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RESUMEN

La mayoria de las investigaciones con E. amylovora se ha centrado en la capacidad de
infectar en la parte aérea del hospedero, dejando de lado las rutas de infeccion a través de las raices
que estan practicamente inexploradas. Por esta razon el estudio se enfocé en evaluar la capacidad
de E. amylovora para sobrevivir en el suelo e infectar porta-injertos de manzano a través del sistema
radicular. Se utilizaron muestras de suelo recolectadas en dos huertos de manzana, localizados en
el municipio de Cuauhtémoc, principal zona productora de manzana en el estado de Chihuahua.
Las muestras de suelo seleccionadas presentaban coloracién negra y roja, respectivamente, a las
cuales se les evaluaron sus caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas, y se determiné la
sobrevivencia de E. amylovora, tanto de las cepas inoculadas (10A y H3) como de poblaciones
nativas de E. amylovora y otras poblaciones de microorganismos (hongos y levaduras). La
capacidad de E. amylovora de infectar a través del sistema radicular, se evalud en porta-injertos
MM.107 de manzano con cuatro meses de edad, adquiridos de viveros comerciales en Cuauhtémoc,
Chih. Los tratamientos consistieron en porta-injertos con lesion en el sistema radicular (A) y porta-
injertos sin lesion (B). Las cepas de E. amylovora utilizadas como in6culo fueron 10A y H3. La
textura de ambos suelos correspondié a franco arenosos. EIl suelo negro, presentd el mayor
contenido (9%) de materia organica y las mayores poblaciones de hongos y levaduras con 4x10°
UFC/g. En el suelo rojo, la poblacion de mesofilicos aerobios fue mayor (1x108 UFC/g). En ambos
suelos se aislaron poblaciones nativas de E. amylovora entre 3 y 5x10° UFC/g. Las cepas de E.
amylovora (10A y H3) sobrevivieron en ambos suelos con poblaciones de 10° UFC/g a los 33 dias
post-inoculacion. Ambas cepas de E. amylovora causaron infeccion y colonizacion de raices,

ocasionando la muerte del tejido de los porta-injertos a los 15 dias post-inoculacion.

Palabras clave: Tizon de fuego, infeccion, Erwinia amylovora, Porta-injerto, Suelo, Textura.
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ABSTRACT

Most research with E. amylovora has focused on the ability to infect the aerial part of the
host, leaving aside the routes of infection through the roots, which are practically unexplored. For
this reason, the study focused on evaluating the ability of E. amylovora to survive in soil and infect
apple rootstocks through the root system. Soil samples collected from two apple orchards located
in the municipality of Cuauhtémoc, the main apple-producing area in the state of Chihuahua, were
used. The selected soil samples were black and red colored, respectively, and their physicochemical
and microbiological characteristics were evaluated, and the survival of E. amylovora was
determined, both of the inoculated strains (L0A and H3) and of native populations of E. amylovora
and other populations of microorganisms (fungi and yeasts). The ability of E. amylovora to infect
through the root system was evaluated in four-month-old apple tree rootstocks MM.107, acquired
from commercial nurseries in Cuauhtémoc, Chih. The treatments consisted of rootstocks with
lesions in the root system (A) and rootstocks without lesions (B). The strains of E. amylovora used
as inoculum were 10A and H3. The texture of both soils corresponded to sandy loam. The black
soil had the highest content (9%) of organic matter and the highest populations of fungi and yeasts
with 4x106 conidia or CFU/g. In the red soil, the population of aerobic mesophilic fungi was higher
(1x106 CFU/qg). In both soils, native populations of E. amylovora were isolated between 3 and
5x103 CFU/g. E. amylovora strains (10A and H3) survived in both soils with populations of 105
CFU/qg at 33 days post-inoculation. Both E. amylovora strains caused infection and colonization of
roots, resulting in death of rootstock tissue at 15 days post-inoculation.

Key words: Fire blight, Infection, Erwinia amylovora, Graft carrier, Soil, Texture
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1. INTRODUCCION

El tizon de fuego es causado por Erwinia amylovora (Schroth et al., 1974). Es la
enfermedad bacteriana mas devastadora de los miembros de la familia de las Roséceas, afectando
principalmente manzanos, perales y otros arboles frutales y/o ornamentales de importancia
econdémica mundial (Van der Zwet et al., 2012). El tizon de fuego es una enfermedad infecciosa
dificil de controlar y es diferente a otras patologias vegetales. La enfermedad puede extenderse a
todos los érganos de la planta y permanecer latente en el arbol, y de presentarse las condiciones
adecuada, tiene la capacidad de diezmar los huertos en corto plazo, y en consecuencia afectar los
rendimientos y acortar la vida productiva del arbol (Vanneste, 2000a).

Los estigmas de la flor son el principal sitio de colonizacion de la bacteria ya que ofrecen un medio
adecuado para la rapida multiplicacién del patégeno (Wilson et al., 1989b). Después, la bacteria
tiene la capacidad de trasladarse a los nectarios por medio de escurrimientos, propiciado por lluvias
0 riegos, los azlcares contenidos en este sitio facilitan la multiplicacion del patdgeno y posterior
ingreso al sistema vascular de la planta (Wilson et al., 1990). Se ha sugerido que factores
relacionados al patégeno, hospedero y condiciones climaticas condicionan la ocurrencia de la
enfermedad.

Abundante literatura demuestra la capacidad de E. amylovora para causar la enfermedad del tizén
de fuego en la parte aérea de los manzanos (Wilson et al., 1989b). Sin embargo, existe la posibilidad
de que esta via de infeccidn no sea la Gnica. Hay evidencia de que la infeccién también es causada
por medio del suelo infectado que entra en contacto con el sistema radicular del manzano
(Hildebrand et al., 2001). Se ha demostrado que cuando la humedad ambiental es alta induce en el
patdgeno la produccion de exudados en el tejido vegetal en forma de gotitas que son facilmente
arrastradas por la lluvia o el viento, favoreciendo su diseminacion (Hildebrand et al., 2001; Wilson
etal., 1990). Se ha sugerido la posibilidad de que las gotas de exudados con el patdgeno bacteriano
puedan llegar al suelo y desde ahi propagarse a través de las raices con la ayuda de insectos de
suelo, micro artrépodos y nematodos diseminadores y en consecuencia causar la enfermedad
(Chantanao et al., 1969; Hildebrand et al., 2000, 2001; Santander et al., 2017). Sin embargo, las
posibles rutas de infeccion de E. amylovora, incluidas las raices, permanecen poco exploradas
(Santander et al., 2020).

12



La capacidad de E. amylovora para causar la enfermedad dependerd de muchos factores, pero
especialmente de su capacidad para sobrevivir en entornos hostiles como el suelo. Se ha
demostrado que E. amylovora sobrevive en suelos ricos en materia organica (MO) pero aun hay
incognitas que requieren ser estudiadas, por ejemplo la capacidad de sobrevivir en distintos tipos
de suelo (Pereyra et al., 2020). Hildebrand y colaboradores en el 2001 demostraron que en suelos
pobres en microbiota se favorece la sobrevivencia de E. amylovora, atribuyendo este
comportamiento a la eliminacion del estrés bidtico que pudieran limitar su supervivencia e
incremento poblacional (Hildebrand et al., 2001). La susceptibilidad y el tamafio de las raices de
los porta-injertos de manzano es otro factor que también pudiera estar involucrado en la patogénesis
de E. amylovora-manzano (Cambra et al., 1978; Hassani et al., 2016; Johnson et al., 2000)

Con base en las consideraciones anteriores, en este estudio se determino la sobrevivencia de E.
amylovora en dos tipos de suelo con la presencia y ausencia de microbiota nativa y se evalud su

capacidad para infectar los porta-injertos de manzano a través del sistema radicular.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Manzano

El manzano pertenece a la familia de las rosaceas que la conforman tres mil especies
pertenecientes a mas de cien generos (Velasco et al., 2010) siendo Malus el principal género y se
caracteriza por ser genéticamente diverso, su delimitacion es complicada debido a la apomixis,
poliploidia e hibridacion que tienen las especies que conforman este género, los cultivares de Malus
x domestica Borkh son los mas importantes en el comercio (Korban et al., 1984). ElI manzano se

considera el cultivo de clima templado con mayor importancia a nivel mundial (Janick et al., 1996).

2.2. Tizén de Fuego

2.2.1. Definicion de la Enfermedad y Antecedentes

El tizon de fuego es la enfermedad bacteriana més devastadora de las rosaceas afectando
principalmente a manzanos, perales y arboles frutales y/o ornamentales de importancia econémica
mundial (Van der Zwet et al., 2012). El tizon de fuego es una enfermedad dificil de controlary se
comporta diferente a otras patologias vegetales, teniendo la capacidad de diezmar huertos en tan
solo una temporada, ademéas de permanecer de forma latente en el arbol acortando su vida
productiva y reducir los rendimientos (Vanneste, 2000b). En las Gltimas cuatro décadas, Europa ha
sido victima de la rapida propagacion de esta enfermedad. El reporte mas antiguo de la enfermedad
es una carta escrita en 1780 por William Denning donde describe sintomas de la enfermedad en
plantaciones de manzana, pera y membrillo en el valle del Hudson en Nueva York EUA. En 1817
cuando el autor del libro Cultivation of Fruit Trees, William Coxe, describio la patologia completa

y fue él quien le otorgd el nombre de tizon de fuego debido al dafio en los tejidos “hojas y ramas
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de color marrén como si hubieran sido dafiados por una flama” (Vanneste et al., 2000). En 1978
Thomas Jonathan Burril, profesor de la Universidad de lllinois, propuso la teoria de que esta
enfermedad se encontraba relacionada estrechamente con la bacteria Micrococcus amylovorus que
dafaba los tejidos (Burrill et al., 1878; Horst, 2013). En 1905, Erwin F. Smith, fitopatélogo de los
EUA comprobd que las bacterias eran causantes de algunas enfermedades en las plantas
escribiendo un libro sobre esto llamado Bacteria in Relation to Plant Diseases. Desde entonces E.
amylovora fue identificada como la primer bacteria fitopatdgena y que ademas se diseminaba por
insectos polinizadores (Smith, 1905).

El tizon de fuego es la primera enfermedad en plantas referenciada desde 1780 causada por una
bacteria, por lo que, ocupa un lugar importante en la fitopatologia (Rossini y Giayetto, 2015). Esta
enfermedad se ha identificado en méas de 200 especies vegetales, pertenecientes a 40 géneros de
rosaceas, aungue en varias de estas especies no se han evidenciado infecciones naturales, si no que
se refiere a inoculaciones artificiales experimentales. Doce géneros son los considerados
hospederos potenciales por su interés comercial, de los cuales 5 son frutales: Cydonia, Eriobotrya,
Malus, Mespilu, y Pyrus; son plantas ornamentales y silvestres como: Amelanchier, Chaenomeles,
Crataegus, Cotoneaster, Photinia davidiana (Stranvaesia), Pyracantha y Sorbus (Van der Zwet y
Keil, 1979).

2.2.2. Agente Causal

Erwinia amylovora es la bacteria causante del tizén de fuego, la cual, ha sido llamada por
productores e investigadores como la enfermedad Unica, debido a las pérdidas econdmicas
ocasionadas, los dafios que causa su rapida invasion en la planta, y su facilidad para propagarse y
sobrevivir en entornos hostiles. A pesar de ser una de las enfermedades mas conocidas y estudiadas
no se a logrado su manejo eficaz (Vanneste, 2000a). E. amylovora es un bacilo necrogénico
(Aldwinckle et al., 1979; Burrill et al., 1878; Khan et al., 2012) de 0.5 — 1.0 x 1.0 — 3.0 um en
tamafio, Gram negativo y es movil debido a que posee de dos a siete flagelos peritricos (Raymundo
y Ries, 1980) la temperatura optima para su desarrollo es de 25 - 27.5°C (Billing et al., 1961). Las

bacterias crecidas en agar nutritivo solidificado con 5% de sacarosa presentaran formas abombadas,
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mucoides, brillante con un color blanco y presencia de estriaciones radiales semejantes a crateres,
estas caracteristicas se presentan entre las 48 y 72 h de incubacion a 28°C. Aunque hay aislados
atipicos con colonias que no presentan abombamiento (Hauben et al., 2005). Esta bacteria produce
exopolisacaridos (EPS); amilovorano, levano y un glucano que se han sugerido como los
principales responsables de su virulencia (Ra y Billing Bennett, Eve, 1978) ademas los EPS
forman una capa protectora que protege a la bacteria contra el sistema de defensa del arbol y de
otros factores limitantes como la deshidratacion o la afectacion de algunos agroquimicos (Leigh
et al., 1992).

