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RESUMEN

El tomate es atacado frecuentemente por insectos, &caros, patdgenos bacterianos,
fungicos y especies de nematodos, siendo los hongos los que causan las
enfermedades mas destructivas, estos entran a partir de aberturas naturales o heridas
en el fruto, llegando a causar dafios severos. Aculops lycopersici, es un acaro, que al
alimentarse de la planta, favorece la formacion de heridas, que fungen como via de
entrada de hongos saprofitos y patdgenos, que aseveran los dafios en el cultivo. En
este trabajo se aisl6 e identifico morfologica y molecularmente los hongos patégenos
secundarios a la presencia de Aculops lycopersici en frutos de tomate, asi como su
capacidad patogénica in vitro. Se aislaron e identificaron morfoldgica y molecularmente
los hongos Alternaria alternata y Cladosporium oryzae, en frutos de tomate con
presencia de Aculops lycopersici, demostrando el potencial de estos hongos como
patdgenos secundarios aumentando los dafios y pérdidas en el cultivo de tomate,
resultados que deben ser tomados en cuenta dentro del manejo integrado de

enfermedades en el cultivo de tomate.
Palabras claves:

Patogénicos, Cladosporium oryzae, Alternaria alternata, Secundarios.



INTRODUCCION

El tomate es la hortaliza mas cultivada en todo el mundo y la de mayor importe
econdémico (Escalona et al., 2009). Debido a su elevada demanda, el cultivo,
produccién y comercio de este vegetal aumenta continuamente. Su amplia aceptacion
y preferencia, se debe a sus cualidades gustativas, a la posibilidad de su amplio uso
tanto en estado fresco como conservado, ademas a su alto contenido de vitaminas y

minerales (Olimpia et al., 2000)

Hasta Mayo del 2012 en México se sembraron 55,888.04 ha de tomate, siendo los
principales estados productores: Sinaloa (18,623.05 ha), Michoacan (5,062.00 ha),
Zacatecas (3,014.16 ha), Baja California Norte (2,952.05 ha), Veracruz (2,920.25 ha),
Morelos (2,256.50 ha), Nayarit (2,447.50 ha), Baja California Sur (2,232.74 ha), Jalisco
(2,079.98 ha) y Tamaulipas (1,876.20 ha), (SIAP, 2012).

La produccién global de este cultivo alcanza elevados valores en zonas de climas
templados, preferentemente en paises del hemisferio norte, donde se localizan los
principales exportadores (Umeh et al., 2002) En las regiones del tropico este cultivo se
ve afectado por condiciones climaticas y por la incidencia de plagas y enfermedades
(Bernal et al., 2003).

Las plantas de tomate se reproducen sexualmente, por lo que su propagacion es por
semilla, siendo la mas utilizada para la produccién de plantulas, por lo cual es muy
susceptible al ataque de plagas y enfermedades ya que provocan grandes pérdidas

econdmicas al cultivo (Carrillo et al, 2003).

No obstante, el tomate en estas condiciones es atacado por bacterias, nematodos,
insectos y acaros como Aculops lycopersici, causante del bronceado del tomate, que
a su vez pueden permitir la entrada a patdogenos secundarios como hongos, por
ejemplo, Cladosporium fulvum (sin. Passalora fulva Cook.) y Alternaria solani Sor.,
causantes del moho foliar y el tizon temprano, respectivamente, los responsables de
la pérdida de gran parte de su produccion, debido a la gravedad de los sintomas

foliares que provocan (Peteira et al., 2002). Por lo que en este trabajo se aislo e

Xi



identifico morfolégica y molecularmente los hongos patdégenos secundarios a la
presencia de Aculops lycopersici en frutos de tomate, asi como su capacidad

patogénica in vitro.

JUSTIFICACION

Existe la posibilidad de que la presencia del acaro Aculops licopecyci favorezca la
entrada de patdégenos secundarios que aseveren los dafios y aumenten las perdidas
en la produccion de tomate, aunque no se dispone de informacién que explique la

relacion entre los hongos secundarios a este acaro.

OBJETIVO
Aislar e identificar los hongos secundarios a la presencia de Aculops lycopersici en

frutos de tomate.

Objetivos Especificos
Aislar e identificar morfolégica y molecularmente los hongos patégenos secundarios a

la presencia de Aculops lycopersici en frutos de tomate.

Evaluar la capacidad patogénica de los hongos aislados in vitro.

HIPOTESIS
La presencia de Aculops lycopersici favorece la entrada de patégenos que aseveran
los dafios y pérdidas en la produccién de tomate, pudiendo encontrarse dos 0 mas

hongos presentes.

xii



REVISION DE LITERATURA

El Cultivo de tomate

El tomate cultivado Lycopersicon esculentum Mill. (Peralta et al., 2005). Es un cultivo
alimentario de adopcion reciente que se ha popularizado fundamentalmente durante
el siglo pasado. Su versatilidad para consumo en fresco o en conserva y su

adaptabilidad han jugado un papel fundamental en su rapida y extensa utilizacion.

La produccién y consumo de tomate en el mundo ha crecido draméticamente en las
dos décadas pasadas. A pesar de la significacion nutricional del tomate como fuente
de vitaminas A y C, su consumo per capita es aproximadamente cuatro veces mayor
en los paises desarrollados comparados con los paises en desarrollo. En muchas
partes del mundo, el tomate sigue siendo un cultivo menos de consumo de lujo, y
existen todavia importantes oportunidades para incrementar su contribucion al

bienestar en la nutricién de la humanidad (Argerich, 2002).

