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RESUMEN

El efecto de la colonizacion micorrizica en la susceptibi-
lidad a Sclerotinia sclerotiorum, agente causal del moho
blanco fue evaluada en cuatro genotipos de frijol: Azufrado
Regional 87 (Az Reg 87), Azufrado Higuera (Az Hig), A-55
v BAT 93, mediante el método de la pajilla (straw test). La
colonizacion con Rhizophagus irregularis (previamente cono-
cido como Glomus intraradices) redujo la susceptibilidad a

S. sclerotiorum en Az Reg 87, A-55, y BAT 93, pero no en Az
Hig. Estos resultados representan una evidencia adicional de
la existencia de la reduccion de susceptibilidad por micorri-
zacion contra patogenos foliares y su dependencia del geno-
tipo de la planta, y sugiere que la colonizacion micorrizica
debe ser considerada en los programas de mejoramiento de
resistencia frente a S. sclerotiorum.

Introduccion

La simbiosis micorriza ar-
buscular es una asociacion
que se establece entre las rai-
ces de la mayoria de las espe-
cies de plantas y un grupo de
hongos del suelo pertenecien-
tes al filum Glomeromycota
(Oldroyd et al., 2009). En esta
asociacion, ambas partes se
benefician. El hongo absorbe
y transfiere nutrientes, princi-
palmente fosforo, y la planta
le proporciona carbono
(Harrison, 2005). Las esporas
del hongo germinan en el sue-
lo generando hifas, las cuales
al encontrarse con la raiz de
una planta susceptible a ser
colonizada, crecen en su su-
perficie y finalmente penetran
la epidermis. Las hifas son
capaces de llegar y penetrar
a células del cortex interno,
en donde, sin romper la

membrana celular son invagi-
nadas y sufren una intensa
ramificacion formando lo que
se conoce como arbusculos.
Estas son estructuras especia-
lizadas en donde se lleva a
cabo el intercambio de nu-
trientes entre los simbiontes
(Harrison, 2005). Ademas de
los arbusculos, el hongo pue-
de formar vesiculas, en donde
se almacenan nutrientes, prin-
cipalmente lipidos. También,
las hifas del hongo pueden
crecer de manera extraradical,
absorbiendo nutrientes del
suelo, los que son transloca-
dos hasta los arbusculos, don-
de son transferidos a la célula
vegetal mediante mecanismos
de transporte finamente regu-
lados por ambos simbiontes.
Ademas de los beneficios
nutrimentales, se ha observa-
do que la colonizacién mico-
rrizica arbuscular reduce los

niveles de infeccion causada
por patdégenos que atacan la
raiz. La colonizacién con
hongos micorrizicos arbuscu-
lares (HMA) reduce los efec-
tos negativos causados por el
hongo Rhizoctonia solani en
frijol (Abdel-Fattah et al.,
2011). Tanto Funneliformis
mosseae (sinonimo: Glomus
mosseae) como Rhizophagus
irregularis (sinonimo: G. in-
traradices), inducen biopro-
teccion contra Aphanomyces
euteiches en Medicago trun-
catula (Hilou et al., 2013).
Respecto a nematodos parasi-
tos, G. intraradices induce
resistencia sistémica en raices
de bananas contra Radopholus
similis y Pratylenchus co-
ffeae (Elsen et al., 2008), y
contra Xiphinema index en
plantas de uva (Hao et al.,
2012). Las lesiones causadas
por el nematodo Meloidogyne

incognita fueron significati-
vamente menores en raices
de plantas de tomate coloni-
zadas con G. mosseae com-
paradas con las no coloniza-
das (Vos et al., 2013). Asi
mismo, existen ejemplos en
los que la colonizacién con
HMA reduce la susceptibili-
dad a patogenos foliares; en
M. truncatula la colonizacion
con G. intraradices incre-
menta la resistencia a la bac-
teria patogénica Xanthomonas
campestris (Liu et al. 2007),
G. fasciculatum reduce la
severidad de lesiones causa-
das por Alternaria solani en
plantas de tomate (Noval
et al., 2007) y en plantas de
chile contra Phytophthora
capsici (Alejo-Iturvide et al.,
2008). Botrytis cinerea causa
mayores lesiones necroticas
en hojas de plantas de tomate
no colonizadas, respecto a las
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EVALUATION OF THE SUSCEPTIBILITY TO Sclerotinia sclerotiorum
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SUMMARY

