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RESUMEN

Se identific6 a Phytophthora capsici, Rhizoctonia
solani 'y Fusarium oxysporum como agentes causales de la
marchitez del tomate en Texcoco, Edo. de México y, se eva-
lud la sintomatologia e incidencia de la marchitez inducida
por estos hongos con diferentes métodos de inoculacion.
Cultivos de cada hongo se inocularon en plantas de tomate
con 4-5 hojas verdaderas. La inoculacién de P. capsici por
inmersién de raices en soluciéon de zoosporas fue mas efi-
ciente (96,7 % de incidencia) que la inoculacién al cuello, a
los 6 dias después de la inoculacién (ddi). Este hongo indujo
marchitez, pudricidn de raiz y cuello, y muerte de las plantas
a los 4 ddi. R. solani, al inocularse por inmersién en solucién
de propagalos y a través de granos de trigo infectados con el
hongo, no ocasioné la muerte de las plantas, sin embargo, la
inoculacion con granos de trigo provocé una incidencia de
100 %, que se manifesté en reduccién de crecimiento (50 %)
y en amarillamiento generalizado. F. oxysporum presenté una
incidencia de 100 % a los 15 y 30 ddi, para la variedad Rio
Grande e hibrido Yaqui, respectivamente. Las plantas mani-
festaron clorosis, marchitez generalizada, necrosis de tejido
vascular y finalmente la muerte.
Palabras clave: Marchitez, Phytophthora, Fusarium, Rhizocto-
nia, Patégenos de raiz.

ABSTRACT

In this study were identified Phytophthora capsici, Rhi-
zoctonia solani and Fusarium oxysporum as causal agents of
tomato wilt in Texcoco, Edo. Mexico and was assessed symp-
tomatology and incidence of wiltinduced by these fungi with
different inoculation methods. The fungi were inoculated
on tomato plants with 4-5 true leaves. The inoculation of P.
capsici root dipping in zoospores solution was more efficient
(96.7 % incidence) that inoculation to neck at 6 days after of
the inoculation (dai). This fungus induced wilt, root and neck
rot and death of plants 4 dai. The plants inoculation with R.
solani by immersion in solution of propagules and wheat
grain infected with the fungus did not cause the death of the
plants, although the inoculation of wheat grain resulted in an
incidence of 100 %, which is expressed in growth reduction
(50 %) and in general yellowing. The inoculation of plants
with F. oxysporum showed an incidence of 100 % at 15 and
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30 dai for Rio Grande variety and Yaqui hybrid, respectively.
Plants showed chlorosis, wilting, necrosis of vascular tissue
and death.
Keywords: Wilt, Phytophthora, Fusarium, Rhizoctonia, Root
Pathogens.

INTRODUCCION

Las enfermedades que afectan al tomate constituyen
una limitante para su produccién en muchas partes del
mundo, sobre todo cuando no se utilizan cultivares con
resistencia. Actualmente existen cerca de 58 enfermedades
de causas y etiologias diversas que atacan a este cultivo
(Blancard, 1990; Jones et al., 2000). Entre estos, destacan
por su importancia los hongos fitopatdégenos, los cuales
presentan una gran variacion morfoldgica, patogénica y de
adaptacion a diversas condiciones climaticas, por lo cual
tienen la capacidad de atacar al cultivo en diferentes etapas
de desarrollo (Mendoza, 1996). En este sentido, Phytophthora
capsici Leo, Rhizoctonia solani Kihn y Fusarium oxysporum
Schlechtend.:Fr. son patégenos que causan pérdidas severas
en el rendimiento del cultivo. Estos hongos se encuentran
de forma natural en suelos agricolas, ocasionando solos o en
grupo, pudriciones de raiz y cuello en las plantas de tomate,
lo que en ocasiones complica el diagnéstico en campo (Par-
meter y Whitney, 1970; Cruz, 1996; Lamour et al., 2012). Los
sintomas que causan estos hongos son varios, como marchi-
tezy clorosis del follaje, debido a una pudricidn de los tejidos
del cuello de la planta, pudricion del sistema de raices, las
cuales se torna de color café oscuro y finalmente muerte de
la planta. Dado que las pudriciones de raiz y cuello son oca-
sionados por diversos hongos fitopatdgenos con origen en el
suelo, es importante determinar correctamente al patégeno
y su incidencia y, la sintomatologia asociada a cada uno de
estos hongos en plantas de tomate, con la finalidad de hacer
un diagnéstico correcto del agente causal de la enfermedad,
pues de esto depende en mucho la eleccién de un método
de manejo apropiado que pueda evitar dafos severos al
cultivo. Por lo anterior, los objetivos del presente trabajo fue-
ron: a) identificar los diferentes patégenos involucrados en
el marchitamiento de tomate en Texcoco, Edo. de México y,
b) determinar la sintomatologia e incidencia de la marchitez
inducida por P. capsici, R. solani'y F. oxysporum en plantas de
tomate variedad Rio Grande.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento

