Eficacia de la cepa nativa de Bacillus subtilis como agen-
te supresor del nematodo del nudo Meloidogyne spp. en
cultivo de Capsicum annuum (aji pimiento piquillo)
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Resumen

En campos de cultivo infestados con Nematodos se uti-
lizé el disefo bloques completos al azar - DBCA. Se in-
corporé gallinaza al 85 % de pureza, 15 t/ha y 30 t/ha.
Se inocularon esporas de B. subtilis, 1 x 10°esp/ mL y 2
x 108 esp/mL a semillas de Capsicum annuum en siem-
bra directa (ensayo 1), y trasplante (ensayo ll). A los 45
y a los 90 dias se determinaron andlisis de poblaciones
de Nematodos, indice de nodulacion, altura de la planta
y numero de frutos. Los datos se sometieron a analisis
de varianza utilizando el software Statgraphics Plus 5.0.
Para estimar las diferencias significativas entre tratamien-
tos se aplico prueba Tukey. Al inicio el ensayo | evidencié
alta infestacién del nematodo del nudo Meloidogyne spp.,
275-27720 Nematodos/100 cm?® de suelo. En el ensayo |l
la evidencia fue entre 9 - 1 nematodos/100 cm?® de suelo,
con diferencia significativa (P<0,05). La poblacién final re-
gistrada tras la aplicacion de Bacillus subtilis fue de 13y 0
nematodos/100 cm? de suelo; los niveles de poblacién de
Nematodos disminuyeron considerablemente: presenta-
ron diferencia significativa (P<0,05). La eficacia de B. sub-
tilis sobre poblaciones de Meloidogyne spp. fue evidente,
pues redujo las poblaciones iniciales del nematodo, que
alcanzaron una tasa de reproduccion menor que 1; el indi-
ce de agallamiento no alcanzd el grado 3. La interaccion
de B. subtilis con la enmienda estiércol de gallinaza favo-
reci6 la produccion alcanzada en el cultivo de Capsicum
annuum.
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Abstract

In croping fields infested with nematodes, the RCBD com-
plete blocks design was applied. 85% pure chicken manu-
re was also incorporated, 15t/ ha and 30 t /. Spores of B.
subtilis, 1 X106 eng / mL and 2 x 106 sperm / mL Capsi-
cum annuum seeds in direct seeding were inoculated (ex-
periment 1) and transplantation (experiment Il). At 45 and
90 days analysis of nematode populations were determi-
ned, nodulation index, plant height and fruit number. The
data was subjected to analysis of variance using the Stat-
graphics Plus 5.0 software. To estimate the significant di-
fferences between treatments, the Tukey test was applied.
Initially, the study showed highly infested knot nematode
Meloidogyne spp., 275 to 27720 soil nematodes/100 cm?,
and in Trial Il it was between 9 and 1 nematodes/100 cm?®
of soil, with significant difference (P < 0.05). The final po-
pulation recorded after the application of Bacillus subtilis,
was 13 and 0 nematodes/100 cm3 of soil, the nematode
population levels, decreased significantly, showing signi-
ficant difference (P < 0.05). Efficacy of B. subtilis on Me-
loidogyne spp., it was clear, reduced initial populations of
the nematode, reaching a reproduction rate less than 1,
non-galling index reached grade 3. The interaction of B.
subtilis with poultry manure amendment favored the pro-
duction achieved in the cultivation of Capsicum annuum.

Key words: Bacillus subtilis, poultry manure, Meloi-
dogyne spp., Capsicum annuum, biological control.
Introduccion

El departamento de Piura se encuentra ubicado en la par-
te noroccidental del Peru. Limita por el norte con Tumbes y
la Republica del Ecuador; por el este, con Cajamarca y la




Republica del Ecuador; por el sur, con Lambayeque; por el
oeste, con el Océano.

El cultivo de aji pimiento del piquillo en la zona de Cha-
paira-Piura, viene presentando problemas, en el mes de
marzo del afno 2010 se inici6 la siembra de Capsicum an-
nuum, una semana después del trasplante se observaron
nodulaciones en las raices, clorosis en las hojas de Cap-
sicum annuum, se realizaron analisis con la finalidad de
determinar la fuente de infeccién; determinandose en la
Universidad Nacional de Piura, presencia de Meloidogyne
spp. y otros Saprofitos, tanto en raices como en el suelo.
Durante el cultivo disminuy¢ la calidad y produccion de la
cosecha, incrementandose la aplicaciéon de nematicidas,
estas sustancias quimicas por su uso elevado han provo-
cado un incremento de 40% en los costos y alteracion al
ambiente.

Para el control de estos organismos se recomendé el em-
pleo de Bromuro de metilo e hibridos resistentes (Casano-
va et al., 2003), pero el uso de Bromuro de metilo ha sido
considerado como supresor de la capa de Ozono.

