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RESUMEN

Para estudiar los efectos de la Micorriza Arbuscular (HMA) durante el establecimiento y desarrollo de la pudricién
de raiz, causada por Phytophthora capsici en plantas de jitomate, se realiz6 un experimento en condiciones de
invernadero. Se utilizaron plantas de jitomate var. criolla con 4 tratamientos, que fueron los siguientes: 1) plantas sin
inocular (testigo), 2) plantas inoculadas con HMA, 3) plantas inoculadas con Phytophthora capsici y 4) plantas
inoculadas con HMA + P. capsici. Cada tratamiento consté de S repeticiones. Se realizaron cosechas periddicas a los
30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 dias, evaludndose las siguientes variables agronémicas: colonizacién micorrizica, tamafio
de la parte aérea y de la raiz, peso seco de la parte aérea y de la raiz. También se cuantificé la cantidad de fésforo
disponible tanto en la parte aérea como en la raiz. La colonizacién micorrizica mostré un incremento significativo
(p<=0.05) en las plantas infectadas con P. capsici, alcanzando el 100% a los 75 dias de edad de las plantas (30 dias
después de la inoculacién con el patégeno). Las plantas de jitomate colonizadas por HMA mostraron un efecto
positivo en el crecimiento vegetativo y una reduccién en la colonizacién patégeno debido a la micorrizacién. La
competencia por compuestos de carbono, puede ser una de las causas de la reduccién en el desarrollo del patégeno en
plantas micorrizadas, ya que el crecimiento de ambos organismos simbiontes y patégenos, depende de los fotosintatos
disponibles en el hospedero. Asimismo, las respuestas de defensa de las plantas a la presencia de las micorrizas podrian
estar inhibiendo el desarrollo de P. capsici.
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ABSTRAC

In order to study the effect of Arbuscular Mycorrhizae (HMA) on the establishment and development of root rot
caused by Phytophthora capsici on tomato plants, an experiment was conducted under greenhouse conditions. Using
tomato plants var. criolla 4 treatments were established as follows: 1) uninoculated plants (control), 2) plants
inoculated with HMA, 3) plants inoculated with Phytophthora capsici, and 4) plants inoculated with Phytophthora
capsici + HMA. Each treatment with 5 replicas. Periodical sampling was conducted at 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120
days, the agronomic characteristics measured were: mycorrhizal colonization, length of root aerial tissue, above
ground tissue and root dry weight. The amount of available phosphorus was also quantified. Mycorrhizal colonization
showed a significant (p<=0.05) increase on plants inoculated with Phytophthora capsici reaching 100% at 75 day-old
plants (30 days after inoculation with the pathogen). Tomato plants inoculated with HMA showed a positive effect on
plant growth and pathogen colonization due to mycorrhization. Competence for carbone source can be one of the
reasons for the reduction of pathogen development due to the fact that growth of both symbionts and pathogens,
depends on the availability of photosyntates in the host. Also the defense responses triggered by micorrhizae may be
inhibiting P. capsici growth.
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INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es una
de las principales hortalizas que se cultivan en el
Estado de Michoacdn y en la mayor parte del
territorio mexicano. Las dreas productoras de
jitomate se ven afectadas por patégenos que
pudren la raiz de las plantas, tal es el caso de
Phytophthora capsici, en particular en terrenos
en los que previamente se sembré chile, como es
el caso de algunas localidades de Michoacan
(Ferndndez-Pavia, et al., 2003). Phytophthora es
un género importante de Oomycetes fitopatdge-
nos responsable directo de considerables pérdi-
das econémicas en diversos cultivos. Los princi-
pales dafios son pudriciones de la raiz, ahoga-
miento de plantulas y pudriciones de tubérculos,
cormos, base del tallo y otros érganos. La eleva-
da humedad relativa asi como la abundante hu-
medad del suelo y una temperatura entre 15 °C y
23 °C, son propicias para el establecimiento y
desarrollo del patégeno. Las plantas afectadas
con frecuencia empiezan a mostrar sintomas
como marchitamiento, clorosis de hojas y res-
quebrajamiento de tallo; debido principalmente a
la sequia y deficiencia nutricional, se debilitan y
se vuelven susceptibles al ataque de otros pat6-
genos lo cual aunado a diversos factores, condu-
cen a la muerte de las plantas (Agrios, 2001).

