estos; en medio de cultivo
son muy variables. Son plano-convexoides con una cubierta obscura que tiene

la funcién de una cuticula (Noviello y Korf, 1961).
Los apotecios aparecen como pequefias protuberancias en la superficie de los

escleracios, su tamafio va de 3 a 10 mm de alios por 1 a 6 mm de didmetro

(Park, 1954). Presentan ascosporas uniseriadas, unicelulares, ovoides a
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elipsoidales con medidas de 11.5 a 17.5 x 4.5 3 9.5 um. La presencia de

clamidosporas ha sido descrita por Park (1954).
2.4.4.2. Importancia econémica

B. cinerea infecta una cantidad amplia de hospedantes entre los gue se
encuentran frutos de hortalizas, flores, tanto en campd como en invernadero y
eventualmente en postcusecha (Bulit et af,, 1970). Las pérdidas econdémicas por
este patdgeno varian en segln el cultivo, condicioneé ambientales y estrategias
de control que se implementen. En Europa en el cultivo de vid, varian de 25 a
30% vy los costos por la aplicacién de fungicidas ascendieron de 20 a 50

millones de euros en los afios de 1992 y 1993 (Steilwaag-Kittier, 1969).
2.4.4.3. Métodos de control

El control de B. cinerea es necesario para prevenir pérdidas en cultivos
susceptibles. El costo del control es dificil debido a gue el hongo puede atacar
cualguier érgano de la planta en cualquier estado de desarrollo, aunque es mas

comun encontrario cerca del periodo de cosecha (Agrios, 1991 )-

La eliminacién de hojas en estado de senescencia que han sido infectadas y
que constituyan una fuente de inéculo puede disminuir el avance de la
infeccion, sin embargo, es una practica poco comun debido a los costos que

esta implica (Thomas ef al, 1983). El espaciamiento entre plantas también
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constituye un adecuado método de control, ya que disminuye la humedad
relativa en el dosel vegetal y se reducen las condiciones adecuadas para el
desarrollo dsl patégeno. El uso excesivo de fertilizantes como nitrégeno y los
riegos inapropiados pueden predisponer al cultivo para la infeccidn del

patégeno (Thomas et al,, 1983).

El uso de plantas resistentes combinado con las précticas anteriores, pueden
reducir considerablemente la infeccién del patégenb (Thomas et al., 1983). El
control biolégico ha sido poco estudiado contra este hongo, el uso de
Trichoderma harzianum produce buenos resultados y ha sido registrado para su
uso comercial en Yugoslavia e Israel (Elad, 1996). Otro organismo usado, es
Streptomyces griseovirides el cual ha resultado efectivo contra B. cinerea en el

cultivo de lechuga (White et al., 1990).

El control quimico es ampliamente usado para este patdgeno. £l uso de los
benzimidazoles ha resultado efectivo, sin embargo, el hongo puede adquirir
resistencia en un periodo de tiempo muy corto. Otros fungicidas empleados son
el grupo de las dicarboxamidas como el carbendazim (Gullino y Garibaldi,

1986).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Metodologia para determinar el efecto antagdnico de B. subtilis QST

713 contra la cenicilla (O. taurica) en jitomate
3.1.1. Lugar de establecimiento del experimento

El estudio se establecié en plantas de jitomate var. “Zuley” en el predio Santa
Rosa, municipio de Ahome, Sinaloa: el cual se ubica entre los paralelos 25° 27"
a 26° 21" de latitud norte y los meridianos 108°43' a 109° 24' de longitud oeste
del meridiano de Greenwich, con una altitud sobre el nivel del mar de 15 m
(Secretaria de Gobernacién, 1988d). Propiedad de la empresa agricola Reyes

del Pacifico, S.P.R. de R.L., durante el ciclo otono-invierno (2000-2001).
3.1.2. Tratamientos y dosis evaluadas

Se realizé un disefio en bloques completos al azar con seis tratamiéntos y
cuatro repeticiones; tres dosis del biofungicida Serenade (B. subtilis QST 713),
dos tratamientos a base de fungicidas comerciales y un testigo absoluto (sin
aplicacion). Cada unidad experimental estuvo integrada por cuatro surcos con
una separacion de 1.8 m de ancho por 7.0 m de largo, se tomaron dos surcos
centrales como parcelz Gtil. Los tratamientos evaluados se muestran en el

Cuadro 1.
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3.1.3. Aplicaciones

Las ap'licaciones se realizaron al follaje 50 dias después del trasplante del
cultivo. Se llevaron cabc un total de cinco aplicaciones a intervalos de siete dias
con el uso de una aspersora motorizada marca Aritmizu, con un aguilén de
cuatro boquillas de cono hueco Y un gasto de agua promedio de 500 a 600
L-ha',

Cuadro 1. Tratamientos evaluados para determinar el efecto antagonico de B,
subtilis QST 713 contra la cenicilla (O. taurica) deljitomate en Ahome, Sinaloa.

Trat® Producto Dosis de i.a."(g-ha”) Dosis PF**(kg-ha™)
1 B. subtilis QST 713 6x10° UFC® 6.0
2 B. subtilis QST 713 7 x10° UFC® 7.0
3 B. subtilis QST 713 8 x10° UFC® 8.0
4 Azoxystrobin (Amistar) 200 0.4
5 Azufre elemental (Lucaflow) 1775 25L
6 Testigo - -

Stmbolos y abreviaturas utilizadag: *Ndmero de tratamiento, *Ingrediente activa, **Producto foermulado, ®Unidades
Formadoras de Colonias, g-ha™ = gramos por hactdrea y kg-ha™ = kilogramos por hectarea.

3.1.4. Muestreo y evaluacién

Se llevé a cabo un muestreo preliminar, antes de iniciar las aplicaciones de
cada unidad experimental. Se revisaron 20 hojas en la parte media de 20
plantas de jitomate (una hoja por planta), elegidas al azar en los dos surcos

centrales. Para cuantificar la severidad de la enfermedad se utilizé la escala
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cualitativa con seis clases indicada en el Cuadro 2. Se realizaron seis

evaluaciones cada siete dias a partir del 15 de enero al 27 de febrero del 2001.