The effect of mycorrhizal colonization on reducing susceptibil-
ity to Sclerotinia sclerotiorum was investigated in four common
bean genotypes: Azufrado Regional 87 (Az Reg 87), Azufrado
Higuera (Az Hig), A-55, and BAT 93 using the ‘straw test’ meth-
od. Colonization by the arbuscular mycorrhizal fungi Rhizopha-
gus irregularis (formerly known as Glomus intraradices) reduced

susceptibility to S. sclerotiorum in A-55, Az Reg 87 and BAT 93
plants, but not in Az Hig. These results provide additional evi-
dence of the existence of a mechanism that reduces susceptibility
by mycorrhiza colonization against foliar pathogens, and suggest
that mycorrhizal colonization should be considered in breeding
programs for S. sclerotiorum resistance.

AVALIACAO DA SUSCEPTIBILIDADE A Sclerotinia sclerotiorum EM QUATRO GENOTIPOS

DE FEIJAO (Phaseolus vulgaris L.) MICORRIZADOS

Guadalupe Arlene Mora-Romero, Melina Lopez-Meyer, Claudia Maria Ramirez-Douriet, Maria del Carmen Martinez-Valenzuela,
Cecilia de Los Angeles Romero-Urias, Gabriel Herrera-Rodriguez ¢ Rubén Félix-Gastélum

RESUMO

O efeito da coloniza¢do micorrizica na susceptibilidade a
Sclerotinia sclerotiorum, agente causal do mofo branco foi
avaliada em quatro gendtipos de feijdo: Azufrado Regional
87 (Az Reg 87), Azufrado Higuera (Az Hig), A-55 ¢ BAT 93,
mediante o teste do canudo (straw test). A colonizagdo com
Rhizophagus irregularis (previamente conhecida como Glo-
mus intraradices) reduziu a susceptibilidade a S. sclerotio-

rum en Az Reg 87, A-55, e BAT 93, mas ndo em Az Hig. Estes
resultados representam uma evidéncia adicional da existén-
cia da redug¢do de susceptibilidade por micorrizagdo contra
patogenos foliares e sua dependéncia do gendtipo da planta,
e sugere que a colonizagdo micorrizica deve ser considerada
nos programas de melhoramento de resisténcia frente a S.
sclerotiorum.

colonizadas con G. mosseae
(Pozo et al., 2010; Fiorilli
et al., 2011), Glomus sp. indu-
ce resistencia a P. infestans
en plantulas de papa (Gallou
et al., 2011) y G. intraradices
a Magnaporthe oryzae en
plantas de arroz (Campos-
Soriano et al., 2012). Todo
esto indica que la coloniza-
cion con hongos micorrizicos
induce bioproteccion en la
planta, tanto de manera local
como sistémica.

