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TOLERANCIA A Phytophthora capsici DE PLANTAS DE FRESA PREMICORRIZADAS
CON Rhizophagus intrarradices E INOCULADAS CON RIZOBACTERIAS
PROMOTORAS DEL CRECIMIENTO VEGETAL

RESUMEN

La fresa (Fragaria x annanasa Duch.) es un cultivo de gran importancia para México. Sin
embargo, el abuso en la aplicacion de plaguicidas para el control de patdgenos del suelo ha
ocasionado la degradacion de éste y dafios a la salud humana. Esto ha llevado a buscar
alternativas de biocontrol. El objetivo de este trabajo fue evaluar la premicorrizacion con
Rhizophagus intrarradices (antes Glomus intrarradices) e inoculacion con rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal o PGPR’s (por sus siglas en inglés, Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) en la supresion de la marchitez causada por Phytophthora capsici en la variedad
de fresa “Festival”. El inoculo consistio de 0.5 g de raices de sorgo colonizadas con 80-85 % por
R. intrarradices y un mL de la suspension bacteriana compuesta por Pseudomonas tolassi,
Bacillus pumilus, y Paenibacillus sp. a una concentracion de 108 UFC/mL, aplicado ocho dias
después del trasplante. Phytophthora capsici se inocul6 45 dias después de la aplicacion de los
microorganismos biocontroladores. Se evaluaron las siguientes variables: Antagonismo de
Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus, y Paenibacillus sp., incidencia y severidad de la
enfermedad, colonizacion micorrizica, area foliar, peso de materia seca, volumen radical,
contenido de N y P y nimero de estolones. Se observo que las tres cepas bacterianas tuvieron
efecto antagonico, ya que inhibieron el crecimiento del fitopatogeno. Al final de experimento se
registr6 63 % de severidad en las plantas tratadas con P. capsici. La manifestacion de la
enfermedad fue menor en las plantas inoculadas con PGPR’s + R. intrarradices con tan solo 23
%. Se observé mayor area foliar (239.95cm?), peso de materia seca (6.24 g), volumen radical
(2.1 mL) y nimero de estolones (5) en las plantas inoculadas con PGRP’s + R. intrarradices. En
cuanto a la concentracion de N y P en la biomasa vegetal, no hubo diferencia significativa. Sin
embargo, el aumento en el crecimiento de las plantas inoculadas con los microorganismos
benéficos, probablemente se deba a la produccién de reguladores del crecimiento vegetal y no al

Ny P disponible.
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TOLERANCE TO Phytophthora capsici OF STRAWBERRY PLANTS PRE-
MYCORRHIZED WITH Rhizophagus intrarradices AND INOCULATED WITH
RHIZOBACTERIAS GROWTH PROMOTING

ABSTRACT

Strawberry (Fragaria X annanasa Duch.) is a crop of great importance to Mexico. However,
abuse in the application of pesticides to control soil pathogens causes the soil degradation and
damage of human health. This has led to seek biocontrol alternatives. The aim of this study was
to evaluate the premicorrizacién with Rhizophagus intrarradices (before Glomus intrarradices)
and inoculation with plant growth promoting rhizobacteria (PGPR's) in suppressing the wilt
caused by Phytophthora capsici in the strawberry variety “Festival”. The inoculum consisted of
0.5 g of 80-85% R. intrarradices-colonized sorghum roots and one mL of the bacterial
suspension comprising for Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus, and Paenibacillus sp. at a
concentration of 108 CFU mL? applied eight days after transplanting. Inoculation of
Phytophthora capsici occurred 45 days after the application of the biocontroling
microorganisms. The following variables were evaluated: bacterial antagonism against
Phytophthora capsici, disease incidence and severity, mycorrhizal colonization, leaf area, dry
matter weight, root volume, content of N and P and number of stolons. The three bacteria
species inhibited the growth of the pathogen. At the end of the experiment, the disease severity in
plants inoculated with P. capsici was 63%. Inoculation with PGPR’s + R. intrarradices reduced
in 23% the disease severity. Plants inoculated with PGRP’s + R. intrarradices increase the leaf
area (239.95cm2), dry matter weight (6.24 g), root volume (2.1 mL) and stolon number (5). In
this study there was no significant difference in the content of N and P in the tissue plant,
however, the increase of the plant growth inoculated with beneficial microorganism probably it
is due to the plant growth regulators production.

Key words: Strawberry, endomycorrhizae, PGPR’s, oomycete, biocontrol
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CAPITULO I. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1. INTRODUCCION

La fresa (Fragaria x ananassa Duch) es un frutal que se consume principalmente en fresco. Por
las caracteristicas de su fruto es considerado sindbnimo de primavera, aunque en la actualidad,
gracias a las tecnologias de postcosecha y envasado, puede ser consumida practicamente durante
todo el afio (Dorantes, 2008). Este cultivo es muy importante a nivel nacional debido a las
divisas que genera. México ocupa el segundo lugar en la produccion mundial de fresa
(FAOSTAT, 2012) y presenta un consumo per capita de un kilo 500 gramos (Seefod, 2013).

Dentro de los principales problemas fitosanitarios del cultivo de fresa, se encuentran las
enfermedades de la raiz causadas por hongos y oomicetos, destacando la secadera que consiste
en marchitamiento y muerte gradual de la planta (Mendoza-Zamora y Romero Cova, 1989;
Castro y Davalos, 1990; Quintero et al., 1998; Ceja et al., 2008). Esta enfermedad se ha
relacionado con nueve organismos, de los que sobresalen Fusarium sp., Verticillium dahliae,
Rhizoctonia solani y Phytophthora sp. (Castro y Davalos, 1990; Mendoza, 1992; Quintero et al.,

1998).

El manejo de la pudricion radical de la fresa se ha basado exclusivamente en el uso de productos
quimicos, particularmente, la fumigacion del suelo con bromuro de metilo. Producto que ha sido
prohibido en México y otros paises por los dafios severos que causa a la capa de ozono

(Ferguson et al., 2002).

El uso excesivo de plaguicidas en el manejo de la secadera, altera a los depredadores naturales
presentes en el ecosistema. lgualmente, la presencia de residuos de productos toxicos tanto en

fruto como en planta, incrementan el dafio al ambiente y salud humana (Leon et al., 2014).



Ante tal situacion, se han buscado alternativas para la disminucién en el uso de plaguicidas, tal es
el caso del control bioldgico de enfermedades en plantas. Este se realiza a través de la
inoculacién de microorganismos benéficos con la finalidad de mejorar la sanidad vy
productividad de los cultivos. Dentro de estos microorganismos destacan las bacterias y los
hongos, como los dos grupos méas importantes de antagonistas de fitopatdgenos (Barea, 1998).
La utilizacion de estos microorganismos, de manera conjunta, repercute en la sanidad de las

plantas debido a la integracién de una serie de mecanismos benéficos (Azcon, 2000).

1.2. OBJETIVO GENERAL
El objetivo general de este trabajo fue evaluar la premicorrizacion con Rhizophagus
intrarradices y la inoculacion con las rizobacterias Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y

Paenibacillus sp. en la supresién de P. capsici en fresa.

1.3. HIPOTESIS GENERAL

R. intrarradices y las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR’s) actian como
agentes de control bioldgico de P. capsici de manera individual, por lo tanto, su accién conjunta
aumentara su efectividad disminuyendo la incidencia y severidad en la marchitez de plantas de

fresa.



1.4. REVISION DE LITERATURA

1.4.1. Cultivo de fresa

1.4.1.1. Importancia en México y el mundo
En el mercado de las frutas, la fresa ocupa un lugar importante ya que su consumo en fresco es

altamente demandado (Clavejo et al., 2010; Argelys, 2012).

Estados Unidos es el principal productor (1 366 850 tm) (FAOSTAT, 2012), y consumidor de
fresas (3.58 kg per cépita) (USDA, 2013). Por su parte, México pasé del quinto lugar en 2011
(228 900 tm) al segundo lugar (2012) en la produccidn de esta frutilla (360 426 tm) (FAOSTAT,
2012). El consumo per capita aumento considerablemente, pasando de 800 gramos en el 2009, a

un kilo 500 gramos en el 2012 (Seefod, 2013).
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Figura 1. Principales productores de fresa a nivel mundial (FAOSTAT, 2012).

El principal estado productor de fresa en México es Michoacan, con una superficie sembrada de

4,605 ha, siguiéndole Baja California con 2,048 ha (SIAP, 2013) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Principales productores estatales de fresa en México (SIAP, 2013).

