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|. RESUMEN GENERAL
El cultivo de chile (Capsicum annuum L.) es de gran importancia

econdmica a nivel mundial. La principal limitante para su produccién es la
marchitez causada por Phytophthora capsici. Con el objetivo de evaluar la
aplicacion de actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares (HMA) en la
promocioén del crecimiento y bioproteccion contra Phytophthora capsici en
plantas de chile, se desarrollaron diferentes experimentos donde se evaluoé: 1)
La actividad antimicrobiana de actinomicetos contra Phytophthora capsici L. in
vitro, 2) El antagonismo o compatibilidad entre distintos actinomicetos, 3) El
efecto de distintos in6culos de hongos micorrizicos arbusculares como
promotores de crecimiento vegetal y bioprotector contra Phytophthora capsici L.
en plantas de chile y, 4) La Bioprotecciéon por HMA y actinomicetos contra
Phytophthora capsici L en plantas de chile poblano. Los resultados mostraron
que los actinomicetos tuvieron una alta actividad antimicrobiana contra
Phytophthora capsici in vitro, las cepas mas efectivas en inhibir el crecimiento
del fitopatégeno fueron: ABV39, ABV45 y ABV38. En el experimento de
antagonismo/compatibilidad entre actinomicetos se encontré6 que, los
actinomicetos ABV39 y ABV02 son recomendables para aplicar conjuntamente
en experimentos in planta al no inhibirse entre ellos. Por otro lado, a partir de
siete consorcios micorrizicos se encontré que, el consorcio nativo Cerro del
Metate (CM) promovié el crecimiento en plantas de chile serrano y poblano,
ademas de reducir la severidad de la marchitez causada por Phytophthora
capsici. Finalmente, se encontré6 un efecto sinérgico en la promocion del
crecimiento y reduccién de la severidad de la marchitez en plantas de chile
poblano, cuando se inocularon con el consorcio micorrizico CM y alguna de las
cepas ABV39 o ABV02 de actinomicetos. Se encontr0 que, la colonizacion
micorrizica impidié una mayor infeccién de raices por Phytophthora capsici. En
conclusion, el uso de actinomicetos y HMA es un recurso microbiolégico de
interés para su aplicacion en la promocién del crecimiento vegetal y

bioproteccidn contra Phytophthora capsici.

Palabras clave: Phytophthora capsici, Capsicuum annuum, Streptomyces,

antagonismo, HMA.
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II. ABSTRACT
The chilli crop (Capsicum annuum L.) has great economic importance

worldwide. The main limiting factor for its production is the wilting caused by
Phytophthora capsici. In order to evaluate the application of actinomycetes and
arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in promoting growth and bioprotection
against Phytophthora capsici in chilli plants, different experiments were
permorfed: 1) The antimicrobial activity of actinomycetes against Phytophthora
capsici L. in vitro, 2) The antagonism or compatibility between different
actinomycetes, 3) The effect of different inocula of arbuscular mycorrhizal fungi
like plant growth promoters and bioprotector against Phytophthora capsici L. in
chilli plants and, 4) The Bioprotection by AMF and actinomycetes against
Phytophthora capsici L on poblano chilli plants. The results showed that the
actinomycetes had high antimicrobial activity against Phytophthora capsici in
vitro, the most effective strains in inhibiting the growth of the phytopathogen
were, ABV39, ABV45 and ABV38. In the experiment antagonism/compatibility
between actinomycetes, was found that the actinomycetes ABV02 and ABV39
are recommended for combined application in experiments in plant, because
not inhibited between them. On the other hand, from seven mycorrhizal
consortia, we found that the consortium Cerro of Metate (CM) promoted growth
in plants of poblano and serrano chili, and reduce the severity of wilt caused by
Phytophthora capsici. Finally a synergistic effect in promoting growth and
reducing the severity of wilt was found on poblano chili plants, when inoculated
with the CM mycorrhizal consortium and ABV02 or ABV39 strains of
actinomycetes. Furthermore it was found that mycorrhizal colonization prevents
higher infection of roots by Phytophthora capsici. In conclusion, the use of AMF
and actinomycetes is a microbiological resource of interest for the promotion of

plant growth and bioprotection against Phytophthora capsici.

Key words: Phytophthora capsici, Capsicuum annuum, Streptomyces,
antagonism, AMF
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I1. INTRODUCCION GENERAL
El cultivo de chile es una actividad econdmica importante dentro del

sector agropecuario, en el 2010 México ocupé el primer lugar mundial en la
produccién de chile verde con 2.33 millones de toneladas en una superficie de
148, 758 hectareas (SIAP, 2010). Ademas de la importancia economica, en
México se le considera una hortaliza de interés cultural y biologico, debido a

gue éste pais es centro de origen del género Capsicuum.

La produccion de chile se ha visto mermada por la proliferaciéon de
enfermedades, entre ellas la mas importante tanto a nivel nacional como a nivel
mundial es la marchitez provocada por el oomicete fitopatbgeno Phytophthora
capsici Leo. Los dafos ocasionados por esta enfermedad son considerables
(hasta el 80% del cultivo), al infectar la base del tallo provoca un
estrangulamiento del xilema interrumpiendo el flujo de savia, lo que ocasiona
clorosis, defoliacion rapida, pudricion de frutos y muerte de la planta (Espinosa-
Victoria, 2004; Moran-Bafiuelos et al.,, 2010). Para el control de ésta
enfermedad existen diversos fungicidas tales como: azoxystrobin, metalaxyl,
propamocarb, fosetyl-aluminio, entre otros (Pérez-Moreno et al.,, 2002). Sin
embargo, no se obtienen resultados satisfactorios sobre el agente patdégeno al
ser resistente a muchos de estos productos, lo que indirectamente eleva el
costo de produccion. Debido a la baja eficacia de este tipo de control, una
practica agricola que se utiliza frecuentemente es el traslado del cultivo hacia
zonas libres del agente causal, o bien el abandono y/o sustitucion por otros

cultivos.

El manejo agricola convencional para el control de la enfermedad que
incluye la aplicacion excesiva de agroquimicos fungicos, trae consecuencias
negativas sobre los ecosistemas y la salud humana; se ha reportado que la
mayoria de los ingredientes activos de estos productos son potencialmente

cancerigenos (Gomez-Perazoli et al., 2000).

En la actualidad ha surgido un mayor interés en la generacion de
conocimiento para el disefio e implementacién de sistemas de produccion

agricola sustentables como la agricultura organica que ademas de la nutricion
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vegetal a través de microorganismos que incrementan la disponibilidad de
nutrimentos minerales, abarca también el manejo agroecoldgico de
enfermedades mediante el control biolégico (Molina-Gayosso, 2010), el cual es
el control de plagas y agentes patdgenos mediante la aplicacion de enemigos
naturales (Rodriguez del Bosque y Arredondo-Bernal, 2007). Entre las ventajas
del control bioldgico respecto al control quimico estan: baja toxicidad, agentes
biolégicos que existen en el ecosistema, baja 0 nula patogenicidad sobre la
fauna benéfica, no generan resistencia a plagas y enfermedades, ayudan a la
recuperacion biolégica de los suelos, reduccion de costos debido a que el
enemigo natural se autorregula en funcion de las poblaciones de

microorganismos fitopatdégenos.

Los hongos micorrizico arbusculares (HMA), son cominmente aplicados
para mejorar la nutricion de las plantas al incrementar la disponibilidad de
nutrientes minerales poco solubles, agua y otros beneficios; proporcionando a
la planta una mejor resistencia a estrés de tipo hidrico, salino o agentes toxicos
(Smith y Read, 1997). Ademas de esto, son capaces de proteger contra
enfermedades a través de diferentes mecanismos de accion (Newsham, et al.,
1995), como lo es la induccién de resistencia sistémica adquirida mediada a
través de sefiales hormonales como el acido jasmonico, acido salicilico (Jung-
Sabine et al., 2012; Herrera-Medina et al., 2008) acido abscisico (Fiorilli et al.,
2011). Se ha documentado que los HMA reducen la susceptibilidad e
incrementan la produccion y proteccion en chile contra P. capsici (Ozgonen y
Erkilic, 2007; Gomez-Dorantes et al., 2008; Lebn-Pifa, 2008).

Por otro lado los actinomicetos, son un grupo de bacterias presente en la
rizosfera que ha sido poco estudiado en respecto a su aplicacion biotecnoldgica
en agricultura, son potencialmente aplicables en la promocion del crecimiento
vegetal ya que secretan fitohormonas, mejoran la estructura del suelo y
producen compuestos bioactivos con actividad antagonista contra
fitopatdgenos, ademas de ser los principales productores de antibiéticos en la

naturaleza (Franco-Correa, 2008; Bautista-Calles et al., 2010).
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Los actinomicetos también son capaces de solubilizar nutrientes como el
fésforo el cual puede incrementar su disponibilidad hacia las plantas
micorrizadas, producen enzimas degradativas (peroxidasas, glucanasas y

quitinasas) de la pared celular de ciertos micoparasitos, (Xuan-Hoa et al 2012).

Por este motivo se desarroll6 un estudio acerca del biocontrol de la
marchitez provocada por Phytophthora capsici en plantas de chile, mediante la
aplicacion de microorganismos de control biolégico como consorcios de hongos
micorrizicos arbusculares y actinomicetos. Previamente se realizaron dos
ensayos de antagonismo in vitro con actinomicetos contra el fitopatégeno
(ensayo de antagonismo preliminar y confrontaciéon dual), paralelamente se
analizé la compatibilidad/antagonismo entre combinaciones duales de los
actinomicetos. Posteriormente se evalud el efecto promotor del crecimiento y la
bioproteccién contra la marchitez por parte de consorcios de HMA y finalmente,
se evaluaron las mejores cepas de actinomicetos y el mejor consorcio
micorrizico en plantas de chile variedad “Poblano” contra la marchitez, en
condiciones de invernadero. Los resultados mostraron que los actinomicetos
son capaces de inhibir el crecimiento de Phytophthora capsici in vitro, ademas
de que, la coinoculacion con HMA reduce el nivel de severidad de la marchitez

in planta.

IV. JUSTIFICACION
Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son potencialmente

aplicables como microorganismos de control bioldgico de enfermedades en
plantas, al inducir resistencia sistémica contra los agentes fitopatdgenos. Se ha
determinado la participacién en la induccion de la sintesis de fitohormonas
relacionadas con la respuesta hacia el ataque de fitopatdbgenos como el acido
jasmonico y acido salicilico (Jung-Sabine et al., 2012). En el caso particular del
chile se han publicado trabajos sobre las ventajas de la micorrizacion en el
control de Phytophthora capsici, Ozgonen y Erkilic (2007), encontraron que la
inoculacién de Glomus mosseae en plantas inoculadas con el patdégeno tuvo un
porcentaje de efectividad del 91.7% en la reduccion de los sintomas de la

enfermedad en condiciones de maceta, 43.0% en invernadero y 57.2% en
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condiciones de campo. Esto demuestra la capacidad de los HMA para el
control de Phytophthora capsici al competir por espacio dentro de la rizosfera y
por carbohidratos dentro de la raiz, ademéas de la induccion de resistencia
sistémica relacionada con el incremento de fitoalexinas (capsidiol) toxicas para
el fitopatdégeno. Trotta et al. (1996) inoculando plantas de jitomate con Glomus
mosseae Yy Phytophthora nicotianae, observaron que nunca ocuparon
simultdneamente los mismos tejidos de la raiz. En otro estudio en plantas de
tomate Firorilli et al. (2011) demostraron que la simbiosis micorrizica redujo la
gravedad de la enfermedad en las plantas infectadas por Botrytis cinerea y
sugieren que el acido abscisico (ABA) es un inductor de la respuesta de
defensa contra el patdgeno mediada por la simbiosis micorrizica al incrementar

Su concentracion.

Si bien la inoculacion de HMA reduce la gravedad de enfermedades
fungicas en las plantas, la coinoculacién con otros microorganismos benéficos
y agentes de control biolégico podria tener un efecto sinérgico, de acuerdo con
Miransari (2011), sugiere que la micorrizosfera constituye un ambiente propicio
para la proliferacion de microorganismos antagénicos a patdgenos del suelo
en donde el micelio extrarradical provee de nichos ricos en nutrientes a través
de la liberacién de exudados como la glomalina favoreciendo el establecimiento
de rizobacterias benéficas como es el caso de actinomicetos. Por otro lado
Lioussanne (2010) concluye que la capacidad de los HMA para controlar las
enfermedades esta estrechamente relacionada con su capacidad para

establecer relaciones sinérgicas con rizobacterias.

No existen estudios acerca de la coinoculacién de HMA y actinomicetos
y su efecto sinérgico contra patdgenos de plantas, es por ello que en este
trabajo se evaluaron consorcios micorrizicos y cepas de actinomicetos en la
bioproteccidén contra Phytophthora capsici en plantas de chile bajo condiciones

de invernadero.
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V. HIPOTESIS GENERAL
* La coinoculacién de hongos micorrizicos arbusculares y actinomicetos

incrementa la biomasa vegetal e induce un efecto sinérgico en la

bioproteccidn contra Phytophthora capsici en plantas de chile.

VI. OBJETIVOS
6.1 GENERAL
+ Evaluar la promocion del crecimiento y el efecto bioprotector de la
inoculacion de HMA y actinomicetos en plantas de chile contra

Phytophthora capsici.

6.2 ESPECIFICOS
* Evaluar diferentes cepas de actinomicetos contra diferentes cepas de

Phytophthora capsici en una prueba de antagonismo en condiciones in
vitro.

» Seleccionar las mejores cepas de actinomicetos respecto a la inhibicion
del crecimiento de Phytophthora capsici en un ensayo de confrontacion
dual in vitro.

* Analizar la aplicacion combinada entre diferentes cepas de
actinomicetos mediante la evaluacién del antagonismo en un ensayo de
confrontacién dual in vitro.

* A partir de siete consorcios de HMA, seleccionar el mejor en plantas de
chile con base en la promocidn del crecimiento vegetal y reduccién de la
severidad de la marchitez causada por Phytophthora capsici, bajo
condiciones de invernadero.

» Establecer una escala de severidad de Phytophthora capsici en plantas
de chile poblano bajo condiciones de invernadero.

» Evaluar la promocién del crecimiento y bioproteccion contra la marchitez
por medio de la coinoculacion de HMA y actinomicetos en plantas de

chile poblano.
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VII. RESULTADOS

Para cumplir con los objetivos especificos de esta investigacion, los
resultados de éste trabajo se presentan en cuatro capitulos estructurados de la
siguiente manera: resumen, introduccion, objetivos, metodologia, resultados y
discusion, y conclusiones. En el capitulo uno, se evalué la actividad
antimicrobiana de doce diferentes cepas de actinomicetos mediante dos
ensayos de antagonismo in vitro contra Phytophthora capsici (prueba preliminar
de la actividad antimicrobiana y confrontacion dual). En ambos casos los
resultados se presentan como la inhibicion del crecimiento expresada en
porcentaje. Se encontraron altos porcentajes de inhibicién del fitopatégeno por
diferentes cepas de actinomicetos.

En el capitulo dos, con el objetivo de evaluar la aplicacion de
actinomicetos en combinacion dual, se analiz6 el antagonismo entre diferentes
combinaciones de actinomicetos mediante un ensayo de confrontacion dual in
vitro. Los resultados nuevamente se presentan en base al nivel de inhibicién
con respecto a una escala cualitativa ordinal de inhibicion entre actinomicetos
propuesta en éste capitulo. Se encontré que doce diferentes combinaciones de
actinomicetos no presentaron inhibicion entre ellos, por lo que podrian aplicarse

en combinacion contra fitopatégenos in planta.

En el capitulo tres, se evaluaron siete consorcios micorrizicos en la
promocién del crecimiento vegetal y la bioproteccion contra Phytophthora
capsici en plantas de chile bajo condiciones de invernadero. En éste capitulo se
analizaron diferentes variables de crecimiento y microbiolégicas, donde se
encontré6 que un consorcio micorrizico fue capaz de promover mayor

crecimiento vegetal y reducir el nivel de severidad de la marchitez.

Finalmente en el capitulo cuatro, se evalu6 la coinoculacion de
actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como promotores del
crecimiento vegetal y bioprotectores contra la marchitez. Los actinomicetos

evaluados correspondieron a las mejores cepas con actividad antimicrobiana y
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que fueran compatibles entre ellas (a partir de los resultados de experimentos
previos, capitulos uno y dos), se utilizé el consorcio micorrizico que promovio el
crecimiento y disminuyl la severidad de la marchitez (resultado del capitulo
tres). Los resultados encontrados en éste capitulo permitieron concluir que la
aplicacion de HMA y actinomicetos fue capaz de reducir la marchitez en plantas

de chile.
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CAPITULO 1

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE ACTINOMICETOS CONTRA
Phytophthora capsici L. in vitro

1.1 RESUMEN

Se evalud la capacidad antagonica in vitro de 12 cepas de actinomicetos
aislados de suelo rizosférico de Agave del estado de Michoacan contra tres
cepas de Phytophthora capsici. Por lo cual, se realizaron dos ensayos: en el
primero se determiné la capacidad antagbonica de los actinomicetos y
posteriormente se realizd6 un ensayo de confrontacion dual para evaluar la
actividad antimicrobiana de cada una de las cepas de manera individual. En el
primer ensayo se evaluaron las cepas de actinomicetos: AVB02, ABV46
ABV65, ABV48, ABV22, ABV47, ABV38, ABV37, ABV39, ABV45, ABV25 y
ABV49, contra tres cepas de Phytophthora capsici: PC88, PC89 y CH11. Los
resultados del primer ensayo mostraron diferencias estadisticas entre
tratamientos (p<0.05), donde los doce actinomicetos presentaron actividad
antimicrobiana contra el fitopatégeno, llegando todos a inhibir en un 100% el
crecimiento de la cepa PC89; en la cepa PC88 se obtuvo una inhibicién entre
96 y 100% vy finalmente a la cepa CH11 de un 84 al 99%. En el ensayo de
confrontacién dual la cepa ABV39 fue la mas efectiva al inhibir el crecimiento
de las cepas CH11 y PC88 de Phytophthora capsici en intervalo del 71 y 86%
respectivamente. El actinomiceto ABV38 inhibi6 el crecimiento del fitopatégeno
en 63 y 69% respectivamente, y la cepa ABV45 inhibié en el orden del 53 y
73%. La actividad antagonica de estos actinomicetos se debié a la competencia
por espacio y nutrientes ademas de antibiosis por medio de la secrecion de
compuestos bioactivos al observarse que Phytophthora capsici no crecio en la
zona donde se dispersaron los metabolitos secundarios de los actinomicetos.
Debido a la actividad antimicrobiana mostrada sobre el fitopatdgeno, éstas
cepas de actinomicetos podrian ser aplicadas como bioprotectores contra

Phytophthora capsici en experimentos posteriores in planta.
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1.2 ABSTRACT
The antagonistic capacity in vitro of 12 strains of actinomycetes isolated

from rhizosphere soil of Agave the state of Michoacan against three strains of
Phytophthora capsici was evaluated. For this, two assays were performed: one
the antagonistic capacity of the actinomycetes was determined and then a dual
confrontation test was conducted to evaluate the antimicrobial activity of each of
the individual strains. In the first test, the actinomycetes strains: AVB02, ABV46
ABV65, ABV48, ABV22, ABV47, ABV38, ABV37, ABV39, ABV45, ABV25 and
ABV49 were evaluated against three strains of Phytophthora capsici: PC88,
PC89 and CH11. The results of the first test showed statistical differences
between treatments (p <0.05), the twelve actinomycetes had antimicrobial
activity against the phytopathogen, inhibiting the growth of the strain PC89 in a
100%; on strain PC88 an inhibition between 96 and 100% was found, and to
the strain CH11 the inhibition was the 84 to 99%. In the dual confrontation
assay, the ABV39 strain was the most effective at inhibiting the growth of CH11
and PC88 Phytophthora capsici strains, in the range of 71 and 86%
respectively. The ABV38 actinomycete inhibited the growth of phytopathogen in
63 and 69% respectively, and the ABV45 strain inhibited in the order of 53 and
73%. The antagonistic activity of these actinomycetes was due to competition
for space and nutrients besides antibiosis through secretion of bioactive
compounds since Phytophthora capsici did not grow in the area where the
secondary metabolites of the actinomycetes were dispersed. Due the
antimicrobial activity against on the phytopathogen, these actinomycetes strains
can be applied in future experiments as bioprotectors against Phytophthora

capsici in planta.

1.3 INTRODUCCION
Un grupo importante de microorganismos antagonicos a fitopatégenos

de plantas son los actinomicetos, los cuales inhiben la germinacién de esporas
de hongos fitopatdgenos mediante la secrecion de metabolitos secundarios
entre ellos diversos antibidticos y por otro lado enzimas degradativas de la
pared celular (Franco-Correa, 2008; Xuan-Hoa et al., 2012); inclusive pueden
ser capaces de disminuir la incidencia de virus fitopatbgenos mediante la

produccion de sustancias antivirales e induccion de resistencia sistémica al ser
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inoculados en la planta antes de ser expuestas al agente patégeno (Abdel-
Moneim, 2006). Diversas cepas de actinomicetos aislados de suelo pueden ser
un recurso microbiolégico importante para controlar el desarrollo de
microorganismos fitopatégenos (Evangelista-Martinez, 2014). Es por ello que la
evaluacion de su actividad antimicrobiana ha sido estudiada contra diversos
hongos y oomycetes, entre ellos Rhizoctonia solani (Castillo, 2004; Hemant et
al.,, 2011; Séanchez-Ovalle et al.,, 2011); Aspergillus niger, Fusarium sp.,
Curvularia sp., Helminthosporium sp., Alternaria sp., Colletotrichum sp.,
Rhizoctonia sp., (Evangelista-Martinez, 2014); Pythium aphanidermatum (El-
Tarabily, 2006); Phytophthora sp. (Xiao et al., 2002) y Phytophthora capsici
(Ezziyyani et al., 2004). La aplicacion biotecnoldgica de los actinomicetos en el
control biologico de enfermedades aun estd en desarrollo y es necesaria la
busqueda de nuevas cepas con actividad antagénica contra fitopatbgenos de

importancia econdmica (Medina Cuevas y Evangelista-Martinez, 2011).

La gran mayoria de los trabajos de antagonismo de actinomicetos contra
patdogenos de plantas se han desarrollado en condiciones in vitro. Por lo
general, se comienza con pruebas preliminares para determinar si poseen
actividad antimicrobiana sobre el fitopatdgeno de interés y posteriormente
evaluar cada una de las cepas o aislados de manera individual. En las pruebas
de antagonismo para la evaluacion individual de cada una de las cepas, es
necesario realizar ensayos de confrontacion dual para determinar el grado de
inhibicion del crecimiento del fitopatdgeno (Reyes-Ramirez et al., 2012). Esto
es debido a que, cuando se hacen pruebas primarias para determinar las cepas
con actividad antimicrobiana a fitopatdgenos (donde se colocan discos de
micelio de diferentes actinomicetos en una placa de cultivo), éstos podrian
enmascarar el efecto inhibitorio de las cepas circundantes principalmente por
los metabolitos secundarios que se esparcen en el medio de cultivo, o bien, por
la capacidad invasiva de algunas cepas que pueden crecer e inclusive parasitar

al resto de actinomicetos presentes en la placa incluyendo al patdgeno.

En éste capitulo se evaluo6 la actividad antimicrobiana bajo condiciones

in vitro de diferentes cepas de actinomicetos provenientes de rizésfera de
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Agave del estado de Michoacan en la inhibicion del crecimiento de diferentes
cepas de Phytophthora capsici.

1.4 HIPOTESIS
Distintas cepas de actinomicetos son capaces de inhibir el crecimiento

de Phytophthora capsici en condiciones in vitro.

1.5 OBJETIVOS
e Determinar la actividad antimicrobiana de diferentes cepas de

actinomicetos mediante la inhibicidn del crecimiento de diferentes cepas
de Phytophthora capsici in vitro.

e Determinar la susceptibilidad de las diferentes cepas de Phytophthora
capsici a la presencia de actinomicetos in vitro.

e Determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento de Phytophthora
capsici por parte de cada uno de los actinomicetos en confrontacion dual
in vitro.

e Seleccionar las mejores cepas de actinomicetos en base a la inhibicion

del crecimiento de Phytophthora capsici.

1.6 MATERIALES Y METODOS
1.6.1 Actinomicetos

Los actinomicetos que se evaluaron en los ensayos de antagonismo
fueron aislados previamente de suelos agaveros del estado de Michoacan; y
seleccionados de acuerdo a estudios previos de inhibicion sobre Phytophthora
capsici, realizados en el Centro de Investigacion y Asistencia y Tecnologia y
Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ), a partir de 80 se seleccionaron las 12
cepas con mayor actividad antimicrobiana, que fueron: ABV46, ABV2, ABV65,
ABV48, ABV22, ABV47, ABV38, ABV37, ABV39, ABV45, ABV25, y ABV49
(Figura 1). Los experimentos de este trabajo se desarrollaron conjuntamente en
el laboratorio de Patologia Vegetal del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias y Forestales (IIAF) de la UMSNH y la Unidad de Biotecnologia
Vegetal del CIATEJ.
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Figura 1. Cepas de actinomicetos evaluadas en los experimentos de
antagonismo contra Phytophthora capsici: a) ABV 25; b) ABV 39; c) ABV 49; d)
ABV 46; e) ABV 48; f) ABV 65; g) ABV 47; h) ABV 38 i) ABV 37; j) ABV 2; k)
ABV 22:y ) ABV45.

1.6.2 Phytophthora capsici
Las cepas de Phytophthora capsici que se evaluaron en los

experimentos, fueron aisladas de cultivos de chile enfermos por marchitez de
Michoacdn (CH11) y Aguascalientes (PC88 y PC89). Las cepas fueron
proporcionadas por la Dra. Sylvia Patricia Ferndndez Pavia del Laboratorio de

Patologia Vegetal del lIAF.

