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Resumen

En jitomate, el género Pythium puede causar pérdidas econémicas hasta del 50%. Acibenzolar-S-
metil es un inductor de la defensa de las plantas, que ha mostrado efectividad contra enfermedades
causas por hongos, virus y bacterias. Los objetivos de este estudio fueron determinar el efecto
in vitro del Acibenzolar-S-metil en el crecimiento micelial y en la severidad del ahogamiento de
plantulas de jitomate causado por Pythium sp. El efecto in vitro se determin6 en medio de cultivo V8,
mientras que, la severidad del ahogamiento se determind en plantulas con dos hojas verdaderas.
El Acibenzolar-S-metil se aplicé via riego a concentraciones de 10, 15, 20, 30 y 40 mg L%,
tres dias antes de la inoculacién de las plantulas con el oomiceto. La severidad por Pythium se
evaluo ocho dias después de la inoculacion del patdgeno. El Acibenzolar-S-metil no afectd el
crecimiento micelial del oomiceto en condiciones in vitro . En plantula, la dosis de 15 mg L-1 del
producto inductor redujo significativamente el dafio causado por el oomiceto, en comparacién con el
tratamiento testigo y el tratamiento con el fungicida. Estos resultados sugieren que el Acibenzolar-
S-metil podria representar una opcion mas para el manejo del ahogamiento de plantulas de jitomate
causado por Pythium sp.
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Introduccion

En México, el jitomate ( Solanum lycopersicum ) tiene gran importancia econdmica debido al valor
de su produccion (36 669 millones de pesos). En el afio agricola 2023, se cultivaron 49 000
ha, con una produccion de 3 636 927 t, los estados de Sinaloa, San Luis Potosi y Michoacan
son los principales productores ( SIAP, 2024 ). No obstante, el cultivo de jitomate es afectado
por enfermedades causadas por diversos tipos de patdgenos como bacterias, nematodos, virus,
hongos y oomicetos, los cuales causan pérdidas significativas al cultivo.

Entre estos patégenos, Pythium destaca por su patogenicidad al causar pudricion de semillas en
campo, ahogamiento de plantulas (damping-off) en preemergencia y postemergencia, asi como,
pudricién de raices en plantas adultas. El género Pythium es cosmopolita y pude causar pérdidas
econdmicas hasta del 50% en el cultivo de jitomate ( Quiroga-Madrigal et al ., 2007 ; Grijalba et al
., 2015)), 70% en frijol ( Nzungize et al ., 2012 ), de12 al 54% en lechuga ( Stanghellini y Kronland,
1986 ) y del 10 al 100% en la produccion de plantulas de chile ( Jiménez-Pérez et al ., 2022 ), las
cuales pueden ocurrir tanto en agricultura protegida como al cielo abierto.

El manejo de las enfermedades causadas por Pythium tradicionalmente se ha realizado con
fungicidas quimicos; sin embargo, el uso de estos productos puede traer consigo la contaminacion
del suelo y agua, asi como, efectos negativos a la salud de los trabajadores agricolas ( Nzungize
et al ., 2012 ). En la actualidad, existen varios métodos que de manera individual o combinados
pueden ayudar a disminuir las enfermedades por oomicetos de manera importante. Por ejemplo,
la aplicacién de fungicidas en plantulas de durazno ( Prunus persica ) redujo significativamente
(62.5%) la severidad del declinamiento inducido por Pythium ultimum , en comparacién con las
plantas testigo ( Mannai y Boughalleb-M'Hamdi, 2021 ). Asimismo, en chile ( Capsicum annuum )
la aplicacion de Trichoderma harzianum redujo la incidencia y severidad de la marchitez del chile
causada por Phytophthora capsici en 36 y 42%, respectivamente ( Timila y Manandhar, 2020 ).

En este sentido, el uso de moléculas elicitoras que activan los mecanismos de defensa de las
plantas, ha generado un creciente interés en los Ultimos afios, pues promete ser una excelente
alternativa para el manejo de fitopatégenos ( Cuellar-Espejel et al ., 2024 ). El acibenzolar-S-
metil (ASM) es un inductor de resistencia vegetal utilizado para el control de una amplia variedad
de enfermedades causadas por hongos, virus y bacterias. El ASM activa la resistencia sistémica
adquirida de las plantas, aumentando la expresion de genes relacionados con la defensa y la
acumulacion de enzimas como -1,3-glucanasas, peroxidasas, quitinasas y compuestos fendlicos
( Nascimento et al ., 2016 ).