Superficie Superficie Produccion  Rendimiento
Estado sembrada(ha) cosechada(ha) (Ton) (Ton/ha)
Michoacan 4,605.00 4,482.50 204,937.15 45.72
Baja California 2,048.00 2,048.00 123,586.00 60.34
Guanajuato 903 901 20,198.00 22.42
Jalisco 480 480 16,461.50 34.29
México 332.5 328.5 5,923.85 18.03
Baja California Sur 226.25 211.25 7,747.49 36.67
Aguascalientes 24 24 336 14
Zacatecas 9 9 148.94 16.55
Puebla 3.5 35 6.5 1.86
Veracruz 3 3 28.5 9.5
Sinaloa 2 2 59.6 29.8
Chihuahua 1.47 1.47 15.93 10.84
Durango 1 1 8 8
Coahuila 1 1 6.42 6.42

1.4.1.2. Origen y distribucién en México
En 1849, la planta de fresa fue introducida a México, en el estado de Guanajuato, por medio de
Don Nicolas Tejada, lider politico del Distrito de Irapuato. El cultivo de fresa cobré importancia
hasta 1880, cuando Oscar Droege, aleman radicado en Guanajuato, ensefid a los agricultores
locales el cultivo técnico de la fresa, en las huertas localizadas en la hacienda de San Juan Retana

(Sénchez, 2008; Leon, 2014).

A partir de los afios 40°s, el estado de Guanajuato se posiciond como el principal productor de
fresa en México, sosteniendo esta posicion hasta el afio de 1974. Sin embargo, la contribucion de
este estado en la produccién nacional de fresa ha disminuido debido, principalmente, a una
tendencia negativa en la superficie de plantacién y a la baja tecnificacion de dicho cultivo en este

estado. A mediados de los afios 80°s, Ensenada, Baja California, se sumo a la produccion de



fresa, debido a su cercania con Estados Unidos de América, que es el principal consumidor
mundial de esta frutilla (Ledn, 2014). En 1999 alcanz6 una produccién de 32 922 t, superando a
Guanajuato. A partir de ese afio, Guanajuato ocupa el tercer lugar en la produccién de fresa,
contribuyendo con el 7 % de la produccion nacional, mientras tanto Michoacan participa con el

50 % y Baja California con el 37 % (SAGARPA, 2013).

1.4.1.3. Taxonomia y descripcion botanica
La fresa es una planta de la familia Rosaceae, subfamilia Rosoidea, tribu Potentilla, cuyo género
es Fragaria. Los cultivares mas utilizados en la actualidad son cruzamientos de las especies:
Fragaria vesca, Fragaria chiloensis, Fragaria virginiana y Fragaria grandiflora (Feriol, 2010;

Argelys, 2012).

Es una planta perenne de porte pequefio, se reproduce de manera sexual y asexual (mediante el
desarrollo de estolones). Aunque se considera como herbacea, en realidad se trata de una especie
lefiosa y perenne con caracteristicas fisiologicas similares a arboles y arbustos de hoja caduca

(Lbépez-Aranda et al., 2009).

Su ciclo de vida es corto (de doce a veinte semanas por generacion). El tallo estd comprimido en
una roseta basal o corona, de la que surgen las hojas que generalmente son pinadas Yy trifoliadas
(Hancock, 1999). En las axilas de las hojas se desarrollan yemas o meristemos axilares. Estas
yemas, dependiendo del estado nutricional y de las condiciones ambientales, evolucionan de
diferente manera: permanecen aletargadas o desarrollan estolones, ramas o escapos florales, los
estolones, o tallos rastreros, producen raices adventicias, de las que pueden surgir eventualmente

nuevas plantas.



Se reproduce sexualmente mediante la formacion de inflorescencias generalmente hermafroditas,
de pétalos blancos y receptaculo amarillo. Los receptaculos terminan desarrollando poliaquenios
o0 “eterios” que contienen a los verdaderos frutos (aquenios) en su superficie. El fruto de fresa

pertenece a la categoria de los no climatéricos (Navarro y Mufioz-Garmendia, 2005).

1.4.1.4. Enfermedades fungosas en raiz y corona
La fresa es una planta muy susceptible al ataque de fitopatdgenos, tal es el caso de Phytophthora
cactorum, que ocasiona la pudricion de la corona (Martinez et al., 2010), Phytophthora fragarie

var fragariae, causante de la podredumbre roja y Pythium sp.

Asimismo Rhizoctonia solani, es el agente causal de la raiz negra de la fresa. Esta enfermedad se
caracteriza por reducir el vigor y rendimiento (Wing, 1994), y puede ser introducida en los
cultivos por medio del uso de plantas contaminadas en el trasplante (Ferguson, 2002). La

enfermedad es favorecida por el drenaje pobre de los suelos (Vestberg et al., 2004).

Dentro de estos fitopatdgenos también se encuentra Macrophomina phaseolina, que puede
sobrevivir en el suelo o en residuos de material vegetal infectado en forma de microesclerocios
(Zveibil et al., 2012). Tiene también la capacidad de comportarse como saprofito (Su et al.,
2001). Cuando el patdgeno penetra la corona, los tejidos vasculares y corticales se tornan de
color marrén oscuro a marrén naranja, la enfermedad causada por este fitopatdgeno puede

causar raices completamente podridas (Chamorro et al., 2015).

Este cultivo también se ve afectado por Fusarium spp. y Verticillium spp. los cuales causan

marchitez en la planta (Vestberg et al., 2004).



Estos fitopatdgenos pueden causar pérdidas hasta del 50 %, cuando se presentan condiciones
favorables para el desarrollo de la enfermedad y no se controlan a tiempo (Castro y Davalos,

1990; Ceja-Torres et al., 2001).

2. Phytophthora spp. en fresa
Dentro de los principales agentes causales de enfermedad se encuentra Phytophthora, que es un
género de oomiceto fitopatdgeno, responsable directo de considerables pérdidas econémicas en

este cultivo.

Dentro de las especies de Phytophthora que atacan al cultivo de fresa se encuentran
Phytophthora fragarie que causa la podredumbre roja (Vestberg et al., 2004: Cano, 2013), y
Phytophthora cactorum que ocasiona la pudricion de la corona (Martinez et al., 2010; Cano,
2013). Este patdgeno causa enfermedad en mas de 200 especies de plantas, agrupadas en 60

familias diferentes (Erwin y Ribeiro, 1996).

Phytophthora parasitica patégeno habitante del suelo que infecta plantas herbaceas y lefiosas
teniendo un rango aproximado de 60 diferentes familias, incluyendo la solanacea y otras plantas

cultivadas de importancia econémica alrededor del mundo (Erwin y Ribeiro, 1996)

Phytophthora capsici fue aislado en pimiento, y posteriormente en otros hospedantes, tal es el

caso de fresa (Pérez-Moreno et al., 2001).



2.1. Phytophthora capsici
2.2.1. Rango de hospedantes
Phytophthora capsici tiene un rango amplio de hospedantes, dentro de ellos, pimiento, jitomate,
sandia, calabaza, cacao y macadamia (Hye-Yeon et al., 2009). También infecta a miembros de la
familia Amarilidaceae, Fabaceae, Malvaceae, y Piperaceae (Erwin y Ribeiro, 1996) y otros
cultivos (Kimberly et al., 2010). Ademas, ha sido reportado como patégeno de varias especies de
malezas.
Este fitopatdgeno se aislé por primera vez en pimiento, en Nuevo México EUA, y después en

otros hospedantes, tal es el caso de fresa (Pérez- Moreno et al., 2001).

2.2.1.1. Biologia del patégeno

Este patdgeno puede sobrevivir en condiciones desfavorables del suelo formando oosporas de
paredes gruesas, mientras que la diseminacién e infeccién es realizada por la produccién de
zoosporas maviles (Hye-Yeon et al., 2009).