Se colectaron plantas de tomate variedad Rio Grande,
en Texcoco, Edo. de México, afectadas de la raiz y/o que
presentaban sintomas de marchitez. La raiz se lavé con agua
corriente y se corté en trozos de un centimetro (mitad sana
y enferma) y se desinfestaron con hipoclorito de sodio al 2 %
por 2 min, se enjuagaron con agua esterilizada, se secaron
con papel esterilizado y se colocaron cinco trozos en cajas
Petri con medio jugo de tomate agar (TA) y papa-dextrosa-
agar (PDA). Las cajas se incubaron a 25 °C en oscuridad. A las
72 h se evaluo el desarrollo de las colonias y la frecuencia de
aislamiento para cada organismo, y se hizo la transferencia a
cajas con PDAyTA.

Identificacion

Se usé la forma y coloracion de la colonia, la produc-
cién de cuerpos fructiferos y tipo de micelio de los organis-
mos desarrollados para hacer el agrupamiento de las cepas
aisladas, y asi definir los géneros de hongos involucrados en
los danos causados en las plantas de tomate. Para la iden-
tificacion de F. oxysporum, P. capsici y R. solani se utilizaron
las claves de Booth (1971), Romero (1988) y Sneh y Ogoshi
(1991), respectivamente.

Cultivo Monozoospoarico de P. capsici

Del cultivo aislado de P. capsici se cortaron cinco dis-
cos de aproximadamente 1 cm de didmetro y se colocaron
en cajas Petri con 20 mL de agua esterilizada. El oomiceto se
incubd a 25 + 1 °C, y a los cuatro dias los aislamientos que
produjeron esporangios se cambiaron a 12 °C por 15 min
para la liberacion de las zoosporas. De la solucién de zoospo-
ras se tomd una gota y se vertié sobre una placa con medio
TA, siendo distribuido uniformemente e incubado a 25 + 1 °C
en oscuridad, y se revisé a las 24 y 48 h para detectar zoospo-
ras germinadas. Algunas colonias aisladas se tomaron para la
obtencion de los cultivos monozoosporicos.

Cultivo Punta de Hifa de R. solani

El hongo se desarroll6 en medio PDA durante 48 h a
temperatura ambiente (24 + 3 °C). Antes de que el micelio
cubriera la caja, y con la ayuda de un microscopio se cortaron
varias puntas de hifa, las cuales se transfirieron en forma
individual a medio PDA para su pleno crecimiento.

Cultivo Monoconidial de F. oxysporum

Del hongo crecido en medio PDA se tomé una porcién
con medio y micelio, se puso dentro de un tubo de ensaye con
10 mL de agua esterilizada y se agité vigorosamente. Poste-
riormente, se realizaron diluciones seriales con 5 6rdenes de
dilucidn. Una gota de las diluciones 10*y 10”° se depositaron
en cajas con PDA, distribuyéndolas uniformemente e incu-
bandolas a 25 °C por 24 h. El crecimiento fungico se cortd y se
reaislé6 nuevamente en PDA durante una semana.

Preparacion de Inéculo

P. capsici: En cajas Petri con 20 mL de agua esteriliza-
da, se colocaron 10 discos de medio de cultivo con micelio
de P. capsici. El material se incubé a 25 °C por tres dias, para
la formacion de esporangios y la posterior liberacion de sus
zoosporas a 12 °C por media hora (Ramirez y Romero, 1980).
Con un hematocitémetro se determind una concentracién
de 1 x 10° zoosporas mL" (Redondo, 1989).

