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RESUMEN GENERAL

En este trabajo se evalud el efecto de hongos micorrizicos arbusculares (HMA),
bacteridfagos, y su combinacién contra Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Xcv) en plantas de chile. En condiciones controladas, se realizO un ensayo de
patogenicidad para determinar la mejor técnica de inoculacion del patdgeno sobre
la planta, posteriormente se realizaron ensayos para generar una escala ordinal
cualitativa del dafio de la enfermedad, en diferentes condiciones ambientales. Se
evalud el potencial de crecimiento y bioproteccion contra enfermedades de hongos
micorrizicos en plantas de chile y finalmente se establecié un ensayo donde se
evalué la interaccién entre HMA, Xcv y bacteriéfago, en plantas de chile. Los
resultados del primer ensayo mostraron que, la dosis 1x10° UFC mL™ provocé
sintomas de enfermedad y que la solucién bacteriana preparada en fase de
crecimiento estacionaria y aplicado por aspersion al haz y envés de la hoja fue el
método mas eficiente para promover la infeccién de Xcv. De acuerdo a la variacion
sintomatica presentada por la mancha bacteriana en plantas de chile bajo
diferentes condiciones ambientales, se generaron dos escalas ordinales de
severidad de la enfermedad. La primera con seis niveles y la otra con cuatro
niveles. Asi mismo, se encontré que las plantas de chile inoculadas con el HMA
CAM, tuvieron un 41% de colonizacidén micorrizica y presentaron un mayor tamafo
de planta y nimero de 6rganos reproductivos respecto a las plantas sin HMA. La
micorrizaciéon con Rhizophagus intraradices (RI) aumenté el nUmero de hojas y
disminuyo la defoliacion provocada por la mancha bacteriana (Tukey, P<0.05). La
combinacion Ri+bacteriéfago mostré disminuir significativamente (Tukey, P<0.05)
la defoliacion de las plantas infectadas mientras que plantas micorrizadas con
CAM disminuyeron el area foliar enferma en relacion a las plantas sin tratamiento.
Por lo anterior se puede concluir que los bacteri6fagos combinados con
Rhizophagus intraradices potencialmente tienen efecto en promocién de
crecimiento y disminucion de dafio causado por Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria en plantas de chile “Chilaca” bajo condiciones de invernadero.

Palabras clave: patogenicidad, inoculacion, escala ordinal cualitativa del dafio, severidad,
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ABSTRACT

In this work, the effect of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), bacteriophages and
their combination against Xanthomona campestris pv. vesicatoria (Xcv) in pepper
plants. Under controlled conditions, a pathogenicity test was carried out to
determine the best technique to inoculate the pathogen in the plant, then an
ordinary qualitative pathogenicity test was carried out on the disease damage,
under different environmental conditions. The potential for growth and bioprotection
against mycorrhizal fungi diseases in pepper plants is evaluated and, finally, an
assay is provided where the interaction between AMF, Xcv and bacteriophages in
pepper plants is evaluated. The results of the first trial indicate that the dose of
1x10° UFC mL?! caused the symptoms of the disease and that the bacterial
solution prepared in the phase of bacterial growth stationary in the medium, and
applied by spraying to the ray and back, was the more efficient to promote Xcv
infection. According to the synthetic variation of the bacterial spot, in the plants of
the different environmental conditions, two damage scales were generated. The
first with six levels and the other with four levels of severity. Likewise, it has been
found that the pepper plants inoculated with the native mycorrhizal inoculum CAM,
had a 41% colonization of mycorrhizae and a larger plant size and several
reproductive organs with respect to the plants without AMF. The mycorrhization
with Rhizofagus intraradices the number of leaves, and decreases the defoliation
caused by the bacterial spot. The combination of the RI + bacteriophage
decreased the defoliation of the infected plants, and the mycorrhizal plants with
CAM had an effect in reducing the diseased area leaf in relation to the untreated
plants. Therefore, it can be concluded that bacteriophages combined with
Rhizophagus intraradices potentially have effect in promoting growth and reducing
damage caused by Xanthomonas campestris pv. vesicatoria in pepper plants
"Chilaca".

Index words: pathogenicity, inoculation, qualitative ordinal scale of damage, severity,
arbuscular mycorrhizal fungus.
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l. INTRODUCCION

El chile (Capsicum annum L.) es una hortaliza, utilizada en la elaboracion de
productos alimenticios, cosméticos y farmacéuticos. El fruto del chile es de gran
demanda en los mercados internacionales y de gran importancia econémica en los
paises productores. México es el segundo pais con mayor exportacién de chile
verde y el décimo segundo en chile seco. En el 2017 la produccion de chile fue de
3 296 875 Ton con un valor de $ 29 125 313.740 de pesos, lo que lo posiciona
como la segunda hortaliza con mayor importancia economica (SAGARPA, 2017).
Sin embargo, la produccién de chile se enfrenta a problemas fitosanitarios
importantes, que disminuye el rendimiento de la produccion y ocasionan pérdidas
econdmicas importantes. Tal es el caso de las enfermedades, principalmente las
causadas por hongos y bacterias. Entre éstas, destaca la mancha bacteriana
causada por la bacteria fitopatbgena Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Xcv), considerada de las mas devastadoras, puede causar 50% de pérdidas en el
rendimiento (Balogh et al., 2018). Esta enfermedad se manifiesta como pequefias
manchas cloroticas que cambian a color marron o necréticas, ataca todas las
partes vegetativas y provoca una defoliacion severa de la planta (Shultz y French,
2011; Hernandez, 2012). La mancha bacteriana tiene presencia en las principales
regiones productoras de chile de México (Catrrillo, 2001).

Para el control de esta enfermedad convencionalmente se utiliza el control quimico
con productos a base de cobre y antibiéticos como la estreptomicina,
kasugamicina (Hernandez, 2012). Sin embargo, el uso constante de estos
productos ocasionan resistencia al agente causal de la enfermedad (Carrillo et al.,
2001; Araujo et al., 2012), ademas de contaminacion al medio ambiente (suelo,
aire y agua), problemas a la salud humana, entre otros. Por lo anterior, se buscan
otras opciones de control que permitan un manejo integral de la enfermedad y
sean eficientes para prevenir y detener la propagacion de la mancha bacteriana.
Unas de las opciones viables que actualmente se estan promoviendo, es el control
biologico; este se basa en el uso de microorganismos para el control de plagas y

enfermedades. El uso de agentes biolégicos como bacterias, bacteriéfagos,
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hongos micorrizicos arbusculares (HMA), entre otros se han reportado como
herramientas eficaces para el control de enfermedades. Los bacteriéfagos son
virus especificos de bacterias capaces de fijarse a esta, reproducirse dentro de
ella y finalmente destruir la bacteria fitopatdogena (Gaviria, 2012; Quifiones et al.,
2014). Por otra parte, los HMA son microorganismos que establecen una simbiosis
mutualista con aproximadamente el 80% de las plantas vasculares. Mejoran el
estado nutricional de la planta, haciéndola mas tolerante a factores bidticos y
abioticos, ademas de inducir los mecanismos de defensa de la planta de manera
local y sistematica (Pozo et al., 2002: Galindo, 2008). A cambio la planta ofrece a
los HMA los carbohidratos necesarios para cumplir su ciclo de vida (Smith y Read,
2008).

Trabajos de investigacion muestran evidencia de la disminucion del dafio de la
mancha bacteriana utiizando estos dos microorganismos de manera
independiente (Balogh et al., 2002; Lépez et al., 2016; Galindo, 2008; Gonzales,
2012); sin embargo, hasta ahora no hay ninguna investigacién en la que se haya
estudiado la combinacién de estos dos microrganismos contra la enfermedad. Con
el proposito de desarrollar estrategias de manejo sustentables para reducir el dafio
de la mancha bacteriana en chile, en esta investigacion se estudié la combinacién
de bacteriofagos y HMA, sobre el control de Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria en plantas chile. Bajo condiciones de invernadero, se cultivaron plantas
de chile variedad “chilaca”, donde se evalud el efecto simple y combinado de la
inoculacién con cepas de HMA y un bacteriéfago contra la mancha bacteriana, se
encontrd que la micorrizacion de las plantas con HMA tuvieron un efecto positivo
en el crecimiento de las plantas. Las plantas micorrizadas con Rhizophagus
intraradices (RI) presentaron menor defoliacion en relacion a las plantas sin HMA,
el bacteri6fago por si solo no tuvo efecto en el control de la enfermedad. El
tratamiento de la combinacién Ri y bacteriéfagos disminuyeron la defoliacion de
las plantas enfermas en relacion a las plantas donde solo se aplicdé Xcv. Las
plantas del tratamiento inoculadas con el consorcio Las Campesinas (CAM),

presentaron menor area foliar dafiada en relacién al tratamiento sin tratar. Los

resultados de este trabajo son relevantes y con potencial en la busqueda de
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una estrategia sustentable para el control de la mancha bacteriana del

cultivo de chile.
1. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del cultivo de chile

El chile es una hortaliza de la familia de las solandceas del género Capsicum,
originario de Mesoamérica y México. De comportamiento anual o perenne, planta
monoica de raiz pivotante, semi-arbusto de forma variable con altura de 0.6 a 1.5
m. El fruto es una baya, con dos a cuatro I6bulos de forma globosa, rectangular,
conica o redonda, de tamafio variable al igual que su color; estas caracteristicas

dependen de la variedad, de las condiciones climaticas y del manejo (Cruz, 2005).

El cultivo de chile tiene gran importancia en todo el mundo, sus frutos se
consumen frescos, deshidratados o procesados (Aguilar et al.,, 2010). Los
principales paises productores de chile verde son: China con 17 821 238 Ton,
seguido por México con una produccion de 3 296 875 Ton y en tercer lugar
Turquia con 2 608 172 Ton, en tanto a produccion de chile seco son: India con una
produccién de 2 096 000, segundo puesto lo ocupa Tailandia con 349 615 vy el
tercer puesto China con 313 997 Ton, mientras que México ocupa el lugar décimo
segundo con 61 365 Ton (FAOSTAD, 2017).

En México, es utilizado en una gran variedad de platillos caracteristicos de la
cocina mexicana (Aguilar et al., 2010). Existen 64 variedades de chile distribuidas
en todo el territorio, siendo México el pais con mayor diversidad de esta especie
vegetal (Aguilar et al., 2010). El chile es la segunda hortaliza con mayor
importancia econdémica, Unicamente superada por el cultivo del jitomate (Solanum
lycopersicum). En el 2018, su produccion fue de 3 290 655.05 Ton lo que
representd un valor de produccion de $ 29 125 313 740 pesos. Los principales
estados productores de chile son; Chihuahua con 820 626.21 Ton, Sinaloa con
701 191.36, Zacatecas con 417 217.83 Ton, Michoacan ocupa el séptimo puesto

con una produccion de 119 215.83 Ton que representd un valor de produccion de
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1290 655 050 de pesos. En Michoacan los principales municipios en produccion
de chile son: Yurécuaro con 50 764 Ton, Tanhuato con 26 390 Ton y Zamora con
13 131 Ton (SAGARPA, 2019).

Quérendaro es un municipio cercano a la capital michoacana que se caracteriza
por su produccion de chile criollo variedad pasilla comunmente llamado “chilaca”,
con 115 ha destinadas a esta actividad. El rendimiento promedio en este municipio
es de 4.50 Ton hal, muy por debajo de la media nacional que es de 19.28 Ton ha"
1 (SAGARPA, 2019).

El sistema de produccion de chile se enfrenta a diversas probleméticas que limitan
su produccion como factores climaticos (lluvia, heladas, sequias, vientos), y
problemas fitosanitarios, principalmente las enfermedades provocadas por hongos
y bacterias, que frecuentemente atacan al cultivo afectando su rendimiento
(Guevara y Estrella, 2008). La mancha bacteriana causada por Xanthomonas es
considerada una de las mas limitante en la produccién debido a que ataca todas
las partes de la planta (cc, 2010; Lara, 2015) y en condiciones favorables produce

pérdidas de hasta el 50% de la produccion (Carrillo et al., 2001).
2.2 Mancha bacteriana del cultivo del chile

El agente causal de la mancha bacteriana fue aislado por primera vez en 1921. En
un principio se consideré como una unica especie de Xanthomonas (Doidge) Dye
la que provocaba la enfermedad, sin embargo, en estudios recientes basados en
la comparacion de secuencias nucleoétidicas se han identificado cuatro grupos de
Xanthomonas que afectan principalmente los cultivos de chile y jitomate
(Solanumlycopersicum): X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. perforantsy X. gardneri
(Jones et al., 2004).

Xanthomonas campestris (Xc) es una bacteria baciliforme, mévil, Gram negativa,
con un flagelo polar, aerobio estricto (Jones, 1998). Xc se caracteriza por la
produccién de xantano, un polisacarido que le da una pigmentacion amarilla y

consistencia mucoide (Stall, 1993).
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Las principales fuentes de in6culo son semillas contaminadas, trasplantes
infectados y malezas. La bacteria puede sobrevivir en el suelo en los residuos de
cosechas anteriores. Las condiciones favorables para el desarrollo de Ila
enfermedad son temperaturas de 25 a 30°C y humedad relativa >60% (Shultz y
French, 2011; Herndndez, 2012). La enfermedad se propaga con facilidad por la
diseminacion de las bacterias por accion de las labores culturales, viento, lluvia e
insectos (Garcia y Pérez, 2009; Ritchie, 2000).

De manera natural el ciclo de vida de Xanthomonas sp. se divide en tres etapas:
saprofita, epifitica y patogénica: en la etapa saprofita las bacterias se encuentran
en las semillas y/o en hospedantes externos (malezas, residuos de cosechas
anteriores, etc.) en un estado de metabolismo reducido (hipobidtico); durante la
etapa epifitica la bacteria se encuentra en la superficie de las hojas, se multiplica
lo suficiente para sobrevivir hasta que las condiciones sean favorables para el
desarrollo de la infecciébn y en la etapa patogénica la bacteria, al encontrar
condiciones favorables, penetra al interior de la planta a través de aberturas
naturales como estoma e hidatodos o por heridas. Una vez adentro comienza su
multiplicacion exponencialmente y los sintomas en la planta se manifiestan
(Galindo, 2008).

Los sintomas pueden aparecer en cualquier etapa fenoldgica del cultivo y se
presentan como manchas angulares en las hojas, tallos y frutos. Inicialmente se
observan manchas acuosas, a veces rodeadas por un halo clorético; las lesiones
se desarrollan rapidamente en tamafio y adquieren una coloracién café y
apariencia necrética. Las lesiones a menudo son mas numerosas en la punta y el
margen de la hoja debido a la acumulacion de humedad, provocando defoliacion,
muerte de flores, manchado del fruto y cuando el ataque es muy severo, la muerte
de la planta (Ritchie, 2000).

2.3 Control de la mancha bacteriana en el cultivo de chile

Convencionalmente el manejo de la enfermedad puede lograrse mediante la

integracion de practicas culturales y el control quimico.
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Las practicas culturales se centran principalmente en la prevencién de la
enfermedad. Estas practicas incluyen el uso de semillas certificadas, desinfeccion
de semillas, destruccion de restos de cosechas anteriores, rotacién de cultivos y
evitar exceso de humedad y encharcamientos (Kuchare, 1994; Quezado et al.,
2003).

Por otro lado, el control quimico se basa en la aplicacion de compuestos como: la
estreptomicina, kasugamicina y otros a base de cobre (Hernandez, 2012). Sin
embargo, su uso constante han ocasionado resistencia al agente causal de la
enfermedad, lo que hace costoso e ineficiente este control (Carrillo et al., 2001;
Araujo et al.,, 2012). En 1960 en Florida se tuvieron los primeros reportes de
resistencia de Xanthomonas spp. a la estreptomicina; mas tarde en 1982
nuevamente en Florida se informd la resistencia al cobre. Entre 1999 y 2001 se
reportd la resistencia a estos compuestos en América central y el Caribe (Araujo et
al., 2012). En el estado de Sinaloa una de las zonas mas importantes de
producciéon de chile y jitomate del pais, también se tienen identificadas
Xanthomonas spp. con resistencia al cobre y la estreptomicina (Carrillo et al.,
2001).

Ademas, la aplicacion de estos productos quimicos tiene efectos negativos sobre
el medio ambiente como la contaminacién de suelos y rios, la eliminacién de
microfauna benéfica para el desarrollo de las plantas. Ademas, la presencia de
residuos en los frutos puede provocar dafios a la salud de los consumidores. De
ahi la importancia de implementar medidas menos dafiinas para controlar la
enfermedad como el control biolégico, que es un control natural contra plagas y

enfermedades (Rodriguez y Arredondo, 2007).

2.4 Control biolégico de plagas y enfermedades

El control biolégico es un método natural para el control de plagas y enfermedades
en cual se utlizan enemigos naturales de los microrganismos fitopatégenos.
Representa una alternativa o complemento de otros métodos de control que

promueve la disminucion del uso de productos quimicos como insecticidas y
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plaguicidas, ademas de no favorecer la resistencia en los agentes patdgenos
(Badii, 2006). EIl control biologico tiene ventajas como el poco o nulo efecto nocivo
colateral; no contamina el ambiente, existen pocos casos de resistencia, control a
largo plazo y sobre todo, no deja residuos en los alimentos y no afecta la salud
humana (Rodriguez y Arredondo, 2007). En el caso de control bioldgico de la
mancha bacteriana del cultivo de solanéceas se recomienda el uso de
bacteri6fagos, que son virus especfficos de bacterias (Herndndez, 2012; Quifiones
et al, 2014), hongos micorrizicos arbusculares que mejoran estado nutricional de
la planta e inducen su sistema de defensa (Correén, 2008; Galindo, 2008),
bacterias como Bacillius sp (Monteiro et al., 2005), rizobacterias promotoras de
crecimiento (PGPR) inductoras del sistema de resistencia inducido en plantas
(RSI) (Liu et al., 1995; Obradovic et al., 2005).

2.5 Bacteriofagos

Son virus obligados y especificos de una célula bacteriana, es decir que necesitan
estar intracelularmente para reproducir su material genético, utilizan la maquinaria
bacteriana para replicarse y posteriormente lisar la célula para continuar con su
ciclo (Gomez y Vives, 2009). El genoma viral es constituido por ARN o ADN, el
material genético esta protegido por una “capside” que es una cubierta proteica
(Segundo et al., 2010). Los bacteriéfagos fueron descubiertos en 1915 por
Frederick W. Twort, quien reporté que una enzima bacteriana provocaba la lisis de
la bacteria. De manera independiente, en 1917 D’Herelle especuld que era un
virus bacteriano el que provocaba dicho fenbmeno, pero no se pudo comprobar
esta especulaciéon hasta tres décadas mas tarde. Sin embargo, fue a partir de este
concepto se comenzd el estudio de los bacteri6fagos como agente de control de
enfermedades bacterianas (Jones et al., 2007). D’Herelle en los siguientes afios,
continué con las investigaciones con bacteriofagos en pollos y humanos para el
control de la enfermedad disenteria, en 1922 Richard Brunoghe y Maisin
reportaron el control de infecciones por Bacillusanthracis y Staphylococus con el

tratamiento de bacteriéfagos (Nallelyt et al., 2010). En los siguientes 40 afios se
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reportaron mas de 800 articulos relacionados con los bacteriofagos (Jones et al.,
2007).

2.6Ciclo de vida de los bacteriofagos (fagos)

De acuerdo con Gomez y Vives (2009) y Segundo et al. (2010) hay dos tipos de
ciclos de vida de los fagos: el litico y el lisogénico. El ciclo lisogénico se diferencia
en que después de la penetracion del virus a la célula bacteriana, él acido nucleico
del fago se inserta en el cromosoma bacteriano y se replica como si fuera un gen
mas de la bacteria por una o varias generaciones sin mayores consecuencias
metabdlicas para las bacterias, pero después de un tiempo, finalmente rompe la

bacteria y se convierte en un ciclo litico (Fig. 1).
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Figura 1. Ciclo tipico de los bacteriéfagos liticos en una célula bacteriana.
(llustracién: Casta-Feletti, 2009).

El ciclo litico de vida de los fagos de acuerdo con Gomez y Vives (2009), se

describe a continuacion (Fig. 1):
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Fijacion. El ciclo comienza cuando el fago se fija a la célula especifica. Esto
sucede cuando el bacteriofago reconoce receptores (proteinas o carbohidratos)

especificos en la superficie bacteriana.

Inyeccion. Elvirus inyecta en la célula su material genético.

Eclipse. El virus activa la sintesis de sus propias proteinas y detiene la de las
proteinas bacterianas. Las proteinas virales sintetizadas estimulan la replicacion
del genoma viral y la transcripcion de los genes intermedios y tardios (genes que
se expresan a la mitad y al final del ciclo, respectivamente) mediante sucesivas
modificaciones de la polimerasa y el reconocimiento de los respectivos promotores
del fago. Las nucleasas codificadas por el virus digieren el cromosoma de la
bacteria hospedera para proveer los nucleétidos necesarios en la sintesis del

genoma del fago.

Ensamblaje. Se empaquetan los acidos nucleicos dentro de las capsides de los
bacteridéfagos recién formados. En los genes tardios se encuentran las proteinas
estructurales y de ensamblaje de los virus, ademas de enzimas que ayudan a

degradar la pared bacteriana.

Lisis. Se lisa la célula y se liberan los fagos que se fijaran en las células

bacterianas mas cercanas.