Cuadro 2. Escala visual cualitativa para evaluar el efecto antagénico de B.
subtilis QST 713 contra la cenicilla (O. taurica) del tomate en Ahome, Sinaloa.
Agrios, 1991.

indice o clases Descripcion
0 Hoja sana
1 Hoja con 1 a 10% de 4rea afectada
2 Hoja con 11 a 20% de area afectada
3 Hoja con 21 a 40% de area afectada
4 Hoja con 41 a 60% de area afectada
5 Hoja con mas del 60% de area afectada

3.1.5. Analisis de los datos

El porcentaje de infeccién de la enfermedad se calculo de acuerdo con la
formula de Towsend y Heuberger que se describe en el apartado 3.5.1. y a
través del andlisis temporal de la enfermedad (ajuste a modelos
epidemiolégicos), asi como con célculo del area bajo la curva del progreso de la
enfermedad, los cuales se estimaron como se menciona en los apartados 3.5.2.

y 3.5.3., respectivamente.
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3.2. Metodologia para determinar el efecto antagonico de B. subtilis QST

713 contra la mancha bacteriana (X. vesicatoria) del jitomate
3.2.1. Lugar de establecimiento del experimento

Se establecieron dos ensayos en parcelas comerciales de jtomate hibrido toro
en etapa de floracion-fructificacion localizadas en Ecuandureo, Michoacan; el
lugar se localiza a 20° 1.0' de latitud norte y 102° 12' de longitud oceste del
meridiano de Greenwich, con una altura sobre el nivel del mar de 1,570 m
(Secretaria de Gobernacién, 1988b). Los cuales se llevaron acabo en los meses

de julio y agosto del 2001.
3.2.2. Tratamientos y dosis evaluadas

Se utilizé un disefio en bloques completos al azar con siete y diez tratamientos
respectiv_amente y cuatro repeliciones para ambos ensayos. La unidad
experimental del primer ensayo fue de cuatro surcos de 1.83 m de ancho por 9
m de largo. Mientras que para el segundo ensayo las dimensiones de los
surcos fueron de 1.83 m de ancho por 10 m de largo. Los tratamientos de los
ensayos uno y dos con sus respectivas dosis se describen en los Cuadros 3 y

4, respectivamente.
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Cuadro 3. Ensayo 1: tratamientos para evaluar el control de la mancha
bacteriana (X. vesicaloria) del jitomate en Ecuandureo, Michoacan. Julio, 2001.

No. Trat ® IngreJiente activo Dosis de i.a. (g-ha”) Dosis (kg-ha™)

1 B. subtilis 5X10° UFC® 5

2 B. subtilis + oxicloruro de cobre  2X10° UFC® + 1500 2+3

3 B. subitilis + oxicloruro de cobre  3X10°UFC® + 1500 3+3

4 B. subtilis + oxicloruro de cobre  4X10° UFC® + 1500 4+3

5 Mancozeb + oxicloruro de cobre 1050 + 805 35L

6 Gentamicina + oxitetraciclina 16 +48 0.800

7 Testigo

Simbolos y abreviaturas utilizadas: *Nimero de tratamiento, i.a = ingredienie activo, ®Unidades Ecrmadoras de
Colonias, g-ha’ = gramos por hectérea y kg-ha" = kilogramos por hectérea.

Cuadro 4. Ensayo 2. tratamientos para evaluar el control de la mancha
bacteriana (X. vesicatoria) del jitomate en Ecuandureo, Michoacan. Julio 2001.

No. Trat ®

Ingrediente activo

Dosis de i.a. (g-ha™)

Dosis (kg-ha™)

1

~N e O AR WM

10

B. subtifis + oxicloruro de cobre
B. subtilis + oxicloruro de cobre
B. subtilis + oxicloruro de cobre
B. subtilis + oxicloruro de cobre
B. subitilis + oxicloruro de cobre
B. subitifis + oxicloruro de cobre
B. subtilis + sulfato de cobre
pentahidratado

B. subtilis + gentamicina +
oxitetraciclina

Mancozeb + oxicloruro de
cobre

Testigo

2 X107 UFC® + 1000
2 X10°UFC® + 1500
2.5 X10° UFC® + 1000
2.5 X10°UFC® + 1250
2.5 X10° UFC® + 1500
3 X10°UFC® + 1500
2.5 X10° UFC® + 6.79

2.5 X10° UFC® + 10 + 30

1050 + 805

2+2
2+3
25+2.0
25+25
25+3.0
3.0+3.0
25+05L

2.5+05

3.5

Simbolos y abreviaturas utilizadas: ®NUmera de tratamiento, La = ingradiente activo, ®Unidades Formadoras de

Colonias, g-ha” = gramos por hectédrea y kg-ha™* = kilogramos por hectérea.
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3.2.3. Aplicaciones

Las aplicaciones se realizaron en forma preventiva considerando las
condiciones de humedad y temperatura adecuadas (humedad relativa mayor al
80% y temperatura de 25 a 35°C) para el desarrollo del patégeno. En el eﬁsayo’
1 se realizaron dos aplicaciones a intervalos de siete dias, mientras que en el
ensayo 2 se realizaron tres aplicaciones a intervalos de cuatro dias. Para
obtener una cobertura mayor de follaje en las aplicaciones se utilizé un equipo

motorizado marca Aritmizu, previamente calibrado.
3.2.4. Muestreo y evaluacion

Antes de llevar a cabo la primera aplicacién se realiz6 una evaluacién preliminar
de la enfermedad; posteriormente, se realizaron evaluaciones antes de la
siguiente aplicacion para determinar el efecto de la primera. La evaluacién de
la severidad de la enfermedad se realizé de manera cualitativa con una escala
arbitraria con siete clases en 25 hojas tomadas al azar en cada unidad
experimental (Cuadro 5). Para el primer ensayo se realizaron tres evaluaciones
a partir del 05 al 18 de julio de 2001; mientras que para el segundo ensayo

fueron cuatro evaluaciones del 27 de julio al 08 de agosto del 2001.
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Cuadro 5. Escala visual cualitativa para evaluar el efecto antagénico de B.
subtilis QST 713 contra la mancha bacteriana (X. vesicatoria) del jitomate en
Ecuandureo, Michoacan. Agrios, 1991.

indice o clases Descripcién

1 Hoja sana 0.0%

Hoja con trazas 0.1 a 6.25% de &rea foliar afectada (AFA)
Hoja con 6.26 a 12.5 % de AFA

Hoja con 12.6 a 25% de AFA

Hoja con 25.1 a 50% de AFA

Hoja con 50.1 a 75% de AFA

Hoja con 75.1 a 100% de AFA

~N o g RN

3.2.5. Analisis de los datos

El porcentaje de infeccion de la enfermedad sé calculo con la formula de
Towsend y Heuberger que se menciona en el apartado 3.5.1.; mientras que el
calculo del area bajo la curva del progreso de la enfermedad se estimd de

acuerdo al apartado 3.5.3 para cada uno de los ensayos.
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3.3. Metodologia para determinar el efecto antagénico de B. subtilis QST

713 contra la mancha purpura (A. porri} de la cebolla
3.3.1. Lugar de establecimiento del experimento

_El'experimento se instalé en un lote comercial de cebolla en el drea agricola del
Liano, municipio de Tonatico, Edo. de México; el lugar se localiza a los 18° 50*
de latitud norte y 99° 38' de longitud veste del meridiano de Greenwich, a unar
altitud sobre el nivel del mar de 1,650 m (Secretaria de Gobernacién, 1988a).
Bajo el sistema de siembra comercial propiedad del Sr. Enrique Guadarrama

durante los meses de noviembre y diciembre del afio de 1999.
3.3.2. Tratamientos y dosis evaluadas

Los tratamientos se realizaron en un disefio en bloques completos al azar con
cuatro repeticiones. La unidad experimental fue de 20.02 m?, constituida por
cuatro hileras dobles de cebolla dispuestas en surcos de 0.7 m de ancho por
7.5 m de largo. La parcela Util fueron los dos surcos centrales. Los tratamientos

y sus dosis se especifice.n en el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Evaluacién de los tratamientos para el control de la mancha purpura
(A. porri) de la ceboila en Tonatico, Edo. de México. Noviembre 1999.

