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RESUMEN

En el presente estudio, 10 aislados bacterianos de chile (Capsicum annuum L.) fueron
identificados como Xanthomonas campestris pv. vesicatoria; se determiné su patogenicidad
en invernadero y se evalu6 su susceptibilidad a Streptomyces lydicus y extractos bioactivos de
Ganoderma lucidum en condiciones in vitro y de invernadero, utilizando en cada caso un
disefio completamente al azar. Todos los aislados causaron infeccién con una incidencia del
100% y variaciones en su severidad. Aunque todos los aislados fueron susceptibles a los
tratamientos biolégicos, los extractos bioactivos fueron superiores con un 100% de inhibicion
in vitro, asi como en la reduccion de infeccion foliar y poblacién bacteriana en invernadero.
Destac6 una correlacion fuerte entre poblaciéon bacteriana e infeccién foliar (r = 0.9139%*)
en plantas inoculadas Unicamente con el patégeno; en plantas tratadas adicionalmente con
los biolégicos, solo hubo una correlacion débil en cada caso, sugiriendo su efecto benéfico
en la supresion de X. campestris pv. vesicatoria.

ABSTRACT

In the present study, 10 bacterial isolates from pepper (Capsicum annuum L.) were identified
as Xanthomonas campestris pv. vesicatoria; their pathogenicity in greenhouse was deter-
mined, and their susceptibility to Streptomyces lydicus and bioactive extracts of Ganoderma
lucidum was evaluated in in vitro and greenhouse conditions, using in each bioassay a com-
pletely randomized design. All isolates were infective with incidence of 100%, and varia-
tions in their severity. Although all isolates were susceptible to biological treatments, the
bioactive extracts were superior with 100% inhibition in vitro, as well as in the reduction
of foliar infection and bacterial population in greenhouse. An strong correlation between
bacterial population and foliar infection was detected in plants infected only with the
pathogen (r = 0.9139*%); in plants treated additionally with the biologics, a weak cor-
relation was observed in each, suggesting their beneficial effect on the suppression of X.
campestris pv. vesicatoria.

INTRODUCCION

El chile (Capsicum annuum L.) representa una de las actividades agrico-
las mas importantes en México. En el 2014 se produjeron 2 732 635.07 t
con un valor de produccién de mas de 17 billones de pesos (Secretaria de
Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion [Sagarpa],
2014). Dentro de los estados productores de chile en México, Chihuahua
ocupa el primer lugar en produccion con 722 708.61 t y el segundo lugar
en valor de produccion con mas de 2951 millones de pesos (Sagarpa, 2014);
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sin embargo, el potencial productivo de este cultivo es
afectado por diversas enfermedades (Guigén-Lopez &
Gonzalez-Gonzalez, 2001), siendo la mancha bacteria-
na, una de las mas importantes. Esta enfermedad es
causada por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
(Nuez, Gil & Costa, 1996) y su mayor impacto es en la
disminucién de la calidad del fruto (Guigon-Lopez &
Gonzalez-Gonzalez, 2001; Velasquez-Valle & Medina-
Aguilar, 2005). El manejo de esta enfermedad es me-
diante el uso de semilla certificada y plantulas libres
del patogeno; mediante rotacion de cultivos y a través de
compuestos a base de cobre o antibiéticos (Jones &
Permezny, 2003); sin embargo, estos productos son
menos efectivos en condiciones calidas y lluviosas o
por que el patégeno se hace resistente a ellos (Nuez et
al., 1996). Carrillo-Fasio et al. (2001) reportaron que
X. campestris pv. vesicatoria presenta tolerancia a va-
rias formulaciones de cobre y Minsavage, Canteros &
Stall (1990) demostraron su resistencia a estreptomi-
cina. Adicional a lo antes descrito, el uso inadecua-
do de estos productos quimicos causa contaminacion
ambiental, afectando pérdida de microorganismos
recicladores de nutrientes, cambio en las propieda-
des fisico-quimicas del suelo, contaminacion de mantos
freaticos, y pérdida de biodiversidad (Fleeger, Carman
& Nisbet, 2003; Johnsen, Jacobsen, Torsvik & Segren-
sen, 2001; Reyes, Chaparro-Giraldo & Avila, 2010).
Para reducir los riesgos de contaminacion ambiental,
es importante aplicar otros métodos de control, sien-
do el control biolégico una opcién viable y ecolégica.
Las bacterias del género Streptomyces se consideran
eficientes contra diversos fitopatégenos, incluyendo
Fusarium oxysporum, Sclerotinia homeocarpa y Rhi-
zoctonia solani (Gonzalez-Franco, Deobald, Spivak &
Crawford, 2003; Gonzalez-Franco & Robles-Hernan-
dez, 2009), Xanthomonas oryzae (Van et al., 2014) y
Erwinia carotovora subsp. carotovora (Conn, Walker
& Franco, 2008), entre otros, por lo que podrian ser
una alternativa para el control de X. campestris pv.
vesicatoria por la producciéon de antibioticos y en-
zimas involucradas en sus mecanismos de acciéon
(Gonzalez-Franco & Robles-Hernandez, 2009). Por
otra parte, Ganoderma lucidum es un basidiomiceto
ampliamente utilizado en la medicina oriental por sus
propiedades medicinales (Boh et al., 2004; Gao et al.,
2002; Wasser & Weis, 1999; Wasser, 2002); asi como
en la supresion de patégenos de humanos (Chung &
Jung, 1992; Smania, Delle, Yunes, Paulert & Smania,
2007). Los extractos bioactivos de este hongo han sido
muy poco estudiados por su actividad antimicrobiana
contra otras especies de bacterias fitopatégenas (Ro-
bles, 2004), por lo que también podrian ser una op-
cion viable como agentes supresores de X. campestris
pv. vesicatoria. El objetivo de este trabajo consisti6 en
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identificar el agente causal de la mancha bacteriana,
determinar su patogenicidad en el cultivo de chile y
evaluar su susceptibilidad a S. lydicus SUS-PDAS8 y ex-
tractos bioactivos de G. lucidum en condiciones in vitro
y de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras e identificacion
del agente causal