Entre las caracteristicas que diferencian al
género Phytophthora de los hongos verdaderos
se encuentran: paredes celulares compuestas de
p1-6 y P 1-3 glucanos en lugar de quitina, pro-
duccién de zoosporas biflageladas, produccién
de gametangios masculinos llamados anteridios
y gametangios femeninos llamados oogonios y
un estado vegetativo diploide (Money, 1998
citado en Fry, 2008). Estas caracteristicas auna-
das a estudios de ARN ribosomal permitieron
reconocer que estos organismos estdn mds rela-
cionados con otros organismos como las Crisofi-
tas, diatomeas y algas cafés que con los hongos
verdaderos (Judelson, 1997).

En afios recientes se ha demostrado que el
manejo de patdgenos de las plantas mediante

técnicas de biocontrol tiene un gran potencial en
la reduccién de productos quimicos en la agri-
cultura, ademds de contribuir significativamente
a la sustentabilidad del planeta. Ademas de las
bacterias, la micorriza arbuscular se coloca co-
mo uno de los grupos de microorganismos mds
importantes que han revelado resultados prome-
tedores en el control de patégenos. Se ha repor-
tado que la micorriza arbuscular tiene un efecto
supresor y protector en las enfermedades causa-
das por algunos patégenos de raiz como
Phytophthora capsici, Erwinia carotovora 'y
Pseudomonas syringae (Garcia-Garrido et al.,
1988).

La importancia de la aplicacion de los hongos
micorrizicos arbusculares (HMA) en sistemas
agricolas no sdlo reside en el potencial que ofre-
cen para el control de patégenos del suelo, sino
también, en que proveen a las plantas de otros
beneficios como el aumento en la absorcién de
nutrimentos y agua, siendo el fésforo el principal
nutrimento implicado. Se han propuesto algunos
eventos que pueden estar relacionados con el
biocontrol con HMA como son los cambios en el
estatus de nutrientes, cambios bioquimicos en
los tejidos de la planta, cambios anatémicos en
las células, alivio de estrés, cambios en la morfo-
logia del sistema radical (Hoocker et al., 1994).
Ademads se considera que la captacién mds efi-
ciente del fésforo en plantas micorrizadas, las
mantiene con una superioridad nutricional que
hace que se reduzca la enfermedad (Linderman,
1994).

A la fecha no se han podido establecer en la
agricultura la prictica de éstas técnicas, prime-
ramente porque las précticas agricolas de caréc-
ter intensivo aunadas a la aplicacién de elevadas
cantidades de fertilizantes quimicos, pueden
provocar una reduccién en la colonizacién por
parte de los HMA; por otro lado, se presenta la
limitante de que la informacién que existe en
torno a los mecanismos por los cuales se lleva a
cabo el biocontrol de HMA es escasa.

En este trabajo se estudiaron los efectos de la
Micorriza Arbuscular durante el establecimiento
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TABLA 1. Composicién de los tratamientos evaluados

Testigo Suelo estéril (Peat mosse) y arena blanca estéril (3:1)
HMA Suelo estéril (Peat mosse), arena blanca estéril (3:1) + HMA
P. capsici Suelo estéril (Peat mosse), arena blanca estéril (3:1) + P. capsici

HMA + P. capsici

y desarrollo de la pudricién de raiz, causada por
Phytophthora capsici en plantas de jitomate
(Solanum lycopersicum).

MATERIALES Y METODOS

Materiales biologicos

Las semillas de jitomate se esterilizaron su-
perficialmente mediante inmersién en una solu-
cioén de hipoclorito de sodio (4%) durante 5 mi-
nutos, y se sometieron a dos lavados con agua
destilada estéril. Fueron germinadas en suelo
estéril de tipo Peat mosse durante 15 dfas. Poste-
riormente las pldntulas fueron trasplantadas a
macetas utilizando como sustrato una mezcla de
suelo estéril Peat mosse y arena en proporcién
de 3:1. Las plantas fueron regadas adicionando
20 ml de solucidén nutritiva de Long Ashton, baja
en fésforo (Hewitt y Smith, 1974).

