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Streptomyces spp. como antagonistas a Phytophthora capsici en plantas de
chile tipo poblano.
Por: Aylin Aurora Juarez Navarro
Dirigido por: Maria Alejandra Mora Avilés, Bertha Maria Sanchez Garcia y

Blanca Estela Gomez Luna

RESUMEN

El cultivo de chile poblano enfrenta problemas fitosanitarios que comprometen la pérdida en
rendimiento y calidad del fruto como la marchitez del chile. Esta enfermedad es causada
diferentes patdgenos en consorcio como Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum'y el oomiceto
Phytophthora capsici; sin embargo, los fungicidas y oomiceticidas usados para controlarlos
implican problemas de persistencia ambiental y resistencia en patdogenos. Los actinomicetos,
como Streptomyces spp. producen compuestos como enzimas liticas y metabolitos de tipo
antibidtico que inhiben la germinacidn o controlan el crecimiento de algunos fitopatogenos, y
son capaces de promover el crecimiento de la planta. En este sentido, el objetivo de este trabajo
fue evlauar la actividad antagénica contra Phytophthora capsici (Pc2) y la promocion de
crecimiento de Streptomyces lasiicapitis (B22) y Streptomyces neyagawaensis (B31) en plantas
de chile poblano variedad Ancho San Luis. El ensayo consisti6 en plantas inoculadas con Pc2 y
la aplicacién de las cepas de Streptomyces individualmente o en combinacion (B22+Pc2,
B31+Pc2 o B22+B31+Pc2), control positivo Ctrl+ (Pc2) y control negativo Ctrl- (agua). Las
platas inoculadas con B22+Pc2 mostraron 56% menos severidad en planta y 16% menos
severidad en raiz en comparacion con el Ctrl+. La cantidad de inoculo de Pc2 respecto a Ctrl+
fue suprimida un 65% en plantas con B22+Pc2. Ambas cepas tanto en manera individual o en
combinacion promovieron precocidad en las etapas fenoldgicas entre 20 y 25 dias. Los
parametros como el numero de frutos, didmetro y longitud de fruto, peso freso, peso de 100
semillas, porcentaje de germinacion y longitud de radicula de semilla germinada fueron
influenciados positivamente por la proteccion ejercida por la presencia de Streptomyces spp.;
sin embargo, no hubo ninglin efecto sobre la longitud de las raices y la altura de las plantas por

la presencia de Streptomyces spp.



Streptomyces spp. as antagonist to Phytophthora capsici in poblano pepper
plants.
By: Aylin Aurora Judrez Navarro
Directed by: Maria Alejandra Mora Avilés, Bertha Maria Sanchez Garcia and

Blanca Estela Gomez Luna

ABSTRACT

The poblano pepper crop faces phytosanitary problems such as pepper wilt that
compromise yield and fruit quality,. This disease is caused by a consortium of pathogens,
including Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum and the oomycete Phytophthora capsici.
However, fungicides and oomyceticides used to control them pose problems related to
environmental persistence and pathogen resistance. Actinomycetes, such as Streptomyces spp.,
produce lytic enzymes and antibiotic-like metabolites that inhibit germination or growth control
of certain phytopathogens and can also promote plant growth. In this context, this work aimed
to evaluate the antagonism and growth-promoting activity of Streptomyces lasiicapitis (B22)
and S. neyagawaensis (B31), against P. capsici (Pc2) in poblano peppers plants, variety Ancho
San Luis, under greenhouse conditions. The experiment consisted of plants inoculated with Pc2
and the application of the Strepfomyces strains individually or in combination (B22+Pc2,
B31+Pc2 or B22+B31+Pc2), positive control Ctrl+ (Pc2) and negative control Ctrl- (water).
Plants inoculated with B22+Pc2 showed 56% less severity in the plant pepper wilt and 16% less
root damage, compared to Ctrl+. The amount of Pc2 inoculum relative to Ctrl+ was suppressed
by 65% in plants treated with B22+Pc2. Both strains, either individually or in combination,
promoted earlier phenological stages by 20 to 25 days. Parameters such as the number of fruits,
fruit diameter and length, fresh weight, weight of 100 seeds, percentage of germination and
seed-germinated radicle length were positively influenced by Streptomyces spp.; however there

was no effect on root length and plant height because of the presence of Streptomyces spp.
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1 INTRODUCCION

El control de enfermedades en las plantas esta altamente condicionado al uso de
pesticidas que han generado costos importantes para la salud ptblica y el medio ambiente, en
este sentido, la aplicacion de agentes de control bioldgico que aprovecha la produccion de
enzimas liticas y antibioticos para inhibir o controlar el crecimiento de los patdgenos en plantas,
representa una opcioén importante para el manejo de plagas (Herrera-Estrella y Chet, 2004;

Bushal y Mmbaga, 2020).

La marchitez en Capsicum annuum es una enfermedad causada por Phytophthora
capsici, las especies de Phytophthora no pertenecen al reino Fungi, estan incluidas en el reino
Stramenopila como las algas pardas, diatomeas y mohos de agua (Drenth y Guest, 2013),
aspectos como sus origenes evolutivos en agua convierte a este oomiceto ampliamente
distribuido por todo el mundo y cuyo rango de hospedadores es amplio, en un patdégeno
altamente destructivo que causa pudricion a nivel radicular y base del tallo; incluso genera
pudricidon o manchas en frutos lo que convierte a este oomiceto en una limitante en la produccion

(Granke et al., 2011).

Los fungicidas tienen alta participacion para controlar P. capsici sin embargo las
diferencias entre oomicetos y hongos y el desarrollo de resistencias representan desafios y
riesgos (Wu et al., 2020), en conjunto los métodos agricolas y quimicos son poco elegibles para
manejar este patdgeno por la capacidad que tienen las oosporas para mantener su viabilidad atin
después de largos plazos y condiciones extremas ambientales en el suelo (Zhang et al., 2010).
Pruebas in vitro han demostrado que aislamientos de P. capsici en agua estéril han mantenido
capacidad de supervivencia después de ser conservados durante 21 afios (Molina-Gayoso ef al.,

2016).



En la actualidad se ha considerado como alternativa el control biolégico mediante la
aplicacion de ciertas bacterias dentro de estas se incluyen los actinomicetos, grupos de bacterias
que producen compuestos como enzimas liticas y metabolitos de tipo antibiotico que inhiben la
germinacion o controlan el crecimiento de algunos fitopatdogenos en plantas (Ezziyyani et al.,
2004; Bautista-Calles et al., 2014; Rodriguez-Guerra et al., 2019; Trinidad-Cruz et al., 2021)
que han mostrado capacidad antagonista.Los actinomicetos, principalmente del género
Streptomyces han resaltado por tener un amplio espectro de accion pues han demostrado
capacidad de inhibir diferentes géneros de hongos y oomycetes fitopatogénos (Reyes-Tena et

al., 2015).

1.1  Justificacion

Los problemas fitosanitarios involucrados en la produccion del cultivo de chile en
México estdn comprendidos por un conjunto de patdgenos que provocan la marchitez del chile.
En el estado de Guanajuato esta enfermedad compromete en diferentes grados cerca del 90% de

la superficie sembrada que se traduce en pérdidas del 40 al 100% del cultivo (Pons-Hernéndez

et al.,2020).

Phytophthora capsici es el agente causal mas relevante de la marchitez en chile y la
principal accidn para controlarlo es el uso de fungicidas quimicos cuya accidn estd limitada por
las diferencias entre oomicetos y hongos. Su uso constante causa diferentes riesgos como la

resistencia del patdgeno, dafio a la salud humana y contaminacion ambiental (Wu ef al., 2020).

Esta ampliamente documentado el potencial que tienen los actinomicetos, especialmente
el género Streptomyces, para su uso como agentes de control bioldgico por ser una fuente amplia
de metabolitos bioactivos que estan involucrados en la inhibicion o reduccidn del crecimiento

de fitopatogenos como Phytophthora capsici (Trinidad-Cruz et al., 2021).

Entre los compuestos bioactivos que produce Streptomyces spp. también hay hormonas
de crecimientos como las auxinas y giberelinas lo que cataloga a estas bacterias como

promotoras de crecimiento vegetal.

Uniendo el factor de virulencia con la promocion de crecimiento, es importante
caracterizar los efectos por aplicacion de Streptomyces spp. en el desarrollo de la planta en
presencia de un patogeno que compromete su desarrollo en las diferentes etapas fenoldgicas y

de produccion. Asimismo, es necesario comprender la interaccion del agente de control
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bioldgico como antagonista a Phytophthora capsici, asi como su dualidad de funcion al
promover el crecimiento y desarrollo en planta atin en presencia del patégeno y en interaccion

con otros microorganismos presentes en el suelo.

1.2  Hipotesis
La aplicacion de Streptomyces spp. en plantas de chile inoculadas con Phytophthora
capsici inhibe la proliferacion Phytophthora capsici y la severidad del dafo en planta,ademas

promueve el crecimiento y desarrollo vegetal.

1.3  Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Evlauar la actividad antagénica contra Phytophthora capsici (Pc2) y la promocion de
crecimiento de Streptomyces lasiicapitis (B22) y Streptomyces neyagawaensis (B31) en plantas

de chile poblano variedad Ancho San Luis..

1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la incidencia y severidad en tallo y raiz ocasionada por P. capsici en
plantas de chile tratadas con Streptomyces spp.

2. Identificar el efecto por aplicacion de Streptomyces spp. en la aparicion de cada
etapa fenologica en plantas de chile.

3. Establecer los efectos en el crecimiento y rendimiento de plantas de chile por
aplicacion de Streptomyces spp.

4. Determinar la calidad de la semilla de chile producida posterior al tratamiento

con P. capsici'y Streptomyces spp.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Aspectos generales del chile
2.1.1 Origen y dispersion
La hipdtesis més aceptada en relacion con la procedencia del género Capsicum habla de
un “area nucleo” ubicada en Bolivia surcentral, la migracion posterior a los Andes y Amazonia

permitié fendomenos de radiacion adaptativa y especiacion (Aguirre y Mufioz, 2015).