Se seleccionaron 18 lotes en seis localidades (Meoqui
Estacion Consuelo, Meoqui Lomas del Consuelo, Con-
gregacion Ortiz, Delicias Naica, Delicias Presa Fran-
cisco I. Madero y Cordillera Escuadra) de la region
centro-sur del estado de Chihuahua y se colectaron
72 muestras foliares sintomaticas en bolsas de plasti-
co previamente etiquetadas, las cuales se transporta-
ron en una hielera a 4 °C para su procesamiento en
el laboratorio de Microbiologia Aplicada, Fitopatologia
y Fisiologia de Poscosecha (MAFFP) de la Facultad de
Ciencias Agrotecnolégicas de la Universidad Auténo-
ma de Chihuahua. El aislamiento se realizé en los me-
dios de cultivo extracto de levadura-dextrosa-CaCO,
(YDC) y Tween (TM) y la identificacién se hizo median-
te pruebas bioquimicas de acuerdo a la metodologia
descrita por Schaad, Jones & Chun (2001).

Pruebas de patogenicidad

Los bioensayos de patogenicidad se establecieron
en un diseno completamente al azar, con seis repe-
ticiones, 10 tratamientos biolégicos (MLC17, CORS,
COR91, DN3, CC18, LMAM4, LIAM2, LIOAM4, LI3AM4
y L7AM3) y un control (solucién salina al 0.25%). Se
produjeron plantulas a partir de semilla de chile jala-
pefio, cultivar Hibrido Grande. Las plantulas se tras-
plantaron en macetas de polietileno de 20 cm x 20 cm
con una mezcla de peat moss y arena tindalizada en
una relacién 3:1 y se colocaron en el invernadero para
su establecimiento durante cinco dias, realizando un
riego a los tres dias. Posteriormente, las plantulas se
sometieron a un periodo de acondicionamiento en os-
curidad a 26 °C, con una humedad de 90% por 48 h
en una camara de crecimiento de plantas. Se prepa-
raron soluciones bacterianas a una concentraciéon de
1 x 106 UFC/ml a 1 x 10" UFC/ml. La concentracion
se ajusto en un espectrofotometro UV (LaboMed Inc,
modelo UV-2602), a una longitud de onda de 550 nm
y una densidad optica (DO) de 0.7 a 1.0 de acuerdo a
Trigiano, Windham & Windham (2008). Las plantulas
se inocularon por infiltracion con las soluciones bac-
terianas en cuatro hojas por planta (Trigiano et al.,
2008). En la hoja se hicieron dos orificios con una
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aguja estéril por el envés y luego se infiltraron 30 uL
de cada tratamiento. Las plantulas control se inocu-
laron Unicamente con solucién salina al 0.25%. Las
plantulas se pusieron en un segundo periodo de acon-
dicionamiento en las mismas condiciones descritas
anteriormente y luego se pasaron al invernadero para
su evaluacion, las cuales se regaron cada tercer dia y
se fertilizaron cada 8 dias con una solucién nutritiva
al 100% (Rubio et al., 2011) durante los 45 dias que
duré el experimento. A la aparicién de los sintomas
(siete dias después de la inoculacioén [ddi]) se midieron
las variables incidencia, severidad e indice de severi-
dad. La incidencia (IE) se calcul6 utilizando la formula
propuesta por Wolcan, Lori, Ronco, Mitidieri & Fer-
nandez (2001). La severidad y el indice de severidad se
determinaron de acuerdo a Dugassa, Alten & Schén-
beck (1996) con modificaciones, utilizando para este
estudio una escala de cinco categorias (0, 1, 2, 3y 4),
donde: O = planta sana, 1 = de 1% a 25% de infeccion,
2 =de 25.1% a 50% de infeccion, 3 = de 50.1% a 75%
de infeccién y 4 = de 75.1% a 100% de infeccién.

Los datos de las variables se procesaron con Mi-
crosoft Office Excel 365 y el porcentaje de infeccion
se estimé utilizando Microsoft Picture Office Manager
2007, calculando el area de infeccion en funcién del
area total de la hoja mediante el manejo de la imagen,
la infeccion foliar se expreso6 en porcentaje.