1.6.3 Medio de cultivo
El medio de cultivo utilizado para establecer los ensayos fue PDA (Agar,

papa-dextrosa). Se utilizaron 39 gramos de PDA en polvo para disolver en un
litro de agua destilada, después de disolver se ajustd a pH 7, teniendo en
cuenta que el intervalo de pH al cual el patégeno se desarrolla se encuentra de
5 a 8. El experimento se incubé a 25°C durante el desarrollo de todo el

experimento.

14 AAtrede Reyer Jena



Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes

- . : 2015
de control bioldgico de la marchitez del chile

1.6.4 Ensayo preliminar: Actinomicetos antagénicos a diferentes cepas de
Phytophthora capsici
Se desarrolld6 un ensayo preliminar para determinar la capacidad

antimicrobiana de los 12 actinomicetos sobre las cepas PC88, PC89 y CH11 de

Phytophthora capsici.

a) Disefio experimental
El disefio experimental utilizado fue factorial completamente al azar y

constd de 36 tratamientos con cuatro repeticiones. Se evaluo el factor
actinomiceto con doce niveles correspondientes a las doce cepas de
actinomicetos; el factor Phytophthora capsici con tres niveles correspondientes
a las cepas PC88, PC89 y CH11; més tres controles donde Unicamente se
colocd el fitopatébgeno. Por cada cepa del fitopatbgeno se evaluaron 12
tratamientos (Cuadro 1). La Unidad Experimental (UE) consistié en /4 de una

caja Petri.

b) Analisis estadisticos
A los datos se les realiz6 un andlisis de varianza y la prueba de

comparaciéon de medias de Tukey con un 95% de confianza se realizaron

mediante el paquete estadistico Statgraphics Centurién XV.II.

Cuadro 1. Diseiio de tratamientos (TRAT) evaluados correspondientes a los
diferentes actinomicetos (ACTINO) y las 3 cepas de Phytophthora capsici (PC).

FACTORES

ACTINOMICETO  P.capsici  TRATAMIENTOS

ABV46 CH11 T1ABV46-CH11  T13 ABV46-PC89 T25 ABV46-PC88
ABVO02 PC89 T2 ABV02-CH11  T14 ABV02-PC89 T26 ABV02-PC88
ABV65 PC88 T3 ABV65-CH11  T15 ABV65-PC89 T27 ABV65-PC88
ABV48 T4 ABV48-CH11  T16 ABV48-PC89 T28 ABV48-PC88
ABV22 T5 ABV22-CH11  T17 ABV22-PC89 T29 ABV22-PC88
ABV47 T6 ABV47-CH11  T18 ABV47-PC89 T30 ABV47-PC88
ABV38 T7 ABV38-CH11  T19 ABV38-PC89 T31 ABV38-PC88
ABV37 T8 ABV37-CH11  T20 ABV37-PC89 T32 ABV37-PC88
ABV39 T9 ABV39-CH11  T21 ABV39-PC89 T33 ABV39-PC88
ABV45 T10 ABV45-CH11 T22 ABV45-PC89 T34 ABV45-PC88
ABV25 T11 ABV25-CH11 T23 ABV25-PC89 T35 ABV25-PC88
ABV49 T12 ABV49-CH11 T24 ABV49-PC89 T36 ABV49-PC88

ABV: Actinomiceto Biotecnologia Vegetal, PC, CH11: Phytophthora capsici.

c) Inoculacion de Actinomicetos y Phytophthora capsici

Las cajas Petri con PDA se dividieron en cuatro compartimentos para

evaluar de manera simultanea cuatro diferentes actinomicetos por caja. La

15 AAtpeds Royes Jena



Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes 2015
de control bioldgico de la marchitez del chile

inoculacion de los actinomicetos consistio en colocar discos de micelio de tres
mm de didmetro por cepa en cada uno de los cuatro compartimentos en los
que fue divida la caja Petri a un cm de distancia del extremo de la caja (Figura
2). Los discos con micelio de Phytophthora capsici se colocaron en el centro
de la Caja Petri un dia después de la inoculacion de los actinomicetos; la edad
del micelio inoculado fue de cinco dias. El control consisti6 en colocar

Unicamente el micelio del patdgeno en el centro de la caja Petri.

ACTINO 3 ACTINO 4

Figura 2. Unidad experimental. En el centro de la caja un disco de micelio de
Phytophthora capsici (PC), y en los compartimentos un actinomiceto (ACTINO).

d) Determinacion de la Inhibicion del crecimiento
Una vez que las cajas control en donde el crecimiento del patégeno

cubrié por completo la placa de cultivo se procedié a la medicién de la
inhibicion del crecimiento expresado en porcentaje. Esto se realiz6 mediante el
procesamiento de imagenes fotograficas con el Software “Imaged”. En el
software se mide la superficie de crecimiento del control (cuantificada en bytes)
y posteriormente el area de inhibicion del patégeno por efecto de los
actinomicetos (también en bytes); con base en el area del tratamiento control
se determind el porcentaje de inhibicién de acuerdo con la siguiente formula de
calculo:
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Area en pixeles de la inhibicién de cada tratamiento
C= : - — (100)
Area en pixeles del crecimiento del control

Dénde: IC = Inhibicién del crecimiento

En este ensayo preliminar se tomd en cuenta como é&rea total ¥ de la
caja Petri correspondiente a cada tratamiento. El porcentaje de inhibicion fue
analizado estadisticamente mediante un analisis de varianza y la prueba de
comparacion de medias de Tukey con un 95% de confianza mediante el
paquete estadistico Statgraphics Centurion XV.II.

1.6.5 Ensayo de confrontaciéon dual: Actividad antimicrobiana individual
de diferentes cepas de actinomicetos.
Una vez confirmada la capacidad para inhibir el crecimiento in vitro de

Phytophthora capsici por parte de las cepas de actinomicetos: AVB02, ABV46
ABV65, ABV48, ABV22, ABV47, ABV38, ABV37, ABV39, ABV45, ABV25 y
ABV49; se desarrollé un ensayo de confrontacion dual que consistié en colocar
frente a frente una cepa de actinomiceto contra una cepa de Phytophthora
capsici en condiciones in vitro. Esto con la finalidad de determinar la actividad
antimicrobiana individual de cada uno de los actinomicetos, debido a que en el
ensayo preliminar la capacidad antag6nica de un actinomiceto podria
enmascarar la actividad de los actinomicetos circundantes por medio de los

metabolitos secundarios dispersados en la placa de cultivo.

a) Disefo experimental
Se utiliz6 un disefio factorial en donde se evaluaron el factor

actinomiceto con 12 niveles (AVB02, ABV46 ABV65, ABV48, ABV22, ABV47,
ABV38, ABV37, ABV39, ABV45, ABV25 y ABV49) y Phytophthora capsici con
dos niveles (CH11 y PC88) generandose 24 tratamientos, mas dos control
donde Unicamente se colocé al fitopatdgeno, quedando finalmente 26
tratamientos repetidos cuatro veces cada uno, para un total de 104 unidades
experimentales (UE). El arreglo experimental fue completamente al azar. Las
UE se incubaron a temperatura constante de 25°C.
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b) Andlisis estadistico
Se determind el porcentaje de inhibicion del crecimiento de acuerdo a la

férmula presentada en el apartado 1.6.4.4. Con los datos de inhibicion se
realiz6 un analisis de varianza y la prueba de comparacién de medias de Tukey
con un 95% de confianza mediante el paquete estadistico Statgraphics
Centurion XV.II.

c) Montaje del ensayo de confrontacion dual
En cajas Petri con PDA se inoculé una cepa de un actinomiceto que fue

sembrado mediante estrias a lo largo de un transepto vertical de un centimetro
de ancho sobre la superficie del medio de cultivo y a su vez en el centro del
transecto fue colocado un disco de micelio del mismo actinomiceto. Las cajas
de cultivo fueron incubadas en una camara a temperatura constante de 25°C.
Después de 48 horas fue colocada la cepa de Phytophthora capsici a un
centimetro del borde de la caja Petri frente a la cepa de actinomiceto (Figura 3).
Las UE se incubaron nuevamente a 25°C. Cuando el control cubrié por
completo la caja se procedié a medir el porcentaje de inhibicién del patégeno.
Esto se realiz6 como se describio en el apartado 1.6.4.4 de éste trabajo. Para
este ensayo, se consider6 como area total a toda la superficie de la placa de
crecimiento del control, debido a que cada confrontacién dual abarcaba toda la

placa de cultivo.
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ACTINO

Figura 3. Confrontacion dual en caja Petri donde una cepa de actinomiceto
(estrias y disco) (ACTINO) fue confrontada a una cepa de Phytophthora capsici
(PC).

1.7 RESULTADOS Y DISCUSION.
1.7.1 Actinomicetos antagonicos a diferentes cepas de Phytophthora

capsici
Todas las cepas de actinomicetos mostraron actividad antimicrobiana al

inhibir el crecimiento de las diferentes cepas de Phytophthora capsici (Figura
4). La cepa PC89 fue inhibida al 100% (Figura 5). Este patron se present6 para
cada una de las cepas de actinomicetos evaluadas, siendo practicamente del
100% en todas las UE (Figuras 6,7 y 8). Es posible que éste resultado refleje la
alta susceptibilidad de la cepa PC89 a la inhibicion por los metabolitos

secundarios secretados por los actinomicetos.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de Phytophthora capsici. Rojo: PC89, negro:
CH11 y gris: PC88. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas segun Tukey (p<0.05) en el mismo color de columna.

TESTIGO

Figura 5. Inhibicién del crecimiento de la cepa PC89 por los actinomicetos:
ABV39, ABV45, ABV25 y ABV49.
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Figura 6. Inhibicién del crecimiento in vitro de la cepa PC89 de Phytophthora
capsici por los actinomicetos: ABV46, ABV02, ABV65 y AVB48.

Figura 7. Inhibicion del crecimiento in vitro de la cepa PC89 de Phytophthora
capsici por los actinomicetos: ABV22, ABV47, ABV38 y AVB37.
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Figura 8. Inhibicién del crecimiento in vitro de la cepa PC89 de Phytophthora
capsici por los actinomicetos: ABV39, ABV45, ABV25 y AVB49.

Los resultados encontrados para la cepa CH11, mostraron una mayor
resistencia a la inhibicion por actinomicetos junto con la cepa PC88 (Figura 9).
Sin embargo, la disminucién del crecimiento de ésta cepa respecto al control
sigui6é siendo muy alta en un rango del 84-99%. Solo el actinomiceto ABV02,
presentd un menor porcentaje de inhibicidon con un 84.32%. En la Figura 10 se
muestran las UE con los actinomicetos ABV46, ABV2, ABV65 y ABV48, se
observa claramente como las cepas ABV65 y ABV48 inhibieron el crecimiento
de CH11. Por otro lado, los actinomicetos ABV46 y ABV02 inhibieron en menor
grado que los anteriores; sin embargo, también limitaron el crecimiento del
fitopatdgeno a un area cercana a los metabolitos secundarios que secretan, al
no observarse crecimiento en la zona donde cambié de color el medio de

cultivo por la presencia del actinomiceto.
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Figura 9. Susceptibilidad de las cepas de Phytophthora capsici CH11, PC88 y
PC89. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
segun Tukey (p<0.05).

23 AAtpeds Royes Jena



Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes 2015
de control bioldgico de la marchitez del chile

Figura 10. Inhibicién del crecimiento in vitro de la cepa CH11 de Phytophthora
capsici por los actinomicetos: ABV46, ABV02, ABV65 y AVB48.

En la Figura 11, se observa la inhibicién del crecimiento por parte de los
actinomicetos ABV22, ABV47, ABV38 y ABV37; se observa que estos
actinomicetos son capaces de inhibir el crecimiento del fitopatbgeno de manera
eficiente respecto al control, el cual cubrié por completo la caja al treceavo dia
después de inoculado en la UE. Sin embargo, al compararlos con la cepa PC89
(Figura 8) la cepa CH11 fue mas resistente debido a que logré crecer en el
medio de cultivo en presencia de actinomicetos. EI mismo comportamiento
presentd esta cepa para los actinomicetos ABV39, ABV45, ABV25 y ABV49
(Figura 12).
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Figura 11. Inhibicion del crecimiento in vitro de la cepa CH11 de Phytophthora
capsici por parte de los actinomicetos: ABV22, ABV47, ABV38 y AVB37.

Figura 12. Inhibicion del crecimiento in vitro de la cepa CH11 de Phytophthora
capsici por parte de los actinomicetos: ABV39, ABV45, ABV25 y AVB49.

25 Apeds Reyer Jena



Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes

AN . : 2015
de control bioldgico de la marchitez del chile

En la cepa PC88, se observd inhibicion por parte de los diferentes

actinomicetos, donde la inhibicion fue del 96 al 100% respecto al control.

En las Figuras 13, 14 y 15 se presenta la inhibicién del crecimiento de la
cepa PC88 donde el actinomiceto ABV47 inhibi6 al 100% el crecimiento del
patégeno. Mientras que el actinomiceto ABV45 inhibié un 96%.

Figura 13. Inhibicion del crecimiento in vitro de la cepa PC88 de Phytophthora

capsici respecto al control por parte de los actinomicetos: ABV46, ABVO02,
ABV65 y AVBA48.
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Figura 14. Inhibicion del crecimiento in vitro de la cepa PC88 de Phytophthora
capsici respecto al control por parte de los actinomicetos: ABV22, ABV47,
ABV38 y AVB37.

Figura 15. Inhibicion del crecimiento in vitro de la cepa PC88 de Phytophthora
capsici respecto al control por parte de los actinomicetos: ABV39, ABV45,
ABV25 y AVBA49.
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Se observd un alto porcentaje de inhibicion del crecimiento del
fitopatdgeno por efecto de los actinomicetos en un rango del 84 al 100%. Lo
que indica que las 12 cepas podrian ser utilizadas en estudios sobre
bioproteccién en plantas contra Phytophthora capsici. Por otro lado, en la
Figura 9, se observa que el crecimiento en la cepa PC89 fue inhibido
completamente por efecto de los metabolitos secretados por los actinomicetos;
lo que muestra que ésta cepa es muy susceptible a éstas bacterias con
actividad antimicrobiana. En promedio, el efecto inhibitorio sobre la cepa PC88
fue estadisticamente similar al de PC89 lo que refleja la efectividad
antimicrobiana de las diferentes cepas de actinomicetos. La inhibicién del
crecimiento de la cepa CH11 fue menor que PC88 y PC89 (Tukey (p<0.05), sin
embargo el porcentaje de inhibicion fue del 94%. El alto grado de control
mostrado por los actinomicetos en este ensayo, se debié entre otras cosas a
que, fueron preseleccionadas a partir de experimentos de antagonismo contra
fitopatdgenos, donde se evaluaron 80 cepas aisladas de suelos agaveros de
Michoacan y Aguascalientes (Rincon et al., 2014). Estos resultados concuerdan
con los reportados por Fonseca-Ardila y colaboradores (2011) quienes a partir
de 25 morfotipos aislados de purines de Chipaca (Bidens pilosa), obtuvieron
ocho que fueron capaces de inhibir el crecimiento de Phytophthora infestans in
vitro del 33 al 77%.

En este ensayo preliminar es importante mencionar que se evalug el
grado de inhibicion del crecimiento de Phytophthora capsici en cajas Petri que
contenian cuatro cepas de actinomicetos, por lo que el efecto inhibitorio de una
cepa era probable que fuera el resultado de la interaccion entre ellas en una
misma placa de cultivo y no de la cepa individual. Por este motivo se desarroll6
un ensayo de confrontacion dual donde se evalu6é de manera individual, cada
actinomiceto contra cada cepa del fitopatdgeno con el objetivo de determinar el

grado real de inhibicién del crecimiento.

1.7.2 Actividad antimicrobiana individual de diferentes cepas de
actinomicetos.
En la Figura 16 se presenta el porcentaje de inhibicion de las 12 cepas

de actinomicetos sobre la cepa CH11 de Phytophthora capsici, la cepa ABV39
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inhibié el crecimiento del patdégeno con un 71% (Figura 17), seguido de ABV38
que obtuvo un porcentaje de inhibicion del 63% (Figura 18). La cepa que
ejercio la menor inhibicion del crecimiento del fitopatégeno fue la AVB49 con
un 43% (Figura 19). Es posible que la capacidad antimicrobiana de la cepa
ABV39 para inhibir el crecimiento de la cepa CH11 se deba a la competencia
por espacio y nutrientes al crecer practicamente en toda la placa del cultivo
(Figura 17). Estos resultados son similares a los encontrados por Ezziyyani y
colaboradores (2004), donde al evaluar el actinomiceto Streptomyces rochei
frente a Phytophthora capsici encontraron que inhibié el 81% del crecimiento
radial del fitopatdgeno tan sélo en cuatro dias y en siete dias, fue capaz de
parasitarlo creciendo sobre él, favorecido por la produccion de enzimas
degradativas sobre el micelio del fitopatogeno. En otros estudios se han
encontrado enzimas f-1,3-, B-1,4-, y B-1,6-glucanasas causando lisis de
Pythium aphanidermatum in vitro (El-Tarabily, 2006). Evangelista-Martinez en
2014 al utilizar diferentes cepas de Streptomyces sp estas lograron inhibir en
promedio 90.2% a Phytophthora capsici lo que refleja la actividad

antimicrobiana de ciertas cepas o aislados contra éste oomycete.
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Figura 16. Inhibicién del crecimiento in vitro de la cepa CH11 de Phytophthora
capsici por cepas de actinomicetos. Letras diferentes en barras indican
diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (p<0.05).

22\10

Figura 17. Actividad inhibitoria del actinomiceto ABV39 sobre el crecimiento de
la cepa CH11 de Phytophthora capsici. Testigo = sin actinomiceto.
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Figura 18. Actividad inhibitoria del actinomiceto ABV38 sobre el crecimiento de
la cepa CH11 de Phytophthora capsici. Testigo = sin actinomiceto.

Figura 19. Actividad inhibitoria del actinomiceto ABV49 sobre el crecimiento de
la cepa CH11 de Phytophthora capsici. Testigo = sin actinomiceto.

Por otro lado, para la cepa PC88 de Phytophthora capsici, los
actinomicetos ejercieron una mayor inhibicion sobre el crecimiento del
patégeno respecto al encontrado en la cepa CH11, lo que evidencia una mayor
susceptibilidad de esta cepa a la presencia de actinomicetos con propiedades
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antimicrobianas (Figura 20). El actinomiceto ABV39 fue nuevamente el mejor al
inhibir en 86% el crecimiento de PC88 (Figura 21), seguido de ABV45 con 73%
(Figura 22) y ABV38 con 69% (Figura 23). En este caso la cepa ABV25
presentd el menor efecto inhibitorio con 45% (Figura 24). Como se observa en
la Figura 17, el actinomiceto ABV39 es capaz de competir con Phytophthora
capsici por espacio y nutrientes logrando crecer inclusive sobre el micelio de
éste ultimo, lo que, refuerza la capacidad parasitaria de algunos actinomicetos
sobre agentes fitopatdogenos (Ezziyyani et al., 2004). La actividad
antimicrobiana reflejada en los altos porcentajes de inhibicion de las cepas
ABV45 y ABV38 sobre PC88 (Figuras 22 y 23) es posible que sea efecto de la
produccion de metabolitos secundarios, especificamente antibioticos, pues la
secrecion de éstos en la placa de cultivo hace que el fitopatégeno no sea capaz
de crecer. Existen diversos trabajos que reportan la actividad antimicrobiana de
actinomicetos sobre agentes fitopatbgenos por medio de la secrecién de
antidbiéticos, DAavila-Medina y colaboradores (2013), encontraron que varias
cepas de Streptomyces aisladas de suelos y larvas de hormigas del estado de
Coahuila, inhibieron en un rango del 49.63 al 61.57% a los hongos
fitopatégenos Alternaria sp., Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Colletotrichum sp.

en experimentos de confrontacion in vitro.
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Figura 20. Inhibicién del crecimiento de la cepa PC88 de Phytophthora capsici
por actinomicetos. Letras diferentes en barras indican diferencias
estadisticamente significativas segun Tukey (p<0.05).

Figura 21. Actividad inhibitoria del actinomiceto ABV39 sobre el crecimiento de
la cepa PC88 de Phytophthora capsici. Testigo = sin actinomiceto.
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Figura 22. Actividad inhibitoria del actinomiceto ABV45 sobre el crecimiento de
la cepa PC88 de Phytophthora capsici. Testigo = sin actinomiceto.

Figura 23. Actividad inhibitoria del actinomiceto ABV38 sobre el crecimiento de
la cepa PC88 de Phytophthora capsici. Testigo = sin actinomiceto.
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Figura 24. Actividad inhibitoria del actinomiceto ABV25 sobre el crecimiento de
la cepa PC88 de Phytophthora capsici. Testigo = sin actinomiceto.

Finalmente, al comparar los 12 actinomicetos contra las dos cepas de
Phytophthora capsici CH11 y PC88 (Figura 25), se observdé que los
actinomicetos con una mayor actividad antimicrobiana sobre la cepa CH11
(ABV39, ABV45 y ABV38) son también los que presentan una mayor inhibicion
sobre la cepa PC88 y la proporcion es similar en el resto de los tratamientos.
Esto refleja una afinidad para inhibir esta especie de Phytophthora
independientemente de la cepa del patégeno, por lo que podrian ser un recurso
importante en el control biolégico de la marchitez del chile. Sin embargo,
algunos autores sugieren que es necesario realizar estudios posteriores in
planta para evaluar su efecto protector en condiciones de invernadero o campo
(Medina-Cuevas y Evangelista-Martinez, 2011). En éste punto cobra interés no
so6lo el control directo del patdgeno, sino también el efecto indirecto al inducir la
produccion de compuestos antimicrobianos por la planta, como fitoalexinas
producidas a partir de la induccion de resistencia sistémica (Hemant et al.,
2011).
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Figura 25. Inhibicién del crecimiento por cepas de actinomicetos sobre las
cepas CH11l y PC88 de Phytophthora capsici. Letras diferentes en barras
indican diferencias estadisticamente significativas segun Tukey (p<0.05).

1.8 CONCLUSIONES
Los 12 diferentes actinomicetos mostraron un efecto antagonico al inhibir

el crecimiento de las cepas de Phytophthora capsici contra las cuales fueron
evaluadas. La cepa PC89 no logré crecer en el medio de cultivo con presencia
de actinomicetos por lo que fue 100% inhibida, la cepa PC88 fue controlada en
un 98%, mientras que la cepa CH11 en un 94%. De manera general todos los
actinomicetos fueron altamente eficaces, sin embargo fue necesaria la
evaluacion individual de cada cepa en un ensayo de confrontacién dual in vitro
para determinar el grado real de inhibicion del crecimiento del fitopatdgeno. En
éste ensayo se encontrd que los diferentes actinomicetos evaluados lograron
inhibir en distinta proporcion el crecimiento de las cepas CH11 y PC88 de
Phytophthora capsici, resultando el actinomiceto ABV39 como el mas eficiente
en ambos casos con una inhibiciobn del 71 y 86% respectivamente. El
actinomiceto ABV38 inhibié el crecimiento del fitopatbgeno en un 63 y 69%
respectivamente, y la cepa ABV45 inhibio el 53% a CH11 y 73% a PC88. Estos
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actinomicetos podrian ser aplicados como agentes de control biolégico contra

Phytophthora capsici en experimentos posteriores bajo condiciones in planta.
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CAPITULO 2

ANTAGONISMO O COMPATIBILIDAD ENTRE DISTINTOS
ACTINOMICETOS

2.1 RESUMEN

El empleo de actinomicetos como agentes de biocontrol de fitopatdgenos
requiere de conocimientos sobre la compatibilidad entre cepas para determinar
su posible aplicacion conjunta y asi potencializar su efecto. Los actinomicetos
como productores de compuestos antimicrobianos, podrian inhibirse entre ellos
al ser aplicados de forma combinada. Por lo que el objetivo de este trabajo fue,
evaluar el posible antagonismo entre distintas cepas de actinomicetos, que
presentan actividad inhibitoria contra Phytophthora capsici con el fin de
determinar combinaciones compatibles para su uso in planta. Por lo cual se
realizd6 un ensayo de confrontacion dual bajo un disefio experimental
completamente al azar, confrontdndose 13 cepas de actinomicetos (cada cepa
con las 12 restantes), obteniéndose un total de 78 combinaciones con tres
repeticiones. Las cepas evaluadas fueron: AVB02, ABV46 ABV65, ABV48,
ABV22, ABV47, ABV38, ABV37, ABV39, ABV45, ABV25, ABV49 y una cepa
comercial a base de Streptomyces lydicus (AV). Para medir la compatibilidad o
antagonismo entre los diferentes actinomicetos se propuso una escala ordinal
de inhibicién del crecimiento, que contempla seis niveles, del cero (ausencia de
inhibicion) al cinco (inhibicidbn completa) de una cepa sobre otra. La inhibicién
del crecimiento entre las cepas confrontadas, se midié a los 21 dias después
de establecido el ensayo. Las combinaciones ABV: 65-48, 65-49, 65-37, 48-49,
37-49, 45-25, 02-22, 02-39, 02-AV, 46-39 y 22-AV no presentaron inhibicién.
Las combinaciones ABV47-39, ABV38-39 y ABV65-25 presentaron un alto nivel
de inhibiciéon (cuatro a cinco), por lo que no son recomendables para el
desarrollo de formulaciones. La combinacion ABV 02-39 resultaria ser la mas
apropiada para su utilizacién en experimentos de biocontrol de fitopatdgenos in
planta debido a que no se inhiben entre si. Ambas tienen buena capacidad
para esporular lo que facilita su aplicacion, ademas de que tener a la cepa

ABV39 que inhibi6 al 100% el crecimiento de Phytophthora capsici in vitro.
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2.2 ABSTRACT
The use of actinomycetes as biocontrol agents of plant pathogens

requires knowledge, about the compatibility of strains for their possible
combined application and thus potentiates its effect. The actinomycetes as
producers of antimicrobial compounds could be inhibited between them when
applied in combination. So the aim of this study was to evaluate the possible
antagonism between, the different actinomycetes strains f, that have inhibitory
activity against Phytophthora capsici, to determine compatible combinations for
it use in planta. For this, an assay of dual confrontation under a completely
randomized experimental design was performed, confronting 13 actinomycete
strains (each strain with the remaining 12), obtaining a total of 78 combinations
with three replications. The strains evaluated were: AVB02, ABV46 ABV65,
ABV48, ABV22, ABV47, ABV38, ABV37, ABV39, ABV45, ABV25, ABV49 and a
commercial strain of Streptomyces lydicus (AV). To measure antagonism or
compatibility between different actinomycetes and growth inhibition ordinal
scale was proposed, which includes six levels, from zero (no inhibition) to five
(complete inhibition) of a strain over other. Growth inhibition between strains
confronted was measured at 21 days after establishment. The combinations
ABV: 65-48, 65-49, 65-37, 48-49, 37-49, 45-25, 02-22, 02-39, 02-AV, 22-AV
and 46-39 showed no inhibition. The combinations ABV47-39, ABV65-25 and
ABV38-39 showed a high level of inhibition (four or five); therefore they are not
recommended for formulation development. The ABV02-39 combination would
be most appropriate for use in experiments in biocontrol of plant pathogens
because they do not inhibit each other. Both have good ability to sporulate
which facilitates its implementation, in addition to the ABV39 strain showed a
better inhibitory effect against Phytophthora capsici.