No. Trat ® Ingrediente activo  Dosis de i.a. (g-ha™) Dosis (kg-ha™)
1 B. subtilis 5.0 X10° UFC® 5.0
2 B. subtilis 6.5 X10° UFC® 6.5
3 B. subiifis 8 X10°UFC® 8.0
4 Clorotalonil (Bravo 300 0.4
720)
5 Testigo

Simbolos y abreviaturas utilizadas: ®Nimero de tratamiento, i.a = ingrediente activo, ®Unidades Formadoras de
Colonias, g-ha™' = gramos por hectarea y kgrha™ = kilogramos por hectarea.

3.3.3. Aplicaciones

Las aplicaciones se iniciaron cuando existia un 7.55% de infeccion en promedio
de la enfermedad. Se utilizd una aspersora de mochila motorizada marca
Aritmizu con capacidad de 20 L, con doble boquilla de abanico fino previamente
calibrada a un gasto de 665 L de agua por hectarea. Se realizaron cuatro

aplicaciones cada siete dias.

'3.3.4. Muestreo y evaluacion

Previo a la primera aplicacion se realizé una evaluacion, posteriormente, se
realizaron las evaluaciones a intervalos de siete dias antes de cada aplicacion.
Se evalud la severidad de la enfermedad de manera cualitativa, de acuerdo con

la escala del Cuadro 7. Se muestrearon 15 hojas de la parcela (til de cada
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unidad experimental y se realizaron cinco evaluaciones cada siete dias, a partir

del 4 de noviembre al 02 de diciembre de 1999.
3.3.5. Andlisis de Iqs datos

El porcentaje de infeccién de la enfermedad se calculd de acuerdo a la formula
de Towsend y Heuberger que se menciona en el apartado 3.5.1, mientras que
el calculo del area bajo la curva del progreso de la enfermedad se estimé de

acuerdo al apartado 3.5.3.

Cuadro 7. Escala visual cualitativa para evaluar el efecto antagénico de B.
subtifis QST 713 contra la mancha purpura (A. porri) de la cebolla en Tonatico,
Edo. de México. Noviembre 1999, Agrios 1991.

Indice o clases Descripcién
0 0.0% hoja sana
1 0.1 a 6.25% de {a hoja dafiada
2 6.26 a 12.5% de la hoja dafiada
3 12.6 a 25% de la hoja dafada
4 25.1 a 50% de la hoja dafiada
5 50.1 % © mas de la hoja dafiada
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3.4. Metodologia para determinar el efecto antagénico de B. subtilis QST

713 contra el moho gris (B. cinerea) de la fresa
3.4.1, Lugar de establecimiento del experimento

El estudio se establecio bajo condiciones de campo en los meses de octubre y
noviembre del 2001. Se llevé a cabo en un lote comercial de fresa de la
variedad Camaroéa en el Rancho San Antonio, Municipio dé Abasolo,
Guanajuato. El cual se ubica geogréaficamente a los 20° 27' de latitud norte y
101 ° 32’ de longitud oeste del meridiano de Greenwich, a una altura sobre el

nivel medio del mar de 1,708 m (Secretaria de Gobernacic’m, 1988c).
3.4.2. Tratamientos y dosis evaluadas

Los tratamientos fueron aplicados bajo un disefio experimental en bloques
completos af azar con cuatro repeticiones. Cada unidad experimental consté de
cuatro surcos dobles de 1.0 m de ancho por 5 m de largo, con una superficie
por unidad experimental de 20 y 80 m? por tratamiento. Los tratamientos éon

sus dosis respectivas se indican en el Cuadro 8.
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Cuadro 8. Evaluacion de los tratamientos para el control de la pudricién café (B.
cinerea) de los frutos de fresa en Abasolo, Guanajuato. Octubre de 2001.

No. Trat® Ingrediente activo Dosis de i.a. (g-ha™}  Dosis (kg.ha™)
1 B. subtilis 6.0 X10° UFC® 6.0
2 B. subtifis 7.0 X10° UFC® 7.0
3 B. subtifis 8.0 X10°UFC® 8.0
4 Tiofanato metilico 700 1.0
5 Testigo -

Simbalos y abreviaturas utilizadas: ®Nimero de tratamlento, i.a = ingredierte activo, ®Unidades Formadoras de
Colonias, g-ha ' = gramos por hectarea y kg-ha™ = kilogramos por hectaraa,

3.4.3. Aplicaciones

Se llevaron a cabo cuatro aplicaciones de cada tratamiento a intervalos de siete
dias entre cada aplicacién. Estas fueron iniciadas cuando se detectaron las
condiciones de humedad y temperatura optimas (Humedad relativa de 75 a
85% y temperaturas entre 24 a 30°C) para el desarrollo de la enfermedad
(Jarvis, 1960). En este caso se utilizé una aspersora motorizada marca Aritmizu
con una boquilla de dos puntas de abanico fino, previamente calibrada para dar

un gasto de agua de 522 L-ha™'."
3.4.4. Muestreo y evaluacion

Se llevé a cabo una evaluacién previa a la primera aplicacién, posteriormente
se realizaron evaluaciones cada siete dias después de cada aplicacién vy

catorce dias después de la UGitima aplicacion, siendo un total de seis
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evaluaciones. Se muestrearon al azar 15 frutos por unidad experimental de 15
plantas de fresa. El nivel de infeccién en estos frutos se evalud de manera
cualitativa a través de la escala que se muestra en el Cuadro 9. Se realizaron
seis evaluaciones cada siete dias a partir del 23 de octubre al 27 de noviembre

de 2001.
3.4.5. Analisis de los datos

El porcentaje de infeccion de la enfermedad se calculé de acuerdo a la formula
de Towsend y Heuberger como se menciona en el apartado 3.5.1; mientras que
el analisis temporal de la enfermedad, asi como el calculo del area bajo la curva
del progreso de la enfermedad fueron estimados como se menciona en los

apartados 3.5.2 y 3.5.3, respectivamente.