2.2.3. Epidemiologia

El tizon de fuego se distingue de otras enfermedades por sus sintomas caracteristicos, es una
patologia que se desarrolla y extiende rapidamente, bajo las condiciones adecuadas. Las flores son
conocidas como el sitio inicial de la infeccidn hasta la raiz, pudiendo ocurrir en una sola temporada;
ademas puede permanecer latente en canceres y otros tejidos del arbol y desde ahi causar
enfermedad y posteriormente diseminarse, si las condiciones son las éptimas (Vanneste, 2000b).
Se han reportado al menos 129 especies de plantas como hospederas de E. amylovora, todas ellas

de la familia Rosaceae (Farkas et al., 2012).

2.2.4. Factores Condicionantes

Todas las enfermedades de las plantas y en especial el tizon de fuego, dependen de varios factores
para su desarrollo y propagacion, algunos de ellos son la planta hospedera, la cantidad de inoculo,
la virulencia de la cepa bacteriana, condiciones ambientales (humedad, temperatura, lluvias) y el
estado en el que se encuentre la planta, pudiendo ser méas susceptible en un estado de estrés
(Vanneste, 2000a).
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2.2.5. Sintomatologia de la Enfermedad

La fuente primaria del indculo que origina el tizon de fuego aun no es del todo claro,
investigaciones anteriores afirman que la fuente de la enfermedad son los cénceres en ramas y
troncos producidos en afios anteriores, donde la permanecer latente y sobrevive por largos periodos
(hasta 30 dias en el invierno) al estar protegida por los EPSs matriz altamente higroscopica que la
protege (Schroth et al., 1974; Thomson, 2000). Esta es la explicacion que se ha utilizado durante
varios afios, pero no es la Unica, también se ha demostrado que en los brotes infectados que
permanecen adheridos al arbol pueden ser fuente primaria del inoculo, aun si provienen de
hospederos ornamentales o arvenses (Miller et al., 1972; Weillhaupt et al., 2016). Se ha demostrado
que E. amylovora ademéas de sobrevivir de forma epifita 0 como biotréfico, es un patégeno
necrotrofico, favoreciendo su sobrevivencia en material vegetal muerto e incluso causar infeccién
desde ahi (Sobiczewski, 2013). De igual manera se demostré que los frutos muertos que
permanecen adheridos al arbol son fuente importante de indculo primario ya que almacenan una
carga importante de bacterias infectivas (WeiBhaupt et al., 2016).

Todas las especies de plantas afectadas por el tizon de fuego presentan los mismos sintomas,
observandose con facilidad en la parte aérea de las plantas. No en todos los casos se observan todos
los sintomas de la enfermedad, ya que su desarrollo depende de factores como la humedad y en
algunos casos estos sintomas tienden a ser confundidos con los sintomas provocados por otras
enfermedades vegetales fisiogénicas o causadas por otros microorganismos (Van der Zwet et al.,
2012). Los sintomas méas comunes en los distintos 6rganos de las plantas son los siguientes:
Flores: E. amylovora Penetra a las flores por medio de aberturas naturales, estableciéndose en los
estigmas, anteras y nectarios, siendo los estigmas el principal sitio de multiplicacion (Wilson et al.,
1989a). Al inicio de la infeccion, E. amylovora provoca en las flores un aspecto humedo, luego se
marchitan y se tornan de un color marrén u obscuro y finalmente mueren. En algunos casos pueden
observarse una o varias flores del corimbo solo afectadas, pero, la mayoria de las flores mueren:
algunas de estas flores permanecen en el arbol después de su muerte, y la bacteria las aprovecha
para multiplicarse y avanzar por el pedicelo floral necrosandole y secandolo hasta infectar los
brotes y ramas.

Brotes: Son afectados por E. amylovora al comienzo de la primavera y al final del verano cuando

hay nuevos brotes. El oscurecimiento y pérdida de rigidez son los sintomas mas visibles en los
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brotes, pudiendo causar que las ramas se doblen, con una forma comunmente conocida como
“cayado de pastor”. A medida que avanza la infeccidn, las zonas dafiadas se observan himedas con
estrias rojizas. Existiendo las condiciones adecuadas para la enfermedad en los brotes pueden
extenderse hasta 30 cm, en el corto plazo. Ademas, la infeccion puede avanzar hasta la base de la
rama y bloguea su nutricion, que en consecuencia causa el marchitamiento de las hojas.

Hojas: la infeccion puede originarse desde el brote infectado o por el contacto directo con la
bacteria. El principal sintoma caracteristico es el marchitamiento, en algunos casos manchas
necrdticas alrededor de la misma. También es posible observar en las hojas infectadas el
oscurecimiento en la zona del peddnculo y humedad abundante. Cuando un brote es infectado,
avanza tanto que alcanza la base de la rama blogueando su nutricion y causando el marchitamiento
de las hojas. Las hojas infectadas permanecen adheridas al arbol.

Frutos: Se ha documentado la infeccion tanto de frutos que empiezan a formarse como de maduros.
La bacteria entra facilmente a los frutos a través de lesiones producidas mecanicas por condiciones
ambientales (p.ej., granizo) o acciones culturales (p.ej., podas). El primer sintoma y el mas visible
es el aspecto humedo, seguido de la necrosis del tejido y el subsecuente obscurecimiento, los frutos
muestran un aspecto momificado y en su interior se observan zonas con aspecto liquido gelatinoso
y himedo. La mayoria de los frutos permanece en el arbol.

Ramas y troncos: al finalizar el ciclo de la infeccidn bacteriana, esta se concentra en canceres en
ramas primarias y troncos, donde permanece latente hasta que las condiciones se lo permitan y
activarse nuevamente, lo cual generalmente ocurre al finalizar la primavera, verano u otofio. El
tamafio de los canceres varia desde 3 mm hasta 20 cm. No siempre es posible observar canceres
visibles superficialmente, en algunos casos solo evidencia una decoloracién en la zona afectada.
Sin embargo, al momento de retirar la corteza del &rbol en la zona afectada se observan canceres

con estrias de color obscuro rojizo y apariencia himeda.

2.2.6. Factores que Contribuyen en la Infeccion y la Diseminacion de la Bacteria

Una célula de E. amylovora es suficiente para causar infeccion (Cabrefiga y Montesinos, 2005)
Cuando las condiciones ambientales son adecuadas puede incrementar rapidamente sus

poblaciones (Pusey, 2000). El grado de virulencia de la bacteria (Cabrefiga y Montesinos, 2005) y
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la susceptibilidad del hospedero (Van der Zwet y Keil, 1979) son factores importantes que
participan en el desarrollo de la infeccion y diseminacion de la bacteria.

Temperatura: es el factor de mayor importancia para el desarrollo del tizon de fuego en los
estigmas de las flores. Puede desarrollarse adecuadamente en un rango de 4 a 24 °C, aunque se ve
favorecida por temperaturas medias de 25 a 27.5°C (Pusey y Curry, 2004). Las cargas bacte4rianas
en los estigmas de las flores (6érganos receptivos) permanecen ahi menor tiempo debido a las altas
temperaturas y a la polinizacion (Gouk et al., 1998; Pusey, 2001; Pusey et al., 2008; Spinelli et
al., 2005).

Estigma. Las rosaceas se identifican por la presencia de estigmas humedos por sus papilas
estigmaticas (Heslop-Harrison et al., 1977). La parte sélida de los estigmas se compone
principalmente de polisacaridos (49.6%) y proteinas (45.9%), ambas son ricas fuentes de carbono
y nitrogeno para los microorganismos que ahi se desarrollan, entre ellos E. amylovora (Pusey et
al., 2008; Thomson, 1986).

Nectario. La copa floral del manzano es mas larga y estrecha que en otros frutales, tienen los
nectarios al fondo, esto evita que el néctar no se evapore facilmente (Farkas et al., 2000). Las
papilas secretoras del néctar se componen de dos células grandes que presentan una abertura central
simulando un estoma. Se ha sugerido que la susceptibilidad al tizon de fuego depende del lugar
donde se encuentran las papilas secretoras. Por ejemplo, el cultivar Mitsu (Crispin) tiene canales
profundos sobre el nectario donde se acumula el néctar y ahi permanece, esto favorece el desarrollo
de E. amylovora al aportarle los nutrientes necesarios (Beckerman, 2006; Buban, 2003; Nagy et
al., 1999; Orosz-Kovacs, 1989; Rosen et al., 1936).

Néctar. La cantidad de néctar contenido en las flores del manzano, depende de la etapa de floracion.
Las flores jovenes contienen de 1.5 a 4.5 pL/flor, pero cuando la flor esta soltando el néctar puede
contener entre 2 y 6 uL/flor; mientras que, las flores maduras contienen de 2.5 a 8 L de néctar.
La secrecion del néctar ocurre 6ptimamente entre 14 a 18°C, pudiendo aumentar con una humedad
del aire superior al 60% (Buban, 2003; Farkas et al., 2000; Nagy et al., 1999). La cantidad de néctar
difiere de una variedad a otra, se ha sugerido que entre mas néctar produzca una variedad mas
susceptible serd la enfermedad, por lo tanto, entre menos néctar produzca una variedad, mas
resistente serd al tizon de fuego (Nagy et al., 1999). Cultivares como Golden Delicious y Royal
Gala tienen un contenido de azucares (=<60%) en el néctar, mayormente sacarosa Yy hexosas

(fructosa y glucosa) (Campbell y Marini, 1990).
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2.2.7. Vias de Trasmision de la Enfermedad

Las lluvias, insectos, vientos y riegos, son algunos de los factores que dispersan el tizon de fuego,
pero la via de transmision mas importante es la lluvia, al arrastrar a la bacteria o salpicar a otras
zonas del arbol desde la fuente de indculo (tejido o suelo), esta diseminacion también se induce
por algunos sistemas de riego (p.ej., por aspersion) (Miller, 1929). Los insectos como hormigas y
moscas también son responsables de la dispersion primaria del inoculo bacteriano debido a que
visitan los canceres y tejidos dafiados, las abejas también participan en esta dispersion pero a
diferencia de los demas insectos estas diseminan a la bacteria de flor en flor (Thomas y Alexander,
1934).

2.2.8. Manejo del Tizon de Fuego

Para el manejo de esta enfermedad deben considerarse varios aspectos y generar un gran esfuerzo
(Schroth et al., 1974; Paul W Steiner, 2000; T Van der Zwet, 1995). Primero se deben observar las
plantas del huerto detalladamente, para lograr detectar aquellos arboles que estén infectados,
posteriormente se lleva una muestra a un laboratorio para asegurar la presencia de E. amylovora,
se sugieren eliminar arboles dafiados mediante la poda y la quema. Debe evitarse fertilizacion
excesiva con fuentes de nitrégeno, para evitar el desarrollo de tejido sensible en la planta. Los
riegos deben ser los Optimos, evitando el exceso de agua en el huerto, especialmente en la etapa
de floracion, ya que la humedad alta favorece la rapida multiplicacion de la bacteria y la potencial
infeccion en arboles. Se sugiere la plantacidon de variedades resistentes a la enfermedad y como

medidas de control curativas se recomienda la aplicacion de antibidticos.
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2.3 Erwinia amylovora

2.3.1 Descripcion de la Bacteria

Erwinia amylovora es una bacteria Gram negativa con forma de bacilo necrogénico (Aldwinckle
etal., 1979; Burrill et al., 1878; Khan et al., 2012). recto, de 0.5-1.0 x 1.0-3.0 um en tamafio, crece
Optimamente en temperaturas calidas de 25 a 28°C (Billing et al., 1961) y cuenta con flagelos
peritricos (2 a 7) que le dan motilidad (Raymundo y Ries, 1980). Este bacteria se distingue de otras
por la produccién de tres exopolisacaridos (EPS) de bajo peso molecular; principalmente
amilovorano, levano y un glucano que se ha sugerido son los responsables de la virulencia de la
bacteria (Ra y Billing Bennett, Eve, 1978). Los EPS forman una capsula que protege a la bacteria
de las condiciones no favorables (p.ej., deshidratacién, las reacciones de defensa del arbol o de
algunos agroquimicos), permitiendo su supervivencia (Leigh et al., 1992). Las colonias crecidas
por 48 y 72 h en agar nutritivo adicionada con 5% de sacarosa a 27°Cson blancas, brillantes,
abombadas, mucoides con estriaciones parecidas a crateres; sin embargo, es posible encontrar

cepas atipicas que no presentan colonias abombadas (Hauben et al., 2005).