R. solani: La preparacién de inéculo de este hongo
se realizd cultivdandolo en medio PDA y en grano de trigo
(Sneh y Ogoshi 1991). En PDA: el hongo se sembré en cinco
placas, una vez que el micelio cubri6 las placas, se prepard
una suspension micelial (propagulos) mediante el raspado
superficial del micelio del hongo, el cual se trituré y homo-
genizd en licuadora por 1T min. Se contabilizé por triplicado
el nimero de propagulos de la solucién y se ajusté a una
concentracion de 86 x 10° propagulos mL". El método de
grano de trigo, se realizé colocando 250 cm?® de granos de
trigo sano, mas 150 mL de agua esterilizada en un matraz de
500 mL, dicha mezcla se dej6 reposar por 24 h; después, la
mezcla se esterilizé en un autoclave por 2 h. Finalmente, el
grano se inoculé con el aislamiento de R. solaniy enseguida
se incubd por 3 semanas a temperatura ambiente (24 + 3 °C).

F. oxysporum: el hongo se sembr6é en medio PDA.
Cuando el micelio cubrié la superficie total de las cajas se
agregé 20 mL de agua esterilizada; después con un por-
taobjeto se raspo el micelio para separar los conidios, y la
suspension se filtré para colectar los conidios. Se cuantificd
una suspension de F. oxysporum a una concentraciéon de 5 x
106 conidios mL" (Rowe, 1980).

Inoculaciones

Inmersién de raiz desnuda. Para cada microorganismo
aislado 30 plantulas de tomate de 35 dias de edad, variedad
Rio Grande, se extrajeron de la charola germinadora y las rai-
ces se lavaron con agua corriente. Posteriormente, se sumer-
gieron hasta el cuello de la planta en soluciones de 250 mL
con 1 x 10° zoosporas mL" de P. capsici, 86 x 10% propagulos
mL'de R. solani y 5 x 10° conidios mL" de F. oxysporum por
15 min. Transcurrido el tiempo, éstas se transplantaron en
macetas con peat moss esterilizado (a 121 °C durante 1 h).
Al cuello del tallo: estas inoculaciones se realizaron al término
del transplante (30 plantas por cada aislamiento) en mace-
tas con peat moss previamente esterilizado. A cada planta
se le inoculé 1T mL a 1 x 10° zoosporas mL" de P. capsici, 5 x
108 conidios mL' de F. oxysporum. Como planta diferencial,
plantas del hibrido Yaqui (resistente a la raza 1y 2 de F. oxys-
porum) fueron inoculadas con el aislamiento de este hongo.
Para R. solani se inocularon las plantas con granos de trigo
infectados con dicho hongo en una proporcion de 2 % (v/v
grano:sustrato).

Variables Evaluadas
Se evalud la frecuencia de aislamiento, identificacion
de los hongos, incidencia de la enfermedad, descripciéon de
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los sintomas inducidos por cada uno de los hongos y altura
(para el caso de plantulas inoculadas con R. solani).

Diseino Experimental y Analisis de Datos

Se utilizé un disefio completamente al azar con tres
repeticiones por tratamiento, la unidad experimental fue de
10 plantas por repeticion. Los resultados se sometieron a un
analisis de varianza (ANOVA) y a una comparacién de medias
de Tukey (P < 0.05) utilizando el paquete estadistico SAS
(Statistical Analisis System, 1988).

RESULTADOS Y DISCUSION

De plantas de tomate con sintomas de marchitez
parcial o total y clorosis, procedentes de Texcoco, México, se
aislé a los hongos P. capsici, R. solani'y F. oxysporum con una
frecuencia de 65,20y 15 %, respectivamente.

P. capsici

El hongo aislado con la frecuencia mayor se identificd
como P. capsici, debido a que presentd micelio cenocitico
con hinchamientos, colonias finamente radiadas y estrella-
das (Fig. 1A), esporangios abundantes de diferentes formas
(ovoides, oval-alargados, globosos), con una o mas papilas a
veces desviadas (Fig. 1B), asi como esporangi6foros simples
o ramificados irregularmente.