En la segunda Convencion Internacional en Sistemas de
Produccién y Fitosanidad de Hortalizas (Garcia, 2008), en
la investigacion “Manejo de Enfermedades en Hortalizas
con Productos Biorracionales” se reportd que los plaguici-
das quimicos provocan persistencia ambiental a residuos
téxicos, generacion de organismos resistentes, contami-
nacion de recursos hidricos con degradacion de la flora y
fauna y crean ambientes inhabitables en el suelo para otro
tipo de microorganismos que actuan de manera benéfica.

Los Nematodos Meloidogyne spp., son gusanos filifor-
mes del grupo de los nematelmintos, con el cuerpo sin
segmentar, revestidos de una piel dura (cuticula) y con
simetria bilateral, de entre 1 y 3 mm de longitud. Pene-
tran en las células vegetales perforando la membrana y
se alimentan de su contenido. Gusanos microscopicos
que suelen producir bultos en las raices de las plantas,
los llamados “rosarios” o “porrillas”; producen deformacio-
nes, necrosis y podredumbre en los 6rganos vegetales es-
pecialmente del sistema radical y, en el caso de ataques
graves, la progresiva reduccién de los rendimientos, cuyo
efecto generalmente es aducido a cansancio o fatiga del
suelo y a una mala nutricion de la planta. Estos dafos
impiden la absorcién por las raices, traduciéndose en un
menor desarrollo de la planta y la aparicién de sintomas
de marchitez en verde en las horas de mas calor, clorosis
y enanismo. Sélo especies del género Meloidogyne ata-
can al pimiento, produciendo marchitez y enanismo en las
plantas (Incagro, 2009). La especie Meloidogyne incogni-
ta, se conoce como agallador de los nédulos o de las rai-
ces por el tipo de lesiones que produce. Para vivir prefiere
suelos sueltos y arenosos y puede completar su ciclo vital
en menos de 30 dias (Acosta Garcia, 2010).

En investigaciones realizadas por Pérez Pérez (2007) en
Puerto Rico, se determind que densidades poblacionales
de Meloidogyne incognita mayores a 12,000 huevos/J,,

por tiesto causaron amarillamiento, defoliacion y hasta la
muerte de la planta de kenaf (H. cannabinus) (malvacea
utilizada en la produccion de papel y alimento de ganado).
Perera Gonzalez (2007) reporta que en el control de Ne-
matodos de la Platanera, las poblaciones maximas de Ne-
matodos a partir de las cuales se recomienda tratamientos
de control es de 1.000 Meloidogyne/100 gr de raiz. Aun
asi, para decidir realizar un tratamiento quimico debe
efectuarse un examen del conjunto de la plantacion y del
desarrollo radicular, ya que una correcta nutricion y riego y
raices bien desarrolladas soportan niveles superiores sin
provocar dafios en la produccion. Asimismo aportes de
materia organica al suelo manteniendo niveles superiores
al 3% estimulan el desarrollo radicular y ejercen un efecto
de control natural sobre los Nematodos.

El desarrollo y aplicacion de agentes de control biologico
de plagas adquiere una importancia relevante como una
alternativa en el desarrollo de una agricultura sostenible
que preserve los recursos naturales y el ambiente para
las futuras generaciones. La aplicacién controlada en agro
ecosistemas de organismos vivos o sus metabolitos para
el control de plagas y enfermedades, implica el mejora-
miento de los cultivos, al proteger las plantas del deterioro
producido por agentes fitopatdgenos (Gémez et al, 2002).
Los agentes biocontroladores como los organismos que
interactian con los Nematodos fitoparasitos en el suelo
deben tener algunas caracteristicas basicas: No deben
ser patdgenos de plantas, hombres o animales, capaz de
reducir o suprimir eficientemente las poblaciones de Ne-
matodos por debajo del nivel critico, capacidad de adap-
tacién a diferentes ambientes del suelo (textura, grado de
humedad, composicion quimica y materia organica), bue-
na habilidad competitiva, alto potencial de reproduccion
para obtener una poblacién alta, capacidad de sobrevivir
en épocas dificiles (Piedra, 2008).