Sclerotinia sclerotiorum es
un hongo importante a nivel
mundial que infecta alrededor
de 400 especies de plantas
incluyendo a frijol (Schwartz
y Singh, 2013). En el norte de
Meéxico, este patdogeno causa
severas pérdidas econdmicas
(Apodaca-Sanchez, 2009).
Hasta ahora, una resistencia
completa a S. sclerotiorum no
ha sido descrito en frijol
(Schwartz y Singh, 2013), y el
empleo de fungicidas sintéti-
cos es el principal medio de
controlar la enfermedad en
cultivos agricolas comerciales,
lo cual tiene efectos negativos
en el ambiente y en la salud
humana (Martinez-Valenzuela
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y Gomez-Arroyo, 2007). Por
lo tanto, es necesario el desa-
rrollo de estrategias méds ami-
gables con el medio ambiente
para el manejo de enfermeda-
des como las causadas por S.
sclerotiorum. Estas estrategias
deben estar alineadas con los
programas de mejoramiento
de resistencia con el fin de
reducir las pérdidas economi-
cas por patdégenos en cultivos
agricolas. El uso de microor-
ganismos que inducen la re-
sistencia a enfermedades de
plantas, tales como los HMA,
es una alternativa adecuada.
Mora-Romero et al. (2015)
evaluo la resistencia inducida
por micorrizacion en tres va-
riedades de frijol: A-55, Az
Reg 87 (Azufrado Regional
87) y Az Hig (Azufrado
Higuera) contra el patogeno
foliar S. sclerotiorum, por el
método de hoja desprendida
(Steadman et al., 1997). Este
método consiste en la co-in-
cubacion de un foliolo escin-
dido de una planta de frijol
con micelio de S. sclerotio-
rum en una pequefia camara
hiimeda. El nivel de dafio se
registra midiendo el didmetro

del halo de necrosis que se
forma a partir del micelio
colocado en el centro de la
lamina del foliolo, a lo largo
del tiempo. Mediante este mé-
todo se detectd la reduccion
de susceptibilidad por mico-
rrizacion en las variedades
A-55 y Az Reg; sin embargo,
Az Hig no presentd dicho
comportamiento. EI método
de la hoja desprendida (en
este caso foliolo) es un proce-
dimiento sencillo y rapido; no
obstante, involucra la escision
del 6rgano a ensayar, por lo
que no permite evaluar la res-
puesta de la planta completa
al ataque por el patogeno. El
método de la pajilla o ‘straw
test’, como se le conoce en
inglés (Petzoldt y Dickson,
1996), ha sido utilizado para
el monitoreo de resistencia
fisiologica a S. sclerotiorum
en plantas completas, princi-
palmente en programas de
mejoramiento; contempla una
escala numérica para evaluar
el avance del patdogeno sobre
el tallo de la planta y es una
prueba estandar para seleccio-
nar variedades resistentes a S.
sclerotiorum.

El objetivo del presente tra-
bajo fue utilizar el método de
la pajilla para evaluar el efec-
to de la colonizacién con el
HMA R. irregularis en la re-
duccion de susceptibilidad a
S. sclerotiorum en los genoti-
pos de frijol A-55, Az Reg 87,
Az Hig y BAT 93, a fin de
confirmar los resultados obte-
nidos por el método de hoja
desprendida, ademds de gene-
rar informacion sobre la res-
puesta inducida por micorri-
zacion ante S. sclerotiorum en
el genotipo BAT93.

Descripcion de los
Genotipos de Frijol

A55

AS55 es una linea de frijol
negro de semilla pequefia, con
héabito de crecimiento indeter-
minado tipo II, tallo erecto y
con pocas ramificaciones.
Esta variedad fue desarrollada
en el Centro Internacional de
Agricultura Tropical (CIAT),
Cali, Colombia. De acuerdo a
Singh et al. (2003), A55 pre-
senta una reduccion en la in-
cidencia y severidad del moho
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blanco causado por S. sclero-
tiorum bajo presiones modera-
das del patogeno, pero es sus-
ceptible a presiones altas de
la enfermedad en campo e
invernadero.

Azufrado Higuera (Az Hig)

Az Hig es un genotipo que
produce semilla amarilla
(Salinas-Pérez et al., 1995). Es
resistente a royas, tolerante a
virus, pero susceptible al moho
blanco causado por S. sclero-
tiorum; sin embargo, puede es-
capar a la enfermedad por su
hébito de crecimiento de tipo
determinado.