Cuadro 9. Escala visual cualitativa para evaluar el efecto antagénico de B.
subtilis QST 713 contra la pudricién café (B. cmerea) de los frutos de fresa en
Abasolo, Guanajuato. Agrios 1991,

Indice o clases Descripcion
¢ 0.0% Hoja sana
1 0.1 a 3.125% del 4rea de fruto dafado (AFD)
2 3.22a6.25% de AFD
3 6.3 a 12.5% de AFD
4 12.6 a 25% de AFD
5 25.1 a 50% de AFD
6 50.1% o mas de AFD
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3.5. Formulas empleadas para el andlisis de datos de los diferentes

ensayos
3.5.1. Formula para el calculo del porcentaje de infeccioén

El porcentaje de infeccidn se calculd con la férmula de Towsend y Heuberger

(1943), siguiente:

P= [X{nt)/vN]100

Donde:

P = Porcentaje de infeccién en plantas o frutos

n = NUimero de plantas o frutos en cada categoria
1 = Valor numérico de cada categoria

N = Numero total de plantas o frutos en la muestra

v = Valor méaximo de la escala usada

3.5.2. Modelos epidemiolégicos de las enfermedades
A partir de los datos de porcentaje de infeccidn calculados para los ensayos con
cinco a seis evaluaciones, se realizaron curvas de crecimiento acumuladas

(graficas) de cada una de las epidemias, posteriormente, se analizaron las

curvas de incremento de las enfermedades para ajustar a los cuatro modelos
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siguientes: exponencial, logistico, monomolecular y Gompertz, utilizando el
programa Statistical Analysis System (SAS) (ver anexo 1). De acuerdo a los
estadisticos se tomé el coeficiente de determinacién (r*) més alto y el cuadrado
medio del error (CME) mas bajo {Osada, 1990). Una vez seleccionado el
modelo se procedid a estimar la tasa relativa de incremento de la enfermedad,
ajustandose a los modelos monomolecular y Gompertz mediante las férmulas

siguientes:

Modelo Monomolecular r = ‘Ln{1/(1 ~Yo)}-Ln {1{1-y)}t
Modelo Gompertz r = Ln{1/Ln(1/yo)}-Ln {1/L.n{1/y)}A

Donde:

r = Tasa relativa de incremento de la enfermedad

Yo = Porcentaje de infeccion inicial de la enfermedad, dividido entre 100.
yt= Porcentaje de infeccion final de la enfermedad, dividido entre 100.

t = Tiempo hasta donde se tiene el porcentaje de incidencia de enfermedad

final.

3.5.3. Analisis temporal: Calculo del area bajo la curva del progreso de

la enfermedad (ABCPE)

El analisis de ajuste de los modelos antes mencion'ados, se hizo con base en un
programa disefiado (Anexo 1) para tal efecto. Adicionalmente, se calculd el
area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) y se realizé un

analisis de varianza (ANOVA) y una comparaciéon de medias de Tukey al
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(p=0.5) para los porcentajes de infeccién obtenidos con la férmula Towsend y

Heuberger, mediante el programa SAS (ver el anexo 2).
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[V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis del efecto antagénico de B. subtilis QST 713 contra la

cenicilla (O. taurica) en jitomate

La variedad de jitomate (*Zuley”) resulté ser altamente susceptible a la cenicilla
y a las condiciones ambientales (Temperaturas de 28 a 32°C con humedades
relativas de 65 a 70%), las cuales permitieron un desarrollo favorable del
patégeno sobre el cultivo. Por lo que hubo un incremento alio de la enfermedad

{Cuadro 10).

Todos los tratamientos se ajustaron al modelo Monomolecular debido a que fue
el que mejor explicé el comportamiento de los datos. La comparacién de las
areas bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) mostré que todos
los tratamientos son diferentes. Las menores dreas de la enfermedad las
presentaron los tratamientos 4 y 5 que son azoxystrobin (Amistar) y el azufre
elemental (Lucaflow) y que ademas obtuvieron las tasas relativas de incremento
mas bajas (Cuadro 10). El testigo absoluto mostré una ABCPE mayor y una
tasa relativa mayor de incremento de la enfermedad (966 vy 10.391,
respectivamente). Esto indico que los productos ejercieron un efecto favorable

al evitar el avance de la enfermedad en las plantas de jitomate tratadas.
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Cuando se realizé la primera aplicaciéon de B. subtilis QST 713 Serenade 10
PH (tratamientos 1, 2 y 3) v de los otfros dos fungicidas (tratamientos 4 y 5), el
porcentaje de dafio en hojas varié de 0.0 en.hoja sana a 1.2 % de area
afectada. Los sintomas fueron observados principalmente en el tercio inferior de
las ptantas. La severidad de la enfermedad se comenzé a incrementar una
semana después de la primera aplicacién de los productos. En general, los
productos Azoxystrobin y azufre elemental (tratamientos 4 y 5) presentaron un
control mayor de la cenicilla (O. Taurica) con respecto al testigo (tratamiento 6);
mientras que B. sublilis QST 713 presentd un control moderad_o de la cenicilla,

aunque este fue menor que el de los traiamientos 4 y 5.

Cuadro 10. Tratamientos ajustados al modelo monomolecular, valores de
ABCPE, comparacion de medias y la tasa relativa de incremento de la
enfermedad O. taurica en el cultivo de jitomate en Ahome, Sinaloa.

Tratamiento Producto Modelo ABCPE* r~
1 B. subtilis QST 713 Monomolecular 650.65 0.237°
2 B. subtilis QST 713 Monomolecular 587.41  0.215™
3 B. subtilis QST 713 Monomolecular 515.20 0.188°
4 Azoxystrobin ' Monomolecular 356.65 0.117
5 Azufre elemental Monomolecular 396.20 0.128
6 Testigo Monomolecular 966.00 0.3912

Simhbolos y abraviaturas utllizadas: *Area bajo la curva del progreso de la enfermedad. **Tasa relativa de incrementa de
la enfermedad. Medias con la misma letra no son estadfsticamente diferentes {(a = 0.05).

Con respecto a los tratamientos en los que se utilizé B. subtilis QST 713 (1, 2y
3) se observé que le tratamiento 3 con una concentracién de 8x10° UFC-ml-1

fue el que presenté el ABCPE menor y en consecuencia una tasa relativa
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menor de incremento de la enfermedad (0.188). En resumen, el tratamiento que
presentd la mayor concentracion de producto fue el que controld mejor la

infeccion.