Las bacterias son un grupo abundante de microorganis-
mos del suelo sobre los cuales se ha realizado pocos es-
fuerzos para determinar su posibilidad de uso; las bacte-
rias son menos conspicuas que los hongos, los efectos de
los hongos en muchos casos son espectaculares y faciles
de observar, mientras que el efecto de las bacterias es mas
sutil y las bacterias son mas dificiles de aislar y propagar
que los hongos. Las bacterias que presenta un potencial
como biocontrolador mayor que los hongos es la Pasteuria
penetrans (Rojas, 1996), Bacillus cereus y Bacillus sub-
tilis (Gallegos, et al. 2009). El género Bacillus incluye
una importante variedad de especies Gram-positivas, no
patogénicas, con propiedades antagonistas. Son buenas
secretoras de proteinas y metabolitos, faciles de cultivar
y altamente eficientes para el control de plagas y enfer-
medades. Los mecanismos de accion de Bacillus spp.,
incluyen competencia por espacio y nutrientes, antibiosis
e induccién de resistencia. Ademas, tienen comprobado
efecto en la promocion de crecimiento de las plantas. La
capacidad de Bacillus spp., de formar esporas que sobre-
viven y permanecen metabolitamente activas bajo condi-
ciones adversas, las hace apropiadas para la formulacion




de productos viables y estables para el control biolégico
(Chaves Méndez, 2007). Para considerar que la bacteria
sea un biocontrolador del nematodo, su ciclo de vida debe
desarrollarse en sincronia con el del nematodo. Bacillus
subtilis, microorganismo cuyo habitat natural es el suelo, se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza. Entre
sus principales caracteristicas se encuentra su capacidad
para formar esporas en diversas condiciones de estrés, cre-
cer en un intervalo amplio de temperaturas (desde 15 hasta
55 °C), presentar motilidad, aerotaxis y velocidades de cre-
cimiento altas, sobrevivir en concentraciones salinas (hasta
el 7% de NaCl), producir una amplia variedad de antibioti-
cos y enzimas hidroliticas extracelulares (Nakamura et al.,
1999). Por otra parte el extracto no celular de B. subtilis,
se reporta que también tiene un alto grado de propiedades
larvicidas sobre nudos y quistes Nematodos. Fernando de
Araujo y col (2009), reportaron que las endotoxinas produ-
cidas por B. subtilis, intervienen con el ciclo reproductivo
de Nematodos, en el estadio de ovulacién y eclosion de
juveniles, considerando a B. subtilis, como supresor del ne-
matodo formador de agallas en cultivo de tomate.

En nuestro pais, no se han encontrado investigaciones es-
pecificas de control de Nematodos por bacterias en sola-
naceas, segun investigaciones de Alcozer et al (2006), el
nematodo del nudo de las raices, Meloidogyne spp., esta
muy diseminado en los suelos agricolas de los valles de
Piura, siendo el uso de nematicidas quimicos la principal
medida de control.

En este contexto, fue necesario buscar alternativas como la
utilizacion de productos naturales y bioldgicos para mejorar
la productividad del aji pimiento del piquillo, minimizar el
uso de productos quimicos, reducir los costos y la altera-
cion al ambiente, por lo que en el presente trabajo se evalud
la eficacia de B. subtilis como agente supresor del nema-
todo del nudo Meloidogyne sp, en el cultivo de Capsicum
annuum, “aji pimiento del piquillo”

Métodos
Localizacion

La investigacion se realizé en los campos de cultivo de la
empresa Agroindustrial ECOACUICOLA SAC., ubicada en
la zona de Santa Angela, Caserio de Chapair4, distrito de
Castilla, Provincia de Piura, Departamento de Piura, , zona
privilegiada por su estupendo clima calido y sus tierras férti-
les, idoneas para el cultivo Capsicum annuum, o aji pimien-
to del piquillo durante los 365 dias del ano.

El trabajo se llevé a cabo en campos provenientes de siem-
bras de Capsicum annuum, o aji pimiento del piquillo con
infestacion de Nematodos.

Material de estudio
- Esporas de cepa nativa B. subtilis.

- Semillas de Capsicum annuum, o aji pimiento del pi-
quillo, del Fundo Ecoacuicola SAC.

- Materia organica (85% de pureza).

- Suelo agricola para el cultivo de Capsicum annuum, o
aji pimiento del piquillo.

Diseno de investigacion

Se aplicé un disefio DBCA: bloques completos al azar, con
9 tratamientos, 3 repeticiones y 27 unidades muestrales por
tratamiento, para los ensayos | y Il.

Métodos
Preparacion del terreno

Segun BPA (sistema EUROGAP). En cada parcela de tierra
se realizé6 movimiento de tierra y exposicién al sol (solariza-
cién natural).

Ensayo I: Se trabajé en un area de 80 m? por parcela (con-
formada por 2 camas de 20 m lineales), para un area total
de 0,270 ha, dividida en 3 bloques.

Ensayo lI: Se trabajé en un area de 104 m? por parcela (con-
formada por 2 camas de 29 m lineales), para un area total
de 0.350 ha, dividida en 3 bloques. Luego se incorporo, de
manera uniforme, la enmienda organica de estiércol de ga-
llinaza (85% de pureza), en la dosis de 15 t/ha y 30 t/ha,
segun croquis de distribucion; inmediatamente se aplico un
riego hasta conseguir la humedad de capacidad de campo.