Origen del tomate

El tomate, y las plantas mas relacionados con él, tienen su centro de origen en una
regibn montafiosa, estrecha y alargada de los Andes en Perd, Ecuador y Chile.
Ademas, algunas plantas claramente emparentadas con el tomate cultivado son parte
de la flora nativa de las islas Galapagos. Estos parientes primitivos del tomate ocupan
muchos ambientes diversos y distintos, y representan una fuente de genes casi
inagotable para la mejora genética de la especie. La domesticacién y cultivo del tomate
fuera de su centro de origen parece que tuvo lugar inicialmente en las primeras
civilizaciones de México. EI nombre tomate deriva aparentemente de la legua Nahuatl
de México y variantes de este nombre han seguido al tomate en su distribucion a traves
del mundo, de tal manera podemos encontrar entre los principales productores

mundiales a E. U., China, Italia e India (Morefia et al., 2006).



Clasificacién taxondmica

La ubicacion mas aceptada del tomate es la siguiente (Cronquist, 1984, Esquinas y
Nuez, 1995, Peralta et al., 2005):

Reino: Methaphyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Lycopersicum L.

Importancia del cultivo del tomate

La demanda del fruto del tomate tanto en fresco como para la industria aumenta
continuamente y con ella su cultivo, produccién y comercio. El incremento anual de la
produccion de los ultimos afios se debe, principalmente, al aumento en el rendimiento
y, en menor proporcion, al aumento de la superficie cultivada (FAO, 2016). México se
encuentra en el décimo lugar a nivel mundial en la produccion de tomate, sin embargo,
ocupa el primer lugar en exportacion del fruto segun datos de la (SAGARPA 2016); su
principal mercado es Norteamérica (Estados Unidos y Canadd) con 95%. Los estados
con mayor aportacion son Sinaloa, Sonora, Oaxaca, Michoacan, Zacatecas y Jalisco
(SIAP, 2017).

Dada la importancia que tiene el cultivo de hortalizas en México el cual representa
alrededor del 3 al 5% de la superficie agricola, el 56.3% del valor total de la produccion
nacional asi como el 50% del valor de las exportaciones (SIAP, 2016), El tomate es la
segunda especie horticola mas importante por la superficie sembrada, que es de

aproximadamente 121,688 ha ubicadas principalmente en los estados de Sinaloa, Baja
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California, San Luis Potosi y Michoacan; registrando un volumen de produccion de
2,134,839 ton/afio.

Produccién nacional

A mayo de 2017, el estado de Sinaloa fue el principal productor de jitomate con
56.3% de la produccion nacional total, seguido por Sonora, Oaxaca y Michoacéan
(SAGARPA, 2017).

Participacion porcentual por entidad federativa en la produccion
de jitomate conrespecto al total, mayo 2017

Sonora
6.6%
Oaxaca

5.4%

Michoacan
- 4.2%
Sinaloa

56.3%

Resto de las
entidades
27.5%

Figura 1. Elaboracion propia con datos de SAGARPA. Servicio de informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP). Boletin mensual de la produccién de tomate rojo
(jitomate), mayo 2017

Mientras tanto, la produccion de tomate alcanzé la cifra de 1 millbn 152 mil 480
toneladas, 15.6% mas que la obtenida en el mismo periodo del afio anterior (Ver figura

2).



Produccionde jitomate acumulada a mayo 2017, segun entidades
productoras
(Toneladas)
1152480 4

" i La produccion se incrementd en 15.6% con
648428 respecto al mismo periodo de 2016,
105,141

76334 61,859 48542 45999 43,838 41,045 31,115 30,173 20006 .

Naciona
Snaloa
Sonora
Oaxaca

Michoaca
Baa California Sur
Jalisco
Querétaro
Criapas
Zacatecas
Morelos
Resto de las entidades

Figura 2. Elaboracion propia con datos de SAGARPA. Boletin de avance de la
produccion de tomate, mayo 2017.

De acuerdo con estadisticas de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), entre 2013y el estimado 2016, la produccién
de tomate "Hecho en México" aumentd en 35 por ciento, al pasar de dos millones 52

mil toneladas a dos millones 769 mil toneladas.

Fruto del tomate

El fruto de tomate contiene de 94% a 95% de agua; siendo el 5 a 6% restante una
mescla compleja en la que predominan componentes organicos que dan al fruto su
textura y sabor caracteristicos. Los principales determinantes del sabor del tomate son
los azucares libres y acidos organicos: sin embargo, también parecen contribuir al
tipico sabor del tomate la textura del fruto y otros componentes organicos complejos.
El ambiente del cultivo puede influir marcadamente sobre la tasa de crecimiento, el

cuajado delos frutos, el rendimiento y la calidad del fruto (Calleja, 2009).



Principales plagas presentes en el tomate

El tomate es atacado frecuentemente por insectos, acaros, patdgenos bacterianos,
fangicos y especies de nematodos, siendo los hongos los que causan las
enfermedades mas destructivas. Estos atacan hojas, raices y frutos, al encontrar

condiciones edafocliméticas favorables para el desarrollo de su ciclo de vida

(Damicone y Brandenberger, 1993) (Cuadro 1).

Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(1993), el tomate también presenta problemas de post cosecha, ya que el fruto consta
de periodos cortos de conservacion y en esta etapa es afectado por microorganismos
como hongos y bacterias, los cuales penetran por las heridas que se presentan a causa

del proceso de maduracion, desencadenado por el etileno (Gonzalez y Laguna, 2004).

Cuadro 1. Patologias, signos y sintomas de origen fungico en tomate.

Patologia

Agente causal

Sintomas distintivos

Marchitez

Fusarium

oxysporum Schlee

Clorosis en hojas
inferiores y caida de
peciolos en las

superiores.

Alternaria solani

Sor.

Circulos necréticos en

hojas inferiores

Phytophthora
infestans Mont.

Doblamiento hacia abajo
del peciolo de las hojas

infectadas.

Moho foliar

Passalora
Cook

fulva

Manchas pélidas o
ligeramente amarillas en
el lado adaxial de las

hojas.