La elevada humedad relativa asi como la abundante humedad del suelo y una temperatura dptima
entre 15°C y 28°C, son propicias para el establecimiento y desarrollo del patégeno. Las
zoosporas (esporas moviles) nadan por el agua presente en el suelo y se mueven hacia las raices
de la planta hospedante, después se adhieren a la superficie de la raiz, se enquistan y producen un
tubo germinativo (Hye-Yeon et al., 2009). La infeccidon temprana presenta eventos similares en
plantas resistentes y susceptibles. Tipicamente, la infeccion comienza cuando las zoosporas se
enquistan y germinan en la superficie de la raiz o de las hojas. Alternativamente, en algunas
especies, los esporangios (esporas asexuales) pueden germinar directamente. Los tubos

germinativos penetran las células epidermales y forman la vesicula de infeccion. En plantas



susceptibles, la hifa se ramifica y produce las estructuras de alimentacién conocidas como
haustorios, que se expanden desde el sitio de penetracion a las células vecinas a través del
espacio intercelular. En plantas resistentes, la mayor reaccion de defensa es la Reaccién de
Hipersensibilidad (RH). EI momento y la magnitud de la RH varian dependiendo de la
interaccion entre los genotipos de la planta y el patégeno. En algunos casos, tales como las
interacciones con plantas no hospedantes, la RH permanece restringida a una o pocas células

(Kamoun, 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Vista esquematica de los eventos durante la infeccion temprana en la interaccion entre
Phytophthora sp. con plantas susceptibles y resistentes. La penetracion del tejido de la planta es
observada en todas las imagenes, (A) en plantas susceptibles, no ocurre una defensa visible. La
hifa secundaria crece dentro del espacio intra e intercelular, formando el haustorio dentro del
mesofilo celular. En plantas resistentes, se dispara la RH. Las hifas agonizantes del patégeno son
contenidas dentro de un grupo de células muertas de la planta (B) o dentro de las células
epidérmicas penetradas (C), dependiendo del genotipo de la interaccion planta-patogeno.
Macroscopicamente, las lesiones de RH pueden verse como manchas marron-negro en hojas o no
pueden ser visibles. En varias plantas no hospedantes, la RH es inducida extremadamente rapido

y es usualmente localizada en una o dos células de la planta (Kamoun, 2001).



2.2.1.2. Sintomas
P. capsici causa la marchitez, pudricion de la raiz, pudricion de la corona y damping-off en
plantulas, asi como tizon del tallo, pudricion del fruto, entre otros (Erwin y Ribeiro, 1996;

Kimberly et al., 2010).

2.2.1.3. Manejo de la pudricion radical en fresa
Una de las principales metas en el cultivo comercial de la fresa, es el manejo de enfermedades

gue en su gran mayoria son de caracter fungoso (Cano, 2013).

El manejo de la pudricion radical de la fresa se ha basado exclusivamente en el uso de productos
quimicos, particularmente, la fumigacion del suelo con bromuro de metilo (Ferguson et al.,
2002). Sin embargo, es necesario implementar practicas de manejo para reemplazar su uso, ya
sean quimicas, enmiendas organicas (Uz et al., 2015) y/o agentes de biocontrol (Ferguson et al.,

2002).

En Israel, Elad et al. (1981) reportaron una disminucion del 92 % en la incidencia de la
enfermedad causada por R. solani y un aumento del 37 % en el rendimiento cuando las plantas

infectadas, recién trasplantadas fueron tratadas con Thichoderma harzianum.

Uz et al. (2014), mencionan que el fungicida Provax, a una concentracion de 100 ppm, es

altamente compatible con Trichoderma (aislamiento STA7), para controlar Rhizoctonia solani.

La FAO (2015) reporta que la solarizacion combinada con algunas enmiendas organicas, tales
como residuos de cruciferas, estiércol, etc. es eficaz para incrementar el antagonismo microbiano
del suelo, debido a la produccion de compuestos volatiles. Esto ha sido efectivo para la supresion

de Verticillium spp., Rhizoctonia solani, Phytium spp., nematodos y malezas.
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Los productores actualmente emplean la fumigacion del suelo antes de la siembra para eliminar
patdgenos. Sin embargo, nuevas restricciones al uso de muchos fumigantes ha llevado a que los
agricultores implementen nuevos enfoques para hacer menos dependiente la produccion de la
fumigacion antes de la siembra. Tal es el caso del uso de la solarizacion. Este enfoque utiliza la
calefaccion solar pasiva del mantillo del terreno himedo, empleando cobertura de plastico

(Stapleton, 2000).

Por otro lado, Avis (2008) sefiala que a raiz de los problemas asociados con el uso de
agroquimicos, se ha incrementado el uso de microorganismos benéficos para mejorar la salud de
las plantas y la productividad, al tiempo que garantiza la seguridad para el consumo humano y la

proteccion del ambiente.

En este contexto, se ha demostrado que muchos microorganismos del suelo son benéficos y se
han integrado a una amplia variedad de sistemas de produccion, como parte de las practicas de
manejo integrado de plagas (Antoun y Prevost, 2005). No obstante, esté enfoque requiere mas

investigacion (Gigot et al., 2013).

2.2.1.4. Hongos micorrizicos (HMA) en la supresion de enfermedades en fresa
(Fragaria x annanasa Duch.).
Los hongos micorrizicos arbusculares o HMA pertenecen al Phylum Glomeromycota, y
comprende importantes miembros de la rizosfera (Vestberg et al., 2004) que establecen una
relacion simbiotico mutualista con las raices de la mayoria de las plantas terrestres (Marschner y
Dell, 1994). Actualmente, existen cuatro érdenes, 11 familias, 17 géneros y 228 especies, de los

cuales Glomus es el género mas abundante (Schiifler y Walker, 2010).
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El proceso de colonizacién para la mayoria de los géneros formadores de micorriza, inicia
cuando la hifa penetra y se desarrolla en la zona intersticial de las células corticales de la raiz.
Posteriormente, hay diferenciacion y se forman las estructuras flngicas caracteristicas, como

son: arbusculos, vesiculas e hifas intrarradicales (Allen, 1996).

En la simbiosis, ambos organismos se benefician (Allen y Allen, 1984). Por un una parte, el
hongo obtiene de esta asociacion fotosintetizados que la planta le provee, ademas de un nicho
para desarrollarse y protegerse. Por otra parte, estos microorganismos pueden mejorar la
nutricion mineral de la planta, tal es el caso de P, Cu, Zn, N, Mn, Sy Fe (Smith y Read, 1997),
debido a que las hifas poseen mayor capacidad que las raices para explorar el suelo. Y por
consecuencia, a través de estas estructuras micorrizicas se establece un vinculo més estrecho
entre la planta y el suelo (Gianinazzi et al., 1990; Blanco y Salas, 1997). La interaccion planta-
micorriza depende de la diversidad genética y de las poblaciones de microorganismos presentes

en el suelo (Barea et al., 2011).

Los HMA ejercen efectos benéficos en la raiz, en términos de crecimiento, aumentando la
concentracion de fésforo, la produccion de un mayor sistema radical y son capaces de reducir las
enfermedades causadas por diferentes patdgenos de las plantas (Taylor y Harrier, 2001). Estos
microorganismos pueden afectar a los organismos presentes en el suelo debido a la competencia
por nutrientes, modificacién del pH y cambios en la morfologia del sistema radical (Bending et
al., 2006). Por otra parte, hay evidencias que sugieren que la resistencia sistémica puede ser

inducida por HMA (Norman y Hooker, 2000).

En este contexto, el uso de HMA puede ser una alternativa al empleo de fertilizantes y
plaguicidas en sistemas de produccion de cultivos sustentables (Matsubara et al., 2009). Los mas

estudiados son Rhizophagus intrarradices (previamente denominado Glomus intraradices) y
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Glomus mosseae, contra patdgenos como son Fusarium spp., Rhizoctonia solani,
Cylindrocarpon destructans, Phytophthora spp. (Bending et al., 2006), Phytophthora capsici,

Erwinia carotovora y Pseudomonas syringae (Dorantes et al., 2008).

2.2.1.5. Rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal en la supresion de
enfermedades en fresa (Fragaria x annanasa Duch.).
Varias especies de los géneros bacterianos Pseudomonas, Enterobacter, Bacillus, Variovorax,
Klebsiella, Bulkholderia, Azospirillum, Serratia y Azotobacter, son conocidas como Bacterias
Promotoras del Crecimiento Vegetal o PGPR’s (del inglés Plant Growth Promoting

Rhizobacteria) (Nadeem et al., 2014).

Gracias a las PGPR’s, las plantas se ven favorecidas en el crecimiento y desarrollo, tanto en
condiciones de estrés y como en condiciones no estresantes, debido a mecanismos directos e

indirectos (Glick et al., 2007).

Algunos de los mecanismos empleados por estos microorganismos son: Fijacion bioldgica del
nitrégeno, produccion de sideréforos, sintesis de reguladores del crecimiento y produccion de

acidos organicos para la solubilizacion de fosfato (Glick et al., 2007: Hayat et al., 2010).