Analisis de restos arqueobotanicos hallados en el valle de Tehuacan, Puebla, zona
considerada pionera de la agricultura y la irrigacion mesoamericana (SRE, 2018), permitieron
reconstruir la dieta del habitante que corresponde a la fase El riego (7000 y 5000 a.C.). Los
coprolitos encontrados revelaron presencia de restos de carne, semillas y tejido de chile que en
conjunto probablemente son las evidencias mas antiguas de este cultivo ya domesticado en
Mesoamérica (Byers, 1967). Long-Solis (2013) proporciona una lista de horizontes y sitios en
donde hubo restos de chile en las excavaciones que muestran posibles casos de difusion por

contacto (Cuadro 1).

Cuadro 1. Horizontes y sitios con descubrimientos de restos de chile.

Puebla QOaxaca Cuenca de México Tamaulipas
(%%%%ﬁ 511(1)81(5)51(15[6) Tehuacan Guila Naquitz Tenzci:itlén Ocampo
Sy e IR o
( IC()](?-S;(E)%) Tehuacan Loma Ocampo
(1;%500_1%;0) Tehuacan Torremote Ocampo

Nota. Cuadro adaptado de Sitios arqueologicos con restos de chile (Long-Solis, 2013).



La difusion de esta planta a nivel mundial ocurrié después del descubrimiento de
América, no hay referencias previas a este suceso que sefialen la existencia del cultivo en otros
continentes. Ademas de Cristobal Colon, hubo conquistadores de diversos origenes (espafioles,
portugueses, ingleses, holandeses y turcos) que se encargaron de que la migracion de la planta

sucediera mediante semillas y esquejes durante el siglo XVI (Long-Solis, 2013).

2.1.2 Aplicaciones del chile en la gastronomia e industria
El empleo principal de este fruto se enfoca en el area culinaria, funge como un elemento
que proporciona color, sabor, pungencia y textura a los alimentos (Aguilar Meléndez y Giiemes
Jiménez, 2020); es posible consumirlos en su forma fresca, cocida o como condimento; su
presentacion mas habitual es en chiles congelados, deshidratados, encurtidos o enlatados

(SAGARPA, 2017).

Para fines industriales el chile es materia prima en la obtencion de oleorresina (mezcla
de carotenoides, capsaicinoides y algunas vitaminas) presente en la preparacion de embutidos y
carnes frias, pinturas marinas, en el extracto base de algunos repelentes y en la mejora de
mezclas de tabaco (Zamora et al., 2017; Cardona et al., 2006). La capsaicina, compuesto

derivado del chile, es aplicada en el dmbito medicinal como analgésico topico (Bosland y

Votava, 2012).

2.1.3 Importancia del chile en la dieta humana
Existen varios compuestos bioactivos presentes en los frutos del chile como los
antioxidantes que incluyen a la vitamina C, el compuesto hidrosoluble vitamina E y la vitamina
P. El chile (en mayoria rojo) contiene cantidades significativas (21 600 RE(ng) /100 g) de a-By
y-carotenos, que son precursores de la vitamina A y responsables de la coloracion roja del fruto.

En conjunto la vitamina C y A son los principales antioxidantes de la dieta humana (Teodoro et

al., 2013; Bosland y Votava, 2012; Gerald y Combs, 2012).

Entre los alcaloides que contiene el fruto el que mas abunda es la capsaicina, responsable
de conferir la pungencia al fruto, es un agente antiinflamatorio y analgésico. Esta hortaliza
contiene un complejo de vitaminas B (tiamina), B» (rivoflavina) y B3 (niacina); ademas de otros
constituyentes secundarios como los flavonoides, xantofilas y compuestos fendlicos que

intervienen en los procesos de oxidacion, al eliminar radicales libres, por lo que resultan



importantes para prevenir enfermedades degenerativas comunes (Hervert-Hernandez et al.,

2010).

2.1.4 Descripcion taxonomica del chile
Todos los chiles pertenecen al género Capsicum que engloba a cultivos como la papa, el
tomate y el jitomate que al igual que la planta de chile corresponden a la familia de las
solanaceas. Hay 31 especies de chiles reportadas (Aguirre y Mufioz, 2015) de las cuales 12,
incluyendo ciertas variedades, son utilizadas por el humano (Waizel-Bucay y Camacho, 2011)
y cinco han sido domesticadas: C. baccatum, C. chinese, C. pubescens, C. frutescens y C.

annuumi.

2.1.5 Descripcion morfoldgica del chile

En funcién de la variedad, la planta de chile puede tener habito de crecimiento en forma
de hierba o arbusto que, aun cuando puede medir hasta 4 metros de alto, generalmente es mas
pequeiio. El tallo de la planta es erecto y ramificado, sus hojas son alternas y ovadas de hasta 10
cm, pero comunmente son mas cortas; las flores crecen solitarias y ocasionalmente en pares, el
caliz tiene forma acampanada y la corola es blanca, verdosa, amarillenta o violeta con cinco
pétalos que tienden a tener forma triangular que contienen cinco anteras unidas a filamentos, los
pedicelos son mas largos y crecen en direccion al apice de manera curva. El tamafo, forma y
color del fruto son diferentes entre variedades y suelen ser carnosos y huecos en el interior con

numerosas semillas circulares, planas y amarillentas (CONABIO, 2012).

El chile poblano es una planta herbacea que mide de 80 a 90 cm de altura, los tallos son
ramificados y sus hojas miden cinco centimetros de largo por dos de ancho; el color de las flores
puede ser blanco o crema. Cuando es de Optima calidad mide mas de 10 cm de largo y seis cm
de ancho, puede tener forma conica o conica-truncada y una hendidura bien marcada en la zona
de unidn al pedinculo; las paredes del fruto son gruesas y onduladas en ocasiones (Long-Solis,

2013; Benitez -Victorino, 2015).

2.1.6 Requerimientos de clima y suelo para el cultivo de chile
La etapa fenoldgica rige el valor de temperatura Optima necesaria para el desarrollo
normal del chile; la germinacion se efectia entre 25 y 35 °C, el desarrollo vegetativo sucede en
temperaturas de 17 a 30 °C y la temperatura idonea para la etapa de fructificacion es entre 18 a

27 °C, temperaturas superiores o inferiores comprometen la formacion del fruto. Mientras que,



el valor de porcentaje de humedad relativo necesario durante el desarrollo debe ser entre 70 y
90%. Aun cuando el cultivo de chile puede adaptarse a diferentes suelos, presenta mejor
desarrollo donde la textura es arenosa, franco limoso o franco arcilloso y tiene la capacidad de
retener el agua y un buen drenaje, para inducir a un buen desarrollo; el pH optimo para el cultivo

varia de 5.0 a 7.0 (Barrantes-Jaikel, 2010; SIAP, 2010).

2.1.7 Produccion internacional, nacional y estatal del cultivo de chile
De acuerdo con el Atlas Agroalimentario 2022 elaborado por el Servicio de Informaciéon
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), de los paises que producen chile verde,en todos sus
subtipos, China es el principal productor con cerca de 16 000 000 de toneladas (Miranda, 2021);
reportes mas recientes indican que México es el segundo productor mundial con una cosecha de
3 681 061 t. Su principal cliente es Estados Unidos que adquirio 1 151 314 t en 2024 seguido
por Alemania, Canadd, Espafia, Reino Unido, Guatemala, Paises Bajos, Japon, Francia,

Australia y Brasil (SIAP, 2024).

Aun cuando en todo el pais existen areas de siembra de chile, Chihuahua destaca en
volumen de cosecha (640,814 t) seguido por Sinaloa, Zacatecas, San Luis Potosi, Jalisco,
Sonora, Michoacan, Guanajuato, Baja California Sur y Veracruz (SIAP, 2023). El dato mas
reciente de produccion en general es de 36 585 698.35 (miles de pesos) para el cierre del afo
2022; el anuario de produccion agricola 2022 posiciona al chile verde tipo morrén como la
principal variedad con valor de produccion de $8 540 358.99 (miles de pesos) y después a los
chiles tipo jalapefio ($5 853 581.23), verde poblano ($4 246 831.81), serrano ($3 111 234.81)y
seco mirasol ($2 574 259.95) (SIAP, 2022).

Para la variedad de chile verde poblano las 10 241.81 h destinadas a cultivo
representaron un valor de produccion de $4 246 831.81 miles de pesos; el estado de Zacatecas
fue el principal productor con 6 079.50 h cosechadas ($1 122 162.57 miles de pesos) seguido
de Guanajuato con 3 270.50 h cosechadas ($830 210.80 miles de pesos) y Jalisco con 1 625.50
h ($647 047.55 miles de pesos) (SIAP, 2022).

A nivel municipal, la produccion de chile verde poblano estda mayormente representada
en San Felipe con 1 560 h de produccion ($355 555.20 miles de pesos) y Dolores Hidalgo con
920 h ($244 720.00 miles de pesos) (SIAP, 2022).



2.1.8 Enfermedades en el cultivo de chile
En general las principales enfermedades que afectan al cultivo de chile conducen a la
pérdida en rendimiento y calidad de frutos y todas se valen de elementos como un hospedero
susceptible en condiciones medioambientales 6ptimas y el desarrollo de una patologia con un

agente causal virulento como hongos, bacterias, virus y nematodos (Soto, 2018).

La marchitez del chile es una enfermedad cuyos sintomas son la pudricion a nivel de
cuello y en raiz, manchas necroticas en la base de los tallos, clorosis y pudricion en aquellos
frutos bajo condiciones de alta y constante humedad. Los principales patogenos que involucran
este grupo de sintomas son Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum; ambos se diseminan
por escurrimiento superficial y debido a un riego excesivo o una mala capacidad de drenaje

(Soto, 2018).

Alternaria alternata es una patégeno comun en la planta de chile y aunque dafa todas
las partes de la planta, incluidas la semilla, la flor, el futro y el brote, su presencia se manifiesta
principalmente en manchas foliares en forma de anillos concéntricos en tonos verduzcos

(Kazerooni et al., 2021).

Xanthomonas vesicatoria es una bacteria Gram negativa patdogena y es el agente causal
de la enfermedad de la mancha bacteriana en chile que causa importantes pérdidas en
produccion. El inicio del proceso de infeccion de X. vesicatoria puede suceder en los estomas,
hid4todos o lesiones foliares y la colonizacidon continua en el tejido vegetal lo que induce a

proceso de necrosis en hojas o frutos (Valerio-Landa et al., 2021).