2.3.2 Antecedentes

Erwinia amylovora es un fitopatdgeno no obligado y se relaciona con algunas especies bacterianas
de interés agricola y clinica (Buzon, 2021). Esta bacteria es la causante del tizon de fuego, una de
las enfermedades mas devastadoras en miembros de la familia de las rosaceas especialmente en
arboles frutales como manzanos y perales, y plantas silvestres y ornamentales de la familia
Spiraeoideae (Van der Zwet et al., 2012). Algunos factores que afectan o favorecen el desarrollo
de la enfermedad “tizon de fuego” son la temperatura, la humedad ambiental, presencia de vectores,
virulencia de la cepa bacteriana, el estado de desarrollo fenologico del huésped y su susceptibilidad
al patdgeno, asi como la sobrevivencia de la bacteria (Santander et al., 2017; Thomson, 2000; Van
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der Zwet et al., 2012).

El género Erwinia pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Algunas especies de Erwinia, han
sido reclasificadas o transferidas a otros géneros. La mayoria de los miembros de este géenero se
conocen por la enfermedad que causan en las plantas. Erwinia amylovora fue la primera bacteria
que se demostr6 como la causante de una enfermedad en plantas. Erwinia amylovora se ha
extendido por todo el mundo y ha sido catalogada como una de las 10 bacterias fitopatogenas méas
importantes, ademas de ser considera de cuarentena en la Union Europea, sujeta a la legislacion
fitosanitaria. Erwinia amylovora entra a la planta a través de aberturas naturales y se desplaza
sistémicamente en las plantas e induce infecciones rapidamente. En los huéspedes susceptibles, la
bacteria puede penetrar a través de los espacios intercelulares del parénquima y después en los
vasos xilematicos, induciendo lesiones severas conocidas canceres. Los tejidos infectados por la
bacteria se tornan de un color marrén o negras con apariencia a una quemadura con fuego. Los
canceres se han considerado como sitios de hibernacion de la bacterias y potenciales fuentes de
indculo infectivo (Crepel y Maes, 2000). Los cénceres activos servirdn como una fuente de indculo
para la infeccién de las flores, mismas que servirdn como fuente secundaria de indculo para la
infeccion en otras flores (Thomson, 2000). El control de esta enfermedad, es limitado, entre los
mas efectivos es la aplicacion de antibioticos (estreptomicina u oxitetraciclina) durante la época de
floracion. Sin embargo, debido al desarrollo de resistencia de la bacteria, se limita el uso de estos
antibidticos a largo plazo. Alternativas prometedoras para reducir el uso de antibidticos o incluso

sustituirlos para evitar la resistencia de los patdgenos es el uso de medidas de control bioldgico.

2.3.3 Factores de Virulencia

E. amylovora es un patogeno presenta motilidad sistémica en las plantas hospedantes y se disemina
rapidamente en el huerto, afectando especialmente a miembros de la familia Rosaceae (p.ej.,
manzanos y perales). La capacidad de movimiento de la bacteria en el sistema vascular de las
plantas y la rapida capacidad de infectar diferentes tejidos del arbol resultan en un dificil manejo
de la enfermedad. Se ha demostrado que los EPS que produce la bacteria son los responsables de
protegerla de la deshidratacion y falta de nutrientes durante las sequias y de no permitir que el
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sistema de defensa del &rbol pueda actuar sobre la bacteria (Piqué et al., 2015). Investigaciones
demuestran que los exopolisacaridos son importantes en la formacion de biopeliculas en E.
amylovora, facilitando la adhesion de las bacterias a varias superficies. Se ha demostrado que el
amilovorano es el principal exopolisacérido para la formacion de biopeliculas ayudado por el
levano al polimerizar el azlcar extracelularmente (Gross et al., 1992). Adicionalmente, la
virulencia de la cepa bacteriana se ha relacionado estrechamente con la cantidad de amilovorano
que producen. El amilovorano es un heteropolimero complejo con alto peso molecular (106Da),
contiene 1000 unidades de sacarosa por molécula aproximadamente, el cual lo constituye un
residuo de &cido glucurdnico y cuatro de galactosa contando con las misma unidades de piruvato
y grupos acetato (Ordax, 2008). Por lo tanto, se ha aseverado que cepas de E. amylovora incapaces
de producir amilovorano no son patogénicas, por no poder esparcirse por el sistema vascular de la
planta. El levano también se considera como factor de virulencia, se ha evidenciado que una sintesis
escasa de levano provoca un retraso en los sintomas en la planta después de la infeccion (Piqué et
al., 2015).

2.3.4 Motilidad de E. amylovora

E. amylovora es un patdgeno capaz de sobrevivir fuera del huésped en condiciones de inanicién,
bajo estas condiciones resulta muy importante la motilidad de esta bacteria para su supervivencia,
aungue es diseminada facilmente por las gotas de lluvia, esta bacteria cuenta con flagelos
peritricos que le permiten moverse, ademas jugar un rol importante en la formacion de biopeliculas

y su virulencia (Piqué et al., 2015).

2.3.5 Sobrevivencia de E. amylovora en Distintos Medios

Informacion reciente demuestra que la bacteria se induce a un estado celular comunmente llamado
viable no cultivable, esta respuesta es genética y le ayuda a sobrevivir por tiempos largos bajo

condiciones de estrés (inanicion u oligotréficas), en distintos medios como el suelo y agua (natural
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0 de riego), por lo tanto, se sospecha que estos medios pueden servir como reservorios de la bacteria
y vias de diseminacion (Biosca et al., 2007).

2.3.6 Diseminacion de la Bacteria

La dispersion de E. amylovora se debe a que existen fuentes primarias y secundarias del indculo,
lo cual permite la sobrevivencia y multiplicacion de la bacteria. A pesar de la gran cantidad de
investigacion sobre esta enfermedad, pocos sitios y fuentes del indculo han sido sugeridos. Los
canceres en los arboles infectados son considerados como sitios principales de hibernacion y fuente
de in6culo primario para que ocurra la infeccion en flores durante la primavera (JP Paulin, 1980;
Rosen y Harry Robert, 1929). Las bacterias pueden ser dispersadas por el viento, el suelo, la lluvia
y por algunos insectos. De igual manera la bacteria se disemina de arbol a otro en el huerto, por
medio de la lluvia, riegos (p.ej. aspersion) el viento, por acciones agronémicas (p.€j., podas) y por
animales. Erwinia amylovora se ha encontrado en residuos vegetales que se quedan en los campos
después de la cosecha (p.ej., ramas y frutos), ya que estas bacterias se comportan como saprofitas
(Icochea, 1997). Son aproximadamente 200 especies de plantas que pertenecen a la familia de las
rosaceas que son consideradas hospedantes de E. amylovora, incluyendo plantas ornamentales tales
como el espino (Crataegus sp.), serbal (Sorbus sp.), cotoneaster (Cotoneaster sp.), espina de fuego
(Pyracantha sp.) y membrillo (Cydonia oblonga) (Momol et al., 2000) estas plantan contribuyen a
su diseminacion, y son fuente de inéculo primario para que pueda ocurrir la infeccion en otras

plantas hospederas, incluidas las comerciales.

2.4 Suelos

2.4.1 Tipos de Suelos y Antecedentes

El reconocimiento de diferentes tipos de suelos y la utilizacion de nombres distintivos permitieron
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clasificar a los suelos para aplicaciones précticas, segun los primeros registros chinos, hace
aproximadamente 4,000 afios la clasificacion de los suelos fue en base de su color y estructura
(Baldwin et al., 1938). El suelo se describe como la combinacién de fuerzas y factores que en
conjunto producen el medio donde se reproduce la planta, debido a las caracteristicas que presentan
los diferentes tipos de suelos surgio la necesidad de agruparlos en categorias (Baldwin et al., 1938).
Algunas observaciones locales sirvieron para el reconocimiento de las diferencias de los suelos,
destacando caracteristicas como el color y la textura, que posteriormente fueron validas, al
demostrar que eran caracteristicas que permitian diferenciar los suelos (Baldwin et al., 1938). En
la década de 1870, en Rusia, se fundd una escuela de suelos bajo el cargo de Dokuchaiev, los
cientificos que formaban parte de esta institucion determinaron la diferencia de cada uno de los
suelos en base a sus caracteristicas como morfologia, forma y estructura que se relacionan
estrechamente con una mezcla de vegetacion, clima, edad, relieve y material parental, decidieron
resaltar que el suelo no es una formacion que se lleva a cabo geolégicamente si no que es un cuerpo
totalmente natural e independiente (Baldwin et al., 1938). Se propusieron tres grupos principales,
(i) suelo zonal que incluye a los suelos con caracteristicas bien desarrolladas, que reflejan factores
de suelo-clima, (ii) suelo intrazonal, los suelos de este grupo tienen caracteristicas mas o menos
desarrolladas y por ultimo, (iii) suelo azonal, donde se agruparon los suelos que no presentan
desarrollo en sus caracteristicas (Baldwin et al., 1938). Los investigadores rusos se enfocaron mas
en caracteristicas generales de los suelos y en menor medida en los factores ambientales que
influyeron en estas caracteristicas. EI departamento de agricultura de Estados Unidos de América
se recolecto suelos con la finalidad de definir tipos importantes de suelo en el pais y se han basado
en caracteristicas como la morfologia y en menor medida en caracteristicas externas y ambientales
(Baldwin et al., 1938). Desde el comienzo de la clasificacion de los suelos se han tenido en cuenta
las caracteristicas de los cultivos, y la clasificacion se ha basado principalmente en las condiciones
del suelo y las propiedades fisicas y quimicas de este. Algunas caracteristicas que se mapean en
los suelos (p. ej., muy calcareos o con mucho color), son la densidad macro aparente, textura en
base al tacto y la apariencia, la profundidad, la permeabilidad y la vegetacion natural. Se
implement6 un sistema donde se establece “cada area bien delimitada es establecida como una
clase y se le daba un nombre local” donde la clase hacia referencia a la textura y el area a su
localizacion (Baldwin et al., 1938).

La textura de los suelos se define con base en la proporcion de ciertos elementos, por ejemplo:

arcilla, limo, arena fina, gruesa y mediana. Un buen suelo hace referencia a que este esta constituido
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por varios elementos con buena textura que permite el desarrollo del sistema radicular de plantas
y una buena nutricion. EI humus presente en el suelo esté relacionado con la vegetacion y el clima
de la region, de esta manera el suelo se enriquece y se estabiliza, aunque también puede ser
descalcificado y lixiviado. Cuando esto ocurre el contenido de arcilla en la superficie tiende a bajar
y se aumenta en la profundidad del suelo, por lo tanto, el humus presente en un suelo puede
cambiarse, modificando la textura inicial del suelo.

La clasificacion por tamafo. Se basa en el tamarfio de las particulas del suelo, en una fraccion de
peso es el porcentaje de materia mineral. Las propiedades de las particulas finas y gruesas son
distintas. La clasificacion por tamafio de los suelos se divide en al menos tres clases: arena, limo'y
arcilla. Para medir la granulometria del suelo se usa el proceso granulométrico o0 mecanico. Uno
de los métodos empleados para el andlisis de tamafio en suelos el de tamices para la separacion de
particulas gruesas.

Clases texturales. Son varios los métodos empleados para conocer la clase textural de un suelo, el
mas utilizado es el de diagramas de tridngulo ya sea triangulo de referencia, rectangulo o equilatero.
Cada lado representa el eje graduado de 10 en 10 desde 0 a 100, cada uno de los lados del triangulo

representa a la arcilla, el limo y la arena (Figura 1).

Términos generales Clases texturales

SUELOS ARENOSOS Suelos de textura grue Arenosos
sa Arenosos=-francos
Suelos de textura mo- Franco~arenosos
deradamente gruesa Franco-arenosos finos
franco arenosos muy
finos
SUELOS FRANCOS Suelos de textura Er:mcu 3
media ranco-1imoso
Limoso
Suelos de textura mode Franco arcilloso
radamente fina Franco arcillo arencso
Franco arcillo limoso
o SUELOS ARCILLOSOS Suelos de textura fina ;‘~rcilio arenoso
Arcillo limoso
Arcilloso
&

l Arena (%)
Figura 1. Diagrama de triangulo para la identificacion de clases texturales del suelo.

Son varios triangulos utilizados para la clasificacion de las clases texturales dependiendo del pais
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o0 la region, el tridngulo permite contar con un primer resultado de una interpretacion de suelo,
ademas también permite interpretar resultados de analisis granulométricos.