2.7 Bacteriofagos utilizados en enfermedades bacterianas en plantas

Silva (2012), utiliz6 bacteri6fagos VCSM13 solos y unidos a péptidos liticos contra
la enfermedad de Pierce (Xylella fastidiosa) en condiciones de invernadero, en dos
variedades de vid: Cabernet Sauvignon y Red Globe, las cuales se infectaron
artificialmente. Los bacteri6fagos que se aplicaron directamente al sistema
vascular mostraron actividad en contra de este patdgeno. Lara (2015), estudio in
vitro el control de la mancha negra (Pseudomonas syringae pv. tomato) en el
cultivo del tomate (Solanum lycopersicum) utilizO mezclas de bacteri6fagos que
controlaron y detuvieron la proliferacién bacteriana patogénica tanto en medios de

cultivo liquidos como medios sélidos. Mendoza (2015), aisl6 el agente fitopatogeno
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causante del tizon de halo (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola) en campos
donde se cultiva frijol y aislo bacteriofagos nativos capaces de lisar esta bacteria.
En total aislaron 12 bacteriéfagos y 18 cepas de Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola. In vitro encontrdé que cinco cepas fueron sensibles a los
bacteri6fagos que se aislaron. Lopez (2016), evalud el uso de bacteriéfagos liticos
especificos de Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria (Xav) para el control de la
mancha bacteriana en chile (Capsicum annuum L.), evalu6 en cepas de Xav
aisladas en Mascota, Jalisco, Yurécuaro Michoacan y Zacatecas, con
bacteri6fagos nativos. En invernadero se observo efecto sobre el control de la
mancha bacteriana cuando se aplicaron bacteriéfagos a plantas enfermas (24 h
después de la infeccion con Xav).

Los bacteriofagos son altamente especificos, solo eliminan la bacteria objetivo, por
lo que se puede acoplar con la aplicacion de otros agentes de control biolégico
(Balogh, 2005).

2.8 Consideraciones para el uso de bacteriofagos en el control biolégico de
enfermedades bacterianas en plantas de interés agricola

Para el éxito del uso de bacteri6fagos en plantas es necesario tener en cuenta que
los bacteriéfagos son especificos de cada bacteria, por lo que es importante una
buena seleccion del fago para combatir a la bacteria de interés (Abedon, 2012).
Otra limitante es que la bacteria puede generar resistencia ante el fago (Gavira,
2012; Abedon, 2012). Por otro lado, los fagos son sensibles a varios factores
ambientales, principalmente a exposicion a los rayos UV, temperaturas mayores a
28°C y desecacion (Iriarte, 2007). Balogh et al. (2003) realizaron un experimento
en invernadero en el que evaluaron diferentes formulaciones para bacteriéfagos a
partir de leche descremada, sacarosa y harina de maiz pregelatizada para
controlar Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en jitomate, encontraron que el
uso de formulaciones con fagos logré6 aumentar la longevidad de estos y resultd en
mayor eficacia en el control de enfermedades bacterianas. Iriarte et al. (2007),
también encontraron, que, al aplicar fagos en formulaciones con leche
descremada sobre hojas de jitomate expuestas a diferentes condiciones de
temperatura, rayos UV y humedad, los bacteriéfagos formulados tenian una mayor
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actividad litica a través del tiempo en la superficie de la hoja. Sin embargo, el uso
de estas formulaciones puede tener contradicciones por el contenido de
carbohidratos y nitrégeno, estos sirven como alimento para las bacterias y puede
atraer a otros patdogenos (Gasic, 2016). Otras técnicas de proteccion de los fagos
consisten en la encapsulacion del fago con alginato. Colom et al. (2017),
realizaron el primer experimento utilizando bacteriéfagos encapsulados con
alginato CaCOs; como terapia oral para pollos de engorde infectados con
Salmonela. La encapsulacion demostré proteger los bacteriofagos contra su
destruccion por el jugo géstrico. Cruz (2018) aplicé bacteriofagos encapsulados
con alginato de sodio en plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) contra el tizon del
halo (Pseudomonas syringae pv. phaseolicola) en condiciones de invernadero. El

encapsulado protegi6 al fago contra los factores ambientales.

2.9 Hongos micorrizicos arbusculares (HMA)

Los HMA, son microorganismos que forman una asociacion mutualista con las
raices de las plantas. El término “micorriza” viene del vocablo griego que significa:
myco: hongo y rhiza: raiz’, fue empleado por primera vez por el patdlogo forestal
A. B Frank en 1885 al observar estos microorganismos en la raiz de un gran arbol
(Smith y Read, 2008). Esta asociacion simbiodtica mutualista es compatible con el
80% de las familias de plantas vasculares (Ramirez y Rodriguez, 2010), el hongo
es un simbionte obligado que recibe de la planta carbohidratos para cumplir su
ciclo de vida, mientras la planta es un simbionte facultativo en el que no depende
del HMA para su desarrollo, pero se ve beneficiada por el hongo en la explotacion
eficaz de los recursos minerales del suelo principalmente de fésforo, ademas que
induce los mecanismos de defensa de la planta contra una serie de patdégenos,
mejora la microfauna del suelo (Camarena, 2012), regulan la actividad metabdlica
de la raiz e influyen en las propiedades fisicas y quimicas del suelo (Sarabia et al.,
2010). Los HMA reciben este nombre porque sus hifas penetran en las células
corticales donde se forman estructuras en forma de arbolitos (Jaramillo et al.,

2004), estas estructuras son el sitio de intercambio de fésforo, carbono, agua y
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otros nutrientes y estan conectadas por hifas extracelularmente que permiten una

mejor adsorcion de los nutrimentos del suelo (Ramirez, 2010).

2.9.1 Ciclo de los Hongos Micorrizicos Arbusculares

Las esporas de los HMA, son células reproductivas producidas asexualmente,
pueden permanecer en el suelo durante un largo periodo de tiempo hasta que las
condiciones sean favorables para su germinacion (Barrer, 2009). En muchas de
las especies de HMA, las esporas germinan sin necesidad de factores de la planta
y las hifas se ramifican en mdltiples direcciones para incrementar las posibilidades
de hallar un hospedante. En caso de no encontrarlo se limita su crecimiento en un
periodo de 20 a 30 dias; después de este periodo, pueden ocurrir varias
modificaciones en su morfologia como la retraccion del citoplasma de los &pices,
la produccion de septos y el desarrollo de ramas laterales, que indican la
terminacion del crecimiento de la hifa (Camarena, 2012). En caso contrario las
esporas reconocen las sefales de la planta hospedante. La planta emite las
sefales mediante los exudados. Los exudados contienen diferentes tipos de
compuesto y hormonas que favorecen al desarrollo de HMA, como el dioxido de
carbono (CO»), esencial para la germinacion de la espora y crecimiento de la hifa
(Balo et al., 2000). Una vez localizada la raiz de la planta hospedera se comienza
la formacién del apresorio, estructura por la cual las hifas penetran al interior de la

raiz.

La planta por su parte al reconocer al HMA activa su respuesta de defensa
mediante elicitores que conducen a una serie de cambios bioquimicos, sin
embargo, esta es débil, localizada y no impide la colonizacion del hongo (Ramirez
et al., 2010). Una vez que el HMA esta dentro de la planta, este produce enzimas
gue marcan el camino de la colonizacién de las hifas. Cuando las hifas llegan a las
células corticales se comienza la formacién del arblUsculo y en la planta se
comienza la activacion de genes que permiten una reorganizacién celular y el
intercambio de nutrientes (Ramirez et al., 2010; Camarena, 2012). Mientras tanto,

el micelio externo del HMA crece en busca de agua y nutrientes minerales. El ciclo
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del hongo finaliza después de la formacion de esporas en el micelio externo del

hongo (Requena et al., 2006).

2.9.2 Los HMA en la absorcion de nutrientes

En la asociacion formada entre planta-hongo, el hongo actia como un
complemento de la raiz de la planta. EIl HMA ayuda a la absorcion de nutrimentos
como fésforo (P), nitrdgeno (N), cobre (Cu), zinc (Zc) y potasio (K) (Requena et al.,
2006).

El fésforo es un elemento esencial para las plantas, forma parte estructural de los
acidos nucleicos, fosfolipidos, enzimas y coenzimas, sin embargo, es poco movil y
aungue se encuentre en altas cantidades en el suelo es poco disponible para las
plantas. Cuando las plantas carecen de fosforo, alteran varios aspectos de su
funcionamiento radical para mejorar su adquisicion: estimulan el crecimiento de
sus raices laterales y pelos absorbentes y permiten una mayor colonizacion de los
HMA. En la simbiosis de planta-HMA, el HMA puede secretar fosfatasas
extracelulares que hidrolizan el P inorganico para hacerlo asimilable para la planta.
También existe la presencia y activacién de trasportadores de P (Karandashov y
Bucher, 2005).

Una mejor nutricion de la planta se ve reflejada en un mayor desarrollo y
crecimiento, como se ha encontrado en varios estudios. Por ejemplo, Quifiones et
al. (2012), observaron un crecimiento 500% mayor en plantas de papaya (Carica
papaya L.) micorrizadas con especies de Glomus y con diferentes dosis de P, en
condiciones de invernadero. En chile (Capsicum annuum L.), Contreras et al.
(2013), encontraron mayor crecimiento (mayor diametro del tallo, area foliar, peso
seco de la parte aérea y peso seco de la raiz) en plantas micorrizadas con Glomus
coremioides, G. sinuosum, G. geosporum y Gigaspora sp. en relacion a plantas no
inoculadas. Reyes et al. (2016), en chile poblano en condiciones de invernadero
encontraron mayor crecimiento en plantas inoculas con un consorcio de HMA,

reflejandose en mayor altura, grosor de tallo y nimero de hojas.
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2.9.3 Los HMA como agentes de control biolégico

La asociacion micorrizica arbuscular ha demostrado conferir proteccion contra
patdégenos tanto en la raiz como la parte aérea de la planta (Pozo et al., 2002; Liu
et al., 2007; Tena et al., 2016; Trinidad et al., 2017).

De forma directa los HMA son capaces de competir con fitopatdgenos por espacio
y nutrientes dentro de la raiz y la micorrizésfera (Trotta et al., 1996). Los exudados
producto de la simbiosis (HMA-planta) permiten el establecimiento de
microorganismos antagonicos a fitopatogenos (Azcén et al., 1997). De manera
indirecta, la simbiosis mejora el estado nutricional de la planta, lo que le permite
mayor tolerancia a diferentes factores de estrés biotico y abidtico. También, Los
HMA pueden inducir mecanismos de defensa de la planta (RSIy RSA). Desde el
momento de la colonizacion se activan las rutas metabdlicas donde estan
involucradas fitohormonas como el acido jasménico y el etileno que conllevan a la
sintesis de sustancias toxicas para los fitopatégenos, como fitoalexinas y proteinas

relacionadas con la patogénesis (Madriz, 2002).

Liu et al. (2007), observaron un incremento en la resistencia de plantas de
Medicago truncatula micorrizadas con inéculos de Gigaspora gigantea y Glomus
versiforme frente a Xanthomona campestris pv. alfalfae. En primera instancia la
respuesta fue localizada, posteriormente sistematicamente. En invernadero,
Galindo (2008), reportd efecto bioprotector de HMA ante Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria. Mostré que las plantas micorrizadas reducen el nimero de las
lesiones causados por la mancha bacteriana. Reyes et al. (2016), evalu6 el efecto
de promocion de crecimiento y bioproteccién contra la marchitez (Phytophthora
capsici L.) en chile serrano y chile poblano. Evalu6 siete in6culos de HMA, con los
que encontrdé un incremento en el crecimiento en las dos variedades de chile,
ademas de una reduccion de la severidad de la marchitez. Por su parte Trinidad et
al. (2017), evaluaron en invernadero tres consorcios de HMA nativos y un inoculo
comercial en la promocion de crecimiento y potencial de biocontrol ante Fusarium
oxysporum en plantas de agave mezcalero (Agave cupreata), reportd un

incremento significativo en el crecimiento de las plantas inoculadas con HMA
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respecto al testigo (sin HMA), en lo referente al biocontrol uno de los consorcios
nativos y el inoculo comercial mostraron un efecto en la disminucion de la
severidad de la enfermedad.

Pérez (2010), en un trabajo en invernadero aplic6 HMA contra patdgenos en
jitomate: la cepa de G. hoi-like fue eficaz contra Alternaria solani y Oidio
psistaurica, y Phytophthora infestans, reduciendo la severidad de los dafios

provocados por estos patdégenos.
2.10 Mecanismos de defensa de las plantas

La planta expresa varios mecanismos de defensa, los cuales pueden ser inducidos
por organismos patdgenos 0 por organismos no patdégenos que interactdan con las
plantas (Gianinazzi, 2004).

En respuesta al atagque de patdgenos, la planta genera sefiales adaptativas
produciendo compuestos que reducen o inhiben el ataque o el rendimiento de sus
enemigos. Las respuestas se producen tanto en el 6rgano de la planta atacada
originalmente y en partes distantes (Garcia y Pérez, 2003).

Se conocen dos mecanismos de defensa; resistencia sistémica adquirida (RSA) y
resistencia sistémica inducida (RSI), cuyos mecanismos de accién estan regidos

por el acido salicilico, etileno y jasmonatos (Gary et al., 2004).

2.10.1 Resistencia sistémica inducida

La RSI se manifiesta como respuesta a la colonizacion del sistema radicular
principalmente por rizobacterias de las plantas para promover el crecimiento y la
proteccion contra patdgenos. Esta respuesta es un estado fisiolégico de la
capacidad defensiva de la planta mejorada por estimulos ambientales contra una
amplia gama de patdgenos y parasitos (Gary et al.,, 2004). Se caracteriza por la
acumulacién de etileno y jasmonatos que promueven la sintesis proteinas y
metabolitos secundarios que ayudan a la planta a protegerse de patdogenos
(Ramirez y Rodriguez, 2012).

La resistencia sistémica inducida puede traducirse para varias respuestas, tales

como un estallido oxidativo que conduce a la muerte celular e impide al invasor el
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acceso a nutrientes y agua, o cambios en la composiciéon de la pared celular que
pueden inhibir la penetracion por el patdgeno. Estas respuestas pueden

extenderse atodas las partes de la planta (Heil y Bostock, 2002).

2.10.2 Resistencia sisteméatica adquirida

La RSA se caracteriza por la activacion de mecanismos de defensa en respuesta
a los patégenos que se origina en el punto de infeccidn e involucra una repuesta
de hipersensibilidad. Esto ocurre cuando existe un reconocimiento gen a gen del
patosistema planta-patégeno: a partir de este momento se inicia la respuesta de la
planta con el aumento en la expresion de genes relacionados con la defensa de
planta. Esta expresion de genes esta regulada principalmente por acido salicilico
(Diaz, 2013).

Como primera respuesta de defensa estdn las barreras fisicas como el
engrosamiento de la pared celular mediante la produccion de lignina o la
formacién de callo. Posteriormente se sintetizan fitoalexinas relacionadas al

patdgeno y la muerte de las células cercanas al patégeno (Schneider etal., 1996).
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M. JUSTIFICACION

Existe evidencia a nivel in vitro y en invernadero donde se muestra el potencial
biolégico tanto de cepas de HMA como de bacteri6fagos en el control de
enfermedades en plantas. Sin embargo, hasta la fecha no existen trabajos donde
evalien el efecto combinado de ambos microorganismos sobre el control de
enfermedades bacterianas; por lo que en esta investigacion se plante6 evaluar el
efecto de hongos micorrizicos arbusculares, bacteri6fagos y su combinacion ante
el dafio causado por Xanthomonas campetris pv. vesicatoria en plantas de chile

“Chilaca” en condiciones de invernadero.
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V. HIPOTESIS

La combinacién de hongos micorrizicos arbusculares y bacteriéfagos reducira al
dafio ocasionado por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, en plantas de chile

y ademas se promovera el crecimiento y desarrollo de la planta.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de hongos micorrizicos arbusculares, bacteri6fagos y su
combinacion ante el dafio causado por Xanthomonas campetris pv. vesicatoria en

plantas de chile “chilaca” en invernadero.

5.2 Objetivos especificos

e Comparar el crecimiento y desarrollo de las plantas de chile con diferentes
indculos de hongos micorrizicos arbusculares y sin el uso de estos.

e Evaluar el efecto bioprotector de HMA en el control de Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria en plantas de chile.

e Evaluar el efecto del bacteriéfago en el control de Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria en plantas de chile.

e Evaluar la interaccion de HMA- bacteri6fagos- planta en el control de la

mancha bacteriana en plantas de chile.
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V1. RESULTADOS

6.1 Pruebas de patogenicidad de la cepa BV801 de Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria en plantas de chile “Chilaca”

6.1.1 Resumen

Con el objetivo de determinar el método mas eficiente para la inoculacién
de la bacteria Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en plantas de chile
variedad chilaca, se realizd un experimento en condiciones controladas
(temperatura 25°C, humedad ambiental 90% y un fotoperiodo de 16/8 horas
luz/oscuridad), donde se evaluaron cinco técnicas diferentes: aspersion has,
aspersion envés, aspersion haz-envés, herida y microabrasion, dos fases de
crecimiento de la bacteria: estacionario y logaritmica a una concentracion de
1X10° UFC mL%, sobre el desarrollo de la enfermedad. Una vez manifestados los
sintomas se verificd la presencia de la bacteriana en tejidos enfermos mediante
los postulados de Koch, se realiz6 una comparacion morfolégica y posteriormente
una comparacion molecular mediante PCR. A los 21 dias después de la
inoculacion se evalué la defoliacion de las plantas y las hojas que presentaron
manchas. Se encontré que las técnicas de aspersion haz-envés resulté ser la mas
eficiente Tukey (P<0.05), para la infeccion de la enfermedad. Se corrobor6 tanto
morfolégicamente como molecularmente la presencia de la cepa BV801 de X.
campestris pv. vesicatoria en tejidos enfermos. Respecto a las fases de
crecimiento bacteriano evaluadas no hubo efecto en la efectividad de inoculacion.
De acuerdo a los resultados obtenidos, el método mas efectivo para enfermar a
las plantas de chile fue la inoculacion aspersion haz- envés en una fase de

crecimiento estacionario de la bacteria.
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6.1.2 Introduccién

La mancha bacteriana causada por la bacteria Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xcv), afecta el rendimiento del cultivo del chile y la calidad de los
frutos. La mancha bacteriana es una enfermedad que afecta tallos, peciolos, hojas
y frutos de la planta de chile; se caracteriza por la aparicion de pequefias manchas
color amarillo que con el progreso de la enfermedad se tornan color marrén o
negro y provoca defoliacion severa de la planta (Shultz y French, 2011;
Hernandez, 2012).

Las condiciones idoneas para la proliferacion de Xcv son temperaturas altas de 25
a 30°C y ambientes humedos con humedad relativa >60%. La bacteria penetra en
la planta a través de aberturas naturales (estomas, hidatodos, etc.) y/o heridas

provocadas en el tejido vegetal (Carrillo etal., 2001).

Para llevar a cabo experimentos del control de cualquier enfermedad es de vital
importancia realizar pruebas preliminares para la seleccion del método mas
eficiente para realizar la inoculacién del patdgeno. Para la inoculacion de Xcv se
han utilizado diferentes técnicas como lo son: infiltracion, aspersion o heridas
(Galindo, 2008; Lopez, 2016). También es importante considerar que la eficiencia
de la inoculacion depende de factores de la planta (variedad, etapa fenoldgica,
nutricion y manejo después de la inoculacion) y del patégeno (concentracion y
edad del in6culo) (Cruz et al., 2001). Por lo que se realiz6 un ensayo de
patogenicidad el cual tuvo como objetivo determinar el método de infeccion mas
eficiente para enfermar las plantas de chile “Chilaca”, asi como determinar la fase
de crecimiento de la bacteria (fase exponencial o logaritmica) en el medio nutritivo

del que se tomod para ajustar la concentracion de la solucion a inocular.
6.1.3 Metodologia

Condiciones ambientales

La prueba de patogenicidad se realizo en condiciones controladas en camara de

incubacion en el laboratorio de Fitopatologia de la Unidad de Biotecnologia
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Vegetal del CIATEJ con condiciones controladas de temperatura a 25°C, humedad

ambiental alta (90%) y un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad.
Material bioloégico

Se utilizaron semillas criollas de chile variedad pasilla, originarias del municipio de
Queréndaro, Michoacan, cosecha 2016.

La cepa Xanthomonas campestris pv. vesicatoria utilizada fue BV801 aislada en el
2015 en Mascota, Jalisco (Lopez, 2016) y proporcionada por el Laboratorio de
Fitopatologia del CIATEJ. Su cultivo se realizd en medio nutritivo de extracto de

levadura-agar-peptona-glicerol (NYGA) (Anexo 1).

Germinacion de las semillas de chile

Las semillas de chile “chilaca”, se lavaron con agua destilada para quitar
impurezas y se desinfestaron con etanol al 3% en agitacion por tres minutos,
posteriormente en hipoclorito de sodio al 3% y se enjuagaron con agua destilada y

se dejaron secar a temperatura ambiente.

Las semillas se sembraron en charolas plasticas con sustrato suelo, arena y
agrolita (6:3:1 vi/v) previamente esterilizado en autoclave (120°C, 1.05 kg cm™, 6
h). Las charolas se dejaron en invernadero, se regaron con agua corriente cada

tercer dia para mantener la humedad a capacidad de campo.
Trasplante de plantulas de chile

El trasplante de las plantulas se efectu6 37 dias después de la siembra, se realizd
a bolsas plasticas de polietileno negras con 1.7 kg de sustrato. El sustrato que se
utilizé consistié en una mezcla de suelo, arena y perlita en una proporcién (6:3:1
vlv). Esta mezcla de sustrato fue esterilizada en autoclave a 120°C por 6 horas a

una presion de 1.05 kg cm™.