Evaluacion de la sensibilidad de los
aislados bacterianos a los tratamientos
biolégicos in vitro

Los bioensayos para estas pruebas se realizaron bajo
un disefio completamente al azar con tres repeticiones
y tres tratamientos (extractos bioactivos [EsBsGl], S.
lydicus SUS-PDAS8 [St5US] y agar nutritivo como con-
trol [ANC]). Los experimentos se hicieron por triplica-
do. Streptomyces lydicus se sembro6 en agar nutritivo
(AN) cubriendo 3.8 cm en una orilla de la caja y se
incubé a 28 °C durante 8 dias. Posteriormente, los
aislados de X. campestris pv. vesicatoria se sembraron
en lineas de 1.5 cm en sentido perpendicular al anta-
gonista y con una separacion entre ellas de 1.5 cm; el
control se preparé de la misma forma pero sin el anta-
gonista. Las cajas se incubaron a 27 °C durante 48 h
para su evaluacion, el porcentaje de inhibiciéon de los
aislados bacterianos se determiné a las 24 h y 48 h.
Por otro lado, los tratamientos con los extractos bio-
activos (obtenidos por fermentacion en caldo de papa
dextrosa [PDBJ] casero que incluye la preparacién de
una infusién de papa a diferencia del PDB comercial)

32 Vol. 27 No. 6 Noviembre-Diciembre 2017

se prepararon de acuerdo a la metodologia propuesta
por Robles (2004) con modificaciones, utilizando el mé-
todo de medios envenenados, donde se mezcla el agar
nutritivo con los extractos bioactivos para preparar los
tratamientos. Las cajas con los tratamientos respecti-
vos se marcaron con nueve divisiones y se inocularon
con 20 uL de las soluciones bacterianas preparadas
de cada aislado de X. campestris pv. vesicatoria como
se describi6 previamente. Las cajas se incubaron a 27 °C
por 48 h para su evaluacién. Posteriormente, se de-
termino la inhibicién del crecimiento a las 24 h y 48 h,
utilizando los niveles de inhibicién propuestos por Ro-
bles (2004): (-) = sin inhibicién, () = inhibicién parcial
y (+) = inhibicién total.

Evaluacion de la sensibilidad de los aislados
bacterianos a los tratamientos biolégicos en
condiciones de invernadero

El experimento se estableci6 sobre un disefio com-
pletamente al azar con tres repeticiones y 16 trata-
mientos, los cuales fueron: plantas inoculadas con
cuatro de los aislados de X. campestris pv. vesicatoria
mas virulentos (MLC17, COR8, COR91 y CORDN3);
plantas tratadas con extractos bioactivos de G. luci-
dum (EsBsGl) y sus respectivas combinaciones con los
aislados bacterianos (EsBsGl+MLC17, EsBsGl+CORS,
EsBsGI+COR91 y EsBsGl+CORDNBS3); plantas trata-
das con S. lydicus SUS-PDAS8 (StSUS) y sus combi-
naciones con los aislados bacterianos (StSUS+MLC17,
St5US+CORS, St5US+COR91 y St5US+DN3); contro-
les negativos: plantas no infiltradas (PS) y plantas in-
filtradas con solucién salina (SS) al 0.25%.

Para la preparacion de los tratamientos, S. lydicus
S5US-PDAS se creci6 en PDA a 28 °C hasta tener una
abundante esporulacién. Las esporas se colectaron y
se resuspendieron en agitacién por 5 min en 100 ml
del medio liquido Crawford Medium (CM), conteniendo
0.3% (v/v) de quitina coloidal (Gonzalez-Franco et al.,
2003). La solucion de esporas se mezclé con 150 g de
peat moss tindalizado en matraces de 2 L, los cuales
se incubaron por 48 h a 28 °C y después se ajusto la
poblacién bacteriana a una concentracion de 1 x 108
UFC/g. El peat moss inoculado se mezcl6 con arena
tindalizada en una relacion 3:1 y se coloco en bolsas de
plastico de 20 cm x 20 cm. Las plantulas de 15 dias
después de su germinacion se trasplantaron en el sus-
trato, se colocaron en el invernadero, se regaron cada
tercer dia y se fertilizaron cada 8 dias como se descri-
bi6 previamente.
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Los tratamientos con extractos bioactivos se aplica-
ron en plantas con 20 hojas verdaderas establecidas en
una mezcla de peat mossy arena (3:1). La aplicacion de
los extractos bioactivos se realiz6 con un atomizador
de gota fina, cubriendo la superficie foliar hasta satu-
racion. Dos dias después, las plantas se sometieron a
un acondicionamiento como se describié en las prue-
bas de patogenicidad. Las plantas correspondientes se
inocularon con los cuatro aislados de X. campestris pv.
vesicatoria por el método de infiltraciéon con 20 pm de
una solucion bacteriana de 1 x 107 UFC/ml. La inocu-
lacion se realizé en cuatro hojas de cada planta como
ya fue descrito previamente. Las plantas inoculadas
recibieron un segundo periodo de acondicionamiento
y luego se pasaron a invernadero para su evaluacion.
Se determinaron las variables infeccion foliar (IF), po-
blacién bacteriana (PB), altura de la planta (A), bioma-
sa (B) y clorofila (C). La IF se estim6 con el software
Picture office Manager 2007 a los 35 dias después de
inoculacién (ddi). La PB se obtuvo al final del expe-
rimento (45 ddi) por el método de dilucién seriada a
partir de la maceracion de un gramo de tejido foliar
sintomatico de cada repeticién por tratamiento. Las
variables A, By C se determinaron a los 45 dias des-
pués del trasplante (ddt). La altura de planta se midio
desde el cuello hasta el apice; la estimacién de cloro-
fila se realizé en 4 hojas de cada planta utilizando el
medidor de clorofila SPAD-502 (Minolta); la biomasa
se obtuvo secando las plantas en una estufa de aire
forzado (Shel lab, modelo SGO6E) a 65 °C hasta tener
un peso constante.