2.3 INTRODUCCION
Los actinomicetos se caracterizan por producir diversos antibioticos y

enzimas capaces de inhibir el crecimiento de diferentes microorganismos
(Medina-Cuevas y Evangelista-Martinez, 2011), incluso pueden afectar el
desarrollo de otras especies y/o cepas de actinomicetos. Es por ello que en el
biocontrol de enfermedades de plantas dentro del marco de la agricultura

sostenible la aplicaciéon conjunta de dos o mas cepas de actinomicetos en
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formulaciones liquidas o solidas resulta ser una alternativa para el control de
enfermedades. Sin embargo, la aplicacion conjunta de dos o mas cepas de
actinomicetos, podria tener un efecto antagonico entre ellas y suprimir su
efecto bioprotector al ser utilizadas en el control biolégico de microorganismos
fitopatdgenos. Existen estudios que reportan la aplicacion individual de
actinomicetos en formulacion liquida, en polvo y en perlas de alginato de calcio,
para controlar la enfermedades en plantulas de tomate (Sabaratnam y Traquair,
2002). En estos, se han encontrado buenos niveles de reduccion de la
severidad de la enfermedad al ser aplicados monoespecificamente. Debido a
las pocas formulaciones de actinomicetos existentes las cuales contienen una
cepa se corre el riesgo de que ésta no tenga un amplio espectro de accioén y
podria no ser efectiva en el control de distintas enfermedades de la raiz o en el
control de consorcios fitopatogénicos como el caso de la marchitez del chile.
Por este motivo se requiere determinar el nivel de antagonismo o
compatibilidad entre las 12 cepas de actinomicetos estudiadas en el capitulo
anterior para la busqueda de posibles aplicaciones combinadas entre diferentes
cepas en busca de un efecto sinérgico para combatir las enfermedades de
plantas (Cano, 2011).

Por lo anterior, se disefidé un experimento de confrontacion dual entre 12
cepas de actinomicetos: ABV46, ABV2, ABV65, ABV48, ABV22, ABV47,
ABV38, ABV37, ABV39, ABV45, ABV25, y ABV49 (cepas con actividad
inhibitoria contra Phytophthora capsici) mas una cepa comercial: Streptomyces
lydicus denominada Actinovate (AV) con el objetivo de determinar el grado de
antagonismo o compatibilidad. Mediante una escala ordinal de inhibicién del
crecimiento, se seleccionaron dos cepas de actinomicetos con potencial para

su aplicacion conjunta o individual in planta.

2.4 HIPOTESIS
Los actinomicetos con actividad antimicrobiana pueden tener relaciones

de antagonismo entre ellos.

2.5 OBJETIVOS
e Definir una escala ordinal de inhibicién del crecimiento entre diferentes

cepas de actinomicetos.
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e Evaluar la compatibilidad o antagonismo entre las cepas de
actinomicetos con actividad antimicrobiana.

e Determinar las mejores combinaciones entre actinomicetos en base a la
compatibilidad entre ellos.

e Definir una combinacion para su aplicacion posterior en experimentos de

biocontrol in planta contra Phytophthora capsici.

2.6 MATERIALES Y METODOS
Las cepas de actinomicetos con las que se trabajo en este capitulo son

las mismas que se presentan en el apartado 1.6.1 de ésta tesis. La cepa
comercial (Streptomyces lydicus) fue proporcionada por el Laboratorio de
Biotecnologia Vegetal del CIATEJ.

2.6.1 Disefio experimental
Se realiz6 un experimento en cultivo in vitro de confrontacion dual bajo

un disefio experimental completamente al azar. Se confrontaron las 13 cepas
de actinomicetos (cada cepa con las doce restantes), obteniéndose un total de
78 combinaciones (Cuadro 2) con cinco repeticiones mas los controles con tres
repeticiones para un total de 429 unidades experimentales (UE). La UE fue una
caja Petri. Los controles consistieron en cultivos sélo con la cepa individual de

actinomiceto con el fin de verificar su viabilidad y crecimiento.
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Cuadro 2. Esquema de combinaciones de confrontacién dual in vitro entre
cepas de actinomicetos con actividad antimicrobiana.

La confrontacion se llevo a cabo colocando discos de micelio de 3 mm a
una distancia de un centimetro entre las combinaciones (Figura 26). El medio
de cultivo fue PDA y se ajustd a pH 7. La inhibicion del crecimiento de una cepa
sobre otra, se midié a los 21 dias después de establecido el experimento en
base a la escala ordinal de inhibicién del crecimiento. El experimento se incubd

a 25°C.
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Figura 26. Vista general del disefio de confrontacién dual in vitro entre cepas
de actinomicetos con actividad antimicrobiana.

2.6.2 Analisis estadistico
Con el fin de definir la relacion de antagonismo o compatibilidad entre las

cepas de actinomicetos se propuso una escala ordinal de cuantificacion del
grado de inhibicion del crecimiento entre las cepas de actinomicetos. Los datos
de esta escala fueron analizados aplicando la prueba estadistica no
paramétrica de Kruskal-Wallis con el paquete estadistico Statgraphics
Centurién XV.1I. Con el fin de determinar las diferencias entre las medianas de
los tratamientos, se realizd la prueba no paramétrica de comparacion de

medianas de Duun (p<0.05).

2.6.3 Escala ordinal de inhibicion entre actinomicetos
Para medir la compatibilidad o el antagonismo entre los diferentes

actinomicetos se propuso una escala ordinal de inhibiciébn del crecimiento,
contemplando niveles de cero (ausencia de inhibicion) a cinco (inhibicion

completa) de una cepa sobre otra (Figura 27).
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(1)

A B A B A B
A Y B crecen de manera normal y no hay inhibician. B inhibe un poco el crecimiento de A.

Binhibe moderadamente el crecimiento
de A. A no es capaz de crecer hacia B.

3
5
A B A
B inhibe fuertemente el crecimiento de A, B inhibe totalmente el crecimiento de A, B es capaz de crecer sobre A.

(m

AY B crecen de maneranormal y no hay inhibicién. B inhibe un poco el crecimientode A.
B inhibe moderadamente el crecimiento

deA. A noes capaz de crecer haciaB.

B inhibe fuertemente el crecimiento de A. B inhibe totalmenteel crecimientode A. B es capaz decrecer sobre A.

Figura 27. Escala ordinal de inhibicion entre actinomicetos. (I) representacion
de manera esquematica de la escala cualitativa de inhibicién del crecimiento
entre las cepas de actinomicetos. (ll) representacion in vitro de la escala
cualitativa de inhibicién del crecimiento entre las cepas de actinomicetos.
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2.6.4 Conservacion de actinomicetos y Phytophthora capsici
Es importante la conservacion de las diferentes cepas de actinomicetos

y Phytophthora capsici por periodos de tiempo prolongados (meses o afos)
para mantener estos recursos microbiolégicos que podrian ser utilizados
nuevamente en experimentos futuros. A continuacion se describe un método de
crioconservacion de esporas actinomicetos y un método de almacenamiento de

Phytophthora capsici.
2.6.5 Crioconservacion de actinomicetos

Los cultivos de actinomicetos se crecieron en un medio preferencial que facilita
la esporulacion de los actinomicetos, éste medio se denomina agar ISP2 el cual
esta compuesto principalmente por: peptona, extracto de levadura, glucosa y
agar al 2% (Franco-Correa et al., 2010). Los cultivos de mantuvieron a 28 °C
durante 20 dias, las cajas se sellaron con cinta micropore para favorecer una
mejor ventilacion y a su vez inducir la esporulacion de las cepas.
Posteriormente se agregaron 10 mL de agua destilada estéril a las placas de
cultivo, se rasparon las colonias y se obtuvo una suspension que contenia una
mezcla de esporas, micelio y residuos de las colonias de crecimiento. Esta
suspensién se extrajo del cultivo y se transfirid a un dispositivo para filtrado de
esporas el cual consistid de una punta para micropipeta de 10 mL con algodén
estéril en el centro, la punta a su vez, estaba en la boquilla de un tubo de
Falcon de 15 mL (Figura 28).
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Figura 28. Dispositivo para filtrado de esporas de actinomicetos (A), el filtrado
de esporas antes de lavado (B) y después de lavados con agua destilada (C).

Al fondo de los tubos se obtuvo una solucion de esporas la cual se lavo
tres veces, para ello cada tubo se centrifugd a 6000 rpm durante 10 minutos, se
eliminé el sobrenadante y se adicionaron a la pastilla de esporas 10 mL de
agua destilada estéril, se agitd en vortex y nuevamente se centrifugo repitiendo
este paso dos veces mas. Al pellet o pastilla de esporas, se agregaron de 1 a
2 mL de glicerol al 25%, se mezclé y las cepas de actinomicetos se guardaron
en microviales para crioconservacion a una temperatura de -20°C. Después de
20 dias las muestras se descongelaron y se extrajo una asada para transferirla
a cajas Petri con PDA para comprobar el estado de las muestras

crioconservadas.
2.6.6 Conservaciéon de Phytophthora capsici

Las cepas de Phytophthora capsici se crecieron en agar-harina de maiz por
cinco a siete dias, pasado ese tiempo se cortaron discos con micelio de tres
milimetros de diametro los cuales fueron colocados en tubos Eppendorf con 1.5
mL de agua destilada estéril para almacenarse a 15°C. Con este método las
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cepas de Phytophthora capsici pueden permanecer hasta un afio, después de

este tiempo es necesario volverlas a reactivar para conservarlas nuevamente.

2.7 RESULTADOS Y DISCUSION

Al comparar los resultados con la escala de inhibicion del crecimiento se
encontr6 que todas las combinaciones presentaron distinto grado de
antagonismo (Figura 29). En el caso de la confrontacion entre las cepas ABV39
y ABV47 se observé que, la cepa ABV39 inhibié por completo el crecimiento de

la cepa ABV47, caso contrario a lo observado en la confrontacion ABV65-

ABV49 donde no se observé inhibicion entre ambas cepas.

Figura 29. Inhibicion entre cepas de actinomicetos en confrontacion dual in
vitro.

En el Cuadro 3, se presenta la inhibicion del crecimiento entre las
diferentes combinaciones de actinomicetos y la direccion de la inhibicién (la

cepa de actinomiceto que inhibe a la otra o ambas).
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Cuadro 3. Inhibicién de las 78 combinaciones de actinomicetos en base a la
escala de inhibicién del crecimiento.

0 0 0 0 0o -

2 1 1 2 1 65 a 47
1 1 1 2 1 65 a 45
0 0 0 0 0o -

1 1 3 1 1 65 a 46
2 2 2 2 - 65a2
1 1 1 1 1 22 a 65
1 1 2 2 1 65 a 38
2 2 1 1 2 65 a 39
3 3 5 3 5 65 a 25
2 1 1 2 1 Ambos
0 0 0 0 0o -

3 2 2 3 3 48 a 47
1 1 1 1 1 Ambos
2 2 2 2 2 48 a 45
0 0 0 0 0o -

1 2 2 3 1 48 a 46
3 2 2 3 2 48a?2
2 1 1 1 0 48 a 22
2 2 2 2 2 48 a 38
1 2 1 1 2 48 a 39
2 3 3 3 2 48 a 25
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1 1 1 1 - Ambos
2 2 3 2 3 37 a 47
1 1 1 0 0 45 a 47
2 1 2 2 2 49 a 47
3 3 4 4 2 46 a 47
0 1 1 i 2a47
1 1 1 1 0 22 a 47
1 0 1 1 1 47 a 38
5 5 5 5 5 39 a 47
1 1 1 2 1 47 a 25
2 2 2 2 - AV a 47
3 3 1 2 2 37a45
0 0 0 0 0o -

1 1 1 1 1 Ambos
2 2 2 2 2 37a2
1 1 0 1 1 37a22
3 3 1 2 2 37a38
2 2 2 2 2 37a39
3 4 3 3 3 37a25
1 1 3 1 1 AV a 37
1 1 1 1 - 49 a 45
2 2 4 3 2 46 a 45
1 1 1 1 1 2a45
0 0 0 1 22 a 45
1 1 1 1 1 45 a 38
5 3 2 4 3 39a45
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0 0 0 0 [0 —
2 2 2 2 3 AV a 45
2 1 2 e e 49 a 46
3 2 2 2 2 49a 2
1 1 1 1 1 Ambos
2 2 1 2 1 49 a 38
1 2 3 3 2 Ambos
2 3 2 2 3 49 a 25
0 2 3 2 1 AV a 49
1 0 0 1 0 46 a2
1 1 1 1 0 22 a 46
3 2 2 1 2 46 a 38
0 0 0 0 0 e

2 2 2 3 2 46 a 25
1 1 1 1 1 AV a 46
0 0 0 0 0 e

1 2 1 3 1 2a38
0 0 0 0 0 eeee

1 1 1 1 1 2a25
0 0 0 0 0 e

1 1 1 1 1 22 a 38
4 2 3 3 3 39a22
1 1 1 1 - 22a25
0 0 0 0 )

4 3 4 4 5 39a38
1 1 1 1 1 38a25
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38-AV 2 2 3 2 3 AV a 38
39-25 2 0 0 0 4 39a25
39-AV 4 2 2 2 2 AV a 39
25-AV 1 1 1 1 1 AV a 25

(-----): no hubo inhibicion entre cepas de actinomicetos, AV: Actinovate, Rep:

repeticion.

Se encontrd que de las 78 combinaciones evaluadas, 11 no presentaron
inhibicidn, estas combinaciones fueron: ABV: 65-48, 65-49, 65-37, 48-49, 37-
49, 45-25, 02-22, 02-39, 02-AV, 46-39 y 22-AV. Todas las combinaciones
anteriores resultaron estadisticamente iguales (barras en color verde en Figura
30). Como todas estas combinaciones no mostraron inhibicion pueden ser
aplicadas conjuntamente in planta. Las combinaciones ABV: 45-22, 46-02,47-
45, 47-02, 46-22, 47-22, 47-38 y 37-22 mostraron un nivel de inhibicién cercano
a uno; sin embargo, resultaron estadisticamente similares a las combinaciones
de actinomicetos que no mostraron inhibicion. Por lo que, éstas combinaciones
también podrian ser usadas en formulaciones combinadas.

La combinacion ABV47-39 es la menos recomendable ya que presento
una alta inhibicibn con un nivel de seis en la escala generada (Figura 27),
siendo diferente estadisticamente al resto (Figura 30). La cepa ABV39 es
capaz de crecer sobre la cepa ABV47 evitando que ésta crezca. Tampoco son
recomendables las combinaciones ABV: 38-39 y 65-25 puesto que se inhiben

entre si.
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Figura 30. Nivel de inhibicion del crecimiento entre combinaciones de
actinomicetos con actividad antimicrobiana. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas de acuerdo a Duun (p<0.05).
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Las cepas ABV39, 45 y 38 fueron las que mostraron una mayor
inhibicion del crecimiento de Phytophthora capsici in vitro en el experimento
descrito en el capitulo 1. Por lo tanto, son las de mayor interés en la busqueda
de compatibilidad para una posible inoculacién combinada. Los resultados de
antagonismo entre las combinaciones de las cepas anteriores indicaron niveles
(de acuerdo a la escala de inhibicién) de 3 (ABV45-39), total (ABV38-39) y 1
(ABV45-38) (Cuadro 4). La combinacion entre las cepas ABV45-39 no es
recomendable debido a que existe un nivel 3 que indica una fuerte inhibicién de
la cepa ABV39 hacia la cepa ABV45. La combinacion de las cepas ABV39-38
presentd una inhibicion de 4 a 5 por lo que se inhiben totalmente, en este caso
ABV39 inhibe a ABV38 y no es recomendable para realizar una formulacion
conjunta con estas dos cepas. La combinacion ABV45 con ABV38, mostrd un
nivel de inhibicion de 1 (se inhiben levemente entre ellas), es por ello que es
mas viable inocular esta combinacion si se toma en cuenta estas tres cepas de
actinomicetos. Sin embargo, de acuerdo con sus caracteristicas
macromorfoldgicas la capacidad para esporular de las cepas ABV45 y ABV38
es muy baja, lo cual complica la elaboracion de la formulacion y no seria
recomendable pues es necesaria una abundante cantidad de esporas para la

inoculacion.

Cuadro 4. Inhibicion del crecimiento in vitro de las combinaciones entre las
cepas de actinomicetos mas efectivas en cuanto a inhibicion de Phytophthora
capsici.

Combinacion Escala Direccion de lainhibicion de los actinomicetos
38-39 4-5 39 a38
45-39 3 39a45
45-38 1 45 a 38

Las combinaciones que resultaron en un nivel de inhibicion de cero
fueron ABV: 65-48, 65-49, 65-37,48-49, 37-49, 45-25, 02-22, 46-39, 02-39, 02-
AV y 22-AV, por este motivo podrian ser recomendables para la elaboracién de

formulaciones combinadas. Son de particular interés las combinaciones en las
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cuales este presente la cepa ABV39, debido a que fue la mas efectiva en
cuanto a inhibicion del crecimiento de Phytophthora capsici. Es por ello que las
combinaciones ABV46-39 y 02-39 resultarian ser una alternativa para su
aplicacion in planta, ademas de que estas cepas presentan una alta produccion

de esporas lo que facilita la inoculacion.

Se reportan escasos estudios en la literatura donde se evalle el
antagonismo o compatibilidad entre cepas de actinomicetos con actividad
antimicrobiana contra fitopatdgenos. Sin embargo, en este trabajo se encontrd
que cepas con caracteristicas macromorfoldgicas similares (color de la colonia
o del metabolito secundario secretado en el medio) no presentaron inhibicion
entre ellas. En la Figura 29 se observa que la combinacion ABV65-49 no
mostrd inhibicion (0 de acuerdo a la escala), estas cepas presentaron una
coloracion amarilla por lo que podrian ser tolerantes a los antibidticos
secretados entre ellas. Sin embargo, al colocarlas frente a cepas de color café
(ABV49-25, ABV65-25) y blanco (ABV49-38), se presentaron diferentes niveles
de inhibicién del crecimiento (entre 2 y 5). De acuerdo a lo anterior, existe un
mayor antagonismo entre morfo-cepas con caracteristicas macromorfologicas
distintas y/o no existe inhibicibn del crecimiento entre cepas macro-
morfolégicamente similares. Sin embargo, para que esta aseveracion se
confirme, se requiere de la caracterizacién taxonémica, molecular, y bioquimica
de las cepas de actinomicetos para determinar si se trata de especies del
mismo género o variantes fenotipicas de una misma especie (Rahman et al.,
2008). En este sentido Mokni Tlili et al. (2013), reportaron que entre
actinomicetos con una misma afiliacién u origen filogenético no se presentan
interacciones antagonicas. Sin embargo, Giudice et al. (2007) afirman que el
antagonismo entre aislados bacterianos tales como los actinomicetos depende
en gran medida de la cepa especifica evaluada.

Por otro lado, no existen trabajos sobre compatibilidad entre cepas de
actinomicetos y se reportan muy pocos en la literatura que mencionen éste tipo
de evaluaciones entre dos o0 mas microorganismos benéficos con capacidad
para combatir agentes fitopatbgenos. La mayoria de los trabajos tratan sobre la

compatibilidad funcional entre HMA y hongos micoparasitos (De Jaeger et al.
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(2011). Estos resultados refuerzan la necesidad de realizar ensayos de
compatibilidad entre cepas de microorganismos antagonicos a fitopatdgenos

con el objetivo de potencializar su efecto y actuar en consorcio.

2.8 CONCLUSIONES
Las combinaciones ABV: 65-48, 65-49, 65-37, 48-49, 37-49, 46-39, 45-

25, 02-22, 02-39, 02-AV y 22AV no presentaron inhibicion, indicando su posible
aplicacion conjunta en el control de Phytophthora capsici in planta. Las
combinaciones: ABV 47-39, 38-39 y 65-25 no son recomendables para el
desarrollo de formulaciones puesto que presentaron un alto nivel de inhibicién
de 4 a 5. Las combinaciones ABV 46-39 y 02-39 son una alternativa para su
aplicacion conjunta in planta al ser cepas con una alta capacidad para
esporular e incluir a la cepa ABV39 la cual es eficaz en la inhibicion de

Phytophthora capsici.
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CAPITULO 3

SELECCION DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES COMO
PROMOTORES DEL CRECIMIENTO VEGETAL Y BIOPROTECCION
CONTRA Phytophthora capsici L. EN CHILE

3.1 RESUMEN

El cultivo de chile (Capsicuum annuum L.) es de gran importancia econdémica,
biolégica y cultural en México; sin embargo, uno de los principales problemas
en la produccion es la marchitez provocada por Phytophthora capsici L. El
desarrollo de alternativas de control sustentables mediante la aplicacion de
microorganismos antagonistas como hongos micorrizicos arbusculares (HMA)
resulta ser una alternativa prometedora al control quimico. Con el objetivo de
evaluar la promocién del crecimiento y bioproteccion de consorcios de hongos
micorrizicos arbusculares contra Phytophthora capsici en plantas de chile
serrano y poblano, se realiz6 un experimento bajo condiciones de invernadero.
Se evaluaron siete inéculos de HMA, un testigo positivo (Rhizophagus
intraradices) y un testigo negativo (sin HMA). A 56 dias de la inoculacion de los
HMA, se evaluaron las variables de crecimiento de altura de planta (AP),
diametro del tallo (DT), nimero de hojas (NH), ademas del porcentaje de
colonizacion micorrizica y nimero de esporas de HMA en la mezcla de suelo. A
75 dias después del trasplante las plantas de chile se inocularon con una
suspensién de zoosporas de Phytophthora capsici. Veinte dias después de la
inoculacion se evalud el nivel de dafio de las plantas mediante una escala
cualitativa ordinal de severidad de seis niveles y se registré la biomasa fresca
aérea y radical. Los resultados mostraron elevados porcentajes de colonizacién
micorrizica hasta un 93.3%. En plantas de chile serrano el consorcio
micorrizico Cerro del Metate (CM) registré los mayores valores de AP, DT y
NH, en chile poblano no se encontraron diferencias estadisticas en las
variables de crecimiento a excepcion de AP. Las plantas inoculadas con el
consorcio micorrizico CM en ambas variedades de chile, presentaron un grado
de severidad de (uno) asi como mayor biomasa fresca aérea (15.4 en serrano y

7.95 g en poblano). Los resultados mostraron que el consorcio CM promovio el
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crecimiento y tuvo un efecto bioprotector contra Phytophthora capsici en

plantas de chile serrano y poblano.

3.2 ABSTRACT
The chili crop (Capsicuum annuum L.) is of great economic, biological

and cultural importance in Mexico; however, one of the main problems in
production is wilting caused by Phytophthora capsici L. The development of
alternatives of control sustainable by application of antagonistic microorganisms
as arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) appears to be a promising alternative to
chemical control. With the aim of evaluate the growth promotion and
bioprotection by arbuscular mycorrhizal fungi consortia in chili plants of serrano
and poblano against Phytophthora capsici, an experiment under greenhouse
conditions was performed. Seven inocula of AMF were evaluated; a positive
control (Rhizophagus intraradices) and a negative control (without AMF) were
evaluated. At 56 days after inoculation of AMF, growth variables as height plant
(HP), stem diameter (SD), number of leaves (NL), and mycorrhizal colonization
percentage f and AMF spores in the soil mixture were evaluated. At 75 days
after transplant, the chili plants were inoculated with Phytophthora capsici
zoospores suspension. Twenty days after inoculation, the plant severity level
was assessed using a severity ordinal qualitative scale of six levels, and fresh
root biomass was recorded. The results showed high mycorrhizal colonization
percentages, up to 93.3%. In serrano chili plants, the mycorrhizal consortium
Cerro of Metate (CM) recorded the highest values of PH, SD and NL, in poblano
chili there were not statistical differences in the growth variables, except to HP.
The plants inoculated with CM mycorrhizal consortium in both chili varieties,
showed a degree of severity of one and greater biomass fresh (15.4 in serrano
and 7.95 g in poblano). The results showed that CM consortium promoted the
plant growth and had a bioprotector effect against Phytophthora capsici on

serrano and poblano chili plants.

3.3 INTRODUCCION
Los hongos micorrizicos arbusculares (HMA), propician una mejor

nutricion a las plantas debido a la simbiosis que establecen con ellas. Al

colonizar las raices los HMA sirven como un extension que permite a la planta
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una mayor superficie de exploracion para la asimilacion de nutrientes minerales
y agua (Smith y Read, 2008). La mejora nutricional permite tener una mayor
resistencia/tolerancia a diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico. Ademas de
éste beneficio, es de particular interés el papel que desempefan los HMA en el
control biologico de enfermedades. Estos hongos son capaces de competir con
microorganismos fitopatdbgenos por espacio y nutrientes en la rizosfera,
también se ha demostrado que una vez que se establece el HMA éste evita la
penetracion posterior de fitopatégenos en la raiz al ocupar los sitios de
infeccion (Trotta et al., 1996). Por otro lado, al momento de establecerse la
simbiosis ocurre un cambio en la fisiologia de la planta modificando los
patrones de exudacion de las raices propiciando el establecimiento de
microorganismos benéficos (Lioussanne, 2010). Los HMA también son capaces
de inducir resistencia sistémica (RSI) en las plantas al encender su sistema de
alerta al momento de colonizar la raiz y activar fitohormonas como el acido
jasmoénico y el etileno que conllevan a la sintesis de sustancias toxicas para el
fitopatdgeno conocidas como fitoalexinas (Ozgonen y Erkilic, 2007) y proteinas
relacionadas con la patogénesis (Madriz-Ordefiana, 2002). Aunado a la RSI, la
simbiosis micorrizica estimula una respuesta muy sensitiva en la planta ante la
presencia de un agente fitopatdgeno evitando su establecimiento, este

mecanismo es conocido como “priming” (Haneef-Khan et al., 2010).