Las PGPR’s ademas de proporcionar beneficios en la absorcion y translocacion de nutrientes,
también protegen a las plantas proporciondndole resistencia contra patdgenos habitantes del
suelo, y mejoran la resistencia de las plantas contra enfermedades (Nadeem et al., 2014). Dicha
proteccién se debe a la produccion de compuestos, por ejemplo, el cianuro es una caracteristica
de varias especies de Pseudomonas. El cianuro actla como agente de biocontrol contra ciertos

patogenos de las plantas (Martinez et al., 2010).
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Un mecanismo importante promovido por las PGPR’s es la resistencia sistémica inducida (RSI).
Este mecanismo conlleva a un cambio en la susceptibilidad de la planta y aumenta la resistencia

contra patogenos (Alizadeh et al., 2013).

El género Pseudomonas es un grupo importante de bacterias del suelo promotoras del
crecimiento vegetal, cuyo papel protector contra patdgenos se ha atribuido al antagonismo,

competencia y resistencia sistémica inducida (RSI) (Harman et al., 2004).

Las bacterias Bacillus subtilis y Streptomyces spp. han mostrado resultados promisorios como
promotoras del crecimiento vegetal y controladoras de enfermedades. Sin embargo, son escasos

los estudios sobre el uso de PGPR’s para controlar enfermedades en la fresa (Vestberg, 2004).

2.2.1.6. Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) y Bacterias Promotoras

del Crecimiento Vegetal (PGPR’s) en la supresion de enfermedades en fresa
Vosatka et al. (1992) encontraron efecto sinérgico en el crecimiento de fresa cuando co-
inocularon HMA y Pseudomonas putida. En un estudio posterior (Vosatka et al., 2000)
demostraron que Agrobacterium radiobacter estimuld la colonizacion de HMA en plantas de

fresa.

Aungue hay muchos reportes sobre control biol6gico usando HMA y PGPR’s, hay poca
informacion acerca de los mecanismos de este proceso. Ante esta situacion, es importante
generar conocimiento sobre la interaccion entre HMA y PGPR’s y de otros microorganismos
antagonistas para mejorar el uso de estos microorganismos como agentes del control biologico

(Ravnskova et al., 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos usados por las Bacterias Promotoras del Crecimiento Vegetal (PGPR’s)
y hongos micorrizicos arbusculares (HMA) para mejorar el crecimiento de las plantas bajo

estrés (Nadeem et al., 2014).
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CAPITULO Il. PATOGENICIDAD DE Phytophthora capsici EN FRESA (Fragaria

x annassa Duch.) EN CONDICIONES CONTROLADAS

RESUMEN
El cultivo de la fresa es susceptible a problemas fitosanitarios, destacando la secadera, que hasta
la fecha, se ha asociado con nueve microrganismos fungosos, de los que sobresalen los géneros
Verticillum, Fusarium spp., Rhizoctonia spp. y Phytophthora sp. El objetivo de este trabajo fue
demostrar la patogenicidad de Phytophthora capsici, en plantas de fresa cv. Festival. Se
inocularon cuatro plantas jovenes de dos a tres hojas con 200 000 zoosporas de P. capsici por
planta, se reaisld el fitopatdgeno y con este se inocularon 12 plantas de fresa de la misma
variedad, se observd marchitez y dafio a la corona a los 0, 5,10 y 15 dias posteriores a la
inoculacion (ddi). Se registrd6 marchitez y necrosis a nivel de la corona en las plantas a partir a

los cinco ddi, demostrando asi la infeccidn en este cultivo.

Palabras clave: Marchitez, susceptibilidad, hospedante, inoculacion, enfermedad.
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1. INTRODUCCION
Dentro de los principales agentes causales de enfermedad en fresa se encuentra Phytophthora,
que es un género importante de oomicetos (Erwin y Ribeiro, 1996), que actualmente comprende
alrededor de 120 especies (Kroon et al., 2004). Las especies de Phytophthora sp. producen
zoosporas bajo condiciones favorables, como son: alta humedad del suelo y temperaturas que
van de los 20 a los 28°C, tolerando hasta 38°C (Bartual et al., 1991), ayudando asi a la

dispersion del patégeno (Rahman et al., 2014).

Phytophthora capsici es uno de los principales factores limitantes en la produccion de varios
cultivos horticolas, destacando el pimiento (Castro et al., 2012). Durante mucho tiempo se creyd
que este oomiceto tenia especificidad patogénica en especies del género Capsicum sp. (Satour y
Butler 1967). Sin embargo, en los afios 70°s se empez6 a subrayar su capacidad para enfermar
otras plantas, tal es el caso de jitomate y melon. Asi mismo, Romero (1988) también lo report6
atacando el cultivo de fresa. Actualmente se ha encontrado infectando cultivos de haba (Vicia
faba) y haba de Lima (Phaseolus lunatus), plantas que previamente se habian reportado como

resistentes al patégeno (Davidson et al., 2002).

El patosistema Capsicum annum-Phytophthora capsici, esta ampliamente estudiado (Castro et
al., 2012), ya que puede infectar raices, flores, tallos, hojas y frutos de chile provocando tizén
foliar, pudricion de frutos, raiz y tallo (Foster y Hausbec, 2010) en cualquier etapa de desarrollo

de las plantas (Troung et al., 2010).

Sin embargo, no existen reportes en México sobre la sintomatologia de P. capsici infectando el
cultivo de fresa, por lo tanto es necesario estudiar esta interaccion planta-patdégeno, para conocer

la sintomatologia de P. capsici en condiciones controladas.
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Con base en lo anterior, los objetivos del presente trabajo fueron: Demostrar la patogenicidad de
P. capsici en fresa (Fragaria x anannassa Duch.) y registrar los dafios en la corana de plantas

inoculadas 8 dias después del trasplante.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Material bioldgico
Las plantas de fresa de la variedad “Festival” fueron proporcionadas por el Dr. Guillermo
Calderon Zavala del Postgrado de Fruticultura del Colegio de Postgraduados Campus

Montecillo.

Igualmente, P. capsici cepa PcT17 empleada en este experimento fue proporcionada por la Dra.

Sylvia Fernandez-Pavia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

2.1.1. Multiplicacion del patégeno

2.1.2.1. Produccién de esporangios y zoosporas
Cultivos de P. capsici con diez dias de crecimiento en medio V8 (jugo de 8 verduras: agar:
carbonato de calcio) incubados a 27°C, fueron adicionados con 10 mL de solucidn isotonica de
cloruro de sodio al 0.9 % (AbbottMR) por caja Petri durante 10 min. Transcurrido este lapso de
tiempo se decanto la solucién isotdnica y con la ayuda de una aguja se dividio en cuatro partes, y
cada cuarta parte del medio con P. capsici se colocd en una caja Petri estéril. Después se agrego
agua destilada estéril hasta cubrir el medio y se coloco bajo una lampara de luz blanco frio a

26°C por 48 h, y a 28°C en oscuridad por 24 h.
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2.1.2.2. Liberacion de zoosporas
Las cajas Petri con P. capsici se colocaron durante 30 min a 4°C, y posteriormente 30 min a
28°C, para favorecer la liberacion de zoosporas. Se vacio el contenido de cada caja Petri en un
recipiente, se contabilizé el nimero de zoosporas con ayuda del citometro (Marienfeld®). La

suspension de zoosporas obtenida se calibré a 200 000 zoosporas por mL.

2.1.3. Inoculacion
Se inocularon cuatro plantas de fresa variedad “Festival” con dos a tres hojas, lo que
correspondi6 a ocho dias después del trasplante, aplicando 200 000 zoosporas por planta. Las
plantas inoculadas se mantuvieron bajo condiciones de invernadero y a capacidad de campo y se

incluyeron cuatro plantas sin inocular como testigo.

2.1.4. Reaislamiento del patdégeno
Se realizaron cortes a nivel de la corona, entre el margen de la lesién y tejido sano, y se dejaron
bajo el chorro de agua corriente durante 5 min. Se desinfestaron con una solucién de hipoclorito
de sodio al 1 % durante un minuto, y se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se
secaron con sanitas previamente esterilizadas. Posteriormente, con ayuda de una pinza flameada
se tomaron cuatro cortes y se colocaron en una caja Petri con medio de cultivo V8 adicionado
con cloranfenicol y estreptomicina (0.4 g/Ly 0.2 g/L respectivamente), se incubaron a 28°C por

dos dias. A continuacién se procedié a realizar cultivos puros en medio V8.
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2.2. Registro de dafo por P. capsici reaislado de plantas de fresa.
Se inocularon ocho plantas de fresa de la variedad “Festival” con tres y cuatro hojas (8 dias
después del trasplante) con 200 000 zoosporas por planta, bajo condiciones de invernadero. Se
registr6 de forma cualitativa la presencia o ausencia de necrosis en la corona, mediante un
muestreo destructivo de tres plantas cada cinco dias a partir de la inoculacion, es decir cuatro
muestreos (0, 5, 10 y 15 dias posteriores a la inoculacién) y se incluyeron cuatro plantas sin

inocular como testigo.