Se utilizé el consorcio fingico denominado
TIR 1 conformado por las siguientes especies:
Glomus invermaium Hall, Glomus mosseae (Ni-
colson y Gerdemann) Gerdemann y Trappe,
Glomus aggregatum Scheck y Smith y Gigaspo-
ra sp. aff. margarita. Se homogeneizé el suelo
en conjunto con los sistemas radicales y se utili-
z6 en una proporcién de 20 g (conteniendo rai-
ces colonizadas, esporas y micelio externo) para
cada maceta de los tratamientos HMA y HMA+
P. capsici. El aislamiento de esporas provenien-
tes del suelo se realiz6 de acuerdo al método
descrito por Gerderman y Nicolson (1963).

El indculo de P. capsici se obtuvo de un fruto
de jitomate infectado proveniente de un campo
de cultivo del municipio de Tacdmbaro, Michoa-
can. Phytophthora capsici se sembré en medio
V-8 clarificado agar. La suspension de zoosporas
se obtuvo utilizando el protocolo de Ristaino
(1990) con modificaciones. Se indujo la esporu-
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Suelo estéril (Peat mosse), arena blanca estéril (3:1)

+ HMA + P. capsici

lacion cortando cuadros de 1 cm, con micelio,
éstos se transfirieron a cajas de Petri estériles,
agregando agua destilada estéril e incubando a
27 °C de 5-7 dias. Una vez formados los espo-
rangios, se indujo la liberacién de zoosporas
sometiendo a las cajas a una temperatura de 4 °C
durante 40 minutos. Se inocularon 5,000 zoospo-
ras/ml por maceta tratada con P. capsici. La
inoculacién se llevé a cabo a los 30 dias de ger-
minacion de las plantas. La aplicaciéon de la
suspension fue directa a la parte basal del tallo,
aplicando 2 ml por planta a tratar.

Diserio experimental

Se realiz6 un experimento en condiciones de
invernadero, con plantas de jitomate var. criolla
(Solanum lycopersicum) utilizando un disefio
experimental de bloques completamente al azar.

La combinacién de los factores a evaluar
origind 4 tratamientos, con 5 repeticiones cada
uno, que fueron los siguientes: 1) plantas sin
inocular (testigo), 2) plantas inoculadas con
HMA, 3) plantas inoculadas con Phytophthora
capsici y 4) plantas inoculadas con HMA + P.
capsici (TABLA1).

Porcentaje de Colonizacion Micorrizica

El porcentaje de colonizacion fue determina-
do mediante la tincién de raices con Azul de
Tripano, descrita por Phillips y Hayman (1970),
empleando un total de diez raices tefiidas toma-
das al azar en cada muestra. La colonizacién se
evalu6 tomando en cuenta la presencia de vesi-
culas, arbisculos y/o hifas cenociticas tipicas de
los HMA.

Sintomatologia ocasionada por P. capsici.

Se registraron los sintomas que presentaban
las plantas inoculadas con P. capsici en los dife-
rentes tratamientos.
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FIGURA 1. COLONIZACION MICORRIZICA. La inoculacién de
P. capsici se llevé a cabo a los 45 dias Tratamiento HMA + P.
capsici (cuadrados). Tratamiento de HMA (circulos).

Variables agronémicas

Las plantas se desarrollaron en condiciones
de invernadero. Se realizaron cosechas periddi-
cas a los 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 dias, eva-
ludndose las siguientes variables agrondmicas:
tamafio de la parte aérea, tamafio de la raiz, peso
seco de la parte aérea, peso seco de la raiz. Tam-

bién se cuantificé la cantidad de fésforo dispo-
nible tanto en la parte aérea como en la raiz por
el método de Vanadato-Molibdato.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos para cada una de las
variables agrondémicas fueron sometidos a un
andlisis de varianza y prueba de comparacién de
medias de Tukey. El tratamiento estadistico se
realizé utilizando el programa JMP (versién
6.0).