Multidisciplinary Scientific Journal

Los datos se analizaron con el paquete estadistico
Statgraphics centurion XV, realizando un analisis de
varianza y una comparacion de medias con Tukey (o
= 0.05). Los analisis de correlacion se hicieron con el
software Microsoft Excel 365.

RESULTADOS

Identificacidn y pruebas de patogenicidad

De los 32 aislados seleccionados por sus caracteris-
ticas morfolégicas en YDC y Medio Tween, 10 fueron
identificados como X. campestris pv. vesicatoria. Los ais-
lados presentaron crecimiento viscoso en YDC a 35 °C,
hidrolizaron almidén y esculina, reaccionaron posi-
tivamente a la digestién de proteina, leche tornasol,
utilizacion de glicerol, reaccién acida a partir de ara-
binosa y respondieron negativamente a la nucleacion
de hielo. Todos los aislados fueron patégenos de chile,
con un 100% de incidencia y con diferentes niveles
de virulencia. Las plantas control permanecieron sa-
nas hasta el final del experimento. Los 10 aislados se
ubicaron en la categoria 1 mayormente, pero COR91
y LIAM2 fueron los mas infectivos; COR91 afect6 el
66.6% de las plantas en la categoria 1 y el 33.3% en la
categoria 4. LIAM2 infect6 el 83.3% de las plantas en
la categoria 1, y el 16.6% en la categoria 2. Se tuvo un
indice de severidad de 25% a 47%, siendo mayores los
aislados COR91 y LIAM?2 (tabla 1).

indice de
severidad
(%) @

25
25
47
25
25
25
26
25
25
25

Severidad ®

2

o O O © o o

Er?:?b;s de patogenicidad de aislados de X. campestris pv. vesicatoria en plantas de chile jalapefio bajo condiciones de invernadero.
Aislados bacterianos y Incidencia

control (solucion salina) (%) 0 1
MLC17 100 0 6
CORS 100 0 6
COR91 100 0 4
DN3 100 0 6
CC18 100 0 6
LMAM4 100 0 6
LIAM2 100 0 5}
LIOAM4 100 0 6
LI3BAM4 100 0 6
L7AM3 100 0 6
Solucion salina 0 6 (0]

3 9 Los datos de incidencia e indice de severidad son la media de 6 repeticiones.

© O O O O O © O O O o w
© O O O O O © O N O o +

o O O o

0

® Numero de plantas infectadas en cada categoria (de 0 a 4), donde: 0 = 0% de infeccion, 1= de 1% a 25% de infeccion, 2 = de 25.1% a 50% de infeccion, 3 = de 50.1%

a 75% de infeccién y 4 = de 75.1% a 100% de infeccion.
Fuente: Elaboracién propia.
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LIAM4

Control

CORO9I MLC17

Figura 1. Sintomas inducidos por cinco aislados de X. campestris pv. vesicatoria
en hojas de chile jalapefio a los 21 dias después de inoculacién. A) hoja
sana tratada con solucion salina al 0.25% (control); las imagenes B, C,
D, E y F muestran las hojas inoculadas con cinco de los aislados bacte-
rianos LIAM4, CC18, LIAM2, COR91 y MLC17, respectivamente con los
sintomas caracteristicos de la mancha bacteriana con distintos niveles
de severidad.

Fuente: Elaboracion propia.

Con relacion a la sintomatologia, las plantas infec-
tadas con el aislado COR91, desarrollaron manchas
irregulares grandes y clorosis general; LIAM2 y CC18
indujeron el desarrollo de manchas de tamafo me-
dio, irregulares, rodeadas por un halo amarillo y una
clorosis general ligera; LIAM4 causé el desarrollo de
manchas pequenas rodeadas de un halo amarillo y
una clorosis ligera en la lamina foliar; MLC17, oca-
sioné la formacion de manchas pequenas y clorosis
general en la hoja (figura 1).