3.1. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Reaislamiento del patdgeno
Se observé el crecimiento micelial del oomiceto en plantas inoculadas con P. capsici a los dos

dias posteriores de la siembra del material vegetal con necrosis en medio de cultivo V8.

3.2. Registro de dafio P. capsici reaislado de plantas de fresa
La patogenicidad de P. capsici en fresa fue evidente ya que a los nueve dias el total de plantas
inoculadas estaban marchitas. En el caso de las plantas testigo, no hubo manifestacién de
sintomas (Figura 4). Al respecto, P. capsici fue descrita por primera vez por Leonian (1922)
como agente causal de la marchitez del pimiento (Capsicum annuum L.) y fue considerado como
hospedante especifico a este cultivo. Sin embargo, P. capsici es conocida ahora por tener un
amplio rango de hospedantes, causando enfermedad en especies de plantas de regiones
templadas y tropicales (Erwin y Ribeiro, 1996; Troung et al., 2010). En este trabajo se demostro
la patogenicidad de P. capsici patdgeno reportado en este cultivo en México (Pérez- Moreno et

al., 2001).
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Figura 4. Marchitez causada por P. capsici en fresa.

En el caso de la segunda inoculacion (patégeno reaislado), se observaron lesiones necréticas de
color café rojizo, en diferentes grados, en la corona de plantas de fresa, a los cinco dias
posteriores a la inoculacién con P. capsici. Al respecto, Lamour y Hausbeck (2000) mencionan
que la fase asexual de este fitopatdgeno incluye un talo micelial que produce enzimas
extracelulares capaces de macerar el tejido de la planta hospedante. A diferencia de la pudricion
radical reportada para P. fragarie en P. capsici no se observé esta pudricion en las plantas de

fresa inoculadas (Figura 5).
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Dias después de la Testigo P. capsici
inoculacion

10

15

Figura 5. Dafio a la corona en fresa causados por P. capsici a los 0, 5, 10 y 15 dias después de la
inoculacién (las areas necrdticas estan resaltadas, mediante el uso de flechas), en condiciones de

invernadero.
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4. CONCLUSION
Se demostrd la patogenicidad de P. capsici en plantas de fresa de la variedad comercial
“Festival™, por lo tanto, esto permite recomendar a los productores, estrategias preventivas de
manejo, ya que la presencia de indculo de este oomiceto en los agroecosistemas en donde se

cultiva este frutal, puede causar dafios fitosanitarios a este.
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CAPITULO IIl. TOLERANCIA A Phytophthora capsici DE PLANTAS DE FRESA

PREMICORRIZADAS CON Rhizophagus intrarradices E INOCULADAS CON PGPR’s

RESUMEN
El abuso en la aplicacion de plaguicidas en el cultivo de la fresa (Fragaria x annanasa Duch.)
para la supresion de fitopatdgenos presentes en el suelo ha ocasionado la degradacion de estos y
dafos a la salud humana. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la premicorrizacion
con Rhizophagus intrarradices (antes Glomus intrarradices) e inoculacion con rizobacterias
promotoras del crecimiento vegetal o PGPR’s (por sus siglas en inglés Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) en la supresiéon de la marchitez causada por Phytophthora capsici en la variedad
de fresa “Festival”. Se inocul6 0.5 g de raices de sorgo, colonizadas en 80-85% con R.
intrarradices y un mL de la suspension bacteriana compuesta por Pseudomonas tolassi, Bacillus
pumilus, y Paenibacillus sp. a una concentracion de 102 UFC/mL por planta, ocho dias después
del trasplante, Phytophthora capsici se inocul6 45 dias después de la aplicacion de estos
microorganismos. Se evaluaron las siguientes variables: Antagonismo de las PGPR’s a P.
capsici, incidencia y severidad, colonizacién micorrizica, &rea foliar, peso de materia seca,
volumen radical, contenido de N y F y nimero de estolones. Se observo que las tres cepas
bacterianas tuvieron efecto antagénico. Al final del experimento se registré 63% de severidad en
las plantas tratadas con P. capsici, la manifestacion de la enfermedad fue menor en las plantas
inoculadas con PGPR’s + R. intrarradices con tan solo un 23%. Se observo mayor area foliar
(239.95cm?), peso de materia seca (6.24g), volumen radical (2.1 mL) y nimero de estolones (5)
en las plantas inoculadas con PGRP’s y R. intrarradices. En cuanto N y P no hubo diferencia

significativa en este estudio, sin embargo, el aumento en el crecimiento de las plantas inoculadas
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con los microorganismos benéficos, probablemente se deba a la produccién de reguladores del

crecimiento vegetal.

Palabras clave: Endomicorrizas, simbiosis, micorriza arbuscular, biocontrol.

1. INTRODUCCION
La fresa (Fragaria x ananassa Duch.) es una planta perteneciente a la familia Rosacea y es
conocida como fruta del placer. Se destaca por su contenido de vitamina C, taninos, flavonoides,

antocianinas, catequina, quercetina, kaempferol y acidos organicos (Argelys, 2012).

El cultivo de la fresa es de gran importancia socioeconémica para México por su fuerte demanda
de mano de obra y porgue genera una considerable proporcion de los ingresos por exportaciones

fruticolas (Sanchez, 2008).

El principal estado productor de fresa en México es Michoacéan, con una superficie sembrada de

4,605 ha, siguiéndole Baja California con 2,048 ha (SIAP, 2013).

En la region de Zamora, Michoacan, las variedades que mas se cultivan son “Festival” con el 32
% de la superficie total, “Camino Real” con el 28 % y “Aromas” con el 20 %. En la zona Norte-
Centro de México, las variedades “Camino Real”, “Camarosa” y “Festival” cubren el 97 % de la

superficie total (Sanchez, 2008).

Dentro de los principales agentes causales de enfermedad en la fresa se encuentra Phytophthora,
que es un género importante de oomiceto fitopatdgeno responsable directo de considerables

pérdidas econdmicas en este cultivo. La elevada humedad relativa asi como la abundante
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humedad del suelo y una temperatura entre 20 a los 28°C, tolerando hasta 38°C favorece su

desarrollo (Bartual et al., 1991).

Las plantas de fresa con frecuencia empiezan a mostrar sintomas como marchitamiento, clorosis
y resquebrajamiento de tallo, lo que hace que se debiliten y se vuelvan susceptibles al ataque de
otros patdgenos, lo cual aunado a diversos factores, tal es el caso de alta humedad relativa,

conducen a la muerte de las plantas (Dorantes et al., 2008).

Norman y Hooker (2000), observaron que los lixiviados y exudados de la raiz de plantas de fresa
colonizadas con HMA resultaron en la reduccién del 64-89 % de la esporulacion de
Phytophthora fragariae e hipotetizaron que las sustancias biologicas que estimulan la
esporulacién de P. fragariae son reducidas o eliminadas en plantas colonizadas con HMA,
probablemente porque los exudados de estas plantas contienen sustancias que inhiben la

esporulacion.

Se ha encontrado tolerancia a la marchitez causada por Fusarium oxysporum en plantas
micorrizadas. Sin embargo, se desconoce mucho acerca de los mecanismos de tolerancia a la
enfermedad en plantas micorrizadas (Matsubara et al., 2009). Asi mismo se ha reportado que la
micorriza arbuscular y las bacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR’s) tienen efecto
protector contra enfermedades causadas por algunos patdgenos de raiz como Phytophthora

capsici, Erwinia carotovora y Pseudomonas syringae (Dorantes et al., 2008).

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la premicorrizacion con
Rhizophagus intrarradices y la inoculacion con las rizobacterias Pseudomonas tolassi, Bacillus
pumilus y Paenibacillus sp. en la supresion de P. capsici en fresa. Se planted la hipotesis de que

la accion conjunta de R. intrarradices y las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal
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(PGPR’s) incrementan su efectividad bioprotectora, disminuyendo la incidencia y severidad en la

marchitez de plantas de fresa.

2. MATERIALES Y METODOS
La presente investigacion se realizo en dos fases. La primera se llevo a cabo en el laboratorio
Interaccion Molecular Planta-Microorganismos del Postgrado de Edafologia y la segunda, en
camara de ambiente controlado (Sherer®. Modelo CEL 37-14, Gillet Marshall Mich. USA) del
Postgrado de Botanica, ambos en el Campus Montecillo del Colegio de Postgraduados, Estado

de México (19°30° LN, 98°53° LO, 2250 m).

