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RESUMEN

Dos conocidos agentes inductores de resistencia en las plantas, acido acetil salicilico y Bacillus subtilis, fueron evaluados con la
finalidad de conocer su efecto en la infeccion causada por el Cucumber mosaic virus (CMV) en Cucurbita pepo var. Zucchini grey.
Se establecié un disefio experimental completamente al azar en invernadero con cinco tratamientos y ocho repeticiones: Bacillus
subtilis aplicado al suelo, B. subtilis aplicado al follaje; B. subtilis aplicado al suelo y al follaje, acido acetil salicilico aplicado al follaje
y testigo (sin aplicacién de ninguno de los productos antes indicados). Plantas de 20 dias de edad fueron inoculadas mecéanicamente
con Cucumber mosaic virus y 15 dias después de la inoculacion se evaluaron las variables peso de biomasa fresca y concentracion
viral mediante la técnica de DAS-ELISA. Los resultados muestran que las plantas inoculadas con B. subtilis al suelo y acido acetil
salicilico tuvieron significativamente mayor peso de biomasa fresca comparados con el tratamiento Testigo (P<0.05). Las plantas de
todos los tratamientos donde se aplicd B. subtilis (al suelo, al follaje o al suelo y al follaje) tuvieron una concentracién viral
significativamente menor comparadas con el testigo (P<0.05) en la prueba de ELISA.

PALABRAS CLAVE ADICIONALES: bacterias promotoras del crecimiento, resistencia sistémica adquirida, resistencia sistémica
inducida, Cucurbita pepo var. Zucchinni grey.

EFFECT OFACETYLSALICYLIC ACID
AND Bacillus subtilis
ON Cucumber mosaic virus GOURD INFECTION

ABSTRACT

Acetyl salicylic acid and Bacillus subtilis, as resistance promoters, were evaluated on Cucurbita pepo cv. Zucchinni grey infected
by Cucumber mosaic virus (CMV). A complete randomized experimental design with five treatments and eight replications was
established under greenhouse conditions: Bacillus subtilis applied to soil, B. subtilis applied to leaves, B. subtilis applied to soil and
leaves, acetyl salicylic acid applied to leaves, and a Control (without any treatment). Twenty days-old plants were mechanically
inoculated with Cucumber mosaic virus (CMV) and 15 days after the inoculation, fresh plant tissue weights, and viral concentration
obtained by DAS-ELISA test, were evaluated. Results showed that plants inoculated with B. subtilis applied to soil and those treated
with acetyl salicylic acid had significantly more fresh plant tissue weight compared with Control (P<0.05). Plants of all treatments
treated with B. subtilis (to soil, leaves and to soil and leaves) had a significant lower viral concentration compared with Control
(P<0.05) in the DAS- ELISA test.

ADDITIONAL KEY WORDS: plant growth promoting rhizobacteria, systemic acquired resistance, systemic induced resistance,
Cucurbita pepo cv. Zucchinni grey.
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INTRODUCCION

Debido a su potencial destructivo y dificil manejo, las
enfermedades virales de la calabaza (Cucurbita pepo L.)
son de gran importancia en la produccion comercial de este
cultivo (Zitter et al., 2004). El Cucumber mosaic virus (CMV,
virus mosaico del pepino) afecta a la calabacita donde
ocasiona pérdidas econémicas de gran importancia (Conti
et al., 2000). Las enfermedades virales han cobrado gran
importancia en los Ultimos afios, debido a que su manejo
se ha basado principalmente en la obtencion de variedades
resistentes, saneamiento y prevencion sin que hasta el
momento exista algun producto parecido a un viricida, con
el cual se les pueda combatir con éxito una vez que las
plantas estan infectadas (Ponz, 2000). La resistencia
sistémica es una alternativa con gran potencial de aplicacion
para el manejo de enfermedades virales. Actualmente, se
conocen dos tipos de resistencia, la resistencia sistémica
adquirida (RSA) y la resistencia sistémica inducida (RSI).
La RSA puede ser inducida por agentes bioticos (tales como
patégenos atenuados) o abidticos (como compuestos
guimicos) y se asocia al incremento de la concentracion de
la fitohormona salicilato y a la produccion de proteinas
relacionadas con patogénesis (PRP). La RSl es estimulada
por rizobacterias promotoras del crecimiento y se asocia a
la mayor sensibilidad a las fitohomonas etileno y jasmonato
sin produccién de proteinas relacionadas con patogénesis.
Ambos mecanismos pueden resultar en una resistencia
general de las plantas hacia diversos patdégenos (Pieterse
et al., 1996; Kloepper et al., 2004).