Antracnosis Colletotrichum Manchas circulares,

phomoides Sacc acuosas y hundidas en

frutos.

Rhizoctonia solani Podredumbre circular

Khin. oscura o clara en frutos.

Bronceado del tomate Acolups lycopersici  Los dafios en frutos la piel
la vuelve aspera y color

marron rojizo.

Acolups lycopersici

Esta especie se conocid por primera vez en América del Sur en 1962, citandose por
Rossi en Argentina, luego Fletchman y Aranda la citan en 1970 en Bracil y Cermeli et
al. (1982) la menciona en Venezuela. En 1963 este acaro era conocido en 28 paises

y el afio de 1986 ocurria en total de 37 paises (Perring y Farrar, 1986).

Se conoce que este acaro ataca el tomate en forma tan severa que provoca finalmente
la muerte de la planta; pudiendo darse atagues de esta plaga bajo condiciones de
invernadero (Berlinger et al., 1986). El tipo de dafio se da en las condiciones favorables
para el desarrollo de este acaro, por el nimero de generaciones que se presentan, se
alimentan de tallos y hojas iniciando dafios de forma muy caracteristica en la parte
inferior de la planta, cercana al suelo; asi las hojas se secan progresivamente de abajo
hacia arriba. Las hojas toman un color amarillo por el haz y un aspecto acartonado,
luego acaban por secarse y caer, la defoliacién es el principal dafio de esta plaga,

dejando a los frutos expuestos al sol.



Cladosporium fulvum.

En la actualidad, un problema del cultivo de tomate en invernadero, son los dafios
provocados por P. fulva y A. solani, que en Cuba ocasionan graves pérdidas, al afectar
el 30 y 20% de la produccion respectivamente (Guerrero et al., 2008). Estas patologias
afectan gran parte de la superficie foliar, provocando una gran defoliacion y
atizonamiento del follaje, por lo cual la hoja queda inutilizada para realizar la
fotosintesis, lo que se traduce en un descenso en los rendimientos y la calidad del

fruto.

Passalora fulva. El género Passalora fue descrito en el 2003 por (Braun et al., 2003),
desde su aparicion fue clasificado por Cooke en 1883 como Cladosporium fulvum, por
Cif en 1954 como Fulvia fulva (Cook) y como Mycovellosiella fulva (Cook) por Arx en
1983. Su reciente disposicion taxondmica en el género anamorfo Passalora, se debe
la filogenia de su ADN vy las cicatrices distintivas de sus hifas conidiales, tipicas de
Passalora, caracteristicas que lo diferencian con Cladosporium spp. que incluye
telomorfos en Davidiellaceae (Thomma et al., 2005). P. fulva es un microorganismo
biotréfico que crece en los espacios intercelulares de las hojas (Beltran et al., 2006),
produciendo la cladosporiosis, enfermedad conocida como moho foliar en el tomate y
mancha filamentosa en berenjena cimarrona (Solanum torvum Sw.). Es un hongo
asexual, muy heterogéneo, que se encuentra agrupado en las siguientes categorias
taxonomicas (Thomma et al., 2005).

Categoria taxon6mica:

Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Orden: Capnodiales
Familia: Mycosphaerellaceae

Género: Passalora



Descripcion morfolégica

Las colonias de P. fulva sobre sustrato natural, son efusas, pilosas, velludas o flocosas,
gris pardas olivaceas o negras. El micelio superficial esta bien desarrollado, inmerso
en el sustrato. Las hifas son septadas, ramificadas, olivaceas, palidas, pardas o pardas
oscuras, con pared celular compuesta principalmente por los polisacaridos glucano y
quitina. Las células conidiogénicas son hologénicas, simpodiales o determinadas,

multilocales o unilocales, integradas o discretas (http://www.mycobank.orq).

Mecanismos de patogenicidad y sintomatologia

El hongo infecta principalmente las hojas, donde se observan, por el lado adaxial,
pequefias manchas pélidas o ligeramente amarillas, las cuales, al crecer, se tornan de
color café en el centro (Rivas y Thomas, 2005). Sin embargo, se pueden observar
ocasionalmente afectaciones en el tallo, capullos, peciolos y frutos del cultivo (Jones
et al., 1997).

P. fulva posee un ciclo de vida que se caracteriza por la produccion de conidiéforos
libres, oscuros y ramificados, con una o dos células de forma ovoide, cilindricas o
irregulares y en cadena. La enfermedad puede manifestarse en forma epifitica y
después de la floracion, el resto de la planta es muy susceptible al ataque de este
hongo (Deacon, 2006).

Los conidios de P. fulva son diseminados por el aire o el agua. Al ser depositados en
la parte abaxial de la hoja, germinan y forman hifas delgadas de penetracién, que
crecen aleatoriamente sobre la superficie. Después de tres dias aproximadamente una
de las ramificaciones laterales de la hifa, se introduce en la hoja del tomate hasta
localizar una abertura estomética. En consecuencia, el diametro de la hifa se puede
duplicar, y crece de manera continua por la cavidad subestoméatica hacia el interior del
espacio intercelular, entre las células del mesdfilo, mediante la formacion de

estructuras largas y ramificadas de la hifa (Thomma et al., 2005).

El crecimiento fangico parece estar orientado hacia los tejidos vasculares,
probablemente en respuesta a los gradientes de glucosa que se establecen alrededor

del floema (van den Ackerveken et al., 1994 y Wubben et al., 1994). El taponamiento
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del estoma afecta severamente la respiracion de la planta, provocando la marchitez de
las hojas, defoliacion parcial y hasta la muerte del hospedante en casos severos de la
enfermedad (Jones et al., 1997).