Azufrado Regional (Az Reg)

Az Reg presenta habito de
crecimiento arbustivo tipo I,
de grano amarillo claro (azu-
frado). Es resistente a roya,
tolerante a virosis, susceptible
a la antracnosis, tizén comin
y al moho blanco aunque pue-
de escapar a esta enfermedad
debido a su habito de creci-
miento (Salinas-Pérez et al.,
1989). Las semillas fueron pro-
porcionadas por Centro
Experimental del Valle del
Fuerte (CEVAF) del INIFAP,
al igual que A55 y AZ Hig.

BAT 93

BAT 93 tiene un habito de
crecimiento tipo III y semillas
color crema; es una linea alta-
mente homocigota (McClean y
Myers, 1990) extensamente
utilizada en estudios genéticos
(Porch et al., 2009). Las semi-
llas de BAT 93 fueron propor-
cionadas por Marta Santalla
(Misién Biologica de Galicia-
CSIC. Pontevedra, Espana).

Métodos

Produccion de indculo de
Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum se
obtuvo a partir de esclerocios
recolectados en campos agrico-
las del norte de Sinaloa,
Meéxico. Los esclerocios fueron
desinfectados con hipoclorito
de sodio 0,5% y enjuagados
dos veces durante lmin con
agua destilada estéril, secados

con papel estéril y posterior-
mente sembrados en placas
con medio PDA (Agar-
Dextrosa-Papa) e incubados a
19°C durante tres dias. El mi-
celio activo del margen de la
colonia se transfirié nueva-
mente en placas con PDA y se
emple6 en experimentos
subsiguientes.

Todas las infecciones de
S. sclerotiorum en tejido vege-
tal se establecieron utilizando
micelio derivado de un soélo
esclerocio. La identidad de S.
sclerotiorum se determind por
secuenciacion de un fragmento
de amplificacion de la region
5.8S ADNr (datos no mostra-
dos), utilizando los oligonu-
cleotidos ITS1 e ITS4 (White
et al., 1990).

Inoculo de hongos formadores
de micorrizas arbusculares

El inéculo de HMA se obtu-
vo de cultivos de raices trans-
formadas (cultivo de raices
obtenidas mediante la transfor-
macion con Agrobacterium
rhizogenes) de zanahoria
(Daucus carota L.) coloniza-
das de manera axénica con R.
irregularis y mantenidas en
medio de cultivo en cajas Petri
(Bécard y Fortin, 1988). La
suspension de esporas se obtu-
vo conforme a lo descrito por
St-Arnaud et al. (1996).

Germinacion y cultivo
de las plantas

Las semillas de frijol de las
variedades A-55, Az Reg 87 y
Az Hig se desinfectaron super-
ficialmente mediante inmersion
en etanol 96° durante 2min,
seguido por Smin en hipoclori-
to de sodio 0,5%; enjuagadas
cuatro veces con agua destila-
da estéril y germinadas en
vermiculita:arena estéril 1:1
(v/v). Ocho dias después de la
siembra, cuatro plantulas de
cada variedad se transfirieron
a macetas de 0,5 litros previa-
mente llenadas con el mismo
tipo de sustrato, y se inocula-
ron con 500 esporas de R.
irregularis suspendidas en 1ml
de agua destilada estéril por
planta. Como control de inocu-
lacién, igual nimero de plan-
tas fueron tratadas con 1ml de
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agua obtenida del Gltimo lava-
do de las esporas (pero sin
esporas de hongo).

En el caso de las semillas
de BAT 93, éstas fueron desin-
fectadas de igual manera que
las otras tres variedades, pero
transferidas a conos plasticos
de 150ml e inoculadas con
0,1g de macerado de raices de
zanahoria colonizadas con R.
irregularis.