Otro grupo de microorganismos patdogenos son los virus, las plantas con virosis en
general tienen sintomas asociados a cambio de color como la presencia de mosaicos, moteados
y necrosis; el ciclo de vida es mas corto y las plantas comunmente presentan ampollamiento y

enanismo (Gonzalez-Franco et al., 2014).

2.2 Aspectos generales de Phytophthora capsici

2.2.1 Origen y control de Phytophthora capsici
Los primeros registros de plantaciones afectadas por el género Phytophthora se
relacionan con la crisis humanitaria conocida como la gran hambruna Irlandesa (1845-1846)
que implico severos dafios en plantaciones de papa por la subita aparicion de un oomiceto que

se creia era un hongo que ocasion6 la enfermedad conocida como tizon tardio (Phytophthora
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infestans) esto provoco muerte por inanicion (pues la papa era la base de su dieta) y emigracion

de una gran cantidad de Irlandeses (Ribeiro, 2013; Sadurni, 2020).

Phytophthora capsici tuvo su primer registro en 1922; aislados de chile en las parcelas
de campo de la Estacion Experimental Agricola de Nuevo México (1918) permitieron su
descripcion, ademas se determind que no solo era un patoégeno especifico del chile, sino que
también tiene presencia en cultivos como el tomate, berenjena y cucurbitaceas (Lamour et al.,

2011).

En la actualidad P. capsici es un patogeno que estd involucrado en importantes pérdidas
de la mayoria de las zonas de produccion de cultivo de chile del mundo por la capacidad que
tiene este patdgeno de adquirir resistencia genética y por su ciclo biologico. Actualmente se han
reunido esfuerzos principalmente en el drea de ingenieria genética que han permitido logros
como generar variedades resistentes a este patdgeno como “Criollo de Morelos 334, una

variedad autdctona de México (Sanogo et al., 2023).

2.2.2 Taxonomia, ciclo de reproduccion y sintomas de Phytophthora
capsici
Phytophthora pertenece al reino Stramenopila, filo Oomycota, clase Oomycetes, orden
Peronosporales, familia Pythiaceae. Se trata de un patégeno hemibiotréfico que al igual que
otros miembros de este género es destructivo (por ejemplo P. infestans o P. ramorum) tiene una
epidemiologia agresiva dado el nimero masivo de esporas asexuales presentes en el huésped

infectado (Lamour et al., 2012).

El ciclo de la enfermedad incluye la reproduccion sexual que consiste en el apareamiento
de dos hifas diferentes, pues es un patogeno heterotalico (Iribarren et al., 2016), los individuos
con un conjunto especifico de genes forman estructuras reproductivas con otros individuos para
completar su ciclo reproductivo. La reproduccién asexual origina zoosporas flageladas que
provienen de esporangios. La zoospora subsiste en el suelo o tejido vegetal para poder germinar
y producir micelio seguido de esporangidforos y esporangios; la presencia de agua permite su
movilidad y germinacion directa o diferenciacion en numerosas zoosporas; tanto los esporangios
como las zoosporas, al germinar, pueden formar estructuras denominadas apresorios y tubos

germinativos que penetran directamente sobre la superficie de la planta mediante heridas o



aberturas naturales como los estomas o lenticelas (Figura 1) (Quesada-Ocampo et al., 2023;
Ribeiro, 2013).

Aunque multiples cultivos son afectados por P. capsici los sintomas siempre incluyen la
pudricién de raiz, foliar, del fruto y tallo, lo que constrifie el paso de agua y como respuesta, la

planta se marchita y eventualmente muere (Quesada-Ocampo et al., 2023).

La afinidad que tienen las zoosporas por las raices de la planta, la tolerancia a diferentes
rangos de condiciones ambientales,la latencia de las zoosporas durante afios por su pared celular
gruesa y la variacion genética significativa, son factores que provocan que la enfermedad sea

dificil de controlar (Lamour ef al., 2012; Quesada-Ocampo et al., 2023).

Oospore germinates

to produce sporangia Sporangium

Sporangium containing

Oosp@ /
/

Direct germination

g of sporangium
Meiosis

Kariogamy
Sporangiophore
£ on infected plant
)
|/ Sporangium
—, releases
| zoospores in
Oogonium - the presence

of water

Antheridium

Sporangia and zoospores

infect plant

Propagules in soil
infect plant

Figura 1. Ciclo de reproduccion de Phytophthora capsici. El oomiceto puede producir oosporas y
zoosporas, estructuras de reproduccion sexual y asexual respectivamente. En la reproduccion sexual el tipo Al de
P capsici forma estructuras reproductivas con el tipo A2 de P. capsici; la oospora germina para producir
esporangios que pueden germinar directamente o producir zoosporas en presencia de agua; ambas estructuras
terminan por formar apresorios (Quesada-Ocampo et al., 2023).
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2.3 Aspectos generales del género Streptomyces

Los estreptomicetos pertenecen al filo Actinobacteria, un conjunto de bacterias
filamentosas unicelulares que producen esporas y con capacidad insuperable para la produccion
de diversos metabolitos secundarios bioactivos, este filo comprende bacterias Gram positivas
que son valiosas para aplicaciones biotecnologicas especialmente las Streptomyces spp. que

producen la mayoria de dichos compuestos (Charter, 2013; Puttaswamygowda et al., 2019;

Ortenberg y Telsch, 2003).

Streptomyces spp. estan ampliamente distribuidas en el suelo, pertenecen al dominio
Bacteria, filo Actinobacteria, orden Actinomycetales, suborden Streptomycineae y familia
Streptomycetaceae. Producen metabolitos secundarios como antibidticos, fungicidas (hidrolasas
como celulasas y quitinasas) o moduladores de la respuesta inmunitaria (Waksman y Henrici,

1943), ademéas de compuestos que no son necesarios para el crecimiento o reproduccion.

Esta ampliamente documentado que los metabolitos secundarios producidos por
Streptomyces proporcionan ventajas competitivas al cumplir diferentes funciones, como
promotores de crecimiento en plantas de frijol (Garcia-Bernal et al., 2022), pepino (Omar ef al.,
2022), tomate (Chavez-Avila et al., 2023) y chile (Robles-Hernandez et al., 2015; Sanchez-
Garcia et al., 2019).

En cuanto a efectos de biocontrol la evidencia sefiala que estas bacterias tienen potencial
antagonista frente a microorganismos competidores que incluyen bacterias como Ralstonia
solanacearum en jitomate (Manigundan et al., 2022; Zaki et al., 2022) y hongos como
Botryosphaeria dothidea en ardndanos (Wang et al., 2022), Colletotrichum gloeosporioides en
mango (Zhou et al., 2022), patdgenos que causan pudricidn en raiz en frijol (Diaz-Diaz et al.,
2023), Fusarium oxysporum f. sp. cubense agente causal de la marchitez del banano (Zhang et
al., 2022) y Magnaporthe oryzae un hongo presente en el arroz (Liu ef al., 2022; Law ef al.,
2017).

En el cultivo de chile se ha buscado controlar el complejo de patégenos que estan
involucrados en la enfermedad de la marchitez del chile como Fusarium spp., Robles-
Hernandez et al. (2015) evaluaron la efectividad de la cepa de Streptomyces sp. PRIO41 como

agente de biocontrol de Fusarium spp. en plantas de chile jalapefio y reportaron efectividad por
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parte de PRIO41 tanto en ensayos in vitro como en pruebas en invernadero donde el agente de

biocontrol redujo la marchitez por Fusarium spp. hasta en un 40%.

Streptomyces spp. también ha sido utilizada para controlar a P. capsici en plantas de
chile. Estudios en invernadero realizados por Sanogo y Lujan (2022) reportaron porcentajes
mayores a 50% de plantas de chile sobrevivientes inoculadas con P. capsici cuyo suelo fue

tratado con S. lydicus y S. griseoviridis, en comparacion con suelo no tratado.

2.4 Ciclo de vida y condiciones de crecimiento del género Streptomyces

En medios so6lidos Streptomyces spp. acumula nutrientes como lipidos, glucdégeno y
polifosfatos que estan implicados en la formacion de micelio aéreo (una red densa y ramificada
de hifas compartimentadas) cuando hay deficiencia nutricional. Una segunda fase consiste en el
desarrollo de hifas aéreas a partir del micelio formado, estas se nutren de los productos de la
degradacion del micelio. La tercera fase implica que las hifas sufran un proceso de rizado,
formacion de septos y engrosamiento de la pared celular con el fin de generar esporas
unicelulares en cadena que cuando se liberan y tienen condiciones idoneas, germinan para

generar un nuevo micelio (Figura 2) (Torres ef al., 2023).

En medio liquido la formacién de micelio es similar a como sucede en medio solido,
pero la segunda fase de crecimiento genera variedad de morfologias como micelios totalmente
dispersos que se comportan como células individuales, redes de micelio abiertas y pellets o
granulos que son estructuras mas densas. Las morfologias pueden coexistir en el mismo
biorreactor pero la especie determina la presencia de los tipos morfoldgicos (Figura 2) (Lijtai-

Szabd et al., 2022; Torres et al., 2023).

Generalmente los estreptomicetos se consideran mesofilos, pues crecen bajo
temperaturas de entre 10 y 37 °C, ademas se comportan como neutrdfilos (crecen en pH 5.0 y
9.0 con un optimo cercano a pH 7.0). Estos microorganismos son descritos como aerobios
obligados y esto dependende del estado nutricional del medio, pues en medios pobres presentan

crecimiento microaerdfilo limitado (Kdmpfer, 2012).