Durante estas etapas de la infeccidén es posible observar deposiciones de calosa en
las paredes de las células del mesdfilo. Sin embargo, se han descrito diversos cambios
ultraestructurales, como la disposicion paralela del reticulo endoplasmatico con
respecto a la membrana plasmatica, donde ocurre el contacto con el hongo y la
aparicion de cuerpos lipidicos en el citoplasma que contienen inclusiones cristalinas
(Lazarovits y Higgins, 1976). En lesiones avanzadas, las células del mesofilo muestran
sefales degenerativas de sus organelos (mitocondrias y cloroplastos), y en ocasiones
es posible observar la liberacién del contenido citoplasmatico, relacionado con el dafio

de la membrana citoplasmatica o el tonoplasto (Thomma et al., 2005).

Los sintomas iniciales de la cladiosporosis se producen en la primera semana luego
del inicio de la enfermedad, como manchas difusas de colores amarillentos o verde
claro en la zona superior de la hoja, que posteriormente van aumentando de tamafo y
tornandose distintivamente amarillas. Esta apariencia es la consecuencia de la muerte

celular del parénquima de empalizada (Butler y Jones, 1949).

El mecanismo de infeccidn de P. fulva, radica en la capacidad del hongo para secretar
proteinas extracelulares o intracelulares que son reconocidas solo por algunas plantas
(Laugé et al., 1998). Se ha planteado que estas proteinas son muy importantes en el
establecimiento de la enfermedad y todas han sido reconocidas por algunos genotipos

de tomate a lo largo de su evolucion (Thomma et al., 2005).

Este patdogeno se conserva viable 10 meses sobre los vegetales, le favorecen
temperaturas del orden de 25 °C y humedades relativas superiores al 80% (Torres,
2008).

Estrategias de control fitosanitario
El control de esta enfermedad, se practica a través de diversos métodos como mejoras
en las practicas de cultivos, que incluyen la siembra de semillas libres del patdgeno,

airear al maximo los invernaderos para reducir la humedad relativa del aire y el
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deshojado de la base de las plantas (Castellanos et al., 2005). También, se ha
trabajado en la creacién de variedades genéticamente resistentes y el uso de
fungicidas quimicos de forma preventiva y curativa, ademas de saneamientos. De
modo similar, se ponen en practica estrategias de control bioldgico basadas en

procesos de micoparasitismo (Santamarina et al., 2002).

Control quimico

El control quimico se realiza mediante la aplicacién eficiente y oportuna de fungicidas,
entre los que sobresalen: Clorotalonil (HELM en Argentina) cuyo principio activo es
MetilN-fenilacetil;, SCORE® 250 (Syngenta S.A, Usine de Monthey, Suiza) con
principio activo Difeconazol; el Capatafol (Grupo Pujol San José, Costa Rica) derivado
de las Ftalimidas, Captan (FMC Corporation, Estados Unidos)con principio activo de
N triclorometilo ciclohex-4 en 1,2-dicarboximida, Triadimefon (Renewable Chemicals
Bangkok ,Thailand), pulverizaciones con Oxicloruro de Cobre y Mancozeb (Dow
AgroSciences Colombia S.A) cuyo pricipio activo es zinc con etileno bis ditiocarbamato
de manganeso (Alvarez y Delgadillo, 2004).

Control biolégico

El control biol6gico se basa en el empleo de hongos antagonistas, a partir del estudio
de su efectividad y de su mecanismo de accion, asi como de factores esenciales para
su utilizacibn como biocontroladores y el desarrollo de una estrategia en la
implantacion de una agricultura sostenible. Es asi como se utilizan hongos
antagonistas y micoparasitos, tales como cepas fungicas del genero Trichoderma, lo
cual constituye una alternativa que podria sustituir el control quimico sintético, que
ademas de su elevado costo economico, trae como consecuencias el desarrollo de
resistencia por parte del fitopatégeno, problemas de contaminacion y toxicidad (Torres,
2008).

En contraste, no existen investigaciones publicadas que demuestren el empleo por

parte de los agricultores de un producto de origen vegetal en el tratamiento de esta
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enfermedad, alternativa que resultaria conveniente para lograr un control mas

especifico.

Alternaria spp

El género Alternaria ataca un amplio nimero de plantas de importancia agricola, se
encuentra causando dafos significativos en frutos en pre y postcosecha. La presencia
de hongos pertenecientes a este género en distintas variedades de frutos y vegetales
bajo diversas condiciones de cultivo, manejo y almacenamiento sugiere que las
pérdidas causadas por Alternaria son comparables con otros géneros como Apergillus
P. Minch ex Link, Penicillum Link (Stinson et al, 1980). Alternaria produce un gran
namero de toxinas que actian como factores de patogenicidad, entre las mas
importantes esta alternariol (AL) y alternariol monometil éter (AME), que son
producidos en grandes cantidades (Heisler et al., 1980). Las toxinas de Alternaria han
sido detectadas como contaminantes naturales del tomate y productos derivados.
Adicionalmente estos hongos también producen enzimas de maceracion celular y
acidos organicos (El-Shareb y Malibari, 1995; Hirsh et al., 1995). Alternaria es un
organismos cosmopolita y muchas de las especies son saprofitas, las cuales se
pueden encontrar en materia organica en descomposicion en el suelo. A. alternata, es
una de las especies que provocan grandes dafios en el cultivar de tomate en
condiciones de almacenaje (Rodney, 2004; Snowdon, 1991). Las enfermedades
causadas por diferentes especies de Alternaria se caracterizan por producir manchas

foliares y pudriciones en raices o frutos.

Alternaria alternata.
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Taxonomia

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Dothideomycetes
Subclase: Pleosporomycetidae
Familia: Pleosporaceae
Género: Alternaria

(Bayer Crop Science, 2008)

Ciclo bioldgico y epidemiologia

El patdgeno inverna en otras solanaceas o puede sobrevivir como conidios por mas
de un afo en los residuos de las plantas atacadas. Es mas probable que la infeccion
primaria sea causada por el hongo que esta en el suelo, contribuyendo a ella los dias
lluviosos o humedos y la temperatura ambiental de 24°C. Los conidios germinan a un

Optimo de entre los 28 y 30°Cy con humedad relativa alta (Mendoza, 1996).