En este capitulo se desarrollé una seleccion de consorcios micorrizicos
en la promocién del crecimiento y bioproteccion de plantas de chile serrano y
poblano contra Phytophthora capsici.

3.4 HIPOTESIS
Diferentes in6culos de Hongos Micorrizicos Arbusculares incrementan el

crecimiento y biomasa en plantas de chile serrano y poblano, e inducen un

efecto bioprotector frente a Phytophthora capsici.

3.5 OBJETIVO
e Determinar el efecto benéfico por parte de diferentes inéculos de HMA

en la promocién del crecimiento de plantas de chile serrano y poblano.
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e Evaluar el efecto bioprotector de diferentes in6culos de HMA en la
disminucién de la severidad de la marchitez en plantas de chile serrano

y poblano.

3.6 METODOLOGIA
3.6.1 Reactivacion de la capacidad infectiva de Phytophthora capsici

El manejo por tiempo prolongado en cultivos in vitro de oomycetes y
hongos fitopatdgenos puede ocasionar la pérdida de su capacidad infectiva, es
por ello que es necesario realizar una infeccion in planta y reaislar nuevamente
el fitopatdgeno a partir de tejido dafiado para reactivar su capacidad infectiva y
ser posteriormente utilizado en experimentos que impliquen su evaluaciéon in

planta (Torres et al., 2008).

Se utilizaron plantas de chile serrano variedad tampiquefia de 40 dias de
edad (con cuatro hojas verdaderas) para realizar la infeccion de Phytophthora
capsici. Se realizé la inoculacién de tres cepas del fitopatogeno: CH11, PC88 y
PC89, mediante la colocacién de discos de PDA con micelio directamente en la
base del tallo y raices superficiales de las plantas de chile (Figura 31). Se

utilizaron tres repeticiones por cepa y un testigo sin inocular por duplicado.

. ' ' -

Figura 31. Colocacién de discos con micelio de Phytophthora capsici en
plantas de chile serrano para la inoculacién y reactivacion de la capacidad
infectiva.
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El reaislamiento de las cepas de Phytophthora capsici se realizé
después de observar sintomas tipicos de marchitez tales como marchitamiento
y enrollamiento de hojas, colapso y necrosis del tallo (Figura 32). Se extrajeron
las plantas infectadas y se colect6 tejido enfermo. La metodologia consistio en
colocar trozos de 0.5 x 0.5 cm de tallo y raiz infectada con presencia de tejido
sano en cajas Petri con agua y cloro al 10% para lavar y enjuagar,
posteriormente se secaron con papel filtro estéril y se colocaron nueve trozos

en cajas Petri con PDA (Figura 33).

Figura 32. Planta de chile serrano con sintomas de marchitez provocada por
Phytophthora capsici.
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Figura 33. Trozos de tejido enfermo por marchitez provocada por Phytophthora
capsici en PDA.

Después de 48 horas de haber colocado el tejido infectado en PDA, se
observo el crecimiento de Phytophthora capsici. Para purificar las cepas se
procedié a extraer discos con micelio y se transfirieron a cajas Petri con PDA a
pH +4 adicionado con acido tartarico al 10% para evitar el crecimiento de
bacterias contaminantes. Después de observar el crecimiento (sin
contaminantes), las cepas fueron transferidas nuevamente a PDA para asi
obtener cultivos puros con la capacidad infectiva reactivada, listas para su re-

inoculacién in planta.

3.6.2 Tratamientos evaluados
Se realizaron dos experimentos uno con chile serrano y otro con chile

poblano. Se evalué el factor HMA con nueve niveles correspondientes a siete
consorcios micorrizicos: El Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho
Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El limén (EL), Cerro del Metate (CM) y
Barranca de las Nueces (BN); un control positivo que fue un producto comercial
elaborado a base de Rhizophagus intraradices y un control sin indculo
(S/HMA). Cada tratamiento con cuatro repeticiones generd un total de 36
unidades experimentales distribuidas en bloques completos al azar para cada

variedad de chile (Cuadros 5y 6).
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Cada unidad experimental consisti6 en una maceta con una planta de

chile y el in6culo de HMA correspondiente. El experimento en chile serrano se

establecid siete dias antes que el de chile poblano debido a que el tiempo de

germinacion se retardo en esta Ultima variedad.

Cuadro 5. Disefio experimental para la seleccién de HMA en chile serrano.

Bloque 2 Bloque 4 Bloque 1 Bloque 3
S/HMA BN PA CM
BN CM EH S/HMA
R. intraradices RCR EL RCR
CM LC LC R. intraradices
LC S/HMA S/HMA LC
PA EH BN EH
EH EL RCR PA
EL PA R. intraradices BN
RCR R. intraradices CM EL

El Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso
Ancho (PA), El Limon (EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces
(BN) Sin HMA (S/HMA).

Cuadro 6. Disefio experimental para la seleccién de HMA en chile poblano.

Bloque 1 Bloque 3 Bloque 2 Bloque 4
EH EL EL R. intraradices
S/HMA EH LC BN
BN PA CM EL
CM BN R. intraradices S/HMA
RCR S/HMA S/HMA CM
LC R. intraradices EH EH
EL RCR RCR RCR
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R. intraradices LC PA LC

PA CM BN PA

El Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso
Ancho (PA), El Limoén (EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces
(BN) Sin HMA (S/HMA).

3.6.3 Inoculacién de Phytophthora capsici
Posteriormente a los 72 dias después del trasplante, todas las plantas

de ambas variedades de chile fueron inoculadas con 1 mL de una suspension
de zoosporas de Phytophthora capsici ajustada a una concentraciéon de 1x10*
mL1 para determinar el grado de bioproteccion de los in6culos de HMA en

base a una escala visual de virulencia.

3.6.4 Establecimiento de los experimentos
a) Siembra y germinaciéon de semillas.

Las semillas de chile poblano (cultivar San Luis) y serrano (cultivar
Tampiquefia) se sembraron en charolas de aluminio con arena estéril. Se
desarroll6 un registro cronolégico del crecimiento y desarrollo de ambas
variedades de chile, desde la siembra, germinacion y emergencia del
hipocotilo, presencia de hojas embrionarias y hojas verdaderas. Las plantas se
trasplantaron cuando presentaron cuatro hojas verdaderas a los 35 dias
después de la siembra en chile serrano y a los 40 dias de la siembra en chile

poblano.
b) Sustrato.

El sustrato utilizado consistio de una mezcla de suelo-arena en proporcion 1:1
(v/v), ésta mezcla se esterilizé en autoclave a 120°C durante tres horas por tres
veces. Los recipientes de las macetas consistieron en vasos de unicel de un

volumen de 500 mL de capacidad (Figura 34).

66 AAtpreds Reyes Jena



Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes

AN . : 2015
de control bioldgico de la marchitez del chile

Figura 34. Macetas con sustrato estéril para el establecimiento de los
experimentos con plantas de chile.

c¢) Inoculacion de HMA.

Los siete consorcios micorrizicos evaluados: EH, LC, RCR, PA, EL, CM y BN,
provienen de suelos agaveros del estado de Michoacan, Rhizophagus
intraradices es un inéculo comercializado por el Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP). Los diferentes
in6culos de HMA se obtuvieron a partir de macetas trampa para propagacion
de esporas de seis meses de edad. Se realizdé una cuantificacion del contenido
total de esporas en 100 g de sustrato seco con tres repeticiones. Al final se
ajusto el peso en gramos de sustrato para que tuvieran 80 esporas de HMA por

cada inéculo (Figura 35), incluyendo el control positivo.
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Figura 35. Inoculos de HMA aplicados durante el establecimiento de los
experimentos. Cada in6culo consté de 80 esporas.

La inoculacion de los HMA en chile serrano (Figura 36) y chile poblano
(Figura 37) se realiz6 al momento del trasplante, cubriendo completamente el

sistema radical de la planta con el in6culo correspondiente.

Figura 36. Inoculacion de HMA al momento del trasplante: a) chile serrano, b)
chile poblano.
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d) Preparacion de suspensiéon de zoosporas de Phytophthora capsici.
Para determinar el efecto bioprotector de los diferentes tratamientos,

todas las unidades experimentales fueron inoculadas con una suspension de
zoosporas de Phytophthora capsici obtenidas de la cepa CH1l. Esta
suspension fue preparada mediante la técnica de Ristaino con modificaciones
(1990).

Se seleccion6 la cepa CH11 debido a que ésta fue la mas virulenta y
manifestd una mayor velocidad de infeccion y aparicion de los sintomas de la
enfermedad al momento de realizar la reactivacion de la patogenicidad en
plantas de chile serrano. Para la producciéon de esporangios, la cepa CH11 se
cultivd en agar V8 a 27°C por cinco dias, se cortaron discos con micelio de un
centimetro y fueron transferidos a cajas de Petri esterilizadas, se adicion6 agua
estéril y se incubaron a 27°C; durante cinco-siete dias. Se realizaron lavados
con agua destilada estéril para inducir la formacion de esporangios. La
liberacion de zoosporas se inicié al colocar las cajas en el refrigerador a una
temperatura de 4°C durante 30 a 60 min. Al momento de observar zoosporas
éstas se cuantificaron en camara de Neubauer, posteriormente se prepar6 una
suspension ajustando el nimero de zoosporas a una concentracion de 1x104
mL1. Se inoculd la suspension de 1ImL en la base del tallo de las plantas de

chile de ambas variedades.

3.6.5 Variables respuesta.
Se midieron cada 14 dias desde el trasplante y durante ocho semanas

las siguientes variables de crecimiento:
a) Altura de planta.

Se midié con un vernier digital desde la base del tallo hasta la base de las

hojas mas jovenes.
b) Diametro del tallo.

Se midio a la base del tallo con un vernier digital, aproximadamente a dos mm

del sustrato.

c) Numero de hojas.
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Se contaron a partir de las hojas verdaderas desde la base hasta las mas

joévenes que presentaban una longitud mayor a un centimetro.

A los 60 dias después del trasplante, con ayuda de un sacabocados de
1.5 cm de didmetro se obtuvieron muestras de suelo y raices directamente de
cada una de las unidades experimentales, posteriormente se midieron las

siguientes variables microbiolégicas:
d) Colonizacion micorrizica.

Se desarroll6 el método de clareo y tincion de raices de Phillips y Hayman
(1970). Posteriormente se colocaron 30 segmentos de 1 cm de raiz tefiida en
un portaobjetos para la observacion de estructuras caracteristicas de los HMA:
micelio intrarradical, vesiculas, arblsculos y esporas, (lo anterior se realizé por
triplicado). La determinacion del porcentaje de colonizacién micorrizica se
realiz6 por el método descrito por McGonigle et al. (1990) mediante la siguiente

formula:

Numero de segmentos micorrizados
% CM = - (100)
Numero total de segementos

Doénde: %CM = porcentaje de colonizacién micorrizica
e) Niumero de esporas de HMA.

Para la extraccion de esporas se utilizd la técnica de tamizado himedo y
decantacion de Gerdemann y Nicholson (1963) en combinacién con la técnica
de flotacion en azucar en gradiente de sacarosa descrita por Walker (1997). El
conteo de esporas se realiz6 en un microscopio estereoscopico con ayuda de
un contador manual, se contabilizé el nimero total de esporas presentes en

100 g de suelo seco mediante la siguiente formula:

Numero de esporas contabilizadas
E= (100)
g de suelo seco

Donde: NE = numero de esporas de HMA
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f) Prueba de bioproteccion.

Setenta y cinco dias después del trasplante se inoculé la suspension de
zoosporas de Phytophthora capsici. Se midié el nivel de proteccién de las
plantas de chile serrano y poblano mediante la observacion de Ila
sintomatologia y comparacion con una escala de virulencia descrita por Quinto-
Alvarez (2014), la cual contempla valores de cero a seis (Cuadro 7). A los 21
dias posteriores a la inoculacion de Phytophthora capsici se realiz6 un
muestreo destructivo para evaluar el nivel de dafio de las plantas en ambas
variedades de chile. Ademas se registrd la biomasa fresca de la parte aérea y

radical.

Cuadro 7. Escala de virulencia descrita por Quinto-Alvarez (2014).

indice de Sintomatologia
severidad
0 Planta sana
1 Planta con hojas parcialmente colapsadas, tallo erguido.
2 Planta con hojas colapsadas y con algunas desprendidas, tallo

ligeramente inclinado.

3 Planta con hojas colapsadas y cloréticas, con algunas
desprendidas, tallo ligeramente inclinado.

4 Plantas con hojas colapsadas, con algunas desprendidas, tallos
desplomados, necrosis en la base del tallo.

5 Plantas con hojas totalmente colapsadas, con algunas
desprendidas, tallos desplomados y con presencia de necrosis
desde la base hasta la parte media del tallo.

6 Plantas con hojas totalmente colapsadas, con algunas
desprendidas, tallos desplomados y con presencia de necrosis
en mas de 50% del tallo.

3.6.6 Anadlisis estadisticos
Para el andlisis de las variables de crecimiento y las variables

microbiolégicas se realizd un analisis de varianza con una significancia del
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0.05, asi como la prueba de comparacion de medias de Tukey con un 95% de
confianza. En el caso de la biomasa fresca los datos se transformaron con
exponencial para cumplir con la normalidad y homocedasticidad de varianza
utilizando el paquete estadistico Statgraphics Centurion XV.II.

En nivel de severidad de la enfermedad al ser comparado con la escala
de virulencia se sometié a un analisis de varianza no paramétrico aplicando la
prueba de Kruskal-Wallis. Para determinar las diferencias estadisticas entre las
medianas de los tratamientos se desarroll6 una grafica de caja y bigotes
aplicando la prueba de Dunn, en el paquete estadistico Statgraphics Centurion
XV.1I.

3.7 RESULTADOS Y DISCUSION
3.7.1 Reactivacion de la patogenicidad

Después de tres semanas de inocular las tres cepas de Phytophthora
capsici en las plantas de chile se observaron los primeros sintomas de
marchitez como son el marchitamiento y desprendimiento de hojas, colapso y

necrosis del tallo (Figura 37).
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Figura 37. Sintomas de marchitez en plantas de chile serrano infectadas para
la reactivacion de la capacidad infectiva de Phytophthora capsici.

Las plantas con sintomas de marchitez observadas correspondian a las
infectadas con las cepas CH11 y PC88. La cepa CH11 mostr6 sintomas en las
plantas infectadas a 20 dias después de la inoculacién mientras que en PC88
fue a los 24 dias, por lo que la cepa CH11 podria considerarse mas agresiva al
infectar y manifestar sintomas de la enfermedad en las plantas de chile en
menor tiempo. La cepa PC89 no logro infectar las plantas de chile serrano y la
reactivacion no fue posible llevarla a cabo, es posible que este resultado se

deba a una menor capacidad infectiva de ésta cepa.

El reaislamiento de Phytophthora capsici se llevé a cabo en cultivo PDA
donde las cepas CH11 y PC88 lograron crecer después de 48 horas de haber
colocado las muestras de tejido radical infectado (Figura 38). Las cepas fueron
transferidas a PDA + &cido tartarico para purificarla. A partir de estos cultivos
puros se preparoé la suspension de zoosporas de la cepa CH11.

73 AAtpeds Royes Jena



Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes

AN . : 2015
de control bioldgico de la marchitez del chile

Figura 38. Crecimiento de las cepas PC88 y CH11 de Phytophthora capsici en
PDA para aislamiento y purificacion a partir de tejido vegetal enfermo.

3.7.2 Efecto de los HMA sobre variables de crecimiento en chile serrano y
poblano
El andlisis de varianza mostrd diferencias significativas (p<0.05) para

todas las variables de crecimiento en chile serrano. En la Figura 39 se
muestran los resultados de la altura de las plantas en chile serrano a los 56
dias del trasplante (p = 0.0206), el tratamiento con el in6culo del consorcio
micorrizico CM present6 el valor mas alto con una media de 23 cm siendo
estadisticamente diferente al control sin HMA que registré la media méas baja
(12.42 cm). Los inéculos BN, PA, LC y el control positivo fueron
estadisticamente similares, mientras que EH y PA fueron iguales al tratamiento
S/HMA.
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Figura 39. Efecto de la micorrizacion en la altura de plantas de chile serrano a

los 56 dias después del trasplante. Letras diferentes representan tratamientos

estadisticamente diferentes segun Tukey (p<0.05). El Huizachal (EH), Las

Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El Limoén
(EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA (S/HMA).

Al evaluar el diametro en la base del tallo en chile serrano (Figura 40), el
andlisis mostré diferencias estadisticas significativas (p = 0.012) donde el
tratamiento CM fue estadisticamente superior con un promedio de 4.05 mm.
Los in6culos LC y BN registraron resultados similares con 2.84 y 2.87 mm
respectivamente, mientras que el resto de tratamientos tuvieron un efecto
similar al tratamiento sin HMA. Se sabe que el diametro del tallo es un
pardmetro que permite determinar el vigor de la planta (Rivera-Espinoza et al.,
2011), en éste aspecto el consorcio CM promueve un mayor vigor de las

plantas de chile serrano lo que se ve reflejado en un mayor crecimiento.
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Figura 40. Efecto de la micorrizacion en el diametro a la base del tallo en
plantas de chile serrano a 56 dias después del trasplante. Letras diferentes
representan tratamientos estadisticamente distintos segun Tukey (p<0.05). El
Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso
Ancho (PA), El Limon (EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces
(BN), Sin HMA (S/HMA).

En el nimero de hojas en chile serrano (Figura 41) el analisis mostré
diferencias estadisticas (p = 0.0003), se observdé de forma clara que el
tratamiento CM fue superior al resto de tratamientos, puesto que presentdé una
media de 33.5 hojas en comparacion con las 15.75 que se registré en el control
negativo sin HMA. Los resultados obtenidos en las variables de crecimiento
demuestran que el consorcio CM promovié un mayor crecimiento en las plantas

de chile serrano a los 56 dias después del trasplante.
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Figura 41. Efecto de la micorrizacién sobre el numero de hojas en plantas de
chile serrano a 56 dias después del trasplante. Letras diferentes representan
tratamientos estadisticamente diferentes segun Tukey (p<0.05). El Huizachal
(EH), Las Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El
Limoén (EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA
(S/IHMA).

En los resultados de las variables de crecimiento encontrados en chile
poblano, no existieron diferencias estadisticamente significativas para la
variable diametro del tallo (p = 0.71) y nimero de hojas (p = 0.63), solamente
se encontraron diferencias significativas para altura de planta (p<0.05) en
donde el in6culo LC fue estadisticamente superior al resto con una media de
18.09 cm (Figura 42).

77 AAtpreds Reyes Jena



Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes 2015
de control bioldgico de la marchitez del chile

Altura (cm)

e el
ONPPOOOND
1 1 1 1 1
N e

Inéculo &

Figura 42. Efecto de la micorrizacion en la altura de plantas de chile poblano a
56 dias después del trasplante. Letras diferentes representan tratamientos
estadisticamente diferentes segun Tukey (p<0.05). El Huizachal (EH), Las
Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El Limon
(EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA (S/HMA).

Con respecto a los resultados mostrados en todas las variables de
crecimiento en ambas variedades se encontr6 que el consorcio CM fue el

tratamiento que mejor promovio el crecimiento en altura de planta, diametro del

tallo y numero de hojas (Figuras 43y 44).

Figura 43. Crecimiento de las plantas de chile serrano a 56 dias después de
inoculacién con los HMA. El Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho
Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El Limén (EL), Cerro del Metate (CM),
Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA (S/HMA), Rhizophagus intraradices
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(INIFAP). La escala al fondo de la imagen representa 20 cm, cada cuadro
representa 1 cm.

Figura 44. Crecimiento de las plantas de chile poblano a 56 dias después de
inoculacién con los HMA. El Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho
Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El Limén (EL), Cerro del Metate (CM),
Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA (S/HMA), Rhizophagus intraradices
(INIFAP). La escala al fondo de la imagen representa 20 cm, cada cuadro
representa 1 cm.

De manera general los resultados de las variables de crecimiento
obtenidos en ambas variedades de chile son similares a los reportados por
Alonso-Contreras et al. (2013), donde distintos consorcios micorrizicos aislados
de la rizésfera de Malus domestica B. (manzano) tuvieron un efecto positivo al
promover mayor diametro del tallo y area foliar en plantas de Capsicum
annuum L. Sin embargo no encontraron diferencias para altura de planta y
namero de hojas. Diaz-Franco et al. (2013), en un experimento en pimiento
bajo condiciones de invernadero encontraron que la micorrizacion con
Rhizophagus intraradices promovié el crecimiento y nutricion al incrementar el
indice de clorofila, contenido foliar de N, P, Fe y Zn, e incrementaron el peso de
frutos en un 30% respecto a plantas no micorrizadas. Los resultados
reportados en la literatura y en el presente trabajo evidencian el efecto benéfico
de los HMA como promotores del crecimiento vegetal en especies horticolas
como el chile. Por otro lado, en otras plantas de interés comercial se ha
demostrado el efecto de los HMA en la promocion del crecimiento vegetal, en
un estudio que evalué inbéculos micorrizicos en plantas de tomate
(Lycopersicum esculentum M.) reportaron incrementos significativos en altura y
biomasa seca (Fernandez et al., 2006). También la micorrizacion con HMA es
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capaz de promover el crecimiento en plantas de interés medicinal como
Catharanthus roseus donde la inoculacion con HMA nativos incrementd el
namero de hojas y area foliar (Rosa-Mera et al., 2012). Lo anterior refleja que
los HMA son un recurso microbiologico de importancia en la biofertilizacion de
plantas de interés econémico, que inclusive podrian ser una alternativa a otros
tipos de fertilizacion como la fertilizacion quimica (Armenta-Bojorquez et al.,
2010).

3.7.3 Variables microbiolégicas
En las variables microbiol6gicas se encontraron diferencias estadisticas

para colonizacién micorrizica (p = 0.00) y densidad de esporas (p = 0.00) en
ambas variedades de chile a los 56 dias después de la inoculacién. No se
observé colonizacién micorrizica en el control negativo. En plantas inoculadas

con HMA se observaron estructuras tipicas de micorriza arbuscular como

micelio intrarradical, vesiculas y esporas (Figura 45).

Figura 45. Estructuras que reflejan la colonizacion micorrizica en plantas de
chile serrano y poblano: a), b), c) vesiculas; d) y e) esporas; f) y g) micelio.
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Los in6culos que registraron mayor micorrizacion de las raices en chile
serrano fueron BN y PA con 84.93% y 83.43%, Rhizophagus intraradices
mostro el porcentaje de colonizacion mas bajo con 33.6%, el resto de inGculos
fueron estadisticamente similares, el in6culo CM que promovi0 mayor
crecimiento en chile serrano solo registr0 un 44.96% de colonizacion
micorrizica (Figura 46), por lo tanto no es un indculo infectivo pero si efectivo
en la promocién de crecimiento vegetal. Los conceptos infectividad (capacidad
para colonizar la raiz) y efectividad (capacidad para promover el crecimiento
vegetal) no estan relacionados y se sabe que existen in6culos de HMA que
colonizan la raiz en menor porcentaje (15-40%) y tienen un excelente efecto en
la nutricion y crecimiento vegetal (Tapia-Goné et al., 2010). Altos porcentajes
de colonizacién micorrizica (93.3%) se encontraron en el inéculo LC en chile
poblano, en este caso LC fue capaz de promover una mayor altura de planta y
registrar una mayor micorrizacién por lo que se trata de un indculo infectivo y
efectivo para esa variable. Sin embargo, fue estadisticamente similar al resto
de tratamientos en DT y NH.
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Figura 46. Colonizacién micorrizica en chile serrano y poblano a los 56 dias
después del trasplante. Letras diferentes representan tratamientos
estadisticamente diferentes segun Tukey (p<0.05). El Huizachal (EH), Las
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Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), EI Limén
(EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA (S/HMA).

Respecto a la densidad de esporas (Figura 47), no se observaron en los
controles negativos, en chile serrano los tratamientos donde se inocularon HMA
registraron valores estadisticamente similares. En chile poblano el control con
Rhizophagus intraradices mostré la menor cantidad de esporas con 130 en 100
g de suelo seco, la mayor densidad de esporas se registro en el indculo EH con
406.4 que fue estadisticamente igual a LC, EL y similar al resto de
tratamientos. Se encontrd una correlacion positiva (Pearson) entre colonizacion
micorrizica y el nUmero de esporas en chile poblano (r = 0.5469), también para
chile serrano (r = 0.7475), esto concuerda con lo reportado en la mayor parte
de la literatura, donde se ha encontrado que mayor densidad de esporas
propicia una mayor colonizacion micorrizica (Vazquez et al.,, 2010). Sin
embargo, ambas variables no siempre son necesariamente dependientes y
estan en funcién de la especie o variedad vegetal y las especies de HMA
utilizadas (Mendoza et al., 2002). La densidad de esporas es una variable que
indica la abundancia de propagulos de HMA que podria competir contra
fitopatdbgenos por espacio y nutrientes otorgando bioproteccién para la planta
(Azcon-Aguilar y Barea, 1996).
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Figura 47. Numero de esporas en 100 g de suelo seco en chile serrano y
poblano, 56 dias después de establecido el experimento. Letras diferentes
representan tratamientos estadisticamente diferentes segun Tukey (p<0.05). El
Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso
Ancho (PA), El Limén (EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces
(BN), Sin HMA (S/HMA).