2.5 Morfologia del género Streptomyces
Diferentes ensayos de caracterizacion describen a las colonias de Streptomyces spp.

como regulares con centros ligeramente elevados y compactos, esporulacion y textura seca,
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micelio con filamentos rectos, flexibles y largos, esporas en cadena con forma espiral y
superficie lisa (Zhong et al., 2023; Zohra et al., 2022; Zheng et al., 2019). El color de la masa
aérea es variable pues Streptomyces spp. pueden producir una amplia variedad de pigmentos
que son responsables del color de los micelios vegetativos y aéreos y depende de la especie

incluso, tipo de medio de cultivo (Tian ef al., 2024; Nandhini et al., 2018; Kampfer, 2012).
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Figura 2. Ciclo de vida de Streptomyces spp. a) En medio sélido y b) liquido (Torres et al., 2023).
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2.6  Streptomyces spp. como promotor de crecimiento vegetal

Existe vasta documentacion acerca de las funciones que tienen las actinobacterias en el
suelo, y la clasificacion de promotores del crecimiento vegetal que adquieren por realizar
procesos como la degradacion y mineralizacion de compuestos organicos, los cuales conducen
a la produccion de diversos compuestos bioactivos como las auxinas y giberelinas; ambas

reguladoras de crecimiento vegetal (Condori-Pacsi et al., 2019).

Las auxinas proporcionan diferentes efectos a nivel vegetal como la formacion y
elongacion de tallos, produccion de raices adventicias y el aumento de la dominancia apical, a
nivel celular estan involucradas en procesos de division, elongacion y diferenciacion celular.
Las giberelinas a nivel vegetal cumplen con procesos de elongacion de raices, hojas jovenes,
floraciéon y la generacion de brotes axilares; a nivel celular son capaces de sustentar la
proliferacion de tejidos vegetales madre y producir una alta division celular (Alcantara-Cortes

et al., 2019).

2.7 Streptomyces lasiicapitis

Lan et al. (2017) documenta la primera identificacion de Streptomyces lasiicapitis
aislada de individuos Lasius fuliginosus L., segln la region de colonia observada, la morfologia
puede corresponder a micelio de sustrato bien desarrollado, hifas aéreas en forma de cadenas de
esporas largas, rectas o sinuosas; las esporas con apariencia de bastoncillos inmoviles con
superficie lisa; el color del micelio del sustrato va de blanco rosado a naranja rojizo y la masa
aérea del blanco rosado a rojo. Temperaturas de 28 °C y pH 7.0 son ideales para su crecimiento
(Lan et al., 2017). Este actinomiceto es capaz de producir concanamicina, compuesto que
presenta actividad antibacteriana y antifungica que originalmente se detectd en aislados de

micelio de Streptomyces olivaceus (Hans-Peter et al., 1996).

Escrutinios in vitro evidenciaron potencial inhibitorio de la cepa B22 sobre Rhizoctonia
solani, Phytophthora capsici y Fusarium oxysporum, y que ademas que muestra accion
fungistatica significativa sobre P. capsici, con un valor de porcentaje de inhibiciéon de
crecimiento radial del 100% a las 24, 48 y 72 horas de confrontacion(Sanchez-Garcia et al.,
2019). Ensayos posteriores de identificacion molecular confirmaron que esta cepa guarda

similitud en un 100% con S. lassicapitis (Sanchez-Garcia et al., 2022).
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2.8 Streptomyces neyagawaensis

Descrita y nombrada en un reporte de investigaciéon sobre antibidticos agricolas
(Yamamoto et al., 1960). Streptomyces neyagawaensis fue aislada de suelo de Neyagawa,
Osaka, Japon, la composicion del medio de cultivo determina la morfologia de las esporas,
pueden ser cadenas de esporas largas en forma de espiral o cadenas cortas en espiral ya sea
flexuosas o rectas. La superficie de la espora es lisa presenta colonias circulares arrugadas que
forman una masa negra himeda higroscépica conforme madura el cultivo; esta masa aérea es
grisacea, el reverso de la colonia es oliva oscuro o marrén (Kédmpfer y Goodfellow, 2012;
Shirling y Gottlieb, 1972). Sus condiciones de crecimiento son temperaturas de 26 °C y pH

neutro.

Este actinomiceto tiene propiedades antimicrobianas sobre bacterias, hongos y
protozoos, esto se atribuye a la concamicina, el principal producto de su metabolismo secundario
(Hwang et al., 2013; Kumari et al., 2020). Esta especie posee un amplio espectro de actividad
antialgas, se ha demostrado que puede suprimir la biomasa de la cianobactera Mycrocystis
aeruginosa (Hee-jin et al., 2005; Batt, 2014). En cuanto a control fungico hay reportes de
inhibicion de Rhizoctonia solani presente en Zoysia japonica por efecto de aplicacion de
S. neyagawaensis (Jeon et al., 2021). Ademas, ensayos de confrontacion revelan efecto
antagénico de S. neyagawaensis sobre Phytophthora capsici en un 100% (Sanchez-Garcia;

Com. Pers. 2023).
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3 METODOLOGIA

3.1 Area de estudio

Este ensayo se realizé en las instalaciones del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias, Campo Experimental Bajio (INIFAP-CEBAJ) Celaya,

Guanajuato.

3.2 Material biologico

3.2.1 Antagonista bacteriano
Se emplearon dos cepas de actinomicetos pertenecientes al género Streptomyces
previamente identificadas y caracterizadas molecularmente como S. lasiicapitis (B22) (NCBI
ON361556) y S. neyagawaensis (B31) (NCBI OL619256), conservadas en agua a temperatura

ambiente.

3.2.2 Material patogénico
Se utilizd Phytophthora capsici Pc2 aislado de las raices de plantas de chile tipo
“chilaca” que presentaron sintomas de pudricion radicular, de la comunidad de Chirimoya,
municipio de San Felipe, Guanajuato, México (21° 36' 16.7" N — 101 ° 04' 58.3" O) (Sanchez-

Garcia et al., 2022). La cepa proporcionada estuvo conservada en agua a temperatura ambiente.

3.3 Actividad antagonica de B22 y B31 contra Phytophthora capsici

3.3.1 Material vegetal
Fueron utilizadas semillas de chile poblano (Capsicum annuum) variedad ancho San

Luis.

3.3.2 Tratamiento de semillas y condiciones de crecimiento
Las semillas fueron enjuagadas con agua corriente durante un minuto. Posteriormente,
las semillas fueron embebidas en una solucion de hipoclorito de sodio 2% (v/v) (a partir de cloro

comercial 6% (v/v)), durante dos minutos; se enjuagaron con agua destilada estéril y se
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colocaron sobre toallas de papel absorbentes previamente esterilizadas para retirar el exceso de
humedad. En invernadero las semillas se colocaron en charolas de germinacion de 200
cavidades con sustrato tipo Sunshine® esterilizado e hidratado y fueron regadas cada tercer dia
durante los dias previos a la germinacion; 10 dias después de la siembra, durante la emergencia
de las plantulas, el riego se realizé cada dos dias durante los siguientes 30 dias, y posteriormente
el riego fue aplicado diariamente hasta el término del experimento. La temperatura promedio

del invernadero fue de 28.8 °C y el promedio de humedad 47.8% durante todo el ensayo.

Las plantulas se mantuvieron en las charolas durante 60 dias, y posteriormente fueron
transferidas a macetas cuadradas de 432 cm® con el mismo tipo de sustrato. Posterior al
trasplante se inicio el proceso de fertilizacion con una solucion nutritiva para hortalizas 10-8-18

(N, P, K) con una preparacion de dos gramos de fertilizante por litro.

3.3.3 Diseiio experimental y analisis estadistico

Los tratamientos se distribuyeron en un disefio completamente al azar, con tres
repeticiones. El experimento consistio en cinco tratamientos: Ctrl- (control negativo): plantas
que no fueron inoculadas con P. capsici ni Streptomyces spp., Unicamente regadas con agua
corriente (21 unidades), Ctrl+ (control positivo: plantas tinicamente inoculadas con P. capsici
(22 unidades), Pc2 + B22 : plantas inoculadas con P. capsici 'y S. lasiicapitis (42 unidades) Pc2
+ B31: plantas inoculadas con P. capsici y S. neyagawaensis (42 unidades) y Pc2 + B22 + B31:
plantas inoculadas con P. capsici, S. lasiicapitis y S. neyagawaensis (42 unidades). En total
fueron 169 unidades experimentales. Las variables de respuesta fueron sometidas a un analisis
de varianza (ANOVA) y una prueba de comparacion de medias Tukey (p < 0.05) mediante el

paquete estadistico Minitab.

3.3.4 Preparacion medio liquido para reproducir Streptomyces spp.

El medio de cultivo utilizado para generar el crecimiento de las cepas de actinobacterias
fue el medio SNA (Spezieller Nahrstoffmmarmer Agar, por sus siglas en inglés) modificado
(Nirenberg, 1976): 1 g L' KH2PO4, 1 g L' KNO3, 0.5 g L' MgS047H,0, 0.5 g L' KC1,02 g
L' glucosa, 5 g L™ sacarosa y 5 gr L! extracto de levadura. Para cada cepa se prepararon 750
mL de medio de cultivo y se esterilizé a 121 °C, 103 kPa por 15 minutos; una vez que la
temperatura del medio descendi6 a temperatura ambiente, en condiciones asépticas y con ayuda

de un bisturi, trozos de medio PDA (Agar Papa Dextrosa) previamente inoculado con las cepas,

17



fueron transferidos al frasco con medio liquido SNA modificado. Las condiciones de incubacion

fueron: agitacion orbital a 130 rpm, 27 °C por 26 dias.

3.3.5 Conteo de esporas en medio SNA modificado

Para determinar la concentracion de esporas por mL de medio de cultivo, un mL de
medio fue colocado en tubos conicos de 15 mL que ya contenian 9 mL de agua destilada estéril,
el contenido fue agitado vigorosamente con un vortex por un minuto. Posteriormente, se
realizaron diluciones hasta 107 de esta dilucion y después se tomo una alicuota de 20 uL que
fue colocada en una camara de Neubauer para el conteo de esporas y definir la concentracion.
Generalmente en escrutinios en invernadero y campo se utiliza una concentracion de 1 x 108
esporas mL™! (Cooney et al., 1997; Michel-Aceves et al., 2008), por lo tanto la concentracion
de aplicacion fue ajustada a una concentracion de 1 x 10® esporas mL™! (Sanchez-Garcia et al.,

2019; Trinidad-Cruz et al., 2021).