Preparacion del in6culo de la cepa BV801 de Xcv

Se inoculé la cepa BV801 de Xcv en medio liquido NYG (Anexo 3), se dej6 en

agitacion una noche para su crecimiento. Al dia siguiente, se tomaron lecturas de
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la concentracion bacteriana en un espectrofotbmetro. Para obtener el inéculo en
fase de crecimiento estacionaria, se tomoé una alicuota y se diluyd para ajustar su
concentracion a 1X10° unidades formadoras de colonias (UFC) por mL (UFC mL™)
en un volumen final 20 mL. Para obtener el inoculo de bacteria en fase de
crecimiento exponencial, se prepard otro matraz con 500 PL del cultivo de la
bacteria en fase estacionaria en 20 mL de medio NYG. Después de 6 horas, se
tomé una alicuota que se ajustd a la misma concentracién (1X10° UFC mL™Y). Se
realizo el lavado de las dos soluciones/indculo de bacteria para eliminar
impurezas; dos veces con agua estéril y se centrifugd de 15 min a 13000
repeticiones por minuto (rpm) y se dejaron suspendidas en 20 mL de buffer de

fosfatos (Anexo 4).

Disefio experimental

Como factores se evaluaron cinco técnicas diferentes de inoculacion y tomando el
medio con crecimiento en dos fases de crecimiento (estacionaria y logaritmica)

(Cuadro 1). La solucién se ajusté a una concentracion de 1X10° UFC mL™.

Cuadro 1. Disefio de tratamientos evaluado la eficiencia de diferentes técnicas de
inoculacion y la fase de crecimiento bacteriano en el medio de Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria, en plantas de chile “Chilaca”.

Factor fase de Factor técnica

o . ., Tratamiento Clave
crecimiento de inoculacién
Fase Aspersion por haz 1 Est.1
estacionaria
Aspersion por 2 Est.2
envés
Aspersién por haz 3 Est.3
y envés
Heridas 4 Est.4
Microabrasién 5 Est.5
con carburo de
silice
Fase Aspersién por haz 6 Exp.1
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exponencial Aspersion por 7 Exp.2
enves

Aspersién por haz 8 Exp.3
y envés

Heridas 9 Exp.4

Microabrasion 10 Exp.5
con carburo de
silice

Se repiti6 tres veces cada tratamiento, para un total de 30 unidades
experimentales. La unidad experimental fue una planta de 62 dias de crecimiento

en una bolsa de polietileno color negra, con 1.7 kg de sustrato.
Inoculacién de la cepa BV801 de Xcv en plantas de chile “Chilaca”

La inoculacién se realiz6 en la tercera hoja de las plantas, contando de arriba
hacia abajo, a los 37 dias después del trasplante. La inoculacion por aspersion se
realiz6 con un atomizador previamente calibrado y se aplic6 1 mL de la solucién
bacteriana para las técnicas por aspersion de un solo lado de la hoja (haz o envés)
y 2 mL en aspersion haz-envés (Fig. 2). La técnica de micro-abrasion se realizd
con carburo de silice; en una espatula se le colocé en la punta cinta adhesiva y se
metié al carburo de silice, con el carburo adherido se raspé la hoja de la planta
para provocar pequefias heridas. La técnica por herida, fue hecha con un bisturi,

haciendo un corte de 1 cm en la cuticula de la hoja. En ambas técnicas se les

aplicé con micro-pipeta 50 L de la solucidn bacteriana.

Las plantas inoculadas fueron colocadas en cajas plasticas, en el fondo de las
cuales se colocd papel absorbente humedecido con agua destilada estéril para
mantener una humedad elevada y favorecer la inoculacion. Las cajas se colocaron
en un cuarto de crecimiento a temperatura constante de 25°C y fotoperiodo de
16/8 horas (luz/oscuridad).
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Figura 2. Detalle de la inoculacion de la cepa BV801 de Xcv por la técnica de

aspersion: (a) aspersion por el enves; (b) aspersion por el haz).

Una vez que los sintomas se manifestaron, se verificO que estos fueran efecto de
la cepa BV801 de Xcv, para lo cual se siguieron los criterios de Robert Koch: La
bacteria debe aislarse en cultivo puro siempre de individuos enfermos y nunca de
sanos, si la bacteria se inocula a otro individuo debe reproducirse la enfermedad y
la bacteria debe aislarse nuevamente en cultivo puro para su comparacion con la

bacteria inicialmente inoculada.

Los aislamientos se tomaron de cinco hojas que presentaron sintomas de la
enfermedad. Las hojas se maceraron en morteros estériles, el macerado se
sembr6 en medio nutritivo NYGA, se dej6 crecer dos dias. El crecimiento
bacteriano de los aislados se observd y comparé con las -caracteristicas

morfologicas de la cepa BV801 control.

Comprobacion de los Postulados de Koch mediante técnicas moleculares

Para corroborar la identidad de la cepa BV801 de Xcv de los aislados
recuperados, se realizd la ampliacion del fragmento intergénicoribosomall6S-23S
(ITS) utilizando los oligonucleétidos G1 (GAAGTCGTAACAAGG) vy L1
(CAAGGCATCCACCGT). Este fragmento es caracteristico de bacterias y tiene
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variabilidad en su longitud de acuerdo con el género y especie de la bacteria
(Jensen et al., 1993).

A partir de 1 mL en medio nutritivo de los aislados de las plantas de chile enfermas
y de la cepa BV801 (inoculo inicial) se llevo a cabo la extraccion de ADN con el kit
de extraccion promega (Anexo 11) y posteriormente se amplificé el fragmento ITS
por la técnica molecular de reaccion en cadena de polimerasa (PCR). El resultado
de la PCR se corri6 en gel de agarosa 0.8 por electroforesis y se visualizd

mediante bromuro de etidio (BrEt) y luz UV en una camara fotografica.

Variables de respuesta evaluadas y analisis estadisticos

Se evalué la presencia o ausencia de la enfermedad, nimero de hojas con
manchas, defoliacion de la planta. Estas variables se avaluaron 21 dias después
de la inoculacion de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. Para seleccionar el
método de infeccion mas eficiente para infectar a las plantas, se realiz6 un analisis
estadistico ANOVA (95% de confianza) y la comparacion de medias Tukey de las
variables porcentaje de defoliacion y porcentaje de las hojas que presentaron

sintomas provocados por la cepa BV801 de Xcv. Previo al andlisis, los datos

.z 1 . .
fueron transformados con la funcion \/n+5 para cumplir con la normalidad y
homogeneidad de varianzas.

6.1.4 Resultados

Sintomatologia de la mancha bacteriana en plantas de chile “Chilaca”

Las plantas inoculadas por las técnicas por aspersion presentaron los siguientes
sintomas: a los 7 dias después de la infeccion (ddi) (Fig. 3), en la parte apical, se
observo a las hojas traslicidas, producto de la maceracién interna, lo que reflejaba
que la parte interna de la hoja estaba desecha. En los dias siguientes este
sintoma se presentd en hojas maduras y también aparecieron manchas cloréticas.
Para los dias 9 y 10 ddi casi todas las hojas presentaban sintomas de la
enfermedad. Las hojas mas jovenes, se necrosaron, hojas con manchas amarillas

y defoliacion en general. En dias siguientes las manchas tomaron una coloraciéon
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marron y se presentd necrosis, para el dia 13 algunas plantas presentaban un

80% de defoliacion.

Figura 3. Desarrollo de la mancha bacteriana (Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria) en chile chilaca a través del tiempo. Los recuadros sefialan el dia
después de la inoculacién en el que present6 el sintoma.

Por otra parte, las plantas inoculadas por las técnicas de herida y microabrasion
presentaron solo los primeros sintomas (parte apical de las hojas traslucidas) al

dia 11 y no se desarrollé6 mas la enfermedad (Fig. 4).

Figura 4. Aspecto de planta inoculada con la técnica de microabrasion 21 dias
después de la infeccién. La flecha indica la hoja en la que se realiz6 la inoculacién.

En este trabajo se observaron sintomas de la maceracion interna y enrollamiento

de las hojas de la parte apical de la planta, que es un sintoma que no se ha
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reportado en trabajos previos sobre la mancha bacteriana en plantas de chile
(Galindo, 2008; Shultz y French, 2011; Hernandez, 2012; Lopez, 2016). Vidaver et
al. (2004), mencionan que los sintomas de una enfermedad bacteriana pueden
variar por diversos factores, entre los que se encuentra la humedad. La humedad
en este ensayo se mantuvo cercana al 100% de manera constante, de manera
natural es dificil mantenerla por largos periodos de tiempo. Solo hay una mencion
que durante periodos de abundante humedad (lluvias fuertes, neblina o rocio), los
sintomas de la mancha bacteriana las hojas tendran una apariencia marchita en
vez de las tipicas manchas en las hojas (Seminis, 2018).

Andlisis estadistico de las variables respuesta

De acuerdo al andlisis de varianza (Cuadro 2) la fase de crecimiento de la bacteria
no tuvo efecto significativo, sobre el nimero de hojas con manchas ni sobre el
grado de defoliacion. La técnica de inoculacion utilizada tuvo efecto significativo
sobre la defoliacion de la planta y en la proporcién de hojas con manchas
(P<0.05), Por ultimo, la variable hojas con dafio, mostré una interaccion entre la
técnica utilizada para la inoculacion y la fase de crecimiento utilizada para la

preparacion de la solucion aplicada.
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Cuadro 2. Efecto de la técnica de inoculacion, la fase de crecimiento de la cepa
BV801 y su interaccion en defoliacién y hojas con manchas”, a los 21 dias

después de la inoculacion con la cepa BV801 de Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria.

Factor Defoliacion Hojas con manchas
Técnica de inoculacion (%) (%)
Aspersién haz 50.97+5.00b 24.48+5.88 a
Aspersiéon envés 50.73+5.26b 33.155+5.20 a
Aspersion haz-envés 70.05%5.34a 28.281745.59 a
Herida 0.0+0.0c 32.6+2.601 a
Microabrasion 0.0+0.0c 26.85%6.24 a

Fase de crecimiento

Fase estacionaria 33.56+8.27 a 26.7527+3.78 a
Fase exponencial 35.13+7.905 a 31.396+2.521 a
Interaccioén técnica/fase P= 0.0954 P= 0.046

De acuerdo a la comparacion de medias la técnica de inoculacion aspersion haz-
envés fue la mas eficiente para la infeccion de las plantas con Xcv de acuerdo a la
defoliacion provocada en la planta. Las técnicas que resultaron menos eficientes
para infectar fueron la herida y la microabrasion, que no provocaron defoliacion en

las plantas inoculadas (Fig. 5).

De la técnica aspersion haz-envés en fase de crecimiento estacionaria fue el
tratamiento que presentd mayor defoliacion. En la practica, de acuerdo al tiempo y
proceso que implica la preparaciéon del inoculo, es mas facil preparar el inoculo a
partir de medio con bacterias en fase estacionaria.
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Figura 5. Efecto del método de inoculacion de la cepa BV801 de Xcv, en
defoliacion y nimero de hojas que presentaron dafio de la mancha bacteriana, en
plantas de chile “chilaca” en condiciones controladas con temperatura a 25°C y
humedad relativa del 90%. Fase bacteriana: estacionaria (Est); exponencial (Exp),
Técnica de inoculacion; (1) aspersion haz, (2) envés, (3) haz-envés; (4)
microheridas y (5) herida. Las barras en rectangulos indican el error estandar.
Letras distintas por columna indican diferencias significativas segun Tukey
(P<0.05).

La técnica de inoculacion por aspersion ha sido empleada con éxito para inocular
Xanthomonas sp. (Balogh et al., 2003; 2018), Jones at al. (2007) en plantas de
tomate (Solanum lycopersicum), Pernezny y Collins (1997), Lopez (2016) y Gasic
et al. (2018), en plantas de chile. Esta técnica de inoculacion permite la entrada de
la bacteria a la planta por estomas e hidatodos aberturas naturales de las plantas,
por lo que la bacteria entra a la planta sin provocar otras alteraciones en el
sistema de la planta. Caso contrario pasa al provocar heridas en la epidermis de la

hoja, lo que induce la transcripcion de genes relacionados con la reparacion
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celular (Zavala, 2010), dicho proceso podria inhibir o afectar la propagacion de
Xcv en tejidos de la plantas y por lo tanto se explica la ineficiencia de las técnicas
de inoculacion por herida y microabrasion. Galindo y Gonzales (2008; 2012)
utilizan la técnica por heridas para infectar plantas de tomate con Xcv: para lograr
la inoculacion hacen raspado en haz- envés de cada foliolo y las sumergen en la
suspension bacteriana. Esta técnica, provoca estrés en la planta (lo que puede
inhibir la propagacion de Xcv), ademas de no haber sido exitosa en nuestro

experimento, es mas compleja de implementar de implementar.

Comprobacion de los postulados de Koch

De los cinco aislados cuatro presentaron la consistencia mucoide y una coloracién

amarilla caracteristicos de la cepa BV801 de Xcv (Fig 6).

Figura 6. Caracteristicas morfolégicas de las cepas recuperadas de tejidos
enfermos de diferentes tratamientos y la cepa BV801 de Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (BV801); Tratamiento de aspersion has-envés en fase de

crecimiento estacionaria (Est. 3).

Comprobacion de los postulados de Koch moleculares

En la fig. 7, se muestra la visualizacion de la ampliacion del fragmento intergénico

ribosomal 16S-23S (ITS) de la cepa BV801 y las cepas recuperadas de tejidos
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enfermos de diferentes tratamientos (exp.3, est. 3, exp.2 y est.1). De acuerdo al
marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder (Invitrogen) se observa que la
longitud de los fragmentos amplificados se encuentra entre las 500 y 600 pares de
bases (pb), lo cual se encuentra dentro del rango tipico de especies de
Xanthomonas (Lépez et al., 2016). Por lo que se considera que las cepas aisladas
de tejidos enfermos corresponden a la cepa BV801 de Xanthomonas campestris

pv. vesicatoria que se inoculd.

BPM Exp.3 Est.3 Exp.2 Est.1

Figura 7. Comparacion molecular de la longitud del fragmento intergénico
ribosomal 16S-23S (ITS) amplificado de la cepa BV801 de Xcv y las bacterias
aisladas de tejidos enfermos. Marcador molecular 1 Kb DNA ladder (Invitrogen)
(BMP), BV.801 cepa BV801, técnica de aspersion haz- envés en fase bacteriana
exponencial (Exp.3), técnica de aspersion haz- envés en fase bacteriana
estacionaria (Est.3), técnica de aspersion envés en fase de crecimiento
exponencial (exp.2), técnica de aspersion haz en fase de crecimiento estacionaria
(est.1).
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6.1.5 Conclusiones

La técnica de aspersion haz-envés fue la mas eficiente para la inoculacion de Xcv
en plantas de chile Chilaca para provocar los sintomas tipicos de la mancha
bacteriana. Y la eficiencia de la inoculacion no se vio afectada por la fase de

crecimiento bacteriano del que se tomo para preparar el indculo.

Se observaron sintomas de la mancha bacteriana en plantas de chile “chilaca” que
anteriormente no han sido reportados en plantas de chile. De las plantas que
presentaron los sintomas se tomaron muestras y se corroboré que la
manifestacion de la enfermedad fue consecuencia de la inoculacion de la cepa
BV801 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria mediante comparacion

morfolégica y molecular de las cepas aisladas y la cepa control BV801.
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6.2 Generacién de una escala para cuantificar el dafio de la mancha
bacteriana en chile “chilaca”

6.2.1 Resumen

Con la finalidad de evaluar el dafio ocasionado por la bacteria patdégena
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv), en plantas de chile, se realiz6 un
ensayo para generar una escala cualitativa ordinal de dafio. Para esto, plantas de
chile ancho variedad San Luis y plantas de chile criollo chilaca con 60 dias de
crecimiento, se inocularon con una suspension de 1.8 mL de Xcv a una
concentracion de 1x10” UFC. Después de infectadas las plantas fueron colocadas
en diferentes condiciones de temperatura y humedad para favorecer la infeccion.
Se evalubé el tiempo en que manifestaron los sintomas y el desarrollo de la
enfermedad. Se tomaron muestras de tejidos enfermos para la comprobacion de
los postulados de Koch. Se encontré que todas las plantas infectadas presentaron
sintomas de la enfermedad, el tiempo de aparicidén de sintomas varié de acuerdo a
las condiciones de temperatura y humedad, las dos variedades presentaron
sintomas similares. Las manchas en las hojas se presentaron de diferentes
tamafo y aspecto en las diferentes condiciones a las que fueron sometidas. La
comparacion morfolégica de las cepas aisladas corroboro la presencia la bacteria
en tejidos enfermos de la planta. Finalmente se generaron dos escalas cualitativas
de dafio, la primera elaborada en condiciones de temperaturas de 25 a 30 °C y
una humedad relativa del 90% con seis niveles y la segunda con cuatro niveles

con temperaturas de 17.6 a 47.9°C y una humedad relativa de 34 a 90%.
6.2.2 Introduccion

La principal razdén para medir las enfermedades en plantas es la de obtener datos
de la presencia y desarrollo de este tipo de problemas fitosanitarios, es una forma
de medir la intensidad y prevalencia de una enfermedad (Salazar, 2014). Se
requieren métodos estandarizados de cuantificacion visual de los dafos
ocasionados por la enfermedad, que provea de resultados facilmente
reproducibles entre investigadores o instituciones, esto con la finalidad de facilitar

la realizacibn de estudios de invetigacion que permitan evaluar posibles
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estrategias de manejo de las enfermadades (Ramos et al., 2015). Al igual que con
la mayoria de las enfermedades de las manchas foliares, la severidad de la
mancha bacteriana se puede cuantificar contando el ndmero de lesiones o
manchas por hoja, o defoliacion (Bardsley y Ngugi, 2012). Sin embargo, las
lesiones de las mancha bacteriana a menudo se unen, presentan diferentes
tamafios y su coloracion va de marrén, grisaceas 0 negras, las hojas pueden
presentar clorosis, se pueden presentar lesiones angulares en la punta de la hoja,
costilla media, y / o a lo largo del margen de la hoja y la defoliacion puede o no
estar presentes (Ritchie, 1995; Galindo 2008), lo que dificulta el recuento de
lesiones y es propenso a errores durante la estimacion visual, lo que complica la
estimacion de la gravedad de la enfermedad. La variacion en la expresion de la
mancha bacteriana va a depender del cultivar, del patdogeno y las condiciones
ambientales (Vidaver, 2004). En el caso de la mancha bacteriana en chile no hay
documentada una escala de dafios de la virulencia de la bacteria. Por lo que se
llevaron a cabos experimentos con la finalidad de elabora una escala de dafio
cualitativa de la mancha bacteriana en chile en diferentes condiciones de
humedad y temperatura con en el objetivo de estandarizar una escala de dafio de

la enfermedad en plantas de chile para proximos estudios.

6. 2. 3 Metodologia

El primer ensayo se realizO en condiciones controladas de temperatura a 25°C,
humedad ambiental alta (90%) y un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad en

camara de incubacion de la Unidad de Biotecnologia Vegetal del CIATEJ.

El segundo ensayo se llevo a cabo en el Intituto de Investigaciones Agropecuarias
y Forestales (IIAF) de la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
(19°42’ longitud norte, 101°09°03.13 latitud oeste, 1941 msnm). Este ensayo se
desarrolld en los meses de junio y julio, bajo cuatro condiciones de temperaura
(T°) y humedad relativa ( HR) diferentes, dos de ellas en laboratorio y las otras en

invernadero.
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Material bioloégico

El material vegetal utilizado fueron plantas de chile ancho de la variedad San Luis

y chile chilaca variedad criolla pasilla.

La cepa bacteriana BV801 de Xcv, proporcionada por el Laboratorio de
Fitopatologia del CIATEJ.

Germinacion de semillas de chile

Las semillas de chile “chilaca” se lavaron con agua destilada para quitar impurezas
y se desinfectaron con etanol al 3% en agitacion por tres minutos, posteriormente
en hipoclorito de sodio al 3% y se enjuagaron con agua destilada y se dejaron

secar.

Las semillas se sembraron en charolas plasticas con sustrato (arena, suelo y
perlita relacion 5:4:1 viv) esterilizado en autoclave (190°C por 24 h.). Las charolas
se dejaron en invernadero, se regaron con agua corriente cada tercer dia para

mantener la humedad a capacidad de campo.

Trasplante de las plantulas de chile

El trasplante de chile se efectu6 35 dias después de la siembra, se realizd a
mecetas con 600 g de sustrato. El sustrato que se utiliz6 como soporte para el
crecimiento de las plantas de chile, consisti6 en una mezcla de arena, suelo y

perlita en una proporcion (5:4:1 viv). Esta mezcla de sustrato fue esterilizada.