El color del suelo. Es una caracteristica particular, facil de observar y facilita la identificacion de
un suelo. Se relaciona con uno de los procesos de edafogénesis o factor de formacion. El proceso
de coloracién del suelo, no siempre es igual y puede cambiar por distintas causas. EI humus,
sulfatos, sulfuros, carbonatos compuestos minerales, entre otros, son los que les otorgan el color a
los suelos. El color blanco en suelos de regiones secas, aridas o deserticas, les es otorgado por
minerales blancos o sin color, algunos de estos compuestos son el yeso, los cloruros, la silice, con
alta pureza o la arcilla altamente pura. Compuestos como el magnesio, sulfuros de hierro o el humus
le otorgan colores més pardos (negros u obscuros) a los suelos; un suelo con tonalidad gris y que
pasa al verde, casi siempre se debe a la presencia de hierro solo o en combinacién con otros
elementos dandole el color caracteristico al suelo. El color del suelo se debe a factores y procesos
que en este ocurren y, tiene gran relacion con la textura, atribuido a la presencia de elementos en
el suelo que reaccionan con menor 0 mayor intensidad. Por ejemplo, los suelos arenosos reaccionan
con mayor intensidad que los suelos arcillosos. Algunos elementos cromdgenos de la roca madre
y litocromos, otorgan también color a los suelos, que generalmente suelen ser suelos pobres en
humus (Rucks et al., 2004).

2.4.2 Caracteristicas Fisicoquimicas

La materia organica (MO) presente en el suelo es importante para mantener la fertilidad de los
suelos, la transferencia y retencion de nutrientes en plantas (Pascual y Venegas, 2010). La MO
indica la calidad de los suelos en sus funciones ambiental o agricola, y determina su potencial para
la produccion de alimentos siendo esto, también un indicador de la actividad biologica y
disponibilidad de nutrientes en los suelos (Cantu et al.,, 2018). La MO modifica algunas
propiedades del suelo tales como la retencion de agua, infiltracion del aire y del agua (Hillel et al.,
2005), modificando también la porosidad y el agua (Darwish et al., 1995). La capacidad de
produccion de un suelo también dependera de propiedades tales como la textura y estructura,
algunas propiedades como el contenido de MO y el pH pueden ser modificadas mediante
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estrategias de manejo del suelo (Mishra y Sharma, 2010). Los factores ambientales con mayor
influencia en el desarrollo bacteriano son el pH, humedad y conductividad eléctrica; se ha sugerido
que los suelos alcalinos con humedad alta y un contenido alto de sales favorecen el crecimiento de
bacterias, incluyendo bacterias fitopatdgenas, por lo anterior se asume que en suelos con bajo
contenido de sales, los dafios por bacterias fitopatdgenas ser&n minimos (Icochea, 1997).

Humedad del suelo. Hace referencia a la cantidad de agua presente en el suelo. Se ha demostrado
que el suelo se calienta 5 veces mas rapido que el agua, pero si el suelo tiene humedad se calienta
mas lentamente. Todo cambio en el estado del agua (condensacién, vaporizacion, solidificacion y
fusion) contenido en el suelo, implicard cambios en la temperatura del suelo. El suelo absorbe calor
y lo aprovecha para evaporar el agua que contiene. En suelos que suelen calentarse facilmente se
le da mayor relevancia a la humedad que a la textura. Los suelos arenosos, tienen menor retencién
de agua. El drenaje permite que la humedad disminuya y el suelo se caliente facilmente,

especialmente en primavera, favorece la mayor vegetacion de un suelo (Rucks et al., 2004).

2.5 Microbiota del Suelo

Durante los Gltimos afios, han aumentado significativamente las investigaciones en suelo. A pesar
de ello, la ciencia de los suelos no esta del todo abarcada, existiendo deficiencia entre los procesos
fisicos y quimicos, al igual que los procesos microbioldgicos. La microbiota presente en el suelo
es un factor muy importante, ya que se encarga de la descomposicién y mineralizacion de materia
organica, solubilizacién de minerales, estabilizacion y formacion de agregados del suelo, ademas
de intervenir en procesos biogeoquimicos y de constituir un reservorio de elementos nutritivos del
suelo. La microbiota presente en los suelos es considerada como el agente principal en la fertilidad
y en la alimentacion de la vegetacion (Sivilay Dominique, 2001).

Son varias las especies de microorganismos presentes en los suelos dependiendo del tipo, la
rizosfera es la zona donde converge el suelos y las raices de las plantas, y es ahi donde se concentra
la mayor actividad microbiana (Westover et al., 1997). Los microorganismos, ya sean benéficos o
patogenos presentes en la rizosfera influirdn en gran medida sobre el crecimiento de las plantas.

Bacterias, nematodos y microartropodos son algunos grupos de microorganismos y agentes que se
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encuentra en la rizosfera (Johansson et al., 2004). Los microorganismos y las plantas generan
relaciones simbidticas mutuas, donde las raices de las plantas otorgan un nicho ecoldgico a través
de la secrecion de nutrimentos requeridos para el metabolismo microbiano, mientras que, los
microorganismos benéficos favorecen el crecimiento de la raiz, regulan las propiedades fisicas y
quimicas de los suelos, detoxifican algunos contaminantes y regulan la actividad microbiana en la
raiz (Gonzélez, 2005). La microbiota presente en el suelo es la responsable de la descomposicién
de la MO y en consecuencia, se produce didxido de carbono (CO3), que da lugar a la fotosintesis
al difundirse a través de los poros de las hojas de las plantas, ademas de ayudar a la regulacion de
la temperatura del planeta (Jaramillo, 2004). Se ha demostrado que las variaciones que se presentan
en las concentraciones de CO- entre el aire y el suelo es debido a la actividad microbioldgica del
suelo (Rucks et al., 2004).

2.5.1 Bacterias Fitopatdgenas

Fueron varios afios los que un grupo de bidlogos estudiaron a las bacterias fitopatdgenas, pero fue
en 1970 donde este tema comenzd a ser de gran interés debido al crecimiento en técnicas
inmunoldgicas, biologia molecular y a la simplicidad de manipulacion genética que tenian estas
bacterias (Garcés de Granada et al., 1996). Las bacterias son organismos unicelulares, su
multiplicacion es por fision binaria o biparticion, son de varias formas y algunas tienen la capacidad
de parasitar a organismos vivos y causar enfermedades (Icochea, 1997). En el caso de las bacterias
fitopatdgenas su forma es de bastdn, algunas presentan uno o mas flagelos, no forman esporas y la
mayoria de ellas son Gram negativas. Las bacterias fitopatdgenas tienen la capacidad de dafar la
parte foliar de la planta pero también las raices, debido a que se introducen al tejido de las plantas
através de heridas ya sean naturales 0 mecanicas por insectos y nematodos o por aberturas naturales
propias de la planta como los estomas, hidatodos entre otros, siempre y cuando exista humedad en
la superficie de estas (Icochea, 1997). Cuando la bacteria logra introducirse a la planta puede causar
lesiones en esa area o puede introducirse a través del sistema vascular (Icochea, 1997). Lo que
caracteriza principalmente a estas bacterias es su capacidad para acabar con grandes cantidades de
sustrato en poco tiempo, esto debido a la gran velocidad de multiplicacion, su gran actividad

29



enzimaética tiene la capacidad de digerir el sustrato rapidamente, esto ocurre principalmente en
organos de la planta con mayor carnosidad como son los tubérculos, bulbos y raices (Icochea,
1997). Algunos de los sintomas que se presentan en las plantas causados por estas bacterias son
marchitamientos, manchas en tejidos vegetales y frutos, canceres, entre otras (Garcés de Granada
etal., 1996).

2.5.1.1. Erwinia amylovora. Causa la enfermedad del tizon de fuego. Esta bacteria puede causar la
enfermedad sin la necesidad de liberar exoenzimas. El sistema de secrecion tipo 111 (SST3) que
emplea E. amylovora, es importante para la virulencia, este le permite inyectar toxinas directamente
en el citoplasma de la célula de la planta, ademas, el SST3 participa activando/e licitando una
reaccion de hipersensibilidad (HR) en plantas no huéspedes y un estallido oxidativo durante la
interaccion compatible entre el patégeno y la planta huésped. Las bacterias fitopatdgenas
generalmente utilizan el SST3 para evadir los sistemas de defensa de la planta que son el estallido
oxidativo y la HR, estos sistemas de defensa le permiten a las plantas bloquear el ingreso de las
bacterias patdgenas a tejidos internos. Erwinia amylovora estd asociada con elementos como
siderdforos, lipopolisacaridos (LPS) y exopolisacéridos (EPSs) que la protegen frente al estrés
oxidativo en los tejidos vegetales que ocurre a medida que avanza la infeccion. Erwinia amylovora
se considera un patdgeno que ingresa por la parte aérea de la planta, sin embargo, su presencia en
el suelo al ser diseminado por factores como las lluvias, vientos, insectos, entre otros, sugiere la
posibilidad de su ingreso desde la zona de raices. La presencia de esta bacteria en el suelo, se ha
planteado a partir de estudios donde se han aislado bacteri6fagos activos frente a E. amylovora en
suelos plantados con arboles enfermos por el tizdén de fuego (Thomson, 2000; Van der Zwet et al.,
2012). La sobrevivencia de este patdgeno en el suelo pudiera depender de varios factores, como el
contenido de agua y la disponibilidad de nutrientes que favorezcan el desarrollo de E. amylovora
y propicien la enfermedad. Se ha sugerido que, el mal drenaje de suelos, dosis altas de fertilizantes
0 abonos nitrogenados y desequilibrios en los nutrientes, facilitan el desarrollo de la enfermedad.
Se demostrado que la supervivencia de E. amylovora es reducida ante la presencia de microbiota
autoctona en el medio (Hildebrand et al., 2001). La manera en la que E. amylovora coloniza las
raices de las plantas es muy parecida a la manera en como las bacterias fitopatogenas del suelo lo

hacen. Es por medio de heridas y/o grietas presentes en las raices que el patdgeno entra, las celulas
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del patgeno se incrementan en el apoplasto del cortex de la raiz, donde se desplazaran al sistema
vascular de la planta y llegaran a través del xilema a las partes aéreas de la planta, donde generaran
los sintomas caracteristicos del tizon de fuego. En un estudio analizaron 8 plantulas de pera (Passe
Crassane) donde inocularon directamente a la raiz principal con la ayuda de una aguja una colonia
de E. amylovora CFBP 1430 en agar LB. Ademas, utilizaron plantulas adicionales de pera como
control negativo dandoles un trato igual que a las demas, solo inoculando agua estéril sin la
bacteria. Se utilizé otro grupo de plantulas de pera para poder comparar los resultados, se inoculd
directamente a la herida después de cortar la punta del tallo, una gota de 10uL que contenian 103
UFC/mL (Santander et al., 2020). Las plantulas de pera se mantuvieron en camaras de crecimiento
a26°C con 12 h de luz. Para detectar desarrollo de la enfermedad en los tejidos, la cual se determino
mediante el aislamiento en medio NCT e identificacién por PCR (Taylor et al., 2001) de colonias.
Las células del patdégeno crearon biopeliculas en las raices gracias a la secrecién de azucares y
aminoéacidos secretados por la raices, lo que les permitio invadir la corteza a través de las heridas
producidas, los dafios en la parte aérea de las plantulas de pera se observaron transcurrido un tiempo

después de la penetracion de la bacteria por el xilema (Santander et al., 2020).

2.5.2 Nematodos y Hongos que Dafian las Raices del Manzano

2.5.2.1 Nematodos. En un estudio realizado por Guzman (2012), menciona que los nematodos se
definen como animales sin segmentos en su cuerpo, casi transparentes con una cuticula incolora
que tiene estrias, la forma de su cuerpo es redonda, sin extremidades y sin boca, algunos tienen un
parecido muy similar a las lombrices. Cabe mencionar que los nematodos sobreviven en la mayoria
de los habitats, son acuaticos (Agrios, 2005). Son pequefos con tamafos de 300 a 1,000 pm en
longitud y delgados (ancho de 15 a 35 um), aunque son pequefios, pueden observarse facilmente
con ayuda de un estereoscopio. El movimiento de los nematodos es dado por sus masculos. Cuando
se presentan las condiciones ambientales 6ptimas, especialmente temperaturas calidas, su ciclo de
vida se acorta, pudiendo completarse en 3 6 4 semanas. Generalmente los juveniles (J1) de
nematodos no se comportan como fitoparasitos, obtienen energia de los restos del huevo después

de haber emergido para poder cumplir con sus funciones metabolicas, y una vez que pasan a las
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etapas (J2 y J3) ya son capaces de parasitar a la planta e inician su busqueda de hospederos
susceptibles, para asegurar su sobrevivencia (Agrios, 2005). Algunos nematodos inducen
hipertréfia e hiperplasia cominmente conocidas como agallas en las plantas hospederas, estas
limitan e impiden la translocacion de agua y nutrientes del suelo hacia la planta, en consecuencia,
las plantas muestran deficiencias nutricionales e hidricas que se evidencian por sintomas como
color amarillento, marchitez y tamafo pequefio (Revelo et al., 2008).