3.3.6 Produccion de zoosporas de P. capsici

La produccion de esporangios a partir de la cepa Pc2 se obtuvo mediante el protocolo de
Ristiano (1990) con modificaciones. A partir de aislados de Pc2 en cajas Petri con medio de
cultivo V-8 (200 mL L jugo V8 clarificado, 3 g L' CaCO3, 15 g L' Agar) fueron colocados
pequetios fragmentos de Pc2 (previamente inoculado en PDA) e incubadas durante una semana
a 27 °C. Con ayuda de un sacabocados se hicieron cortes sobre el medio V-8 y fueron
transferidos a una caja Petri con una capa poco profunda de agua destilada estéril, los trozos de
agar en agua se mantuvieron a 27 °C durante 72 horas. Completado el periodo de incubacion se
pudo apreciar la presencia de esporangios entre el trozo de medio y sus periferias. Para inducir
la liberacion de zoosporas, las cajas Petri se mantuvieron a 4 °C durante una hora y después a
27 °C durante media hora. Terminando la etapa de choque térmico se pudieron apreciar el
rompimiento de los esporangios y liberacion de zoosporas en el agua. Con ayuda de una
micropipeta se recuper6 todo el liquido posible, obteniendo una solucion de la que se determind

su concentracion con ayuda de una camara de Neubauer.

3.3.7 Inoculacion de plantas de chile con Streptomyces spp.
Plantas de chile de 60 dias después de su germinacion, fueron inoculadas con una
solucion de indculo de Streptomyces (cepas B22 y B31), seglin el tratamiento, con un volumen

de 10 mL, a una concentracion de 1 x 10% esporas mL™! (Sanchez-Garcia et al., 2019; Trinidad-
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Cruz et al., 2021). El indculo fue colocado a la altura de la base del tallo con ayuda de una
jeringa estéril. A los tratamientos Ctrl+ (plantas inoculadas unicamente con P. capsici) y Ctrl-
(plantas no inoculadas con P. Capsici, ni Streptomyces spp.) se les colocaron 10 mL de agua

destilada (Figura 3).

| N

Figura 3. Inoculacion del plantas de chile con Streptomyces spp. Medio liquido ajustado a 1 x 108 esporas
mL-! de indculo de, S. lasiicapitis (B22), S. neyagawaensis (B31) o una combinacién de ambas, aplicado con una
jeringa de 10 mL en la base de tallo de planta.

3.3.8 Co-inoculacion de plantas de chile con Streptomyces spp. y P. capsici

Transcurridos 30 dias de la inoculacion con Streptomyces spp., las plantas fueron
inoculadas con 3 mL de una solucién de zoosporas de P. capsici, previamente ajustada a 1 x 10°
Z0oSsporas mL! (Bowers, 1990; Kim et al., 1997), asi como 10 mL del inoculo de Streptomyces
(1 x 10® esporas mL™!) segn el tratamiento. Las plantas del tratamiento control negativo fueron

tratadas con agua corriente.

En la semana cinco se reinocularon las plantas con la misma cantidad y concentracion
de zoosporas de P. capsici con la finalidad de asegurar la presencia del oomiceto en el sustrato

y el sistema radicular de la planta.

3.3.9 Evaluacion de la severidad de la enfermedad en planta y raiz
Las plantas inoculadas con Pc2 fueron evaluadas durante 13 semanas por el grado de

severidad de la enfermedad, la evaluacion finalizé cuando la unidad en evaluacion muri6 y
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continud para los demds individuos hasta que comenzé la madurez de fruto. Se utilizé una
version modificada de la escala semicuantitativa 0-5: donde 0= sin sintomas visibles de la
enfermedad; 0.5= hojas ligeramente marchitas o lesiones marrones en los tallos; 1= hojas
ligeramente marchitas con lesiones marrones que comienzan a aparecer en los tallos; 2= 30-
50% de toda la planta enferma; 3= 50-70% de toda la planta enferma 4=70-90% de toda la planta
enferma; 5= planta muerta (Sunwoo ef al., 1996). Se obtuvo un valor final semanal resultado de

promediar los valores asignados a cada planta por tratamiento.

El grado de severidad de la enfermedad en raiz fue determinado en la tltima semana del
experimento cuando la mayoria de los individuos ya habia iniciado el proceso de madurez de
fruto y la fructificacion finalizé. El sustrato de la planta se retir6 de manera gentil buscando la
integridad del sistema radicular, la raiz desnuda fue enjuagada con agua corriente con la
finalidad de retirar residuos de sustrato; se documentd el estado de la raiz y de acuerdo a la
escala modificada propuesta por Sunwoo et al. (1996) donde 0= sin lesiones, 1= ligero viraje de

color, 2= ligero adelgazamiento, atrofia y necrosis de raices, 3= Necrosis y atrofia parcial; 4=

Necrosis parcial y total atrofia y 5= Total necrosis y atrofia (Figura 4).

Figura 4. Escala de severidad en raiz segiin apariencia y volumen radicular: 0= sin lesiones; 1= ligero
viraje de color; 2= ligero adelgazamiento, atrofia y necrosis de raices; 3= necrosis y atrofia parcial; 4= necrosis
parcial y total atrofia y 5= total necrosis y atrofia (adaptado de Sunwoo et al., 1996).
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3.3.10 Evaluacion de la incidencia de la enfermedad en plantas de chile

3.3.11  Analisis de suelo de plantas de chile
Previo a la aplicacion semanal de Streptomyces spp., se realizd un muestreo de suelo
para cuantificar las unidades formadoras de colonia (UFC) de P. capsici. Se empleo6 el muestreo
de “cinco de oros” que consistio en tomar aproximadamente un gramo de sustrato de las cuatro
esquinas y centro de la maceta, este procedimiento se realizé en todos los tratamientos para dos

plantas elegidas al azar obteniendo un total de 10 muestras.

El procedimiento descrito se realizO semanalmente previo a la aplicacion de
Streptomyces spp., con la finalidad de monitorear la cantidad de UFC de Pc2 en funcion de la

aplicacion de Streptomyces.

Se pes6 un gramo de sustrato previamente secado a temperatura ambiente, y fue
transferido a un tubo cénico de 15 mL con 9 mL de agua destilada estéril, la mezcla fue sometida
a agitacion durante un minuto mediante un vortex; de la solucion resultante se tom6 una alicuota
para hacer diluciones sucesivas hasta 1 x 107, A partir de la dilucion final 1000 uL fueron
repartidos en cuatro cajas Petri con medio de cultivo Agar-PDA al 25% (10 g de agar papa
dextrosa y 16 g de agar bacteriologico), mediante el uso de un asa de siembra triangular
Drigalski, la alicuota se repartié de manera uniforme en toda la superficie de la caja Petri. Al
finalizar la siembra, todas las cajas fueron emplayadas de manera individual para colocarlas en
incubacion a temperatura ambiente por 48 horas. Cumplido el lapso, las cajas fueron marcadas
con 25 puntos que sirvieron de campos de vision representando el 4% de la totalidad de la caja
Pc2 (Sanchez-Garcia y Rodriguez Guerra; Com. Pers. 2023). Cada colonia de P capsici
observada en alguno de los 25 puntos de cada una de las cuatro cajas fue registrada y

contabilizada.
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3.4 Evaluacion de crecimiento y desarrollo en plantas de chile

3.4.1 Registro de etapas fenoldgicas en plantas de chile
Se registrd la fecha en que las etapas fenoldgicas de las plantas de chile mostraban la

transicion (Figura 5) (Soto-Ortiz y Silvertooth, 2008).

Madurez

comercial

Madurez
fisiologica

Plena
floracion

Pre-floracion

Trasplante

Figura 5. Etapas fenologicas de Capsicum annuum L. (figura modificada de SQM VITAS, 2023).

3.4.2 Altura de la planta desde la base del tallo
En la semana trece del ensayo in vivo se midié la altura de cada planta con ayuda de un

flexébmetro, desde la base del tallo, hasta el punto mas alto de la planta.

3.4.3 Longitud de raiz
El sustrato de la planta fue retirado de manera manual, el resto del sustrato se desprendio
con enjuagues con agua corriente, la raiz desnuda y libre de sustrato fue medida con un

flexémetro desde el inicio de la raiz principal hasta la cofia del mismo sistema radicular.

3.4.4 Conteo de frutos por planta

En la etapa fenoldgica de fructificacion, cada fruto obtenido por planta fue documentado.
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3.4.5 Longitud y ancho de frutos
Para cada fruto se registraron cuatro anchos, dos para el estrato superior del fruto y dos
para el estrato inferior del mismo (eje x y eje y), los cuatro valores fueron promediados para

obtener un tnico valor correspondiente al didmetro central del fruto.

3.4.6 Peso fresco de frutos
Los frutos recolectados se pesaron en una balanza analitica y los valores fueron

registrados y agrupados en tres repeticiones para cada tratamiento.

3.5 Evaluacion de calidad de la semilla recuperada
3.5.1 Peso de 100 semillas

Una vez secos los frutos cosechados, sus semillas fueron recuperadas. Se seleccionaron

100 semillas por cada tratamiento y se registrd el peso de estas.

3.5.2 Ensayo de germinacion
En cajas Petri, con medio PDA al 25%, fueron colocadas dos filas de cinco semillas
(previamente desinfectadas con hipoclorito de sodio comercial al 1%); esto se repiti6é dos veces

para cada uno de los tratamientos contemplando cada fila como repeticion.