Preparacion del in6culo de la cepa BV801 de Xcv

Se Inocul6 la cepa BV801 de Xcv en medio liquido NYG, se dej6 en crecimiento
una noche en agitacién, se tomaron lecturas de la concentracion bacteriana en un
espectrofotdmetro y se ajustd a una concentracion a 1X10’ unidades formadoras
de colonias (UFC) por mL (UFC mL™) en un volumen final 200 mL para la
inoculacién. Se realizo el lavado de la solucién/indculo de la bacteria para eliminar
impurezas; dos veces con agua estéril y en centrifugacion de 15 min a 5000

repeticiones por minuto (rpm) y se dejaron suspendidas en buffer de fosfatos.
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Inoculacién de lacepa BV801 de Xcv en las plantas de chile

Las plantas se inocularon a las 5 de tarde por aspesion haz-enves en la tercera
hoja bien formada contando de arriba hacia abajo, con una suspension de la cepa
BV801 de Xcv ajustada a 1X10’ UFC mL™ a razén de 1.8 mL por planta. Las
plantas que no se inocularon con Xcv, se asperjaron con agua destilada esteril.
Una vez inoculadas las plantas se colocaron en las cajas plasticas, en la misma
caja se colocaron las plantas inoculadas con Xcv y las plantas en las que solo se

aplicé agua.
Verificacion de la presencia de Xcv en tejidos de plantas enfermas de chile

Una vez manifestados los sintomas de la mancha bacteriana se verificaron los
postulados de Robert Koch para comprobar que los sintomas fueron efecto de la
inoculacién de la cepa BV801 de Xcv. Para esto solo se tomaron muestras de

plantas enfermas, una muestra por cada condicion evaluada.
Disefio Experimental

El disefio experimental fue completamente al azar, con tres factores: 1)
Condiciones de infeccion (en invernadero, en invernadero con humedad relativa
alta, en laboratorio y en laboratorio con humedad relativa alta), 2) variedades de
chile: San Luis y Chilaca. 3) Inoculo bacteriano: cony sin la apliacacion de la cepa
BV801 de Xcv.

Cuadro 3. Disefio de tratamientos en los que se evalud la inoculacion de Xcv en
variedades de chile bajo diferentes condiciones ambientales para generar una

escala ordinaria cualitativa de dafo en chile.

Factor Factor Factor cepa
variedad de condicion de BV801 de Tratamiento  Clave
chile infeccion Xcv
Chile Invernadero Con Xcv 1 ChISX
Chilaca Sin Xcv 2 chis
Invernadero Con Xcv 3 ChISX
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con humedad Sin Xcv 4 ChIHX

Laboratorio Con Xcv 5 ChLSX

Sin Xcv 6 ChLS
Laboratorio Con Xcv 7 ChLHX

con humedad ;1 ey 8 ChLH

Chile ancho Invernadero Con Xcv 9 SLISX

San Luis Sin Xcv 10 SLIS
Invernadero Con Xcv 11 SLISX

con humedad ;1 ey 12 SLIHX

Laboratorio Con Xcv 13 SLLSX

Sin Xcv 14 SLLS
Laboratorio Con Xcv 15 SLLHX

con humedad ;1 yey 16 SLLH

Por cada tratamiento se tuvieron 3 repeticiones. La unidad experimenta consistio
en una planta de chile en una maceta con 600 g de sustrato esteril. Las variables
que se evaluaron fue la presencia o aucencia de la enfermedad, el tiempo en la

aparicion de los sintomas, desarrollo y avance de los sintomas de la enfermedad.

A continuacién se describe las cuatro condiciones del segundo ensayo en las que

se dejaron las plantas (Fig. 8):

Condicion LH. Las plantas de chile se dejaron en laboratorio en cajas plasticas
tapadas con plastico transparente, en el fondo de la caja se coloc6 papel secante
sanitas que fue humedecido con agua destilada esteril. La temperatura y la
humedad que se regristré fue de: maxima 29.7°C y 99% humedad realtiva, minima
24.6°C y 46% humedad relativa.

Condicion LS. Las plantas de chile se dejaron en laboratorio en cajas plasticas sin
tapar y sin humedecer el fondo de la caja, la temperatura y humedad relativa

registrada fue méximas 27.1°Cy 70% y minimas 22°C y 40%.
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Condicion IH. Las plantas de chile se colocaron en cajas plasticas y se taparon
con un plastico transparente bajo condiciones de invernadero, se colocaron
sanitas en el fondo y se humedecieron con agua destilada esteril, con temperatura
y humedad relativa maxima 47.9°C y 90% y minima 17.6°C y 34%.

Condicién IS. Las plantas de chile se dejaron en condiciones normales de
invernadero, con temperatura y humedad relativa maxima 45°C y 40%, minima
16.6°C y 10%.

Condicion LH Condicion LS Condicion IH Condicion IS

Figura 8. Condiciones donde se colocaron las plantas de chile “chilaca” y variedad

San Luis después de la inoculaciéon de Xanthomonas, recuadros indican la clave

de cada condicion.

6.2.4 Resultados

Ensayo 1.

En el primer ensayo en condiciones controladas (temperatura de 25°C, humedad
relativa 90% y un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad) los sintomas de la
enfermedad se manifestaron a los 7 dias después de la infeccion (ddi); en la parte
apical de las plantas se observo las hojas traslucidas lo que reflejaba que la parte
interna de la hoja se mostraron con maceraciéon; en los dias siguientes este
sintoma se presenté en hojas maduras y también aparecieron manchas cloréticas;
para los dias 9 y 10 casi todas las hojas presentaban sintomas de la enfermedad,

las hojas tiernas que presentaron la maceracién inicialmente se necrosaron,
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algunas hojas con manchas amarillas y algunas hojas comenzaron a caer; en dias

siguientes las manchas tomaron una coloracion en algunos casos marrén y en

otros negras Yy finalmente para el dia 13 algunas plantas mostraron un 80%

defoliadas (Fig. 9).

Figura 9. Desarrollo de la mancha bacteriana en chile, Chilaca a traves del tiempo.

Los recuadros sefialan el dia después de la inoculacion en el que presento el

sintoma.

Con la sintomatologia presentada en las condiciones controladas se generdé una

escala de dafo (Fig. 10) considerando 6 niveles de dafio de la mancha bacteriana

en chile.

Escala de dafio

Sintoma

Planta de chile sana

Brotes tiernos de la parte apical de
la planta pierden firmeza, las hojas
se obsevan enrrolladas y

traslucidas (maceracion interna).
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Las hojas de parte media de la
planta presentaron maceracion y

manchas cloréticas.

Los sintomas estan en el 90% de
la hojas. Y algunas hojas de la

parte apical se comienzan a caer.

Las manchas de las hojas se
observan necroticas y hay

defoliacion.

La planta presenta una defoliacion
severa en 80%, las hojas que
mantiene en la planta presentan

dano.

Figura 10. Escala ordinal cualitativa de dafio en plantas de chile variedad “chilaca”;
numeros sefalan en nivel de dafio.

Ensayo 2.

Para el segundo ensayo los sintomas se manifestaron de la siguiente manera:

En las condiciones LS (en laboratorio con temperaturas que fluctuaron entre 22 y
27.1°C y HR entre 40 y 70%). Los sintomas se presentaron hasta el dia 17, con
manchas amarillas, en las hojas en la que se realizd la inoculacion y uno o dos

hojas cercanas (Fig. 11).
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Figura 11. Dafio de la mancha bacteria en hojas a los 22 dias después de la
inoculacién de Xcv, en condiciones de laboratorio sin alta humedad. Rectangulos
indican la hoja correspondiente a cada variedad de chile: variedad Chilaca (CH),
variedad San Luis (SL).

Condicion IS (invernadero con temperaturas que fluctuaron entre 16.6 y 45°C y
humedad relativa entre 40% y 10%). Los sintomas en estas plantas aparecieron a
los 18 ddi, los sintomas aparecieron en la hoja en la que se inoculo la Xcv. Y se
presentaron abundantes manchas pequeias cloroticas en la hoja en la que se hizo

la inoculacion y los 22 dias la hoja se cayé. (Fig. 12).
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Figura 12. Dafio de la mancha bacteria en hojas a los 22 dias después de la
inoculacion de Xcv en condiciones invernadero sin alta humedad. Rectangulos
marcan la hoja correspondiente a cada variedad de chile: variedad chilaca (CH),
variedad San Luis (SL).

En las dos condiciones anteriores los sintomas solo se presentaron en una o dos
hojas de las plantas, y ademas el tiempo de aparicién fue mucho, por lo cual no
fue posible generar escalas cualitativas ordinales de dafios bajo estas
condiciones. Estos resultados sefialan la importancia de las condiciones post-
inoculacién en la que deben mantener las plantas infectadas, al menos en las
primeras 48 h (tiempo post inoculacion). Las plantas inoculadas tienen que
permanecer en condiciones de temperatura y humedad relativa adecuadas (25 a
30°C y HR <60%), para facilitar la entrada del patégeno a la planta. En algunos
experimentos llevados en invernadero las plantas se cubren con bolsas plasticas y
son metidas a camaras de incubacion por 48 h (Obradovic, 2005), otros
Unicamente las cubren con bolsas plasticas de 24 a 48 h (Galindo, 2008;
Gonzéles, 2012; Balogh et al., 2018).

En condiciones LH. Temperatura entre 24.6°C y 29.7°C, humedad relativa entre
46% y 99%, Los sintomas se presentaron al quinto dia después de la inoculacién
(ddi) con Xcv, y se presentaron de la misma manera en las dos variedades de
chile (ancho San Luis y criollo “chilaca”. En el quinto ddi las hojas de la parte
apical de la planta se observaban traslucidas (maceracion interna) y se observaron
pequefias manchas cloréticas, al siguiente dia se observaron lesiones necréticas
en donde anteriormente se observd la maceracion, las manchas cloréticas
crecieron en tamafio y aparecieron nuevas manchas cloréticas tanto en el centro
como en el margen de las hojas de la parte media de planta, posteriormente el
area de las lesiones necréticas aumentaron considerablemente, algunas hojas de
la parte apical comenzaron a caer, las manchas amarillas se tornaron de marrén a
negras y las machas aparecieron en las hojas de parte baja de la planta. Para el
octavo ddi la planta estaba en un 70% defoliada y las hojas que permanecieron en

la planta presentaban manchas (Fig. 13).
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Figura 13. Desarrollo de la mancha bacteriana en chile a través del tiempo.
Numeros en los circulos indican el dia después de la inoculacion en el que se

manifestd el sintoma; variedad San Luis (SL); variedad “Chilaca” (CH).

Los sintomas en condiciones LH se manifestaron de manera muy similar a lo que
se presentaron en condiciones controlados (ensayo 1), por lo que esto reafirma la
escala cualitativa generada en el bioensayo baja condiciones controladas
(temperatura de 25°C, humedad relativa 90% y un fotoperiodo de 16/8 horas
luz/oscuridad). Los sintomas de maceracion interna y enrollamiento de las hojas
de la parte apical de la planta no se ha reportado en trabajos realizados sobre la
mancha bacteriana en plantas de chile (Hernandez, 2012; Shultz y French, 2011;
Galindo, 2008, Lépez, 2016). Estos sintomas pueden ser el resultado de mantener
las plantas a alta humedad por periodos prolongados de tiempo, lo que influye en
el desarrollo de los microorganismos (Gonzales et al., 2009), se facilita y acelera la

proliferacion de Xcv y por consiguiente la destruccién de los tejidos de las plantas.

En condiciones IH (con temperatura entre 17.6 y 47.9°C, humedad relativa entre
34 y 90%.). Los sintomas aparecieron al décimo ddi, aparecieron pequefias

lesiones color amarillo en la hoja y hojas cercanas en la que se realiz6 la
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inoculacién, en los siguientes dias (11 y 12 ddi) el nimero de lesiones aumento y
el tamafio de las manchas crecio, al catorceavo ddi el aspecto de las manchas se
tornaron color marrén. Al 16%'° ddi todas las manchas se observaron con
coloracion marron, en algunas hojas las manchas se juntaron y le dieron un

aspecto de seco a casi toda la hoja (Fig.14).

Figura 14. Dafio de la mancha bacteriana en hojas de los 10 a 16 dias después de
la inoculacién, en chiles de las variedades; variedad Chilaca (CH) y San Luis (SL).
Los ovalos indican los dias después de la inoculacion en el que se presento el

dano.

En estas condiciones se gener6 una escala ordinaria de dafio de cuatro niveles
(Fig. 15). En el que el nivel uno fue planta sana, nivel dos apariciéon de manchas
cloréticas en la hoja en la hoja en la que se realiz6 la inoculacion y hojas cercanas
(entre cinco y seis hojas), nivel 3 las manchas se tornan color marrén y su area
comienza a aumentar. Nivel 4 en dos o tres de las hojas de las plantas las

manchas han cubierto casi la totalidad de algunas hojas.
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Escala de dafio

Sintoma

Planta de chile sana

Del 50 al 60 % hojas tienen pequefias
manchas cloréticas. En la hoja que se

inoculé y hojas cercanas.

Las manchas presentan coloracion

marrén y su tamafio es mayor.

En el 20 al 30% de las hojas, las
manchas marrones cubren casi en su

totalidad la hoja.
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Figura 15. Escala ordinal cualitativa de dafio en plantas de chile variedad Chilaca;

numeros sefalan en nivel de dafo.

Los sintomas se presentaron de manera diferente en casi todas las condiciones en
las que se inocul6 BV801 Xcv, Vidaver et al. (2004) mencionan que los sintomas
de una enfermedad bacteriana pueden variar por diversos factores, entre los que
se encuentra la humedad y temperatura. Para implementar una estrategias de
control de la enfermedad es necesario conocer la etiologia de esta, y conocer el
comportamiento del patosistema planta-bacteria bajo diferentes condiciones
(Achicanog, 2001), porque de esto dependera la implementacién de un control

racional, eficaz y seguro a costos minimos.

Presencia de la cepa BV801 de Xcv en los tejidos enfermos de plantas de

chile de las variedades ancho San Luis y criollo Chilaca

Para comprobar que los sintomas manifestados fueron efecto de la inoculacion de
la cepa BV801 de Xcv, se siguieron los postulados de Koch, tomando una hoja
enferma de cada uno de los tratamientos. En la figura 16, se puede observar que
las cepas aislada mostraron las mismas caracteristicas morfolégicas a la cepa
BV801, por lo que se considera que los sintomas manifestados fueron efecto de la

inoculacién de la cepa BV801 de Xcuv.
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Figura 16. Caracteristicas morfologicas de la cepa BV801 y las cepas aisladas de
tejidos enfermos en las diferentes condiciones en las que se realiz6 la inoculacion:
cepa BV801 (801); cepas aisladas de las condiciones de invernadero (Inv); indica
la cepa aislada de las condiciones LS (Labl), cepa aislada de las condiciones LH
(Lab 2).

6.2.5 Conclusiones

Las plantas infectadas con BV801 manifestaron diferente grado de la enfermedad,
las manchas de la enfermedad se presentaron de diferente tamafio y aspecto, el
tiempo de la aparicion de los sintomas vario, estas variaciones fueron efecto de
las condiciones de temperatura y humedad a las que fueron expuestas las plantas
infectadas.

Se comprobé mediante los postulados de Koch que los sintomas presentados en
las plantas fueron consecuencia de la inoculacion de la cepa Bv801 de
Xanthomonas.

Se generaron dos escalas ordinarias cualitativas de dafio. La primera de las

escalas en ambientes con temperaturas entre 23 y 30°C y humedad relativa entre
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los 60 y 90%, esta consistid6 en seis niveles de dafio desde el nivel uno planta
sana hasta el seis la planta con 80% de defoliacion. La segunda escala en
condiciones ambientales con temperaturas calidas entre los 18 hasta 48°C y una
humedad relativa de los 35 a 90%, esta consistié en cuatro niveles de dafio en el
que uno es planta sana hasta el cuatro el tamafio de las hojas aumentd. En dos o

tres hojas manchas marrén cubren en casi en su totalidad la hoja.
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6.3 Hongos micorrizicos arbusculares y bacteriofagos en control del dafio
por Xanthomonas campestris pv.vesicatoria en chile “Chilaca”

6.3.1 Resumen

Con la finalidad de evaluar el efecto de los hongos micorrizicos
arbusculares (HMA) en promocién de crecimiento, asi como evaluar HMA,
bacteriofagos y sus combinaciones en el control del dafio de la mancha
bacteriana en plantas de chile chilaca. Se llevaron a cabo dos experimentos en
invernadero en un disefio completamente al azar trifactorial (4 niveles de HMA:
Rhizophagus intraradices Ri, Funneliformis mosseae Fm, consorcio Las
Campesinas, sin HMA. 2 niveles de bacteriéfagos: cony sin. 2 niveles de bacteria:
con y sin) con 16 tratamientos repetido 8 veces. Plantas de chile “chilaca” fueron
trasplantadas a contenedores con sustrato estéril; suelo, area y perlita, se
inocularon esporas de HMA (50/80 esporas por maceta) al sistema radicular de las
plantas, se dejaron en desarrollo y se midieron variables de crecimiento, hasta 152
y 40 dias después de la inoculacion de HMA, se inoculo la cepa BV801 de Xcv (2
mL (107 UFColonia/mL)), 24 h después se inoculd el bacteri6fagos XAF18 micro
encapsulados en alginato de sodio al 3% (2 mL (10" UFPlaca/mL)). A los 21 dias
después de la infeccion se realizd un muestreo destructivo para evaluar variables
de crecimiento, variables microbioldgicas y variables fitopatbgenas. Los resultados
mostraron que en el primer experimento los tres indculos promovieron mayor
produccion de o6rganos reproductivos en las plantas; las plantas inoculadas con
CAM mostraron mayor biomasa seca en raiz y follaje, asi como mayor didmetro de
tallo en relacion a las plantas sin-HMA. En el segundo experimento las plantas
inoculadas con Ri presentaron mayor nimero de hojas en relacion a las plantas
sin- HMA, ademas, también tuvieron menor defoliacion. En tanto al bacteriéfago,
este no tuvo efecto en el control de la enfermedad. La combinacion Ri+
bacteriéfago fue el tratamiento que disminuyd la defoliacion de las plantas
enfermas y las plantas con la inoculacion con CAM fueron las que presentaron
menor area foliar dafiada, ambos en relaciéon a las plantas control (Sin

tratamiento).
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6.3.2 Introduccién

La mancha bacteriana causada por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria es
una amenaza seria en los campos de produccion de chile (Capsicum annum L.),
en condiciones favorables para su proliferacion produce pérdidas de hasta el 50%
de la produccion (Carrillo et al., 2001). EI manejo de la enfermedad se basa
principalmente en practicas culturales y la aplicacion de productos quimicos
(Kuchare, 1994; Quezado et al., 2003; Hernandez, 2012), sin embargo, con el uso
constante de estos productos genera resistencia de agente patdgeno, lo que da
como resultado un mal control de la enfermedad y la preocupacién por los dafios
colaterales ocasionados por su uso excesivo (contaminacion al medio ambiente,
eliminacién de bacterias benéficas para la planta, y problemas a la salud humana)
(Carrillo et al., 2001; Araujo et al., 2012). Por lo que es necesario la busqueda de
alternativas de estrategias eficaces y de menor impacto negativo al medio como
por ejemplo estrategias de manejo mediante el control bioldégico. EI uso de
bacteriéfagos y los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), de forma separada
se han reportado como herramientas alternativas eficaces para el control de la
enfermedad, sin embargo, no se ha evaluado la combinacion de estos como una
estrategia mas sostenibles e integral para el manejo de la enfermedad. Por lo que
en este estudio, se evaluaron bacteriofagos XAF18, HMA (Rhizophagus
intraradices, Funneliformis mosseae y un consorcio denominado “Las
Campesinas” (CAM), y su combinacion para reducir la severidad de mancha
bacteriana, ademas de avaluar la promocion de crecimiento con el uso de HMA en
plantas en chile variedad Chilaca en dos experimentos realizados en condiciones

de invernadero.

6.3.3 Metodologia

Experimento 1. Se realizd en invernadero en el Centro de Investigacion y
Asisitencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ). Se desarrollo

en los meses de octubre-abril, con temperaturas de 15°C a los 32 °C.
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Experimento 2. Se realizd en un invernadero, dentro de las instalaciones del
Instituto de Invetigaciones Agropecuarias Yy Forestales, ubicado en las
coordenadas 19°42’ longitud norte, 101°09°03.13 latitud oeste a 1941 msnm. Este
se desarrollé en los meses de agosto-octubre. Con temperaturas de los 17.6°C a
48°C.

Disefio experimental

Experimento 1. EI disefio experimental se realiz6 completamente al azar, en un
arreglo multifactorial mixto con tres factores: 1) Inoculacion de HMA, 2) Infeccién
con la cepa BV801 de Xcv (con y sin Xcv) y 3) Aplicacion de bacteriofagos (cony
sin fagos) (Cuadro 4). Se generaron 16 tratamientos y se repiti6 8 veces. La
unidad experimenta consistié en una planta en una bolsa de polietileno con 1.7 kg

de sustrato esterilizado.

Experimento 2. El disefio experimental fue completamente al azar, en un arreglo
multifactorial mixto con tres factores: 1) Inoculaciéon de HMA: (tres in6culos de
HMA y sin HMA). 2) Infeccion con la cepa BV801 de Xcv (con y sin la inoculacion
de la cepa bacteriana). 3) Aplicacion de bacteriéfagos (con y sin fagos). Para un
total de 16 tratamientos, cada tratamiento con 8 repeticiones, dando un total de
128 unidades. La unidad experimenta consistio en una planta de chile chilaca en

una maceta con 1.6 kg de sustrato.