Susceptibilidad de los aislados bacterianos a
los tratamientos bioldgicos

Bioensayos in vitro

Todos los aislados bacterianos fueron susceptibles a
los extractos bioactivos de G. lucidum (EsBsGl) y a S.
lydicus SUS-PDAS8 (St5US) durante los dos periodos
de incubacioén (tabla 2). A las 24 h, St5US present6 un
rango de inhibicién de 9.2% a 100%. Este antagonista
inhibié totalmente a cinco de los aislados bacterianos
y uno de ellos en un 83.3%, mientras que EsBsGl pre-
sentaron un 100% de inhibicién en todos los aislados
bacterianos. A las 48 h, el grado de inhibicién maxi-
mo de St5US bajé de 9.2% a 70.8%, siendo LISAM4
el mas inhibido y EsBsGl mantuvieron la inhibicion

34 Vol. 27 No. 6 Noviembre-Diciembre 2017

total en ocho aislados y una inhibicién parcial en los
demas. El aislado MLC17 fue el menos afectado por
St5US en ambos periodos de incubacion, mientras que
con los EsBsGl fue inhibido totalmente a las 24 h'y par-
cialmente a las 48 h. Ambos tratamientos biolégicos
tuvieron un efecto similar en la inhibiciéon del aislado
LISAM4 en los dos periodos de incubacién. El control
no caus6 ningun efecto en el crecimiento de los aislados
bacterianos durante los dos periodos de incubacion
(tabla 2). En la figura 2, se presentan los resultados de
la inhibicién del crecimiento de nueve de los aislados
bacterianos tratados con los EsBsGl a las 24 h y 48 h de
incubacion, en la cual se observa la inhibiciéon total
de todos los aislados bacterianos a las 24 h en compa-
racion con el crecimiento vigoroso y normal de éstos
en el tratamiento control (figura 2a y 2b). A las 48 h
de incubaciéon, COR8, COR91, DN3, CC18, LMAM4,
LIAM2, LIOAM4 y L7AMS fueron inhibidos totalmente
y MCL17 y LISAM4 solo se inhibieron parcialmente,
mostrando un crecimiento menos desarrollado y vigo-
roso que los mismos aislados en el tratamiento control
(figura 2c y 2d).

Tabla 2.

Efecto de los extractos bioactivos de G. lucidum (EsBsGl) y S. lydicus 5US-
PDAS8 (StUS) sobre la inhibicion in vitro de los aislados de X. campestris pv.
vesicatoria.

Aislados % de inhibicién con Inhibicién del
bacterianos St5US @ crecimiento con EsBsGl»
y control

{2y 24 h 48 h 24 h 48 h
nutritivo)

MLC17 9.2 9.2 + *
CORS8 20.8 14.2 + +
COR91 83.3 20.0 + +
DN3 22.5 20.0 + +
CC18 21.7 15.8 + +
LMAM4 100.0 58.3 + +
LIAM2 100.0 48.3 + +
LIOAM4 100.0 49.2 + +
LIBAM4 100.0 70.8 + *
L7AM3 100.0 56.7 + +
Agar 0.0 0.0 - -
nutritivo

3 Los datos son la media de tres repeticiones de tres experimentos independientes.
® Simbologia utilizada para indicar la inhibicion del crecimiento de los aislados
inhibicién parcial y (-)

bacterianos: (+) = inhibicion total, (+) = = sin inhibicion.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 2. Inhibicién del crecimiento de 9 aislados de X. campestris pv. vesicatoria
con extractos bioactivos de G. lucidum a las 24 (Ay B) y 48 horas (C y D)
de incubacion. AN = agar nutritivo, AN+EsBsGI = agar nutritivo mezclado
con los extractos bioactivos de G. lucidum. Los nimeros en las cajas co-
rresponden al valor consecutivo de cada aislado bacteriano: 1 = CORS,
2=COR91, 3=DN3,4 =CC18,5=LMAM4, 6 = LIAM2, 7 = LI0OAM4, 8
= LI3AM4, 9 = L7TAMS3.

Fuente: Elaboracion propia.

Bioensayos en invernadero

En la tabla 3 se presentan los resultados del efecto de
S. lydicus SUSPDAS8 y los extractos bioactivos de G.
lucidum sobre la reduccién del porcentaje de infeccion
y poblaciones bacterianas, asi como en el desarrollo de
plantas de chile jalapefio inoculadas con cuatro de los
aislados de X. campestris pv. vesicatoria mas virulen-
tos en condiciones de invernadero. Todas las plantas
inoculadas solo con los aislados de X. campestris pv.
vesicatoria tuvieron los valores mas altos de infeccion;
sin embargo, en las plantas que fueron tratadas adi-
cionalmente con los extractos bioactivos de G. luci-
dum, el porcentaje de infeccion bajo significativamen-
te, especialmente con los tratamientos EsBsGl+CORS,
EsBsGI+MLC17, EsBsGl+DN3 y EsBsGl+COR91 (1.7%,
1.9%, 2.6% y 2.8%, respectivamente). Por otro lado,
en las plantas tratadas con S. lydicus SUSPDAS, solo
se observé una ligera reduccién en la infeccion foliar
con los tratamientos StSUS+CORS8 y StSUS+MLC17,
los cuales fueron estadisticamente diferentes a los
tratamientos COR8 y MLC17. En ninguna de las plan-
tas del control negativo se presenté la infeccion. En
cuanto a la poblacién microbiana, los tratamientos
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que tuvieron un mayor efecto en la reduccion sig-
nificativa de esta variable fueron St5US+MLC17,
St5US+CORS, EsBsGl+CORS8, EsBsGI+MLC17. Aun-
que StSUS+MLC17, StS5US+CORS8 fueron muy eficien-
tes en la reduccion de la poblacion bacteriana, su efec-
to no fue significativo en la infeccién foliar, mientras
que los tratamientos EsBsGl+CORS8, EsBsGI+MLC17
bajaron la poblacion bacteriana y la infecciéon foliar.
En los tratamientos EsBsGI+COR91 y EsBsGI+DN3,
se observo un ligero incremento en el desarrollo bac-
teriano, en comparaciéon con los tratamientos COR91
y DN3, pero disminuyeron significativamente la in-
feccion foliar, mientras que StSUS+DN3, que también
increment6é la concentracion bacteriana, solo tuvo
una ligera disminucién en la infeccion foliar compara-
do con DN3. En altura de la planta, los tratamientos
COR91 y EsBsGl+DN3 presentaron los valores mas
altos. En contenido de clorofila, StSUS y PS fueron
los mas altos. En biomasa, EsBsGI+COR91 fue el
mas alto (tabla 3). En el analisis de correlaciéon, en
las plantas inoculadas tnicamente con los aislados
bacterianos, se observé que cuando la poblacién bac-
teriana se incrementa, hay mayor infeccion foliar y
menor contenido de clorofila (r=0.939**, r=-0.6023*,
respectivamente) y cuando se aumenta la infeccién fo-
liar, también se reduce el contenido de clorofila (r =
-0.6505%). En las plantas tratadas adicionalmente con
extractos bioactivos o con S. lydicus SUSPDAS8, solo
se present6é una correlacién débil en cada caso (r =
0.5851* y r = -0.5138%, respectivamente).