Todas las plantas se mantu-
vieron en camaras de creci-
miento (Binder, model KBW
400) bajo condiciones contro-
ladas de luz y temperatura
(8h luz, 25°C/18h oscuridad,
19°C) para promover el creci-
miento de plantas y el esta-
blecimiento de la simbiosis.
Las plantas se fertilizaron
semanalmente con 50ml
de soluciéon nutritiva de
Hoagland: 2,5mM Ca(NO;),
4H,0; 2,5mM KNO;; 1mM
MgS0O,-7H,0; 0,05mM NaFe
EDTA; 10uM H;BO;; 0,2uM
Na,Mo0O,-2H,0; 1uM ZnSO,-
7H,0; 2,0uM MnCl,-4H,0;
0,5uM CuSO,5H,0; 0,2uM
CoCl,"6H,0; 25uM HCL;
0,5mM MES buffer; 200uM
KH,PO, (Hoagland y Arnon,
1950), en la que la concentra-
ciéon de KH,PO, fue disminui-
da de 200 a 20uM (condicion
de bajo fosfato) tanto para
plantas colonizadas como para
las plantas control. Para las
plantas BAT 93 se utilizaron
20uM como condicion de bajo
fosfatos y se incluyé una con-
dicion de alto fosfato (ImM).

El objetivo de fertilizar la
plantas inoculadas con R.
irregularis con bajo fosfato
fue favorecer la colonizacion
micorrizica, la cual es inhibi-
da por altas concentraciones
de este nutriente (Smith y
Read, 1997). Por otro lado, ya
que la colonizacion micorrizi-
ca favorece la nutricion fosfa-
tada, el objetivo de utilizar
controles no micorrizados fer-
tilizados con alto fosfato en el
caso de BAT 93 fue probar
que las respuestas obtenidas
no eran dependientes del esta-
do nutricional de fosfatos,
sino de la colonizaciéon mico-
rrizica. La condicioén de alto
fosfato para plantas de las
variedades A-55, Az Reg 87 y
Az Hig no fue incluida en

estos experimentos ya que ya
ha sido demostrado que la
reduccion de susceptibilidad
en estas variedades no esta
influenciada por la nutricion
fosfatada sino por la micorri-
zacion, bajo las condiciones
ensayadas (Mora-Romero
et al., 2015).

Infeccion con el patogeno
S. sclerotiorum y evaluacion
de la severidad

Seis semanas después a la
inoculacion con el HMA, se
procedid a la inoculaciéon con
S. sclerotiorum conforme al
método de la pajilla (Petzoldt
y Dickson, 1996). Para cada
planta a infectar, se escindio
la tercera hoja mas joven de-
jando una porcién del peciolo
de ~lcm. Pajillas de plastico
(6mm de diametro) fueron
cortadas en fragmentos de
3cm de largo y uno de sus
extremos se selld utilizando
calor. De esta manera el otro
extremo pudo ser utilizado
como un horadador desecha-
ble para cortar discos de agar
a partir de placas de medio
PDA que contenian S. sclero-
tiorum en crecimiento activo.
El extremo de la pajilla con el
disco de agar fue insertado en
la porcion del peciolo de la
hoja previamente escindida
propiciando que el micelio del
hongo entrara en contacto di-
recto con la herida en el pe-
ciolo (Petzoldt y Dickson,
1996). Las plantas se mantu-
vieron bajo condiciones con-
troladas en camaras de creci-
miento y la invasién por S.
sclerotiorum se estimd ocho
dias después de la inocula-
cion, usando una escala del 1
al 9 de acuerdo a Petzoldt y
Dickson (1996). En la misma,
el valor de 1 equivale a la
ausencia de sintomas de la
enfermedad en el tallo cuando
la pajilla fue removida para la
evaluacion del dafio, 3 repre-
senta la infeccion hasta el pri-
mer nudo del tallo infectado, 5
la invasion pasa el primer
nudo pero progresa lentamente,
7 invasion del segundo nudo
pero no el tercero, y 9 colapso
total de la planta (http:/bean.
css.msu.edu/%5C/_pdf/White
Mold.pdf).
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Determinacion del porcentaje
de colonizacion