Cuadro 4. Disefio de tratamientos evaluados en el experimento de HMA como
promotores de crecimiento y el efecto bioprotector de los HMA, bacteriéfagos y
sus combinaciones contra el dafio ocasionado por la mancha bacteriana en chile

“Chilaca”

Factor HMA Factor cepa BV801 Factor bacteriéfago Tratamiento Clave
de Xcv
Rhizophagus Con BV801 Con XAF18 1 RI.X.B
intraradices
Sin XAF18 2 RI.X
Sin BV801 Con XAF18 3 RI.B

65



Sin XAF18 4 RI

Funneliformis Con BV801 Con XAF18 5 GM.X.B
mosseae
Sin XAF18 6 GM.X
Sin BV801 Con XAF18 7 GM.B
Sin XAF18 8 GM
Consorcio Las Con BV801 Con XAF18 9 CAX.B
Campesinas
Sin XAF18 10 CA.X
Sin BV801 Con XAF18 11 CA.B
Sin XAF18 12 CA
Sin HMA Con BV801 Con XAF18 13 X.B
Sin XAF18 14 X
Sin BV801 Con XAF18 15 B
Sin XAF18 16 Testigo

HMA= Hongos micorrizicos abusculares. Xcv= cepa BV801 de Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria; XAF18 clave del bacteriofago.

Material biolégico

Se utilizaron plantas de chile criollo variedad pasilla, del municipio de Queréndaro,
de la cosecha 2016.

Los ino6culos de HMA fueron: Rhizophagus intraradices (RI) proveniente de un
inoculo comercial INIFAP, Funneliformis mosseae (GM) y un consorcio
denominado “Las Campesinas” (CAM), estos Uultimos de origen en suelos de
cultivo de Agave cupreata del estado de Michoacan (Trinidad et al., 2017). El
inoculo CAM contiene 15 especies pertenecientes a seis familias de HMA
(Acaulosporaceae, Cloroideoglomeraceae, Etrophosporacea, Glomeraceae vy
Pacisporaceae) (Trinidad et al., 2017.)

La cepa BV801 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria utilizada fue del

Laboratorio de Fitopatologia aislada en el 2015 en Mascota, Jalisco (Lopez, 2016).

Bacteriéfagos: en este estudio se empled el bacteri6fago XAF18 especifico de la
cepa BV801 de Xcv proporcionado por el Laboratorio de Fitopatologia del CIATEJ,
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aplicados en microencapsulacion de alginato de sodio al 3% para su proteccion

contra factores ambientales (Cruz, 2018).

Establecimiento del cultivo

Las semillas se lavaron y desinfectaron con hipoclorito de sodio (3%), etanol (3%)
y agua destilada estéril, se sembraron en charolas plasticas. En el primer
experimento el trasplante a macetas se realizd a los 37 dias después de la

siembra cuando la planta tenia 4 hojas verdaderas.

Para el segundo experimento se siguié el mismo procedimiento, el trasplante se

realizo a los 39 dias después de la siembra.
Condiciones de trasplante de las plantas de chile en macetas

En el primer experimento se trasplantd a bolsas con 1.7 kg de sustrato. El sustrato
fue una mezcla de suelo, arena y agrolita (6:3:1 v/v). Esta mezcla de sustrato fue

esterilizado en autoclave a 120°C por 6 horas a una presion de 1.05 kg cm™.

Para el segundo experimento se trasplanto a una maceta con 1.6 kg de sustrato
estéril. El sustrato consisti6 en una mezcla de suelo, arena y agrolita en una
proporcion (5:4:1 viv). Este sustrato fue esterilizado en unequipo eléctrico pro-

Grow modelo ss-30 a una temperatura de 190°C por 24 h.

Preparacion del inoculo de la cepa BV801 de Xcv

Se inoculé la cepa BV801 de Xcv en medio liquido NYG, se dejo en crecimiento
una noche en agitacién, se tomaron lecturas de la concentracion bacteriana en un
espectrofotdmetro y se ajusté a una concentracion a 1X10’ UFC mL™. Se realizé
el lavado de la solucion/inéculo de la bacteria para eliminar impurezas; dos veces
con agua estéril y en centrifugacion de 15 min a 5000 repeticiones por minuto

(rpm) y se dejaron suspendidas en buffer de fosfatos.
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Multiplicacién de bacteriéfagos

La multiplicacion de bacteri6fagos se realizd por dos dias, haciendo dos
enriquecimientos bacterianos en el medio nutritivo por dia, agregandole de cultivo
bacteriano 10% del volumen total, para finalmente conseguir un volumen de 300
mL a una concentracion de 1X10*° UFPmL™.

Para purificar los bacteri6fagos la solucién del matraz se pasé a tubos falcén
estériles de 50 mL, se centrifugaron a 13000 revoluciones por minuto (rpm) por 20
min y se filtr0 en una membrana de 0.22 pm, recuperando el sobrenadante,

obteniendo asi Unicamente los fagos (Solis etal., 2016).
Enumeracion o titulacién de la concentracién de bacteriofagos XAF18

Para estimar las unidades de fagos infecciosas, se realiz6 mediante ensayos de
doble placa en agar suave (Kropinski et al., 2009). El ensayo de doble placa
consistio en agregar en un tubo de ensaye 4 mL del medio suave y 600 pL de
cultivo bacteriano (fase de crecimiento logaritmica), se vertié en una caja Petri con
medio solido (NYGA) y se dejo secar.

Para estimar la concentracion de fagos en el medio se realizaron diluciones
decimales seriadas (10! hasta 10®) y de cada dilucion se tomaron 5 pL y se dejé
caer esa gota en la caja Petri en la que se verti6 el medio suave. Se dej6 en
incubacion a 27°C por 24 a 48 h. Pasado este tiempo se observaron los halos de
lisis de los fagos en cada dilucién. En la ultima dilucién donde se observd halos
(lisis de los fagos), se contd el nimero halos y se estimd las UFP (unidades

formadoras de placa) por mL.

Encapsulamiento de los bacteriéfagos XAF18

Para el encapsulamiento de los fagos se siguio la técnica empleada por Cruz
(2017). En una probeta de 100 mL se agregé 70 mL de bacteriofagos a una
concentracion de 1X10'° UFP mL™ y 30 mL de alginato de sodio al 3% (Anexo 5)
posteriormente se vacio la mezcla en un tubo de vidrio y se puso una boquilla

pequefia. Se asperjo en una caja Petri de 150 mm con 100 mL de cloruro de calcio
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(CaCl) a 0.5 M (Anexo 6), se agitd y se recuper6 en un vaso de precipitado, este
procedimiento se repiti0 hasta terminar el volumen de fagos. Se vaciaron en
frascos transparentes de 500 mL y se dejaron en refrigeracién durante 24 h,
después se decanto el exceso de CaCl y se realizo la titulacion de los fagos por
diluciones decimales seriadas en doble placa de agar suave.

En la Figura 17, se muestra un ensayo de doble placa de agar suave donde se
aplico por goteo (5 pL) de las diluciones decimales seriadas del bacteriéfago cony
sin el microencapsuslado y por Ultimo el microencapsulado sin fagos (solo agua
destilada estéril). En la tercera linea de la figura 17, donde se realizé el goteo de
las diluciones del microencapsulado (sin fagos) no se observo la inhibicién de
crecimiento de la cepa BV801 de Xcv por lo que descarté efecto del alginato de

sodio o el cloruro de calcio sobre el crecimiento bacteriano de Xcv.

Figura 17. Efecto de los bacteri6fagos encapsulados, sin encapsulados y el

encapsulado (sin fago) a la cepa bacteriana Xcv en ensayo de doble placa en agar
suave:(1). Lisis de los bacteriéfagos sin encapsular; (2). Lisis de los bacteri6fagos
encapsulados con alginato de sodio al 3% y (3). Unicamente el encapsulado (sin

fago) con agua estéril; numeros indican las diluciones decimales.

Inoculacion de los hongos micorrizicos arbusculares en las plantas de chile
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Al momento del trasplante de las plantas de chile se inocularon los HMA al
sistema radicular con 50 esporas para el primer experimento y 80 esporas para el
segundo experimento de cada indculo de HMA. Para inocular el nimero de
esporas requeridas en los experimentos se realizd el conteo de esporas de los
in6bculos tomando 10 g de suelo seco para extraer esporas mediante la técnica de
tamizado humedo y decantacion de Gerdemann y Nicholson (1963) en
combinacion con la técnica de flotacion en azicar Walker (1997). Las esporas

fueron contadas en un estéreomicroscopio (Modelo VE-S5C; marca VELAB).

Inoculacién de la cepa BV801 de Xcv

Las plantas se inocularon a las 5 de tarde por aspersion haz-envés en la tercera
hoja bien formada contando de arriba hacia abajo del apice principal de la planta.
Las plantas testigo/control se asperjaron con agua destilada esteril (simulacién de

inoculacion).

Experimento 1. La inoculacién bacteriana se realizdé a los 152 dias después del
trasplante (ddt) con una suspension de la cepa BV801 de Xcv ajustada a una

concentracion de 1X10” UFC mL* a razén de 2 mL por planta.

Experimento 2. La inoculacion bacteriana se realiz6 a los 40 ddt. Se asperjaron
primero las plantas con agua esteril y se taparon con bolsas plasticas, después se
hizo la inoculacién de Xcv en las plantas y también se tapardn por 14 h, esto con

la finalidad de favorecer la infeccién de Xcv en las plantas.
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Inoculacién del bacteriéfago XAF18

Los bacteri6fagos se aplicaron 24 h después de la inoculacion de la bacteria
BV801, mediante la técnica de aspersion haz-envés en una solucion ajustada a

1X10"y aplicando 2 mL por planta.

Figura 18. Detalle de la inoculacion de la cepa BV801 de Xcv y bacteriéfagos en
las plantas de chile chilaca: (a) Inoculacién de la cepa BV801; (b) Inoculacion de la

solucién del bacteriéfagos XAF18, 24 h después de la inoculacion de Xcv.

Manejo agrondmico

Experimento 1. Las plantas de chile se estuvieron regando cada 9 dias
aproximadamente con 50 mL de agua corriente, a partir de los 30 ddt hasta los 75
DDT se fertilizaron con nitrégeno (N) (urea) aplicado cada 15 dfas, 32 kg ha™
(INIFAP, 2010).

Experimento 2. Las plantas se regaron diariamente con 100 mL de agua destilada.
Se fertilizaron tres veces a partir de la tercera semana con solucion nutritiva
Hoagland y Arnon (1938) (Anexo 12), no se le aplico fosforo para promover la

colonizacidon micorrizica.
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Variables respuestas evaluadas en los experimentos

Variables de crecimiento: Para determinar el efecto de la micorrizacion sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas de chile, se evaluaron las siguientes

variables:

Altura de la planta (AP), esta se realizd con un flexdmetro partiendo de la base del

tallo hasta el 4pice de la planta. Diametro del tallo (DP) se medié en la base del

tallo con un vernier digital.

Experimento 1. Se midieron a los 2, 46, 73, 98 y 115 dias después del trasplante
(ddt). La altura de la planta también se midi6 a los 173 ddt.

Experimento 2. Estas variables se midieron a los 3, 10, 17, 24, 31, 38 y 60 dias

después del trasplante.

Conteo de 6rganos reproductivos. Se contd de manera directa el nUmero de
botones, flores y frutos de chiles.

Al finalizar los experimentos se registrO biomasa fresca, biomasa seca, volumen
de parte aérea y raiz; y longitud de raiz. En experimento 1 estas variables se
realizaron a los 152 ddt y 21 dias después de la inoculacion de Xcv (ddi). En
experimento 2 se realizd el registro de las variables de respuesta a los 62 ddty 21

ddi; también se midi6 el area foliar y se conté el numero de hojas.

Biomasa fresca y seca de la parte aérea y raiz. Se recupero la parte aérea y raiz.
La raiz se lavd para quitar el sustrato. Se pesaron en una balanza digital en fresco

y se pusieron a secar en estufa a 60°C hasta que su peso fue constante.
Longitud de raiz. Esta se midié con una con una regla graduada de 30 cm.

Volumen de parte aérea de la planta y raiz. Este fue calculado mediante

desplazamiento de agua en una probeta graduada de 100 mL.
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Variables de respuesta del dafio de la mancha bacteriana

Experimento 1. No se cuantificaron debido a que no se manifestaron sintomas de

la enfermedad.
Para el experimento 2 se midieron las siguientes variables:

Nivel de dafo. Inicialmente se utilizaria la escala ordinaria de dafio elaborada en el
capitulo 2 (de cuatro niveles), sin embargo, los sintomas de la enfermedad fueron

distintos, imposibilitando el uso de las escalas anteriores.

Numero de hojas caidas. Esto se realiz0 de forma directa, contando el nUmero

de hojas que se encontraban en la superficie del sustrato y se verificaba contando

los nudos del tallo en donde no habia hojas.

Numero de hojas con manchas. Se contabilizd el nimero de hojas que

presentaban manchas.

Manchas necroéticas. Estas se contaron de manera directa y se contabilizaron por
cada hoja que presentaba manchas. No se contabilizaron las manchas cloréticas
porque al momento del levantamiento del experimento habia muy pocas plantas

que las presentaban.

Area foliar dafiada. Se estimo el area manchada de las hojas que presentaron
manchas mediante el software BiolLeaf, BioLeaf estimd el porcentaje de dafio
mediante una foto de la hoja y posteriormente se medi6 el area foliar de la hoja en
con un integrador de é&rea foliar. Y se calcul6 el area foliar dafiada por la mancha

bacteriana (X) con la siguiente formula:

X = % de area dafiadax* area de hoja
B 100 '

Verificacion de la presencia de la cepa BV801 de Xcv

Una vez que los sintomas se manifestaron, se verificO que éstos fueran efecto de
la cepa BV801 de Xcv, para lo cual se siguieron los criterios de Robert Koch: se

tomaron dos hojas con manchas necréticas por cada tratamiento infectado con la
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cepa BV801. Las hojas se lavaron y desinfestaron con etanol (3%), hipoclorito de
sodio (2%) y agua estéril, se maceraron en un mortero estéril, al macerado se les
agregaron 2 mL de NYG, se tom6 1 mL y se cultivd con un dispersador celular en
una caja Petri con medio NYGA, se dejé en crecimiento 2 dias, y se aislaron las

cepas morfolégicamente iguales con las caracteristicas de la cepa BV801 de Xcv.

Presencia del fago en los tejidos vegetales

Se realiz6 el aislamiento del fago de las hojas donde se inoculd, siguiendo la
técnica de Solis et al. (2016). Se tomaron dos hojas por cada tratamiento donde se
aplicaron fagos, las hojas se lavaron y desinfectaron con agua destilada estéril,
alcohol e hipoclorito de sodio, se maceraron las hojas en un mortero estéril, se les
agrego 3 mL de NYG, se tomaron 2 mL del macerado y se colocaron en tubos de
15 mL, se centrifugo a 5000 rpm por 15 minutos, el sobrenadante se filtr6 en una
membrana de 0.22 ym y se hicieron diluciones decimales seriadas en ensayos de

doble placa en agar suave.
Variables microbiolégicas

Colonizacién micorrizica: Esta variable es de importancia para evaluar la relacion
del inoculo de los HMA y planta. Se midié por porcentaje, tomando 2 g de raiz de
cada planta, realizando la decoloracion y tincién por el método descrito de Phillips
y Hayman (1970).

Una vez hecha la tincién de las raices se cortaron 90 segmentos de 1 cm de cada
raiz, se colocaron en tres portaobjetos y se cubrieron para su visualizacion en un
microscopio O6ptico (modelo VE-BC3; marca VELAB). Solo se montaron y

visualizaron tres repeticiones de cada tratamiento.

Para determinar el porcentaje de colonizacién micorrizica, se contabilizaron los
segmentos de raiz que al menos tuvieran una estructura de del hongo micorrizico

arbuscular (hifas, vesiculas, esporas y/o arbusculos).
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Densidad de esporas: La esporulacién de los HMA es un parametro generalmente
utilizado para conocer la actividad micorrizica a lo largo del periodo de tiempo en

que se sostuvo la simbiosis (Herndndez, 2011).

El conteo de esporas por la técnica de extraccion de esporas por la técnica de
tamizado y decantado en himedo (German y Nicolson, 1963) en combinacion con
la técnica en flotacion en sacarosa (Walker, 1997). El conteo se realizé de forma
visual vaciando el tamizado en la base de una caja Petri cuadriculada y
observandolo bajo un microscopio estereoscopio (modelo VE-S5C; marca VELAB)
con ayuda de un contador manual, la extraccién de esporas solo se realizd de tres

repeticiones de cada tratamiento y se realizaron 3 réplicas.

6.3.4 Resultados

6.3.4.1 Determinacién del crecimiento y desarrollo por efecto de los HMA en
plantas de chile bajo condiciones de invernadero

En todas las variables evaluadas se analizaron los supuestos de confiablidad y se
realizaron un andlisis de varianza simple y uno multifactorial (Anova), asi como la
comparaciéon de medias de Tukey (p<0.05) en el programa estadistico
StatGraphics Centurion XV®.

6.3.4.2 Experimento 1. Los HMA como promotores de crecimiento en plantas
de chile “Chilaca”: invernadero en Zapopan, Jalisco.

La figura 19 presenta el crecimiento de las plantas de chile en los cuatro niveles
de la inoculacion de los HMA, al finalizar el experimento no se encontraron
diferencias estadisticas en los tratamientos. La altura en la primera medicion fue a
partir de 5.0 cm y la media al final de experimento fue de 38.52 cm, la tasa

promedio de crecimiento por dia fue de 0.1946 cm.
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Figura 19. Comparacién de la evolucién de la altura de las plantas por efecto de la
inoculacion de HMA. Inéculos: RI (Rhizophagus intraradices), FM (Funneliformis
mosseae), CAM (consorcio Las Campesinas) y sin HMA (sin la inoculacion de
HMA) a partir de los 2 hasta los 173 dias después de la inoculacién de los HMA en

condiciones de invernadero. Andlisis estadistico Tukey (P<0.05).

Respecto al crecimiento de la planta de acuerdo con el grosor del tallo de la planta
se presenta en la figura 20, se observd que al final del experimento las plantas
inoculadas con el consorcio Las Campesinas (CAM) presentaron mayor diametro
de tallo respecto a las plantas sin la inoculacion de HMA (sin HMA). Este resultado
y considerando la altura de las plantas sugieren una idea del porte de las plantas,
sin la inoculacién de HMA tuvieron mayor altura, sin embargo estaban mas
delgadas. La dinamica de crecimiento al inicio del experimento mostré una media
de 1.37 mm vy al final del experimento una media de 4.34 mm, con una tasa de

crecimiento por dia de 0.0222 mm.
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Figura 20. Evolucién de crecimiento de diametro del tallo (DT) a través de tiempo
por efecto de la inoculacion de HMA. Inoculos: RI (Rhizophagus intraradices), FM
(Funneliformis mosseae), CAM (consorcio Las Campesinas) y sin HMA. En
condiciones de invernadero. Analisis estadistico por el factor HMA (P<0.05,
Tukey).

En el Cuadro 5, se presenta el efecto de los HMA en el crecimiento de las plantas
de chile tomando en cuenta las siguientes variables: nimero de d&rganos
reproductivos (NOR), biomasa fresca de follaje (BFA), biomasa seca de follaje
(BSA), volumen de follaje (VA), longitud de raiz (LR), volumen de raiz (VR)
biomasa fresca de raiz (BFR), biomasa seca de raiz (BSR). El andlisis de varianza
no mostré diferencia (P=0.05) en las variables BFA, VA, LR, VR, BFR, pero si en
las variables de biomasa (BSF y BSR), en las cuales las plantas inoculadas con el
consorcio (CAM) fueron las que presentaron los mayores valores. En la variable
nimero de 6rganos vegetativos, una de las variables de mayor importancia las
plantan inoculadas con HMA (en los tres indculos) presentaron significativamente

mayor nimero de érganos reproductivos respecto al testigo (sin HMA).
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Cuadro 5. Comparacién de las variables de crecimiento y desarrollo en plantas de
chile Chilaca a los 173 dias después de la inoculacion de hongos micorrizicos
arbusculares (Rhizophagus intraradices, Funneliformis mosseae, consorcio Las

Campesinas) y sin la inoculacion de HMA bajo condiciones de invernadero.

Biomasa Biomasa . Biomasa Biomasa
- Volumen Longitud Volumen
Organos Fresca Seca Follai de Ral d . frescade secade
ollaje e Raiz e raiz
T reproduct  pFoigje Follaje : raiz raiz.
ivos (cm?) (cm) (cm?)

(9) (9) (9) (9)

RI
26.0+2.2 B 9.9+#0.5 A 2.55+0.11 AB 10.53+0.4 A 19.42+0.3 A 3.58+0.2 A 4.3940.3 A 1.49+0.12 A

FM 24.9+1.6 B 11.51+0.5 A 2.63+0.12 AB 11.45+0.4 A 20.03x0.3 A 4.21+0.2 A 5.05+0.3 A 1.48+0.12 A

CAM 26.1+1.4 B 10.91+0.5 A 2.73+x0.12 B 11.50+0.3 A 19.43+0.4 A 4.65+0.4 A 4.75+0.4 A 1.59+0.11 B

Sin
HMA

19.6x1.7 A 9.72+0.6 A 2.22+0.08 A 10.55+0.6 A 20.97+0.3 A 4.49+0.3 A 4.93+0.3 A 1.42+.0.08 A

T= Tratamiento (in6culos de HMA): RI (Rhizophagus intraradices), FM
(Funneliformis mosseae), CAM (consorcio “Las Campesinas”) y sin HMA. Letras
distintas en cada columna indican diferencias significativas para los niveles de

HMA, Tukey (P<0.05). Signos * indican el error estandar.