Se evalud el porcentaje de germinacion dividiendo el nimero de semillas germinadas

entre el total de semillas que conformaron cada repeticion y la longitud de radicula.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Actividad antagonica de Streptomyces spp. contra P. capsici en plantas

de chile

4.1.1 Evaluacion de la severidad de P. capsici en planta y raiz de chile

La evaluacion de severidad finalizo para cada planta al momento de su muerte y continu6
para las demaés hasta el inicio de la madurez fisiologica del fruto. La severidad maxima promedio
al finalizar la evaluacion fue de 2.2 para B22+Pc2, 2.6 para B31+Pc2, 2.5 para B22+B31+Pc2
y 5 para el Ctrl+. Las plantas inoculadas con B22+Pc2 tuvieron menos plantas con severidad
grado 5 y mostraron hasta 56% menos severidad en comparacion con el Ctrl+, mientras que los
tratamientos B3 1+Pc2 y B22+B31+Pc2 mostraron porcentajes de 48% y 50% menos severidad,
respectivamente (Figura 6). Experimentos similares con diferentes cepas de Bacillus
megaterium, presentaron valores de reduccion de severidad de hasta 50.4% en su tratamiento
mas eficaz (cepa M1-3) indicando también diferencias significativas entre los tratamientos y el
control positivo (Akgiil y Mirik, 2008). En ensayos de biocontrol que incorporaron la aplicacion
de diferentes especies de Trichoderma mostraron su efectividad como supresor de severidad de
la enfermedad causada por P. capsici en porcentajes que van desde 54% hasta 68% (Viracocha-
Mamani y Cadena-Miranda, 2023; Santos et al., 2023). Estos reportes respaldan que la cepa S.
lasiicapitis (B22) se puede posicionar entre los organismos antagonicos que tienen potencial

como agentes de control biologico.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con
cepas antagonistas ni efectos de adicion, ni sinergia dentro del grupo inoculado con la mezcla
de las cepas. La comparacion de medias al interior de cada tratamiento revela que las plantas
inoculadas con Streptomyces spp., presentan aumento gradual de severidad a lo largo de las 13
semanas del experimento. Los tratamientos B22+Pc2 y B31+Pc2 mostraron los primeros

sintomas de severidad de la enfermedad en la semana 3 y 4 respectivamente, posterior a la
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inoculacién con Pc2, en comparacion al Ctrl+, que mostré dafio a partir de la semana 2. Los
tratamientos con Streptomyces spp. (B22+Pc2, B31+Pc2, B22+B31+Pc2) mostraron valores de
severidad menor a 2 sin aumentos de severidad a lo largo de las 13 semanas del experimento,
mientras que las plantas Ctrl+ presentaron un incremento importante en el grado de severidad
de 0.75 a 3.15 entre la semana 10 y 11, durante la fase de llenado de fruto. La presencia de
Streptomyces spp. fungié como supresor del oomiceto en los tratamientos B22+Pc2, B31+Pc2
y B22+B31+Pc2 y evitd avances sucesivos en la severidad de dafio en la planta a través del
tiempo. El analisis de varianza realizado indica diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos y el Ctrl+ en este escenario (Figura 6).
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Figura 6. Evaluacion de la severidad de P. capsici en planta de chile segin escala de Sunwoo et al. (1996)
[0= sin sintomas visibles de la enfermedad; 0.5= hojas ligeramente marchitas o lesiones marrones en los tallos;
1= hojas ligeramente marchitas con lesiones marrones que comienzan a aparecer en los tallos; 2= 30-50% de toda
la planta enferma; 3= 50-70% de toda la planta enferma; 4=70-90% de toda la planta enferma; 5= planta muerta]
en chile, variedad criollo San Luis, segliin el tratamiento, B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S.
neyagawaensis'y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S. neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici), Ctrl-
(agua). Cada grupo de barras representa la severidad promedio acumulada por tratamiento a lo largo de 13 semanas.
Las barras representan el error estandar entre tratamientos.

De acuerdo con la escala de severidad en raiz, se obtuvieron valores de 3.3 para
B22+Pc2, 3.6 para B31+Pc2, 3.7 para B22+B31+Pc2 y 4.2 para Ctrl+ es decir con necrosis y

atrofia parcial o total. Se observa antagonismo en el desempeio por el control de P. capsici por
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parte de todos los tratamientos con las cepas de Streptomyces spp. que en promedio redujeron
la severidad hasta un 16% respecto al tratamiento Ctrl+ (Figura 7A y 7B). En el analisis de
comparacion de medias entre tratamientos con Streptomyces spp. se observaron diferencias
significativas entre B22+Pc2 (severidad 3.3), con respecto a B31+Pc y B22+B31+Pc2
(severidad 3.6 y 3.7 respectivamente). Comparaciones entre tratamientos con Streptomyces spp.

y Ctrl+ (severidad 4.2) también evidencian diferencias significativas.
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B22+Pc2 B31+Pc2 B22+B31+Pc2

Figura 7. Evaluacion de la severidad de P. capsici en raiz (0= Sin lesiones; 1= Ligero viraje de color; 2=
Ligero adelgazamiento, atrofia y necrosis de raices; 3= Necrosis y atrofia parcial; 4= Necrosis parcial y total atrofia
y 5=Total necrosis y atrofia.) en plantas de chile, variedad criollo San Luis, tratadas segtn el tratamiento, B22+Pc2
(S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S. neyagawaensis y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S.
neyagawaensis 'y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici), Ctrl- (agua). A) Cada barra contiene la severidad promedio en raiz,
resultado de una unica evaluacion. Las barras representan el error estandar entre tratamientos con (Tukey p< 0.05).
B) Apariencia final promedio del sistema radical.
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Aun cuando los valores de severidad ocasionada por P. capsici en raiz son mayores a los
reportados en tallo, los valores guardan relacion entre tratamientos; sin embargo, no coinciden
con las pruebas de confrontaciones duales (Sanchez-Garcia; Com. Pers. 2023). En un ensayo
similar Ramirez et al. (2015) reportan discrepancias entre resultados vistos en pruebas in vitro
e in vivo pues las pruebas en placa no incorporan mecanismos externos como la colonizacion de

la raiz, competencia y parasitismo en rizosfera.

4.1.2 Cuantificacion de UFC de P. capsici en plantas de chile
Las evaluaciones semanales de cuantificacion de inodculo de P. capsici muestran que en
12 de las 13 semanas de conteo de UFC g! de suelo hubo supresion diferencial en el contenido

de Pc2 por parte de los tratamientos con Streptomyces spp. (Figura 8).

Las diferentes cepas de Streptomyces spp. tuvieron actividad antagoénica similar durante
las primeras cuatro semanas, en este periodo las plantas pasaron de etapa fenologica en

prefloracién a floracion.

Durante la semana cinco se hizo una segunda inoculacion del patdgeno Pc2 para asegurar
una alta presion del oomiceto. A partir de esta reinoculacion, la cantidad de Pc2 aument6 en
todos los tratamientos con Streptomyces spp. En este periodo las plantas Ctrl- y Ctrl+ iniciaron
la prefloracion, mientras que en las plantas con Streptomyces spp. comenzaron la fase de

desarrollo de fruto.

En las semanas seis, siete y ocho hubo un aumento significativo de forma diferencial del
oomiceto tanto para las plantas tratadas con Streptomyces spp. como para el grupo Ctrl+.
Mientras las plantas Ctrl+ y Ctrl- iniciaban la fase de desarrollo de fruto, los frutos de las plantas

inoculadas con las cepas de Streptomyces terminaban de formarse (Figura 8A).

El nivel de in6culo del patdgeno durante la semana diez y once disminuy6 en las plantas
inoculadas con B22+Pc2, por otro lado, las plantas inoculadas con B31+Pc2, B22+B31+Pc2 y

Ctrl+ aumentaron en diferente proporcion.

La inhibicion en la proliferacion de Pc2 por parte de B22+Pc2 bajo condiciones Optimas
de desarrollo de P. capsici, sugiere la eficiencia de S. lasiicapitis y su plasticidad para seguir

ejerciendo su papel de antagonista.
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La comparacion de la cantidad promedio de unidades formadoras de colonias de Pc2 por
gramo de suelo cuantificadas durante las 13 semanas del ensayo (Figura 8B) resume diferencias
significativas entre el grupo de tratamientos con Streptomyces spp. y el Ctrl+ (115 769 UFC g!
suelo), los porcentajes de supresion de indculo respecto a Ctrl+ van desde 61% (B31+Pc2 y

B31+B22+Pc2) hasta 65% menos UFC de Pc2 por gramo de suelo (B22+Pc2).

Los resultados indican beneficios significativos en la aplicacion de la cepa B22 como
supresora diferencial ante la presencia de Pc2 (Figura 8). Ley-Lopez et al. (2018) en bioensayos
de inhibicidén germinativa de P. capsici mediante el uso de filtrados de Bacillus spp. a nivel in
vitro reportaron supresion de germinacion desde 24.3% (B. amyloliquefaciens) hasta 49.35%
(B. thuringiensis), esto demuestra la aptitud que que tienen S. lasiicapitis y S. neyagawaensis

para suprimir la germinacion de Pc2.

Ensayos similares de supresion de zoosporas de P capsici mediante diferentes
concentraciones de conidios de Trichoderma asperellum (T34) resultaron en la reduccion de la
germinacion del patégeno en un 69% cuando se utilizé una concentraciéon de 1 x 10* conidios
mL! (Segarra et al., 2013). El contraste de estos resultados con los obtenidos permiten inferir
que Streptomyces spp., al igual que otros biocontroladores bien documentados, pueden ser

efectivas para erradicar la germinacion de zoosporas de P. capsici.
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Figura 8. A) Cuantificacion de UFC de P. capsici presente en plantas de chile seglin el tratamiento: segiin
el tratamiento, B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S. neyagawaensis y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S.
lasiicapitis, S. neyagawaensis y P. capsici) y Ctrl+ (P. capsici). La duracion de la evaluacion fue de 13 semanas,
resultado de promediar las UFC contenidas en dos plantas elegidas al azar. Las barras representan el error estandar
entre tratamientos con Tukey p< 0.05. B) Contenido de indculo promedio de P. capsici (Pc2) cuantificado durante
13 semanas. Las barras representan el error estandar entre tratamientos (Tukey p< 0.05).

4.2 Evaluacion de la promocion de crecimiento y desarrollo por aplicacion

de Streptomyces spp. en plantas de chile poblano

4.2.1 Etapas fenologicas de plantas de chile poblano

El registro del tiempo transcurrido entre etapas fenoldgicas indicod una diferencia en los
dias que les tom¢ a las plantas de los tratamientos control (negativo y positivo), con respecto a
las plantas tratadas con Streptomyces spp. A partir de la etapa de prefloracion los grupos de
plantas inoculadas con Streptomyces spp. mostraron precocidad en promedio de 3.5 semanas
con respecto a las plantas control, por lo que alcanzaron su madurez fisioldgica y comercial en
menor tiempo (Figura 9). Lo anterior sugiere que las cepas de Streptomyces utilizadas en este
estudio, ademads de tener potencial antagonico frente a P. capsici, también pueden fungir como

organismos promotores de desarrollo.
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La precocidad observada en plantas tratadas con las cepas de Streptomyces spp. se debe
a que, al igual que otros microorganismos, Streptomyces spp. produce fitohormonas, entre las
que resaltan las auxinas y giberelinas, cuando ocurren ciertas interacciones simbiodticas, entre
las que resaltan las auxinas y giberelinas, estas utimas estdn involucradas en procesos de

iniciacion de la floracion (Alcantara-Cortes ef al., 2019).