Se transmite por conidios dispersados por salpicaduras o viento, las condiciones secas
favorecen su liberacion; el maximo de concentracion de esporas en el aire tiene lugar

cuando la velocidad del viento es méxima y la humedad relativa minima.

Cuando las condiciones son favorables germinan sobre la planta y penetran
directamente, o por aberturas invade a los tejidos de las hojas, tallos y frutos formando
un micelio intercelular, el cual origina los conidios sobre los tejidos infectados, estos
son liberados y acarreados por el viento pudiendo caer sobre plantulas, atacandolas a
nivel del cuello, sobre tallos, hojas y tubérculos. Si las condiciones le son favorables a
este hongo se reproduce abundantemente reinfectando continuamente a las plantas
(Mendoza y Pinto, 1985).
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Sintomas y dafios

En las hojas se presentan pequefias manchas circulares de color café frecuentemente
rodeadas de un halo amarillo. Las manchas tienen la caracteristica de tener anillos
conceéntricos de color oscuro. Usualmente las manchas aparecen en las hojas mas
viejas y de éstas suben al resto de la planta. A medida que la enfermedad progresa, el
hongo puede atacar los tallos y las frutas. Las manchas en las frutas son similares a
las de las hojas con color café y anillos concéntricos oscuros. En los anillos
concéntricos se producen esporas polvorientas y oscuras. Las esporas se pueden

observar si a la lesion se le acerca un objeto de coloracion clara (Mendoza, 1996).

En las hojas atacadas aparecen inicialmente con manchas circulares o angulosas de
color café oscuro a negro, las cuales aumentan de tamafio y forman anillos
conceéntricos, dandole a la lesion una apariencia caracteristica, las manchas pueden
coalescer y dafar toda la hoja. Las hojas fuertemente atacadas se tornan amarillas y
se caen. Si el ataque es severo se defolia toda la planta, lo que ademas de debilitarla,
deja los frutos expuestos a quemaduras de sol; por lo general el ataque empieza en

las hojas viejas (Mendoza, 1996; Sanchez, 1980).

Estrategias de control fitosanitario

El control de esta enfermedad, se practica a través de diversos métodos culturales
cuyo fundamento radica en eliminar o quemar todos los residuos de plantas infectadas,
el empleo de semillas sanas y el uso de fungicidas sintéticos que esta siendo sustituido

por el control bioldgico, basado en el uso de extractos vegetales.

Control quimico

La alternariosis es controlada a través de aspersiones con fungicidas en forma
preventiva, tal es el caso de Maneb (Dow AgroSciences Colombia S.A) cuyo principio
activo es Sales de Zn + formaldehido, Zineb (SYNGENTA AGRO, S.A) con principio
activo Zinebzetilenbis-dico-carbamato de Zn, Captafol (Grupo Pujol San José, Costa
Rica), y Daconil (SYNGENTA CROP PROTECTION S.A) con principio activo clortalonil
+ carbendazepina. Las aplicaciones deben iniciarse antes de la fructificacion con un

intervalo de siete a diez dias. Otra alternativa es la rotacion de cultivos por un periodo
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de tres afnos, lo cual reduciria la cantidad de in6culo. Resulta conveniente también

eliminar los residuos de cosecha (Sarita, 1993; Alvarez y Delgadillo, 2004).

Control bioldgico

Como estrategia de control bioldgico frente a este patdégeno, existen investigaciones
gue estudian extractos vegetales que se oponen al desarrollo de A. solani. Entre ellos
se destacan extractos metanolicos de corteza de Careya arborea Roxb. (Sambath et
al., 2006) y aceites esenciales de Satureja montana L. De modo similar, se han
probado extractos ricos en saponinas obtenidos a partir de mesocarpos del fruto de
Balanites aegyptiaca L., corteza de Quillja saponaria L. y Yucca schidigera Ortgies.
(Chapagain, 2007), ademas de extracto de corteza de Cinnamomum zeylanicum Nees.
en acetona, éter de petroleo y etanol (Mishra et al., 2009) y acidos fendlicos obtenidos
a partir de Acorus calamus L. y Tinospora cordifolia Willd. Pupo et al., (2011) evalug el
potencial antifingico de extractos de once plantas naturalizadas en Cuba frente a
A.solani, a partir de flores de Tithonia diversifolia (Hemsl.) Gray y Tagetes erecta L.
hojas y flores de Lippia alba (Mill.) N.E. Brown, Lippia dulcis Trev. y Lantana camara
L. planta completa de Cleome gynandra L. y Cleome viscosa L. y hojas de Coleus
amboinicus Lour, Polyscias guilfoylei (L.) Bailey, Lepianthes peltata (L.) Raf.,
Tradescantia pallida (Rose) D.R. Hunt y Tradescantia spathacea Sw. Sin embargo, no
existe un producto de origen natural que se produzca comercialmente, para tratar las

afectaciones producidas por la alternariosis.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras
El presente trabajo se realizé en la Universidad Autbnoma Agraria Antonio Narro, en

el departamento de Parasitologia en el Laboratorio de Toxicologia.

Material biolégico

Se utilizaron dos cepas de hongos aisladas a partir de frutos de tomate afectados por
la presencia del &caro Aculops lycopersici, (Alternaria spp), (Cladosporium spp),
provenientes de invernadero, proporcionadas por el Laboratorio de Toxicologia del

departamento de Parasitologia.