DISCUSION

Los resultados de incidencia obtenidos en este trabajo
fueron superiores (100%) a los reportados en la litera-
tura. Velasquez-Valle & Medina-Aguilar (2005) regis-
traron una incidencia del 50%, Mirik, Aysan & Cinar,
(2005) una del 33% y Black, Seal, Abubakar, Nono-
Womdim & Swai (2001) una del 5%. Con relacion a la
severidad, en este estudio se obtuvo un valor prome-
dio de 36%, mayor al encontrado por Velasquez-Valle
& Medina-Aguilar (2005). La variacion de incidencia y
severidad de la mancha bacteriana podria estar relacio-
nada con las condiciones ambientales y la genética del
patégeno. Araujo et al. (2011) reportaron que la inci-
dencia de la mancha bacteriana del chile se incrementa
en condiciones de alta humedad relativa y temperatu-
ras frescas, pero que, en situaciones de sequia y altas
temperaturas por periodos largos de tiempo, esta se
reduce. O’Garro (1998) y Gore & O’Garro (1999) sena-
lan que X. campestris pv. campestris tiene varias razas
fisiologicas con diferentes niveles de virulencia que in-
fluyen en el desarrollo de la mancha bacteriana.
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Tabla 3.

Efecto de los extractos bioactivos de G. lucidum (EsBsGl) y S. lydicus 5US-PDA8
(St5US) sobre la reduccion de infeccion y el desarrollo de plantas de chile
jalapefio inoculadas con X. campestris pv. vesicatoria en invernadero.

Infeccion l::::l::l:r(;:‘:x: ﬁ:‘;’: Clorofila Biomasa

Totsmenton ol GCnly planta ©SEAD) PUiy
[PB] (cm) [A]

MLC17 4.3a" 3.4x10°b  30.0 be 24.8e 5.3 abcd
CORS8 4.0 ab 2.9x10°c 25.0de 30.7 bcde 5.3 bede
COR91 3.4 abc 1.8x10°e 36.0a 29.6bcde 5.8ab
DN3 3.5abc  2.5x10°d 24.0e 29.4bcde 4.5fg
EsBsGI+MLC17 1.9d 1.6x10°ef 30.0 bc 32.9 bcde 5.0 def
EsBsGI+COR8 1.7d 1.3x10°f 31.0b 32.0 bede 4.7 defg
EsBsGI+COR91 2.8 bed 3.0x10°c 31.0b  28.5cde 6.1a
EsBsGI+DN3 2.6 cd 3.4x10°b 34.3a 32.4bcde 5.7 abc
St5SUS+MLC17 3.6 abc  0.2x10°h 31.0b 324 bcde 4.5fg
St5US+CORS8 3.2abc 0.7x10°g 27.7cd 27.5de 4.1g
St5US+COR91 3.5abc  1.5x10°ef 28.3 bc 32.9 bcde 5.0 cdef
St5US+DN3 3.3abc  3.8x10°a 29.7 bc 246e 4.6 defg
PS Oe Oh 27.3cd 38.7ab 4.8 defg
SS Oe Oh 27.3 cd 36.7 abcd 4.6 defg
EsBsGl Oe Oh 30.0 bc  37.4 abc 5.1 bedef
St5US Oe Oh 29.0 be 42.5a 4.6 defg
HSD 1.2 0.3x10° 3.3 9.5 0.76

2 Tratamientos: plantas inoculadas con 4 de los aislados de X. c. pv. vesicato-
ria mas virulentos (MLC17, COR8, COR91y CORDNB3); plantas tratadas con
extractos bioactivos de G. lucidum (EsBsGl) y sus respectivas combinaciones
con los aislados bacterianos (EsBsGI+MLC17, EsBsGI+COR8, EsBsGI+COR91
y EsBsGI+CORDNB3); plantas tratadas con S. lydicus 5US-PDA8 (St5US) y sus
combinaciones con los aislados bacterianos (St5SUS+MLC17, St5US+CORS,
St5US+COR91 y StBUS+DN3); controles negativos: plantas no infiltradas (PS),
plantas infiltradas con solucion salina al 0.25% (SS).