Se sabe que plantas de tabaco resistentes al Tobacco
mosaic virus (TMV) sintetizan diversas proteinas
relacionadas con patogénesis (PRP) poco después de la
infeccion y que la aplicacion exdgena de &cido acetil salicilico
(AAS) induce la expresion de los genes que sintetizan éstas
PRPy con ello la resistencia de las plantas al virus (Malamy
etal., 1990) u otros fitopatdbgenos como bacterias y hongos
(Chivasaetal., 1997). En calabacita se ha encontrado que
el &cido acetil salicilico podria funcionar como un compuesto
gue transmite la sefal de resistencia contra el Tobacco
necrosis virus (Metraux et al., 1990). Diversas especies de
bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus han sido
utilizadas para inducir resistencia sistémica contra
enfermedades producidas por diferentes hongos, bacterias,
nematodos y virus en cultivos como jitomate, pepino, chile
y cacahuate (Vallad y Goodman, 2004). La presente
investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de Bacil-
lus subtilis y el &cido acetil salicilico contra Cucumber mo-
saic virus en plantas de calabacita (Cucurbita pepo L. var.
Zucchini grey) y proporcionar evidencia indirecta de que los
mecanismos de resistencia (RSA y RSI) pueden ser
activados en esta variedad.

MATERIALESY METODOS

El presente trabajo se realizd en el invernadero de
Virologia Agricola del Departamento de Parasitologia Agricola
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de la Universidad Autbnoma Chapingo ubicado en el
municipio de Texcoco, Estado de México.

Siembra y trasplante de calabacita

Se sembraron semillas de calabacita variedad Zuc-
chini grey de la empresa Caloro®, en charolas de plastico
negro de 128 cavidades conteniendo un sustrato estéril (peat-
moss). La charola fue regada diariamente hasta la
emergencia de las plantulas y después cada tres o cuatro
dias de acuerdo con la humedad observada en el sustrato.
Una vez emergidas las plantulas, éstas se trasplantaron a
vasos de unicel de 500 ml de capacidad que contenian suelo
de monte esterilizado con bromuro de metilo.

Aplicacién de tratamientos

Se establecieron cinco tratamientos bajo un disefio
completamente al azar con ocho repeticiones (plantas de
calabacita) cada uno. Los tratamientos evaluados fueron: a)
Bacillus subtilis aplicado al suelo; b) B. subtilis aplicado al
follaje; ¢) B. subtilis aplicado al suelo y al follaje; d) acido
acetil salicilico aplicado al follaje (AAS) y e) testigo.