Aislamiento de los hongos

Se utilizaron las dos cepas de los patégenos que fueron proporcionados, realizando
un aislamiento de cada patégeno en placas Petri con PDA (papa-dextrosa-agar), en
funcién de los diferentes tipos de coloraciones de micelio desarrollado fue el nUmero
de explantes que se tomaron con la finalidad de obtener cultivos puros. Este
aislamiento se realiz6 con ayuda de un sacabocados, con el que se extrajo del borde
de la colonia, sembrandolo en otra caja Petri con medio PDA. Después se incubaron
por 8 dias a 24°C y 28°C con 65% de HR. A partir de estas placas se tomaron, para

realizar la siembra y la multiplicacion de los patdégenos.

Identificacién de los hongos

Identificacién Morfoldgica

A partir de los aislamientos realizados de Alternaria y Cladosporium, se determino el
género observando las caracteristicas macroscopicas y microscopicas sobre el medio
de cultivo (PDA). Los hongos se caracterizaron por la forma, tamafio y color en la
superficie de la colonia y en el anverso de la caja Petri; igualmente la textura, aspecto

y consistencia del micelio. Por otro lado, se realizaron tinciones con azul lactofenol y
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se observaron las caracteristicas microscopicas de cada hongo con base en las claves
de Barnett y Hunter (1998).

La identificacién de Cladosporium y Alternaria se basé en la morfologia en cultivo, en
las caracteristicas de las conidias y del micelio, y en la sintomatologia del patdgeno en
el cultivo de tomate.

Identificacion Molecular
Para la extraccion del ADN, se utilizé el micelio de un cultivo de Alternaria y
Cladosporium crecida durante cinco dias en medio de cultivo PDA. ElI ADN se extrajo

siguiendo la técnica de Doyle y Doyle (1990) modificado por Vazquez.

Del crecimiento se tomé 0.2 g de micelio en crecimiento en el medio de cultivo. El
micelio fue depositado en un tubos eppendorf de 1.5 mL, se homogenizé con 1 mL de
buffer de extraccion (Tris HCI, pH =8; Na ClI 50 mM; EDTA pH =8.5, 50mM; SDS 2%);
posteriormente, se agito el macerado con un Vortex por 30 segundos, se colocé en
hielo por 15 minutos, se agregé cloroformo-alcohol-isoamilico 24:1, nuevamente se
agité con Vortex por 30 segundos, se centrifugo a 12,000 revoluciones / minuto / 15

minutos.

Posteriormente, se extrajo el sobrenadante y se pasé a un tubo eppendorf de 1.5 mL
y se anotd la cantidad extraida, en seguida se agreg6é Isopropanol (Alcohol-
Isopropilico) el mismo volumen que se recupero del sobrenadante, se volvio a colocar
el hielo por 15 minutos, centrifugando a 12,000 rpm/10 minutos, decantando el

sobrenadante, se dejo el precipitado “pastilla”.

Con lo anterior se llegé a la formacién de una pastilla de ADN; el alcohol fue retirado y
se procedio al lavado de la pastilla con etanol, posteriormente fue retirado el etanol y
puesta a secar en papel secante. Cuando la pastilla estaba completamente seca se

diluyo en 50 pL agua inyectable, con ayuda de un vortex, se almaceno a 4°C.
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La visualizacién del ADN se realizé mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%,
tefiido con Buffer de carga Gelred (GenScript®) y con luz ultravioleta con ayuda del

fotodocumentador (MultiDoc-T Digital Imagin System).

Para llevar a cabo el método de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), se efectuo
una mezcla de acuerdo a las recomendaciones del fabricante de la Taq Master Mix 2x
(GenScript®), se utilizaron 1pl de los indicadores de secuencia ITS1
(TCCGTAGGTGAACCTGCGG)/ ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC), 2ul de ADN
para aforar con agua a un volumen total de 30ul por muestra; Posteriormente, se
efectud la PCR en un termociclador (Axygen Maxygene), de acuerdo a las condiciones

presentadas en el cuadro 2.

Cuadro 2. Condiciones utilizadas en la PCR

1 ciclo 30 ciclos 1 ciclo
Temperatura 94.0°C 95.0°C 56-60 °C 72°C 72°C 4°C
Tiempo 5:00 Min 10 Seg 30 Seg 2 Min 5 Min o0

Los productos de la PCR, fueron visualizados mediante electroforesis, como
anteriormente se menciona. El producto de la PCR se secuencié en una direccion del
5’- 3’y 3-5’ en el UA-LAB Laboratorio de Diagnostico Fitosanitario. Los pares de bases
obtenidas por la PCR (ANEXO 1) se compararon con las secuencias reportadas en la
base de datos del NCBI (National Center of Biotechnology Information,
www.ncbi.nih.gov) mediante el programa BLAST; arrojando un 100% de similitud con
Alternaria alternata y Cladosporium oryzae.

Pruebas de patogenicidad

Este experimento se realizé con la finalidad de demostrar el potencial de inoculacion
de los patogenos. Se trabajoé con 21 unidades experimentales las cuales fueron 3 frutos
libres de A. alternata, 3 frutos inoculados con A, alternata, 3 frutos libres de C. orizae,
3 frutos inoculados con C. oryzae, frutos sanos con mezcla de A. alternata y C. orizae,

3 frutos con heridas con mezcla de A. alaternata y C. orizae, y 3 frutos como Testigos.
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Asperjando la solucion madre de esporas del cultivo de C. orizae y A. alternta, sobre
los frutos sanos y con heridas de tomate, las cuales fueron incubadas a temperatura
ambiente (24 °C a 28 °C) y 70% a 85% de humedad relativa (HR) hasta la aparicion
de los primeros sintomas ocasionados por el patéogeno (a los 8 a 15 dias).
Seguidamente se tomaron los frutos con el mayor dafio y se tomaron muestras para

identificar el patégeno.