A través del tiempo en los diferentes tratamientos se observd un incremento de
la enfermedad y a los 85 DDA, se observd lo siguiente; en el testigo absoluto,
se rebasé el 60% de infeccion. En rlos tratamientos 1, 2 y 3 (B. subtilis QST 713)
se encontré de un 40 a 45% de infeccion aproximadamente, dicha infeccion se

redujo hasta 25% en los tratamientos 4 y 5 (Figura 5).
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Figura 5. Comportamiento del progreso de la infeccion Oidiopsis taurica con los

diferentes tratamientos para el cultivo de jitomate en Ahome, Sinaloa.

Algunos trabajos revelan gque algunas sustancias como las que se mencionan a

continuacion son compatibles con B. subtilis y tienen efecto sobre el avance en
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la infeccién de algunos hongos fitobatégenos ubicados en la Familia
Erysiphaceae. Montes y Martinez (1992), encontraron que el extracto de
epazote borrego tuvo un efecto en el avance de la infeccion ocasionado por la
cenicilla de las cucurbitdceas en calabacita italiana (Gray Zucchini). Este
comportamiento también fue observado cuando se aplico una solucién de
bicarbonato de sodio mezclado con Tween 20 contra la cenicilla del rosal
(Sphaerotheca pannosa) (Horst et al,, 1992). No obstante, en este estudio el
control de B. subtifis QET. 713 registrd un menor efecto que los tratamientos a
base de azoxystrobin y azufre elemental. Sin embargo, puede ser una opcidn
viable debido a que no tiene ningin efecto sobre organismos benéficos o

efectos toxicoldgicas en la generacion de residuos.

En el cuadro_1 1, se muestra el comportamiento dé los tratamientos a través del
tiempo y al compararse con los datos del area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (ABCPE) se observé que existe una relacién muy estrecha, ya que
la infeccion fue aumentando paulatinamente en el testigo absoluto hasta
alcanzar un 63.2%; seguido del tratamiento 1 que alcanzd un 48.7%;
posteriormente el tratamiento 2 con un 46.0%, presentando una infeccién menor
en los tratamiento 4 y 5 con un 25.5 y 27.0%, respectivamente. El tratamiento
tuvo un ABCPE menor con respecto a todos los demés tratamientos fue el

azoxystrobin, como se muestra en el Cuadro 10.
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Cuadro 11. Comparacién de medias de los porcentajes de infeccién de B.
subtilis QST 713 contra Oidiopsis taurica en el cultivo de jitomate en Ahome,

Sinaloa.
Tratamiento 50 DDT  57DDT 64DDT 71 DDT 78 DDT _ 85 DDT
1 0.0% 12.0% 8.2° 8.7 30.2° 48.7°
2 1.0 10.0%° 7.2 17.3% 26.0°° 46.0°
3 1.22 10.2%° 5.7% 14,57 21,0 43.2°
4 1.8 8.5% 4.7° 8.7 15.7° 25.5°
5 1.0% 8.2" 5.0b° 12,70 16.7° 27.0°
6 1.0% 12.5% 16.2% 25.0° 52.02 63.22

Abreviaturas utilizadas: DDT = Dias después del trasnlante. Medias con la misma letra no son estadisticamente
diferentes {a = 0.05).
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4.2, Analisis del efecto antagénico de B. subtilis QST 713 contra la mancha

bacteriana (X. vesicatoria) en jitomate

4.2.1. Ensayo 1: Comparacion del efecto de B. subtilis QST 713 en

mezcla con cobre para el control de la mancha bacteriana

En el Guadro 12 se describe el modelo de ajuste, el area bajo la curva, los
grupos de significancia y la tasa relativa de incremento de la enfermedad, para
cada uno de los tratamientos. El ABCPE menor fue registrado en el tratamiento
4 (una mezcla de 4 kg-ha' de B. sublilis + 3 kg-ha™ de oxicloruro de cobre). El B,
subltilis {tratamiento 1) fue ligeramente menor que fa mezcla de B. subiilis y
oxicloruro de cobre (tratamiento 2), y superior a los tratamientos 5, 6 y 7 (con
areas de enfermedad de 252.5, 256.5 y 435.5, respectivamente). Por otro lado,
los tratamientos 3 y 4 (B, subtifis + oxicloruro de cobre) presentaron las ABCPE
menores con respecto al testigo (tratamiento 7), no se encontraron diferencias
significativas entre ellos, ya que ambos presentaron una tasa relativa de

incremento de la enfermedad menor.

Cabe la posibilidad de que la efectividad de los bactericidas utilizados se pudo
deber a que las aplicaciones se iniciaron con un grado 2 de la enfermedad (11 a
20% de area afectada) de acuerdo con la escala correspondiente (Cuadro 12);
ya que es dificil que la infeccién ocasionada por este patégeno se reduzca en

tan corto tiempo. La diferenciacién en cuanto a las ABCPE es a partir de que
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comienza a aumentar la infeccién en el testigo absoluto y en los tratamientos se

mantiene estable o se reduce ligeramente.

Cuadro 12. Tratamientos ajustados al modelo monomolecular, valores de
ABCPE, comparacion de medias y la tasa relativa de incremento de la
enfermedad inducida por Xanthomonas vesicatoria en el cultivo de jitomate en
Ecuandureo, Michoacén.

Trat.® Producto Modelo ABCPE* el
1 B. subtilis _ Monomolecular 170.7 0.0898°
2 B. subtilis + oxicloruro de cobre  Monomolecular 189.65 0.106°
3 B. subtilis + oxicloruro de cobre  Monomolecular 151.4 0.077¢
4 B. subtilis + oxicloruro de cobre  Monomolecular 129.0 0.0696°
5 Mancozeb + oxicloruro de cobre  Monomolecular 252.55 0.139°
6 Gentamicina + oxitetraciclina Monomolecular 256.50 0.139
7 Testigo Monomolecular 435.5 0.254*

Simbolos y abreviaturas utilizadas: *Area bajo la curva del progresa de la enfermedad. ~Tasa relativa de incremento de
la enfermedad. © Nimero de tratamiento. Medias con la misma letva no son estadfsticamente diferentes (x = 0.05).

El comportamiento del porcentaje de infeccién de la enfermedad é través del
tiempo mostrd que el testigo absoluto incrementd la infeccién de manera semi-
lineal (incremento exponencial); sin embargo, es probable gue después de
cierto tiempo la infeccién tienda a disminuir. Por otro lado, el tratamiento 1 (B.
subltilis) no se comparé con el de los productos convencionales evaluados
(tratamientos 5 y 6), sin embargo redujo la infeccidon del patégeno de manera

considerable (Figura 6).
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Figura 6. Ensayo 1: Comportamiento de! progreso de la mancha bacteriana X,
vesicatoria con los diferentes tratamientos para el cultivo de jitomate en

Ecuandureo, Michoacén.