3.7.4 Bioproteccién por micorrizacion contra Phytophthora capsici
Después de la inoculacion de Phytophthora capsici, todas las plantas

presentaron sintomas de la enfermedad, sin embargo el grado de severidad

dependié del consorcio micorrizico inoculado. El analisis no paramétrico

Kruskal-Wallis mostré diferencias significativas en chile serrano (Estadistico
15,6042, valor-P = 0,0484086) y poblano (Estadistico = 15,6959, valor-P

0,0469459) para la comparacién visual en base a la escala de virulencia. En

chile serrano la mayoria de los in6culos de HMA a excepcion de CM no
lograron ejercer efecto bioprotector contra la severidad de la enfermedad,
encontrandose que las plantas de esos tratamientos fueron estadisticamente
iguales y las plantas se enfermaron en el mismo nivel de severidad que el

control negativo (sin HMA) (Figuras 48 y 49).
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Figura 48. Nivel de severidad con base en la escala de virulencia en plantas de
chile serrano a 21 dias después de la inoculacion de Phytophthora capsici.
Letras diferentes representan tratamientos estadisticamente diferentes de
acuerdo a Dunn (p<0.05). El Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho
Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El Limén (EL), Cerro del Metate (CM),
Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA (S/HMA).

Las plantas inoculadas con CM presentaron menor nivel de severidad de
la enfermedad también en chile poblano (Figuras 51 y 52), de acuerdo a la
escala estas plantas se encontraron con un indice de severidad de 1 lo que se
reflej6 en plantas con hojas parcialmente colapsadas con el tallo erguido
(Figuras 49 y 52). Esto demuestra que el consorcio micorrizico CM es capaz de
bioproteger las plantas de chile contra Phytophthora capsici al disminuir la
severidad de la enfermedad observada en condiciones de invernadero. Esto
concuerda con lo reportado por Ozgonen y Erkilic (2007) quienes al inocular
esporas de Glomus etunicatum, Glomus fasciculatum y Gigaspora margarita en
plantas de chile encontraron una disminucion de la enfermedad provocada por
Phytophthora capsici de hasta un 91.7% en condiciones de invernadero y
57.2% en condiciones de campo. Este efecto bioprotector se atribuy6é a una
mayor concentracion de la fitoalexina capsidiol en las plantas micorrizadas
principalmente en aquellas con menor severidad de la enfermedad. La sintesis
de fitoalexinas esta documentada como una respuesta de la planta al ataque
de fitopatdgenos donde se encuentran implicados el acido jasmonico y el

etileno que propician una resistencia sistémica que puede ser inducida por
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microorganismos benéficos para la planta como los HMA (Carre6n-Abud et al.,
2008). Por su parte Gémez-Dorantes et al. (2008), atribuyeron la reduccion de
la susceptibilidad a Phytophthora capsici en jitomate a una mejora en el estatus
nutricional de las plantas y a la competencia por compuestos de carbono.
Considerando estos resultados es posible que el efecto bioprotector encontrado
en este estudio por parte de los HMA, reflejado en una menor severidad de la
enfermedad, se deba entre otros aspectos a la induccion de sefializacion
bioguimica para dar respuestas de defensa propiciadas por la actividad de
fitohormonas como los acidos salicilico y jasmonico (Kapoor, 2008; Pozo y
Azcdn-Aguilar, 2007). Este efecto bioprotector ha sido reportado en plantas de
tomate donde la inoculacibn con Glomus mosseae indujo una respuesta
sistémica contra Phytophthora parasitica en un sistema de raiz dividida, donde
la resistencia fue asociada a la acumulacion de compuestos fendlicos,
engrosamiento de la pared celular y proteinas relacionadas con la patogénesis
(PR-1) (Cordier et al., 1998). La respuesta sistémica en tomate frente a P.
parasitica también fue reportada por Pozo et al. (1999) donde se encontraron
isoformas de enzimas hidroliticas como quitinasas, quitosanasas, glucanasas y
peréxido dismutasas posiblemente relacionadas con esta respuesta. La
proteccion contra PC mediante la sintesis de proteinas PR con actividad
peroxidasa se ha reportado en plantas de chile inoculadas con Trichoderma
harzianum, donde la colonizacion por el antagonista induce resistencia
sistémica que puede desencadenar el mecanismo de defensa hipersensible
(Ezziyyani et al., 2005). Por otro lado Cameron et al. (2013) propusieron un
modelo de resistencia inducida por micorrizacion (MIR), como resultado de un
efecto acumulativo entre la resistencia asociada directamente a la micorrizacion
y una respuesta indirecta del sistema inmune relacionada con la induccién de
resistencia sistémica (ISR) por rizobacterias en la micorrizésfera. Esto refleja
que el efecto bioprotector por micorrizacion podria estar asociado a la
interaccién indirecta con microorganismos benéficos presentes en la

micorrizdsfera capaces de inducir resistencia sistémica.
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Figura 49. Severidad de la enfermedad en plantas de chile serrano a 21 dias
después de la inoculacién con Phytophthora capsici. Las Campesinas (LC),
Cerro del Metate (CM), Sin HMA (S/HMA).

Respecto a la biomasa fresca aérea y radical, se encontraron diferencias
significativas entre tratamientos. En chile serrano (Figura 50), el inéculo CM
obtuvo la mayor biomasa fresca aérea 15.4 g siendo estadisticamente superior
al control negativo (S/HMA) que registré 8.26 g. Para chile poblano (Figura 53)
la tendencia fue igual, las plantas inoculadas con CM3 mostraron una biomasa
fresca aérea de 7.95 g y diferente estadisticamente a tratamientos sin HMA
(2.83 g). En la biomasa fresca radical los diferentes consorcios de HMA
incluyendo a CM3, no lograron promover el crecimiento radical puesto que en
ambas variedades de chile fueron estadisticamente iguales al control negativo
sin HMA, esto difiere de la literatura reportada, donde se menciona que la
micorrizacion incrementa la biomasa radical (Ursuga-Osorio et al., 2008).
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Figura 50. Biomasa fresca aérea y radical de plantas de chile serrano a 21 dias
después de la inoculacién con Phytophthora capsici. El Huizachal (EH), Las
Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El Limoén
(EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA (S/HMA).
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Figura 51. Nivel de severidad en base a la escala de virulencia en plantas de
chile poblano a 21 dias después de la inoculacién con Phytophthora capsici.
Letras diferentes representan tratamientos estadisticamente diferentes de
acuerdo a Dunn (p<0.05). El Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho
Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El Limén (EL), Cerro del Metate (CM),
Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA (S/HMA).
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Figura 52. Dafio en plantas de chile poblano a 21 dias después de la
inoculacién con Phytophthora capsici. Tratamientos: CM, S/HMA y RCR.
Rancho Carlos Rojas (RCR), Cerro del Metate (CM), Sin HMA (S/HMA).
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Figura 53. Biomasa fresca aérea y radical de plantas de chile poblano a 21
dias después de la inoculacion con Phytophthora capsici. ElI Huizachal (EH),
Las Campesinas (LC), Rancho Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El
Limén (EL), Cerro del Metate (CM), Barranca de las Nueces (BN), Sin HMA
(S/IHMA).

3.8 CONCLUSIONES
La micorrizacion en plantas de chile serrano y poblano favorecié un

incremento en el crecimiento reflejado en una mayor altura de planta, diametro
del tallo, nimero de hojas, biomasa fresca aérea y radical. ElI consorcio
micorrizico CM fue capaz de disminuir la severidad de la marchitez al ser
inoculado al momento del trasplante en plantas de chile serrano y poblano bajo
condiciones de invernadero, por lo que podria ser empleado en el biocontrol del

fitopatdégeno.
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CAPITULO 4

BIOPROTECCION POR HMA Y ACTINOMICETOS EN PLANTAS DE CHILE
POBLANO CONTRA Phytophthora capsici L.

4.1 RESUMEN

Phytophthora capsici es el agente causal de la principal enfermedad del
cultivo de chile a nivel mundial. El desarrollo de estrategias de control,
alternativas dentro del marco de la agricultura sustentable ha tomado gran
interés. Una estrategia de control de enfermedades es el control bioldgico el
cual se define como el uso de microorganismos antagonistas contra agentes
fitopatdgenos, dos de ellos son los HMA y los actinomicetos. Con el objetivo de
evaluar la inoculacion de los HMA vy los actinomicetos en la promociéon del
crecimiento y disminucion de la severidad de la marchitez en plantas de chile
poblano, se desarroll6 un disefio factorial en bloques completos al azar. Se
evaluo el factor HMA con dos niveles: Cerro del Metate (CM) y Sin HMA
(S/HMA); el factor actinomiceto con cuatro niveles (ABV39, ABV02, ABV39-
ABVO02 combinados y sin actinomiceto (S/ACT) y el factor Phytophthora capsici
con dos niveles (CH11 y S/PC). Previamente se estableci6 una escala
cualitativa ordinal de virulencia por marchitez en plantas de chile poblano para
comparar la severidad de la enfermedad resultante del experimento sobre
bioproteccién. La inoculacion de los HMA se realizé al momento del trasplante,
los actinomicetos se inocularon a los 52 dias después del trasplante (DDT) y
finalmente el fitopatdgeno a los 62 DDT. Las variables de respuesta fueron: de
crecimiento: altura de planta (AP), diametro del tallo (DT) y niumero de hojas
(NH); microbiologicas: porcentaje de colonizacién micorrizica (a los 50 y 82
DDT), numero de esporas de HMA (a los 50 y 82 DDT), porcentaje de infeccion
de raices por Phytophthora capsici y unidades formadoras de colonias (UFC)
de actinomicetos (a los 82 DDT). Al final del experimento se realiz6 un
muestreo destructivo para evaluar el nivel de severidad de la marchitez con una
escala de virulencia ordinal, ademas se registré la biomasa fresca y seca de
raiz, tallo, hojas, fruto y total; area foliar y volumen radical. A los datos se les
realizd un analisis de varianza y pruebas de comparacion de medias de Tukey

con un 95% de confianza, para el nivel de severidad de la enfermedad se
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realizd un analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn con
95% de confianza. Se realizd un andlisis de correlacion (Pearson) entre las
variables evaluadas. Se encontré que las plantas micorrizadas con el in6culo
CM tuvieron un mayor crecimiento con respecto al control sin HMA ni
actinomicetos. El tratamiento CM-39-S/PC registr6 los mayores valores en
altura de planta, diametro del tallo y nimero de hojas (26.12 cm, 5.29 mm y
35.12 hojas, respectivamente). En los resultados de biomasa fresca y seca total
y area foliar evaluados al final del experimento, en plantas donde se coinoculd
CM y alguna de las dos cepas de actinomicetos (AVB39 o ABV02) registraron
los mayores valores Yy fueron estadisticamente superiores a los controles. El
nivel de severidad de la enfermedad en plantas donde se inocul6 CM y alguno
de los dos actinomicetos se redujo hasta un nivel de dos (2) de acuerdo a la
escala de virulencia. En conclusién, se encontré un efecto sinérgico en la
coinoculacion de HMA vy actinomicetos reflejado en la promocion del
crecimiento vegetal y en la bioproteccién dado la disminucién de la marchitez

provocada por Phytophthora capsici.

4.2 ABSTRACT
Phytophthora capsici is the main causal agent of disease on chili crop in

the world. The development of strategies control alternative within of
sustainable agriculture has taken great interest. A strategy for disease control is
biological control which is defined as the use of antagonistic microorganisms
against plant pathogens, two of them are the AMF and actinomycetes. In order
to evaluate the AMF inoculation and actinomycetes in the promotion of growth
and decreased of severity of wilt on poblano chili plants, a factorial design in
randomized complete block was developed. The AMF factor was evaluated with
two levels: Cerro of Metate (CM) and without AMF (W/AMF); the actinomycete
factor with four levels (ABV39, ABV02, ABV39-ABV02 and without
actinomycete (W/ACT) and Phytophthora capsici factor with two levels (CH11
and W/PC). Previously a virulence ordinal qualitative scale by wilting on
poblano chili plants was established to compare the severity of disease
generate from the bioprotection experiment. The AMF inoculation was

performed at the transplant; and 52 days after transplanting (DAT) the
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actinomycetes were inoculated, finally at 62 DAT the phytopathogen was
applied. The response variables, of growth were: height plant (HP), diameter
stem (DS) and number of leaves (NL); as microbiological response,
mycorrhizal colonization percentage and, AMF spores number at 50 and 82
DAT, root infection percentage by Phytophthora capsici and actinomycetes
colony forming units (CFU) at 82 DAT. At the end of the experiment, a
destructive sampling was performed to assess the severity level of wilt with a
virulence ordinal scale was performed, likewise the fresh biomass and dry of
root, stem, leaves, fruit and total; leaf area and root volume were recorded.
Data were performed to analysis of variance and test comparison of Tukey with
95% of confidence, for the disease severity level a nonparametric analysis of
Kruskal-Wallis and test Dunn with 95% confidence were performed. A
correlation analysis (Pearson) between the evaluated variables was
determined. It was found that plants with CM mycorrhizal inoculum had higher
growth compared to the control without AMF or actinomycetes. The CM-39-
S/PC treatment recorded the highest values in height plant diameter stem and
number of leaves (26.12 cm, 5.29 mm and 35.12 leaves, respectively). In the
results of fresh and dry total biomass and leaf area evaluated at the end of the
experiment, in plants where CM and the two strains of actinomycetes (AVB39 or
ABV02) were coinoculated, the highest values were recorded and were
statistically superior to the controls. The disease severity level in plants
inoculated with CM and one of the two actinomycetes decreased to a level two,
according to the virulence scale. In conclusion, a synergistic effect was found in
the co-inoculation whit AMF and actinomycetes was found, reflected in plant
growth promoting and bioprotection according to decreasing of wilt caused by

Phytophthora capsici.

4.3 INTRODUCCION
Ademas del beneficio nutricional que le confieren a las plantas los HMA,

son microorganismos antagonistas a diversos agentes fitopatégenos de la raiz
y son capaces de proteger a la planta por medio de diferentes mecanismos de
accion directa e indirecta. Entre los mecanismos de accion directa se encuentra

la competencia por espacio y nutrimentos en la rizésfera y las raices de las
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plantas, creando una barrera protectora que impide el paso de los
fitopatdgenos hacia la micorrizésfera permitiendo el establecimiento de otros
microorganismos benéficos (Lioussane, 2010). Entre los mecanismos indirectos
de los HMA en la bioproteccion de las plantas esta la resistencia sistémica
inducida (RSI) (Haneef et al., 2010), por medio de la cual la planta entra en un
estado de alerta, donde maximiza el encendido de sus mecanismos de defensa
para contrarrestar el ataque de fitopatégenos cuando infecten en cualquier area

o tejido vegetal.

Por otro lado, los actinomicetos son bacterias Gram-positivas que se
consideran bacterias promotoras del crecimiento vegetal debido a que son
solubilizadores y mineralizadores de nutrientes organicos (lo que favorece su
asimilacion por las plantas, Franco-Correa, 2008), ademéas de producir
fitohormonas. Al igual que los HMA, los actinomicetos ademas de los beneficios
nutricionales que confiere su presencia en la rizosfera de las plantas, tienen la
capacidad de producir una gran diversidad de antibidticos y compuestos
bioactivos que inhiben el crecimiento de ciertos microorganismos fitopatégenos
(Medina-Cuevas y Evangelista-Martinez, 2011). Entre estos esta la produccion
de siderdforos y enzimas que inhiben la germinacion de esporas y el
crecimiento de ciertos hongos y oomicetes. Por lo anterior en la actualidad su
aplicacion biotecnologica en el control de enfermedades de plantas esta
cobrando un mayor interés al descubrirse nuevas cepas con actividad

antimicrobiana de amplio espectro sobre diversos fitopatdégenos.

Por otro lado, se sabe que los HMA, favorecen el establecimiento de
bacterias promotoras del crecimiento vegetal entre ellos actinomicetos, lo que
propicia a su vez un ambiente desfavorable para el establecimiento de agentes
fitopatdégenos (Franco-Correa et al., 2010). En base a lo anterior, la aplicacion
conjunta de HMA y actinomicetos como agentes de control biologico puede ser
una alternativa prometedora en busqueda de un efecto sinérgico que
potencialice el control de enfermedades de plantas. Sin embargo, no se
reportan estudios sobre el uso combinado de éstos grupos de microorganismos

en el control biologico de fitopatégenos, Unicamente existen estudios sobre el
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beneficio nutricional de la interaccion HMA-actinomiceto en plantas de trébol

(Gémez-Vargas et al., 2011).

Por lo cual en este trabajo se evalud el efecto bioprotector de la co-
inoculacion de HMA y actinomicetos en plantas de chile contra la marchitez

causada por Phytophthora capsici.

4.4 HIPOTESIS
La aplicacion conjunta de HMA y actinomicetos promueve un efecto

bioprotector sobre la marchitez causada por Phytophthora capsici en plantas de

chile.

4.5 OBJETIVOS
4.5.1 General
e Evaluar la inoculacion de HMA y actinomicetos en la promocién del
crecimiento y disminucion de la severidad de la marchitez en plantas de

chile.

4.5.2 Especificos
e Establecer una escala cualitativa ordinal de virulencia con base en la

observacion visual de la sintomatologia de plantas de chile.

e Evaluar el efecto de la inoculacion de HMA y actinomicetos en el
crecimiento de plantas de chile.

e Evaluar el nivel de severidad ocasionado por Phytophthora capsici en
base a la comparacion visual con una escala de virulencia en plantas de

chile micorrizadas y/o inoculadas con actinomicetos.

4.6 METODOLOGIA

4.6.1 Propuesta de escala de severidad de Phytophthora capsici en
plantas de chile.
a) Disefio experimental.

Se realiz0 un disefio experimental completamente al azar evaluando dos
tratamientos: con y sin inoculacion de Phytophthora capsici. Se utilizaron
plantas de chile sin indculo de Phytophthora capsici (libres de la enfermedad):

el otro tratamiento consistié en la inoculacion de la cepa CH11 de Phytophthora
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capsici en una planta de chile en maceta (unidad experimental). El experimento
se desarrollé en condiciones de invernadero y se utilizaron 25 plantas de chile
donde se inoculd el fitopatdégeno, y 25 plantas controles para un total de 50

unidades experimentales.
b) Germinacion y sustrato.

Las semillas de chile poblano se colocaron en charolas de germinacion con
arena esterilizada (120°C / 3 h). Al momento que las plantas presentaron
homogeneidad en el crecimiento y contaban con cuatro hojas verdaderas se
trasplantaron a macetas de 470 mL de capacidad que contenian una mezcla de
arena y suelo esterilizada (120°C / 3 h) en proporcion 1:1 (v/v). Se realizaron

riegos periddicos a capacidad de campo cada dos dias.
c) Inoculacion de Phytophthora capsici.

Se prepar6 una suspension de zoosporas de la cepa CH11l a una
concentracion de 1X10* zoosporas mL1, Ristaino (1990). Se coloc6é 1 mL de la
suspension en la base del tallo de cada una de las 25 plantas de chile poblano

correspondientes.
d) Registro de la sintomatologia.

Después de cuatro dias de la inoculacion con Phytophthora capsici, se registré
la sintomatologia que mostraron las plantas. Se tom6 en cuenta los sintomas
visuales como: caida de hojas, hojas enrolladas y marchitas, hojas cloréticas,
presencia de necrosis en las raices, necrosis en la base del tallo y de hojas y
finalmente la muerte de la planta. Para lo anterior se hicieron muestreos
destructivos donde se eliminaron diariamente dos plantas infectadas con
Phytophthora capsici y dos plantas controles para comparar la severidad de la

enfermedad a nivel radical en plantas sanas y enfermas.
e) Escala de severidad.

Con base en la sintomatologia de la enfermedad, se propuso una escala
cualitativa ordinal de severidad con seis niveles (0-5) los cuales contemplan

desde planta sana a planta muerta.
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4.6.2 Experimento de evaluacion del crecimiento y bioproteccién por HMA
y actinomicetos contra Phytophthora capsici

a) Disefio experimental

Se desarrollé un disefio experimental en bloques completos al azar bajo
condiciones de invernadero, donde se evaluaron tres factores (Cuadro 8): El
factor HMA con dos niveles (CM y S/HMA), el factor actinomiceto con cuatro
niveles (ABV39, ABV2, ABV39-ABV2, S/ACT) y finalmente el factor
Phytophthora capsici con dos niveles (CH11 y S/PC), resultando 16
tratamientos con ocho repeticiones para un total de 124 unidades

experimentales (Cuadro 9).

Cuadro 8. Disefio de tratamientos del experimento sobre evaluacion del
crecimiento y bioproteccion por HMA y actinomicetos contra Phytophthora
capsici.

FACTORES
Tratamientos

HMA ACTINOMICETO  P. capsici

CH11 T1 CM-39-CH11
ABV39
S/PC T2 CM-39-S/PC
CH11
ABVO2 T3 CM-02-CH11
SIPC
CM T4 CM-02-S/PC
CH11
ABV39-ABV02 T5 CM-(39-02)-CH11
S/PC T6 CM-(39-02)-S/PC
CH11
S/ACT T7 CM-S/ACT-CH11
SIPC T8 CM-S/ACT-S/PC
CH11
ABV39 T9S/HMA-39-CH11
S/PC
S/HMA T10 S/IHMA-39-S/PC
CH11
ABVO2 T11 S/HMA-02-CH11
S/PC

T12 S/IHMA-02-S/PC
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CH11
ABV39-ABV0?2 T13 S/HMA-(39-02)-CH11
SiPC T14 S/IHMA-(39-02)-S/PC
CH11
S/IACT T15 S/IHMA-S/ACT-CH11
S/PC

T16 S/IHMA-S/ACT-S/PC
CM (Cerro del Metate), S/HMA (Sin HMA), AVB39 (Actinomiceto 39), ABV2
(Actinomiceto 02), ABV39-ABV02 (Actinomiceto 39 y 02 combinados), S/ACT (Sin
actinomiceto), S/PC (Sin Phytophthora capsici), CH11 (cepa de Phytophthora capsici).

Cuadro 9. Disefio experimental de bloques completos al azar.

Bloques
B6 B3 Bl B7 B2 B8 B5 B4
T11 T8 T7 T13 T6 T3 T12 T16
T5 T6 T5 T14 T9 T16 T5 T12
T4 T2 T9 T3 T16 T6 T7 T11
T2 T5 T10 T6 T3 T10 T14 T15
T14 T7 T1 T9 T15 T11 T13 T1
T15 T4 T13 T5 T13 T9 T11 T10
T6 T15 T6 T12 T8 T13 T2 T13
T1 T16 T14 T10 T2 T14 T4 T9
T12 T10 T11 T7 T14 T1 T9 T8
T10 T12 T12 T16 T1 T12 T16 T2
T13 T9 T8 T1 T7 T8 T6 T7
T7 T1 T16 T11 T11 T5 T8 T14
T8 T14 T3 T15 T5 T15 T15 T4
T16 T13 T4 T8 T10 T4 Tl T6
T9 T3 T2 T2 T4 T7 T3 T5
T3 T11 T15 T4 T12 T2 T10 T3

B (Bloque), T (Tratamiento).

Las cepas de actinomicetos evaluados fueron: ABV39 y ABV02, éstas
cepas fueron seleccionadas por mostrar una inhibicion del crecimiento de
Phytophthora capsici en condiciones in vitro, tener gran capacidad para
esporular y ser compatibles entre si. El consorcio micorrizico CM fue
seleccionado por haber mostrado un efecto en la reduccion de la severidad de
la marchitez en las plantas de chile poblano y serrano al ser inoculadas con

Phytophthora capsici.
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b) Establecimiento del experimento
e Germinacion de semillas.

Se germinaron semillas de chile poblano cultivar San Luis, en charolas de
aluminio con arena esterilizada (120°C / 3h). Las semillas se colocaron bajo
condiciones de invernadero donde germinaron a los 12 dias después de la

siembra.
e Trasplante e inoculacion de HMA.

Las plantulas de chile poblano, se trasplantaron cuando tenian dos hojas
verdaderas (30 dias después de la siembra), en recipientes de unicel de 500
mL de volumen utilizando como medio de crecimiento una mezcla de suelo
arena 1:1 (v/v) esterilizada (120°C / 3 h). El inéculo de HMA consistio de 80
esporas contenidas en 14.5g de arena proveniente de macetas trampa. El
indculo se aplico en el sistema radical de la plantula al momento del trasplante.

e Inoculacién de actinomicetos.

Los actinomicetos ABV39 y ABV02 se inocularon a 52 dias después del
trasplante. Se desarroll6 una suspensién de unidades formadoras de colonias
(UFC) las cuales fueron obtenidas a partir de cultivos puros. La suspension fue
ajustada a una concentracion de 1.5x10%8 UFC mL de acuerdo a la escala de
McFarland. En los tratamientos correspondientes se inocularon 33.3 mL de la
suspension (1.5x108) en el sustrato (500 g) de tal forma que por cada gramo de
sustrato se inocularon 1x107 UFC mL. Para el caso de la aplicacién combinada
de ambos actinomicetos se colocaron 16.7 mL de suspension de cada cepa. La
inoculacién se realiz6 en la base del tallo de las plantas de chile poblano,
previamente se coloc6 1% de materia organica (vermicomposta) como

bioestimulante para los actinomicetos.
e Inoculacién de Phytophthora capsici.

La inoculacién de Phytophthora capsici (cepa CH11) se realizé6 a 62 dias

después del trasplante. Para esto, se aplic6 1 mL de una suspension de
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zoosporas a una concentracion de 1x10* zoosporas mL. Las plantas se

inundaron durante 24 h para favorecer la infeccion del fitopatogeno.

c) Variables evaluadas
e Variables de crecimiento.

Se midieron cada 14 dias durante nueve semanas (hasta 70 dias después del

trasplante) las siguientes variables de crecimiento:
e Altura de planta.

Se midié con un vernier digital desde la base del tallo hasta la base de las

hojas mas jovenes.
e Diametro del tallo.

Se midié en la base del tallo con un vernier digital, aproximadamente a dos

milimetros del sustrato.
¢ Numero de hojas.

Se contaron a partir de las hojas verdaderas desde la base hasta las mas

joévenes que presentaban una longitud mayor a un centimetro.
e Variables microbiolégicas.

Cincuenta dias después del trasplante, con ayuda de un sacabocados (1.5 cm
@) se obtuvieron muestras de suelo y raices de cada una de las unidades
experimentales, con esas muestras se midieron las variables microbiolégicas

siguientes:
e Colonizacion micorrizica.