Una vez concluido el proce-
dimiento de infeccion las raices
fueron recolectadas y lavadas
con agua para remover restos
de sustrato. Posteriormente se
fijaron en etanol 50% (v/v) por
al menos por 1h, enjuagadas en
agua destilada e incubadas du-
rante dos dias con KOH 20%
(p/v) a temperatura ambiente
(25°C) para clarificarlas.
Posteriormente se lavaron con
agua destilada estéril y se incu-
baron por 2h en HCI 1% (v/v);
nuevamente se lavaron con
agua destilada estéril y se tifie-
ron con solucion de azul de
tripano 0,05% (Phillips y
Hayman, 1970) durante dos
dias. Las raices fueron mante-
nidas en lactoglicerol 1:1:1
(agua: acido lactico: glicerol) a
temperatura ambiente.

El porcentaje de coloniza-
cion se determind para cada
raiz por el método de intersec-
cion a la linea (Giovannetti y
Mosse, 1980). Las raices de
plantas no inoculadas también
fueron inspeccionadas en el
microscopio.

Diserio experimental y
analisis de datos

Se aplicaron los siguientes
tratamientos: 1) Plantas inocu-
ladas con R. irregularis (mico-
rrizadas) fertilizadas con solu-
cion nutritiva Hoagland con
bajo fosfato (M; 20uM P), y
2) Plantas no-micorrizadas
fertilizadas con solucion nutri-
tiva Hoagland con bajo fosfato
(NM; 20uNM P), para los ge-
notipos A-55, Az Reg 87 y Az
Hig; para BAT93 se aplicaron
estos dos tratamientos ademas
del tratamiento 3) Plantas no-
micorrizadas fertilizadas con
solucion Hoagland con alto
fosfato (NM; ImM P, BAT93).

Los tratamientos se distribu-
yeron en un arreglo completa-
mente al azar. Los datos de
severidad se sometieron a ana-
lisis estadistico mediante la
prueba no-paramétrica de
Kruskal-Wallis en el paquete
estadistico Minitab v17 consi-
derando un nivel de significan-
cia del 5%. Los porcentajes de
colonizaciéon de cada variedad
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se sometieron a analisis de
varianza (ANOVA) y compara-
cion de medias mediante pro-
cedimiento de Tukey (0=0,05).

Resultados
Porcentaje de colonizacion

Aunque el nivel de coloniza-
cion de las raices vario de 15 a
32% no se detectaron diferen-
cias significativas (P=0,05) en-
tre los tratamientos (Tabla I).
En las raices de plantas no ino-
culadas se confirmo la ausencia
de estructuras flngicas.

R. irregularis induce resis-
tencia en A-55, Az Reg y BAT
93 pero no en Az Hig.

Se observd una reduccion en
la severidad ocasionada por S.
sclerotiorum en los tratamien-
tos con respecto al control no
micorrizado (Tabla 1, Figura 1).
En el tratamiento con fertili-
zacion con alto fosfato (ImM)
para BAT 93 no se observa-
ron diferencias significativas
en el nivel de severidad por
S. sclerotiorum entre las plan-
tas no-micorrizadas fertiliza-
das con ImM de fosfato con
respecto a las no-micorrizadas
fertilizadas con bajo fosfato
(20uM), sugiriendo que la
bioproteccion observada por
colonizacion con R. irregula-
ris es independiente del esta-
do nutricional por fosfato
pero si es dependiente de
su estado de micorrizacion.
(Trotta et al., 1996; Fritz
et al., 2000).