2.1.1. Material bioldgico.
Las plantas de fresa de la variedad “Festival” fueron adquiridas en la empresa Insumos Agricolas

para Invernadero INAPI, Irapuato, Guanajuato.

Las cepas bacterianas Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y Paenibacillus sp., y el hongo
micorrizico arbuscular Rhizophagus intrarradices fueron proporcionadas por el cepario del area
de Microbiologia de Suelos, del Postgrado de Edafologia del Colegio de Postgraduados, Campus

Montecillo.

P. capsici cepa PcT17 empleada en este experimento fue proporcionada por la Dra. Sylvia

Fernandez-Pavia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
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2.2. Primera fase: Capacidad antagonica in vitro de tres cepas de rizobacterias hacia
Phytophthora capsici
La primera fase consistio de una prueba de antagonismo mediante confrontacién in vitro de las

rizobacterias de Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y Paenibacillus sp. contra P. capsici.

Las rizobacterias se cultivaron en agar nutritivo por 48 h a 27°C y la cepa P. capsici se desarrollo

en medio V8 durante diez dias, en incubacion a 27°C.

2.2.1. Ensayo in vitro
La evaluacion de la inhibicion del crecimiento micelial de P. capsici in vitro, se realizd
utilizando la técnica de cultivos duales descrita por Landa et al. (1997) que consistié en colocar
un disco del medio V8 de 5 mm con crecimiento activo del oomiceto, en el centro de una caja
Petri con medio V8. Al mismo tiempo, se estriaron las bacterias de forma individual en linea
recta, a una distancia de 3 cm del disco con contenido micelial. Posteriormente, los cultivos
fueron incubados a 28°C por cinco dias. En el caso del testigo, se colocé un disco de 5mm de

medio V8 con crecimiento micelial, pero sin inoculo bacteriano.

2.2.2. Tratamientos y disefio experimental
El experimento consistié de cuatro tratamientos, 1) Pseudomonas tolassi confrontada con P.
capsici, 2) Bacillus pumilus confrontada con P. capsici, 3) Paenibacillus sp. confrontada con P.
capsici, 4) Testigo. Se realizo un disefio completamente al azar y cada tratamiento contd con

cuatro repeticiones. La unidad experimental correspondio a una caja Petri.

El porcentaje de inhibicion se calculé con la siguiente formula (Landa et al., 1997).
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R—r
x10

Porcentaje de inhibicién (%) =

Donde, r corresponde al radio de P. capsici y R es el radio méximo del oomiceto sin la bacteria.

2.3. Segunda fase: Prueba en ambiente controlado
Plantas de fresa de la variedad “Festival” uniformes en tamafo, se desinfestaron con hipoclorito
de sodio al 1 % durante tres min, posteriormente, se enjuagaron tres veces con agua de la llave
estéril, a continuacion se transfirio una planta por unidad experimental que consistié en un
contenedor de 400 cm?, el sustrato utilizado fue peat moss, agrolita y vermicomposta (4:4:2 v/v),
esterilizado en olla de presion presto a 15 Ib plg? por 2 h. El riego de las plantas se realizé de
forma manual con agua corriente esterilizada en olla de presion presto a 15 Ib plg? por 15 min
segun el requerimiento de las plantas, ademéas se adicion6 semanalmente la solucién nutritiva
Long Asthon modificada para aplicar 11 mg de P L™ (Hewitt, 1996). Ocho dias después del
trasplante, 24 plantas de fresa se inocularon agregando 0.5 g de raices de sorgo colonizadas en un
80-85 % con R. intrarradices, y 24 plantas se inocularon con un mL de la suspension bacteriana
compuesta por Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y Paenibacillus sp. a una concentracion
de 108 UFC mL™. Las plantas de fresa inoculadas y sin inocular, se trasladaron a una camara con
ambiente controlado (Sherer®. Modelo CEL 37-14, Gillet Marshall Mich. USA) en el Colegio
de Postgraduados, Campus Montecillos. La temperatura a la que se mantuvo el experimento fue
de 26°C, con un fotoperiodo de 14 horas luz con una intensidad luminosa de 6768 lux (luz

fluorescente) y 10 h de oscuridad. Este estudio se realizé dos veces.
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2.3.1 Multiplicacion e inoculacion de Phytophthora capsici.
Cultivos de P. capsici cepa PcT17 con diez dias de crecimiento en medio V8 (jugo de 8
verduras: agar: carbonato de calcio) incubados a 27 °C, fueron adicionados con 10 mL de
solucion isotonica de cloruro de sodio al 0.9 % (AbbottMR) por caja Petri durante 10 min.
Transcurrido este lapso de tiempo se decantd la solucion isotonica y con la ayuda de una aguja se
dividio en cuatro partes, y cada cuarta parte del medio con P. capsici se coloc6 en una caja Petri
estéril. Después se agregd agua destilada estéril hasta cubrir el medio y se colocd bajo una

lampara de luz blanco frio a 26 °C por 48 h, y a 28°C en oscuridad por 24 h.

Las cajas Petri con P. capsici se colocaron durante 30 min a 4°C, y posteriormente 30 min a
28°C, para favorecer la liberacion de zoosporas. Se vacio el contenido de cada caja Petri en un
recipiente, se contabiliz6 el niUmero de zoosporas con ayuda del citbmetro (Marienfeld®). La

suspension de zoosporas obtenida se calibré a 200 000 zoosporas mL™,

La inoculacion con este fitopatdgeno de las plantas de fresa de la variedad “Festival”, se realizo
45 dias después de la inoculacion con los microorganismos benéficos. Para la inoculacion se
adicion6 un mL de la suspensién fangica (conteniendo 200 000 zoosporas) por contenedor. Las

plantas inoculadas se mantuvieron a capacidad de campo del suelo durante 5 dias.

2.3.2. Incidencia y severidad de la enfermedad
Se registrd la incidencia de la enfermedad (nimero total de plantas marchitas con el fitopatégeno
respecto al total expresada en porcentaje) y severidad a los 0, 3, 5, 10,15 y 20 dias después de la
inoculacion del patogeno. Para evaluar la severidad se uso la escala modificada de Adorada et

al., (2000) de 1 a 5, basandose en el grado de marchitez de la planta, donde: 1=0 % de hojas
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marchitas; 2= 1-25 % de hojas marchitas; 3= 25-50 % de hojas marchitas; 4=51-70 % de hojas

marchitas, 5=71-100 % de hojas marchitas o muerte de la plantas.

La severidad de la enfermedad (SE) se expresdé como una proporcion (porcentaje) de acuerdo con

la férmula modificada de Adorada et al., (2000).

(Suma de los valores de la enfermedad)

SE (%)= x100

(nimero total de valores)(valor maximo de la enfermedad)

2.3.3. Area foliar, peso de la biomasa seca de la parte aérea, volumen radical y nimero de
estolones.

El area foliar se registr6 de manera directa utilizando un medidor de &area foliar (Area Meter,
Modelo LI-3100; Nebraska, USA). Para la determinacion del peso de la biomasa seca de la parte
aerea, las muestras fueron secadas en un horno (FELISA, Modelo 242-A, D.F México) a 70°C
por 72 h y posteriormente, se pesaron en una balanza analitica (Acculab, Modelo ALC-104). El
volumen radical se evalu6 mediante desplazamiento de agua, al sumergir la raiz en una probeta
graduada de 100 mL, y se contabilizé el nimero total de estolones por tratamiento. Todas estas

variables se evaluaron al finalizar el experimento.

2.3.4. Determinacion de nitrégeno y fosforo
La determinacién de nitrogeno (N) y fésforo (P) se llevd a cabo en el laboratorio de Fertilidad de
suelos del Colegio de Postgraduados, para N se uso el método semi-micro-kjeldahl (Bremner,

1975) y el P, fue determinado por fotocolorimetria por reduccion con molibdo-vanadato.
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2.3.5. Determinacion de colonizacién micorrizica
La colonizacién micorrizica de las raices en fresa se determind siguiendo el método de clareo y
tincion de raices de Phillips y Hayman (1970). Las raices de fresa fueron lavadas para remover el
sustrato adherido y se cortaron en fragmentos de aproximadamente un cm de largo y se
colocaron dentro de capsulas de plastico. Posteriormente, las capsulas se pasaron a un vaso de
precipitados agregandoles KOH al 10 % hasta cubrirlas, y se esterilizaron en autoclave a 15 Ib
plg? de presion por 10 min. Posteriormente, se sacaron de la autoclave y se les retiré el KOH,
enjuagandolas con agua destilada y agregandoles HCI al 0.1 N, y se dejaron reposar durante 3
min. Transcurrido este tiempo, se elimind el acido y sin enjuagar se cubrieron con azul tripano al
0.05 % colocando el vaso de precipitado en el autoclave a 121°C durante 5 min. Las raices se
mantuvieron en este colorante hasta su observacion. La frecuencia de la colonizacion se
determind con base en el método de Biermann y Linderman (1981), la cual es expresada en

porcentaje.