Se desarroll6 el método de clareo y tinciébn de raices de Phillips y Hayman
(1970). Posteriormente se colocaron 30 segmentos de 1 cm de raiz tefiida en
un portaobjetos para la observacion de estructuras caracteristicas de los HMA:
micelio intrarradical, vesiculas, arbusculos y esporas, (lo anterior se realizd por

triplicado). La determinaciéon del porcentaje de colonizacion micorrizica se
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realiz6 por el método descrito por McGonigle et al. (1990) mediante la siguiente

formula:

Numero de segmentos micorrizados
% CM = - (100)
Numero total de segementos

Ddnde: %CM = porcentaje de colonizacion micorrizica
e Numero de esporas de HMA.

Para la extraccion de esporas se utilizd la técnica de tamizado humedo y
decantacion de Gerdemann y Nicholson (1963) en combinacién con la técnica
de flotacién en azlcar en gradiente de sacarosa descrita por Walker (1997). El
conteo de esporas se realiz6 en un microscopio estereoscopico con ayuda de
un contador manual, se contabilizé el niumero total de esporas presentes en

100 g de suelo seco mediante la siguiente férmula:

NE Numero de esporas contabilizadas

1
g de suelo seco (100)

Dénde: NE = numero de esporas de HMA

d) Variables evaluadas al final del experimento
Ochenta y dos dias después del trasplante, en el momento en que los

controles negativos (con presencia soélo del fitopatdogeno) llegaron al nivel cinco
de severidad (planta muerta), se procedié al registro de las siguientes variables
morfolégicas y microbiolégicas:

e Biomasa fresca.

Se registro el peso fresco en gramos (g) de hojas, tallo, raiz y fruto de forma

separada, con ayuda de una balanza analitica Mettler Toledo AT200.
e Biomasa seca.

Las muestras frescas se envolvieron en papel aluminio para posteriormente
introducirse en un horno de secado durante dos dias a 65°C, después se

determind el peso en gramos del tallo, raiz, hojas y fruto.
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e Volumen radical.

Se registré el volumen radical mediante volumen desplazado, sumergiendo las
raices en una probeta graduada (250 mL) con agua destilada, utilizando como
base 200 mL, el resultado se expresé en mL.

e Area foliar.

Se determin6é el area foliar en centimetros cuadrados (cm?) utilizando un

planimetro marca LI-COR modelo LI-3100.
e Severidad de la enfermedad.

De acuerdo a la sintomatologia de las plantas, se determind el nivel de
severidad de la enfermedad de acuerdo a la escala de virulencia desarrollada
en este trabajo. A cada planta infectada con el fitopatdgeno se le asigné un

valor de acuerdo al nivel de severidad.
e Colonizacién micorrizica.

Se determiné con la metodologia descrita en el apartado 4.6.2.3.6 de éste

trabajo.
e Numero de esporas de HMA.

Se determiné con la metodologia descrita en el apartado 4.6.2.3.7 de éste

trabajo.
e Porcentaje de infeccidon de raices por Phytophthora capsici

Se obtuvieron muestras de raiz de las plantas inoculadas con
Phytophthora capsici y se desinfectaron con una solucion de cloro comercial al
10 %. Posteriormente, se cortaron en segmentos de un centimetro de longitud
gue se colocaron en cajas Petri con medio de cultivo (PDA), se colocaron 20
segmentos de raiz por caja de cultivo. Después de tres dias se registrd el
porcentaje de raices infectadas en base al nimero de segmentos donde crecio

el fitopatdgeno respecto al total de segmentos.

e Unidades formadoras de colonias de actinomicetos.
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A partir de 10 g de sustrato se realizaron diluciones seriadas con agua
destilada estéril en tubos de ensayo hasta 10. Posteriormente se sembraron
300 pl de la dilucién 10* en PDA a pH 9. Se realizaron tres repeticiones por
tratamiento. Después de 14 dias se registrd el nimero de colonias en cada
placa, se elimino el factor de dilucion (a la inversa) para determinar las UFC por

gramo de sustrato.

4.6.3 Analisis estadistico
Con las variables de crecimiento y las variables microbiolégicas se

realiz6 un andlisis de varianza con una significancia de 0.05, asi como la
prueba de comparacion de medias de Tukey con un 95% de confianza

utilizando el paquete estadistico Statgraphics Centurion XV.lI.

El nivel de severidad de la enfermedad al ser comparado con la escala
de virulencia se sometié a un analisis no paramétrico aplicando la prueba de
Kruskal-Wallis. Para determinar las diferencias estadisticas entre las medias de
los tratamientos se desarroll6 una grafica de caja y bigotes aplicando la prueba
de Dunn. Finalmente se realizdé un analisis de correlaciones de Pearson entre

todas las variables evaluadas en el paquete Statgraphics Centurion XV.II.

4.7 RESULTADOS Y DISCUSION
4.7.1 Escala de virulencia de la marchitez por Phytophthora capsici

Se establecié una escala cualitativa ordinal de virulencia de la marchitez
por Phytophthora capsici con base en la sintomatologia registrada en plantas
de chile poblano cultivar San Luis (Cuadro 10). La escala contempld seis
niveles (0-5) indicando distintas fases de severidad de la enfermedad. Los
niveles de severidad comprendieron desde planta sana (nivel cero) hasta
planta muerta (nivel cinco), los niveles de severidad intermedios (dos, tres y
cuatro) se describieron con base en la sintomatologia observada: hojas
enrolladas, marchitas y porcentaje de hojas desprendidas, presencia y avance
de necrosis en el tallo, raiz principal, raices secundarias y haces vasculares. En
la figura 54, se describen los niveles de severidad complementados con el

registro fotografico correspondiente.

107 AAtrede Reyer Jena



Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes de control biologico de la marchitez del chile 2015

Cuadro 10. Escala cualitativa ordinal de virulencia por Phytophthora capsici en plantas de chile poblano cultivar San Luis.

NIVEL DESCRIPCION PLANTA EN MACETA PLANTA COMPLETA SISTEMA RADICAL
0
Planta sana, hojas turgentes y
de color verde intenso, tallo
erguido. Sistema radical sano y
abundante, no se observa
necrosis en haces vasculares.
1

Planta con hojas encorvadas, y
poco turgentes. Tallo con
necrosis en la zona basal,
visible Unicamente realizando
un corte longitudinal. Necrosis
en la zona basal del tallo.
(Marchitez leve).
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Planta con hojas encorvadas y
poco turgentes, hasta un 20%
de hojas desprendidas. Tallo
con necrosis avanzada hasta un
20%. Necrosis en la zona basal
las raices secundarias y haces
vasculares. (Marchitez
moderada).

Planta con hojas encorvadas y
poco turgentes, hasta un 50%
de hojas desprendidas. Tallo
con necrosis en hasta un 40%.
Necrosis en raices secundarias
y haces vasculares hasta en un
40% de su longitud (pérdida del
30% del sistema radical). La
planta puede desprenderse del
sustrato con facilidad. El
crecimiento se detiene.
(Marchitez avanzada).
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Planta con hojas muy
encorvadas, poco turgentes y
con mas de 50% desprendidas.
Necrosis del tallo mayor a un
50% de su longitud. Sistema
radical con necrosis casi en su
totalidad, (pérdida del 50% del
volumen radical). La epidermis
de las raices se desprende con
facilidad. Se observa tejido
degradado en los haces
vasculares. (Marchitez  muy
avanzada).

Planta muerta. Hojas secas con
un 90 a 100% desprendidas.
Tallo con necrosis casi en su
totalidad, rigido. Sistema radical
necrotico, raices con epidermis
desprendida (pérdida del 70%
del volumen radical). Se
observa tejido degradado en los
haces vasculares. (Marchitez
severa).
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4.7.2 Experimento de evaluacion del crecimiento y bioproteccion por HMA
y actinomicetos contra Phytophthora capsici

a) Variables de crecimiento

En el cuadro 11 se presentan los resultados registrados para: la altura
de planta, diametro del tallo y nimero de hojas a los 70 dias después del
trasplante. En todas las variables se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05). De manera general las plantas micorrizadas con el
in6culo CM (tratamientos 1 al 8) presentaron mayor crecimiento, reflejado en
las variables de AP, DT y NH, siendo estadisticamente iguales entre ellos, el
tratamiento CM-39-S/PC registro la mayor altura de planta (26.12 cm), didmetro
del tallo (5.29 mm) y nimero de hojas con 35, ademas de ser estadisticamente
superior a los tratamientos donde no se inoculé el consorcio micorrizico ni
actinomicetos (S/HMA-S/ACT-S/PC y S/IHMA-S/ACT-CH11). Esto confirma la
hipotesis de que la micorrizacién en plantas de chile poblano cultivar San Luis
promueve el crecimiento durante su desarrollo, obteniendo plantas con mayor
altura, didmetro del tallo y follaje. Lo cual concuerda con la hipétesis de que la
micorrizacion incrementa el crecimiento vegetal en las plantas de pimiento
(Capsicum annuum L.) (Alonso-Contreras et al., 2013). En el caso particular del
consorcio CM, este fue capaz de promover el crecimiento en las plantas de
chile por lo que se demostré6 que es un recurso biolégico a considerar para
nuevos estudios en perspectiva de una aplicacion en el cultivo de ésta especie

vegetal en campo.

Por otro lado, se encontr6 que la presencia del actinomiceto ABV39 en el
tratamiento donde se registraron los mayores valores en las variables de
crecimiento, podria representar un posible efecto sinérgico en la promocioén del
crecimiento vegetal. En este sentido los resultados concuerdan con el estudio
realizado por Gomez-Vargas y colaboradores (2011), donde encontraron que
una cepa de Streptomyces sp. (MCR26) mineralizadora de fosfato actuaba de
forma sinérgica con un HMA (Glomus sp.). Estos microorganismos
incrementaron la concentracion de fosforo a nivel foliar en plantas de Trifolium
repens (Trébol blanco), lo que estimuld la produccion de biomasa y

colonizacion micorrizica en comparacion con la inoculacion separada de ambos
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microorganismos. Con base en lo anterior, la cepa ABV39 podria estar
actuando de modo similar con el consorcio CM. La combinacion de estos
microorganismos podria ser una estrategia prometedora en la basqueda de
potencializar el efecto promotor del crecimiento vegetal.

Cuadro 11. Altura, diametro del tallo y nimero de hojas a los 70 dias después
del trasplante de chile poblano cultivar San Luis bajo condiciones de

invernadero

Tratamiento Altura de Diametro del Numero de
planta (cm) tallo (mm) hojas
T1 CM-39-CH11 21.87 abc 4.98 abc 31.12 abcd
T2 CM-39-S/PC 26.12 a 529 a 35.12 a
T3 CM-02-CH11 23.81 ab 5.00 abc 35.25a
T4 CM-02-S/PC 26.35 a 5.13 ab 35.14 ab
T5 CM-(39-02)-CH11 22.37 ab 4.99 abc 33.75ab
T6 CM-(39-02)-S/PC 26.12 abc 5.10 ab 32.87 abc
T7 CM-S/ACT-CH11 23.75 ab 4.80 abcd 30.87 abcd
T8 CM-S/ACT-S/PC 22.62 abc 4.83 abcd 33.37 ab
T9 S/IHMA-39-CH11 18.31c 3.98 e 25.50 cde
T10 S/HMA-39-S/PC 20.64 bc 4,57 bcde 24.00 de
T11 S/HMA-02-CH11 21.25 abc 4.47 cde 27.37 bcde
T12 S/IHMA-02-S/PC 20.43 bc 4.29 de 24.12 de
T13 S/IHMA-(39-02)-CH11 20.00 bc 4.46 cde 20.57 e
T14 S/IHMA-(39-02)-S/PC 20.64 abc 4.72 abcd 29.50 abcd
T15 S/IHMA-S/ACT-CH11 20.12 bc 4.44 cde 20.87 e
T16 S/IHMA-S/ACT-S/PC 20.25 bc 4.52 bcde 21.87e

CM (Cerro del Metate), S/HMA (Sin HMA), AVB39 (Actinomiceto 39), ABV2
(Actinomiceto 02), ABV39-ABV02 (Actinomiceto 39 y 02), S/ACT (Sin actinomiceto),
S/PC (Sin Phytophthora capsici), CH11 (Cepa de Phytophthora capsici). Letras

diferentes en una misma columna indican diferencias significativas, Tukey (p<0.05).

b) Variables microbiolégicas a los 50 dias después del trasplante
En las plantas de chile poblano inoculadas con HMA se encontré una

alta colonizacion micorrizica de hasta 63%, a 50 dias después del trasplante
(Cuadro 12), lo cual evidencia que es una especie altamente micotréfica, pues
Lucas-Santoyo (2011) reporté hasta 92.92% también en C. annuum. Todos los
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tratamientos en los que se inocul6 el consorcio CM fueron estadisticamente
iguales. ElI nUmero de esporas oscilé entre 200 y 442 esporas en 100 g de
sustrato seco (Cuadro 12), donde el tratamiento CM-02-S/PC fue
estadisticamente superior a todos con una media de 442.4 esporas. En las
plantas donde no se inoculé consorcio micorrizico, se encontré micelio en
algunas raices y un numero muy bajo de esporas en el sustrato (alrededor de
10). Normalmente no se deberian encontrar estas estructuras de HMA en estos
tratamientos sin embargo, es comun que se registren estos datos debido a que
este experimento es un sistema abierto en donde las unidades experimentales
no estan aisladas y podrian contaminarse al momento de realizar los riegos

mediante salpicaduras de agua.

El registro de éstas variables permiti6 determinar el grado de
micorrizacion de las plantas de chile poblano antes de la inoculacion de los
actinomicetos y el fitopatdégeno. Los porcentajes de colonizacion micorrizica y
namero de esporas de HMA fueron similares a los encontrados para el mismo
consorcio en el experimento de seleccion de HMA de ésta tesis (Figuras 44 y
46).

Cuadro 12. Variables microbiolégicas evaluadas a los 50 dias después del
trasplante de chile poblano cultivar San Luis, bajo condiciones de invernadero.

Tratamiento Colonizacion NUumero de esporas

micorrizica (%) en 100 g de sustrato
seco

T1 CM-39-CH11 60.0 a 235.77 bc

T2 CM-39-S/PC 56.6 a 295.16 b

T3 CM-02-CH11 50.0 a 304.76 b

T4 CM-02-S/PC 60.0 a 442 44 a

T5 CM-(39-02)-CH11 50.0 a 233.33 bc

T6 CM-(39-02)-S/PC 46.6 a 201.23¢c

T7 CM-S/ACT-CH11 53.3a 237.50 bc

T8 CM-S/ACT-S/PC 60.0 a 259.25 bc

T9 S/IHMA-39-CH11 23b 9.52d

T10 S/HMA-39-S/PC 33b 8.73d

T11 S/HMA-02-CH11 00b 12.69d
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T12 S/IHMA-02-S/PC 43b 9.52d
T13 S/IHMA-(39-02)-CH11 00b 11.11d
T14 SIHMA-(39-02)-S/PC 33b 9.52d
T15 S/IHMA-S/ACT-CH11 50b 11.11d
T16 S/IHMA-S/ACT-S/PC 26b 10.31d

CM (Cerro del Metate), S/HMA (Sin HMA), AVB39 (Actinomiceto 39), ABV2
(Actinomiceto 02), ABV39-ABV02 (Actinomiceto 39 y 02), S/ACT (Sin actinomiceto),
S/PC (Sin Phytophthora capsici), CH11 (Cepa de Phytophthora capsici). Letras
diferentes en la misma columna indican diferencias significativas, Tukey (P<0.05).

c) Variables morfolégicas.
e Plantas sin inoculacion del fitopatégeno.

Ochenta y dos dias después del trasplante se realiz6 un muestreo
destructivo de todas las unidades experimentales. Los resultados de biomasa
fresca y seca (hojas, tallo, raiz y fruto), area foliar y volumen radical registrados
en plantas sin inoculacion de Phytophthora capsici se presentan en los
Cuadros 13 y 14. En el caso de las plantas donde se inocul6 el fitopatégeno,

los resultados se muestran en los Cuadros 15y 16.

En las plantas donde no se inocul6 el fitopatégeno (Cuadros 13 y 14), los
resultados mostraron que las plantas micorrizadas presentaron los mayores
valores en todas las variables evaluadas. Los tratamientos donde se inocularon
HMA fueron estadisticamente iguales entre ellos sin embargo, los tratamientos
donde se inocul6 el consorcio micorrizico y el actinomiceto ABV39 (CM-39-
S/PC) o el actinomiceto ABV02 (CM-02-2/PC) registraron los mayores valores
en biomasa fresca y biomasa seca respectivamente y fueron estadisticamente
superiores al control sin micorrizacion e inoculacion de actinomicetos (S/HMA-
S/ACT-S/PC). Esto demuestra que existe un efecto sinérgico entre la co-
inoculaciéon de HMA y actinomicetos en la promocién del crecimiento y biomasa
en las plantas de chile poblano. El tratamiento S/HMA-(39-02)-S/PC fue
estadisticamente igual a las plantas micorrizadas, por lo que la interaccion
entre ambos actinomicetos (ABV39 y ABV02) podria promover el crecimiento
de forma similar a la micorrizacién en plantas de chile poblano cultivar San

Luis.
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Cuadro 13. Biomasa fresca (hojas, tallo, raiz y fruto), area foliar y volumen
radical en plantas de chile poblano micorrizadas y/o inoculadas con
actinomicetos a 82 dias después del trasplante, bajo condiciones de
invernadero.

Biomasa Area Volumen
Tratamiento fresca foliar radical
@) (cm?) (mL)
Hojas Tallo Raiz Fruto Total
T2 CM-39- 442a 491a 6.59 a 251a 18.44 a 1079a 5.12a
S/PC
T4 CM-02- 421a 450a 6.11 ab 3.33a 18.16 a 104 ab 471 a
S/PC
T6 CM-(39- 3.82ab 3.78ab 5.94 ab 3.28 a 16.83 a 91.3ab 3.5ab
02)-S/PC
T8 CM- 4.05ab 3.85ab 6.54 a 2.87 a 16.97 a 106.2a 45a
S/ACT-S/PC

T10 S/HMA- 253cd 293b 4.44 bc 3.00 a 1249ab 53.3cd 3.0ab
39-S/PC

T12 S/HMA- 3.23bc 3.18b 6.20 ab 2.04 a 13.64ab 75.7bc 4.87a
02-S/PC

T14 SIHMA- 3.70ab 3.78ab 6.16ab 3.42a 16.64a 82abc 4.62a
(39-02)-S/PC

T16 S/HMA- 217d 267b 3.82¢c l47a 9.96 b 45.9d 237b
S/IACT-S/PC

CM (Cerro del Metate), S/HMA (Sin HMA), AVB39 (Actinomiceto 39), ABV2
(Actinomiceto 02), ABV39-ABV02 (Actinomicetos 39 y 02), S/ACT (Sin actinomiceto),
S/PC (Sin Phytophthora capsici). Letras diferentes en la misma columna indican

diferencias significativas, Tukey (P<0.05).
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Cuadro 14. Biomasa seca (hojas, tallo, raiz y fruto) en plantas de chile poblano
micorrizadas y/o inoculadas con actinomicetos a 82 dias después del
trasplante, bajo condiciones de invernadero.

Biomasa

Tratamiento seca (g)

Hojas Tallo Raiz Fruto Total
T2 CM-39-S/PC  0.97 a 1.18a 0.97 ab 1.04 a 417 a
T4 CM-02-S/PC  0.97 a 1.09 ab 0.85 abc 1.294 a 421 a
T6 CM-(39-02)- 0.77ab  0.89 abc 0.75 bc 0.93 a 3.40 ab
S/IPC
T8 CM-S/ACT- 0.70ab  0.82 abc 0.97 ab 0.69 a 3.20 ab
S/IPC
T10 S/HMA-39- 0.52bc  0.69 bc 0.53 bc 130 a 3.06 ab
S/IPC
T12 S/IHMA-02- 0.73ab 0.74 bc 0.79 abc 0.37 a 2.63b
S/IPC
T14 S/IHMA- 0.79ab 0.77 abc 0.75 bc 0.58 a 291 ab
(39-02)-S/PC
T16 S/HMA- 0.30¢c 0.51c 0.45¢c 0.25a 151b

S/IACT-S/PC

CM (Cerro del Metate), S/IHMA (Sin HMA), AVB39 (Actinomiceto 39), ABV02
(Actinomiceto 02), ABV39-ABV02 (Actinomicetos 39 y 02), S/ACT (Sin actinomiceto),
S/PC (Sin Phytophthora capsici). Letras diferentes en la misma columna indican

diferencias significativas, Tukey (P<0.05).

e Plantas con inoculacién del fitopatégeno
Los resultados de las variables de biomasa fresca y seca (hojas, tallo,

raiz y fruto), area foliar y volumen radical en plantas inoculadas con
Phytophthora capsici se muestran en los Cuadros 15 y 16. En general estos
tratamientos presentaron valores mas bajos en todas las variables evaluadas,
en comparacion a los encontrados en las plantas sin inoculacion del
fitopatogeno. Esto es debido a que todas las plantas inoculadas con
Phytophthora capsici se enfermaron por marchitez lo que causoé la pérdida de
biomasa vegetal. Sin embargo, se encontraron diferencias estadisticas entre

los tratamientos (p<0.05).
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Los tratamientos CM-02-CH11 y CM-39-CH11 fueron estadisticamente
superiores en todas las variables evaluadas al control sin micorrizacion y sin
inoculacién de actinomicetos (S/HMA-S/ACT-CH11) a excepcion de la biomasa
fresca radical. Los tratamientos CM-(39-02)-CH11 y CM-S/ACT-CH11
registraron resultados similares en biomasa seca a los tratamientos CM-39-
CH11 y CM-02-CH11, y resultaron ser superiores estadisticamente al control.
Con base en estos resultados, la micorrizacion por si sola o la combinacién
entre el indculo micorrizico CM y cualquiera de los dos actinomicetos (ABV02 y
ABV39), permiti6 mantener mayor biomasa fresca y seca después de la

inoculacion del fitopatégeno.

El control S/IHMA-S/ACT-CH11 y el tratamiento donde solamente se
inoculd la combinacion entre actinomicetos y el fitopatdégeno (S/HMA-(39-02)-
CH11), presentaron los menores valores en todas las variables evaluadas. Lo
anterior podria indicar que la aplicacion combinada de actinomicetos en
ausencia de micorrizacion no evita la pérdida de biomasa seca por la marchitez

causada por Phytophthora capsici.

Cuadro 15. Biomasa fresca (hojas, tallo, raiz y fruto), area foliar y volumen
radical en plantas de chile poblano micorrizadas, infectadas con Phytophthora
capsici y/o inoculadas con actinomicetos a 82 dias después del trasplante, bajo
condiciones de invernadero.

Biomasa Area Volumen
Tratamiento fresca foliar radical
() (cm?) (mL)
Hojas Tallo Raiz Fruto Total
Tl CM-39- 2.09 ab 2.21abc 1.06b 1.00 ab 6.38 ab 59.8a 0.72ab
CH11
T3 CM-02- 2.32a 3.01a 0.93b 1.86 a 8.14 a 55.2ab 0.67 ab
CH11
T5CM-(39- 1.79abc 2.40ab 0.64b 1.85a 7.23a 49.7ab 0.27b
02)-CH11
T7 CM- 2.17 ab 2.59 ab 0.90 b 1.21 ab 6.88 ab 50.8ab 0.33b
S/IACT-
CH11
T9 S/HMA- 1.29bcd 1.40c 256 Db 0.47Db 5.45abc 33.7bc 0.9ab
39-CH11
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T11 S/IHMA- 1.79abc 2.22abc 2.69a 0.53b 7.21a 49.6ab 1.01a
02-CH11

T13S/HMA- 090cd 1.29¢  0.85b  0.48b 3.53 ¢ 19.8c 0.35b
(39-02)-

CH11

T15 SIHMA- 0.59d 1.73bc  1.15b  0.37b 4.07 ¢ 15.4¢  0.67 ab
SIACT-

CH11

CM (Cerro del Metate), S/HMA (Sin HMA), AVB39 (Actinomiceto 39), ABV2
(Actinomiceto 02), ABV39-ABV02 (Actinomiceto 39 y 02), S/ACT (Sin actinomiceto,
CH11 (Cepa CH11 de Phytophthora capsici). Letras diferentes en la misma columna
indican diferencias significativas, Tukey (P<0.05).

Cuadro 16. Biomasa seca (hojas, tallo, raiz y fruto) en plantas de chile poblano
micorrizadas, infectadas con Phytophthora capsici y/o inoculadas con
actinomicetos a 82 dias después del trasplante, bajo condiciones de
invernadero.