Se ha sugerido que ademas de los dafios fisioldgicos causados por los nematodos en las plantas,
también facilitan la entrada de diversos microorganismos patdgenos a través de las lesiones que
causan en los tejidos con sus estiletes (Talaveray Mizukubo, 2003; Temporal, 2002). Las mayores
poblaciones de nematodos se encuentra generalmente en la capa superficial del suelo (0-15 cm de
profundidad) (Talavera y Mizukubo, 2003).

Razén por la cual, los mayores dafios lo causan en las raices (Temporal, 2002).

2.5.2.2 Hongos y oomicetos.

2.5.2.2.1 Phymatotrichopsis omnivora. Es un hongo patégeno presente en el suelo que causa varios
problemas en la raiz como pudricién, este dafio lo causa en diferentes especies de manzano (Stuart,
1978). Las principales especies muy susceptibles a este hongo causante de la pudricion texana son
Malus sylvestris (L.) Mill. var. domestica (Borkh.) Mansf. (=M. domestica Borkh.) (Taubenhaus
et al., 1929). P. omnivora afectdé a huertas ubicadas en Texas causando pérdidas econémicas
importantes (Kenerley et al., 1994). La diseminacion del patogeno en los huertos se inicié en
pequefios puntos para después esparcirse dentro y entre las hileras, ocasionando la muerte en varios

grupos de arboles hasta en un 15% al afio (Kenerley et al., 1994).

2.5.2.2.2 Fusarium sp. (Marchitez vascular). Fusarium oxysoporum es un hongo saprofito del suelo
(De Granada et al., 2001). Alagunas cepas causan la enfermedad conocida como marchitez vascular
en cultivos de interés agricola, afectando el rendimiento y calidad de la parte comercial (De
Granada et al., 2001). Este hongo sobrevive tanto en climas trépicos secos como climas templados

32



(Cai et al., 2003). Se han encontrado tres cepas distintas del hongo, reportandose como raza 1, raza
2 y raza 3 las cuales se diferencian de acuerdo a su virulencia (Cai et al., 2003).

Las lluvias frecuentes, permiten que el agua se acumule en el suelo y esto favorece al patdgeno
potenciando el desarrollo de marchitez en el follaje de las plantas y pudricion de raices (Icochea,
1997). Las raices infectadas muestran necrosis de color café, en los tejidos internos; las raices se
muestran méas pequefias y puede avanzar hasta matar a la planta. Una vez iniciada la infeccion se
disemina rapidamente y es dificil detener su avance. Esta enfermedad afecta principalmente las
zonas bajas de la planta, aunque también depende de la susceptibilidad clonal (Icochea, 1997).

El combate de esta enfermedad, se basa principalmente en la aplicacion de fungicidas quimicos en
cada ciclo productivo. Sin embargo, el uso de estos productos aumenta los gastos de produccion,
ademas de contaminar el ambiente y generar cepas resistentes de este patdgeno (Ascencio et al.,
2008). El uso de cultivares resistentes se ha sugerido como la opcion mas sencilla, econémica y

eficaz para evitar esta y otras enfermedades (Ascencio et al., 2008).

2.5.2.2.3 Armillariella mellea. Este hongo habita en el suelo, entra a la planta por medio de las
raices, especialmente aquellas que presentan dafios (p.ej., mecéanicos), colonizan rapidamente y
ocasionan agallas y necrosis, los sintomas inducidos en las plantas al ser infectadas por este hongo
son, disminucién de las funciones fisioldgicas del sistema radicular, hojas pequefias y delgadas,
brotes debiles con poca estructura, frutos sin desarrollarse, repentino secado de ramas, cambio de
color en el tronco, escasa brotacidn, ya que induce dormancia indefinida del arbol, y olor a
pudricion. Esta enfermedad se presenta mas comdnmente en ambientes himedos, pudiendo causar

la muerte rapida de los arboles (Salazar y Castafio, 1996).

2.5.2.2.4 Phytophthora cactorum. Este patdgeno causa la enfermedad conocida como pudricion de
la raiz y la muerte en collar de los tejidos de la base del tallo en arboles de manzano en viveros o
en campo. Los tejidos se tornan de un color obscuro pardo evidenciando el avance del hongo. Los
sintomas visibles en las raices pueden ser exudados gomosos brillantes con un color rojizo en los
tejidos internos y un olor fermentado. Las hojas del arbol se tornan de color violeta o bien se
desprenden del arbol, aumenta la floracion, pero disminuye la produccion de brotes y por ende,
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habra pocos frutos y pocos que haya seran de un tamafio menor, al afectar la maduracion, en casos
severos de la enfermedad los arboles se veran debilitados y morir (Salazar y Castafio, 1996).

2.5.2.3. Bacterias fitopatdgenas. Durante varios afios un grupo de bidlogos estudiaron a las
bacterias fitopatdgenas, pero fue en 1970 donde este tema comenzo a ser de gran interés debido al
crecimiento en técnicas inmunoldgicas, biologia molecular y a la simplicidad de manipulacion
genética que tenian estas bacterias (Garcés de Granada et al., 1996). Las bacterias son organismos
unicelulares, no presentan color o cuando lo hay son amarillentos, su multiplicacién es por
biparticion, son de varias formas y tienen la capacidad de parasitar a organismos vivos y causar
enfermedades (Icochea, 1997). En el caso de las bacterias fitopatdgenas su forma es de baston
algunas presentan de uno a mas flagelos, no realizan la formacion de esporas y la mayoria de ellas
son Gram negativas. Las bacterias tienen la capacidad de dafiar la parte foliar pero también las
raices debido a que se introducen al tejido de las plantas por dafios ocasionados por insectos y
nematodos o por las aberturas naturales propias de la planta como los estomas, hidatodos entre
otros siempre y cuando exista humedad en la superficie de estas (Icochea, 1997). Cuando la bacteria
logra introducirse a la planta puede causar lesiones en esa area o puede introducirse a traves del
sistema vascular de la planta (Icochea, 1997). Lo que caracteriza principalmente a estas bacterias
es su capacidad para acabar con grandes cantidades de sustrato en poco tiempo, esto debido a la
gran velocidad de multiplicacion, su gran actividad enzimaética tienen la capacidad de digerir el
sustrato rapidamente, esto ocurre principalmente en 6rganos de la planta con mayor carnosidad
como son los tubérculos, bulbos y raices (Icochea, 1997). Algunos de los sintomas que se presentan
en las plantas causados por estas bacterias son marchitamientos, manchas en tejidos vegetales y
frutos, canceres entre otras (Garces de Granada et al., 1996).

Abundante literatura demuestra la capacidad de E. amylovora para causar la enfermedad del tizén
de fuego infectando la parte aérea de los arboles de manzano (Wilson et al., 1989a). Sin embargo,
existe la posibilidad de que esta via de infeccion no sea la Unica. Hay evidencia de que la infeccion
también es causada por medio del suelo que esta en contacto con el sistema radicular del manzano
(Hildebrand et al., 2001). Se sabe que cuando la humedad es alta el patdégeno genera la formacion
de un exopolisacarido en el tejido vegetal el cual, puede ser diseminado por la lluvia o el viento
(Hildebrand et al., 2001; Wilson et al., 1990). El exopolisacarido puede llegar al suelo y de ahi el
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patdgeno sera propagado por medio de insectos del suelo como micro artrépodos y nematodos y
causar enfermedad por medio de la raiz (Chantanao et al., 1969; Hildebrand et al., 2000, 2001;
Santander et al., 2017).

2.6 Susceptibilidad del Manzano

2.6.1 Portainjertos

El rendimiento y calidad de los frutos dependen de factores ambientales y genéticos, y del manejo
agronoémico, pero la eleccién de los portainjertos también resulta importante, pudiendo mejorar o
empeorar el rendimiento de un huerto. Hoy en dia, el uso de portainjertos clénales y enanizantes
es mas comun, y es bien sabido que el portainjerto seleccionado determinara las caracteristicas que
tendra la plantacion, por ejemplo, resistencia a plagas y enfermedades (Mifaro et al., 2011). El uso
de portainjertos tiene como principal objetivo mejorar la calidad de los frutos, asi como la
resistencia a plagas y enfermedades que afecten al arbol (Li et al., 2015; Robinson et al., 2002).
Es conocido que algunos portainjertos pueden portar y propagar fitopatégenos como E. amylovora
y causar la enfermedad tizén de fuego (Momol et al., 1998; Ockey y Thomson, 2004). Llegando
en ocasiones a provocar la pérdida total de los arboles (Norelli y Aldwinckle, 2000). Sin embargo,
aun falta generar informacién entorno al papel que juegan los portainjertos como potenciales
fuentes primarias de indculo infectivo. Aunque también, se ha sefialado que la infeccidon puede
originarse a partir de la variedad comercial injertada. También la infeccion pudiera empezar por
los rebrotes del portainjerto, permitiendo a la bacteria el traslado a otras zonas (Rossini y Giayetto,
2015).

Al inicio de la infeccion de los arboles con E. amylovora, los sintomas pueden confundirse con los
ocasionados por otras enfermedades, pero algunos son inconfundibles, por ejemplo, la presencia
de exudados en hojas, ramas, troncos, frutos, flores y brotes, que se encorvan dando ese aspecto
conocido como “cayado de pastor” y la presencia de canceres con estrias rojizas. Es importante

sefiarar, que tanto las variedades como los portainjertos presentan diferencias en cuanto a su
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susceptibilidad a E. amylovora; se ha demostrado que variedades como Red Delicious y sus clones
son tolerantes a esta enfermedad. Mientras que, las variedades Granny Smith, Gala y sus clones,

Pink Lady y Fuji, son susceptibles a la enfermedad (Rossini y Giayetto, 2015).
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3. HIPOTESIS

Erwinia amylovora sobrevive en distintos tipos de suelo y causa infecciones en el manzano

a través del sistema radicular.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar la sobrevivencia de E. amylovora en dos tipos de suelo y su capacidad de causar

enfermedad a nivel radicular en arboles de manzano.

4.2. Objetivos Especificos

1. Determinar la sobrevivencia de cepas de E. amylovora en dos tipos de suelo recolectados en

huertos manzaneros de la region.

2. Determinar la capacidad de E. amylovora para infectar portainjertos de manzano MM 107, a

través del sistema radicular.
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5. MATERIALES Y METODOS

La capacidad de sobrevivencia de E. amylovora se evalu6 en dos tipos de suelo (uno de
color negro y otro de color rojo). Muestras de ambos tipos de suelo, con la microbiota natural (A)
y sin la microbiota (B) fueron inoculadas con E. amylovora y se analiz6 su supervivencia. También
se evaluo la capacidad de E. amylovora para infectar el sistema radicular de dos portainjertos de
manzano. En ambos suelos, se realizaron analisis fisicoquimicos y microbioldgicos y se
cuantificaron poblaciones nativas de E. amylovora. Para ello los patrones de manzano se
mantuvieron en macetas que contenian suelo de cada uno de los dos tipos (negro o rojo) y se
inocularon con cepas de E. amylovora de manera individual. Las macetas se mantuvieron bajo las
condiciones ambientales de la estacion. El desarrollo de la infeccion causada por E. amylovora en
los tejidos del manzano se monitore6 mediante inspecciones visuales durante quince dias post-
inoculacion y se checaron caracteristicas tales como necrosis y marchitamiento. También se
identificd y cuantifico a E. amylovora en muestras de tejido de las raices maceradas, la

cuantificacion se hizo por medio de diluciones en placas con agar-CCT solidificado.