RESULTADOS

Porcentaje de colonizacion

La colonizaciéon micorrizica mostré un in-
cremento significativo (p<=0.05) en las plantas
infectadas con P. capsici, alcanzando el 100% a
los 75 dias de edad de las plantas (30 dias des-
pués de la inoculacién con el patégeno). El tra-
tamiento con HMA, alcanzé el 100% hasta los
120 dias (FIGURA 1). Las principales estructuras
observadas fueron hifas y micelio colonizando

FIGURA 2. Estructuras observadas al interior de las raices micorrizadas e infectadas con P. capsici a) Presencia de los esporangios
de P. capsici. b) Vesiculas de HMA extendiéndose en las células vegetales; ¢) Arbusculos; d) Hifas.
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FIGURA 3. TAMANO DE LA PARTE AEREA Y RAIZ EN PLANTAS DE JITOMATE LUEGO DE LA INFECCION CON P. capsici. a) Tamafio de

la parte aérea. b) Tamafio de la raiz.

ampliamente al interior de las raices, numerosos
arbisculos en las plantas infectadas con P.
capsici, asi como también esporangios y zoospo-
ras de P. capsici (FIGURA 2).

Evaluacion de las variables agronémicas

Tamaiio de parle aérea y raiz

Para la variable longitud de la parte aérea y
de la raiz de la planta, se detecté una diferencia
(ANOVA p<=0.05) entre los tratamientos control
y HMA y HMA + P. capsici (FIGURA 3). El tra-
tamiento de las plantas infectadas con P. capsici
sin micorrizar mostré una alta significancia con
respecto a los otros tratamientos. La longitud de
la parte aérea, en el tratamiento con P. capsici y
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HMA fue superior sobre el resto de los trata-
mientos a partir de los 60 dias (FIGURA 3A). En
raices, los resultados en todas las plantas mico-
rrizadas mostraron resultados favorables (FIGURA
3B). En las plantas infectadas con P. capsici, la
pérdida de raices fue significativa desde los 60
dias (aun cuando los sintomas no eran visibles
en la parte aérea) y entre los 98 y 101 dias, todas
las plantas se murieron.

Peso seco de parte aérea y raiz

El peso seco de la parte aérea indicé que las
plantas infectadas con P. capsici tuvieron una
pérdida significativa de biomasa a diferencia de
las plantas igualmente infectadas con P. capsici e
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FIGURA 4. Cuantificacion de la biomasa en los diferentes tratamientos. Las plantas micorrizadas mostraron diferencias

significativas respecto a las plantas infectadas con P. capsici.

inoculadas con HMA. Desde los 60 dias mostra-
ron una mayor biomasa con respecto al resto de
los tratamientos, excepto los testigos (FIGURA
4A). En cuanto a la pérdida de biomasa radical de
los distintos tratamientos (FIGURA 4B), se encon-
tré que las plantas inoculadas s6lo con HMA
incrementaron sus valores a partir de los 90 dias
y hacia fines del experimento presentaron los
valores de biomasa mas altos.

Las plantas infectadas con el patégeno, pre-
sentaron inicialmente marchitamiento, seguido
de pudricién y pérdida de raices (FIGURA 5),

principalmente en el tratamiento con P. capsici
sin micorrizas. Posteriormente tuvo lugar la
necrosis de la base del tallo, hasta secar la plan-
ta. Finalmente entre los 98 y 101 dias se presen-
t6 la muerte de todas las plantas del tratamiento
denominado: P. capsici. En las plantas inocula-
das con P. capsici en presencia de HMA, tnica-
mente algunos individuos mostraron marchita-
miento a los 90 dias, no hubo necrosis en la base
del tallo, pero si se presentd una ligera clorosis
en las hojas de algunas de las plantas. El indice
de pudricién radical, fue mayor en las plantas
infectadas s6lo con P. capsici. La pudricién de
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L

FIGURA 5. DIFERENCIAS ENTRE LOS SISTEMAS RADICALES. a) Raiz atacada severamente por P. capsici y sin presencia de
micorriza arbuscular, b) raices micorrizadas y atacadas por P. capsici, ¢) raices micorrizadas.

raices se presenté moderadamente a partir de los
60 dias, y a los 90 dias se torné mds severa
(FIGURA 5A), hasta que finalmente murieron las
plantas.