Sin embargo, en jitomate existe poca informacion del uso de ASM para el manejo del ahogamiento
de plantulas causado por Pythium sp. Tradicionalmente, la utilizacion de fungicidas, como
el metalaxil, fosetil-al y propamocarb, ha sido la opcibn mas comun para el manejo de las
enfermedades por oomicetos ( Benavent-Celma et al ., 2022 ); no obstante, los problemas
asociados con la utilizacién de agroquimicos como la contaminacion ambiental, riesgos a la salud
humana y la aparicion de cepas resistentes, generan la necesidad de buscar alternativas mas
amigables con el ambiente.

Por lo anterior, el objetivo de presente trabajo fue evaluar el efecto in vitro del ASM en el crecimiento
micelial de Pythium sp. asi como, su efecto en el manejo del ahogamiento de plantulas de jitomate,
bajo condiciones controladas.

Materiales y métodos

Ubicacidn del sitio experimental

El trabajo de investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del Departamento
de Agricultura y Ganaderia de la Universidad de Sonora, ubicado en la ciudad de Hermosillo,
Sonora, México.
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Aislamiento de Pythium sp.

El oomiceto se aisl6 a partir de plantulas de jitomate con sintomas de marchitez y pudricién basal
del tallo. Las raices y tallos colectados se llevaron al laboratorio y se enjuagaron abundantemente
con agua corriente y se cortaron segmentos de aproximadamente 1 cm con tejido sano y enfermo.
Lo segmentos se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 1% por un minuto, se
enjuagaron tres veces con agua destilada esterilizada y se colocaron en gasas estériles para su
secado. Los fragmentos de tejido se sembraron en medio V8 (200 ml de jugo V8, 3 g de CaCO3,
16 g de agar bacteriolégico) e incubaron a 28 °C durante tres dias.

Un aislamiento de Pythium sp., patogénico y purificado a partir de una punta de hifa se
seleccioné al azar para la realizacion de los diferentes ensayos de este estudio. La
identificacion morfolégica, a nivel de género, se realiz6 acorde con las caracteristicas descritas
por Diaz-Celaya et al . (2011) , para lo cual se hicieron montajes de tejido de cultivos de 8 dias
de edad, usando un microscopio Carl Zeiss.

Efecto in vitro del ASM en el crecimiento micelial de Pythium sp.

El efecto del acibenzolar-S-metil (Syngenta) en el crecimiento micelial de Pythium sp. se determino
acorde con lo descrito por Quirdz-Ldpez et al . (2021) . Para este ensayo, el ASM se adiciond
al medio V8 antes de vaciarse en las cajas Petri. Las dosis evaluadas de ASM en el medio V8
fueron 10, 15, 20, 30 y 40 mg L. Como tratamiento testigo se utilizaron cajas Petri con medio
V8 sin el producto inductor. En el centro de cada caja Petri se colocé un disco de medio V8 de 9
mm de diametro con Pythium sp., y las cajas se incubaron a 28 °C. El diametro del crecimiento
de la colonia se determiné a las 48 h después de la incubacion (hdi), cada tratamiento (dosis de
ASM) constd de cuatro replicas y el experimento completo se realizé dos veces, bajo las mismas
condiciones experimentales. La inhibicion del crecimiento micelial de Pythium sp. se evalu6 con
la siguiente férmula:

didmetrocoloniatestigo - didmetrocoloniatratamiento
diametrocoloniatestigo- 9mm

inhibiciondemicelio = x100

Efecto de ASM en la severidad del ahogamiento de plantulas causado por
Pythium sp.

Semillas de jitomate saladette (Cazador F1, Boden Seed) se sembraron en macetas (13 cm
de didmetro por 10 cm de alto) con suelo esterilizado en autoclave a 121 °C durante 2 h. Las
macetas con las plantas de jitomate (una planta por maceta) se mantuvieron a una temperatura
de 29 +£3 °C y una humedad relativa de 70-80%, con riegos frecuentes cada tercer dia, segun
las necesidades de las plantas. La aplicacion del inductor de defensa se realiz6 via riego con
40 ml, por maceta, en plantulas de jitomate con dos hojas verdaderas (17 dias después de
sembradas las semillas). Las dosis evaluadas de ASM fueron 10, 15, 20, 30 y 40 mg L™. Se
tuvieron dos tratamientos testigos: plantas tratadas Unicamente con agua destilada (sin ASM y
sin inocular) y plantas inoculadas (sin ASM).