5.1. Recoleccion de Suelos

5.1.1. Muestreo

De huertos de manzano en Cuauhtémoc, Chihuahua, se recolectaron dos muestras de suelo, rojo
arcilloso (A) y negro limoso (B). Las muestras de suelo fueron recolectadas aleatoriamente a una
profundidad aproximada de 0-30cm, a un metro de distancia del tronco del manzano, retirando de
la superficie ramas y MO (Caputo et al., 2015). Se utilizé el método de recoleccion aleatoria y las

muestras se colocaron en bolsas de plastico rotuladas para su identificacion (Brady y Weil, 1999).
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5.1.2. Caracterizacion Fisicoquimica del Suelo

En cada una de las muestras recolectadas de suelo se realizaron determinaciones fisicoquimicas.
La primera de ellas fue el perfil de textura determinado mediante la metodologia descrita en la guia
para suelos de Vargas Rojas (Vargas Rojas, 2009). Otro parametro que se determind fue el
contenido de nitrégeno disponible utilizando la metodologia de kjeldahl (Mamani et al., 2020).
Para la determinacion de pH sé utilizd el método sugerido por Mckean (Mckean y Sheila, 1993).
Asi mismo se determind la conductividad eléctrica (valor indirecto de la salinidad) utilizando la
metodologia descrita en el manual de analisis de suelos y tejido vegetal (Mckean, 1993). Se realizé
también la determinacion del contenido de materia organica y contenido de carbdn organico
utilizando la metodologia empleada por Walkley-Black y Nelson (Galvis y Gonzéalez, 2005; Nelson
y Sommers, 1983). Otra de las determinaciones realizadas fue el contenido de humedad utilizando
la metodologia descrita en el manual de analisis de suelo y tejido vegetal (Mckean, 1993). Se
determind ademas, el contenido de macro y micronutrientes utilizando la metodologia descrita por
Ulloa (Ulloa Guitian et al., 2001). Y por ultimo la determinacion de la permeabilidad del suelo,
que se analiz6 mediante el método de permeametro de carga constante. (Galvis y Gonzalez, 2005;
Mamani et al., 2020; Morales, 2008; Gonzalez y Roberto, 2004; Vargas Rojas, 2009; Mckean y
Sheila, 1993; Nelson y Sommers, 1983; Ulloa Guitian et al., 2001).

5.1.3. Analisis Microbiolégicos

A ambas muestras de suelo, se les realizé un analisis microbioldgico mediante la técnica de dilucion
en placa (Rhoades, 1982), con énfasis en la presencia y cantidad de poblaciones nativas de E.
amylovora. Se utilizaron placas con el medio semi-selectivo CCT, las placas experimentales se
incubaron por 24 h a 28°C. La cuantificacion de poblaciones de hongos y levaduras, y mesofilos
(aerobios y anaerobios) se hizo con base en la NOM-111-SSA1-1994. Para la cuantificacion de
microorganismos fijadores de nitrogeno se empled la metodologia propuesta por (Pefia y Reyes,
2007).
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5.1.4. Esterilizacién del Suelo

Otros tratamientos consistieron en la esterilizacion de los dos tipos de suelos para eliminar la
microbiota nativa. Para ello, se pesaron 5 kg de cada uno de los suelos y se colocaron por separado
en bolsas de pléastico. Se llevaron a la autoclave para su esterilizacion a 121° C durante 15 min. De
igual manera se llenaron 24 bolsas de plastico de cada uno de los diferentes suelos dando un total
de 48 bolsas de plastico de 1 kg cada una colocadas en la autoclave para su esterilizacion a 121°C

durante 15 minutos. Se sacaron de la autoclave y se dejaron enfriar para su posterior analisis.

5.1.5. Cuantificacion de las Poblaciones Nativas de E. amylovora

En ambos tipos de suelo se determind la presencia y concentracion de poblaciones nativas de E.
amylovora. Las poblaciones de E. amylovora se estimaron mediante siembra de alicuotas de
diluciones seriadas utilizando la metodologia de extension en placa sobre el medio semi-selectivo
CCT (g-mL/L-1 100.0 sacarosa, 10.0 sorbitol, 30.0 tergitol anionico 1 %, 2.0 cristal violeta 0.1 %,
23.0 agar nutritivo), (Ishimaru y Klos, 1984). Los conteos en placa se hicieron a las 24 h post-

incubacion a 28°C.

5.1.6. Cepas de E. amylovora

Se utilizaron cuatro cepas de E. amylovora dos de ellas provenientes del laboratorio de
Microbiologia y Biologia Molecular del CIAD, Unidad Cuauhtémoc anteriormente clasificadas
bajo los nombres 10A y H3. Empleamos la cepa 10A debido a su alta virulencia mientras que la
cepa H3 es de virulencia baja. También se utiliz6 la cepa Goll proveniente del suelo negro y la

cepa Ga2 proveniente del suelo rojo.
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5.1.7. Seleccién de Patrones de Manzano

Se utilizaron los portainjertos MM.107 de manzano de cuatro meses de edad provenientes de
viveros comerciales locales. Se eligieron estos portainjertos por su susceptibilidad al tizén de fuego
parecida al MM.106, su capacidad de adaptarse a distintos tipos de suelo y por ser los mas

utilizados en la region manzanera de Chihuahua (Preston, 1955).

5.1.8. Sobrevivencia de E. amylovora en Suelo

La sobrevivencia de E. amylovora en el suelo se determind en los distintos tipos de suelo. Se usaron
charolas de pléstico (domo transparente) con medidas de 23cm de largo, 15cm de ancho y 10cm
de profundidad, previamente desinfectadas con alcohol al 70%. A cada charola se le hicieron 27
orificios (0.5 cm de diametro) en la parte superior y se colocaron 400 g de cada uno de los distintos
tipos de suelo rojo y negro (con y sin microbiota) de manera individual. En seguida, el suelo se
inocul6 con 0.02 mL (diluida en 20 mL de agua) de una suspension de E. amylovora (crecida en

caldo nutritivo) con una densidad Optica (DO) 600nm obteniendo un valor de 1.0 equivalente a

108 unidades formadoras de colonias (UFC)/mL. La humedad del suelo en las charolas se mantuvo
al adicionar 10 mL de agua estéril cada 96 h. La sobrevivencia de la bacteria se estimé mediante
el conteo de colonias sobre placas en CCT en los dias 0, 1, 4, 8, 20, 29 y 33. El experimento se
realizé por triplicado.

5.1.9. Capacidad de Infeccion Radicular a Través del Suelo

Para facilitar las evaluaciones, el porta-injertos de manzano, se mantuvo en macetas con las
muestras de suelo negro estéril colocando 1 kg de suelo por cada una de las macetas. El

experimento se realizo al aire libre obteniendo asi una buena incidencia de luz natural donde se
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mantuvo una humedad y temperatura conforme se encontraba el medio ambiente durante el verano.
La cantidad de agua administrada a las macetas dependié de la permeabilidad del suelo.
Determinada mediante el método de carga constante (Angelone et al., 2006). Al inicio del
experimento a los suelos se les colocé 900 mL de agua y para mantener la humedad en ellos
conforme pasaban los dias se les adicionaron 100 mL de agua estéril cada 72 h en cada una de las

macetas. Se inocularon dos suspensiones de E. amylovora por separado la primera con un volumen
de 750 mL a una concentracion de 10° UFC/mL y la segunda a las otras macetas con un

volumen de 750 mL a una concentracién de 108 UFC/mL directamente al suelo. Las dos
concentraciones fueron inoculadas en el mismo dia. El analisis se llevo a cabo a los 15 dias despueés
de la inoculacion y se determind infeccion sintoméatica mediante una inspeccion visual en tejidos
vegetales para buscar sintomatologia tipica del tizon de fuego utilizando parametros de grado de
infeccion alto, medio y bajo. Ademas, se realizo la cuantificacion de la bacteria para ver si las
poblaciones de E. amylovora lograron colonizar las raices de los arboles. Esto se determind
mediante diluciones seriadas en placas conteniendo CCT, después de haber eliminado el exceso de
suelo en las raices y haber lavado la raiz con agua destilada estéril se procedi6 a sumergir la raiz
de los arboles en el agua durante 10 minutos para asegurarnos de dejar totalmente limpia la raiz sin
excesos de suelo y utilizando el agua para realizar el analisis. Para aislar las bacterias enddfitas de
la raiz, se realiz6 un lavado de las raices con hipoclorito al 1%, seguido de tres lavados con agua
destilada estéril, posterior a ello se cort6 la raiz en pequefios pedazos con ayuda de un clter
realizando cortes en diagonal colocandolos en tubos con agua peptonada, se dejaron en agitacion
constante mediante un vortéx durante 2 h, posterior a ello utilizando el agua peptonada se realizaron
las diluciones seriadas en placas de agar CCT para su cuantificacion. Se realizaron tres repeticiones

por cada ensayo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Recoleccién de Suelos

Al analizar las muestras de suelo de los huertos de manzano en Cd. Cuauhtémoc Chihuahua, de
acuerdo a UNIFRUT (2021), su textura corresponde a suelos franco arenosos, el primero de ellos
con una coloracion rojiza, presentd porcentajes de 61, 24 y 15% de arena, limo y arcilla
respectivamente, mientras que el suelo de color negro, sus valores fueron de 69, 20 y 11% para
arena, limo y arcilla, respectivamente. Cominmente se caracteriza a los suelos franco arenosos con
una densidad seca de alrededor de 1800 kg/m? y las particulas con una densidad de 2630 kg/m?,
generando espacios porosos de 31,56 %, una solidez de 68,44 % y por Gltimo un volumen de aire
del 10% para w = 12 %, esto quiere decir que los suelos franco arenosos estan considerados como

suelos compactos (Garcia et al., 2009).

6.2 Andlisis Fisicoquimicos

En el cuadro 1 se observa la caracterizacion fisicoquimica de los dos tipos de suelo. Se evidencia
que ambos suelos son franco arenoso de acuerdo con el perfil de textura (tamafio de sus particulas
desde unos pocos nanémetros hasta varios milimetros).

La textura de un suelo influye en la capacidad de retencion de agua, nutrientes y permeabilidad,
dando lugar a encharcamientos, lixiviacion de nitrégeno, asi como su capacidad para descomponer
materia organica (Fernandez y Trillo, 2005).

El contenido de nitratos en ambos tipos de suelo fue deficiente. Se ha sugerido que las deficiencias
de nitrégeno en los suelos agricolas impacta negativamente en la produccion de cultivos (Martinez
y Galantini, 2018). Los nitratos provienen de algunas de las actividades humanas como escorrentia
de terrenos que han sido cultivados, fertilizacién excesiva con nitrégeno y el cambio de MO
presente en el suelo como resultado de la rotacion de cultivos (Avila et al., 2003).

Por otra parte, al determinar la conductividad eléctrica el suelo rojo tuvo valores menores que el
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suelo negro, presentando valores de 0.51 ds/m y 0.91 ds/m respectivamente, catalogandose los dos
como no salinos. La conductividad eléctrica de los suelos se debe a una combinacion de
propiedades fisicoquimicas, ejemplo de esto son la textura, humedad, intercambio cationico, sales,
pH, materia organica entre otras (Terron et al., 2011). La conductividad eléctrica en el suelo influye
de manera importante en el esfuerzo que tiene que realizar la raiz de la planta para absorber sus
nutrientes. En caso de que la conductividad eléctrica del suelo sobrepase el valor 6ptimo para el
cultivo, la raiz tendra que hacer un mayor esfuerzo para poder obtener los nutrientes que la planta
requiere (Corwin y Lesch, 2005; Serrano et al., 2010; Terron et al., 2011).

El andlisis de pH mostro que ambos suelos fueron neutros, con valores de 7.23'y 7.28, para el suelo
negro y rojo respectivamente. EI pH del suelo se debe a la presencia de residuos de plantas como
acidos organicos de bajo peso molecular, como es el caso de acido acético, citrico, oxalico entre
otros (Rivera et al., 2018). El pH también depende de la presencia de acidos fuertes como el &cido
nitrico y sulfurico que dependeran de la actividad de algunos microorganismos (Rivera et al.,
2018). También se debe a las lluvias &cidas generadas por las altas contaminaciones al estar en
contacto gases toxicos de la atmdsfera, esto dara como resultado lluvias que modificaran el pH del
suelo (Rivera et al., 2018). Ademas el uso inadecuado de fertilizantes es uno de los principales
causantes de las modificaciones del pH en los suelos (Rivera et al., 2018). Otra de las causas es la
produccién de didxido de carbono que pasa a acido carbdnico y la abundancia de 6xidos de hierro
y aluminio modifican considerablemente el pH del suelo (Rivera et al., 2018). El pH del suelo
afectara en gran medida a la disponibilidad de nutrientes que este tendra (Rivera et al., 2018).

El suelo negro present6 el mayor contenido de MO con 9.21. Este valor fue 3.3 veces mayor que
el valor (2.76%) registrado en el suelo rojo. Ambos suelos catalogados como muy alto y medio,
respectivamente (Galantini et al., 1994).