Determinacion de Fésforo

Las plantas micorrizadas e infectadas con P.
capsici mostraron valores mayores que las plan-
tas inoculadas s6lo con HMA (FIGURA 6). Se
observa que la fijacién de fésforo fue mayor en

250

200 - I

150 -

100 uf = HMA

HMA + P. capsici

Concentracion de P (ppm)

30 120

FIGURA 6. Cuantificacion de Fosforo presente en las plantas
micorrizadas antes de la infeccién con P. capsici (30 dias); y al
final del experimento (120 dias).
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las plantas infectadas con P. capsici, a diferencia
de las plantas inoculadas con HMA, debido a
que las plantas infectadas con el patégeno fueron
sometidas a estrés y requieren de elevar su esta-
do nutrimental para defenderse de la
enfermedad.

DISCUSION

La presencia de micorrizas en raices de jito-
mate reduce significativamente la susceptibili-
dad a P. capsici causante de la pudricién de raiz.
La bioproteccién de la colonizacién micorrizica
en plantas contra patégenos del suelo como ne-
matodos y otros patdgenos de raices, es muy
comtn (Cordier et al., 1996; Bodker et al.,
1998). Por el contrario, la susceptibilidad de las
plantas a los patégenos foliares, es generalmente
mayor en plantas micorrizadas respecto a las no
micorrizadas (Linderman, 1994). Denhe (1982)
reporté que la influencia sistémica de los HMA
puede ser atribuida al aumento nutricional, la
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competencia por fotosintatos, la competencia por
los sitios de infeccidn, los cambios microbiol6-
gicos en la micorrizésfera y la activaciéon de
mecanismos de defensa por la planta (Azcén et
al., 1996).

En este estudio las plantas de jitomate colo-
nizadas por HMA mostraron un efecto positivo
en el crecimiento de la planta y reduccién de la
infeccién del patégeno debido a la micorriza-
cién. La competencia por compuestos de carbo-
no, puede ser una de las causas de la reduccién
en el desarrollo del patégeno en plantas micorri-
zadas, ya que el crecimiento de ambos organis-
mos simbiontes y patégenos, depende de los
fotosintatos del hospedero (Azcén et al., 2002).

El estatus nutricional es un factor importante
que influencia la susceptibilidad de las plantas a
la enfermedad. En este estudio se demuestré que
el aumento del P en tejidos de la plantas micorri-
zadas se incrementd con la presencia del patdge-
no. Sin embargo, la resistencia en los tratamien-
tos con HMA no puede ser explicada por una
mejor absorcién de P por parte de las plantas
micorrizadas. Tal vez otros nutrientes tales como
nitrégeno, potasio y zinc, que no fueron medi-
dos, aporten una mayor reduccién en los sinto-
mas de la enfermedad (Vintal et al., 1999).

Se ha demostrado que la inoculacién micorri-
zica en plantas jévenes, previo al ataque de los
patégenos, es una practica exitosa para incre-
mentar la tolerancia/resistencia a la enfermedad
en especies agronémicas econdmicamente im-
portantes principalmente en plantas utilizadas en
la horticultura y sistemas de produccién de fruta-
les (Lovato et al., 1996; Pinochet et al., 1998).
En plantas de jitomate infectadas con P. capsici,
solamente un buen establecimiento de la coloni-
zacién micorrizica puede proteger a las plantas
(Cordier et al., 1996), y la bioproteccién de los
HMA contra P. capsici, depende del éxito del
establecimiento de la simbiosis con la presencia
de arbtsculos (Slezak, et al., 200). En este estu-
dio se observo que el desarrollo de la coloniza-
cioén fue desde 50% hasta el 100% una vez pre-
sente el patdgeno.

Se concluye que la micorrizaciéon en plantas
de jitomate puede reducir la susceptibilidad de
éstas a P. capsici, causante de la pudricién de

raiz. Este efecto es indirecto, y puede estar in-
fluenciado por el éxito en el establecimiento en
la colonizacién micorrizica, que modula las
respuestas de defensa de la planta (Pozo et al.,
2007).
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