Aislamiento del inéculo

Se aislaron, se identificaron y se cultivaron esporas de B.
subtilis en el laboratorio de microbiologia de Universidad
Nacional de Trujillo (Peru).

La identificacion molecular de la bacteria se realizd en el
Centro de Bioinnovacion de Antofagasta, de la Universidad
de Antofagasta (Chile).

Estandarizacion del inéculo

Se obtuvo una suspensién densa de B. subtilis con agua
destilada estéril, a partir de un desarrollo de la bacteria
en una placa de Petri que contenia Agar Soya Tripticasa
(TSA). De esta solucién se hicieron diluciones hasta obte-
ner, aproximadamente, una concentracion de 1 x 10° esp/
mL, y 2 x 108 esp/mL.

Formulacion de las dosis
1000000 y 2000000 de esporas/mL.
Tratamiento

Ensayo I: A la semilla de Capsicum annuum, o aji pimiento
del piquillo, se le inocularon esporas de B. subtilis median-
te inmersion, teniendo en cuenta el tratamiento planificado;
luego se realizé la siembra directa en cada bloque segun el
croquis establecido y el monitoreo correspondiente.

Ensayo II: Los plantines de 30 dias fueron trasplantados
a condiciones de campo; se les inocularon esporas de B.
subtilis mediante inmersion, teniendo en cuenta el trata-
miento planificado y el monitoreo correspondiente.




Parametros de medicion

Andlisis de poblaciones del nematodo: En cada tra-
tamiento se realizé andlisis de suelo para determinar las
poblaciones iniciales del nematodo antes de la aplicacion
de la bacteria B. subtilis; también, analisis de dinamica de
poblaciones del nematodo a los 45 y a los 90 dias de la
siembra.

Las muestras de suelo se colectaron por cada bloque ex-
perimental, con un barreno de 2,5 cm de diametro x 20 cm
de profundidad. Luego se las mezcld con el fin de obtener
la muestra final de 100 cm?® para extraccion de Nematodos;
se siguid con el método de tamizado de Cobb; la solucién
se filtré con el método del embudo de Baermann. Para la
cuantificacion de poblaciones del nematodo se utilizé un
microscopio estereoscoépico.

indice de nodulacién: Durante la cosecha se seleccio-
naron al azar 20 plantas por unidad experimental. Para
determinar el indice de agallamiento sobre las raices se
utilizé la escala de Barker:

Andlisis de la produccidn: Antes de la cosecha se deter-
mind la altura de planta y el numero total de frutos.

Analisis microbiolégico: Presencia de la bacteria B.
subtilis en la raiz de Capsicum annuum.

Analisis de datos

Los datos poblacionales obtenidos en las mediciones pos-
teriores a la aplicacion de los productos (P,) se compararon
con los obtenidos de muestras previas (P,). Se obtuvo la
tasa de reproduccion (TR), que relaciona las poblaciones
finales con las iniciales (P/P)). Los datos de las poblacio-
nes del nematodo, los indices de agallamiento, la altura de

la planta y el numero de frutos se sometieron a un andlisis

de varianza (ANVA), para un disefio de bloques completos
al azar, utilizando el software Statgraphics Plus 5.0. Para
estimar las diferencias significativas entre los tratamien-
tos de cada experimento se realizaron analisis estadistico
mediante la prueba Duncan.

Resultados

En el Ensayo | (siembra directa) la poblaciones iniciales
de Meloidogyne spp., antes de la aplicacion de los trata-
mientos variaron entre 275 y 27720 Nematodos / 100 cm?®
de suelo, confirmando que los suelos presentaron altos
niveles de infestacién del nematodo. Después de la apli-
cacion de la bacteria Bacillus subtilis, la poblacién final
registré valores de 13 y 0 Nematodos/100 cm? de suelo;
los niveles de poblacion de Nematodos disminuy6 consi-
derablemente, con TR de 0.0037 a 0 (Tabla 1).

El agallamiento alcanzé valores de 8 a 23 %, con un indice
de agallamiento entre el grado 0 y 2, presentandose dife-
rencias significativas (P<0,05) entre los tratamientos (figu-
ras 1y 2). La altura de planta registré entre 20 y 32 cm.,
la interaccioén respecto a la concentracion de B. subtilis y
la dosis de enmienda estiércol de gallinaza se observa
en las figuras 3 y 4. El tamafo de fruto alcanzé entre 9
a 19.5 cm., la interaccion respecto a la concentraciéon de
B. subtilis y la dosis de enmienda estiércol de gallinaza
(figuras 5y 6).