2.3.6. Tratamientos y disefio experimental
El experimento estuvo constituido por ocho tratamientos (incluyendo los testigos positivo y
negativo) con seis repeticiones cada uno. Los tratamientos fueron los siguientes: (1) Testigo
negativo (sin inocular), (2) Testigo positivo (inoculado solo con P. capsici.), (3) Plantas
inoculadas con PGRP’s (Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus, y Paenibacillus sp.), (4) Plantas
inoculadas con PGRP’s y P. capsici, (5) Plantas inoculadas solo con R. intrarradices, (6) Plantas
inoculadas con R. intrarradices y P. capsici, (7) Plantas inoculadas con PGRP’s y R.
intrarradices y (8) Plantas inoculadas con PGRP’s, R. intrarradices y P. capsici. Se establecio
un disefio experimental completamente al azar, tomando como unidad experimental una planta

por maceta de 400 cm®.
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A todos los datos se les realiz6 analisis de varianza y comparacion multiple de medias con la
prueba de Tukey P <0.05, utilizando el Sistema de Andlisis Estadistico Version 9.0 (SAS

Institute, 2002).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Primera fase: Capacidad antagonica in vitro de tres cepas de rizobacterias hacia
Phytophthora capsici
Se observo que las tres cepas bacterianas tuvieron un efecto antagonico contra P. capsici. Por su
parte, Pérez (2012), sugiere que posiblemente estén produciendo antibio6ticos que se difunden a
través del medio de cultivo, los cuales son causantes de la inhibicion del crecimiento del micelio
de este hongo. Landa et al. (1997) mencionan que algunas cepas de Pseudomonas producen
metabolitos secundarios que se difunden en el agar causando la inhibicion de Fusarium spp.

(Cuadro 2 y Figura 6).

Cuadro 2. Inhibicion del crecimiento micelial de Phytophthora capsici in vitro causada por tres

cepas de rizobacterias, despues de cinco dias de co-cultivo.

Cepa rizobacteriana Inhibicién fungica (%)
Pseudomonas tolassi 54.930a

Bacillus pumilus 54.125a
Paenibacillus sp 43.108a

Testigo 0

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey a=0.05), n=4

repeticiones por tratamiento.
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Figura 6. Inhibicion de P. capsici por rizobacterias. A) P. capsici creciendo solo (Testigo), (B)
P. capsici con Bacillus pumilus, (C) P. capsici con Pseudomonas tolassi y (D) P. capsici con

Paenibacillus sp.

3.2. Segunda fase: Prueba en ambiente contralado

3.2.1. Incidencia y Severidad de la enfermedad
Al final del experimento se registrd un valor de 83 % de incidencia en las plantas inoculadas
Unicamente con el patégeno. Sin embargo, en las plantas inoculadas con PGPR’s se registrd 50
%, y en las plantas inoculadas con R. intrarradices 33 %, la manifestacion de la enfermedad en

las plantas inoculadas con PGPR’s + R. intrarradices fue de 33 % (Figura 7).
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Incidencia de la enfermedad cansada por P capsici en plantas de fresa
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Figura 7. Incidencia de la enfermedad causada por P. capsici en plantas de fresa a los 0, 3, 5,15
y 20 dias después de la inoculacién con el fitopatégeno e inoculadas con R. intrarradices y

PGPR’s. n=6.

Con respecto a la severidad de la enfermedad comenzd a manifestarse en las plantas no
inoculadas con los microrganismos benéficos, cinco dias después de la inoculacién del patdgeno.
Al final del experimento, la severidad de la enfermedad en las plantas testigo negativo fue de 63
%. Sin embargo, en las plantas inoculadas con PGPR’s se registrd una severidad de 37 %, debido
a que las rizobacterias disminuyen la severidad del dafio por fitopatdgenos, induciendo la
resistencia sistétmica (Nadeem et al., 2014) y la competencia por nutrientes y nicho (Ochoa et al.,

(2010).
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En las plantas inoculadas con R. intrarradices se registrd un 33 % de severidad. Al respecto,
Alarcon et al. (2000) indican que ademas del beneficio nutrimental de la simbiosis, los HMA,

también pueden participar como agentes de control bioldgico de patdgenos de habito radical.

La manifestacion de la enfermedad fue menor en las plantas inoculadas con PGPR’s + R.
intrarradices con un 23 % de severidad (Figura 8), los HMA vy las rizobacterias actlan
sinérgicamente estimulando el crecimiento de las plantas a través de la inhibicion de patdgenos
fangicos. Algunos estudios han demostrado que las PGPR’s tiene un fuerte impacto estimulante
sobre el crecimiento de HMA (Linderman, 1997). Estos mecanismos de ayuda incluyen la
estimulacién del desarrollo radicular, una mayor susceptibilidad de la raiz a la colonizacion de
hongos micorrizicos, y la mejora del proceso de reconocimiento entre la raiz y los hongos

(Artursson, 2006; Bonfante y Anca, 2009).

Severidad de la enfermedad causada por P capsici en plantas de fresa

Dhz: despues de la imoculacion con P cgpsici

Testigo positive (inoculado con P ooapsich)
B Plaptas inoculadss con PGER's v P. capsici
Bl Plantas inoculadas con B intravradices v P capsict

Plantas inoculadas con BGPR s, R imerareadice:, P. capsict

Figura 8. Severidad en plantas de fresa causada por P. capsici alos 0, 3,5, 15 y 20 dias después

de la inoculacion con el fitopatdgeno e inoculadas con R. intrarradices y PGPR’s. n=6.
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Adicionalmente, se ha descubierto que las PGPR’s pueden suprimir enfermedades producidas
por microorganismos fitopatdgenos a través de la produccion de siderdforos, sintesis de
antibioticos, enzimas y/o compuestos fungicidas (Lugtenberg y Kamilova, 2009). Muchas
bacterias, en particular las que pertenecen a los géneros Pseudomonas y Bacillus, son capaces de

controlar patdgenos, sobre todo hongos, sintetizando moléculas antifungicas (Whipps, 2001).

Las bacterias del género Pseudomonas, las cuales son capaces de inducir resistencia por parte de
la planta, incrementado la velocidad y los niveles de sintesis de compuestos Ilamados

fitoalexinas, implicados en la defensa de la planta (Lemanceau y Alabouvette, 1993) (Figura 9).

Figura 9. Plantas de fresa de la variedad comercial “Festival” sin inocular (T1), plantas de fresa
inoculadas con P. capsici, plantas de fresa inoculadas con PGPR’s (T3), plantas de fresa

inoculadas con PGPR’s y P. capsici (T4), plantas de fresa inoculadas con R. intrarradices (T5),
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plantas de fresa inoculadas con R. intrarradices y P. capsici (T6), plantas de fresa inoculadas
con R. intrarradices y PGPR’s (T7), plantas de fresa inoculadas con R. intrarradices, PGPR’s y

P. capsici (T8) en condiciones controladas.

3.3. Area foliar, peso seco de la parte aérea, volumen radical y nimero de

estolones.
Se observé mayor area foliar (239.95 cm?), peso de materia seca (6.24 g), volumen radical (2.1
mL) y nimero de estolones (5) en las plantas inoculadas con PGRP’s y R. intrarradices. Gracias
a la inoculacion de HMA puede lograrse aumentos significativos en la produccion de materia
seca en las plantas de fresa (Alarcon et al., 2000). Este estudio coincide con lo reportado por
Vosatka et al. (1992) y Linderman (1993), quienes mencionan que el uso de este tipo de
simbiontes mutualistas en conjunto con algunos microorganismos benéficos (por ejemplo, como
fijadores de nitrogeno de vida libre, Pseudomonas, Bacillus etc.) puede repercutir en incrementos
del crecimiento y produccién de las plantas. Alarcén y Ferrera-Cerrato (2000) mencionan que la
asociacion simbidtico-mutualista en raices de plantas fruticolas, producen diversos cambios y/o
modificaciones a nivel fisioldgico, sobresaliendo el aumento en la actividad fotosintética, debido
a la mayor capacidad de fijacion de CO., por lo tanto, incrementandose las tasas de biomasa
producida y crecimiento en comparacion con el control sin inocular. Por otra parte, Zahir et al.
(2004) indican que las PGPR’s, producen reguladores del crecimiento de las plantas,
manifestandose en el crecimiento y mejorando la nutricién de estas. La menor area foliar se
registrd en las plantas inoculadas con P. capsici (93.77 cm?) (Cuadro 3). Con respecto al nimero
de estolones, las plantas inoculadas con PGRP’s y R. intrarradices produjeron un promedio de 5,
las plantas inoculadas con R. intrarradices 3, y las plantas inoculadas con PGPR"s produjeron

solo 1. En el resto de tratamientos no hubo produccion de estolones (Figura 10).
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Figura 10. Produccion de estolones en las plantas de fresa de la variedad “Festival” inoculadas

con PGPR’s y R. intrarradices. Bajo condiciones controladas. 2014.