Biomasa

Tratamiento seca (g)

Hojas Tallo Raiz Fruto Total
T2 CM-39- 0.59 a 0.62 ab 0.29 ab 0.44 ab 1.96 abc
CH11
T4 CM-02- 0.56 a 0.78 a 0.31la 0.88 a 253 a
CH11
T6 CM-(39- 0.54 ab 0.72 ab 0.27 ab 0.96 a 249 a
02)-CH11
T8 CM- 0.58 a 0.73 ab 0.25 ab 0.65 ab 223 ab
S/ACT-CH11
T10 S/HMA- 0.34abc 0.35¢c 0.27 ab 0.09 b 1.06 cd
39-CH11
T12 SIHMA- 0.54 ab 0.53 bc 03la 0.14 b 1.54 bed
02-CH11
T14 SIHMA- 0.30 bc 0.38¢c 0.11c 0.13b 0.93d
(39-02)-CH11
T16 S/IHMA- 0.23 ¢ 0.38 ¢ 0.18 bc 0.04 b 0.85d

S/ACT-CH11

CM (Cerro del Metate), S/HMA (Sin HMA), AVB39 (Actinomiceto 39), ABV2
(Actinomiceto 02), ABV39-ABV02 (Actinomiceto 39 y 02), S/ACT (Sin actinomiceto,
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CH11 (Cepa CH11 de Phytophthora capsici). Letras diferentes en la misma columna

indican diferencias significativas, Tukey (P<0.05).

e Severidad de la enfermedad
Ochenta y dos dias después del trasplante (20 dias después de la

inoculacion de Phytophthora capsici) todas las plantas de chile poblano
mostraron sintomas de marchitez (Figura 55). Sin embargo, al comparar el
nivel de severidad de las plantas con la escala de virulencia, se encontraron
diferencias estadisticas entre tratamientos. Donde los tratamientos CM-02-
CH11 y CM-39-CH11 presentaron un nivel de severidad de la enfermedad
menor (dos, de acuerdo con la escala de virulencia) (Figura 54). Esto se
relaciona con los resultados encontrados para las variables de biomasa fresca,
seca y area foliar donde la aplicacion de estos tratamientos evitd la pérdida de
biomasa en presencia del fitopatdgeno. En el control negativo donde
Gnicamente se inoculé a Phytophthora capsici, las plantas murieron a causa la

enfermedad.
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S/HMA-S/ACT-CH11
S/HMA-(39-2)-CH11
S/HMA-2-CH11
S/HMA-39-CH11

CM-S/ACT-CH11

Tratamiento

CM-(39-2)-CH11
CM-2-CH11

CM-39-CH11

0 1 2 3 4 5
Severidad de la enfermedad

Figura 54. Severidad de la marchitez en plantas de chile poblano cultivar San
Luis de acuerdo a la micorrizacion y/o inoculacion de actinomicetos. Letras
diferentes en barras indican diferencias estadisticas significativas, Dunn
(p<0.05). CM (Cerro del Metate), S/IHMA (Sin HMA), AVB39 (Actinomiceto 39),
ABV2 (Actinomiceto 02), ABV39-ABVO02 (Actinomiceto 39 y 02 combinados),
S/ACT (Sin actinomiceto), CH11 (Cepa CH11 de Phytophthora capsici).
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N

Figura 55. Severidad de la marchitez en plantas de chile poblano a los 82 dias después del trasplante (20 dias después de la
inoculacién de Phytophthora capsici). Tratamientos: a) CM-39-CH11, b) CM-02-CH11, c) CM-(30-02)-CH11, d) CM-S/ACT-S/PC, €)
S/HMA-39-CH11, f) SIHMA-02-CH11, g) S/HMA-(39-02)-S/PC y h) S/HMA-S/ACT-CH11. CM (Cerro del Metate), SIHMA (Sin
HMA), AVB39 (Actinomiceto 39), ABV2 (Actinomiceto 02), ABV39-ABV02 (Actinomiceto 39 y 02), S/IACT (Sin actinomiceto, CH11
(Cepa de Phytophthora capsici).
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En base a los resultados observados, la micorrizacion con el inoculo CM
y los actinomicetos ABV02 o ABV39 disminuyé en tres niveles la severidad de
la marchitez en plantas de chile poblano cultivar San Luis en comparacion con
la ausencia de inoculacion de microorganismos antagonistas. Por otro lado, en
el tratamiento donde se inocul6 la combinacion entre actinomicetos mas el
fitopatogeno (S/HMA-(39-02)-CH11), las plantas presentaron un nivel de
severidad de cuatro (4), lo que indic6 que la inoculacion conjunta de estos
actinomicetos no tiene efecto bioprotector contra la marchitez. Esto podria
indicar una posible inhibicién entre ellos en condiciones in planta, sin embargo
esto es contrario a lo observado bajo condiciones in vitro en el capitulo dos de
esta tesis, por lo cual es necesario el desarrollo de nuevos experimentos para

corroborar esta hipotesis.

Los resultados de los tratamientos donde hubo una co-inoculacion,
permiten establecer una posible relacion sinérgica entre HMA y actinomicetos
frente a Phytophthora capsici. En ésta relacion sinérgica entre ambos
microorganismos benéficos, los HMA podrian estar generando un ambiente
propicio para el establecimiento de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal y actinomicetos al estar asociados al micelio extrarradical dentro de la
micorrizosfera, o que a su vez impediria el ataque de fitopatbgenos hacia la
raiz. Entonces, la capacidad de los HMA para controlar enfermedades del suelo
estaria fuertemente relacionada con su capacidad para favorecer el
establecimiento de rizobacterias antagonistas a fitopatdgenos (Lioussanne,
2010), como es el caso particular de los actinomicetos donde el género
Streptomyces incluso es considerado una bacteria ayudante de la micorrizacién

(Mycorrhiza helper bacteria, MHB) (Alves-Rigamonte et al., 2010).

La posible bioproteccion por una mejora nutricional resultante de la
micorrizacion (registrada como incremento en biomasa), concuerda con lo
reportado por Gomez-Dorantes y colaboradores (2008), donde en plantas de
jitomate  (Lycopersicum esculentum) premicorrizadas se redujo la
susceptibilidad a Phytophthora capsici. Este efecto, lo atribuyeron a la mejora
nutricional y a la competencia por compuestos de carbono entre los

microorganismos.
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Sin embargo, también podrian interferir mecanismos de accion indirecta
como la induccidn de resistencia sistémica en la planta. En éste sentido
Ozgonen y Erkilic (2007), mencionaron que la inducciébn de resistencia
sistémica (evidenciada principalmente por el incremento de las concentraciones
de acido jasmonico, etileno y fitoalexinas como el capsidiol) podria explicar que
las plantas de chile micorrizadas presentaran menor dafio por la enfermedad
que plantas no micorrizadas. A pesar de que no se determinaron en ésta tesis,
otros mecanismos indirectos que podrian estar implicados en la reduccion de la
severidad por efecto de la micorrizacion como: modificaciones en la
arquitectura radical y el mantenimiento del equilibrio redox en respuesta al
estrés bidtico (Azcén-Aguilar y Barea, 1996), también podrian estarse
presentando.

En el caso particular de los actinomicetos, en la literatura se reportan
algunos estudios sobre bioproteccion contra Phytophthora capsici. Ezziyyani y
colaboradores (2006) demostraron que Streptomyces rochei logré inhibir el
crecimiento de Phytophthora capsici en combinacion con Trichoderma
harzianum en condiciones in vitro. Ademas de ser los primeros en elaborar una
formulacibn compuesta por éstos dos microorganismos benéficos para el
control de la pudricion de raiz en plantas de chile, en este mismo estudio se
logré purificar a partir de Streptomyces un compuesto (1 propanol, 1-4

clorofenil) con capacidad antaglnica contra este fitopatdgeno.

Existen pocos estudios sobre la aplicacion de actinomicetos en el
biocontrol de enfermedades en condiciones in planta, sin embargo
recientemente Goudjal et al., (2014) encontraron que la aplicacion de un
consorcio de seis actinomicetos como recubrimiento en las semillas de tomate,
redujo hasta un 86.6% la incidencia de la enfermedad conocida como damping-
off (causada por el hongo fitopatbgeno Rhizoctonia solani) en almacigos con
sustrato infestado. Ademas se incrementd significativamente la biomasa y la
longitud de la raiz de las plantulas. En otro estudio Xuan-Hoa y colaboradores
(2012) al evaluar un extracto elaborado a base de Streptomyces griseus (cepa
H7602) contra Phytophthora capsici en plantas de chile en maceta bajo

invernadero, encontraron que el extracto redujo hasta 47.35% la mortalidad de
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la raiz e incrementd 56.37% la biomasa fresca radical lo que se vio reflejado
como un efecto bioprotector del actinomiceto contra el oomycete. El
mecanismo de accion del actinomiceto contra el fitopatégeno, lo atribuyeron
principalmente a la actividad enzimatica (quitinasa y p-1,3 glucanasa) de ésta
cepa, debido a que ésta actividad fue mayor en el sustrato que fue tratado con
el actinomiceto. Estos reportes indican un claro efecto bioprotector y promotor
del crecimiento por actinomicetos lo que es similar a lo encontrado en el

presente trabajo.
d) Variables microbioldgicas al final del experimento.

Ochenta y dos dias después del trasplante se registr6 nuevamente el
porcentaje de colonizacion micorrizica y el nimero de esporas de HMA en el
sustrato. Ademas se determind el porcentaje de infeccion de raices por
Phytophthora capsici y las unidades formadoras de colonias (UFC) de
actinomicetos (Cuadro 17).

Cuadro 17. Variables microbioldgicas evaluadas al final del experimento (82

dias después del trasplante) de plantas de chile cultivar San Luis, bajo
condiciones de invernadero.

Tratamiento Colonizacién Esporas en 100 Infeccionde UFC
micorrizica g de suelo P. capsici en actinomicetos
(%) Seco la raiz (%) (10%
T1 CM-39-CH11 60.0 a 190.00 abc 12.66 a 10a
T2 CM-39-S/PC 51.11a 257.77 a 0 l6a
T3 CM-02-CH11 58.88 a 187.77 abc 18.33 ab l6a
T4 CM-02-S/PC 46.66 a 243.33 a 0 20a
T5 CM-(39-02)-CH11 62.22 a 167.78 bc 26.66 abc 26a
T6 CM-(39-02)-S/PC  51.11a 136.66 ¢ 0 13a
T7 CM-S/ACT-CH11 66.66 a 217.77 ab 33.33 abc 00b
T8 CM-S/ACT-S/IPC  52.22 a 12555¢ 0 00b
T9 S/IHMA-39-CH11 3.33b 2.22d 45.0 bed 13a
T10 S/HMA-39-S/PC  5.55b 5.55d 0 0.6a
T11 S/HMA-02- 1.11b 3.33d 48.33 cd 0.3a
CH11
T12 S/IHMA-02-S/PC  3.33b 4.44 d 0 13a
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T13 S/HMA-(39-02)-

CH11 1.111b 7.777d 51.666 cd 23a
T14 S/HMA-(39-02)-
s/pC 3.333b 3.333d 0 0.6a
T15 S/HMA-S/ACT-
CHLL 3.333b 4.444 d 70.0d 0.0b
T16 S/HMA-S/ACT-
s/pC 2.222 b 1.111d 0 0.0b

CM (Cerro del Metate), S/HMA (Sin HMA), AVB39 (Actinomiceto 39), ABV2
(Actinomiceto 02), ABV39-ABV02 (Actinomiceto 39 y 02), S/ACT (Sin actinomiceto),
S/PC (Sin Phytophthora capsici), CH11 (Cepa CH11 de Phytophthora capsici), UFC
(Unidades formadoras de colonias). Letras diferentes en la misma columna indican

diferencias significativas, Tukey (P<0.05).

En las plantas inoculadas con HMA, se registraron altos porcentajes de
colonizacion micorrizica (66%), estos resultados son muy similares a los
reportados a los 50 DDT (Cuadro 12), por lo que no se observé un incremento
en el nivel de micorrizacién de las plantas inoculadas con HMA. Se observaron
estructuras en la raiz principalmente micelio intrarradical, extrarradical,
vesiculas y esporas (Figura 57). Respecto al nimero de esporas en el sustrato,
estas disminuyeron con respecto a lo reportado a los 50DDT, el tratamiento
donde se inocul6 el consorcio CM y el actinomiceto ABV02 en ausencia de
Phytophthora capsici registré el mayor valor de densidad de esporas con un
promedio de 255.77 esporas en 100 g de sustrato seco. Sin embargo la
densidad de esporas fue inferior a lo reportado a los 50 DDT (442.4 esporas en
100 g de sustrato). Es posible que la inoculacién de los actinomicetos y
Phytophthora capsici haya provocado una reduccién en el nimero de esporas
de HMA debido a competencia por espacio al haber una mayor cantidad de

esporas de otros microorganismos.
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Figura 56. Estructuras micorrizicas observadas en plantas de chile poblano a
los 82 DDT, a) micelio extrarradical, b) micelio intrarradical, c¢) micelio y
vesiculas, d) y e) micelio y arbusculos, f) esporas.

El porcentaje de infeccion de raices por Phytophthora capsici (Figura 58)
mostré diferencias estadisticas (p<0.05) entre los tratamientos donde se
inoculd al fitopatdogeno (Cuadro 17). Se encontraron menores porcentajes de
infeccion de raices por Phytophthora capsici en los tratamientos donde se
inoculé HMA, siendo los tratamientos CM-39-CH11 y CM-02-CH11, donde se
presentd una menor infeccion del fitopatogeno. Esto sugiere un efecto
antagonico por competencia por sitios de infeccion (Azcén-Aguilar y Barea,
1996) entre HMA y Phytophthora capsici. Este efecto se corroboré al encontrar
una correlaciéon negativa significativa (p<0.05) al comparar el porcentaje de
colonizacion micorrizica con las variables de: porcentaje de infeccion de raices
de Phytophthora (r = -0.7304) y el nivel de severidad de la enfermedad (r = -
0.506), (Cuadro 18).

Respecto a las UFC de actinomicetos en el sustrato no se encontraron
diferencias estadisticas entre los tratamientos donde se inocularon estos
microorganismos. Donde se registraron concentraciones entre 0.33 y 2.66 x 104
UFC por gramo de sustrato. No se encontraron UFC en los tratamientos donde
no se aplicaron actinomicetos.
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Figura 57. Infeccién de raices por Phytophthora capsici en plantas de chile
poblano a los 82 DDT. Las flechas en color rojo indican raices donde crecio el
fitopatdgeno y representan raices infectadas.

e) Analisis de interaccion entre factores de estudio
e Biomasa seca Total

En la figura 59, se observa que no hay interaccion entre los factores
actinomiceto y HMA en la respuesta a la biomasa seca de plantas de chile
poblano a 82 dias después del trasplante (p = 0.65). Se observa que la
aplicacion de HMA y actinomicetos incremento6 la biomasa, lo que demuestra
un efecto promotor del crecimiento. Sin embargo, el efecto es mayor cuando se
inocula Unicamente con HMA. Este andlisis demostré que la promocion del
crecimiento vegetal expresada en biomasa seca se debe Unicamente a la
inoculacién del consorcio micorrizico CM, por lo que los actinomicetos no

promovieron un incremento en biomasa.
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Figura 58. Interacciones entre los factores actinomiceto y HMA sobre la
biomasa seca total en plantas de chile poblano a los 82 DDT.

e Severidad de la enfermedad
Se encontrd una interaccion estadisticamente significativa (p = 0.034)

entre los factores actinomiceto y HMA sobre la severidad de la marchitez en las
plantas de chile poblano, como se puede ver en la Figura 60. Se observa que
ambos factores disminuyeron significativamente la severidad de la enfermedad.
Sin embargo, fueron mas efectivos los HMA que los actinomicetos. Respecto al
efecto bioprotector de los actinomicetos, resulté ser mas efectiva la aplicacion
de manera individual que combinada. De forma separada redujo la enfermedad
hasta un nivel tres de acuerdo a la escala de virulencia. La interaccion entre
HMA y actinomiceto reflejo una interaccion sinérgica al reducir la severidad de
la enfermedad al presentar las plantas un nivel entre dos y tres. Las plantas sin
co-inoculacion no sobrevivieron. Esto demuestra que la co-inoculacion de HMA
y actinomicetos es capaz de proteger a las plantas de chile poblano al reducir

significativamente (p = 0.034) la marchitez causada por Phytophthora capsici.
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Figura 59. Interacciones entre los factores actinomiceto y HMA sobre la
severidad de la marchitez en plantas de chile poblano a los 82 DDT.

f) Analisis de Correlaciones

Se realiz6 un andlisis de correlaciones de Pearson (r) entre las
diferentes variables evaluadas (Cuadro 18). Con el objetivo de definir la
relacion entre las variables microbiolégicas de: colonizacidon micorrizica,
namero de esporas de HMA e infeccidn de raices por Phytophthora capsici, con
las variables de crecimiento mas representativas (biomasa fresca y seca total)
y con la variable del nivel de severidad de la enfermedad.

Se encontr6 una correlacién positiva significativa (p<0.05) entre el
porcentaje de colonizacion micorrizica y la biomasa fresca total (r = 0.4355) y
biomasa seca total (r = 0.6204), al igual que el nUmero de esporas de HMA (r =
0.4961 y r = 0.7064) respectivamente a los 82 dias después del trasplante.
Esto refuerza y confirma la hipotesis de que la micorrizacion promueve un
mayor crecimiento en plantas de chile poblano reflejado en una mayor biomasa
seca. Con respecto a las UFC de colonias de actinomicetos, éstas no
mostraron ninguna correlacion significativa (p>0.05) con ninguna de las

variables evaluadas.
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Por otro lado el porcentaje de colonizacion micorrizica presento
correlaciones negativas significativas (p<0.05) con el porcentaje de infeccion de
Phytophthora capsici en la raiz (r =-0.7304) y la severidad de la marchitez (r = -
0.506), lo mismo para el niumero de esporas de HMA (r =-0.7790 y r = -0.5775)
respectivamente, lo que indica que entre mayor fue la colonizacién micorrizica
la infeccion de raices por Phytophthora capsici fue menor. Con base en lo
anterior, es evidente que el consorcio micorrizico CM que present6 porcentajes
de colonizacion de hasta 66% muestre un comportamiento antagonico contra
Phytophthora capsici. Pues al micorrizar en mayor porcentaje la raiz impidio
una mayor infeccion de raices por el fitopatdbgeno que a su vez se vio reflejado
en una disminucién de la severidad de la enfermedad. Esto sugirié que uno de
los posibles mecanismos de bioproteccion por los HMA, es la competencia por
espacio y nutrientes dentro de la micorrizésfera y puntos de infeccién en la raiz
de la planta (Azcon-Aguilar y Barea, 1996). Las UFC de actinomicetos
mostraron una correlacién negativa (-0.1123) con la severidad de la marchitez,
sin embargo no fue significativa, pero pudiera explicar el efecto aparentemente
sinérgico mostrado con la micorrizacion y/o la inoculacion de cualquiera de las
dos cepas (ABV02 y ABV39).
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Cuadro 18. Coeficiente de correlaciones de Pearson entre las variables de crecimiento, morfologicas y microbiolégicas evaluadas
en el experimento de chile poblano cultivar San Luis bajo condiciones de invernadero.

% . . NUumero , )
% ., Infeccién Altura Area Biomasa | Biomasa Diametro de Ndmero | Severidad UFC Volumen
Colonizacioén de . fresca seca de de la . : )
. . de P. foliar del tallo | esporas : . Actinomicetos | radical
micorrizica .| planta total total hojas marchitez
capsici de HMA
%
Colonizacion 0.73* | 0.44* | 0.46% | 0.43* 0.62* 0.61* 0.96* | 0.66* -0.50* 0.11 0.00
micorrizica
g/g 'F’,‘f‘zg;'solgl 0.73* 030 | -050* | -0.46* | -0.65* | -0.55% | -0.77* | 0.63* 0.64* 0.09 -0.03
Ag;’;ﬁtge 0.44% -0.30 0.08 0.09 0.36 0.65* 0.44* | 0.56* 0.16 0.34 0.09
Area foliar 0.46* 0.50* | 0.08 0.57* 0.52*% 0.25 0.46* | 0.45* 0.76% -0.06 0.16
friisirzi‘jfal 0.43* 046* | 0.09 | 0.57* 0.78* 0.18 0.49* 0.05 -0.75* 0.02 0.38
Biomt‘f)?g‘lseca 0.62* 0.65* | 036 | 052* | 0.78* 0.45% 0.70* 0.32 -0.66* 0.07 0.24
Dié”;gﬁf del 0.61* 055% | 0.65% | 025 | 0.8 0.45* 0.60* | 059* 031 0.21 0.08
NUmero de
esporas de 0.96* -0.77* 0.44* | 0.46* 0.49* 0.70* 0.60* 0.62* -0.57* 0.07 0.02
HMA
N“rToej;‘; de 0.66* 063* | 056% | 0.45% | 0.05 0.32 059% | 0.62* -0.46* 0.19 -0.01
‘T’s‘r’ﬁ;'rifﬁtgze -0.5* 064* | -0.16 | -0.76* | -0.75% | -0.66* | -031 | -057* | -0.46* -0.11 20.29
Actm;’;‘fcetos 0.11 0.09 034 | -006 | -0.02 0.07 0.21 0.07 0.19 -0.11 -0.09
Vr‘ggi'l’aeln 0.00 -0.03 009 | 0.16 0.38 0.24 0.08 0.02 0.01 -0.29 -0.09

HMA, Hongos Micorrizicos Arbusculares; UFC, Unidades Formadoras de Colonias). * Indica correlaciones

estadisticamente significativas

131

AAtpeds Reyes Jena




Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes | 214 5
de control bioldgico de la marchitez del chile

4.8 CONCLUSIONES
Los resultados de éste experimento mostraron que la micorrizacion en plantas

de chile poblano cultivar San Luis favorecio el crecimiento vegetal, al
registrarse valores mayores en altura de planta, diametro del tallo y nimero de
hojas, en comparacion con la ausencia de micorrizacion a 70 dias después del
trasplante. La micorrizacion también favorecio el incremento en biomasa fresca
y seca a 84 dias después del trasplante en ausencia de la inoculacion con
Phytophthora capsici. Por otro lado, en plantas inoculadas con el fitopatégeno,
la micorrizacion y la inoculacion conjunta de cualquiera de las dos cepas de
actinomicetos redujo la severidad de la marchitez en comparacion con plantas
donde no se inocularon microorganismos antagonistas. La aplicacion
combinada de ambos actinomicetos en ausencia de micorrizacion no redujo la
severidad de la enfermedad. Es posible que uno de los principales mecanismos
de bioproteccion por parte del consorcio CM contra la marchitez se deba a la
competencia por espacio en la micorrizésfera y en la raiz, al encontrarse
correlaciones negativas significativas con el porcentaje de infeccion de raices

por Phytophthora capsici y la severidad de la marchitez.
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VIIl. DISCUSION GENERAL
Los actinomicetos son un grupo de bacterias del suelo con amplio

potencial para ser utilizados como agentes de control biolégico de
enfermedades de plantas (Franco-Correa, 2008). La busqueda de nuevas
cepas con actividad antimicrobiana contra agentes fitopatégenos, ha tomado un
mayor interés principalmente por la gran diversidad de antibiéticos, compuestos
bioactivos y enzimas extracelulares que inhiben el crecimiento y desarrollo de
muchos agentes fitopatdbgenos de importancia econdomica (Medina Cuevas y
Evangelista-Martinez, 2011), entre ellos Phytophthora capsici agente causal de
la marchitez del chile (Xuan-Hoa et al., 2012). Los resultados mostrados en el
primer capitulo de éste trabajo, permitieron comprobar la hipotesis de que
diferentes cepas de actinomicetos aislados de suelo rizosférico tienen
capacidad para inhibir el crecimiento de Phytophthora capsici en condiciones in
vitro. Las doce cepas de actinomicetos evaluadas presentaron actividad
antimicrobiana contra el fitopatbgeno en confrontacion dual, destacando la
cepa ABV39 que inhibi6 el crecimiento de Phytophthora capsici en un
porcentaje del 86%, seguido de las cepas ABV45 y ABV38 las cuales inhibieron
un 73 y 69% respectivamente. Resultados similares se han reportado
anteriormente en la literatura bajo condiciones in vitro. Streptomyces rochei
inhibi6 el crecimiento radial de Phytophthora capsici en 81% tan sélo en cuatro
dias y en siete dias fue capaz de parasitarlo (Ezziyyani et al., 2004).
Recientemente Evangelista-Martinez (2014) reporté que, la cepa CA-CIS-
1.16CA de Streptomyces sp. inhibié en promedio 61.5% a Phytophthora capsici

en condiciones in vitro.

Con base en lo anterior los actinomicetos son potencialmente aplicables
como agentes de control biol6gico de enfermedades de plantas y debido a que
poseen diferentes mecanismos de accién (antibiosis, parasitismo, competencia)
es posible que la aplicacion combinada con otras cepas de actinomicetos o
HMA presenten un efecto sinérgico sobre los fitopatégenos (Gonzalez-Franco y

Robles-Hernandez, 2009). Sin embargo, para realizar una aplicacion
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combinada de actinomicetos es necesario realizar ensayos de confrontacion in
vitro y determinar su compatibilidad o antagonismo. En este sentido los
resultados del capitulo dos de esta tesis mostraron que la gran mayoria de las
combinaciones de cepas de actinomicetos presentaron antibiosis entre ellos.
Sin embargo, 12 de ellas no presentaron inhibicion, por lo que es posible su
aplicacion combinada en formulaciones in planta. Por el momento, no se tiene
registro de este tipo de evaluaciones entre actinomicetos, la gran mayoria de
las referencias indican el andlisis de la compatibilidad entre HMA y hongos
micoparasitos de fitopatdgenos como Trichoderma sp. (De Jaeger et al., 2011).

Por otro lado se sabe que los HMA son simbiontes obligados de plantas,
ésta asociacion proporciona ciertas ventajas para ambos, en las plantas son
reflejadas principalmente en una mayor promocioén del crecimiento vegetal
(Smith y Read, 1997). Ademas de ser capaces de antagonizar contra
fitopatdgenos mediante diferentes mecanismos de accién directos e indirectos
como: mejora en el estatus nutricional, competencia por espacio y nutrientes en
la micorrizésfera, competencia por puntos de infeccion en la raiz,
modificaciones de la arquitectura radical y activacién de respuestas de defensa
en la planta (Azcon-Aguilar y Barea, 1996). Los resultados del capitulo tres de
este trabajo mostraron que, un consorcio micorrizico (Cerro del Metate), fue
capaz de promover el crecimiento y reducir la severidad de la marchitez
provocada por Phytophthora capsici en plantas de chile serrano y poblano bajo
condiciones de invernadero. Estos resultados son relevantes y se confirman
con la literatura, donde se han reportado resultados similares utilizando
diferentes in6culos micorrizicos contra la marchitez (Espinosa-Victoria et al.,
2004; Ozgonen y Erkilic, 2007; Gomez-Dorantes et al.,, 2008). Sin embargo
resta la identificacion de las especies contenidas en este consorcio para

determinar los HMA que posiblemente favorezcan este efecto.