Los resultados del andlisis de varianza (P<0,05) para las
poblaciones iniciales y finales de Meloidogyne spp., asi
como para la tasa de reproduccién, muestran diferencia
significativa los tratamientos aplicados (Tabla 2), corrobo-
ra la existencia de diferencias significativas la prueba Du-
can (P<0,05) (Tabla 3).




Tabla 1: Tasa de Reproduccion de Meloidogyne spp y promedios del indice de agallamiento, altura de planta y ta-
maiio de fruto en cultivo de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo” con diferentes tratamientos — Ensayo I.

Bacteria
(esporas/mL)

O O O O O © ©o o

0
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Estiércol
(Tn/Ha)

15
15
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30
30
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15
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30
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15
15
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30
30
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Bloque
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Tasa de Reproduccion de
Meloidogyne spp/100 cm?
de suelo (TR)

0.0031
0.0031
0.0031
0.0037
0
0.0006
0.0011
0.0006
0
0.0037¢
Oa
0.00062
0.0005%
0.00012
0.0008¢
0.0009¢
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23
21
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21
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112

Altura plan-
ta (cm)
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25
26
25
25
30
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25
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9
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15
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15
16.5
19
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14
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17
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175
16
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15.5
175
16
16.5
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Figura 1: Interaccion entre agallamiento de la raiz de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo’; dosis de es-
tiércol y concentracion de la bacteria B. subtilis — Ensayo |
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Figura 2: Interaccién entre agallamiento de la raiz de Capsicum annuum “aji pimiento’; concentracion de
la bacteria B. subtilis y la dosis de estiércol — Ensayo |
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Figura 3: Interaccion entre la altura de planta de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo’; concentracion de
la bacteria B. subtilis y la dosis de estiércol — Ensayo |
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Figura 4: Interaccion entre la altura de planta de Capsicum annuum “a
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Figura 5: Interaccién entre tamano de fruto de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo’; dosis de estiércol
y concentracidon de la bacteria B. subtilis — Ensayo I.
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Figura 6: Interaccion entre tamano de fruto de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo’, concentracion de la
bacteria B. subtilis y dosis de estiércol — Ensayo I.




Universidad Nacional
Ablerta y a Distancia

Tabla 2: Analisis ANVA del efecto de B. subtilis, y dosis de estiércol sobre poblaciones del nematodo
Meloidogyne spp en cultivo de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo” — Ensayo I.

POBLACION INICIAL
Suma de Cuadrado
Fuente cuadrados GL promedio Cociente-F  P-Valor
A: Cone. Bacteria 7.60282E+07 2 3.8014E+07 0.67 0.5264
B: Dosis E stiercol 326101E+07 2 1.6305E+07 029 0.7551
Sumade Cuadrado
INTERACCIONES cuadrades GL Medio Cociente-F  P-Valor
AB 186E+08 4 4.65E+07 0.81 0.533
Totales LO3E+09 18 S.TIEHT
POBLACION FINAL
Sumade Cuadrado
Fuente cuadrados GL  promedio  Cociente-F  P-Valor
A: Conc. bactema 216296 2 10.8148 0.64 0.5408
B.: Dosis estiércol 3.85185 2 1.92593 0.11 0.8935
Suma de Cuadrado
INTERACCIONES cuadrados GL  promedio  Cociente-F  P-Valor
AB 825926 4 20.6481 121 0.3391
Totales 306 18 17
TR =PF/F1
Suma de Cuadrado
Fuente cuadrados GL  promedio  Cociente F P-Valor
A Conc_bactena 0.00005563 2  0.00002781 072 0.5020
B.: Dosis estiércol 0.00007487 2 0.00003743 096 0.4002
Suma de Cuadrado
INTERACCIONES cuadrados GL  promedio  Cociente-F  P-Valor
AB 0.00017422 4 0.00004356 112 03773
Totales 0.00069912 18 0.00003884

Tabla 3: Prueba Duncan de la Poblacion de Meloidogyne /100 cm?® de suelo, Segun la Concentracion de
la bacteria B. subtilis — Ensayo |

POBLACION INICIAL

Cone. Bacteria
(esporas/mL) Recuento Promedios Contraste Diferencia
0 9 5046.67a 0 - 1000000 80.6667
1000000 g 4966.0a 0 - 2000000 -3318.67
2000000 E §356532a 1000000 - 2 -339033

POBLACION FINAL

Conc. Bacteria

(esporas'mlL) Recuento  Promedios Contraste Diferencia
0 I 4.33333a 0 - 1000000 1.7777
1000000 9 2.55556a 0 - 2000000 022222
2000000 2 4.55556a 1000000 - 2000000 w2
TR =PF/P1

Conc. Bacteria
(esporas/mL) Recuento Promedios Contraste Diferencia
9 0.00170a 0 - 1000000 0.000066
1000000 9 0.000733a 0 - 2000000 -0.002444
2000000 2 0.004144a 1000000 - 2000000 -0.003411




En el Ensayo Il (trasplante de plantines) la poblaciones ini-
ciales de Meloidogyne spp., antes de la aplicacion de los
tratamientos variaron entre 9 y 1 Nematodos / 100 cm3 de
suelo, confirmando presencia del nematodo en el suelo.