Entre las semanas 11 y 12 las plantas de chile del tratamiento Ctrl+ presentaron un
avance severo de la enfermedad por Pc2 lo que se tradujo en la interrupcion del desarrollo de

los frutos durante la etapa correspondiente a madurez fisiologica.

Debido a que las plantas tratadas con Streptomyces spp. terminaron su madurez
comercial, y las plantas Ctrl- solo habian completado su madurez fisiologica, el experimento

concluy6 en la semana 13.
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Figura 9. Evaluacion de crecimiento y desarrollo de plantas de chile en diferentes etapas fenologicas.
Registro de tiempo empleado entre el la etapa de trasplante y la madurez comercial por cada tratamiento de
actinobacterias segun el tratamiento: B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S. neyagawaensis y P.
capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S. neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici) y Ctrl- (agua), para llegar
a las etapas fenoldgicas. Las barras representan el error estandar; letras diferentes entre tratamientos muestran
significancia con Tukey p< 0.05.
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4.2.2 Altura de planta

Los datos de altura de planta mostraron diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos con Streptomyces spp. y Ctrl+ y Ctrl- (Figura 11). No se observaron diferencias
entre tratamientos con cepas de Streptomyces spp. (B22+Pc2, B31+Pc2 y B22+B31+Pc2). En
este experimento las plantas tratadas con Streptomyces presentaron valores de altura inferiores
a las plantas control (Ctrl+ y Ctrl-). Esto indica que la aplicacién de Streptomyces spp. no
present6 efectos sobre esta caracteristica de la planta. Sin embargo, los datos de altura de planta,
en plantas tratadas con Streptomyces spp. se encuentran dentro del rango de altura promedio
reportada por Toledo-Aguilar et al. (2011) donde el valor maximo bajo condiciones de
invernadero fue de 56.8 cm. Ensayos similares presentados por Leos-Escobedo et al. (2022)
indican alturas similares en cultivares de chile donde se evaluaron consorcios de seis cepas de
Rhizophagus intraradices y cuatro cepas de rizobacterias promotoras de crecimieto vegetal entre
ellas, dos cepas del género Pseudomonas: P. lini, P. fluorescens, ademas de Acinetobacter

guillouiae y Aeromona caviae, todas en presencia de P. capsici (Figura 10).
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Figura 10. Evaluacion de crecimiento y desarrollo de plantas de chile. Altura de planta. Valores promedio
de altura final de planta, variable evaluada a las 13 semanas del ensayo segun el tratamiento: B22+Pc2 (S.
lasiicapitis 'y P. capsici), B31+Pc2 (S. neyagawaensis y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S.
neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici) y Ctrl- (agua). Las barras representan el error estandar; letras
diferentes entre tratamientos muestran significancia con Tukey p< 0.05.
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4.2.3 Longitud de raiz de plantas de chile

Los datos promedio de longitud de raiz en cada tratamiento, revelaron diferencias
estadisticamente significativas entre el Ctrl+ y el resto de los tratamientos. Tanto para B22+Pc2
y B31+Pc2 (25 cm y 26 cm) las raices fueron hasta 50% mas largas que el Ctrl+; sin embargo,
fueron similares al Ctrl-, indicando que Streptomyces spp. ejerce una proteccion contra el
oomiceto pero no induce elongacion de raices via sintesis de hormonas (Figura 11). En el
experimento de biocontrol realizado por Romero (2018) la longitud de raiz en plantas de chile
tratados con Trichoderma viride fue de 18 cm en promedio; en contraste, los antagonistas usados
en este escrutinio lograron promover y mantener la longitud de raiz de entre 24 y 26 cm, alin en

presencia de Pc2, por encima del promedio anteriormente reportado.
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Figura 11. Evaluacion de crecimiento y desarrollo de longitud de raiz en plantas de segun el tratamiento
B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S. neyagawaensis y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S.
neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici) y Ctrl- (agua). Las barras representan el error estandar; letras
diferentes entre tratamientos muestran significancia con Tukey p<0.05.

La principal importancia agrondmica de que las plantas tengan raices mas largas radica
en los pelos radiculares y su funcion de detectar las periferias de la rizosfera. Si son mas largos,
pueden percibir un area mayor, pero lo méas importante es que su longitud estd directamente
relacionada con la capacidad de captar agua y nutrientes (Gallardo, 2015). En este sentido,

evaluaciones de promocion de crecimiento en pepino reportadas por Mun et al. (2020)
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evidencian importantes efectos que tiene la aplicacion de Streptomyces spp. para el desarrollo

y crecimiento de raices.

Reportes de experimentos realizados con la cepa SSD49 de Streptomyces sp. en diversos
cultivos entre ellos chile, sugieren que hay beneficios de fomento de crecimiento al observar
raices un 16.98% mas largas que el grupo control; en conjunto, la practica de utilizar agentes
antagonistas se vuelve sostenible en un sistema de produccion de plantas, mientras se suprimen

las enfermedades de las mismas (Tian et al., 2019).

4.2.4 Frutos cosechados, diAmetro central, longitud y peso fresco del fruto

Frutos cosechados por planta: el promedio de rendimiento por planta en cada
tratamiento, reflejo valores que oscilaron entre 23 (B22+Pc2) y 11 (Ctrl+) frutos cosechados. El
analisis de comparacion de medias indico efectos estadisticamente significativos para B22+Pc2
frente a los dos controles y los otros tratamientos con Streptomyces spp. Lo anterior advierte
mayor proteccion de B22 frente Pc2 y esto permitid el desarrollo normal del fruto, pese a la
presencia del patdégeno, ademds de capacidad para promover produccion de frutos hasta en un
65% mas que los controles; resultados de otros ensayos de bio-inoculacion con rizobacterias en
plantas de chile jalapefio en condiciones de campo reportaron un aumento en el rendimiento en
las plantas tratadas con alguna de las rizobacterias de hasta 75% mayor que los controles

(Délano-Frier et al., 2024).

Por su parte B31+Pc2 y B22+B31+Pc2 tienen promedios similares al Ctrl+ lo que
descarta a B31, ya sea de manera individual o combinada, como promotor de desarrollo y
crecimiento (Figura 12). Es probable que la cepa B31 bajo condiciones de estrés por presencia
del patégeno funcione més como antagonista que como promotor de crecimiento. Lo anterior es
inversamente proporcional a los registros de severidad, indicando que a menor severidad de la

enfermedad, mayor capacidad de rendimiento.

La cantidad de frutos recolectados de las plantas tratadas con B31 en combinacion con
B22 resulté ser menor a los obtenidos en el Ctrl-, esto genera correlacion con el grado de
severidad observado en planta y raiz, pues los tratamientos con Streptomyces spp. B31+Pc2 y
B22+B31+Pc2 presentaron mayor severidad en planta, esto advierte que la severidad presentada

en planta tiene relacion con la produccion.
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Diametro promedio y longitud del fruto: La evaluacion de las medidas del didmetro
central dejan observar que los frutos de las plantas inoculadas con las cepas de Streptomyces
spp. de forma individual fueron en promedio mas anchos, 50 mm y 49 mm para B22+Pc2 y
B31+Pc2, respectivamente; en comparacion con aquellos que estuvieron bajo los efectos de la
combinacion de las cepas (24 mm). Esto llama la atencion pues el diametro de las plantas
tratadas con B22+B31+Pc2, fueron menores que las plantas Ctrl+, sugiriendo que la
combinacion de cepas inhibe esta caracteristica, aunado el efecto del patdégeno. No se
observaron diferencias estadisticas significativas entre Ctrl- y Ctrl+, lo cual indica que P. capsici
no afecta esta caracteristica en el fruto. Sin embargo, si hubo diferencias significativas entre los
controles y los tratamientos con Streptomyces spp. proponiendo que B22 y B31 promueven esta

caracteristica (Figura 12).
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Figura 12. Evaluacion de crecimiento y desarrollo. Promedio de frutos cosechados. Cantidad promedio
de frutos cosechados por repeticion al interior de cada tratamiento: B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2
(S. neyagawaensis y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S. neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici)
y Ctrl- (agua). Las barras representan el error estandar; letras diferentes entre tratamientos muestran significancia
estadistica con Tukey p< 0.05.

Medidas de longitud promedio del fruto de 70 (B22+Pc2), 72 (B22+B31+Pc2) y 80 mm
(B31+Pc2) muestran diferencias estadisticas entre tratamientos con Streptomyces spp; Ctrl+ (60
mm) también tiene efectos estadisticos al compararlo con los tratamientos con las cepas de

Streptomyces y el Ctrl-. Las plantas tratadas con B31+Pc2 tuvieron mayor longitud promedio
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que el resto de los tratamientos, esto sugiere que hay efectos en la longitud del fruto por efecto
de Streptomyces spp. Sanchez-Garcia et al. (2019) en evaluaciones de efectos por aplicacion de
cepas de Streptomyces spp., entre ellas la cepa B22, en plantas de chile, obtuvo valores similares
y concluyo que esta y otras variables medidas se atribuyen al papel que tienen las Streptomyces
spp. como promotoras de crecimiento (Figura 13).
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Figura 13. Evaluacion de crecimiento y desarrollo. Didmetro central y longitud del fruto. Medidas
promedio del diametro central en frutos de acuerdo con cada tratamiento: B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici),
B31+Pc2 (S. neyagawaensis y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S. neyagawaensis 'y P. capsici), Ctrl+ (P
capsici) y Ctrl- (agua). Valores promedio de la longitud de los frutos en cada tratamiento. Las barras representan
el error estandar; letras diferentes entre tratamientos muestran significancia estadistica con Tukey p<0.05.