En el caso de Bacillus subtilis, se utilizo el producto
comercial Biologic® (Gustafson LLC, USA), el cual consiste
en un concentrado soluble de esta bacteria més acidos
hdmicos. Este producto se aplicé al sustrato de germinaciéon
de la semilla en el almécigo a una dosis de 5 ml-litro* de
agua con un aspersor manual a partir del momento de la
siembra, y posteriormente, al suelo una vez realizado el
trasplante de las plantulas. En el caso de la aplicacion al
follaje, las aspersiones se realizaron hasta punto de goteo
a una dosis de 5 ml-litro* de agua con un aspersor manual
a partir del momento de la emergencia de las plantulas y
hasta el final del experimento. La aplicacion simultdnea del
producto al suelo y al follaje se realizé en la forma, dosis y
tiempos antes indicados. El AAS se aplicé al follaje hasta
punto de goteo a una dosis de 1 g-litro* de agua con un
aspersor manual a partir del momento de la emergencia de
las plantulas. En este caso el AAS fue diluido primeramente
en aproximadamente 2 ml de alcohol etilico 96 %, y
posteriormente, en el agua. En todos los casos anteriores,
la aplicacion de los productos se realiz6 cada tercer dia
hasta el momento de la evaluacién del experimento. Debido
al tamafio de las plantas, durante la etapa de almécigo y
las tres primeras semanas después del trasplante se
prepararon 50 ml de cada producto y posteriormente 100 ml
hasta la evaluacion del experimento. El tratamiento testigo
consistié en plantas de calabacita inoculadas con CMV sin
aplicacion de los productos antes indicados.

Inoculacion del Cucumber mosaic virus

Las plantas de todos los tratamientos fueron inoculadas
mecanicamente con Cucumber mosaic virus a los 20 dias
de edad (tres dias después del trasplante), utilizando como
fuente de inéculo 2 g de tejido foliar aproximadamente de



una planta de tabaco infectada con dicho virus que mostraba
sintomas de mosaico, el cual fue macerado en una solucién
amortiguadora de fosfatos 0.025M pH 7.2 + DIECA (4cido
dietilditiocarbamico).

Variables evaluadas

Con el proposito de conocer si existian diferencias en
el peso de biomasa fresca de las plantas de cada tratamiento,
alos 18 dias después de la inoculacion del CMV, con unas
tijeras de podar se cortaron ocho plantas a la altura del cuello
de cada uno de ellas y se metieron en bolsas de plastico
previamente etiquetadas con el nombre del tratamiento para
su traslado al laboratorio. En laboratorio se pes6 cada planta
de manera individual en una balanza granataria.

El tejido foliar de las ocho plantas de cada tratamiento
fue sometido a la prueba de DAS-ELISA siguiendo el
protocolo establecido por el proveedor de los antisueros
(AGDIA, USA) para detectar de manera cuantitativa al Cu-
cumber mosaic virus en cada una de ellas. Al final de la
prueba se registraron los valores de absorbancia en un lec-
tor de ELISA Dynatech, Minireader Il a 405 nm obtenidos en
cada una de las plantas de los diferentes tratamientos. El
criterio utilizado para discriminar muestras positivas fue el
propuesto por Peralta y Frias (1987) consistente en la me-
dia mas dos veces la desviacion estandar de los testigos
negativos.

Analisis estadistico

La homogeneidad de varianzas y normalidad de los
datos fue comprobada en el paquete estadistico MINITAB
13.1 para las variables peso de biomasa fresca (P<0.05) y
absorbancia (P<0.05). El analisis de la varianza se realiz6
utilizando el modelo general lineal (MGL). Para la
comparacién de medias se utilizd la prueba de Tukey
(P<0.05). Todos los célculos se realizaron utilizando el
paquete estadistico SAS 8.1.

RESULTADOS

Peso de biomasa fresca

Los resultados del andlisis de la varianza del peso de
biomasa fresco mostro diferencias significativas entre las
plantas tratadas con B. subtilis, acido acetil salicilico y el
testigo (P<0.05). Las plantas de calabacita que fueron
tratadas con B. subtilis aplicado al suelo y acido acetil
salicilico aplicado al follaje tuvieron mayor tamafio y peso
de biomasa fresca comparadas con el tratamiento testigo
(Cuadro 1, Figura 1).

Concentracién viral

De acuerdo con el criterio de Peralta y Frias (1987)
utilizado en esta investigacion, el valor umbral para determinar

57

CUADRO 1. Peso de biomasa fresca en plantas de calabacita
registrado a los 15 dias después de la inoculacién
con Cucumber mosaic virus y tratadas con Bacil-
lus subtilis y acido acetil salicilico.