La MO en los suelos depende de factores como el clima, la vegetacion, textura del suelo y el
drenaje de estos (Pascual y Venegas, 2010) e influye en la calidad de los suelos, al estabilizar el
pH y fungir como almacén y suministro de nutrientes que las plantas necesitan para su desarrollo
(Pascual y Venegas, 2010).

En cuanto al contenido de humedad, el suelo rojo tuvo la mayor humedad al primer dia de
evaluacion con 19%, sin embargo; el suelo negro mantuvo en mayor medida los valores de
humedad determinada en los dias 2, 4, 8 y 9 con valores de 17, 9, 5y 2%, respectivamente. El
contenido de humedad en los suelos depende mayoritariamente de las precipitaciones, de la

evaporacion y de la vegetacion presente en ellos (Perdomo et al., 2020). A humedad impacta
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principalmente en el crecimiento de las plantas y regula la temperatura (Perdomo et al., 2020).
Por otra parte, los dos tipos de suelo mostraron un alto contenido de micro y macronutrientes
(Cuadro 1). La mayoria de los nutrientes se relacionan entre si al aportar nitrégeno a los suelos,
que a su vez también aportan minerales poco disponibles en ellos (Martinez et al., 2008) La
solubilidad de algunos minerales como hierro, magnesio, cobre y zinc, la determina la presencia
de iones aluminio (Al***) e hidrégeno (H*), mientras que la ausencia de estos iones indica la escases
de algunos nutrientes como potasio, magnesio, sodio y calcio (Osorio, 2012).

La saturacién (contenido de agua) fue mayor en el suelo negro, obteniendo un 60% comparado al
32% registrado en el suelo rojo. La permeabilidad en ambos suelos negro y rojo fue similar con
valores de 7 y 7.2 mL, respectivamente. La permeabilidad de los suelos es la capacidad del agua
para pasar por los poros de este y depende de los vacios continuos (Angelone et al., 2006). Esta
capacidad permite que el agua y aire necesarios lleguen a la planta para favorecer su desarrollo
(Angelone et al., 2006)

Ambos suelos mostraron porcentajes altos en azufre. El azufre es un macronutriente necesario para
el crecimiento y desarrollo de la microbiota del suelo, ya que participa en la sintesis de proteinas y
procesos enzimaticos, por lo tanto, muchas transformaciones del azufre en el suelo dependen de

la actividad microbiana (Colacelli, 2001).

Cuadro 1. Pardmetros fisicoquimicos de los suelos negro y rojo.

DETERMINACION SUELOS

ROJO NEGRO
Perfil de textura del suelo Franco arenoso Franco arenoso
Nitratos (NOs) kg/ Ha 40.28 (Deficiente) 26.85 (Deficiente)
Conductividad eléctrica (ds/m) 0.51 (No salino9 0.91 (No salino)
Ph 7.28 (Neutro) 7.23 (Neutro)
Contenido de materia organica (%) 2.76 (Medio) 9.21 (Muy alto)
Macro y micronutrientes Alto Alto
Saturacion (%) 33.0 60.0
Permeabilidad del suelo (mL) 7.2 7.0
Azufre(S) ppm 61.78 (Alto) 64.35 (Alto)
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6.3 Determinaciones Microbioldgicas en Dos Tipos de Suelos.

En el cuadro 2, se muestra la cuantificacion de diferentes microorganismos en los tipos de suelo
(rojo y negro). La concentracion de mesofilos anaerobios, fue mayor en el suelo rojo (1x10°
UFC/g) que la concentracion de 5x103 UFC/g registrada en suelo negro. Contrariamente, la
concentracion de hongos y levaduras fue mayor (4x10° UFC/g) en el suelo negro que en el suelo
rojo (3x10% UFC/g). Los microorganismos fijadores de nitrégeno en los suelos oscilaron en 3x10*
UFC/gy 2x10°> UFC/g para los suelos rojo y negro, respectivamente.

Diversas investigaciones han demostrado la participacion activa de distintos tipos de
microorganismos en la transformacion de la MO disponible en los suelos. Al principio de esa
transformacion, es comin encontrar a bacterias no esporogenas, que utilizan principalmente los
materiales organicos mas facilmente asequibles como mono y disacaridos, aminoacidos, proteinas,
entre otras. Después de esta comienza la participacion de las bacterias esporégenas, estas utilizan
compuestos organicos mas complejos como la celulosa, y al final del proceso se da la participacion
de las actinobacterias (actinomicetos) (Alfredo Silva, 1998). Las poblaciones microbianas del suelo
interacttan activamente en la rizosfera, impactando directamente el desarrollo de las plantas y
calidad de los suelos, ya que la diversidad microbiana se ha relacionado con importantes
actividades que contribuyen en la estabilidad y productividad de los ecosistemas naturales y agro
ecosistemas (Richardson et al., 2009).

Se ha demostrado que algunos microrganismos presentes en el suelo se relacionan con las raices
de las plantas y con componentes del suelo en la interfaz raiz-suelo. La relacion de los
microorganismos con el suelo y las raices, da lugar a lo que conocemos como rizosfera, donde los
microorganismos se desarrollan y mantienen un equilibrio (Barea et al., 2005). La mayoria de los
estudios de la rizosfera prestan mas atencion a bacterias y hongos de suelo, estos microorganismos
se han agrupado de acuerdo a las funciones que realizan cada uno de ellos, el primer grupo son
microorganismos degradadores de residuos organicos, el segundo grupo son las bacterias que
promueven el crecimiento vegetal y el tercer grupo son los hongos y bacterias antagonistas de
patdgenos de las raices de las plantas (Barea et al., 2005).

Por otra parte, los microorganismos enddfitos colonizan internamente a las raices y promueven el

crecimiento y la proteccion de las plantas, algunos de estos microorganismos son simbiontes de las
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plantas, destacando entre ellos los hongos micorricicos y las bacterias fijadoras de nitrégeno (Barea
et al., 2005).

Las micorrizas ayudan a la nutricion de las plantas especialmente en la absorcion de fosforo en
distintos ecosistemas agricolas y naturales. Esto también contribuye al mejoramiento de la
captacion de agua y algunos nutrientes, ademas de la aportacion de nitrégeno (Pedraza et al., 2010).
La simbiosis no solo participa en el ciclo de nutrientes del suelo a la planta, sino que también
protege a la planta en gran medida del estrés, ya sea provocado por algunos patdgenos o estrés
producto por sequias, metales pesados, contaminantes, etc. Ademas, ayudan a mejorar la estructura

del suelo permitiendo un buen estado nutricional e hidrico (Pedraza et al., 2010).

Cuadro 2. Determinaciones microbiologicas en dos tipos de suelo.

DETERMINACIONES SUELOS

ROJO NEGRO
Mesofilicos aerobios 2x10* UFC/g 3x10* UFC/g
Mesofilicos anaerobios 1x10° UFC/g 5x103 UFC/g
Hongos y levaduras 3x10? UFC/g 4x10° UFClg
Fijadores de nitrogeno 3x10* UFC/g 2x10° UFC/g

6.3.1 Identificacion y Cuantificacion de E. amylovora Nativas en Suelo Negro y Rojo

En el cuadro 3 se muestra la cuantificacion de E. amylovora, detectdndose a una concentracién de
3x103 UFC/g en el suelo rojo y 5x103 UFC/g en suelo negro. Se observo que la concentracion de
los dos suelos fue muy similar, siendo el suelo negro quien presenté una mayor poblacion debido
a que mostro ser rico en nutrientes y materia organica con una capacidad de retencion de agua por
mayor tiempo. Ya es sabido que esto facilita la rapida multiplicacion y sobrevivencia de E.
amylovora al estar en un medio con alta humedad (Barrios et al., 2011; Perotti et al., 2005).

Es probable que las caracteristicas fisicoquimicas del suelo rojo no favorecieron la reproduccién
de E. amylovora, especialmente su contenido de MO y nutrientes, lo que pudo inclusive limitar su
sobrevivencia. Sin embargo, esto pudo compensarse por el alto porcentaje de humedad,
permitiendo su supervivencia y reproduccion.

El suelo rojo aporto condiciones poco favorables para el desarrollo de la bacteria como son
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contenido medio de materia organicas y nutrientes, limitando la sobrevivencia y reproduccion de
E. amylovora. Pero a su vez, la bacteria se vio favorecida por una alta humedad, esto permitio que
permaneciera la poblacion de la bacteria. La sobrevivencia de las bacterias en el suelo, se debe a la
aportacion de las caracteristicas fisicoquimicas ideales, en especial el aporte de nutrientes,
conductividad eléctrica, materia orgénica, humedad, factores ambientales y agroecolégicos
(Barrios et al., 2011; Perotti et al., 2005).

Cuadro 3. Cuantificacion de poblaciones de E. amylovora nativa en dos tipos de suelo.

MUESTRAS DE SUELO CONCENTRACION (UFC/g)
Negro 5x103
Rojo 3x103

6.4 Sobrevivencia de E. amylovora en suelos

6.4.1 Determinacion de la Sobrevivencia de E. amylovora (10A) en Suelo Negro

Al determinar la sobrevivencia de E. amylovora en el tratamiento con suelo nativo inoculado, se
detecto a los 33 dias una disminucion en la poblacion de la bacteria que ya contenia células de E.
amylovora nativas, iniciando con una carga bacteriana de 106 UFC/g en el dia 0 y terminando con
10% UFC/g en el dia 33 después de la inoculacion (Figura 2).

Por otro lado, el comportamiento de E. amylovora en el tratamiento con suelo estéril inoculado fue
diferente, se observa que E. amylovora inicio a una concentracion de 10® UFC/g, aumentando su
concentracion hasta casi 108 UFC/g a las 24 h, después de este punto y hasta el cuarto dia, se
observé una disminucion en la concentracion hasta llegar a 10* UFC/g. A partir del cuarto dia y
hasta el dia 29 la concentracion de E. amylovora permaneci6 entre 10* UFC/g y 10° UFC/g y para
el ultimo dia del analisis que fue el dia 33 quedo por encima de 10° UFC/g (Figura 2). La razon de
estas variaciones, es que muchos de los microorganismos requieren de mas tiempo para adaptarse

de manera estable y efectiva a los suelos que son inoculados, ya que presentan nuevas condiciones
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ecoldgicas y medioambientales (Higa y Parr, 2013).

Mientras que, al evaluar el suelo nativo como control positivo, se puede observar el mismo
comportamiento desde el dia cero hasta el cuarto dia, con una poblacion de 10° UFC/g, después de
esos dias hay un aumento en la poblacion de la bacteria hasta alcanzar 10° UFC/g donde
permanecio en esa concentracion hasta el dltimo dia del andlisis. Los resultados del control del

suelo estéril (negativo) fueron los esperados (Figura 2).
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Figura 2. Sobrevivencia de E. amylovora en suelo negro después de 33 dias de inoculacién

6.4.2 Determinacion de la Sobrevivencia de E. amylovora (10A) en Suelo Rojo

En el suelo nativo (+) utilizado como control positivo (+) que inicié con una poblacion de 10°
UFC/g de E. amylovora nativas, al octavo dia aumenté dos unidades logaritmicas llegando a 10°
UFC/g, manteniéndose esta concentracion hasta el dia 33, siendo el Gltimo dia del analisis (Figura
3).

La poblacion de la cepa 10A de E. amylovora inoculada en suelo rojo nativo, registré una

disminucion desde el primer y hasta el cuarto dia post-inoculacion, iniciando con valores de 10°y
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llegando a 102 UFC/g, respectivamente, estos valores estan por debajo de la concentracion de E.
amylovora nativas de ese suelo (Cuadro 3). Pero a partir del dia ocho se evidenci6 una recuperacion
de la poblacion hasta lograr 10° UFC/g, permaneciendo asi hasta el dia 20 post-inoculacion (Figura
3).

Mientras que el comportamiento de E. amylovora en el suelo estéril inoculado presentd un aumento
en su concentracion, aproximandose a 108 UFC/g en el primer dia, disminuyendo al cuarto dia hasta
llegar a 10* UFC/g, sin embargo, al octavo dia, la poblacién aumenté por encima de 10° UFC/g,

permaneciendo dichas poblaciones hasta el dia 33 (Figura 3).
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Figura 2. Sobrevivencia de E. amylovora en suelo rojo a los 33 dias post-inoculacion.

6.4.3 Determinacion de la Sobrevivencia de E. amylovora (H3) Inoculada en dos Tipos de

Suelos.