Preparacién del inoculo

Se emplearon las cepas de A. alternata y C. orizae, se tomé crecimiento de cada
patdgeno de la caja Petri, con ayuda de una navaja de bisturi y se depositd en una
licuadora para obtener una solucién de esporas. Se aforo con agua destilada estéril,
para ajustar a una concentracion de 1X 108 esporas por mililitro. De la misma manera
se prepard una mezcla con los dos patdégenos de A. alternata y C. orizae juntos para

su inoculacion en frutos de tomate.

Conteo de esporas de A. alternatay C. oryzae

Se colocaron 100 ml de agua destilada estéril en un vaso de precipitacién, se tomo
una muestra de cada hongo que fue extraida con el sacabocados y se coloco esta. Se
agito con una varilla durante 5 minutos para que las esporas quedaran en suspension

en el agua.

El conteo se realizé en una camara de Neubauer, se colocé el cubre objetos tapando
parcialmente la caja y con una micropipeta se cogié6 una muestra de 100uL de la
solucion de esporas, donde por efecto de capilaridad el fondo de la camara se llené

antes de que la solucién pueda desbordarse.

Se llevé la caja Neubauer a observar en el microscopio, donde primeramente se ubico
la caja con el lente de aumento de 5x, luego con el de 10x observamos el cuadro

central, y con el lente de 40x se procedio a hacer el conteo de 5 cuadrantes.
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Se tomardn cinco lecturas de las esporas que se encontraban en cinco cuadros
grandes de la camara de Neubauber, se promediardn y se calculé la densidad de las

esporas por volumen usando la siguiente formula:

No. de esporas / mL= Esporas Totales x Factor de camara (10,000)

Numero de cuadros x dilucién

Resultado / Superficie Total = esporas/mm?3

Siguiendo el procedimiento de Everett y Timudo-Torrevilla, 2007, se ajusté a la
concentracion a 10 esporas/ml. (ANEXO 6)

Desinfeccion de tomates

Se utilizaron frutos de tomate obtenidos de un supermercado, los cuales fueron
lavados con agua corriente, desinfectados con cloro al 10% y enjuagados con agua
destilada estéril, para eliminar la presencia de polvo y hongos saprofitos presentes en
la superficie. Posteriormente los frutos se colocaron en sanitas estériles dentro de una

campana de flujo laminar, para su secado.

Inoculacion de los tomates
Se hicieron cortes en el fruto de 1cm? del epitelio, con una navaja de bisturi la cual se

desinfecto con alcohol cada uno de los cortes.

De la solucién de esporas 1x 108 se asperjaron con ayuda de un atomizador a cada
uno de los frutos que se colocaron en recipientes de plastico adecuados para su
tamafo, estos se mantuvieron en incubacion a una temperatura (+20°C) alrededor de
un mes, a lo largo que se tomaban datos. Después de todo este procedimiento se

tomaron datos de la infeccién cada 24 hrs.
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Recuperacion de los hongos inoculados

De los tomates que presentaron crecimiento de hongos, se tomaron los que
presentaron un dafio mayor para tomar muestras e identificar el patdgeno presente.
Se realizaron montas de micelio procedente de los patdégenos tefiidas con azul de

lactofenol y observadas al microscopio para su identificacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de los microorganismos fitopatégenos.
De las muestras de los frutos de tomate inoculados que presentaron sintomas de
pudricion, se lograron aislar microorganismo de tipo fungico. Las colonias del hongo

en medio PDA mostraron un color verde azulado y café.

Figura 4. Crecimiento de A. alternata en medio PDA. A) Fotografia tomada con
camara SONY. B) Micelio con crecimiento en forma de escoba. C) Formacion de
estructuras tipo esclerocio.

Se realizaron montas de micelio procedentes de A. alternata, que fueron tefiidas con
azul lactofenol y observadas al microscopio, donde se observaron las estructuras con
el objetivo de 10X y 40X. Se observo al microscopio conidios septados de forma

transversal, con terminaciones puntiagudas y de tonalidades marrones.

B

Figura 5. Estructuras en la superficie del medio de cultivo con objetivo de 10X y 40X
(Figura Ay B)
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El segundo hongo aislado fue C. oryzae, se analiz6 de las mismas condiciones
microscopicas que A. alternata, como su nombre derivados del griego que quiere decir
“‘esporas encadenadas formando ramas” (Payam y Ramanathan, 2004). Sus colonias
son caracteristicas porgue tienen una apariencia algodonosa y un color que va desde
olivo grisaceo hasta el verde olivo, micelio superficial e inmerso en el medio de cultivo.
En la figura 5 (A) se pueden apreciar loa conidiéforos color blanco, por el uso del

estereoscopio de luz dirigida.

Definiendo las caracteristicas morfoldégicas donde se observa el crecimiento de las
esporas en forma de rama, en un microscopio electrénico de barrido, que lo colocan
dentro del género de C. orizae (Imagen B, Figura 5). La imagen C de la figura 5 ilustra

los conidiéforos y conidios observados a 40X en microscopio de campo claro.

Figura 6 Caracteristicas macroscopicas (A) y microscoépicas (B y C) del hongo
ubicado en el género de C. orizae.

Pruebas de patogenicidad.

Los frutos de tomate sanos que se inocularon con las cepas de los hongos y que se
mantuvieron en condiciones de alta humedad relativa mostraron sintomas similares a
los del hongo inoculado, obteniendo y confirmando las colonias y estructuras similares.
A los frutos que se inocularon con heridas, estos fueron los que mayores sintomas

presentaron (Cuadro 3). La inoculacién en los frutos mostro que los hongos
22



potencialmente pueden infectar a frutos en los que haya ocurrido una herida, ya que,
en todos los frutos inoculados, a los 22 dias se observé una pudricion y posteriormente

se observo el micelio y esporulacion del hongo (ANEXO 2).

Figura 7. Frutos de tomate inoculados con A. alternata con heridas y sanos (A 'y B).