Los resultados de esta tesis indicaron un efecto antagénico por parte de
los HMA y actinomicetos evaluados de forma individual contra Phytophthora

capsici. Sin embargo, fue necesaria la evaluacion de la co-inoculacion de
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ambos microorganismos in planta, donde se encontré un efecto sinérgico en la
promociéon del crecimiento vegetal reflejado en las variables altura de planta,
diametro del tallo, nimero de hojas, biomasa fresca y seca total y area foliar.
Las plantas micorrizadas e inoculadas con actinomicetos registraron los valores
mas altos y fueron estadisticamente superiores a los controles. El efecto
sinérgico también se vio reflejado en la disminucion de la severidad de la
marchitez al ser comparada la sintomatologia de las plantas de chile poblano
con una escala de virulencia previamente establecida. En los tratamientos
donde se aplicé el consorcio micorrizico (CM) y alguna de las dos cepas de
actinomicetos (ABV39 y ABV02) se observé un menor dafio de la enfermedad.
Los resultados mostrados permitieron comprobar la hipotesis de que, la
micorrizacion con HMA y actinomicetos es capaz de controlar la marchitez en
plantas de chile. Son pocos los trabajos sobre la aplicacién de actinomicetos
contra Phytophthora capsici in planta (Goudjal et al., 2014) y por otro lado no
existen reportes de la inoculacién conjunta de ambos microorganismos in
planta contra Phytophthora capsici. Por lo que, los resultados presentados en
este trabajo son relevantes y prometedores en la busqueda de su aplicacion

biotecnoldgica en el manejo sustentable de la marchitez del cultivo de chile.

IX. CONCLUSION GENERAL
Se encontr6 actividad antimicrobiana en doce cepas de actinomicetos al

ser evaluadas frente a Phytophthora capsici en dos ensayos de antagonismo in
vitro. Por otro lado, a partir de siete consorcios micorrizicos evaluados, el que
provenia de Cerro del Metate disminuyd significativamente la severidad de la
marchitez en plantas de chile serrano y poblano, ademas de promover su
crecimiento. Finalmente la coinoculacibn de ambos microorganismos en
plantas de chile poblano mostr6 un efecto sinérgico en la promocién del
crecimiento vegetal, y disminucién de la severidad de la enfermedad. Ambos
microorganismos podrian ser utilizados como una estrategia de control
biolégico de la marchitez en programas de manejo integrado de ésta

enfermedad.
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X. PERSPECTIVAS
Ante los resultados encontrados en este trabajo, es necesaria la

evaluacion de la inoculacién tanto de actinomicetos como HMA en condiciones
de campo donde la interaccién de multiples factores bidticos y abidticos afecta
el biocontrol de ésta enfermedad. Por lo que, el desarrollo de una estrategia
para el control de la marchitez del chile requiere del manejo integrado de cada

factor como lo son: humedad (riegos) precipitaciones, temperatura, etc.

La aplicacion de ambos microorganismos en el control biolégico de la
marchitez del chile constituye una herramienta importante en el desarrollo de
nuevas estrategias de manejo dentro de la agricultura sustentable, pero hace
falta evaluar mas cepas o combinaciones de especies de microorganismos
benéficos. Esto debido a que el efecto antagonico esta en funcion de las cepas
de microorganismos tanto benéficos como fitopatdgenos, las condiciones de

manejo y las especies vegetales donde son evaluados.

Asimismo, se sugiere la evaluacion de las cepas de actinomicetos
restantes y las combinaciones entre ellos, en condiciones in planta. Ademas es
necesaria la identificacion de las especies de HMA contenidas en el consorcio

micorrizico Cerro del Metate.
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XII. ANEXO

12.1 Constancias y resumenes de trabajos presentados.
ACTINOMICETOS Y HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES COMO
AGENTES DE CONTROL BIOLOGICO DE LA MARCHITEZ DEL CHILE

*Alfredo Reyes Tena ), Evangelina E. Quifiones Aguilar @, Sylvia Patricia Fernandez
Pavia V), Gerardo Rodriguez Alvarado ™ Gabriel Rincon Enriquez @, Luis Lopez Pérez
@, (1) Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales de la UMSNH. (2)
Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco
(CIATEJ). Email:* eyesnator@hotmail.com

RESUMEN

La principal limitante en la produccién del cultivo de chile a nivel mundial es la
marchitez provocada por Phytophthora capsici, ésta ocasiona pérdidas de hasta un 80%
de la produccion. EIl control bioldgico de enfermedades de plantas es una alternativa al
control quimico. Los actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares (HMA) son
microorganismos antagonistas a agentes fitopatdgenos. Se desarrollaron dos ensayos in
vitro para evaluar la capacidad antimicrobiana de 12 diferentes actinomicetos. Se
encontr6 que todos los aislados fueron capaces de inhibir el crecimiento de
Phytophthora capsici, resultando mejor la cepa ABV39 al inhibir hasta en un 86%. Con
la finalidad de definir una aplicacion combinada entre actinomicetos se determind su
compatibilidad en base a la ausencia de inhibicion entre ellos. Para esto, se realiz6 un
experimento in vitro de confrontacion dual, resultando la combinacién entre las cepas
ABV02-ABV39 como adecuada, pues no mostraron inhibicion entre ellos. La
combinacion incluye la cepa ABV39 que resulto ser la més efectiva para el control de
Phytophthora capsici. Ademas de que ambas cepas son buenas para esporular
facilitando su aplicacion in planta. Se realizd un experimento en condiciones de
invernadero para seleccionar los mejores consorcios de HMA en cuanto al crecimiento y
bioproteccién contra Phytophthora capsici en plantas de chile serrano y poblano. Se
encontrd que el consorcio nativo Cerro del Metate (CM) incrementd el crecimiento y la
bioproteccidn en chile serrano. En chile poblano el consorcio LC promovi6 una mayor
altura, sin embargo CM fue mejor en bioproteccion ya que las plantas presentaron un
menor indice de severidad de la enfermedad ademas de una mayor biomasa fresca aérea
y radicular. En conclusion, todos los actinomicetos evaluados presentaron actividad
antimicrobiana contra Phytophthora capsici, resultando la cepa ABV39 la més efectiva,
que ademas resultd ser compatible con la cepa ABV02 en caso de una aplicacion
combinada in planta. El consorcio micorrizico CM promovio el mayor crecimiento y
proporciono la mayor bioproteccidn contra el patdgeno en chile serrano y poblano.

Palabras clave: Phytophthora capsici, Capsicum annuum, antagonismo, biocontrol.
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BIOPROTECCION DE HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES EN
CHILE POBLANO CONTRA Phytophthora capsici L.

Alfredo Reyes Tenal 2, Gabriel Rincon Enriquez? Sylvia P. Fernandez Pavia?, Gerardo
Rodriguez Alvarado?, Evangelina E. Quifiones Aguilar?, Luis Lopez Pérez?!

Ejel. La investigacion en las Ciencias Basicas
Mesa 3. Ciencias agricolas y biotecnologia
Resumen

El cultivo de chile (Capsicuum annuum L.) es de gran importancia econémica,
biolégica y cultural en México; sin embargo, uno de los principales problemas en la
produccién es la marchitez provocada por Phytophthora capsici L. El desarrollo de
alternativas de control sustentables mediante la aplicacion de microorganismos
antagonistas como hongos micorrizicos arbusculares (HMA) resulta ser una
alternativa prometedora al control quimico. Con el objetivo de evaluar el efecto
bioprotector de diferentes consorcios de HMA contra P. capisici en chile poblano, se
realizé un disefio experimental completamente al azar bajo condiciones de invernadero
evaluando 7 in6culos de HMA, un testigo positivo (Rhizophagus intraradices) y un
testigo negativo (sin HMA) con 4 repeticiones. A los 56 dias de haber inoculado a las
plantas con los HMA, se midieron las variables altura de planta, diametro del tallo,
namero de hojas, ademas del porcentaje de colonizacién micorrizica y numero de
esporas de HMA en el sustrato. Posteriormente se inocularon las plantas con una
suspension de zoosporas de P. capsici (1x10%) y, 21 dias después de ésta
inoculacién, se evalué el nivel de dafio de las plantas mediante una escala de
severidad visual. Asi mismo, se registr0 la biomasa fresca aérea y radical. Los
resultados del primer muestreo (56 dias), no mostraron diferencias significativas en el
namero de hojas y diametro del tallo, entre los tratamientos de HMA; sin embargo, en
la altura de planta, el inéculo nativo las campesinas (LC) presenté el mayor valor con
una media de 18.03 cm. Se encontraron porcentajes de colonizacion micorrizica de
hasta un 93% en LC, todos los tratamientos inoculados con HMA fueron
estadisticamente similares a excepcion de El Huizachal (EH) donde se encontré un
43.4% vy el control negativo donde no hubo colonizacién. Al final del experimento (77
dias), las plantas inoculadoas con el consorcio Cerro del Metate (CM) presentaron un
menor indice de severidad de la enfermedad y obtuvieron una mayor biomasa fresca
aérea y radical respecto al resto de tratamientos.

Palabras Clave: Capsicuum annuum, marchitez, antagonismo, control biolégico.
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Introduccién

El cultivo de chile es una actividad econdmica importante en México, en el 2010 ocupd
el primer lugar mundial en la produccion de chile verde con 2.33 millones de toneladas
(SIAP, 2010). Sin embargo, su produccion enfrenta diferentes problematicas
principalmente aquellas ocasionadas por enfermedades, una de las mas importantes
es la marchitez provocada por Phytophthora capsici L. Esta enfermedad provoca la
muerte prematura de la planta debido a una infeccion en las raices o en la base del
tallo, generalmente ocurre en campos mal drenados lo que incrementa la proliferacion
de la enfermedad (Ozgonen y Erkilic, 2007). Para el control de ésta enfermedad se
utilizan diversos fungicidas quimicos sin embargo, no logran resultados satisfactorios
sobre el patbgeno ademas que estos generan resistencia lo cual incrementa el costo
de produccién al adicionar una mayor cantidad del producto. Es por ello, que en la
actualidad ha surgido interés por la busqueda de alternativas de manejo sostenibles
como el control biolégico que consiste en la aplicacion enemigos naturales contra el
agente fitopatégeno.

Los Hongos Micorrizicos arbusculares (HMA) han sido estudiados en su papel como
bioprotectores de enfermedades de plantas, se sabe que establecen una simbiosis
mutualista con las raices favoreciendo a la planta en una mayor asimilacién de
nutrientes minerales y agua. La mejora nutricional permite a la planta tener mayor
resistencia y/o tolerancia a diferentes tipos de estrés bidtico y abidtico. Ademas estos
hongos son capaces de competir con fitopatdgenos por espacio y nutrientes (Trotta et
al., 1996). Los HMA también pueden inducir resistencia sistémica (RSI) en las plantas
al encender su sistema de alerta al momento de colonizar la raiz y activar
fitohormonas en el cual estan involucrados el &cido jasmoénico y el etileno que
conllevan a la sintesis de sustancias toxicas para el fitopatdgeno como las fitoalexinas
(Ozgonen y Erkilic, 2007) y proteinas relacionadas con la patogénesis (Madriz-
Ordefiana, 2002). Aunado a la RSI, la simbiosis micorrizica estimula una respuesta
muy sensitiva en la planta ante la presencia de un agente fitopatégeno evitando su
establecimiento, este mecanismo es conocido como “priming”.

La posible aplicacion de los HMA en el control biolégico de enfermedades cada vez
cobra un mayor interés en la investigacion de alternativas de manejo en un enfoque
sustentable, es por ello que en este trabajo se evalud la bioproteccion de HMA en
plantas de chile poblano contra Phytoptora capsici.

Objetivo

e Determinar el efecto benéfico por parte de diferentes in6culos de HMA en la
promocioén del crecimiento y la bioproteccion de plantas de chile poblano frente
a Phytophthora capsici en condiciones de invernadero.
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Materiales y Métodos

Se realiz6 un disefio experimental en bloques al azar bajo condiciones de invernadero
evaluando 7 consorcios de HMA: El Huizachal (EH), Las Campesinas (LC), Rancho
Carlos Rojas (RCR), Paso Ancho (PA), El limon (EL), Cerro del Metate (CM), Barranca
de las Nueces (BN), un control positivo que fue un producto comercial a base de
Rhizophagus intraradices producido por el INIFAP, y un control sin in6culo (S/HMA).
Se generaron 9 tratamientos con 4 repeticiones para un total de 36 unidades
experimentales distribuidas en 4 bloques completos al azar. Cada unidad experimental
consistié en una maceta con una planta de chile con el tratamiento correspondiente.
Las semillas de chile poblano cultivar San Luis se germinaron en charolas de aluminio
con arena estéril y cuando tuvieron las primeras hojas verdaderas, se trasplantaron a
vasos de unicel de 475ml de capacidad utilizando como sustrato una mezcla de suelo-
arena estéril en proporcién 1:1v/v. Al momento del trasplante, las plantas se inocularon
con 80 esporas por cada in6culo de HMA cubriendo completamente el sistema radical
de la planta (Fig. 1). Posteriormente, a los 72 dias después del trasplante con los
HMA, todas las plantas se inocularon con una suspensién de zoosporas de P. capsici
ajustada a una concentracion de 1x10* de acuerdo a la técnica de Ristaino (1990). Las
variables de respuesta evaluadas fueron: variables de crecimiento, se midieron cada
14 dias durante 8 semanas a partir del trasplante y fueron: altura de planta, diametro
del tallo y nimero de hojas. Variables microbiol6gicas: colonizacion micorrizica en raiz
y nimero de esporas en el sustrato a los 60 dias después del trasplante. Variables de
bioproteccion: a los 76 dias del trasplante o 21 dias de la inoculaciéon de P. capsici
donde se evalué6 el nivel de severidad de la enfermedad en las plantas mediante la
comparaciéon con una escala de virulencia de 6 niveles descrita por Quinto-Alvarez
(2014). Ademés en esta fecha se determind la biomasa fresca de la parte aérea y
radical. Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA vy la prueba de
comparacion de medias de Tukey con un 95% de confianza, para las variables de
crecimiento y microbiolégicas. Para la escala de severidad se realiz6 un ANOVA no
paramétrico aplicando la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba de Dunn para
determinar las diferencias estadisticas entre las medianas de los tratamientos. Los
analisis se realizaron en el software Statgraphics Centurion XV.II.
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Figura 1. Inoculacién de plantas con los HMA.
Resultados

En las variables de crecimiento no existieron diferencias estadisticamente
significativas para diametro del tallo (p = 0.71) y numero de hojas (p = 0.63),
solamente se encontraron diferencias significativas para altura de planta (p = 0.0003)
en donde el in6culo LC fue estadisticamente superior al resto con una media de 18.03
cm (Fig. 2).
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Figura 2. Altura de plantas de chile poblano a los 56 dias después del trasplante.
Letras diferentes en columnas indican diferencia estadistica segin Tukey (p<0.05).

En las variables microbioldgicas, se encontrdé una alta colonizacién micorrizica hasta
un 93.3% en el inéculo LC seguido de PA'y RCR con un 90% y 86.83%
respectivamente, el menor porcentaje (43.4%) se encontro en EH (Fig. 3 a). El indculo
EH promovi6 una mayor nimero de esporas en sustrato con 406 y el in6culo comercial
present6 una menor cantidad de esporas con 130 (Fig. 3 b) lo que no se correlacion6
con la colonizacion micorrizica.
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Figura 3. a) Colonizacion micorrizica a los 60 dias después del trasplante; b) Numero
de esporas en 100 g de suelo seco. Letras diferentes en columnas representan
tratamientos estadisticamente diferentes segin Tukey (p<0.05).

La escala de virulencia utilizada para este experimento contempla 6 niveles de
severidad que va de 0 (planta sana) hasta 6 (planta muerta). Al hacer la comparacion
visual del dafio de acuerdo a la escala de virulencia se encontr6 que las plantas
inoculadas con CM presentaron un nivel de severidad de 1 en comparacion con el
resto, le siguieron las plantas del consorcio EL donde las plantas presentaron un
indice de severidad de 2 y 3 al igual que el consorcio EH. El in6culo BN practicamente
no tuvo ningun efecto bioprotector sobre P. capsici al presentar las plantas un indice
de severidad de 5 y 6, inclusive las plantas de este tratamiento se encontraban con
mayor nivel de dafio que el control STHMA el cual tuvo un nivel de severidad similar a
los in6culos RCR y LC (Fig. 4). Si comparamos estos resultados con la biomasa fresca
registrada a los 76 dias después del trasplante, encontramos que el in6culo CM (que
tuvo el mejor efecto bioprotector sobre P. capsici) fue el que presentdé una mayor
biomasa fresca al presentar valores de 6.95 g en biomasa fresca aéreay 2.82 g en
biomasa fresca radicular al final del experimento (Fig. 5). Esto refleja que ciertos
in6culos de HMA promueven un efecto positivo en la proteccidon contra P. capsici, y por
consecuente una mayor biomasa después de la inoculacién con el patégeno.
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Figura 4. Nivel de severidad en base a la escala de virulencia en plantas de chile
poblano a 21 dias después de la inoculacién de P. capsici. Letras diferentes en barras
representan tratamientos estadisticamente diferentes (Dunn p<0.05).
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Figura 5. Biomasa fresca aérea y radical de plantas de chile poblano a los 21 dias
después de la inoculacion de P. capsici. Letras diferentes en columnas representan
tratamientos estadisticamente diferentes segun Tukey (p<0.05).
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Conclusiones

No se encontraron diferencias significativas en diametro de tallo y nimero de hojas. El
consorcio Las Campesinas (LC) promovié una mayor altura de planta; sin embargo, al
final del experimento el consorcio Cerro del Metate (CM) promovié una menor
incidencia de la enfermedad y una mayor biomasa fresca que los demas consorcios
por lo tanto, éste inodculo seria el mas recomendable de utilizar como promotor del
crecimiento y bioprotector contra Phytophthora capsici en plantas de chile poblano
cultivar San Luis.
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SELECCION DE ACTINOMICETOS ANTAGONISTAS A DIFERENTES
CEPAS DE Phytophthora capsici. [Selection of actinomycetes antagonistic to different
strains of Phytophthora capsici] Alfredo Reyes-Tenal 2, Sylvia Fernandez-Pavia?,
Gabriel Rincon-Enriquez®, Luis Lopez-Pérez? y Evangelina Quifiones-Aguilar’.
ICIATEJ, 2IIAF-UMSNH. equinones@ciatej.mx. Patrocinador FOMIX-Aguascalientes:
proyecto-181930.

Los actinomicetos o actinobacterias son los principales productores de antibiéticos en la
naturaleza, cualidad que permite su aplicacion biotecnoldgica en el biocontrol de
enfermedades vegetales al inhibir el crecimiento de los agentes causales. El objetivo de
este trabajo consistié en evaluar aislados de actinomicetos con actividad antagonica in
vitro contra Phytophthora capsici (PC) agente causal de la marchitez del chile
(Capsicum annuum L.). Se realizd6 un primer experimento de antagonismo bajo un
disefio experimental completamente al azar, donde se evaluaron 12 cepas del género
Streptomyces contra tres cepas de diferente procedencia de PC incluyéndose un testigo
de cada cepa, con un total de 39 tratamientos y cuatro repeticiones; posteriormente se
realizd otro experimento de confrontacion dual entre los 10 mejores aislados de
actinomicetos y dos cepas de PC, el disefio experimental fue completamente al azar con
22 tratamientos y cuatro repeticiones incluyéndose controles sélo con el patdégeno. En
ambos experimentos se midié el area de inhibicion del crecimiento de PC (AIPC)
respecto al control sin actinomiceto, expresado en porcentaje. Los andlisis de varianza y
pruebas de Tukey (p<0.05) se realizaron con Statgraphics. En el primer experimento,
todos los actinomicetos presentaron un AIPC cercana al 100% contra las tres cepas de
PC. En el segundo experimento, donde se evalud el desempefio individual de cada
actinomiceto, los aislados ABV39, ABV45 y ABV38 fueron estadisticamente
superiores (p<0.05) al presentar una AIPC de entre 63 al 86%. Esto sugiere que estos
aislados de actinomicetos podrian emplearse en el control de PC in planta a nivel de
invernadero y/o campo.

154 Atpede Reyes Sena


mailto:equinones@ciatej.mx

2015

Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes
de control bioldgico de la marchitez del chile

XVI CONGRESO INTERNACIONAL Y XLI CONGRESO Z)ﬁ.OZ)—.
DE LA SOCIEDAD MEXICANA DE FITOPATOLOGIA

Del 20 al 24 de julio de 2014, Ixtapan de la Sal. Estado de México. México

b i \\

/ W.w }  La Sociedad Mexicana de Fitopatologia otorga la presente @
CONSTANCIA A:

Alfredo Reyes Tena

Por su participacién como PONENTE en presentacién ORAL del trabajo: “SELECCION DE
ACTINOMICETOS ANTAGONISTAS A DIFERENTES CEPAS DE Phytophthora capsici”. Por:
Alfredo Reyes-Tena, Sylvia Fernandez-Pavia, Gabriel Rincon-Enriquez, Luis Lopez-Pérez y
Evangelina Quifiones-Aguilar

T fl— )
v A omn 7 P )
Mﬂw\\n\s(x\ Jt L &:. —.
Dra/Maria de Jests Yanez Morales Dr. Ramén
Presidenta - Sociedad Mexicana de Fitopartologia Coordinador del Comité Local
A M= BE B s
\X/  coNACYT @ L e BSOS

AAtfpede Reyes Jena

155 |




Actinomicetos y hongos micorrizicos arbusculares como agentes | 214 5
de control bioldgico de la marchitez del chile

ACTIVIDAD INHIBITORIA ENTRE ACTINOMICETOS ANTAGONICOS A
Phytophthora capsici PARA LA ELABORACION DE FORMULACIONES
[Inhibitory activity between actinomycetes antagonistic to Phytophthora capsici to
prepare formulations] Alfredo Reyes-Tena®?, Sylvia Fernandez-Pavia?, Gabriel Rincon-
Enriquez!, Luis LOpez-Pérez> y Evangelina Quifiones-Aguilar'*. CIATEJ, 2lIAF-
UMSNH. *equinones@ciatej.mx. Patrocinador FOMIX-Aguascalientes: proyecto-
181930.

El empleo de actinomicetos como agentes de biocontrol de fitopatdgenos requiere de
conocimientos sobre la compatibilidad entre cepas para determinar su posible aplicacion
conjunta y asi potencializar su efecto. Los actinomicetos como productores de
compuestos antimicrobianos, podrian inhibirse entre ellos. Con base en esta hipotesis, el
objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad antagdnica entre aislamientos de
actinomicetos (cepas) con actividad inhibitoria sobre Phytophthora capsici (PC). Se
realiz6 un experimento en cultivo dual bajo un disefio experimental completamente al
azar, confrontandose 13 cepas de actinomicetos (cada cepa con las doce restantes),
obteniéndose un total de 78 combinaciones con tres repeticiones. Para medir la
compatibilidad/antagonismo entre los diferentes actinomicetos se propuso una escala
ordinal de inhibicién del crecimiento, contemplando niveles de 0 a 5 desde ausencia de
inhibicién hasta inhibicion completa de una cepa sobre otra. La inhibicién del
crecimiento de una cepa sobre otra, se midié a los 21 dias después de establecido el
experimento. Diferentes combinaciones entre cepas presentaron un nivel de inhibicién
cero, indicando su posible aplicacion conjunta en el control de PC in planta. La cepa
ABV02 inhibi6 en diferente nivel a todos los actinomicetos evaluados, por lo que podria
ser incompatible al momento de realizar una formulacion que incluya varias cepas. Las
cepas ABV65, ABV37 y Streptomyces lydicus (Comercial) inhibieron a diez cepas,
mientras que ABV25, ABV39 y ABV46 inhibieron Unicamente a una cepa por lo que se
concluye que existe mayor compatibilidad entre algunas cepas, informacion que se
empleara al momento de combinar actinomicetos en una formulacion.
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ACTINOMICETOS Y HONGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES COMO
AGENTES DE CONTROL BIOLOGICO DE LA MARCHITEZ DEL CHILE

*Alfredo Reyes-Tena (1), Evangelina E. Quifiones-Aguilar (2), Sylvia Patricia
Fernandez-Pavia (1), Gerardo Rodriguez Alvarado (1), Gabriel Rincon-Enriquez (2), y
Luis Lopez-Pérez (1). (1) Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales I1AF-
UMSNH, (2) Centro de Asistencia en Tecnologia y Disefio del Estado de Jalisco
(CIATEJ). E-mail: eyesnator@hotmail.com.

El cultivo de chile (Capsicum annuum L.) representa una actividad economica
importante en México ya que es uno de los principales productores de chile verde a
nivel mundial. Una de las principales problematicas que enfrenta este cultivo son las
enfermedades en donde la marchitez causada por Phytophthora capsici es la mas
devastadora. Los métodos de control aplicados en los sistemas de produccion a base de
fungicidas quimicos no controlan eficientemente a la enfermedad y ocasionan dafios
medioambientales. Una alternativa al control quimico es el control biologico (CB) que
consiste en la aplicacion de organismos con actividad antagonica hacia agentes
patdgenos. Entre los beneficios del CB esta su baja toxicidad y la reduccion de costos
debido a que el agente de control es capaz de autoperpetuarse. Uno de los grupos de
microorganismos antagonicos a patdgenos de plantas son los actinomicetos los cuales
inhiben la germinacion de esporas de hongos fitopatdgenos mediante produccion de
antibidticos y enzimas degradativas de la pared. Por otro lado es conocido que los
Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) actian de forma sinérgica con actinomicetos
en la prevencion y control de enfermedades en las raices de plantas mediante
bioproteccién mecanica, competencia e induccion de resistencia en la planta. EI CB
usando actinomicetos-HMA ha sido poco estudiado contra Oomycetes del género
Phytophthora. Por lo que este trabajo tiene como objetivo evaluar la capacidad de los
actinomicetos y HMA en el biocontrol de P. capsici en chile, para esto primero se
evaluard el efecto antagonico a nivel in-vitro de diversas cepas de actinomicetos contra
diferentes cepas de P. capsici previamente aisladas de suelos cultivados con chile.
Posteriormente en otro experimento los mejores actinomicetos se probaran en plantas de
chile previamente micorrizadas con consorcios de HMA en macetas que contendran
sustrato proveniente de cultivos infestados con P. capsici e inoculado artificialmente en
macetas con sustrato estéril.

Palabras clave: Capsicum annuum, Phytophthora capsici, biocontrol.
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