El consorcio Las Campesinas (CAM), fue el mas efectivo para promover el
crecimiento vegetal reflejandose en mayor grosor de tallo, biomasa seca de follaje
y raiz respecto a las plantas sin inoculacion de HMA, esto concuerda con
Contreras et al. (2013) en que plantas de chile fueron inoculadas con diferentes
consorcios micorrizicos, la inoculacion tuvo un efecto positivo (Tukey, P<0.05)
sobre didmetro de tallo, area foliar, peso seco de follaje y peso seco de raiz.

Reyes et al. (2016), obtuvieron mayor crecimiento de la planta de chile serrano
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(mayores valores de altura de planta, didmetro de tallo y nimero de hojas)
micorrizadas con un consorcio micorrizico proveniente de suelos con plantaciones
de Agave cupreata, respecto a plantas sin HMA y en chile poblano con el mismo
consorcio, las plantas inoculadas solo presentaron mayor altura de la planta
respecto a las plantas sin HMA.

Los tres in6culos mostraron un efecto positivo en las variables de crecimiento de la
planta, al presentar mayor nimero de Organos reproductivos (botones, flores y
frutos) respecto al testigo (sin HMA), esto concuerda con Diaz et al. (2013) que
tuvieron un incremento de 30% en el peso de frutos de chile micorrizados con
Rhizophagus intraradices en comparacién a plantas sin colonizacién, Carrillo et al.
(2014) también reportan un aumento en rendimiento del 30% en plantas de tomate
inoculadas con R. intraradices. Otros autores han demostrado, en especies
ornamentales (Davies et al., 2000) y en fresa (Stewart et al.,, 2005), mayor
productividad con R. intraradices. Esta respuesta de mayor produccién de
organos reproductivos puede estar estrechamente relacionado con una mejor
condicion nutrimental de la planta, lo que podria ser adicionado dentro de las

practicas de producciéon en chile.

Colonizacion de HMA

Para el analisis de las variables de porcentaje de colonizacién se transformaron

. 1 . P
los datos utilizando \/n+5 para que se cumplieran los supuestos del andlisis de

varianza.
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De acuerdo al analisis de varianza se mostraron diferencias significativas (Fig. 21),
el inoculd6 FM presentd mayor colonizacion en las raices de chile “chilaca” con un
54.34%, respecto a los in6culos consorcio CAM y RI con 41.73 y 4231

respectivamente; las raices de plantas sin HMA no presentaron colonizacion.
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Figura 21. Colonizacién micorrizica con los diferentes inéculos de los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) en raices de chile chilaca a 173 dias después de
inoculadas en condiciones de invernadero. Rhizophagus intraradices (R.),
Funneliformis mosseaea (F.M), Las Campesinas (CAM) y sin inoculo (sin HMA).
Las barras en cada rectanguno indican el error estandar. Letras distintas para

cada tratamiento indican diferencias estadisticas de acuerdo a Tukey (P< 0.05).

Este analisis microbiolégico andlisis muestra que las plantas de chile chilaca a los
173 dias después de la inoculaciéon con HMA (ddi) presentaron un porcentaje de
colonizacion mayor al 40%. El porcentaje de colonizacion y el efecto de este en las
plantas tiene gran variacion de acuerdo a la especie de hospedante y del huésped,
asi como las condiciones edafoclimaticas y el manejo agronémico (Alarcon et al.,
2002; Yildiz et al., 2010). En trabajos realizados por: Pozo et al. (2002), reportan
colonizacion de Funneliformis mosseae y Rhizophagus intraradices de 50 y 56%
respectivamente a los 42 ddi en plantas de jitomate (Solanum lycopersicum),

Manjarrez at al. (1999), a los a los 156 dias después de la inoculacién con tres
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especies de Glomus en chile serrano reporté colonizacién mayor al 70 %. Por su
parte Reyes et al. (2016), inocularon Rhizophagus intraradices en plantas de chile,
a los 56 (ddi) reportaron colonizacién en chile serrano de 33.60 % y en chile ancho
San Luis de 77.66% bajo las mismas condiciones de manejo, ademas registraron
variacion de porcentajes de colonizacion utilizando diferentes consorcios de HMA
en las dos variedades de chile, ademas, la plantas con mayor porcentaje de
colonizacibn no mostraron mayor crecimiento. Gutiérrez (2016), inoculd
Rhizophagus irregularis (Ri), un consorcio con 12 especies en plantas de chile
chilaca, a los 115 dias después de la inoculacion la colonizacion Ri fue de 25% y
18% del consorcio. Las plantas inoculadas con el consorcio tuvieron mayor

biomasa seca de raiz y las inoculadas con el Ri tuvieron menor biomasa de raiz.

Densidad de esporas

La esporulacion de los HMA es un parametro generalmente utilizado para conocer
la actividad micorrizica a lo largo del periodo de tiempo en que se sostuvo la
simbiosis (Hernandez, 2011). El analisis de varianza mostré diferencias
significativas en el factor densidad de esporas de los HMA (Fig. 22), en el cual el
inoculo RI mostré mayor nimero de esporas con una media de 93.88 esporas en
100 g de suelo seco, respecto a los inéculos FM y el consorcio quienes
presentaron 23.88 y 23.33 esporas 100 g de sustrato respectivamente. En el

sustrato de plantas no inoculadas no se encontraron esporas.
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Figura 22. Densidad de esporas de los hongos micorrizicos arbusculares
inoculados a 173 dias después de inoculadas en plantas de chile “Chilaca”, en
condiciones de invernadero. Inoculos avaluados: Rhizophagus intraradices (RI),
Funneliformis mosseaea (FM), Las Campesinas (CAM) y sin inoculo (sin HMA).
Las barras en cada rectanguno indican el error estandar. Letras distintas para

cada tratamiento indican diferencias estadisticas, Tukey (P<0.05).

Evaluacion de la interaccion Planta-Xcv-HMA y bacteri6fago

En este experimento a pesar de que se realizd la inoculaciéon de Xcv y se
buscaron las condiciones apropiadas para favorecer la infeccion, los sintomas de
la mancha bacteriana no se manifestaron. Esto pudo deberse a que las
condiciones de temperatura y humedad no fueron las idéneas para la proliferacion
de Xanthomonas (Balogh, 2004; Hernandez, 2012), ademas recordando el método
de infeccion utilizado fue aspersion haz-envés, por lo que la bacteria entra a través
de estomas. La cuticula de la hoja sufre cambios fisiolégicos y estructurales por
factores genéticos, fisiologicos y ambientales, durante el crecimiento y desarrollo
de la planta (Petit et al., 2007; Isaacson et al., 2009), La cuticula es un compuesto
constituido principalmente de dos tipos de polimeros lipofilicos, cutina y ceras
cuticulares (Lee et al., 2009), las ceras cumplen un papel clave en la reduccion de
la permeabilidad al agua, especialmente las ceras epicuticulares que regulan la
capacidad de la superficie para la evapotranspiracion, estas capas naturales de la
filosfera actian como una eficaz barrera hidrofébica protectora para minimizar la
pérdida de agua por evapotranspiracion y también la pérdida de otros gases como
CO, y O, (Tafolla, et al., 2013). Por lo que a los 153 dias que se realiz6 la
inoculacién pudo dificultarse la entrada de bacteria al interior de la hoja, debido a
los cambios en la cuticula de la hoja, ademas la temperatura y humedad no fueron
idéneos para la promover la infeccién.

Por lo que en este experimento no hubo efecto de la bacteria y el bacteriéfago, por
lo que solo se evalud las variables del crecimiento y desarrrollo de las plantas por
el factor HMA.
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6.3.4.3 Conclusiones experimento 1. Los HMA como promotores de
crecimiento en plantas de chile “chilaca”. invernadero en Morelia,
Michoacén.

Las plantas presentaron una colonizacion entre 41 a 54% a los 173 dias después
de la inoculacién. El sustrato inoculado con Rhizophagus intraradices presentd
mayor nimero de esporas con relacion a las Funneliformis mosseae y el consorcio

las Campesinas.

La inoculacién de HMA promovié la formacién de 6rganos vegetativos comparado
con plantas sin-HMA, Ademas las plantas inoculadas con el consorcio las
“‘Campesinas” presentaron mayor grosor de tallo y pesos en biomasa seca de
follaje y raiz, por lo anterior se concluye que la simbiosis micorrizica tuvo un efecto

positivo en promocion de crecimiento de las plantas de chile “Chilaca”.
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6.3.4.4 Experimento 2. Efecto de los HMA y bacteriéfagos en el control de la
mancha bacteriana en chile chilaca

La figura 23 muestra la dinamica de crecimiento en plantas de chile con la
inoculacién de los HMA vy sin- HMA. El analisis de varianza no mostré diferencias
en el crecimiento de las planas en los diferentes tratamientos. Se observa que hay
una tendencia; las plantas sin la inoculacion de HMA (sin HMA) presentan los
mayores valores en altura de la planta y las plantas inoculadas con Funneliformis

mosseae (FM) presentaron los valores mas bajos.
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Figura 23. Evolucion de la altura de las planta por efecto de la inoculacién de HMA
a traves del tiempo. Inoculos: RI (Rhizophagus intraradices), FM (Funneliformis
mosseae), CAM (consorcio Las Campesinas) y sin HMA (sin la inoculacién de
HMA), en condiciones de invernadero. Analisis estadistico por factor HMA
(P<0.05, Tukey).

De acuerdo con el crecimiento evaluando diametro de la planta (Fig. 24). De
acuerdo con el analisis estadistico (Anova) las plantas inoculadas con

Funneliformis mosseae presentaron diferencias estadisticas (Tukey, P<0.05) al
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presentar el menor diametro de tallo respecto a las plantas de los demas
tratamientos (RI, CAMy sin HMA).
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Figura 24. Evolucion de diametro del tallo por efecto de la inoculaciéon de HMA.
In6culos: RI (Rhizophagus intraradices), FM (Funneliformis mosseae), CAM
(consorcio Las Campesinas) y sin HMA (sin la inoculacion de HMA), en
condiciones de invernadero. Analisis estadistico para los niveles del factor HMA.
Letras diferentes muestran diferencias significativas a los 60 dias después de la

inoculacion de los HMA segun Tukey, (P<0.05).

En el Cuadro 6 se presenta el efecto de los HMA en el crecimiento de las plantas
de chile. De acuerdo en al andlisis de varianza, las plantas micorrizadas con los
HMA presentaron mayor nimero de hojas que las plantas sin HMA. En las demas
variables solo se mostré una tendencia de las plantas inoculadas con RI, las
cuales presentan los mayores valores en casi todas las variables analizadas. El
inoculo FM present6 los valores mas bajos en la variables de biomasa fresca y

seca tanto de raiz y follaje.
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Cuadro 6. Comparaciéon de las variables de crecimiento y desarrollo en plantas de
chile “chilaca” a los 60 dias después de la inoculacion de diferentes indculos de
hongos micorrizicos arbusculares (Rhizophagus intraradices (RI), Funneliformis
mosseae (FM), consorcio “Las Campesinas” (CAM) y sin la inoculacion de HMA
(sin HMA).

Biomasa
| . Biomasa Longitud Volumen de Biomasa Biomasa
. Area foliar . seca
Nam. fresca follaje . raiz raiz frescaraiz secaraiz
T . follaje
Hojas 2
(cm?)
@ (cm) (em?) © ©
@)
RI 13.3+0.4 B 151.87+6.78 A 13.90+0.10 A 2.58+0.12 24.61+0.58  14.09+0.61 A 15.00+0.68 1.27+0.062
A A A A
FM 12.3+0.3 AB  133.95+6.20 A  12.06+0.09 A 2.23+0.11 25.29+0.55  12.53+0.67 A 13.29+0.72 1.15+0.063
A A A A

CAM 11.5+0.5 AB  136.52+6.40 A 13.27+0.11 A 2.35+0.12 25.08+0.58  14.68+0.57 A 15.36+0.63 1.23+0.056
A A A A

Sin
HMA
11.2+0.5 A 133.75¢6.31 A 13.28+0.10 A 2.46+0.11 23.45+£0.56  14.06+0.61 A 14.75+0.63 1.22+0.058

A A A A

T= Tratamientos (indculos HMA): RI (Rhizophagus intraradices), FM (Funneliformis
mosseae), CAM (consorcio Las Campesinas) y sin HMA. Letras distintas indican
diferencias significativas para los niveles del factor HMA de acuerdo la prueba

Tukey, (P<0.05). Signos + indican el error estandar.

En este experimento solo se vio reflejado efecto de los HMA en el crecimiento de
las plantas en numero de hojas. En las demas variables no se vio reflejada el
efecto en el crecimiento de los HMA. Respecto a la colonizacion micorrizica, Rl fue
el inoculo que presento los mayores valores.
En este caso las condiciones edafoclimaticas en el que se desarrollaron los
experimentos fueron diferentes respecto al primer experimento; época del afio,
sustrato, duracion de los experimentos, clima, fertilizacion. Estos factores influyen
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en el efecto de la micorrizacion en las plantas, en algunos casos unas especies de
HMA se adapta mejor a ciertas condiciones edafoclimaticas, llegando a ser mas
beneficioso para la planta y en otros casos pasa lo contrario (Azcon et al., 2002;
Castillo et al., 2009).

Existen diferencias en el proceso de colonizacion de las distintas cepas de HMA,
los cuales se evidencian en el comportamiento fungico, agronémico y bioquimico
(Rodriguez etal., 2007).

La colonizacion micorrizica se evaludé a los 60 dias después de la inoculacién (ddi)
de acuerdo al analisis estadistico (Tukey 95% de confianza) (Fig. 25) los inoculos
gue tuvieron mayor colonizacion en las plantas de chile chilaca fueron:

Rizophagus intraradices y el consorcio Las “Campesinas”.

iy
o

w
2]

w
o

N
(6]

20

15

10

Porcentaje de colonizacidn (%)

CAM FM R.I sin HMA
HMA

Figura 25. Colonizacion de los hongos micorrizicos arbusculares en plantas de
chile Chilaca a los 60 dias después de inoculadas, en condiciones de invernadero.
Las barras en cada rectanguno indican el error estandar. Letras distintas para
cada tratamiento indican diferencias estadisticas,Tukey (P <0.05).

En relacion a la colonizacion del experimento uno evaluado a los 172 ddi, en este
experimento (evaluado a los 60 ddi) hubo menor colonizacién. Esto se debe a que
el proceso de colonizacion es complejo y requiere tiempo para establecerse la

simbiosis, Beltrdn et al. (2013) en plantas de papaya (Carica papaya L.) bajo
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condiciones de invernadero observaron que las plantas a partir del quinto ddi
presentaron colonizacion del 7% y a traves de tiempo el porcentaje de
colonizacion fue de forma ascendente hasta 45 ddi en el que las plantas
presentaron un porcentaje de colonizacion de 37%. En plantas de chile Tena et al.
(2016), en dos variedades de chile bajo condiciones de invernadero observaron
mayor crecimiento desde las tres semanas en plantas inoculadas con HMA por lo

que a las tres semanas se considero funcional la simbiosis.

Densidad de esporas de los HMA

La densidad de esporas se contabiliz6 en 100 g de sustrato seco, de acuerdo al
analisis estadistico (Fig. 26) las plantas inoculadas con CAM y con RI presentaron
mayor densidad de esporas; 26.66 y 23.33 respectativamente en relacion a las
inoculadas con FM. La esporulacion de HMA al igual que la colonizacion es
afectada por diversos factores como por ejemplo las condiciones climaticas
(temperatura, humedad), condiciones del suelo (pH, materia organica Yy
disponibilidad de nutrientes) la planta (sintensis de metabolitos secundarios) y la
especie de hongo micorrizico arbuscular que coloniza (Scervino et al., 2005;
Barrer, 2009). Ley et al. (2015), mostraron que en plantas de tomate, la
esporulacion de Rhizophagus intraradices (Ri) fue mayor en comparacion a otras
especies de Glomus, sin embargo en etapas tempranas puede ocurrir lo contrario.
Lo que indica que Ri esporula mas lentamente y alcanza niveles de esporulacion
mayores. Referente a la dencidad de esporas del consorcid, recordando que esta
conformado por 15 especies diferentes, varios autores sefialan que aunque no hay
una especifidad del planta-HMA, si hay una efinidad a determinada especie y la
esporulacion va relacionada a la especie de HMA que coloniza (Ramirez, 2010;
Yildiz etal., 2010).
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Figura 26. Densidad de esporas de hongos micorrizicos arbusculares en 100 g de
sustrato a los 60 dias después de inoculadas en plantas de chile “Chilaca” en
condiciones de invernadero. Las barras en cada rectangulo indican el error
estandar. Letras distintas para cada tratamiento indican diferencias estadisticas
segunTukey (P<0.05).

6.3.4.5 Evaluacion de interaccion Planta-Xcv-HMA y bacteriéfagos en el
crecimiento vegetal

Se evaluaron las variables de crecimiento por los factores de Xcv y bacteridfagos
con la finalidad de determinar el efecto de estos en el crecimiento de las plantas
de chile chilaca. En el Cuadro 7, se observa que la inoculacion de Xcv tuvo un
efecto marcado en la altura de la planta, nimero de hojas, area foliar y biomasa

seca de raiz, ademas del efecto de los HMA que se han analizado anteriormente.

Cuadro 7. Efecto de los factores de estudio: HMA, Xanthomonas y bacteriéfagos y
sus interacciones en las variables de crecimiento en plantas de chile “chilaca”, 60

dias después del trasplante.

Factores Altura de  Diametro NUumero de Area Biomasa Peso seco

hojas de raiz
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planta de tallo foliar seca de
follaje
(cm) (mm) (sz)
HMA 0.6047 0.0026* 0.0296* 0.2650 0.1787 0.6389
Xev 0.0054* 0.8130 0.0010* 0.0019* 0.1879 0.3171
Fago 0.1741 0.9207 0.3219 0.3119 0.1771 0.5531
Interacciones

HMA/Xcv 0.2784 0.7398 0.5085 0.2575 0.8243 0.3160
HMA/Fago 0.0911 0.1123 0.3182 0.9321 0.4735 0.3966
Fago/Xcv 0.1004 0.1256 0.4471 0.8462 0.4681 0.9709
HMA/Xcv/Fago 0.2754 0.0000* 0.8153 0.2878 0.0079* 0.0004*

Numeros en celdas indican valores de probabilidad (P) de acuerdo al analisis de

varianza*, indica diferencias significativas, Anova (P<0.05).

La altura de la planta antes de ser inoculadas con Xcv tenian un promedio de

20.36 cm, 21 ddi las plantas inoculadas con Xcv presentaron una mayor altura de

40 cm en relacion a las plantas que no fueron inoculadas con una altura de 36.39

cm (Fig. 27). En nimero de hojas y area foliar las plantas inoculadas con Xcv

presentaron valores menores (11 hojas y 126.543 cm?) comparadas con las

plantas sin la inoculacién de Xcv (13 hojas y 148.755 cm?), estos dltimos efectos

del dafio ocasionado por la mancha bacteriana en las plantas. Por Ultimo, hubo

interaccion entre los tres factores de estudio en diametro del tallo, biomasa seca

del follaje y de raiz.
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Figura 27. Altura de la planta antes de la infeccion de Xcv (39 dias de
crecimiento) y después de la inoculacién (60 dias de crecimiento y 21 dias
después de la inoculacion), barras en los puntos indican el error estandar, letras

distintas indican diferencias significativas Tukey (P<0.05).

Normalmente cuando las plantas son inoculadas con un patégeno, se espera que
al verse afectado el sistema de la planta, detenga su crecimiento. Sin embargo, la
respuesta de la planta ante el patdgeno va a depender de la informacién genética
de cada variedad. La planta mediante elicitores reconoce la bacteria fitopatégena
(Gianinazzi, 2004). Este reconocimiento estimula la transcripcion de ARN
mensajero del hospedero, el cual codifica la expresion de enzimas involucradas en
la biosintesis de fitoalexinas (fenoles, alcaloides, sales inorganicas, carbohidratos
complejos, oligoglucanos, lipidos, acidos grasos, péptidos, etileno, etc.) (Vivanco
et al., 2009), compuestos con diferentes actividades bioquimicas y biolégicas, lo
que da lugar a un sistema general de respuesta de las plantas con un caracter
multifuncional, cuya principal funcién es reducir o inhibir el ataque o el rendimiento
de sus enemigos. Las respuestas se producen tanto en el érgano de la planta
atacada originalmente asi como en el resto de la planta (Garcia y Pérez, 2003).
Lison et al. (2013), reportaron que en plantas de tomate inoculadas con Exocortis

viroid (CEVd), 20 dias después de la inoculacion las plantas presentan retraso del
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crecimiento, ademas de los sintomas de la enfermedad, encontraron que las
plantas infectadas sintetizaron proteinas relacionadas con la patogénesis
(pathogenesis- related) como PR1, PR23, asi como enzimas de defensa tales
como endoquitinasa, glucanasa, entre otras. Castro et al. (2012) en plantas de
chile CM-334 criollo, especie reportada como resistente a Phytophthora capsici,
estudiaron la transcripcion de genes relacionados a la sintesis de proteinas de
defensa, encontraron que a ciertas dosis de P. capsici hay un incremento en las
sintesis de PR-1, peroxidasas, glucanasas y EAS; respecto a plantas no enfermas.
En otros trabajos se ha encontrado diferentes efectos en las plantas por la
inoculacion de agentes patégenos como por ejemplo Gutiérrez et al. (2016), en
plantas de chilaca registro mayor biomasa seca después de la inoculacion de
Phytophthora capsici (PC), ademas de que las plantas no presentaron sintomas
de la enfermedad, en otras variedades de chile (chile morrén, chile ancho, chile
serrano var. camino real) las plantas infectadas con PC presentaron menor

biomasa seca, ademas de los sintomas tipicos de la enfermedad.