Mediante el andlisis de varianza (ANOVA) para —Ios porcentajes de infeccidn
directos se encontré con la prueba Tukey al 95% de confiabilidad que el
tratamiento mejor fue el 4 (4 kg-ha™' de B. subtifis + 3 kg-ha™ de oxicloruro de
cobre), ya que en dicho tratamiento se observé una disminucién paulatina de la
enfermedad. Ademas, presenté diferencias significativas (2% evaluacién) con

respecto a los demds tratamientos (excepto con el tratamiento 3).

La infeccion en el testigo se incrementé aproximadamente tres veces mas que

la que se habia detectado al inicio, de un 10.0 a un 33.5% (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Ensayo 1: Comparacién de medias de los porcentajes de infeccién
de B. subtifis QST 713 contra X. vesicatoria en el cultivo de jitomate en
Ecuandureo, Michoacan.

Tratamiento Previa* : Primera* Segunda®
1 9.89° 8.3% 7.65°
2 10.23° 7.8% 12.1%°
3 9.752 8.0 4.53°
4 10.34° 5.7° 4180
5 Y 9912 113° 18.0°
6 10.50° 12.5° 15.8°
7 - 10.80° 21.4% - 33.5"

Simbolos utilizados: * Evaluacionas realizadas.

Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (o = 0.05).

4.2.2. Ensayo 2: Comparacion del efecto de Serenade (B. subtilis QST

713) en mezcla con cobre para el control de la mancha bacteriana

E| testigo absoluto presenté la tasa relativa de incremento de la mancha
bacteriana (X. vesicatoria) més elevada (0.277). En lo que se refiere al ABCPE
se pudo observar que presentaron dos valores bajos, los cuales fueron en los
tratamientos 5 y 6 (299.3 y 260.5, respectivamente) por lo que en estos
tratamientos se presenté un control mayor de la infeccién en comparacién con
el testigo, en donde la reduccién fue de un 63 y 68%, respectivamente. No
obstante, se esperarfa que el producto comercial (en el tratamiento 9) hﬁbiera'
tenido un control mayor de la mancha bacteriana (X. vesicatoria), pero no fue
mayor que el que tuvieron los tratamientos 6, 5 y 3; ya que redujo la infeccién

en aproximadamente un 56% (Cuadro 14).
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Dado que el hibrido Toro sobre el cual se desarrollé el ensayo es altamente

susceptible al patégeno y ademas de las condiciones ambientales fueron

adecuadas (Humedad relativa mayor al 80% y temperatura de 25 a 35°C) para

su desarrollo, ain el producto a base de bactericidas como la gentamicina y la

oxitetraciclina (tratamiento 8), registraron una eficacia baja en comparacion con

los demés tratamientos a base de cobre y B. subitilis.

Cuadro 14. Tratamientos ajustados a los modelo Gompertz y Monomolecular,

valores de ABCPE, comparacién de medias y la tasa relativa de incremento de

la mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) en el cultiivo de jitomate en

Ecuandureo, Michoacan.

Tratamiento Producto Modelo ABCPE* X
1 B. subtilis + Oxicloruro de cobre  Gompertz 40525  0.124°
2 B. subtilis + Oxicloruro de cobre  Gompertz 405.10  0.123°
3 B. subtilis + Oxicloruro de cobre Gompertz 330.35 0.102°
4 B. subtilis + Oxicloruro de cobre  Monomolecular 323.40  0.008°
5 B. subtilis + Oxicloruro de cobre  Monomolecular 299.30  0,088%
6 B. subtilis + Oxicloruro de cobre  Monomolecular 260.45  .075°
7 B. subtilis + sulfato de cobre Monomolecular 383.30 0,115
8 B. subtilis + Gentamicina + Monomolecular 379.60  0.117

oxitetraciclina
9 Mancozeb + oxicloruro de cobre  Monomolecular  355.75  0.102%
10 Testigo Menomolecular  802.85  0.277°

Simbolos y abreviaturas utilizadas: *Area bajo la curva del progreso de la enfermedad. ™ Tasa relativa de incremento de

la enfermedad. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes {u = 0.05).
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El grado mayor de infeccion de la enfermedad en el testigo absoluto
(tratamiento 10) se obtuvo durante la segunda evaluacién que fue de 37.3%,
mientras que el incremento mayor se presenté entre la primera y la sequnda
evaluacion que fue de 20.4%. Sin embargo, se observd que la curva de la
enfermedad disminuyé drésticamente en aproximadamente un 15% de la
infeccién. Todos los tratamientos a base de 8. subtifis y mezclas presentaron un
efecto positivo de control sobre el patégeno, ya que ningln tratamiento rebaso

el 20% de infeccién (Figura 7).

En todos los tratamientos (excepto en el testigoj hubo un decremento de la
enfermedad a partir de la primera evaluacion, el cual fue de 50%
aproximadamente. Sin embargo, en la grafica podemos observar que la dosis
mas alta de B. subtilis con oxicloruro de cobre presenté el efecto mejor en el
control de la infeccién (Figura 7).

En la comparacion de medias mediante de la prueba Tukey (o= 0.05) se
presentaron diferencias significativas en la primera evaluacién con respecto al
testigo (tratamiento 10); sin embargo, para la segunda evaluacién hubo
diferencias significativas entre los tratamientos, en donde se observé que el
tratamiento 6 presenté los valores mas bajos (9.5%) en el conirol de la
enfermedad. Por otro lado en esa misma evaluacion, en el testigo absoluto se
incrementé el porcentaje de infeccién en aproximadamente 20.4%, es decir, el

testigo absoluto registro el porcentaje mayor de infeccién de la enfermedad.
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Figura 7. Ensayo 2: Comportamiento del progreso de la mancha bacteriana (X.
vesicaloria) con los diferentes ftratamientos para el cultivo de jitomate en

Ecuandureo, Michoacan.

En la dltima evaluacion se observé una drastica disminucién de la enfermedad,
lo cual se puede deber a errores de muestreo ya que como la evaluacion fue de
manera cualitativa en las hojas de las plantas es hosible que en estas el
muestreo haya sido diferente (Guadro 15). En México se reporta que al mezclar
B. subtifis con el fungicida Captan se mejora notablemente la accién contra
patégenos en la raiz (Robles-Garcia, 1997), por lo que la mezcla con otros
fungicidas o bactericidas como se realizé en este estudio es una alternativa

buena para el control de Xanthomonas vesicatoria en jitomate.
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Cuadro 15. Ensayo 2: Comparacién de medias de los porcentajes de infeccion
de B. subtilis QST 713 contra X. vesicatoria en el cultivo de jitomate en
Ecuandureo, Michoacén.