Los sintomas iniciales inducidos por P. capsici apare-
cieron a los 3 ddi, con una incidencia del 100 % a los 8 ddi.
El primer sintoma se observé en la base del tallo, en donde
inicié un oscurecimiento del cuello a los 3 ddi, acompanado
de una ligera constriccion a nivel del sustrato (Fig. 1C) que
avanzé rapidamente causando marchitez progresiva, hasta
que a los 4 ddi el tejido del cuello fue totalmente reblan-
decido y necrosado por el hongo ocasionando la caida de
las plantas. Estos sintomas coinciden con los descritos por
Mendoza y Pinto (1983) para el cultivo de tomate, quienes
indican que los sintomas caracteristicos comienzan con una
marchitez muy leve de las plantas y después de 3-4 dias se
marchitan completamente, observandose en el cuello una
constriccién y necrosamiento muy marcado.

De los dos método de inoculacién utilizados, al cuello
e inmersién de raiz desnuda, el mas eficiente para inocular P.
capsici fue el de inmersién de raiz desnuda en una solucién
de zoosporas, ya que indujo una incidencia de plantas muer-
tas de 96,7 % (6 ddi) con respecto al método de inoculacién
al cuello, el cual tuvo una mortandad de 83,3% en el mismo
tiempo. No obstante, todas las plantas inoculadas con el
hongo murieron a los 8 ddi en ambos métodos. El hecho de
que el método de inmersion de raiz desnuda provocara una
muerte de plantas inicialmente mayor al de inoculacion al
cuello (Tabla 1) indica probablemente que, un nimero ma-
yor de zoosporas infectivas se adhirieron a la raiz y cuello de
las plantas y en consecuencia una cantidad mayor de inéculo
que, al desarrollarse durante los primeros dias de infeccion,
destruyeron mas rapidamente el tejido vegetal del cuello de
las plantas de tomate. De las plantas de tomate inoculadas
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Figura 1. Caracteristicas culturales, morfoldgicas y sintoma-
tologia inducida por patégenos del cuello y raiz del tomate
en invernadero: A) Crecimiento “in vitro” de P. capsici en me-
dio tomate-agar (TA); B) Esporangios de P. capsici en medio
TA; C) Plantas de tomate variedad Rio Grande con constric-
cion de cuello a los 6 dias después de la inoculacion (ddi)
con P. capsici; D) Crecimiento “in vitro” de R. solani en medio
papa-dextrosa-agar (PDA); E) Caracteristicas morfoldgicas
de R. solani: 1) constriccién, 2) septas, 3) ramificacion en
angulo recto; F) Reduccién del crecimiento por R. solani: Fa)
testigo, Fb) planta con R. solani a los 35 ddi; G) Crecimiento
de F. oxysporum en medio suelo-agar para la produccion

de macroconidios; H) Conidios de F. oxysporum: Ha) micro-
conidios, Hb) macroconidios; I) Clorosis de un solo lado en
tomate variedad Rio Grande a los 10 ddi con F. oxysporum; J)
Clorosis y marchitez en tomate hibrido Yaqui a los 33 ddi; K)
Clorosis y marchitez en tomate variedad Rio Grande a los 10
ddi; L) Necrosis vascular por F. oxysporum en hibrido Yaqui a
los 40 ddi.

Figure 1. Cultural and morphological characteristics from
pathogens that causing root and neck rot in tomato under
greenhouse conditions. A) Growth “in vitro” of P. capsici in
tomato-agar (TA) plates; B) Sporangia of P. capsici in tomato-
agar plates; C) Tomato plants Rio Grande variety with neck
constrict 6 days after inoculation (dai) with P. capsici; D)
Growth “in vitro” of R. solani in potato-dextrose-agar (PDA)
plates; E) Morphological characteristics of R. solani: 1) hypha
constrict, 2) septa, 3) branching at right angles; F) Reduced
growth by R. solani; G) Growth of F. oxysporum in soil-agar
plates for the production of macroconidia; H) conidia of F.
oxysporum; Ha) microconidia, Hb) macroconidia; I) Chlorosis
on one side in tomato Rio Grande variety from 10 dai with F.
oxysporum; J) Chlorosis and wilt in tomato Yaqui hibrid from
33 dai; K) Chlorosis and wilt in tomato Rio Grande variety