6.3.4. 6 Evaluacion de los hongos micorrizicos arbusculares y bacteriéfagos
en control del dafio causado por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en
chile

6.3.4.6.1 Evaluacion de los hongos micorrizicos arbusculares en el control
de la mancha bacteriana

En la comparaciéon de medias del factor HMA (Cuadro 8), las plantas inoculadas
con Ri fueron las que presentaron menor defoliacion 2.125 promedio, respecto al
testigo 4.098 promedio. En nUmero de manchas en las plantas inoculadas con FM
(48.571 promedio) fueron las que presentaron mas en relacion a las que fueron
inoculadas con CAM 21.230 promedio, en area foliar dafada y hojas con

manchas no se encontraron diferencias significativas.

Cuadro 8. Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares en la severidad de la
mancha bacteriana causada por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en

plantas de chile “Chilaca” en condiciones de invernadero.
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Ndmero de A ;
Factor de Hojas con Area foliar

manchas ~
estudio Defoliacién manchas o dafiada enferma
necroéticas por
HMA necroticas 2
planta (em”)
RI 2.125+0.426 b 5.375+0.757 a 39.785+8.841 ab 0.771+0.085 a
FM 3.517+0.567 ab 5.687+0.630 a 48.571+7.939 a 0.804+0.083 a
CAM 2.937+0.528 ab 4.43740.427 a 21.230+4.244 b 0.701+0.071 a
SIN HMA
(Plantas 4.098+0.376 a 5.0+0.465 a 32.375¢4.453 ab ~ 0.902+0.108 a
enfermas)

Inbculos HMA: RI (Rhizophagus intraradices), FM (Funneliformis mosseae), CAM
(consorcio Las Campesinas). Signos + indican error estandar. Letras distintas

indican diferencias significativas, Tukey (P<0.05).

Como anteriormente se menciono, el efecto de los HMA en las plantas va a
depender de la compatibilidad funcional planta-HMA que va de acuerdo a las
condiciones agroedafologicas en la que se establezca la simbiosis. Pozo et al.
(2002), reportaron que Funneliformis mosseae tuvo efecto positivo en el control de
Phytophthora parasitica en tomate, mientras que Rhizophagus intraradices (RI) no
tuvo efecto en el control de la enfermedad. Galindo (2008), reporté el efecto
bioprotector de Ri contra la mancha bacteriana en tomate. Fierro et al. (2013),
reportaron a RI con efecto bioprotector contra Fusarium oxysporum en plantas de

tomate.

6.3.4.6.2 Bacteriéfagos en el control de la mancha bacteriana

En el andlisis del factor bacteriéfago contrario a lo que se esperaba no se
encontraron diferencias significativas (Cuadro 9), con la inoculacion de este y sin

la inoculacion, en ninguna de las variables estudiadas.
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Cuadro 9. Efecto de bacteri6fagos en severidad de la mancha bacteriana causada

por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en plantas de chile “Chilaca”.

Numero de
Factor Hojas con N Area foll
P manchas rea foliar
bacteriofago Defoliacion manchas o 5
_ necroéticas por enferma (cm®)
necroticas
planta
Con
» 2.98661+0.372 a 5.267+0.387 a 35.034+ 3.269 a 0.792+0.060 a
bacteriéfago
Sin
bacteriéfago
3.35268+0.345 a 4.781+0.390 a 34.375+ 2.966 a 0.795+0.063 a
(plantas
enfermas)

Signos * indican error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas

de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).

Respecto el efecto de los bacteriéfagos, estos se pudieron aislar de los tejidos
vegetales (fig. 31). Sin embargo, no tuvieron efecto en el control de la mancha
bacteriana. El comportamiento de los bacteriéfagos aplicados con alginato de
sodio en contra de la mancha bacteriana en plantas de chile “chilaca” es poco
claro, se puede atribuir a las condiciones ambientales que afectan la estabilidad
del fago, ademas también se afecta el estado fisioldgico de las bacterias y en
consecuencia, la interaccién huésped-virus y la efectividad de la capacidad del
fago para reducir el nUmero de bacterias (Fister et al., 2016). El alginato de sodio
puede sufrir despolimeracién si se expone a temperaturas superiores a los 25°C
(Avendario et al., 2013) en este experimento se registra temperaturas arriba de los
30°C, lo cual pudo afectar la persistencia del fago en la superficie de la hoja
(Frampont et al., 2012; Abedon, 2012; Balogh et al., 2018) y para lograr el control
de la enfermedad se debe mantener un titulo alto de fagos respeto a la bacteria
blanco; a concentraciones por debajo, los fagos tendran un impacto minimo en el

control de enfermedad (Frampont et al., 2012).
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En condiciones de invernadero los bacteri6fagos estan mas expuestos a factores
ambientales y otros factores que limitan su eficiencia en el control del dafio de la
enfermedad. De acuerdo a Balogh et al. (2018) los bacteriéfagos se comportan
diferente en la superficie de las hojas que in vitro, Gasic et al. (2016) informaron
que el bacteriofago K ® 1 fue mas eficaz en el control de la mancha bacteriana de
pimienta en la camara de crecimiento (85%) en relacién al control en invernadero
(38%). La leche descremada ha sido utilizada también como formulacién para
proteccion de los fago con diferentes niveles de éxito en el control de
enfermedades, sin embargo, Balogh et al. (2008), en condiciones de invernadero
reportaron que a pesar de que la leche descremada ayuda la persistencia del fago
en las hojas de citricos, este no controlé el cancer de los citricos causados por
Xanthomonas axonopodis, al contrario aumenta el dafio de la enfermedad, el
modo de accion por el cual la leche descremada puede aumentar la severidad de
la enfermedad no esta claro, se cree que como actlla como agente humectante,
rompe la tension superficial y ayuda a la entrada del patdgeno, ademas, puede

servir como una fuente de carbono y nitrégeno para la bacteria patégena.

6.3.4.6.3 Efecto de bacteriofagos y HMA en la severidad de la mancha
bacteriana en chile Chilaca en invernadero

La combinacién de lainoculacién de Ri y bacteri6fagos (RL.XB) fue el tratamiento
mas eficaz para controlar la grevedad de la mancha bacteriana. En todos los
tratamientos en los que se inoculo el bacteri6fago las plantas presentaron menor
defoliacion (Fig 29), en relacion a los que no se le aplico; sin ambargo,
esdisticamente no fue significativa. Las plantas donde no se aplic6 Xanthomonas
no hubo defoliacion. En area foliar enferma (Fig. 29), las plantas del tratamiento
con la inoculacion con el consorcio Las Campesinas (CAM.X) fue el que tuvo
menor area foliar enferma en relacion a las plantas en la que unicamente se aplic
Xanthomonas (X). En nimero de manchas y nimero de hojas con manchas se

observaron diferencias entre los tratamientos evaluados.
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Figura 28. Efecto de la inoculacion de HMA, bacteriofagos y su combinacién en la
defoliacion provocada por Xcv, claves de tratamientos: Inoculos de HMA;
Rhizophagus intraradices (RI), Funneliformis mosseae (GM), Las Campesinas
(CA), con Xcv; X, con bacteriéfago; B. En plantas de chile Chilaca en condiciones
de invernadero. Las barras en cada rectanguno indican el error estandar. Letras
distintas para cada tratamiento indican diferencias estadisticas segun Tukey (P
<0.05%).
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Figura 29. Efecto de la inoculacién de HMA, bacteriofagos y su combinacién en el
area foliar enferma provocada por Xcv, claves de tratamientos: Inoculos de HMA;
Rhizophagus intraradices (RI), Funneliformis mosseae (GM), Las Campesinas
(CA), con Xcv; X, con bacteriofago; B, en plantas de chile Chilaca en condiciones
de invernadero. Las barras en cada rectanguno indican el error estandar. Letras
distintas para cada tratamiento indican diferencias estadisticas de acuerdo a
Tukey (P <0.05%).

6.3.4.6.4 Presencia de X. campestris pv.vesicatoria en tejidos enfermos

Al finalizar el experimento se re-aisld la cepa BV801 de Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria de tejidos enfermos de plantas de chile chilaca que presentaron las
manchas tipicas de esta enfermedad (Fig. 30), morfolégicamente presentaron las

mismas caracteristicas y su consistencia mucoide.
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Figura 30. Comparacion de las cepas bacterianas de los tratamientos donde se
inoculé a Xanthomonas con la cepa BV801. El nimero de la placacorresponde al
tratamiento de donde se aislo la cepa, (801) corresponde a la cepa control
(BV801).

Se verifico la presencia de BV801 en tejidos enfermos, al observar el crecimiento
bacteriano en medio nutritivo, cumplieron con las caracteriscas de color y

consistencia tipicas de la cepa BV801 de Xanthomonas campestris pv. vesicatria.

6.3.4.6.5 Presencia de baceri6fagos en los tejidos de las plantas

En el ensayo doble placa en agar suave para ver la precencia o aucencia de los
bacterifagos XAF18 en los tejidos de las plantas en los que se inocularon (Fig.
31) se observd que en las diluciones correspondientes a tratamientos en donde no
se inocul6 Xanthomonas no se encontraron fagos. Mientras que en tratamientos

donde se inoculo Xanthomonas, si se encontraron lisis de Xanthomonas
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correspondientes a la presencia del fago XAF18. La estimacion del titulo de fagos

fue de 6,000 a 80,000 fagos por mL del macerado.

Figura 31. Detencién de los bacteriofagos en el ensayo doble placa en agar suave
para verificar la presencia o0 ausencia de estos virus en de tejidos de la planto de
los diferentes tratamientos. Sin Xcv indica los tratamientos donde no se inoculd
Xanthomonas pero si se colocaron bacteriéfagos; con Xcyv, indica los tratamientos
donde se inoculo Xanthomonas y sus bacteri6fagos correspondientes. T: indica el

tratamiento de origen; niUmeros indican la dilucion decimal.

El no encontrar fagos en los tejidos de los tratamientos donde no se aplicé Xcv, es
un fendbmeno que ya ha sido reportado con anterioridad (Balogh at al., 2004;
Maura et al., 2011). En referencia a los fagos que encontraron 21 dias después de
su inoculacién en los tejidos de plantas de chile “chilaca” e infectadas con la cepa
BV801 de Xanthomonas, esto se debe a que el estar presente la bacteria blanco,
los fagos puede replicarse y por lo tanto serd mayor el tiempo que persista en la
planta, ya que en varios experimentos el titulo de fagos desciende aun aplicado
con formulaciones como por ejemplo con maiz pregelatinizado, leche descremada,
casecrete, entre otros (Balogh et al., 2003; Iriarte et al., 2007).
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6.3.4.6.6 Colonizacion de los HMA en plantas de chile “chilaca” y densidad
de esporas

De acuerdo al andlisis estadistico multifactorial para determinar el efecto de cada
factor de estudio en la varibles de porcentaje de colonizacion y densidad de
esporas (cuadro 10). La densidad de esporas fue unicamente afectada por la
inoculacién de HMA, al analizar las interaccion se encontré que los HMA tuvieron
interaccion con la inoculacién de Xcv y bacteriofagos. En cuanto al porcentaje de
colonizacion, la inoculacion de HMA fue el unico factor que afecto la colonizacién

micorrizica.

Cuadro 10. Efecto de los factores de estudio (HMA, Xanthomonas y bacteriéfagos)
y sus interacciones en las variables microbiolégicas en plantas de chile “Chilaca”

60 dias después del trasplante.

Porcentaje de

Factor Densidad de esporas colonizacisn
HMA p=0.000* p=0.000*
Xcv p=0.286 p=0.710
Bacteriofago p=0.209 p=0.588

Interacciones

HMA/Xcv p= 0.0012* p= 0.981
HMA/fago p=0.0007* p=0.8801
Xcv/fago p=0.1492 p=0.880
HMA/Xcv/fago P=0.7014 p= 0.930

HMA= Hongo micorrizico arbuscular, Xcv=Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria, p= valor de probabilidad asociada al estadistico del andlisis de
varianza multifactorial. *Indica diferencias significativas a un nivel de confianza del
95%.
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En el caso de la comparacion de medias HMA (Tukey, p<0.05), se muestra en el
cuadro 10, las diferencias estadisticas van en funcion del inéculo de HMA
utilizado, y su adaptacion a las condiciones en las que se establece la simbiosis
micorrizica (Yildiz, 2010; Azcén et al., 2002; Castillo et al., 2009).

Cuadro 11. Comparacion de medias de porcentaje de colonizacion y densidad de
esporas de en plantas de chile “chilaca” a los 60 dias después de la inoculacion de
diferentes in6culos de hongos micorrizicos arbusculares (Rhizophagus
intraradices (RI), Funneliformis (FM), consorcio “Las Campesinas” (CAM) y sin la
inoculacion de HMA (sin HMA).

Factor de ) . ) . Densidad de esporas en 100
_ Colonizacién micorrizica
estudio HMA g de sustrato seco
RI 35.2242+ 1.32 a GEERaS 2
EM 30.92+ 152 b 16.38+1.94504 b
CAM 34.3708+0.98 a 26.66+ 1.641 a
Sin HMA 0.00+0.00 c 0.0+£0.00 c

Inbculos HMA: RI (Rhizophagus intraradices), FM (Funneliformis mosseae), CAM
(consorcio Las Campesinas). Signos + indican error estandar. Letras distintas

indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba de Tukey (P<0.05).
En andlisis de las interacciones de los niveles HMA y la inoculacién de Xcv (Fig.

32) se observo diferencias estadisticas (Tukey, P<0.05), en plantas micorrizadas

con Rhizophagus intraradices, en presencia de Xcv la densidad de esporas fue
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mayor en relacion en los sustratos de plantas donde no se inoculo Xcv donde se

encontrd6 menor densidad de esporas.

Interacciones y 95.0% de Tukey HSD

37 ] XcV

—e— Con X
—— Sin X
27

17

Densidad de esporas

CAM G.M R. sin HVA
HMA

Figura 32. Comparacion entre las Interacciones entre los niveles de hongos
micorrizicos arbusculares y la inoculacion de la cepa BV801 de Xanthomonas

campestris pv. vesicatoria de acuerdo a Tukey, (P<0.05).

En la interaccién de los niveles de HMA vy la aplicacion de bacteriéfagos también
se encontraron diferencias estadisticas de acuerdo a Tukey, P<0.05 (Fig.33). En
plantas inoculadas con Rl y la aplicacion del fago la densidad de esporas fue
mayor en relacién a las plantas donde no se inoculo el fago. Caso contrario se
presentd en sustratos de plantas inoculadas con Fm, en donde la presencia del

fago disminuyd la densidad de esporas.
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Interacciones y 95.0% de Tukey HSD

—— Con BF
L ] —— SinBF
27 - ]

17 b .

Densidad de esporas

CAM G.M R. sin HMA
HMA

Figura 33. Comparacion entre las interacciones entre los niveles de hongos
micorrizicos arbusculares y la inoculacion del bacteriofago XAF18 de acuerdo a
Tukey, (P<0.05).

Evaluacion de las variables microbiologicas de los HMA por tratamiento

En el andlisis estadistico del porcentaje de colonizacion (Fig. 32) en los diferentes
tratamientos, no se encontraron difererencias (cuadro 11) entre las diferentes
inoculaciones de HMA (Ri, Fm o CAM), mientras que en plantas donde no se
inocul6 HMA no se encontraron estructuras de los hongos micorrizicos
arbusculares dentro de las raices. En densidad de esporas (cuadro 10) los
sustratos de las plantas en las que no se inoculd6 HMA no presentaron esporas en
el sustrato y estadisticamente fueron difretes al resto de los tratamientos. Por otro
lado, los tratamientos: inoculados con Ri+Xanthomonas+bacteriofago (Ri.X.B) y
las inoculados con CAM+bacteriéfago (CA.X) fueron los que presentaro mayor
nimero de esporas en comparaciéon a los tratamiento con Ri (RI), con los

tratamientos con Fm+Xcv+bacteriofago (FM.X.B) y, Fm+bacteriéfago (FM.B) .
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Figura 34. Estructuras fangicas de los HMA dentro de las raices de plantas de

chile: (a) Vesicula, (b) espora y (c y d) arblsculos. Vistas tomadas con aumento de

40x.

Cuadro 12. Efecto de HMA, Xanthomonas y bacteriéfago en la densidad de

esporas en el sustrato y colonizacion micorrizica en las raices en plantas de chile

“chilaca” a 60 dias despues de la inoculaciéon de los HMA.

Tratamiento

NUum. De
esporas/ 100 g
de sustrato

Porcentaje de

colonizacion

1. RIXB

2. RILX

3. RIB

5 FMX.B

32.222+4.006 a

25.555+1.111 abc

25.555+4.843 abc

10+1.925 de

12.222+1.111 cde

36.076+3.135 a

34.446%3.394 a

36.296+2.893 a

34.076+2.671 a

32.96+1.480 a
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6. FM.X 22.222+4.444 abed 30.003+2.940
7. FM.B 13.333#3.333 bcde 30.373+4.813 a
8. FM™m 17.777+4.444 abcd 30.373+3.758 a
9. CAXB 24.444+1.111 abcd 34.073+2.430 @
10. CAX 22.221+4.844 abcd 35.186+0.982 a
11. CAB 32.222#1.111 a 34.073%1.961 a
12. CA 27.777+2.222 ab 34.15¢3.222 a
13. X.B 00.00 e 0£0.00 b
14. X 0£0.00 € 0£0.00 b
15. B 0£0.00 € 0£0.00 b
16. Testigo 0£0.00 € 0£0.00 b

Claves de tratamientos: Inoculos de HMA; Rhizophagus intraradices (RI),
Funneliformis mosseae (GM), Las Campesinas (CA), con Xcv, X, con bacteriéfago;
B. Signos * indican error estandar. Letras distintas indican diferencias

significativas de acuerdo a la prueba Tukey al 95% de confianza (p<0.05).

No se observdo una tendencia definidad en el efecto de la interaccion de los
microorganismos en la respuesta densidad de esporas, es claro que el sistema de
planta-HMA-Xanthomona-bacteri6fago es complejo, y por lo tanto las respuestas
de los difrerentes tratamientos también lo son. En esta respuespuesta se debe
considerar las diferentes especies de HMA que se utilizaron, la afinidad con la
planta de chile chilaca y su comportamiento ante los diferentes factores (Garrido
et al., 2012, Yildiz at al.,2010) como la presencia o aucencia de Xanthomonas o
del bacteridfago, las condiciones climaticas y propiedades del sutrato en las que

se desarrollo la micorrizacion.
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La evaluacién de bacteriéfagos y hongos micorrizicos no se ha realizado con
anterioridad, por lo que este es el primer trabajo de investigacion en que se
estudio la aplicacion combinada de estos agentes en busqueda de una estrategia
sustentable para controlar los dafios causados por la mancha bacteriana.
Anteriormente se han estudiado la combinacidén de bacteriéfagos y rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal (PGPR) (Balogh et al., 2003), bacteri6fagos
con acibenzolar-s-metil un compuesto quimico que estimula la resistencia
sistémica adquirida de la planta (Obradovic et al., 2005), ambas combinaciones

mostraron tener mejor eficiencia en el control de la mancha bacteriana en tomate.

6.3.5 Conclusiones

En este trabajo la inoculacién con Rhizophagus intraradices presento efecto en la
disminucion de defoliacibn en comparacién a las plantas control (donde solo se
inoculo Xcv). Los bacteriofagos no tuvieron efecto en control de las mancha
bacteriana, sin embargo, en los tratamientos en los que se inoculd, se vi6 una
disminucion en la defoliacion de la planta, aunque no fue estadisticamente

significativa.

La combianacion de Ri y bacteriofagos fue el tratamiento méas eficas para controlar

el dafio de la mancha bacteriana.

Se reaislaron las cepas BV801 de tejidos enfermos, por lo que se confirmoé que la
enfermedad manifestada fue cusada por inoculacion de Xanthomonas campestris

pv. vesicatoria.

Se recuperaron bacteriofagos unicamente de los tratamietos en los que se aplic

Xanthomonas.
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6.4 DISCUSION GENERAL

La mancha bacteriana ocasionada por Xanthomonas Campestris pv. vesicatoria,
es una enfermedad que representa uno de los principales problemas fitosanitarios
en el cultivo del chile (Capsicum annuum. L.) (Shultz y French, 2011; Hernandez,
2012). En la busqueda de una estrategia bioldégica para controlar la mancha
bacteriana en plantas de chile “Chilaca” se propone el uso de bacteriéfagos, y su
efecto sinérgico con diferentes in6culos de HMA, se considera las pruebas de
patogenicidad como un aspecto clave para la validacion y estandarizacién de la
metodologia a utilizar en experimentos mas complejos. En estudios predecesores
a esta investigacion se reportan diferentes técnicas de inoculacién, con diferentes
cepas de Xanthomonas, utilizadas en diferentes variedades de chile y jitomate
(Galindo, 2008; Lopez, 2016; Cruz et al., 2001). Los resultados mostrados en el
primer capitulo permitieron estandarizar un método de inoculacion de la cepa
BV801 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria en las plantas de chile
“Chilaca”. Considerando la defoliacion que provocé el método mediante la
aspersion haz-envés preparada a partir del crecimiento bacteriano en fase
estacionaria en el medio, a una concentraciéon de 1x10° UFC mL™ fue el mas
eficiente para infectar las plantas, al provocar 75% de defoliacién en las plantas.
Lo cual concuerda con la técnica utilizada por Jones et al. (2007), Lopez (2016),
Balogh et al. (2018).