Tratamiento Previa* Primera* Segunda* Tercera®
1 3.452 18.78 7.0 6.2°
2 4,328 18.72 16.8° 5.7°
3 6.07° 14,28 13.2%° 5.2
4 5,788 14.7 13.0% 3.5%
5 3.762 14,22 120" 3.7%
6 3.89% 13.72 9,5° 1.8°
7 4.762 17.72 16.0° 4.5°
8 6.322 18.58 13.7%¢ - 52°
9 1.258 18.22 15.0%° 3.5°
10 5.272 29.7° 37.3% 21.3°

Simbolos utilizados: * Evaluaciones realizadas. Medias con la misma letra no son sstadisticamente diferentes (o =

0.05).
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4.3. Analisis del efecto antagénico de B. subtilis QST 713 contra la mancha

parpura (A. porri) en cebolla

En todos los tratamientos (1, 2, 3 y 4) a los que se les aplico el producto con
diferentes concentraciones de B. subtilis y clorotalonil mostraron tasas relativas
de incremento bajas (valores de 0.048 a 0.076) con respecto al testigo, ademas
hubo una disminucion de 71.5% de la infeccién eﬁ el caso de clorotalonil; para
la concentracién mayor de B. subtiis la reduccién fue de 69%
aproximadamente. Lo cual mostré que los productos_ aplicados a las plantas de
cebolla infectadas con A. porri ejercieron un efecto favorable en la disminucién

de la enfermedad (Cuadro 16).

Los tratamientos fueron ajustados al modelo monomoiecular debido a que fue el
que mejor explico el comportamiento de los datos segtin el analisis estadistico
(Cuadrado medio del error= 0.0013 y r®> de 0.9). El ABCPE mayor se observéd
en el testigo (tratamiento 5), el cual fue significativamente diferente a los demas
tratamientos. Ademés, también presenté el valor mas alto (0.194) de incremento
de la enfermedad. Los tratamientos con B. subtifis en general mostraron una
ABCPE menor que el testigo pero no con el clorotalonil (tratamiento 4); es decir,
que el tratamiento 4 fue el que mejor resultados dio el control de |a enfermedad,
y la tasa de incremento que presento fue de 0.048. Mientras que los
tratamientos con B. subltilis presentaron tasas de incremento de la enfermedad

de 0.076 (tratamiento 1), de 0.051 (tratamiento 2) y de 0.050 (tratamiento 3).
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Cabe sefalar que el clorotalonil resuité ser el mejor tratamiento, pero no se
descarta que el uso de B. subtilis sea una aiternativa viable para el control de A.

porri en el cultivo de cebolla (Cuadro 16).

Cuadro 16. Tratamientos ajustados al modelo Monomolecular, valores de
ABGCPE, comparacién de medias y la tasa relativa de incremento de la mancha
parpura (Alfernaria porri) en el cultivo de cebolla en Tonatico, Edo. de México.

Tratamiento Producto Modelo ABCPE* i
1 B. subtilis Monomolecular 198.41 0.076°
2 B. subtilis Monomolecular 155.22 0.051°
3 B. subtilis Monomolecular 146.96 0.050%
4 Clorotalonil Monomolecular 135.38 0.048¢
5 Testigo Monomolecular 476.0 0.194°

Simbolos y abrevialuras utilizadas: *Area bajo la curva del progreso de la enfermedad. **Tasa relativa de incremento de
la enfermedad. Medias con la misma letra no son estadislicamente diferentes (a = 0.05).

El comportamiento de los diferentes tratamientos a través del tiempo (a
intervalos de 7 dias) fue el siguiente en la primera evaluacion el testigo absoluto
present6 un avance lento de la enfermedad, el cual se pudo deber a que existia
muy poca presion del patdgeno o a la presencia escasa de follaje en las
plantas. Con respecto a las demés evaluaciones (22, 3%2 y 4'®) se observé
claramente que los tratamientos aplicados ejercieron un efecto de control; ya
gue en algunos casos los tratamientos 2, 3 y 4 lograron disminuir a la
enfermedad, mientras que el tratamiento 1 solamente se mantuvo. Es decir,
esto conlleva a que sin ningln tipo de aplicacién, el testigo se dispara hasta
causaf pérdidas considerables. Finalmente, en este ensayo los tratamientos 4 y
3 resultaron ser mejores para el control de A. porri (0.048 y 0.050,

respectivamenteg) (Figura 8).
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Figura 8. Comportamiento del progreso de la infeccion A. porri con los

diferentes tratamientos para el cultivo de cebolla en Tonatico, Edo. de México.

A los siete dias de la primera aplicacién no hubo diferencias estadisticas entré
los tratamientos considerando que a una | baja presién del patdgeno la
efectividad de B. subtilis es comparable a la de un producto quimico
convencional. En evaluaciones posteriores se manifesté una tendencia positiva
de control en la aplicacién de los tratamientos, en donde se encontré que la
dosis mas alta de B. subtilis QST 713 present6 buen efecto; esto se debi6
posiblemente a que al aumentar el area de infeccion, la presién del patégeno
también se incrementa. Sin embargo, el producto con clorotalonil presentd el
mejor efecto de control de la enfermedad, dicho efecto fue igual al de B. subtilis
en su dosis més alta (8 kgha™); siendo necesario considerar la relacién
costo-beneficio™ ya que cuando la presién del patégeno es alta se puede

alternar este producto con aigunos oiros de efectividad comprobada (Cuadro
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17).  Los resultados anteriores obtenidos, demuestran lo reportado por
Gustafson, 1993, quien mencioné niveles de control contra patogenos de la raiz

(Pythium y Fusarium) similares a los obtenidos con productos quimicos.

Cuadro 17. Comparacién de medias de los porcentajes de infeccion de B.
subtilis QST 713 contra A. porri en el cultlvo de cebolla en Tonatlco Edo. de

México.,

Tratamiento Previa* Primera®  Segunda* Tercera* Cuarta®
1 7.428 6.87° 6.87° 7.42P 7.15P
2 7.152 6.32° 550 4.95° 3.85%¢
3 8.0 6.6° 5200 3.85° 2.75¢
4 7.972 6.05° 5.20° 3.02° 22¢
5 7.45°2 10.252 14.672 22.752 33.572

Simbolos utilizados: * Evaluaciones realizadas, Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (o =
0.05).
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4.4. Analisis del efecto antagénico de B. subtilis QST 713 contra e! moho

gris (B. cinerea) en fresa

En este ensayo la tasa relativa de incremento de la enfermedad fue mas bajas
si la comparamos con el efecto de B. subtilis QST 713 contra la mancha
plrpura de la cebolla. En el tratamiento 4 (cercobin M) se presentd una tasa
relativa de incremento de la enfermedad baja (0.006); sin embargo, aplicando B.
subtilis (tratamientos 1, 2 y 3) también se presentd una tasa relativa de
incremento de la enfermedad baja. El tratamiento con concentracion mayor de
B. subtilis fue el que mejor resultados dio, ya que no presento diferencias
significativas con el tratamiento 4 (cercobin M). También se observd que el
incremento en el testigo (iratamiento 5) fue muy superior a todos los demés

tratamientos, ya que tuvo un valor de 0.169 (Cuadro 18).