La inoculacidon de Pythium se realizé tres dias después del tratamiento de las plantulas de
jitomate con ASM. Para esto, dos granos de trigo colonizados con el oomiceto, se enterraron
superficialmente en la base del tallo de cada plantula (uno a cada lado de la planta). Se tuvieron
15 repeticiones por tratamiento, dispuestas en un disefio completamente al azar. El experimento
para determinar el efecto del ASM en la severidad de Pythium sp. en plantulas de jitomate se
realizé dos veces, bajo las condiciones experimentales descritas con anterioridad, y estos fueron
denominados experimento 1 y experimento 2.

El indice de severidad de la enfermedad se evalué a los ocho dias después de la inoculacién del
oomiceto en las plantas, usando la escala de evaluacién propuesta por Santini et al . (2006) : 0=
raiz sana, planta sana; 1= 10-25%, planta marchita; 2= 26-5%, planta marchita o clorosis, con ligera
necrosis del cuello o tallo; 3= 51-75%, planta marchita o clorosis, con necrosis moderada del cuello
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o tallo; 4= 76-100%, planta marchita o clorosis, con extensiva necrosis en cuello o tallo; y 5= planta
muerta. La severidad de la enfermedad se evalu6 acorde con la siguiente férmula:
. 2n
0f = =22
Severidadenfermedad% = Nx5 X100
Donde: Y n=la suma de los rangos individuales; N= nimero total de plantas medidas; 5= valor
mas alto de la escala de severidad.

Preparacion del inoculo

La inoculacion de Pythium sp., se realiz6 mediante el método de grano de trigo colonizado por el
oomiceto. Para este método se utilizdé grano de trigo sano, en buen estado fisico y se colocaron
100 g en un matraz de 250 ml, los cuales se hidrataron con 100 ml de agua destilada durante
24 h, para después esterilizarlos (121 °C durante 1 h) en dos dias consecutivos. Después de la
esterilizacion de los granos, se procedio a la inoculacion del patégeno ( Pythium sp.). La inoculacién
de los granos se realiz6 con tres trozos de medio V8 con crecimiento micelial de Pythium sp., para
posteriormente incubarlos a temperatura ambiente durante ocho dias.

Analisis estadistico

El efecto in vitro del acibenzolar-S-metil en el crecimiento micelial de Pythium sp. y en la severidad
del ahogamiento de plantulas de jitomate causada por este oomiceto, se analiz6 mediante un
andlisis de varianza (Anova) y una comparacion de medias de Tukey ( p< 0.05) utilizando el paquete
estadistico R.

Resultados y discusion

Identificacion morfoldgica de Pythium sp.

Pythium sp., presenté micelio cenocitico, abundante y algodonoso de color blanco, con
esporangios esféricos terminales, oogonios esféricos, terminales, intercalares y anteridios
presentes monoclinos o diclinos, oospora esférica y aplerética ( Figura 1 ). Estas caracteristicas
coinciden con las reportadas por Diaz-Celaya et al . (2011) , para especies del género Pythium sp.

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de Pythium sp.; A) crecimiento micelial en medio V8 y B) oosporas.
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Efecto in vitro del ASM en el crecimiento de Pythium sp.

En este ensayo, no se observo efecto de las dosis de ASM en el crecimiento micelial de Pythium
sp., ya que el medio V8 fue completamente cubierto con micelio 48 hdi en todos los tratamientos
evaluados, lo que sugiere que el ASM no tiene ningun efecto téxico contra Pythium sp (Cuadro 1).

Cuadro 1. Efecto de acibenzolar S-metil (ASM) en el crecimiento micelial de Pythium sp., a las 48 h después de la
inoculacién en medio V8.

Tratamiento Diametro (mm)* Inhibicion (%)
Testigo (sin ASM) 748 a
ASM 10 mg L™ 75a 0
ASM 15 mg L™ 748a 0
ASM 20 mg L™ 745a 0
ASM 30 mg L™ 74 a 0
ASM 40 mg L™ 75a 0

*= medias dentro de una misma columna con diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos
de acuerdo con Tukey ( p = 0.05).

Al respecto, Baysal et al ., (2005) sefialan que el ASM es un potente activador de la RSA de las
plantas y que no tiene propiedades antimicrobianas por si mismo. Acorde con nuestros resultados,
Benhamou y Bélanger (1998) indican que el ASM a una concentracion de 3 mM, no afecto el
crecimiento o desarrollo del micelio de Pythium ultimum en comparacién con el crecimiento micelial
en las cajas testigo. De igual forma, Zhang et al . (2011) reportan que el ASM a concentraciones de
30 mg L™, no tuvo efecto en el crecimiento micelial de Phytophthora capsici , ni en la produccién de
esporangios o la germinacion de zoosporas. En contraste, otros investigadores si han reportado un
efecto tdxico directo del ASM en el crecimiento de hongos como Verticillium dahliae , Rhizoctonia
solani y Curvularia eragrostidis ( Faessel et al ., 2008 ; Amini, 2015 ; Bussabong et al ., 2021 ).