Después de la aplicacion de la bacteria Bacillus subtilis,
la poblacidn final registrd valores de 5 y 0 Nematodos/100
cm3 de suelo; los niveles de poblaciéon de Nematodos dis-
minuyo, con TR de 5 a 0 (Tabla 4).

El agallamiento alcanzé valores de 0 a 7 %, con un indice
de agallamiento entre el grado 0 y 2. La altura de planta
registré entre 54 y 72 cm., la interaccion respecto a la con-
centracion de B. subtilis y la dosis de enmienda estiércol
de gallinaza se observa en las figuras 7 y 8.

El tamafio de fruto alcanzé entre 16.5 a 28 cm., la interac-
cién respecto a la concentracion de B. subtilis y la dosis de
enmienda estiércol de gallinaza (figuras 9 y 10).

Los resultados del andlisis de varianza (P<0,05) para las poblaciones iniciales y finales de Meloidogyne spp., asi como
para la tasa de reproduccién, muestran diferencia significativa los tratamientos aplicados (Tabla 5), corrobora la existen-
cia de diferencias significativas la prueba Ducan (P<0,05) (Tabla 6).

Tabla 4: Tasa de Reproduccion de Meloidogyne spp y promedios del indice de agallamiento, altura de planta y
tamaino de fruto en cultivo de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo” diferentes tratamientos — Ensayo Il.

Tasa de Reproduccion de

Bac:gzla m(I(f)spo E(?_trl:/e:;())l Bloque Meloi‘zgggzl gp(’;-gfo cm?® Ag?(l,léz‘r;:;en Alttt;r?cgr)r:)an tamazg:l )fruto

0 1 0 7 56 20

0 2 0 0 54 22

0 0 3 0 5 64 16.5

0 15 1 0 2 58 20

0 15 2 0 0 54 21

0 15 3 0 2 54 23

0 30 1 0 4 54 19.5

0 30 2 0 0 60 22,5

0 30 3 0 2 65 21
1000000 1 0.0000a 3a 60a 20.00a
1000000 2 0.0000a 2a 68a 23.00a
1000000 3 0.0000a 2a 54a 23.00a
1000000 15 1 1 6a 62a 23.00a
1000000 15 2 0 0 55a 23.50a
1000000 15 3 0 0 68a 28.00a
1000000 30 1 5 9 68a 24.00a
1000000 30 2 0 0 52a 28.00a
1000000 30 3 0 0 72a 25.00a
2000000 1 0 0 60a 24.00a
2000000 2 0.0000a 0 64a 23.00a
2000000 3 0.0000a 0 68a 24.00a
2000000 15 1 0.0000a 4a 56a 23.50a
2000000 15 2 0 0 60a 28.00a
2000000 15 3 0.0000a 7a 65a 25.00a
2000000 30 1 0.0000a 0 68a 23.00a
2000000 30 2 0.0000a 1a 70a 23.00a
2000000 30 3 0 0 72 28
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Figura 7: Interaccion entre la altura de planta de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo’; concentraciéon de
la bacteria B. subtilis y la dosis de estiércol — Ensayo Il

(€m) 7or v

67+
641 £k
81 8

58+ *

Altura planta

55t i
0 1000000 2000000

Dosis Estiércol
(Tn/Ha)
—0
— 15
30

Conc bacteria (esporasimL)
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Figura 9: Interaccion entre tamano de fruto de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo’, concentracion de la
bacteria B. subtilis y dosis de estiércol — Ensayo Il.
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y concentracion de la bacteria B. subtilis — Ensayo II.
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Tabla 5: Andlisis ANVA del efecto de B. subtilis, y dosis de estiércol sobre poblaciones del nematodo
Meloidogyne spp en cultivo de Capsicum annuum “aji pimiento del piquillo” — Ensayo Il.Tabla 6: Prueba Duncan
de la Poblacion de Meloidogyne /100 cm? de suelo, Segun la Concentracion de la bacteria B. subtilis — Ensayo |II.