Por otra parte, se buscé estandarizar una manera de cuantificacion del dafio de la
enfermedad mediante la generacion de una escala cualitativa ordinaria de dafio. Al
tratarse de una enfermedad de manchas foliares, las lesiones de las mancha
bacteriana a menudo se unen, presentan diferentes tamafos y coloracion, las
hojas pueden presentar clorosis (Ritchie, 1995; Galindo 2008). La informacion
mostrada en el segundo capitulo de este trabajo revelé que la manifestacion de los
sintomas ocurren de acuerdo a las condiciones ambientales en las que se
encuentren las plantas post-inoculacién, lo cual concuerda con Vidaver et al.
(2004). En este apartado se muestran sintomas de la enfermedad los brotes

tiernos presentaron una apariencia traslicida que denotaba la maceracion interna
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de los tejidos de la hojas en ambientes de alta humedad por largos periodos de
tiempo, que no han sido reportados en la literatura. Se generaron dos escalas
ordinarias cualitativas de dafio. Pero al final ninguna de las dos pudo ser utilizada
en el experimento final, debido a que las condiciones ambientales cambiarony por

ende los sintomas de la enfermedad se manifestaron de diferente manera.

Retomando la hipétesis principal de este trabajo de investigacién, los HMA son
simbiontes obligados de las plantas, esta asociacion proporciona beneficios para
ambos, en las plantas se ve reflejado en mayor crecimiento y desarrollo de la
planta. Ademas, que también ayuda en el control de diversos fitopatégenos, y a
cambio los HMA toman los carbohidratos necesarios para cumplir su ciclo
biolégico (Azcon et al., 2002). En la evaluacion de los HMA como promotores de
crecimiento en plantas de chile “chilaca”, en experimento evaluado a los 173 dias
después de la inoculacion con HMA (ddi), los in6culos; Rhizophagus intraradices
(Ri), Funneliformis mosseae (Fm) y el consorcio Las campesinas (CAM) tuvieron
un efecto positivo en la formacién de o6rganos reproductivos en relacién a las
plantas sin HMA, ademas las plantas inoculas con CAM presentaron mayor
didmetro de tallo, biomasa seca de follaje y raiz, en relacion a las plantas sin HMA.
En un segundo experimento evaluado a los 60 ddi se encontré que Unicamente el
inoculo Ri promovié la generacion de hojas en plantas en relacion a los
tratamientos sin HMA y Fm presentd menor diametro del tallo en comparacién a
los demas tratamientos (Ri, CAM y Sin HMA). En cuanto a la colonizacion
micorrizica, esta no estuvo relacionada en la promocion de crecimiento, en el
primer experimento Fm presento mayor colonizacion micorrizica en comparacion a
Ri y CAM, sin embargo no mostrd tener alguna ventaja en promocion de
crecimiento de las plantas de chile “chilaca”, en el segundo experimento los
porcentajes de colonizacién fueron mas bajos en comparacién al primero esto
relacionado a que la colonizacién micorrizica se establece de manera paulatina
(Beltran et al., 2014); Fm presenté el porcentaje de colonizacion mas bajo en
relacion a Ri y CAM. Estos resultados concuerda con Tapia at al. (2010), donde
sefialan que hay indculos de HMA con bajo porcentaje (15-40%) de colonizaciény

tienen un excelente efecto en la promocién del crecimiento de las plantas, Reyes
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at al. (2016) en su trabajo también muestra resultados similares donde no hay

relacion entre el porcentaje de colonizacién y la promocién de crecimiento.

Ahora bien, en la evaluacién de los HMA en el control del dafio de mancha
bacteriana se encontr6 que RI tuvo efecto en la disminucion de la defoliacion de
las plantas en relacion de las plantas sin HMA y en el caso CAM tuvo efecto en la
disminucion del nimero de manchas en las hojas. Como anteriormente se mostré
con las inoculaciones de HMA, en los tres casos (Ri, Fm y CAM) se observaron las
raices colonizadas. En este caso se observo el efecto de Ri en la promocion de
crecimiento y su efecto como bioprotector ante la mancha bacteriana en las
plantas de chile “Chilaca”, y en el caso de CAM solo su efecto bioprotector. Existe
un amplio rango de anfitriones-hospedantes, por lo que los efectos de la simbiosis
son engafosos, ya que hay un nivel funcional-compatibilidad, demostrada por las
simbiosis entre diferentes aislados de HMA Yy diferentes especies de plantas que
varian en compatibilidad, ademas la funcional compatibilidad también se ve
afectada por las con condiciones climaticas y de suelo (Harrier y Watson, 2004,
Yildiz 2010).

Por otro lado, los bacteriéfagos, virus especificos de bacterias, son agentes de
control biolégico, introducidos desde la década de 1990 para el control de la
mancha bacteriana (Balogh et al., 2002). En este trabajo los fagos se aplicaron 24
h después de la inoculacién de Xcv, en microencapsulacion en alginato al 3%, los
datos mostraron que no hubo efecto en el control de la mancha bacteriana a pesar
de que se encontraron bacteriofagos en los tejidos de las plantas enfermas 21
dias después de su inoculacion. Este resultado difiere con lo que se esperaba
encontrar. Es confuso entender este fendmeno, se puede atribuir a las condiciones
ambientales que pudieron afectar la estabilidad del fago, ademéas también se
afectan el estado fisiologico de las bacterias y en consecuencia, la interaccion
huésped-virus y la efectividad de la capacidad del fago para reducir el nimero de
bacterias (Fister et al., 2016) A pesar que se han utilizado diferentes formulaciones
para mejorar la persistencia del fago en la filosfera, sin embargo los rayos UV y

altas temperaturas siguen siendo el principal factor limitante en el desarrollo de
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tratamientos eficientes con bacteriéfagos (Frampont et al.,, 2012; Abedon et
al.,2012; Jones et al., 2012, Balogh et al., 2018).

Una de las caracteristicas de los bacteriéfagos es su alta especificidad a un grupo
de bacterias en particular, no son téxicos, (Balogh et al., 2003) dicha caracteristica
permite la aplicacibn con agentes de control como lo hongos micorrizicos
arbusculares. Se encontrd que la combinacion de bacteriéfagos y la micorrizacién
de la plantas con Rhizophagus intraradices redujeron la defoliacién en relacion a
las plantas sin tratamiento, la colonizacion micorrizica no se afectd por la
inoculacion de Xcv o el bacteriofago. La densidad de esporas del inoculo
Rhizophagus intraradices aumento por la presencia Xcv y el fago, en
Funneliformis mosseae con la aplicacion de bacteri6fago se encontré menor

densidad de esporas.

Los resultados de esta tesis indicaron que si hubo un efecto sinérgico en la
combinacion de Rhizophagus intraradices y bacteri6fagos en la promocién del
crecimiento y en la disminucién de la defoliacion de las plantas enfermas por la
mancha bacteriana, por lo que se comprueba la hipotesis de este trabajo de
investigacion. Este es el primer trabajo de investigacion que evalud la combinacién
de estos agentes de control biolégico contra Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria. Los resultados de este trabajo son relevantes y con potencial en la
busqueda de una estrategia sustentable para el control de la mancha bacteriana

del cultivo de chile.
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6.5. CONCLUSION GENERAL

Los HMA tuvieron efecto en promocion del crecimientos, ademas, Rhizophagus
intradices y el consorcio Las Campesina mostraron tener efecto en la disminucion
del dafio de la enfermedad. Por otro lado, los bacteriéfagos no mostraron tener un
efecto significativo en el control de la mancha bacteriana. Finalmente la aplicacién
de bacteriofagos y Rhizophagus intraradices en plantas de chile “Chilaca”
disminuyeron el dafio causado por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria por lo
gue se consideran como herramienta con potencial para considerar en estrategias

sustentables en el control de la mancha bacteriana en el cultivo de chile.

6.6. RECOMENDACIONES

Ante los resultados encontrados en este trabajo, la aplicacion combinada de
bacteriéfagos y hongos micorrizicos son una herramienta con potencial para el
desarrollo de estrategias de manejo dentro de un agricultura sustentable. Sin
embargo, hace falta evaluar diferentes formulaciones para proteger los
bacteriofagos, también evaluar la frecuencia de aplicaciones en condiciones
ambientales que se asemejen a las condiciones de campo donde se cultiva el
chile, cada uno de los factores estudiados interactian diferente ante mditiples
factores bidticos y abidticos, lo que afecta directamente el biocontrol de la

enfermedad.

Resulta importante avaluar estos microorganismos con la aplicacion de otros
microorganismos 0 compuestos quimicos que estimulan las defensas de las
plantas y que tienen un enfoque prometedor para el control integral y eficiente de

la enfermedad.
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VIl ANEXOS

Anexo 1. Medio de cultivo NYGA (peptona, extracto de levadura, agar, glicerol y agua)
para crecimiento de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

Componente Cantidad para preparar 1L
Peptona 58

Extracto de levadura 3g

Glicerol (99%) 20 mL

Agar 10g

Agua Aforara 1000 mL

Anexo 2. Medio de cultivo NYGA-suave para crecimiento de X. campestris pv. vesicatoria.

Componente Cantidad para preparar1L
Peptona 58

Extracto de levadura 3g

Glicerol (99%) 20 mL

Agar 78

Agua Aforara 1000 mL

Anexo 3. Medio de cultivo NYG (liquido) para crecimiento de X. campestris pv. vesicatoria.

Componente Cantidad para preparar1L
PEPTONA 5g

EXTRACTO DE LEVADURA 3g

GLICEROL (99%) 20 mL
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AGUA Aforara 1000 mL

Anexo 4. Buffer de fosfatos para preparar el in6culo bacteriano de la cepa BV801 de X.
campestris pv. vesicatoria.

Componente Cantidad para preparar 1L
K,HPO, 61.5 mL

KHPO, 38.5 mL

Agua destilada estéril Aforara 1000 mL

Anexo 5. Preparacioén del alginato de sodio al 3% para encapsular a los bacteriéfagos.

Componente Cantidad para preparar 1L
Alginatode sodio 30g
Aguadestilada estéril Aforara 1000 mL

Anexo 6. Preparacion de cloruro de calcio 0.5 M para preparar el encapsulamiento de
bacteriofagos.

Componente Cantidad para preparar1L
Clorurode calcio 73.5¢g
Aguadestila estéril Aforara 1000 mL
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Anexo 7. Solucién de formol, acido acéticoy alcohol (FAA) para conservacion de las

raices.

Componente
Formol (38.5%)
Acido acético (100%)
Alcohol (96%)

Agua

Cantidad para preparar 1L
100 mL

50 mL

500 mL

350 mL

Anexo 8. Solucién de acido clorhidrico (HCL 0.1 N).

Componente
Acido clorhidricoal (37%)

Agua destilada

Cantidad para preparar 1L
8 mL

Aforara 1000 mL

Anexo 9. Solucion de hidréxido de potasio al 10%.

Componente
Hidréxido de potasio

Agua destilada

Anexo 10. Solucién de lactoglicerol.

Componente
Acido lactico (85%)
Glicerina (99%)

Agua destilada

Cantidad para preparar1lL
100 g

Aforara 1000 mL

Cantidad para preparar1lL
250 mL
500 mL

250 mL
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Anexo 11. Extracciéon de ADN para bacterias Gran Negativas mediante el Kit Promega

e Tomar un ImL del cultivo bacteriano de 24 h en crecimiento.

e Vaciar en un tubo eppendor de 1.5 mL

e Centrifugar de 13 000 a 16 000 X g por dos minutos para formar un pellet, retirar el
sobrenadante

e Agregar 600 pl de la solucion lisis nucleica, pipetear cuidadosamente para
resuspender el pellet bacteriano.

¢ Inocular a 80°C por 5 minutos y dejar enfriar a temperatura ambiente, agregar 300
pl de la solucion de ARNasa, Invertir dos a tres veces para mezclar.

¢ Inocular a 37°C de 30 a 45 minutos, dejar enfriar a temperatura ambiente.

e Agregar 200 pl de solucién de precipitacion de proteina. Mezclar vigorosamente.

e Enfriar a 5°C por 5 minutos.

e Centrifugar de 13 000 a 16 000 X g por 3 minutos. Transferir el sobrenadante a un
nuevo tubo eppendor, agregar 600 ul de isopropanol y mezclar por inversion.

e Centrifugar a 13000-16000 X g por 2 minutos, retirar el sobrenadante y agregar
600 pl de etanol a 70% y mezclar cuidadosamente.

¢ Retirar el alcohol y dejar secar de 10 a 15 minutos.

e Agregar 100 pl de solucion de rehidratacion de ADN vy dejar a 65°C por 1h.

e Dejar enfriar a temperatura ambiente.
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Anexo 12. Soluciones madre recomendada para la formulacién de las soluciones

nutritivas Solucion nutritiva (Hoagland y Arnol)

Compuesto

Concentracion

Ca(NOg),,
KNO3
MgSO,

KH4PO,

Quelato de Fe

1 Molar (236 g L)
1 Molar (101 g L™)
1 Molar (246.5 gL™)
1 Molar (136 g L™)

500 ppm de Fe

Micronutrientes

NaNO;
MgCl,
NaSO,4

NaH,PO4H,0
CaCl,

KCI

1 Molar (85.01 gL™)
1 Molar (95.23 g L™)
1 Molar (142.06 g L™)
1 Molar (138.01 gL ™)
1 Molar (110.99 g L™)

1 Molar (74.55 g L™)
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Anexo 13. Comprobantes académicos de la presentacion de trabajos en eventos

académicos.

o

CONACYT
AL (RS IIO

Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo
Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales
Programa de Maestria en Produccion Agropecuaria

PGSOV OIS SV

Otorgan la presente

CONSTANCIA

l‘[\a*cl
? Dr. Mauricha Porea Poa
Director del de Investigaciones Secretari Académico del Instituto de
Agropacinrias y Forestales Iwestigaciones Agropecuarias y Forestales
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Efecto de hongos micorrizicos arbusculares y bacteri6fagos contrala
mancha bacteriana en chile “chilaca”

Susana Bautista Villegas®, Gabriel Rincén Enriquez®, Nuria Goémez Dorantes®, Philippe

Lobit*, Evangelina Esmeralda Quifiones Aguilar ?, Luis Lopez Pérez *.

! Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales, Universidad Michoacana de San Nicolas

de Hidalgo. Km 9.5 Carretera Morelia-Zinapécuaro, C.P. 58880, Tarimbaro, Michoacan, México;
Biotecnologia Vegetal, Centro de Inwestigacién y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado

de Jalisco, A.C. Camino Arenero 1227, El Bajio del Arenal, C.P. 45019, Zapopan, Jalisco, México.

*Autor para correspondencia; subavi28@gmail.com

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de hongos micorrizicos
arbusculares (HMA), bacteriéfagos, y su combinacion contra Xanthomona
campestris pv. vesicatoria (Xcv) en plantas de chile. En invernadero primero se
realizé un ensayo de patogenicidad para determinar que concentracion y modo de
aplicacion del patégeno y generar una escala ordinal cualitativa del dafio.
Posteriormente se establecié un ensayo donde se evaluaron cuatro niveles
micorrizacién (Rhizophagus Intraradices (RI) Funneliformis mosseae (FM), un
consorcio “Campesinas” (CAM) vy sin HMA, donde se evaludé variables
morfologicas en plantas. Finalmente se establecié un ensayo donde se evaluara la
interaccion entre HMA, Xcv y bacteriéfago sobre plantas de chile. Los resultados
del primer ensayo mostraron que la dosis que provoco sintomas de enfermedad
fue 2.0x10”" ml UFC, aplicado por aspersién al haz y envés en la tercera hoja y se
generd una escala con seis niveles de dafo. Del segundo ensayo se encontré que
el crecimiento de las plantas y su colonizacién micorrizica, dependiendo del HMA
inoculado. Plantas de chile inoculadas con el HMA CAM, mostraron un mayor
tamafio de planta asi como, un mayor nimero de 6rganos reproductivos respecto
a las plantas sin HMA. Estas plantas presentaron ademas un 41% de colonizacién
micorrizica. El tercer ensayo se encuentra en etapa de crecimiento vegetativo ya
se inoculd la bacteria Xcv y aplico el bacteriofago. A los 60 dias de establecido, se
realizara un muestreo destructivo donde se evaluara el crecimiento de la planta, el
dafio ocasionado por la bacteria y el control del bacteriéfago.

Palabras clave: Capsicum annuum L., Xanthomona campestris pv. vesicatoria,
crecimiento, patogenicidad, biocontrol.
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Efecto de los hongos micorrizicos arbusculares y bacteriéfagos en el control
de la mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria) en el cultivo de chile
“chilaca” en condiciones de invernadero. [Effect of the arbuscular mycorrhizal
fungi and bacteriophages in the control of the bacterial spot (Xanthomonas
vesicatoria) in the “chilaca” pepper culture under greenhouse conditions]._Susana
Bautista-Villegas, Gabriel Rincon-Enriquez, Nuria Gomez-Dorantes, Philippe. Lobit,
Evangelina Esmeralda Quifiones-Aguilar, Jonhy Navat Enriquez-Vara, Cecilia Guizar-
Gonzalez, Luis Pérez-Lopez. IAF, UMSNH-CIATEJ. Email: Subavi28@gmail.com

En un esfuerzo por desarrollar estrategias mas sustentables e integrales para
controlar la mancha bacteriana (Xanthomonas vesicatoria), enfermedad de
importancia en el cultivo de chile. Se evalué el efecto de combinaciones de
bacteriofagos y diferentes niveles de hongos micorrizicos arbusculares
(Rizophagus intraradices, Funneliformis mosseae, un consorcio Las Campesinas y
sin HMA) para controlar la mancha bacteriana en chile. A los 38 dias de haber
inoculado las plantas con HMA, se inocularon 2 mL de solucién de X. vesicatoria a
razén de 1x10’ UFC, 24 h después se aplicé la misma concentracién (UFP) y
volumen de bacteriéfagos microencapsulados en alginato de sodio. A los 21 dias
después de la inoculacion, se midi6 altura de plantas, area foliar, biomasa seca de
raiz y follaje, porcentaje de colonizacion micorrizica (PCM), presencia de
bacteriéfagos y X. vesicatoria en tejidos vegetales, defoliacion, hojas con
manchas y area foliar dafiada. Los datos obtenidos se analizaron mediante
analisis de varianza y pruebas Tukey (P<0.05). Se encontr6 un PCM del 36% y
presencia de bacteri6fagos y X. vesicatoria en tejidos. El tratamiento de R.
intraradices + bacteriéfagos presentd mayor nimero de hojas (13) y presento la
menor  defoliacion (13.33%) respecto a plantas control (Sin HMA vy sin
bacteri6fago). Los resultados indican que R. Intraradices combinado con
bacteriéfagos muestra un grado de biocontrol contra la mancha bacteriana.
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Hongos micorrizicos arbusculares en el control de la mancha bacteriana
(Xanthomonas vesicatoria) en el cultivo de chile “chilaca” en condiciones de
invernadero. [Arbuscular mycorrhizal fungi in the control of the bacterial spot
(Xanthomonas vesicatoria) in the “chilaca” pepper culture under greenhouse
conditions]. Susana Bautista-Villegas, Gabriel Rincon-Enriquez, Nuria Gomez-
Dorantes, Philippe. Lobit, Evangelina Esmeralda Quifiones-Aguilar, Jonhy Navat

Enriquez-Vara, Cecilia Guizar-Gonzalez, Luis Pérez-Lopez. Email:
Subavi28@gmail.com

La mancha bacteriana (Xanthomoas campestris pv.vesicatorias) es una
enfermedad devastadora que afecta al cultivo del chille. En la busqueda de
alternativas de control sustentables, se evalud el efecto de tres indéculos de hongos
micorrizicos arbusculares (Rizophagus intraradices, Funneliformis mosseae y un
consorcio nativo Las Campesinas) y un testigo (Sin HMA) contra el dafio causado
por X. vesicatoria en plantas de chile “chilaca” en condiciones de invernadero. A
los 38 dias de haber inoculado las plantas con los HMA, se inocularon 2 mL de
solucién de X. vesicatoria, a razén de 1x10’ UFC. 22 dias después de esta
inoculacién, se midié altura de planta, grosor de tallo, nimero de hojas, biomasa
seca de follaje y raiz, area foliar, porcentaje de colonizaciéon (PCM) y densidad de
esporas; asi como manchas foliares, area foliar dafiada y defoliacion ocasionado
por la enfermedad. Los datos obtenidos se analizaron mediante el analisis de
varianza y prueba Tukey (P<0.05). Se encontré un PCM del 33% en promedio de
las plantas con HMA plantas inoculadas con R. intraradices presentaron la mayor
cantidad de hojas (13) y la menor defoliacion (2 hojas); mientras que las plantas
inoculadas con el consorcio Las Campesinas presentaron el menor nimero de
manchas foliares (21) en comparacion a plantas no micorrizadas. Los resultados
muestran que R. intraradices promovio el crecimiento y tuvo un efecto bioprotector
contra X. vesicatoria en plantas de chile “chilaca”.
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