La cepa H3 de E. amylovora sobrevivid en ambos suelos negro y rojo, tanto con microbiota y sin

microbiota (estéril). El suelo nativo (con microbiota) aumento la poblacion de E. amylovora (H3)
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a 10° UFC/g a partir del octavo dia post-inoculacion y se mantuvo hasta el dia 33 post-inoculacion.
Interesantemente en suelo estéril rojo inoculado con H3, la poblacién aument6 desde el primer dia
post-inoculacion contabilizando 108 UFC/g, pero en el cuarto dia post-inoculacion se observo un
descenso drastico, llegando a 10* UFC/g. Sin embargo, al octavo dia post-inoculacion, la poblacion
de H3 se recuperd hasta igualar la concentracion inoculada inicialmente (10 UFC/g), después de
33 dias post-inoculacion la poblacion disminuy6 una unidad logaritmica (10° UFC/g), respecto a
la poblacion inoculada inicialmente (Figura 4). Un comportamiento similar de E. amylovora (H3)
se observo al inocularse en suelo estéril negro, pero finalizando con una poblacion de 108 UFC/g,
similar a la inoculada inicialmente Figura 4). Las poblaciones de E. amylovora H3 inoculadas en
el suelo nativo negro, disminuyeron a través del tiempo, detectandose poblaciones menores al 10°
UFC/g hasta el dia 29, con una unidad logaritmica menor al dia 33 post-inoculacion (Figura 4).
Este comportamiento de H3 fue similar al observado al ser inoculado en suelo rojo bajo las mismas

condiciones (Figura 4).
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Figura 3. Sobrevivencia de Erwinia amylovora (H3) inoculada en dos tipos de suelos bajo
diferentes condiciones.

52



6.4.4 Determinacion de la Sobrevivencia de la Cepa 10A en Dos Tipos de Suelos

Al realizar la cuantificacion de E. amylovora en el suelo nativo, de igual manera observamos la
sobrevivencia de esta bacteria, asi como un incremento de su poblacion a partir del dia 8 hasta el
dia 33 con valores de 10* y 10° UFC/g. (Figura 5). De igual manera al comparar las poblaciones
de E. amylovora en los tratamientos con suelo nativo rojo inoculado y suelo nativo negro inoculado,
se encontraron diferencias al dia 4, siendo mayor las poblaciones en el suelo nativo rojo inoculado,
mientras que en los dias 29 y 33, las poblaciones del tratamiento con suelo nativo negro fueron
mayores con 10° UFC/g para ambos dias (Figura 5). Por otra parte, al comparar los tratamientos
con suelo estéril rojo inoculado y suelo estéril negro inoculado, de igual manera las mayores
diferencias se detectaron en los dias 4 con valores de 10° y 10* UFC/g respectivamente y el dia 20
de evaluacion con 10° y 10° UFC/g. (Figura 5).

El tratamiento con suelo estéril permanecié como se esperaba desde un principio libre de E.

amylovora hasta el Gltimo dia del analisis.
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Figura 4. Sobrevivencia de Erwinia amylovora (10A) inoculada en dos tipos de suelos, desde el
dia 01 hasta el dia 33 post-inoculacion.
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6.5 Determinacion de la Capacidad de Infeccion de E. amylovora a Través del Sistema
Radicular

6.5.1 Evaluacién del Efecto de E. amylovora Inoculado en Raices del Porta-injerto de
Manzano MM 107

6.5.1.1 Analisis enddfito de E. amylovora en raices del portainjerto MM 107. Al realizar el analisis
de E. amylovora (10A) para determinar la capacidad de penetrar e infectar al portainjerto de
manzano MM 107, se observo que en la interaccion entre tejido radicular y concentracién de la
bacteria 108 y 108 UFC/g. no se observaron diferencias significativas en el nimero de bacterias
aisladas, De la concentracion 102 UFC/g, inoculada inicialmente, se recuperaron 7.7 x108 y 7.4x108
UFC/g en las raices dafiadas y no dafiada (sin lesion), respectivamente (Figura 6). La mayor
poblacion de bacterias fue recuperada en las raices dafiadas con 10° UFC/g, mientras que en las
raices intactas (sin lesion) se obtuvieron 10° UFC/g de las 106 UFC/g inoculadas inicialmente. La
mayor recuperacion de poblaciones de E. amylovora inoculadas en los tejidos radiculares dafiados
y no dafiados, se registrd en concentracion de 108 UFC/g (Figura 6). La poblacion de E. amylovora
en el control positivo (suelo nativo) se mantuvo estable (108 UFC/g) a los 15 dias de evaluacion.
Es importante mencionar que, poblaciones bajas (=10° UFC/g) de E. amylovora fueron capaces de
infectar al portainjerto MM 107, razén por la cual, se sugiere que al detectar poblaciones de E.
amylovora en el suelo es necesario implementar medidas de control, para evitar potenciales

pérdidas.
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Figura 5. Capacidad de infeccidn endofita de E. amylovora en portainjertos de manzano MM 107
a través de suelo inoculado a diferentes concentraciones.

6.5.1.2 Cuantificacion de E. amylovora en la superficie de los porta-injertos de manzano MM.107.
Se realizo el analisis cuantitativo de E. amylovora sobre la superficie radicular (Epifita) de los
porta-injertos de manzano, los cuales fueron inoculados al suelo a una concentracion de 108y 10°
UFC/g, observandose diferencias significativas Ginicamente en la concentracion de 10® UFC/g, las
cuales presentaron un menor nimero de colonias, tanto en las raices dafiadas como en las raices
intactas, siendo estas Gltimas en las que se aislé un mayor poblacion de E. amylovora con 103
UFC/g, Por otra parte tanto el suelo nativo como las raices que fueron inoculadas a una
concentracion de 108 UFC/g disminuyeron su poblacion a 108 UFC/g sin mostrar diferencias entre

ellas (Figura 7).
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Figura 6. Capacidad de colonizacion de E. amylovora en la superficie de raices del porta-injerto
de manzano MM.107, a través de suelo inoculado a diferentes concentraciones.

6.5.1.3 Cuantificacion de E. amylovora en la superficie de los Portainjertos de manzano MM 107.
Al determinar el dafio en las raices y otros tejidos de los portainjertos de manzano MM107, cuando
se inoculd el suelo a una concentracion de 108 UFC/g, no se observaron dafios visibles del tizén de
fuego. Sin embargo, si se detectaron poblaciones siendo mayor en las raices con 10* UFC/g,
mostrando diferencias significativas con los otros tejidos, recuperandose el menor nimero de
bacterias en tallos superficiales con 10! UFC/g, asi mismo se observa una concentracion
significativa de poblaciones de E. amylovora en las hojas de los porta-injertos con 10° UFC/g
(Figura 8). Demostrando el avance de la bacteria en dichos tejidos por lo que se aumenta el riesgo
de la enfermedad y posible muerte de los porta-injertos al tener condiciones favorables para su
desarrollo, como se puede observar en la Figura 9, después de 15 dias de hacer la inoculacién en
el suelo con una concentracion de 102 UFC/g de E. amylovora.
Al realizar el analisis a los 15 dias despueés de la inoculacion de la bacteria con una concentracion
de 108 UFC/g en los suelos donde se plantaron los porta-injertos, se observo un rapido desarrollo
de la enfermedad, secando raices, tallo y hojas, dejando pérdidas totales en esos porta-injertos,
mientras que en donde se inoculé E. amylovora con una concentracion de 106 UFC/g, no sé
presentaron dafios visibles en los tejidos, sin embargo la bacteria permanecia en forma endofita en
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los tejidos (Figuras 8 y 9). Estos estudios concuerdan con otros investigadores los cuales
mencionan que estos sintomas del tizon de fuego en la parte area de las plantas son originados por

infecciones que iniciaron en las raices (Santander et al., 2020).

n
]

g
1

Logl O(LFC.g )

allo abajo
allo arriba
Tojas

1

0

Figura 7. Poblaciones de Erwinia amylovora en porta-injertos de manzano MM.107, después de
15 dias de inoculacion al suelo con una concentracion de 10° UFC/g.
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Figura 8. Portainjertos de manzano MM 107 después de 15 dias de inoculacion a una
concentracion de A) 10° y B) 108 UFC/g. observando tejido asintomatico y necrosado
respectivamente.

E. amylovora tiene la capacidad de diseminarse sistétmicamente en los tejidos de las plantas,
causando dafios en la mayoria de los 6rganos de ellas incluyendo las raices (Van der Zwet et al.,
2012; Vanneste, 2000a). Sin embargo, existe poca informacion del tizon de fuego en las raices, en
algunas investigaciones incluyeron plantulas de manzana para determinar el desplazamiento o
diseminacion de E. amylovora (Bogs et al., 1998; Gowda y Goodman, 1970). La mayoria de estas
investigaciones se basan en el proceso de infeccidn y susceptibilidad de los brotes de manzanos,
pero estudios donde sea con otros hospederos son escasos (Billing, 2011).

Esta investigacion es la primera que se realiza en México, determinando la multiplicacion,
diseminacion e infeccion del tizon de fuego por medio de la inoculacion de diferentes cepas de E.
amylovora en suelo. La cual es importante ya que los productores no consideran un factor de riesgo
la cantidad de bacterias en el suelo. El objetivo principal de este estudio fue comprobar la capacidad
de E. amylovora de sobrevivir en distintos tipos de suelo y su capacidad para causar infeccion en
el portainjerto de manzano MM 107, por medio de las raices mediante la inoculacion directa de la

bacteria en los suelos, asi como causando dafo a las raices, simulado la extraccion o el dafio
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ocasionado en los viveros, basdndonos en experimentos realizados en otras investigaciones
(Santander et al., 2020). En otras investigaciones tambien sugieren la posibilidad de que las raices

son fuentes de indculo del patdgeno dentro de la planta huésped (Bogs et al., 1998).
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8. CONCLUSIONES

De acuerdo a su textura, ambos suelos corresponden a Franco arenosos, con un pH neutro,
registrandose muy alto contenido de materia organica en el suelo negro con 9.1%, y de medio para
el suelo rojo con 2.76%, no encontrandose diferencias significativas en otras propiedades
fisicoquimicas.

El suelo rojo aun cuando su valor de materia organica fue menor, este presentd mayor poblacién
de mesofilicos aerobios con 1x10° UFC/g, siendo mayor la poblacién de hongos y levaduras para
el suelo negro con 4x10° UFC/g.

En los suelos negro y rojo, se aislaron poblaciones nativas de Erwinia amylovora con valores de
5x10° y 3x10° UFC/g, respectivamente.

Al determinar la sobrevivencia de la cepa 10 A de E. amylovora en el suelo negro y rojo, se
obtuvieron diferencias significativas, observandose la misma tendencia en las poblaciones de E.
amylovora, registrando el tratamiento con suelo estéril inoculado, una poblacion inicial de 108
UFC/gy con 10° UFC/g, a los 33 dias de evaluacion. Mientras que las poblaciones de E. amylovora
con suelo nativo se incrementaron de 10° UFC/g, hasta 10° UFC/g en los 33 dias de evaluacion.
Al evaluar la sobrevivencia de la cepa H3 de E. amylovora en los dos tipos de suelo, las mayores
poblaciones se observaron en los tratamientos con suelo estéril rojo inoculado y suelo estéril negro
inoculado con valores de 10y 10° UFC/g para los 0 y 33 dias de evaluacion en ambos tratamientos.
No presentando ningln de los dos tratamientos diferencias significativas a los 33 dias de evaluacion
con el suelo nativo.

Al evaluar la sobrevivencia de la cepa 10A de E. amylovora en los dos tipos de suelo, se observaron
mayores fluctuaciones en las poblaciones en los diferentes tiempos de evaluacion, no registrando
diferencias significativas a los 33 dias de evaluacion los tratamientos de suelo estéril negro
inoculado, suelo estéril rojo inoculado y suelo nativo con valores de 10° UFC/g.

Al determinar la capacidad de infeccion de E. amylovora al portainjerto de manzano MM 107, no
se observaron diferencias significativas en el nimero de bacterias aisladas, a la concentracién de
108 UFC/g, existiendo diferencias significativas Unicamente a la concentracion de 10% UFC/qg,
detectandose menores poblaciones en la raiz intacta con 10° UFC/g.

En la capacidad de colonizacion de E. amylovora en la superficie de las raices, no se obtuvieron
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diferencias significativas a la concentracion de 108 UFC/g, pero a la concentracion de 10° UFC/g,
el menor valor con diferencias significativas fue en el tratamiento de raiz dafiada con 40 UFC/g.
Las poblaciones de E. amylovora en el suelo rojo estéril e inoculado en los porta-injertos de

manzano, fue el tratamiento que causé el mayor dafio en el tejido vegetal después de los 15 dias de
evaluacion.
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