POBLACION INICIAL
Sumade Cuadrado Cociente- P-
Fuente cuadrados GL promedio F Valor
A: Conc. Bacteria 116296 2 5.81481 209 01523
B: Dosis E stiercol 385185 2 1.92593 0.69 05128
Suma de Cuadrado Cociente- P-
INTERACCIONES cuadrados GL promedio F Valor
AB 179259 4 448148 1.61 0.2141
Totales S0 18 2. 77778
POBLACION FINAL
Suma de Cuadrado Cociente- P-
Fuente cuadrados GL promedio F Valor
A: Conc. bactenia 266667 2 133333 1.38 0.2758
B.: Dosis estiércol 155556 2 0.777778 081 04614
Suma de Cuadrado Cociente- P-
INTERACCIONES cuadrados GL promedio F Valor
AB 311111 4 0.777778 0.81 05363
Totales 17.3333 18 0.962963
TR =PF/P1
Suma de Cuadrado Cociente- P-
Fuente cuadrados GL promedio F Valor
A: Conc. bacteria 266667 2 1.33333 1.38 02758
B.: Dosis estiércol 155556 2 0.777778 0.81 04614
Suma de Cuadrado Cociente- P-
INTERACCIONES cuadrados GL promed io F Valor
AB A1 4 0.777778 0.81 0.5363
Totales 173333 18 0.962963
_POBLACIONINICIAL
Conc. Bacteria -
(esporas/mL) Recuento Promedios Contraste Diferencia
0 9 0.444444a 0- 1000000 Q111111
1000000 9 0.333333a 0-2000000 -1.33333
2000000 9 1.77778a 1000000 - 2 -1.44444
POBLACION FINAL
Conc. Bacteria
(esporas/mL) Recuento Promedios Contraste Diferencia
0 - 0.0 0 - 1000000 - 0666667
1000000 9 0.666667a 0 - 2000000 00
2000000 - 0.0 1000000 - 2000000 06666667
TR =PF/PI
Conc. Bacteria
(esporas/mL) Recuento  Promedios Contraste Drferencia
0 9 0.0 0- 1000000 - 0.666667
1000000 9 0.666667a 0- 2000000 00
2000000 9 00 1000000- 2000000 0.666666°




Figura 11. Observacion de esporas de B. subtilis en una raiz de Capsicum annum a 1000X (coloracion Gram).
Ensayo |

Figura 12. Observacion de esporas de Bacillus adheridas a la cuticula de Meloidogyne spp. J2 a 3000X. Ensayo Il

Discusidén y conclusiones

En el cultivo de Capsicum annuum, anterior a la ejecucion
de la investigacion, se evidenci6 presencia de clorosis y
nodulaciones en las raices; una de las causas que pro-
voca ésta manifestacion, es por infestacion del nematodo
Meloidogyne spp., el cual es responsable de la formacion
de nddulos en la raiz e interfiere en la absorcion de agua
y nutrientes. Después de aplicar la cepa nativa de B. sub-
tilis, en el ensayo | y I, se observo ausencia de clorosis,
evidenciando accion supresora en Meloidogyne spp. Se-
gun Pérez Pérez, (2007), las plantas enfermas presentan
sintomas tipicos tales como: cese del crecimiento de la
planta, proliferacién del desarrollo de nddulos en raices,
amarillamiento en las hojas, defoliacién, culminando con
la muerte en plantas, etc. La aplicacion de la esporas de
B.subtilis, en la semilla para la siembra directa y en los
plantines para el trasplante, se hizo por inoculacion, ésta
estrategia es una de las mas sugeridas para obtener efec-
tividad en la disminucion de poblaciones de Meloidogy-
ne spp., de forma directa; segun Gémez L. et al. (2010),
indican que éste tipo de estrategia es mas eficiente en
el control de diversas poblaciones de Meloidogyne spp.,
pero requiere de mas tiempo para que ocurra la seleccién

natural, de esta forma las endosporas especificas para
una determinada poblacion de Meloidogyne presente en
un area dada, se multiplicaran en su progenie.

Los resultados de ésta investigacion muestran que el efec-
to que ejerce la bacteria B. subtilis sobre la poblacion del
nematodo del nudo Meloidogyne spp., esta relacionada
con la cantidad de esporas inyectadas; asi mismo tiene
interaccion con la materia organica (estiércol de gallina-
za); esto se hace evidente en el ensayo |, al aplicar el tra-
tamiento con 1x108 esporas/mL de B. subtilis sobre suelos
con materia organica de 30 Tn/ha, siendo la efectividad
aproximado 99%; comportamiento similar se registré en
el ensayo Il con tratamiento de 1x10° y 2x108 esporas/mL.
Segun Rojas M. T. et al. (1999), Afirman que, la eficacia
de la bacteria depende en gran medida de la cantidad de
esporas existentes en el suelo y de la posibilidad de que
éstas se puedan adherir a la cuticula de los Nematodos
para poder parasitar generaciones futuras; las esporas se
pueden almacenar en el suelo y raiz seca por periodos
largos sin mostrar pérdida aparente de viabilidad.