En relacion con el fruto de la planta de chile poblano, en México existe la Norma Oficial
Mexicana NMX-FF-025-SCFI-2007 “Productos alimenticios no industrializados para consumo
humano- Chile fresco (Capsicum spp.) -Especificaciones” que establece las caracteristicas de
calidad a cumplir para que el fruto pueda ser destinado a consumo humano, en este sentido, los
valores méaximos obtenidos estan situados en la categoria de un chile de tamafio pequefio (ancho
menor a 60 mm y largo menor a 100 mm) segin esta norma, datos que conducen a sugerir
futuros experimentos que consistan en evaluar inicamente los efectos de aplicar las cepas de
manera individual y asi considerar o descartar que la presencia de un patdogeno tiene

correspondencia con las caracteristicas del fruto.

35



Peso fresco del fruto: Datos obtenidos de los diferentes tratamientos indican que hay una
diferencia entre Ctrl- (20 gr) y Ctrl + (15 gr) por lo que se contempla que Pc2 esta involucrado
en la reduccion de peso. El peso fresco de los frutos del tratamiento B22+Pc2 fue hasta 25%
mayor que el Ctrl- y hasta 66% superior al Ctrl+, Délano-Frier ef al. (2024), en evaluacion de
rendimiento total de plantas de chile jalapefio tratadas con diferentes rizobacterias, presenta
aumentos de la produccién de la fruta en plantas inoculadas respecto a las no inoculadas en
porcentajes de 80.3%, este contraste permite recomendar el uso de la cepa B22 como
biofertilizante en este cultivo. Los tratamientos B31+Pc2, B22+B31+Pc2 y Ctrl- tuvieron

valores similares (Figura 14).
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Figura 14. Evaluacion de crecimiento y desarrollo. Peso fresco del fruto. Medias del valor de peso fresco
de los frutos en gramos al interior de cada tratamiento: B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S.
neyagawaensis y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S. neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici) 'y
Ctrl- (agua). Las barras representan el error estandar; letras diferentes entre tratamientos muestran significancia
estadistica con Tukey p<0.05.

Los datos indican una correlacion positiva en la comparacion de frutos cosechados-peso fresco
(1), frutos cosechados-diametro promedio (1), peso fresco-longitud de fruto (1) y peso fresco-
didmetro promedio (1). No se observoé correlacion entre frutos cosechados y longitud-didmetro

promedio (Figura 15).
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Figura 15. Evaluacion de crecimiento y desarrollo. Correlacion entre variables de caracteristicas del fruto.
El diagrama de radar refleja el efecto del tratamiento: B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S.
neyagawaensis y P. capsici), B22+B314+Pc2 (S. lasiicapitis, S. neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici) 'y
Ctrl- (agua). sobre la calidad de los frutos de chile poblano.

4.2.5 Evaluacion de calidad de la semilla recuperada
Peso de 100 semillas. En el analisis de comparacion de medias se observaron diferencias
estadisticas significativas al interior de los tratamientos con Streptomyces spp. y entre los
tratamientos y controles (negativo y positivo). No se observaron diferencias significativas entre
los controles positivo y negativo, lo cual establece que P. capsici no incide en el peso de la
semilla recuperada. Las semillas del tratamiento B22+Pc2 resultaron hasta 29% mas pesadas
que ambos controles y en promedio 10% mas pesadas que los otros tratamientos con

Streptomyces sp. (Figura 16).
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Figura 16. Evaluacion de calidad de la semilla recuperada. Peso de 100 semillas. Evaluacion de las
semillas recolectadas en cada tratamiento: B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S. neyagawaensis y P.
capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S. neyagawaensis 'y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici) y Ctrl- (agua). Las barras
representan el error estandar; letras diferentes entre tratamientos muestran significancia estadistica con Tukey p<
0.05.

Ensayo de germinacion: Las semillas del tratamiento B22+Pc2 tuvieron un porcentaje
de germinacion de 85%, superior a Ctrl- y Ctrl+. Se observaron diferencias estadisticas entre los
tratamientos B22+Pc2, B31+Pc2 (grupo A) y los tratamientos restantes (grupo B). El grado de
severidad en planta y raiz previamente reportado para B22+B31+Pc2 (Figura 6 y 7) tiene

concordancia con la calidad final de la semilla y su capacidad de germinar (Figura 17).
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Figura 17. Evaluacion de calidad de la semilla recuperada y porcentaje de germinacion. Valores de
porcentaje de semillas germinadas al interior de cada tratamiento: B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2
(S. neyagawaensis y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S. neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici)
y Ctrl- (agua). Las barras representan el error estandar; letras diferentes entre tratamientos muestran significancia
estadistica con Tukey p< 0.05.
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La longitud promedio de la radicula de semillas germinadas provenientes de los frutos
cosechados de los tratamientos oscil6 entre 1.85 (Ctrl+) y 8.9 mm (B22+Pc2) (Figura 18). La
radicula de las plantulas del tratamiento B22+Pc2 desarrollaron notablemente mas raices
secundarias que los tratamientos restantes, fue notorio que las semillas provenientes de
tratamiento Ctrl+ sufrieron algun tipo de dafio que impidié el Optimo desarrollo de las semillas
que lograron germinar, este dafo esta relacionado con el estado de madurez que alcanzaron los
frutos de este tratamiento y puede sugerir que el grado de madurez intervino en la calidad de la

semilla recolectada.

10 -

9 -

Longitud mm
[9)]

Ctrl - B22+Pc2 B31+Pc2 B22+B31+Pc2 Ctrl +
Tratamiento

igura 18. Evaluacion de largo de radicula promedio. Valores de porcentaje de semillas germinadas al
interior de cada tratamiento: B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S. neyagawaensis y P. capsici),
B22+B31+Pc2 (S. lasiicapitis, S. neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici) y Ctrl- (agua). Las barras
representan el error estandar; letras diferentes entre tratamientos muestran significancia estadistica con Tukey p<
0.05.

La apariencia de las plantulas fue diferente segun el tratamiento, en general las plantulas
provenientes de tratamientos con Streptomyces spp. reflejaron un mayor desarrollo foliar y
radicula en comparacion con el Ctrl- y Ctrl+. Comparaciones al interior de los tratamientos
B22+Pc2, B31+Pc2 y B22+B31+Pc2 hacen notar que las plantulas que germinaron de semillas
del tratamiento B22+Pc2 presentaron un desarrollo radicular y foliar mas completo con respecto
a los demas tratamientos; en contraste, en el Ctrl+ hubo presencia de cotiledones levemente

amarillentos y poco crecimiento en radicula. Los efectos en las semillas tratadas con
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B22+B31+PC2 mostrd que el largo de raiz fue similar al observado en las plantulas con
tratamiento B31+Pc2 e inferior al Ctrl- (Figura 19). Se asume que la capacidad de germinacion
y correcto desarrollo de una plantula esta relacionada, en parte, con el tipo y nivel de estrés, en
este caso la presencia de un patdégeno y la eficiencia del antagonista al cual la planta estuvo

expuesta.

Si bien el proceso de germinacion de una semilla estd mas relacionado con la presencia
de hormonas de crecimiento que con la presencia de un microorganismo; de manera indirecta la
presencia de Streptomyces spp. favorecid la promocion de las etapas fenoldgicas en menor
tiempo y hasta la madurez fisiolégica y comercial de los frutos. Con lo anterior, las semillas
obtenidas germinaron en funcion de la sanidad y etapa fenoldgica en la que se encontraba la

planta.

En las semillas recuperadas de plantas inoculadas con Pc2 y tratadas con Streptomyces
spp. no se observé presencia de colonias de Pc2 durante el ensayo de germinacion; posiblemente
el fruto no llegd a ser colonizado por Pc2 aun cuando la planta de la que provino estaba infectada.
Se puede conjeturar que el control y/o reduccion de la cantidad de indculo del patdgeno por
parte del antagonista evitd que el oomiceto avanzara a a los tejidos superiores de la planta.Las
semillas de las plantas Ctrl+ no tuvieron presencia de Pc2, lo que permite inferir que en términos
de evaluacion peso de semilla, porcentaje de germinacion y longitud de radicula el patogeno
influy6 indirectamente en estos resultados pues, al afectar en la fenologia, la calidad del fruto

se vid afectada junto con la calidad de las semillas contenidas.

40



Figura 19. Apariencia de plantulas provenientes de semillas recuperadas de frutos de plantas de cada
tratamiento: B22+Pc2 (S. lasiicapitis y P. capsici), B31+Pc2 (S. neyagawaensis y P. capsici), B22+B31+Pc2 (S.
lasiicapitis, S. neyagawaensis y P. capsici), Ctrl+ (P. capsici) y Ctrl- (agua).
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S CONCLUSIONES

La evaluacion de la actividad antagonica y promotora de crecimiento de las cepas
Streptomyces lasiicapitis (B22) y Streptomyces neyagawaensis (B31) contra Phytophthora
capsici (Pc2) en plantas de chile poblano variedad Ancho San Luis, bajo condiciones de
invernadero gener6 informacion respecto a la eficiencia en el control de Pc2 y en la promocion

de desarrollo de planta y fruto.

Las cepas B22, B31 y B22+B31, mostraron diferente grado de control sobre el
crecimiento y manifestacion de sintomas de P. capsici (Pc2) en plantas de chile, la cepa B22
mostrd mayor control en la severidad tanto en planta como raiz y en el contenido de UFC de
Pc2 en suelo. Por su parte, la cepa B31 tuvo un desempefio similar a la combinacion de cepas
B22+B31, lo que demostré la ausencia de un efecto aditivo o sinérgico por una probable

incompatibilidad entre cepas.

Las cepas de Streptomyces utilizadas mostraron capacidad diferencial en el desarrollo,
crecimiento y produccion de plantas de chile; ambas cepas ya sea de manera individual o en
combinacion promovieron una precocidad en la floraciébn y en las etapas fenoldgicas
subsecuentes. Los parametros como el nimero de frutos, didmetro y longitud de fruto, peso
freso, peso de 100 semillas, porcentaje de germinacion y longitud de radicula germinada de
semilla fueron influenciados positivamente por la proteccion ejercida por la presencia de
Streptomyces spp. A este punto, no es claro si este incremento en los valores es el resultado de
la proteccion ejercida por las cepas de Streptomyces en proporcion diferencial, la induccion de

hormonas de crecimiento o una combinacion de ambos factores.

No se encontraron efectos en la promocion en la longitud de raiz, ni en la altura de planta

por efecto de Streptomyces spp.
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