Severidad de Pythium sp. en plantulas de jitomate tratadas con ASM

Los primeros sintomas del dafio causado por Pythium sp., en las plantulas de jitomate se
observaron 48 h después de la inoculacién, los cuales se manifestaron principalmente como
necrosis basal de tallo, que conforme avanzé cubrié la totalidad de tallo y provocé la caida,
marchitez y muerte de las plantulas. En este estudio se observo que el ASM redujo la severidad
causada por Pythium sp., en las plantulas de jitomate tratadas, en comparacion con las plantulas
inoculadas Unicamente con el oomiceto, en los dos experimentos realizados.

En el primer experimento, se observé que la aplicacion del ASM redujo los indices de severidad
del ahogamiento de plantulas de jitomate causado por Pythium sp. ( Cuadro 2).
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Cuadro 2. Efecto de la aplicacién de cinco dosis de acibenzolar S-metil (ASM, mg L™) en la severidad del
ahogamiento (damping-off) de plantulas causado por Pythium sp., en jitomate a los ocho dias después de la
inoculacion.

Tratamiento (ASM mg L™) Experimento 1 Experimento 2
indice de severidad severidad (%) indice de severidad severidad (%)

10 1.8 bc 37 lcd 20

15 1bc 22 1.8 bed 36

20 1.5 bc 30 2.8 abc 56

30 1.7 be 34 3 abc 60

40 2.5ab 51 3.3ab 66
Fosetil-Al 2.6 ab 54 2 bc 40
Testigo SO Oc - od 0
Testigo CO 45a 90 46a 93

SO= testigo sin oomiceto; CO= testigo con oomiceto, fosetil-al (3 g L™ de Aliette). Medias dentro de una misma
columna con diferentes letras indican diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo con Tukey ( p =
Anc)

U.UJJ.

Se registré que la dosis de 15 mg L™ de ASM mostré la menor severidad (22%) en las plantulas de
jitomate, en comparacién con el testigo inoculado con Pythium sp., el cual mostré una severidad
del 90% y el tratamiento tratado con el fungicida fosetil-Al, con severidad del 54% ( Figura 2 ).

Figura 2. Efecto de ASM en la severidad del ahogamiento de plantulas de jitomate ocho dias después de la
inoculacion con Pythium sp.

A) testigo (sin oomiceto, sin ASM); B) testigo con Pythium sp. (sin ASM); C) dosis de 15 mg L™

de ASM e inoculadas con Pythium sp. y D) dosis de 3 g L™ Aliette (fosetil-al) e inoculadas con
Pythium sp.

De igual forma, las otras dosis de ASM evaluadas redujeron significativamente la severidad de
Pythium en las plantulas de jitomate en comparacion con el testigo inoculado ( Cuadro 2 ). Las
plantulas testigo sin oomiceto y sin ASM, no mostraron sintomas de ahogamiento, marchitez o
necrosis basal del tallo durante el desarrollo del experimento.
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En el segundo experimento, también se observé que la aplicacién de ASM redujo significativamente
los indices de severidad del ahogamiento de plantulas causado por Pythium sp., en comparacion
con las plantulas inoculadas Unicamente con el oomiceto ( Cuadro 2 ), las dosis que mostraron la
mayor eficacia para reducir el ahogamiento de plantulas fueron 10 y 15 mg L™, con severidades
del 20 y 36%, respectivamente, en comparacién con el tratamiento inoculado y sin tratar con ASM
que mostrdé 93% de severidad. En los tratamientos de las dosis de 20, 30 y 40 mg L™ de ASM
y el tratamiento con fungicida, las severidades de la enfermedad fueron siempre inferiores a la
evaluada con el tratamiento inoculado y sin tratar.