® Los valores de las medias seguidas por la misma letra dentro de cada columna
no son estadisticamente diferentes (Tukey a = 0.05, n = 3).

Fuente: Elaboracion propia.

Los sintomas causados por los aislados bacteria-
nos en plantas de chile en este estudio fueron simi-
lares a los reportados por Gore & O’Garro (1999) y
Potnis et al. (2015), quienes también observaron man-
chas irregulares en hojas, con un aspecto seco y de
color marrén, rodeadas por un halo amarillo, clorosis
general en algunos casos y caida de hoja debido a in-
fecciones severas.

Los tratamientos biolégicos tuvieron una fuerte in-
hibicion del patégeno bajo condiciones in vitro y en
invernadero, reflejando una menor infeccién foliar y
un mejor desempeno de las pantas de chile jalape-
fo; sin embargo, los mejores resultados se registraron
con los extractos bioactivos de G. lucidum. Las espe-
cies de Streptomyces se han estudiado ampliamente
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por su capacidad de suprimir el crecimiento y desarrollo
de fitopatégenos, particularmente de hongos, debido
principalmente a la produccién de una gran variedad
de metabolitos secundarios con actividad antifingica
y enzimas hidroliticas que favorecen el micoparasitis-
mo (Barakate, Ouhdouch, Oufdou & Beaulieu, 2002;
Doumbou, Hamby-Slove, Crawford & Beaulieu,
2001; Gonzalez-Franco et al., 2003; Gonzalez-Fran-
co & Robles-Hernandez, 2009; Rosas, 2007; Strap
& Crawford, 2006); sin embargo, su efecto inhibito-
rio también se ha reportado contra algunas bacterias
fitopatégenas (Conn et al., 2008; Van et al., 2014).
En este estudio, Streptomyces presenté un rango de
inhibicion del 9% al 100% de los 10 aislados bacteria-
nos en condiciones in vitro. El rango de inhibiciéon po-
dria estar relacionado con la variaciéon genética del
patégeno (Gore & O’Garro, 1999) y por los mecanis-
mos de acciéon de Streptomyces (Cao, Qiu, You, Tan
& Zhou, 2005; Hiltunen, Linfield & White, 1995;
Singh, Shin, Park & Chung, 1999). En invernadero,
Streptomyces redujo el porcentaje de infecciéon y las
poblaciones bacterianas de dos de los aislados bac-
terianos mas virulentos. Estos efectos podrian estar
asociados con otros mecanismos de accién, ya que al-
gunas especies de Streptomyces tienen la capacidad
de inducir resistencia sistémica en planta a diferentes
enfermedades cuando se asocian con el sistema radi-
cular de la planta. Este mecanismo se expresa cuando
los microorganismos antagonistas y fitopatégenos se
aplican por separado en tiempo y espacio (Kloepper
& Beauchamp, 1992), como ocurrié en este estudio.
La resistencia sistémica inducida puede ser efecti-
va contra una gran diversidad de microorganismos
fitopatégenos, incluyendo bacterias, hongos y virus
(Kloepper & Beauchamp, 1992; Doornbos, Van Loon
& Bakker, 2012). Conn et al. (2008) demostraron que
Streptomyces sp. es capaz de inducir resistencia sisté-
mica contra Fusarium oxysporumy Erwinia carotovora
subsp. carotovora en Arabidopsis thaliana. En estas
condiciones, las plantas activan genes de resistencia
que codifican para varios tipos de enzimas involucra-
dos en los mecanismos de defensa, destacando las
peroxidasas (E.C. 1.11.1.7), polifenol oxidasas (E.C.
1.10.3.1), fenilalanina amonio-liasas (4.3.1.24), entre
otras. Estas enzimas forman parte del metabolismo
secundario de las plantas, del cual se obtienen meta-
bolitos que ayudan a la formacion de estructuras de
defensa (Doornbos et al.,, 2012). La enzima fenilala-
nina amonio-liasa y compuestos fenodlicos fueron los
principales metabolitos involucrados en la supresion
de Sclerotium rolfsii en plantas de garbanzo tratadas
con Streptomyces (Basha, Sarma, Singh, Annapurna
& Singh, 2006).
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Tabla 4.

Correlacion entre las variables de infeccion y vegetativas de plantas de chile
inoculadas con cuatro aislados de X. campestris pv. vesicatoria y tratadas
con S. lydicus 5US-PDA8 o extractos bioactivos de G. lucidum en condiciones
de invernadero.