Discusion

Las interacciones entre
plantas y microorganismos
pueden inducir cambios a ni-
vel local o sistémico. En
cuanto a las asociaciones mi-
corrizicas, se han descrito di-
versos ejemplos en los que se
observo un aumento en la re-
sistencia a patdgenos del suelo
(Whipps, 2004; Elsen et al.,
2008; Abdel-Fattah et al.,
2011; Gallou et al., 2011; Hao
et al., 2012; Hilou et al.,
2013; Vos et al., 2013;). Los
estudios que demuestran la
induccion de resistencia a pa-
togenos de parte aérea han
emergido en la ultima década;
sin embargo, son menos nu-
merosos con respecto a los
trabajos presentados para pa-
togenos de raiz (Fritz et al.,
2006; Liu et al., 2007; Noval
et al., 2007; Alejo-Iturvide
et al., 2008; Mgller et al.,
2009; Pozo et al., 2010; Battle
et al., 2011; Fiorilli et al.,
2011; Gallou et al., 2011,
Campos-Soriano et al., 2012;
Maffei et al., 2013). Los re-
sultados obtenidos mediante la
técnica de la pajilla para las
variedades A-55, Az Reg 87 y
Az Hig son similares a los
observados por Mora-Romero
et al. (2015) utilizando el mé-
todo de hoja desprendida.
Estos resultados representan
un ejemplo adicional de la
bioproteccion conferida por
micorrizaciéon contra patoge-
nos foliares, y es el primer

TABLA I

reporte sobre reduccion de sus-
ceptibilidad inducida por mico-
rrizacion en el genotipo BAT
93 contra S. sclerotiorum.

Una posible explicacion de
la bioproteccion frente a patd-
genos en plantas colonizadas
con HMA podria ser que la
colonizacion fungica mejora el
estado nutricional de la mis-
ma. Sin embargo, los resulta-
dos obtenidos sugieren que la
reduccion de susceptibilidad
por micorrizacién contra S.
sclerotiorum no esta dada por

Figura 1. Severidad causada por
S. sclerotiorum en la linea de
frijol BAT 93, ocho dias posterio-
res a la inoculacion con el patoge-
no mediante el método de la pa-
jilla (straw test). a: plantas no
micorrizadas (NM) fertilizadas
con bajo fosfato (20uM); b: plan-
tas no micorrizadas fertilizadas
con alto fosfato (ImM); c: plantas
micorrizadas (M) con el HMA R.
irregularis fertilizadas con bajo
contenido de fosfato (20uM).

PORCENTAJE DE COLONIZACION MICORRIZICA Y SEVERIDAD CAUSADA POR
S. sclerotiorum EN PLANTAS DE DISTINTAS VARIEDADES DE FRIJOL COLONIZADAS
Y NO COLONIZADAS CON EL HMA R. irregularis EMPLEANDO EL METODO
DE LA PAJILLA DESCRITO POR PETZOLDT Y DICKSON (1996)

Variedades y tratamiento

Colonizacion (%)* Nivel de dafio ocasionado por el patdogeno**

A-55 micorrizada (20uM P)
A-55 no micorrizada (20uM P)

Az Reg 87 micorrizada (20uM P)

32 £14 a

17 +48 a

Az Reg 87 no micorrizada (20uM P)

Az Hig micorrizada (20uM P)
Az Hig nomicorrizada (20uM P)

BAT 93 micorrizada(20uM P)

BAT 93 no micorrizada (20uM P)

BAT 93 no micorrizada (ImM P)

15+7 a

25 +4 a

3,25 +0,5 a
4,25 +£0,5b

275 £0,5 a
775 40,5 b
500 £1,2 a
525 42,6 a

3,00 £0,0 a
9,00 £0,0 b
9,00 £0,0 b

* Letras diferentes indican diferencia significativa (p=0,05) de acuerdo a Tukey (n=4).
** Letras diferentes indican diferencia significativa (p=0,05) de acuerdo a ANOVA de Kruskal-Wallis (n=4).

+ indica desviacion estandar.
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el aumento en nutricién fosfa-
tada, dado que un aumento (de
20pM a ImM) en la concen-
tracion suministrada de este
nutriente a plantas no coloni-
zadas del genotipo BAT 93 no
afecto la severidad de la enfer-
medad (Tabla 1, Figura 1). En
contraste, las plantas micorri-
zadas aumentaron su resisten-
cia al hongo, no obstante que
tuvieron una nutricién baja en
fosfato. Resultados similares se
han observado en estudios pre-
vios en otros sistemas bioldgi-
cos (Trotta et al., 1996; Fritz
et al., 2006; Liu et al., 2007,
Mora-Romero et al., 2015). De
acuerdo a los resultados, la
inducciéon de bioproteccion se
relaciona mas con el genotipo
de la planta hospedera que con
el porcentaje de colonizacion;
por ejemplo, aunque los geno-
tipos Az Reg y Az Hig pre-
sentan niveles similares de
colonizacion micorrizica, solo
Az Reg manifiesta reduccion
de la susceptibilidad por
micorrizacion.