A los 90 dias de aplicacion de los tratamientos, se estimo
la tasa de reproduccién en los ensayos | y I, encontran-




dose comportamientos similares en los registros de pobla-
cion final del nematodo Meloidogyne spp, con una tasa de
reproduccion menor que 1, lo cual indica el control ejercido
por la bacteria B. subtilis; evidencia que se confirma en la
menor formacién de agallamiento (48% raices agalladas)
en el Ensayo Il. Asi mismo de las plantas de Capsicum
annum evaluadas, se encontrd en la altura de planta ma-
yor diferencia en el ensayo Il del ensayo |, logrando mayor
altura con el tratamiento de 2x10° (esporas/mL). Guillén
Cruz R., et al (2006), infiere que algunas bacterias de Ba-
cillus, inducen diferentes mecanismos relacionados con
la promocion de crecimiento en las plantas, ya sea que
proporcionen directamente nutrientes, participen en la fija-
cion de nitrégeno, fésforo y potasio, o bien que las plantas
sean capaces de producir hormonas vegetales y sustan-
cias promotoras del crecimiento como el acido indolacéti-
€0 0 por la produccion de antibidticos para la supresion de
dahos. La accion de la bacteria también interactua con al-
gunos factores como tipo de suelo, temperatura, fertilidad
del suelo, edad de la planta, humedad, etc., es decir que
la severidad de los sintomas y el desarrollo de la enferme-
dad causada por las especies de Meloidogyne dependen
de la respuesta de la planta a la infeccion, tipo de suelo y
condiciones del medio ambiente.

La enmienda organica de estiércol de gallinaza utilizada
en 30 Tn/ha, ha tenido un efecto positivo al interactuar con
la bacteria B. subtilis, esto se evidencio en los niveles de
poblaciones de Meloidogyne spp en el suelo, los cuales
disminuyeron significativamente a los 90 dias. Se conoce
que la actividad de las enmiendas orgdnicas incorporadas
al suelo contra Nematodos parasitos de plantas puede
variar con la especie del nematodo, tipo de enmienda y
subproductos, de la época de la aplicacion de la enmien-
da y de las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del
suelo; asi el amonio liberado durante la descomposicién
del estiércol, tiene accion téxica contra Nematodos pa-
rasitos. Segun (Rodriguez-Kabana, 1986; Kaplan y Noe,
1993; Esnard et al., 1998), estiércoles de animal (sdélidos
o liquidos) y mezclas compostadas de materia animal y
vegetal aplicadas en grandes cantidades antes del trans-
plante incrementan las poblaciones de microorganismos
antagonistas supresores de Nematodos. La eficacia del
tratamiento y la aplicacién de enmienda estiércol de ga-
linaza han interactuado para favorecer el cultivo de Cap-
sicum annuum, alcanzando una produccion final de 37 tn/
ha. segun el manual de buenas practicas en el manejo
organico del cultivo de Sacha inchik (Incagro, 2009), se
afirma que la agricultura organica es importante porque
contribuye a reducir al minimo la contaminacion del am-
biente, evitando los fertilizantes y plaguicidas sintéticos lo
que propicia un ecosistema sostenible, alimentos seguros,
buena nutricion, bienestar animal y desarrollo rural.

Garcia (2008), afirma que la aplicacion de un control natu-
ral contra las plagas, tiene ventajas como: son menos téxi-
cos que los quimicos, por lo general son inocuos, pueden
ayudar a disminuir notablemente el uso de quimicos, dis-

minuyen la cantidad de residuos, son efectivos en peque-
fas cantidades, frecuentemente se descomponen rapido
y por lo general afectan solo a la plaga objetivo.

Los resultados observados en el presente estudio de-
muestran que el control por B. subtilis representa una
alternativa dentro de un sistema de manejo integrado de
fitoNematodos parasitos de plantas, coincidiendo con la
investigacién de Siddiqui Z. y col (2001) donde se reporta,
que; plantas tratadas con B. subtilis redujeron el agalla-
miento y multiplicacién del nematodo M. incdgnita, dando
como resultado crecimiento vegetal mejorado.

Se concluye que; B. subtilis tienen efecto supresor sobre
poblaciones de Meloidogyne spp en cultivo de Capsicum
annuum efectivo; reduce el agallamiento y multiplicacién
del nematodo a una tasa de reproduccién menor que 1. La
interaccion de estiércol de gallinaza con la cepa nativa de
B. subtilis, probablemente mejoro la eficiencia supresora
sobre Meloidogyne spp. La accidn supresora B. subtilis en
Meloidogyne spp, aportd a un incremento la produccion
de Capsicum annuum. La aplicacion de la cepa nativa de
B. subtilis, en cultivos de Capsicum annuum, es una efi-
caz alternativa, que se puede utilizar como parte de un
programa de control biolégico del nematodo del nudo Me-
loidogyne spp.
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