Plantas infectadas con X. campestris pv. vesicatoria

A IF C PB B
A 1.0000"
IF -0.2128 1.0000
C -0.2157 -0.6505* 1.0000
PB  -0.4796 0.9139** -0.6023* 1.0000
B 0.6065* 0.2606 -0.1608 -0.0059 1.0000

Plantas infectadas con X. campestris pv. vesicatoria 'y
tratadas con S. lydicus 5US-PDAS8

A IF (© PB B
A 1.0000
IF 0.4522 1.0000
C 0.0552 0.2415 1.0000
PB  -0.0172 -0.2189 -0.5138* 1.0000
B -0.1259 0.1547 0.1365 0.3010 1.0000

Plantas infectadas con X. campestris pv. vesicatoria 'y
tratadas con extractos bioactivos

A IF C PB B
A 1.0000
IF 0.1025 1.0000
C 0.2071 -0.1363 1.0000
PB 0.0603 0.2929 0.4339 1.0000
B 0.3093 0.4527 0.2028 0.5851* 1.0000

a) Variables: altura de planta (A); infeccion foliar (IF); clorofila (C); poblacion bac-
teriana (PB); biomasa (B).

b) El analisis se realizé utilizando los datos en conjunto a partir de los tratamien-
tos con tres repeticiones.

c) Niveles de correlacion (positiva o negativa) de acuerdo a Gutiérrez-Banegas
(2012): correlacion muy débil de 0.0 a 0.5, correlacion débil de 0.51 a 0.7 *, co-
rrelacion fuerte de 0.71 a 1.0**.

Fuente: Elaboracion propia.

Por otra parte, G. lucidum ha sido estudiado princi-
palmente para su uso en la medicina oriental (Ameri,
Vaidya & Deokule, 2011; Chung & Jung, 1992; Sma-
nia et al., 2007), del cual han sido identificados cer-
ca de 400 compuestos con propiedades medicinales
(Wasser, 2002; Wasser & Weis, 1999), siendo los triter-
penos y polisacaridos los constituyentes mas importan-
tes (Boh et al., 2004); sin embargo, las aplicaciones de
este hongo en agricultura son escasas. Robles (2004)
reporté por primera vez la actividad antimicrobiana
de extractos bioactivos a partir de G. lucidum contra
diversos microorganismos fitopatégenos, incluyendo
bacterias, hongos y nematodos. Palacios et al. (2011)
reportaron que los filtrados de Ganoderma sp. inhibie-
ron el crecimiento micelial de Phytophthora nicotianae.
La actividad antimicrobiana de los extractos bioacti-
vos de G. lucidum encontrada en este estudio, podria
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estar relacionada con la producciéon de metabolitos
antimicrobianos. Robles (2004) identific6 un nuevo
polisacarido de bajo peso molecular asociado con la
inhibicién de varias especies de bacterias fitopatoge-
nas y Wasser & Weis (1999) reportaron polisacaridos
constituidos de B-D-glucanos, con un peso molecular
de 4 x 10%a 1 x 10° Da, pero solo con aplicaciones en
medicina como agentes inmunomoduladores y anti-
tumorales (Gao et al., 2002). Contrario a estos polisa-
caridos, los reportados por Robles (2004) tienen una
potente actividad contra bacterias fitopatégenas. Los
mecanismos de acciéon de estos extractos bioactivos
en la supresion del crecimiento de X. campestris pv.
vesicatoria podrian estar relacionados con la presen-
cia de compuestos que inhiben la actividad ribosomal
del microorganismo, como acurre con la proteina lyo-
phyllin producida por Lyophyllum shimeji (Lam & Ng,
2001); estos extractos también podrian tener com-
puestos que inactivan la respiracién microbiana como
se ha reportado con varios tipos de estrobilurinas
producidas por otros basidiomicetos como Strobilurus te-
nacellus, (Anke & Oberwinkler, 1977), Xerula longipes
(Anke, Besl, Mocek & Steglich, 1983) y Crepidotus falvo-
tomentosus (Weber, Anke, Steffan & Steglich, 1990).
Es posible que los extractos bioactivos de G. lucidum
también posean compuestos inductores de resistencia
en planta como se reporté con la strobilurina F500
que causo6 un incremento en la concentracion de aci-
do salicilico y varios tipos de proteinas involucradas
en los mecanismos de defensa en plantas de tabaco
(Herms, Seehaus, Koehle & Conrath, 2002).

CONCLUSIONES

De los 32 aislados seleccionados por sus caracteris-
ticas morfolégicas, 10 fueron identificados mediante
pruebas bioquimicas como X. campestris pv. vesicato-
ria. Todos los aislados identificados fueron patégenos
de plantas de chile; COR91 y LIAM2 fueron los mas
virulentos. Todos los aislados fueron susceptibles a
los tratamientos biolégicos, pero los extractos bioac-
tivos de G. lucidum registraron los mejores resulta-
dos, inhibiendo en su totalidad a todos los aislados
en condiciones in vitro; mientras que en invernadero
redujo la infeccion foliar y las poblaciones bacteria-
nas, favoreciendo el desarrollo de la planta. Este es el
primer estudio que muestra la efectividad de S. lydi-
cus SUS-PDAS y los extractos bioactivos de G. luci-
dum en el control de X. campestris pv. vesicatoria en
condiciones in vitro y de invernadero; sin embargo, es
necesario explorar mas en los mecanismos de acciéon
de los extractos bioactivos y evaluar su efectividad en
condiciones de campo.
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