Diferentes grupos de investi-
gacion han realizado esfuerzos
para identificar resistencia a S.
sclerotiorum, principalmente en
soya (Glycine max L.) y frijol
en condiciones de invernadero
y campo (Steadman et al.,
1997; Schwartz y Singh, 2013);
sin embargo, aun no se han
logrado variedades con resis-
tencia genética completa. En
los casos en los que la selec-
cion de materiales en los pro-
gramas de mejoramiento se
realiza en invernadero, las
plantas generalmente son creci-
das en sustratos libres de
HMA, lo cual no haria eviden-
te el efecto de la micorrizacion
en la induccion de bioprotec-
cion. Por lo tanto, asegurar que
la evaluacion de los materiales
se realice en plantas micorriza-
das permitiria seleccionar indi-
viduos capaces de poseer y
utilizar este mecanismo adicio-
nal de proteccion contra enfer-
medades, lo que ha sido igno-
rado en los programas de mejo-
ramiento genético.

En el presente trabajo se
observa que la reduccion en la
susceptibilidad a S. sclerotio-
rum varid entre genotipos de
frijol. Az Hig, la principal va-
riedad cultivada actualmente

en Sinaloa, México, no mostro
induccion de bioproteccion al
hongo cuando fue micorrizada.
Az Hig presenta un habito de
crecimiento de tipo determina-
do que le permite escapar a la
infeccion por S. Sclerotiorum,
debido a que presenta una me-
nor proporcion de follaje en
contacto con el suelo himedo.
Sin embargo, es posible que a
lo largo del programa de mejo-
ramiento para la obtencion de
esta variedad se haya perdido
la capacidad de induccion de
bioproteccion como resultado
de la micorrizacion.

La demostracion de que el
genotipo modelo de frijol BAT
93 responde a la induccion de
resistencia por micorrizacion
podria ser util para la futura
aplicaciéon de marcadores mo-
leculares asociados a esta ca-
racteristica, ya que este geno-
tipo se ha utilizado amplia-
mente para el mapeo de genes
y también para desentrafiar los
mecanismos que subyacen a la
respuesta de la induccion de
bioproteccion por micorrizas.

Hasta el momento solo se ha
identificado resistencia fisiologi-
ca parcial a S. sclerotiorum en
frijol. Mecanismos generales de
defensa, tales como la induccion
de bioproteccion por micorriza-
cién, pueden ser considerados
en un programa de manejo inte-
grado de la enfermedad del
moho blanco del frijol causado
por S. sclerotiorum.

Conclusiones

Los resultados demostraron
que la inoculacion con R. irre-
gularis reduce la susceptibili-
dad a S. sclerotiorum en plan-
tas de frijol de los genotipos
A55, Az Reg y BAT 93, pero
no en Az Hig, utilizando el
método de la pajilla. Los re-
sultados obtenidos por este
método son consistentes con
los del método de hoja des-
prendida reportado en un tra-
bajo previo (Mora-Romero
et al., 2015), lo cual permite
validar el método de la pajilla
como herramienta para deter-
minar la induccion de biopro-
teccion en frijol contra el
moho blanco. Finalmente, pro-
ponemos que la induccion de
bioproteccion conferida por

INERCIENLIA FEBRUARY 2016, VOL. 41 N° 2

micorrizacion sea considerada
en los programas de mejora-
miento genético enfocados a la
resistencia del frijol contra S.
sclerotiorum.
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