10 ddi; L) Fusarium vascular necrotic in Yaqui hibrid from 40
ddi.
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Tabla 1. Comparacion de dos métodos de inoculacion de P.
capsici (1 x 10°zoosporas mL") en plantas de tomate varie-
dad Rio Grande de 35 dias de edad

Table 1. Comparison of two inoculation methods of P,
capsici (1 x 10 zoospores mL") on tomato plants Rio Grande
variety of 35 day-old

Plantas muertas (%)

Método de
inoculacion
4 ddi 6 ddi 8 ddi
Al cuello 6,6 b? 833 a 100 a
Inmersion de 46,6 a 9,7 a 100 a
raiz
Testigo Sin dafo visible

?valores con la misma letra dentro de la misma columna son igua-
les estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey (P < 0,05).
ddi= dias después de la inoculacién.

y dafnadas por dicho hongo se reaislé a P. capsici con una
frecuencia del 100 % en medio de cultivo TA.

R. solani

Este hongo presentdé las caracteristicas morfolégicas
siguientes en medio PDA: micelio de crecimiento rapido, de
color gris-claro a café-oscuro (Fig. 1D), ramificaciones de hifas
aproximadamente en angulo recto, hifas claras en cultivos jo-
venes y cafés obscuras al envejecer, con una constriccion en
la unién de las ramificaciones cerca de su sitio de origen (Fig.
1E), micelio relativamente grueso y formacion de una gran
cantidad de esclerocios pequenos, aproximadamente 15 dias
después de sembrado en medio PDA. Los primeros sintomas
inducidos por R. solani ocurrieron a los 10 ddi, con una inci-
dencia de la enfermedad del 100 % a los 20 ddi. Las plantas
infectadas tuvieron reduccién del crecimiento (Fig. 1F),
amarillamiento del follaje y presencia de pequeios cancros
de color café-oscuro, secos, de aspecto lefoso y agrietado,
en laraizy cuello de las plantas (Rodriguez et al., 2011).

De los dos métodos de inoculacién el mas eficiente
para reproducir los sintomas tipicos inducidos por R. solani
(Krupa y Dommergues, 1979; Lucas et al., 1985; Mendoza,
1996) fue el de grano de trigo inoculado con el hongo, ya
que indujo clorosis generalizada, reduccién del crecimiento
(Figura 2) y la presencia de pequefios cancros en cuello y raiz
de plantas. La inoculacién de R. solani por inmersion de raiz
desnuda en una solucién de propagulos no produjo ningun
sintoma de enfermedad en las plantas durante los 50 dias
que duro el bioensayo. Lo anterior sugiere que R. solani no
tuvo la capacidad de adaptarse a las condiciones del sustrato
utilizado (peat moss), de tal manera que el hongo murié
antes de que se produjera la infeccion en las plantas, o bien,
la cantidad de in6culo utilizado (86 x 10% propagulos mLT) no
fue suficiente para lainduccion de la enfermedad en las plan-
tas. De las plantas afectadas con grano de trigo inoculado se
obtuvo a R. solani con una frecuencia del 100 %.

Altura (cm)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Dias después de la inoculacién

—a— Testigo —e— R. solani

Figura 2. Altura de plantas de tomate inoculadas con R.
solani y sin inocular (testigo). Puntos con la misma letra son
iguales estadisticamente de acuerdo a la prueba de Tukey (P
< 0.05)

Figure 2. Tomato plants height inoculated with R. solani and
uninoculated (control). Points with the same letter are equal
statistically according to the Tukey test (P < 0.05)
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Numero de plantas muertas
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Dias después de la inoculacion

——var. Rio Grande —s—Hibrido Yaqui

Figura 3. NUmero de plantas muertas o con marchitez
inducida por F. oxysporum en tomate variedad Rio Grande e
hibrido Yaqui de 35 dias de edad

Figure 3. Number of dead plants or with wilting induced by
F. oxysporum in tomato Rio Grande variety and Yaqui hybrid
of 35 day-old