En lo que respecta a las dreas bajo la curva del progreso de la enfermedad se
pudo observar que solo son comparables estadisticamente con la accién de la
dosis mas alta de B. subtilis (8 kg-ha™) con el producto comercial utilizado
(Cercobin M). Aunque el comportamiento del uso de fas demas dosis probadas
es viable, ya que registraron tasas relativas de incremento de la enfermedad
bajas, que van de 0.006 a 0.032, por lo cual no se ve afectado el rendimiento ni

la calidad de la cosecha (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Tratamientos ajustados al modelo Monomolecular, valores de
ABCPE, comparacién de medias y la tasa relativa de incremento de la
enfermedad B. cinerea en el cultivo de fresa en Abasolo, Guanajuato.

Tratamiento Producto Modelo ABCPE* il
1 Bacillus suptilis Monomolecular 81.48 0.032°
2 Bacillus subtilis Monomolecular 50.82 0.016°
3 Bacillus subtifis Monomolecular 33.98 0.012%
4 Tiofanato metilico Monomolecular 20.58 0.006°
5 Testigo Monomolecular 545.54 0.169%

Simbolos y abreviaturas wiilizadas: *Araa bajo la curva del progreso de Ia enfermedad. **Tasa relativa de incremento de
la enfermedad. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (o = 0.05).

La concentracién mayor de B. subtilis QST 713 es comparable con la accién
fingica del tiofanato metilico contra B. cinerea (Figura 9). Esto coincide con los
resultados obtenidos por Lazzaretti y Bettiol (1997), quienes muestran que B.
subtilis tiene un efecto excelente sobre enfermedades radiculares y algunas

foliares, y su accién se compara con la de algunos fungicidas convencionales.

En la primera evaluacién no se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (1, 2, 3 y 4) con respecto al testigo en la comparacion de medias.
No obstante, estas se presentaron hasta la cuarta evaluacién principalmente
entre las dosis evaluadas de Serenade (tratamiento 3) y Cercobin (tratamiento
4) ya que fueron estadisticamente iguales. Sin embargo, los tratamientos 1,2,3
y 4 fueron estadisticamente diferentes con respecto al testigo. Esto muestra
que la aplicacién de los productos tiene un control adecuado sobre el patégeno
B. cinerea en el cultivo de fresa, ya que se observé una disminucién de la

infeccion (Cuadro 19).
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Figura 9. Comportamiento del progreso de la infeccién B. cinerea con los
diferentes tratamientos para el cultivo de fresa en Abasolo, Guanajuato.

Cabe sefialar que los tratamientos a base de B. subtilis QST 713 y de tiofanato
metilico (cercobin M), tuvieron un comportamiento particular, como se muestra
en la comparacién de medias. En los tratamientos 1, 2 y 3 la enfermedad
aunque fue controlada, se incremento en las evaluaciones subsecuentes sin
rebasar el 6% de infeccion, lo cual indico que se deben hacer mas evaluaciones
durante todo el ciclo del cultivo. En coniraste, en el tratamiento 4, se observo
que al realizar la aplicacién se control6 la infeccién y después tendia a ligeros
incrementos de esta, lo cual coincide con lo reportado por Rubio-Aldana, 2002,
quien encontré este comportamiento en el control de la cenicilla en

cucurbitaceas.

68



Cuadro 19. Comparacién de medias de los porcentajes de infeccién de B.

subtifis QST 713 contra B. cinerea en el cultivo de fresa en Abasolo,

Guanajuato.

Tratamiento  Previa* Primera® Segunda* Tercera* Cuarta* Quinta*
1 1.27 1.38° 222" 2.77° 3.05° 5.82°
2 0.32e 0.27° 0.83° 1.38° 249 4.44"
3 0.32¢ 0.55° 0.55" 0.83° 1.38" 277"
4 0.662 0.27" 0.55° 0.27° 0.55° 1.94°
5 0.58% 6.38% 13.88% 18.37% 26.66% 24.712

Simbolos utilizados: * Evaluaciones realizadas. Medias con la misma letra no son estadisticamente diferentes (o =

0.05).
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V. CONCLUSIONES

)

* En el caso de la cenicilla (Oidiopsis taurica) del jitomate, las tres dosis de

- Bacillus subtilis ejercieron un control adecuado de la enfermedad, 20% hasta

(/
R4

los 71 dias después del trasplante, aunque el mejor efecto de estas dosis se
obtuvo con 8.0 kg-ha™. Sin embargo, los productos azoxystrobin y azufre
elemental presentaron el control mejor, de 8 y 12% respectivamente a los 71

dias después del trasplante.

En el caso del ensayo 1,7 para la mancha bacteriana Xanthomonas
vesicatoria del jitomate las cuatro dosis de Bacillus subtilis, Bacillus subtilis
+oxicloruro de cobre) ejercieron un control bueno de la enfermedad, aunque
el control mejor lo obtﬁvieron las conéentraciones mayores de estos

productos; ademds se encontrd, que existe compatibilidad entre ellos.

En el caso del ensayo 2, para la mancha bacteriana Xanthomonas
vesicatoria del jitomate las dosis mejores de Bacillus subtilis fueron con B.
subtilis + oxicloruro de cobre en concentraciones de mas altas (2.5 + 3.0 y

3.0 + 3.0 kg-ha' de producto formulado).

En el caso de la mancha purpura Alternaria porri de la cebolla, las tres dosis
de Bacillus subtilis 5.0, 6.5 y 8.0 kg'ha™ de producto formulado, sjercieron un

control adecuado de la enfermedad menor al 8% de infeccidn durante todo
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el ensayo, aunque el mejor efecto de estas dosis se obtuvo con 8.0 kgrha™.
Sin embargo, el producto clorotalonil presenté el control mejor de la

enfermedad.

En el caso del moho gris Botrytis cinerea de la fresa, las tres dosis de
Bacillus subtilis 6.0, 7.0 y 8.0 kg-ha" ejercieron un control adecuado de la
enfermedad menor al 5% durante todo el ensayo, aungue el mejor efecto de
estas dosis se obtuvo con 8.0 kg-ha™. Sin erﬁbargo, el producto tiofanato

metilico presento el control mejor de la enfermedad.
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