Los resultados de este estudio, tanto del experimento 1 y 2, indican que el ASM aplicado via
riego reduce el dafio o la severidad causada por Pythium sp., en plantulas de jitomate, incluso
con mejor eficacia de manejo que el tratamiento con el fungicida, lo que sugiere que el ASM
podria representar una alternativa mas para el manejo de esta enfermedad en estado de
plantula. Tradicionalmente el manejo del ahogamiento o pudriciones por Pythium se ha
realizado a través del uso de fungicidas como propamocarb, metalaxil, captan y fosetil-Al, los
cuales proveen un eficiente control de las enfermedades de este patégeno en diversos
cultivos. No obstante, el uso deficiente y a gran escala de estos agroquimicos puede provocar
contaminacion ambiental (de suelo y agua), riesgos a la salud de los agricultores, asi como, el
desarrollo de patdgenos resistentes ( Nzungize et al ., 2012 ; Adhikari et al ., 2024 ).

El ASM es un compuesto andlogo al &cido salicilico que induce la resistencia sistémica adquirida en
las plantas, la cual es efectiva en contra de un amplio rango de patdgenos como oomicetos, hongos,
virus y bacterias ( Ito et al ., 2024 ). En este estudio, se observé que la aplicacion del inductor
ASM en las plantulas de jitomate, redujo significativamente la severidad de la enfermedad en
comparacion con las plantas tratadas Unicamente con el oomiceto o incluso con mejores eficacias
de control respecto al tratamiento con el fungicida. Lo anterior sugiere que ASM podria representar
una estrategia para el manejo integrado del ahogamiento de plantulas causado por Pythium |,
minimizando asi, los efectos negativos por el uso del control quimico.

Resultados similares a los nuestros reportaron Radhakrishnan et al . (2011) , quienes sefialan que
el tratamiento del rizoma de Curcuma ( Curcuma longa L.) con ASM, suprime la pudricién del rizoma
causado por Pythium aphanidermatum , mediante el incremento en la actividad de proteasas,
inhibidores de proteasas y peroxidasas. Asimismo, Benhamou y Bélanger (1998) sefialan que la
aplicacion foliar de ASM en plantas de pepino reduce la colonizacién de Pythium ultimun mediante
unarapiday eficiente acumulacion masiva de compuestos fendlicos en los sitios donde el patdégeno
intenta penetrar, lo cual contrasta con la colonizacién intensa y el marcado dafio observado en las
plantas no tratadas con ASM, sugiriendo que la aplicaciéon del compuesto estimula la respuesta
de defensa de las plantas.

El efecto benéfico de la aplicacion de ASM para reducir la incidencia o severidad de oomicetos,
se ha observado también con Phytophthora capsici . Por ejemplo, en calabaza ( Cucurbita pepo
) la aplicacién de ASM redujo numéricamente la incidencia final del dafio causado por P. capsici
en condiciones de campo, en comparacion con la incidencia observada en plantas no tratadas,
sugiriendo que el ASM aumenta la resistencia de plantas de calabaza a P. capsici (Jietal ., 2011),
mientras que, en chile la aplicacion de ASM redujo significativamente en 45% el dafio causado por
P. capsici , en comparacion con las plantas no tratadas. En este Ultimo estudio, el incremento en
la resistencia a P. capsici se asocié con un incremento en la actividad de las enzimas fenil alanina
amonio liasa y proteinas relacionadas con patogénesis (quitinasas y 3- 1,3-glucanasas); asimismo,
de compuestos fendlicos en las plantas tratadas con ASM.

Por otro lado, se ha observado que la aplicacion de ASM también reduce la severidad de
enfermedades causadas por Pilgeriella anacardii , agente causal del moho negro en el cultivo de
la nuez de la india ( Anacardium occidentale ) ( Viana et al ., 2012 ), de Fusarium graminearum ,
agente causal de la fusariosis de la espiga en el cultivo del trigo ( Shude et al ., 2022 ), del virus del
mosaico del pepino (CMV) y virus del amarillamiento y enanismo de las cucurbitaceas (CYSDV)
en el cultivo de meldn ( Kenney et al ., 2020 ), asi como, de Xanthomonas campestris pv. vitians ,
agente causal de la mancha foliar en el cultivo de la lechuga ( Yigit, 2011 ).
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Conclusiones

Los resultados evidenciaron que la aplicacion del inductor de defensa ASM en plantulas de
jitomate, tres dias antes de la inoculacion con Pythium sp., reduce significativamente la severidad
del ahogamiento causado por este patdégeno. El inductor de defensa no afectd el crecimiento
micelial de Pythium sp. en las dosis probadas en condiciones in vitro . La dosis de 15 mg L™
mostré los menores valores de la severidad causada por el oomiceto, lo cual sugiere que el ASM
podria representar una alternativa mas para el manejo del ahogamiento de plantulas de jitomate,
minimizando asi el impacto negativo de los plaguicidas.
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