Tratamiento Promedio de peso de

biomasa fresca (g)*

Acido acetil salicilico aplicado al follaje 213 a
Bacillus subtilis aplicado al follaje 17.2 ab
Bacillus subtilis aplicado al suelo 214 a
Bacillus subtilis aplicado al suelo y al follaje 18.9 ab
Testigo inoculado sin ningn producto 143 b

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05.

N R 1) .

FIGURA 1. Apariencia de plantas de calabacita a los 15 dias
después de la inoculacién con Cucumber mosaic
virus y tratadas con diferentes productos (de
izquierda a derecha): a) Testigo inoculado sin
aplicacion de producto, b) Acido acetil salicilico
aplicado al follaje, ¢) Bacillus subtilis aplicado al
suelo y al follaje, d) Bacillus subtilis aplicado al follaje
y e) Bacillus subtilis aplicado al suelo.

a una muestra como positiva fue de 0.347 unidades de
absorbancia a 405 nm. Con base en lo anterior, sélo los
tratamientos de acido acetil salicilico aplicado al follaje y el
testigo fueron positivos al CMV (Cuadro 2).

El andlisis de varianza de la absorbancia mostro
diferencias significativas entre las plantas tratadas con B.
subtilis, acido acetil salicilico y testigo (P<0.05). Las plantas
de calabacita que fueron tratadas con B. subtilis aplicado
al suelo, al follaje y la aplicacién simultanea al suelo y al
follaje tuvieron valores de absorbancia menores al testigo
no tratado (Cuadro 2).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
mostraron que B. subtilis aplicado al suelo y acido acetil
salicilico aplicado al follaje incrementaron significativamente
el peso de biomasa fresca de plantas de calabacita var.
Zucchinni grey. Resultados similares se han reportado con
plantas de pepino infectadas con P. syringae pv. lachrymans
y tratadas con Bacillus subtilis cepa GB03, Bacillus pumilus
INR7 y Curtobacterium flaccumfaciens con la finalidad de
evaluar resistencia sistémica inducida y severidad, donde
se observo una promocion significativa del crecimiento en
las plantas inoculadas con estas bacterias comparada con
el tratamiento testigo que no fue tratado (Raupach y
Kloepper, 2000).
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CUADRO 2. Absorbancia a 405 nm obtenidos en la prueba de DAS-ELISA en plantas de calabacita 15 dias después de ser
inoculadas con Cucumber mosaic virus y tratadas con Bacillus subtilis y acido acetil salicilico.

Tratamiento

Resultado de la

Absorbancia

prueba DAS-ELISA (405 nm)*
Acido acetil salicilico aplicado al follaje Positivo 0.397 a
Bacillus subtilis aplicado al follaje Negativo 0.269 b
Bacillus subtilis aplicado al suelo Negativo 0.294 b
Bacillus subtilis aplicado al suelo y al follaje Negativo 0.295 b
Testigo inoculado sin producto Positivo 0.349 ab

*Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05.

Por otro lado, un valor muy alto en peso de biomasa
frescay similar al del tratamiento Bacillus subtilis aplicado
al suelo se obtuvo en el tratamiento con &acido acetil salicilico.
Este comportamiento es diferente del reportado por Lopez
y Scott (1997) quienes mencionan que el crecimiento del
tallo de explantes de papa se inhibe con la aplicacién de
acido acetil salicilico a una concentracion de 0.018 a 0.180
g-litro%, o bien, en el caso del frijol donde al aplicar 0.25 a
0.5 g-litro* de Acido acetil salicilico se registré una fuerte
pérdida de peso de discos foliares de esta especie que no
se observo cuando se utiliz6 una concentracion de 0.1 g-litro?
(Canakci, 2003).