F. oxysporum.

Este hongo present6 micelio de color rosado a blanco,
fidlides cortas, microconidios abundantes, clamidosporas, y
macroconidios puntiagudos en sus extremos con tres a cinco
septas (Fig. 1H), los cuales sélo se formaron en medio suelo
agar (Fig. 1G). Segun Ayvar (1988) la presencia de fidlides
cortas separa a F. oxysporum de F. solani'y la produccién de
clamidosporas lo diferencian de F. moniliforme. Este patége-
no presenté un periodo de incubacién de 10 ddi en plantas
de tomate variedad Rio Grande y, de 25 dias en el hibrido Ya-
qui. La incidencia de enfermedad fue del 100 % en plantas de
tomate variedad Rio Grande e hibrido Yaqui a los 30 y 50 ddi,
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respectivamente. Los sintomas inducidos por este patégeno
en ambos materiales fueron: amarillamiento de las hojas
inferiores, generalmente de un sélo lado de la planta (Fig. 11),
marchitez generalizada (Fig. 1J, 1K), xilema de coloracién café
oscuro (Fig. 1L), raices con zonas necrosadas y, finalmente co-
lapso y muerte de la planta. Todos estos sintomas coinciden
con los descritos por Mendoza (1996) para plantas de tomate
afectadas por esta especie de hongo. Asimismo, Rodriguez
et al. (2011) mencionan que en plantas de tomate maduras
se puede observar una marchitez generalizada del follaje,
con hojas amarillas principalmente en la base de la planta,
pudricion de raices, flacidez de hojas con recuperacion de la
turgencia en la noche y necrosis de los haces vasculares en
corte transversal del tallo.

La agresividad de F. oxysporum en las plantas de toma-
te fue mayor en la variedad Rio Grande en comparacién conel
hibrido Yaqui, ya que los sintomas en la variedad fueron mas
prematuros con respecto a las del hibrido Yaqui, provocando
que todas las plantas de la variedad Rio Grande murieran a
los 30 ddiy las plantas del hibrido Yaqui hasta los 50 ddi (Fig.
3). Los dafos inducidos en este ultimo (resistente a la raza 1
y 2 del hongo) sugieren que la especie, forma especial y raza
de Fusarium correspondia a oxysporum f.sp. lycopersici raza 3.

De los dos método evaluados para la inoculacién de
F. oxysporum, ambos fueron eficientes para inducir enferme-
dad en las plantas de tomate, ya que ninguno indujo mayor o
menor nimero de plantas enfermas. De las plantas enfermas
se re-aislé al mismo hongo inoculado en un 100 %, tanto de
la variedad Rio Grande como en el hibrido Yaqui.

Efecto de la Inoculacion de P. capsici, R. solani'y

F. oxysporum

El periodo de incubacion fue mas corto al inocular
de manera conjunta a P. capsici, R. solani'y F. oxysporum, con
respecto a la inoculacion individual de cada uno de ellos,
ya que a los 2 ddi se observaron los primeros sintomas de
la enfermedad. También la incidencia de la enfermedad fue
mayor que la inoculacién individual de cada uno de estos
hongos, ya que a los 6 ddi el 100 % de las plantas de tomate
presentaron estrangulamiento en el cuello de la planta. Los
sintomas inducidos por la aplicacién conjunta de P. capsici,
R. solani y F. oxysporum fueron: obscurecimiento del cuello
a los 3 ddi, acompanado de una ligera constriccién a nivel
del sustrato que, avanzé rdpidamente causando marchitez
progresiva, hasta que a los 4 ddi el tejido del cuello fue to-
talmente reblandecido y necrosado por los hongos, ocasio-
nando la caida de las plantas. Estos sintomas coinciden con
los observados en la inoculacion individual de P. capsici, por
lo que se deduce que este hongo fue el que caus6é en mayor
medida la muerte de las plantas.

CONCLUSIONES

Se identifico a P. capsici, F. oxysporum y R. solani como
agentes causales del marchitamiento del tomate en Texco-
co, Edo. de México y se logré diferenciar la sintomatologia
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inducida por cada uno de estos patégenos, la cual permitira
realizar un diagnéstico correcto del organismo causante de
la enfermedad, pues de esto depende en mucho la eleccion
de un método de manejo apropiado que pueda evitar dafos
severos al cultivo.
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