Se puedo observar los resultados de la inoculacion del género de A. alternata sobre
los frutos de tomate sanos y con heridas, se puede determinar que sobre el fruto con
heridas fue méas agresivo, presentando una colonizacién casi total sobre el fruto, en la
(Fig. 8 B) se presentaron lesiones profundas en el mesocarpio, de aspecto redondo

con borde definido de color café oscuro y heridas en el centro con presencia de micelio.

Las infecciones en los frutos pueden afectar tanto a frutos verdes como maduros; los
sintomas son manchas circulares de colores café oscuro, acuosas y que también
presentan anillos concéntricos; sin embargo, existen otras especies de éste patdbgeno
gue pueden afectar frutos tanto en pre como en poscosecha (Nitzsche y Wyenandt,
2005; Wyenandt et al., 2006).

El periodo de incubacion fue de 51 dias, en la (Fig. 8 A) se presentdé una mancha
circular pequefa con borde definido de color café oscuro y centro palido, aspectos que
segun Agrios (2006), Quintero (2008) y Galindo (2010), es caracteristico del
microorganismo. Sin embargo, las lesiones sobre los frutos B y C los cuales se
inocularon en frutos con lesiones fueron diferentes, ya que mostraron una pudricion

casi total.
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Figura 8. Lesiones de la mezcla de A. alternata y C. oryzae en frutos de tomate.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos de la mezcla de A. alternata y C. oryzae
de la inoculacién sobre los frutos de tomate con y sin heridas, se puede determinar
que se obtuvo mayor actividad patogénica (Cuadro 3). Tomando en cuenta que el
periodo de incubacion fue el mismo de 51 dias, obteniendo una colonizacién total en
los frutos inoculados (ANEXO 3).

Figura 9. Frutos de tomate inoculados con C. oryzae. (A, By C).

En la inoculacién de C. oryzae, se presentaron los sintomas caracteristicos a los 24
ddi (dias después de inoculacion) mostrando lesiones escasas, de tamafio pequefio
(ANEXO 4). Lo cual indica que es posible que bajo ciertas condiciones C. oryzae no
posea la capacidad necesaria para iniciar la enfermedad, o de comportarse como
saprofito, cuando emplea como mecanismo de penetracion las aberturas naturales o
la forma directa, necesitando de heridas para inducir la sintomatologia, lo cual coincide
con lo citado por Torres (1999), que menciona que la afeccion por C. oryzae., se inicia
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con la presencia de un vector, el cual al introducir el estilete en el mesocarpio, causa
heridas que estimulan la reaccion en los tejidos de la planta produciendo zonas

corchosas.

Segun los resultados obtenidos en el presente trabajo se sabe que el mecanismo de
penetracion de C. oryzae en los frutos de tomate es mas exitoso mediante heridas
previamente ocasionadas (ANEXO 4), lo cual se confirma con el trabajo de Rojas
(2010).

Con respecto a los testigos no presentaron ningun tipo de crecimiento de hongos

manteniéndose sin dafios (Figura 10).

Figura 10. Muestra Testigo

Cuadro 3. Porcentajes de dafos.

A. alternata sano 75%
A. alternata con heridas 80%
C. oryzae sano 10%
C. oryzae con heridas 30%
Mezcla de A. alternata 'y C. oryzae 97%
Testigo 0%

25



CONCLUSIONES

Se aislaron e identificaron morfolégica y molecularmente los hongos: Alternaria
alternata y Cladosporium oryzae, en frutos de tomate con presencia de Aculops
lycopersici, demostrando el potencial de estos hongos como patégenos secundarios

aumentando los dafios y pérdidas en el cultivo de tomate.
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ANEXOS

Anexo 1., Secuencias de ADN para cada una de las muestras.

Secuencia ldentificada como Alternaria alternata

>160510-15_A01_1_ITS1. 525pb.
CTGGAACCTCTCGGGGTTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGT
ACTTCTTGTTTCCTTGGTGGGTTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTG
TAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAATTAATAATTACAACTTTCAACAACGGATCT
CTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTC
CAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGCTTTGCTTGGTGTT
GGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTGGCAGCCG
GCCTACTGGTTTCGGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGTCTA
GCATCCATTAAGCCTTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAAAAGCCCGGAGGAAGA

Secuencia identificada como Cladosporium oryzae

>160510-15_CO01_4_ITS1. 496pb.
TACCACCGGGATGTTCATAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCG
ACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTT
TGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGG
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGC
AACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAA
GCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAA
CCCCATTTCTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC
ATATCATAA
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Anexo 2-. Sintomas de los frutos inoculados con Alternaria alternata.

28 de abril del 2016 18 de Abril del 2016

02 de Abril del 2016 28 de Abril del 2016 04 de Mayo del 2016
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Anexo 3-. Sintomas de los frutos inoculados con Cladosporium oryzae.

28 de Marzo del 2016 25 de Abril del 2016 04 de Mayo del 2016

Y~

01 de Abril del 2016 25 de Abril del 2016
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Anexo 4-. Sintomas de los frutos inoculados con la mezcla de A. alternata y C.
oryzae.

29 de Marzo del 2016 27 de Abril del 2016 04 de Mayo del 2016

05 de Abril del 2016 25 de Abril del 2016 04 de Mayo del 2016
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Anexo 5-. Calculos del conteo de esporas Cladosporium oryzae.

No. de esporas / mL= Esporas Totales x Factor de camara (10,000)

Numero de cuadros x diluciéon

Total de esporas = 34

34/5=6.8 /25 =0.272 x 4millones = 1.088 ml de esporas por Agua

(1.088 x 10°) (250) = 272 — 250 = 22 ml x 1x10°

1,000,000

Céalculos del conteo de esporas de Alternaria alternata.

Total de esporas = 49

49/5 = 9.8/25=0.392 x 4 millones = 1.568 ml de esporas por Agua

(1.568 x 10° ) (250) = 392 — 250 = 142 Agua ml x 1X10°

1,000,000
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