Las plantas tratadas con Bacillus subtilis aplicado al
follaje tuvieron un peso de biomasa fresca inferior al regis-
trado en el caso de la aplicacién de Bacillus subtilis al sue-
lo. Lo anterior se debe a que las bacterias del género Bacil-
lus son habitantes comunes del suelo y no del follaje (Olsen
y Baker, 1967). Se esperaba que la aplicacién simultanea
de Bacillus subtilis al suelo y al follaje incrementara el peso
de biomasa fresca al incrementar la superficie de contacto
de esta bacteria con la planta que pudiera influir en un mayor
estimulo de los mecanismos de defensa.

El menor peso de biomasa fresca registrado en el
tratamiento testigo puede atribuirse a la infeccién viral, ya
gue se sabe que uno de los efectos de estos patégenos en
las plantas es precisamente una disminucion en su
crecimiento. Plantas infectadas por Cucumber mosaic vi-
rus pueden quedar achaparradas en grado considerable o
morir por la infeccion ocasionada por el virus (Agrios, 2004).
En el caso del pepino, se observa que a los cuatro o cinco
dias después de haberse producido la inoculacién con Cu-
cumber mosaic virus, todo crecimiento posterior disminuye
drésticamente y las plantas se quedan enanas, debido a
gue los entrenudos y peciolos del tallo se acortan y a que
las hojas se desarrollan sélo a la mitad de su tamafio nor-
mal (Conti et al., 2000). La infeccion causada por el Cucum-
ber mosaic virus ocasiona una disminucion del crecimiento
en plantas de calabacita (Agrios, 2004).

Los tratamientos en los que se aplico Bacillus subtilis
resultaron negativos al Cucumber mosaic virus en la prueba
de DAS-ELISA y sus valores de absorbancia fueron muy
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similares entre si y diferentes estadisticamente de los
registrados en los tratamientos testigo y acido acetil
salicilico. De acuerdo con van Loon et al. (1998), las bacterias
promotoras del crecimiento, como Bacillus sp., constituyen
uno de los diversos grupos de microorganismos asociados
a las plantas con el potencial de inducir mecanismos de
defensa. En este sentido, los bajos valores de absorbancia
observados en las plantas tratadas con Bacillus subtilis
pueden ser el resultado de la induccién de los mecanismos
de resistencia en la planta, inhibicion en la replicacion viral
0 a su dilucion por efectos de crecimiento de la planta.

Por otro lado, se observé que la aplicacion del acido
acetil salicilico al follaje no afect6 la concentraciéon de Cu-
cumber mosaic virus comparadas con el testigo.
Adicionalmente, se observo un incremento en el crecimiento
de las plantas. Esta combinacion tiene un potencial negativo
en el manejo de la enfermedad provocada por CMV en el
cultivo de calabacita en campo, pues estas plantas servirian
como fuente de indculo.

Por el contrario, las plantas tratadas con Bacillus
subtilis (ya sea al suelo o al follaje) tuvieron un mayor peso
de biomasa fresca comparado con el testigo y ademas
resultaron negativas a Cucumber mosaic virus (Cuadro 2).
No obstante, es mas conveniente la aplicacion de Bacillus
subtilis al suelo ya que puede obtenerse un mayor peso de
biomasa fresca y una disminucion considerable de la
concentraciéon del Cucumber mosaic virus en las plantas
con la ventaja adicional de su facil aplicacion y menor costo
comparado con la aplicacién simultanea de esta misma
bacteria al suelo y al follaje.

CONCLUSIONES

La aplicacion de Bacillus subtilis redujo la
concentracién de Cucumber mosaic virus en plantas de
calabacita. El acido acetil salicilico no afecté la concentracion
de Cucumber mosaic virus en plantas de calabacita. La
aplicacion de Bacillus subtilis al suelo y acido acetil salicilico
al follaje a plantas de calabacita var. Zuchini incremento el
peso de biomasa fresca. La aplicacion de Bacillus subtilis
aumento el crecimiento y redujo la concentracion de Cu-
cumber mosaic virus en calabacita.
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