Cuadro 3. Variables relacionadas con el crecimiento de plantas de fresa inoculadas con P.

capsici , PGPR"s y R. intrarradices en cdmara bioclimatica.

Tratamiento Area foliar Materia Volumen
(cm?) seca (Q) radical
(mL)
(1) Testigo negativo (sin inocular) 170.74 ab 5.82 ab 0.90 bc
(2) Testigo positivo (inoculado con P. capsici.) 93.77 b 525b 0.33¢c
(3) Plantas inoculadas con PGRP’s 174.92 ab 5.56 ab 0.90 bc
(4) Plantas inoculadas con PGRP’s y P. capsici  189.28 ab 5.97 ab 0.90 bc
(5) Plantas inoculadas con R. intrarradices 189.72 ab 554 b 1.36 b
(6) Plantas inoculadas con R. intrarradicesy P. 128.36 b 5.55 ab 0.80 bc
capsici
(7) Plantas inoculadas con PGRP’s y R. 239.95a 6.2400 a 2.10a
intrarradices
(8) Plantas inoculadas con PGRP’s, R. 167.43ab 5.6017ab 0.80bc

intrarradices y P. capsici

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey, a=0.05, n=6).

48



3.4. Nitrégeno (N) y fosforo (P)

Neeham et al. (2014) mencionan que las PGPR’s facilitan el crecimiento de su hospedante por la
fijacion de nitrogeno atmosférico, la sintesis y secrecion de siderdforos, los cuales solubilizan o
secuestran hierro, aumentando la disponibilidad en la planta, sin embargo, en este estudio no
hubo diferencia significativa entre tratamientos, con respecto a la concentracion de nitrégeno y
fésforo en el tejido vegetal de la parte area (Cuadro 4).

El mayor crecimiento en plantas inoculadas con HMA y PGPR’s se puede explicar por la
produccion de fitohormonas, ya que los géneros Pseudomonas, Azotobacter y Bacillus son
reconocidos por liberar &cido indol-acético (AlA), giberelinas o citoquininas en la rizosfera de
las plantas, ejerciendo un efecto estimulador del crecimiento especialmente marcado cuando
estas estan en estado de plantula (Lugtenberg y Kamilova, 2009). Adicionalmente, se ha
descubierto que algunas PGPR’s producen enzimas que favorecen crecimiento y desarrollo de la
planta mediante la disminucion de los niveles de etileno. Tales bacterias ocupan el etileno
precursor ACC y lo convierten en 2 oxobutanoato y NHsz (Glick et al., 2007).

El crecimiento de las plantas inoculadas con estos microorganismos pudo verse favorecida por
las interacciones indirectas que pueden tener lugar en forma de efectos mediados por los hongos

micorrizicos sobre el crecimiento de la planta hospedera (Morgan et al., 2005).
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Cuadro 4. Concentracion de N y P en plantas de fresa inoculadas con P. capsici, PGPR’s y R.

intrarradices en cdmara bioclimatica.

Tratamiento Nitrégeno Fosforo(P)
(N)) mg/kg mg/kg

(1) Testigo negativo (sin inocular) 1.1850a 0.7300a
(2) Testigo positivo (inoculado con P. capsici.) 0.9725a 0.6250a
(3) Plantas inoculadas con PGPR’s 1.4000a 0.6300a
(4) Plantas inoculadas con PGPR’s y P. capsici 0.8325a 0.4375a
(5) Plantas inoculadas con R. intrarradices 0.9350a 0.6850a
(6) Plantas inoculadas con R. intrarradices y P. 1.3850a 0.6350a
capsici

(7) Plantas inoculadas con PGPR’s y R. 0.9025a 0.5850a
intrarradices

(8) Plantas inoculadas con PGPR’s, R. 1.3750a 0.6425a

intrarradices y P. capsici

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey a=0.05), n=4

repeticiones por tratamiento.

3.5. Colonizacion micorrizica
No hubo diferencia significativa entre los tratamientos en cuanto a la colonizacion micorrizica
total, sin embargo el valor mas alto se obtuvo en el tratamiento que incluy6é a las plantas
inoculadas con PGPR’s y R. intrarradices (70 %) y el mas bajo en las plantas inoculadas con R.
intrarradices y P. capsici (39.75 %), las estructuras predominantes fueron las vesiculas, siendo
igual numero en las plantas inoculadas con R. intrarradices y PGPR’s y plantas inoculadas con

R. intrarradices, PGPR’s y P. capsici (Cuadro 5).

Estos hongos, al establecerse en la zona cortical del sistema radical de las plantas, tienen la

caracteristica de formar estructuras internas, las cuales de acuerdo con su funcion pueden
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favorecer el intercambio nutrimental y el almacenamiento de reservas (Alarcon y Ferrera-

Cerrato, 2000) (Figura 11).

Figura 11. Vesiculas (a) y esporas (b) encontradas en raices de plantas de fresa inoculadas con

R. intrarradices y PGPR’s y P. capsici.

Cuadro 5. Porcentaje de colonizacién micorrizica en plantas de fresa inoculadas con P. capsici,

PGPR’s y R. intrarradices en cdmara bioclimatica.

Tratamiento Colonizacion Vesiculas Hifas Esporas
micorrizica (%) (%) (%)
total (%)

Plantas inoculadas con R. intrarradices 59.00a 20.00a 19.00a 20.00a

Plantas inoculadas con R. intrarradices y 39.75a 24.75a 13.00a 2.00a

P. capsici

Plantas inoculadas con PGRP’s y R. 70.00a 43.00a 19.00a 8.00a

intrarradices

Plantas inoculadas con PGRP’s, R. 55.00a 43.00a 8.00a 4.00a
intrarradices y P. capsici

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (Tukey a=0.05), n=5

repeticiones por tratamiento.
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4. CONCLUSION

La inoculacién en plantas de fresa con Rhizophagus intrarradices y las rizobacterias
Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y Paenibacillus sp. incrementd su actividad
bioproctectora individual, disminuyendo la incidencia y severidad en la marchitez causada por P.
capsici en plantas de fresa cv “Festival”.

Ademas, la respuesta en crecimiento (peso seco de materia aérea, area foliar, volumen radical y
nimero de estolones) se vieron favorecidos con la simbiosis R. intrarradices, PGPR’s
(Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y Paenibacillus sp.) y plantas de fresa.

Contrariamente a lo reportado en otros estudios, no se vié reflejado en la concentracion de Ny P,
sin embargo, el aumento en el crecimiento de las plantas inoculadas con los microorganismos
benéficos, probablemente se deba a la produccion de fitohormonas y no al aumento en la

absorcion de N y P por la planta.
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CONCLUSIONES GENERALES
En este trabajo, se demostrd la patogenicidad de P. capsici en plantas de fresa de la variedad
comercial “Festival”, por lo tanto, esto permite recomendar a los productores, estrategias
preventivas de manejo, ya que la presencia de inoculo de este oomiceto en los agroecosistemas

en donde se cultiva este frutal, puede causar dafios fitosanitarios.

Como alternativa de manejo, se sugiere la inoculacion en plantas de fresa con el hongo
micorrizico R. intrarradices y las PGPR’s (Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y
Paenibacillus sp.), ya que su accion conjunta aumento su efectividad, disminuyendo la

incidencia y severidad en la marchitez en plantas de fresa inoculadas con P. capsici.

Ademas, la respuesta en crecimiento (peso seco de biomasa aérea, area foliar, volumen radical y
namero de estolones) se vieron favorecidos con la simbiosis R. intrarradices y las PGPR’s

(Pseudomonas tolassi, Bacillus pumilus y Paenibacillus sp.) en las plantas de fresa.

Contrariamente a lo reportado en otros estudios, no se vié reflejado en la concentracion de Ny P,
sin embargo, el aumento en el crecimiento de las plantas inoculadas con los microorganismos
benéficos, probablemente se deba a la produccion de fitohormonas y no al aumento en la

absorcion de N y P por la planta.
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