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Resumen

Entre los agentes causantes de enfermedades del tomate se encuentran los hongos
del genero Fusarium. La especie Fusarium oxysporum, con sus formas especiales
ocasiona la enfermedad denominada marchitamiento vascular, siendo uno de los
problemas fitosanitarios mas importantes en las zonas de produccion intensiva de
tomate en el mundo. En el ejido del Llano de Xalpa, Municipio de Yecapixtla, Morelos,
se ha wuelto un problema grave por las altas infestaciones de este fitopatdgeno,
reduciendo considerablemente la produccion. Es por ello que en el presente trabajo se
colectaron plantas de tomate con sintomas de fusariosis en el ejido del Llano de Xalpa,
las cuales fueron analizadas en el laboratorio de parasitologia de UAAAN-UL en el
periodo enero-septiembre del 2019; de las mismas, se aislaron en medio PDA cepas
aparentemente del género Fusarium que luego se pusieron a crecer medio CLA para
el desarrollo y observacion de estructuras tipicas del fitopatogeno. Mediante la
observacion y descripcidén, se concluyd que las cepas correspondian al género
Fusarium. Posteriormente, se realizd su identificaciéon molecular, para determinar la
especie, dando como resultado del analisis de secuencias que eran pertenecientes a
Fusarium solani. A estas cepas se les realizaron ensayos de antagonismo con el hongo
Trichoderma harzianum, obteniendo como resultado un efecto antagénico negativo

sobre las cepas de F. solani.

Palabras clave: Fusarium solani, Pruebas de antagonismo, Aislamiento de hongos



indice

AGRADECIMIENTOS ...ttt e e e e e e e e s ettt e e e e e e s e s bbbt e e e e aaeeeesanaansreeeas I
DEDICATORIAS ...ttt ettt e e e e e e sttt e e e e e e e sss e ttaaaeeaeeeessasstsaaeaaaesssasassssseneaeesessnnnes [l
RESUIMEN ...ttt ettt e s s e e s s e e e s eabae e e e saans v
10T o] =T PP OUP O P PR P PP PP Y
INAICE @ CUBAIOS ...ttt Vi
INAICE AE FIGUIAS ..ttt ettt ettt ettt eeaene s IX
I INTRODUCCION......ocuiuiuitieieiececececececetee et ee e e e s s s ee s s sttt a st et et et et et et asesesasesesesesesesesesenas 1
00 T © 1 o1 4 1V o H TSP PP 2
O o 11010 ) (=TSSR TPP 2
[l REVISION DE LITERATURA .....ooitiiteteeeeeeeeeeeeeeeee ettt eae e eeeess st eessessteteseeseneseenaens 3
P2 S 101 1 =1 { =T PP PP PP PP OPPPPPUPPRPPI 3
2.2. Requerimientos climaticos del tomate...........ccueieeeeiiiie e 4
2.3. Importancia econdmica del tomate en el MUNAO........cccceevvieviieeiiieeeccie e 4
2.4. Importancia @eConOMICA €N MEXICO....ccciiiiiiiieiiiieeiiee ettt 5
2.4.1. Importanciaecondmicaen el estado de Morelos..........ccccoveveeviiieeeecciieee e, 7

2.5. Plagas yenfermedades €N tOMALe ........cccceeiiiiiiiieiiiiiiiiee e s 8
2.5. 1. INSECLOS PlAGA.cc..uiiiiiiiiiiii et 8
2.5.1.1. Polilladel tomate (Tuta absoluta Meyrick) .......cccccoeeeiviiiieeeeniiiiree e 8
2.5.1.2. Mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum Westwood, Bemisia tabaci
Gennadius y B. argentifolii Bellows ¥y Perring)......ccccooveeiiieiiiieeiiiieeniie e, 9
25.1.3.  Trips de las flores (Franklinella occidentalis Pergande)...........cccccc....... 9

2.5.1.4. Pulgdn del tomate (Myzus persicae Sulzer y Aphis gossypii Glover). 10

25.1.5. Minador de la hoja (Liriomyza trifolii BUrgees)........ccccceevvveeniieenneeenne 10
2.5.2. ACAIOS PIAGA . .ceoveeeeeeeeeeee ettt 10
2.5.2.1. Acaro de 2 manchas o Arafia roja (Tetranychus urticae C. L. Koch)...10
2.5.2.2.  Acaro del bronceado del tomate (Aculops lycopersici Massee)......... 11
2.5.3.  VITUS oottt e 11
2.5.3.1. Virus mosaico del tomate (TOMV) .....ccceeeiiiiiiiiiiieiieee e 12
2.5.3.2.  Virus del rizado amarillo del tomate o Virus de la cuchara [Tomato
Yellow Leaf Curl VIruS (TOYLCV)].uuuii oottt 12
2.5.3.3. Virus rugoso café del tomate [Tomato Brown Rugose Fruit Virus
QTR ) oo O 12



254, B G B T IAS ettt ———————— 13

2.5.4.1. Céncer bacteriano [Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

(SMIth) DAVIS €L @l)]. ...vveieeiiiiiee et e e e e et e e e e nnraeaaean 13
2.5.4.2. Manchabacteriana (Xanthomonas SPP.)...ccccccevrvreeiiniiieeeeniiiiee e 13
25.4.3. Pecabacteriana (Pseudomonas syringae Van Hall)...........cccccceeveenne 14
25.4.4. Marchitamiento bacteriano o marchitez bacteriana (Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.) c...cccoooeiiiiiiiiiie e 14
2.5.5.  NEMALOUOS .. .eeeiiiiieiiiee ettt ettt e s e s bt e e nanees 15
2.55.1. Nematodos formadores de nddulos de laraiz: Meloidogyne spp. ...... 15

FZ T T O To ] 1) o =] =3 16
2.5.6.1. Tizon tardio del tomate (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary)...... 16
2.5.6.2. Complejo de enfermedades de la semillay la plantula o ahogamiento
(Y28 AT L0 L TE] o o T TR PPPUPRR 16
2.5.7.  HONQOS. ..ottt e e e e e e e 16
25.7.1. Podredumbre gris [Botryotinia fuckeliana (De Bary) Whetrel.
Anamorfo: BOtrytis CINErea PerS.)] ...t 17
2.5.7.2.  Tizén temprano (Alternaria solani (Cooke) Wint)........ccccceevvevvveerineenns 17
2.5.7.3.  Pudricion de laraiz (Rhizoctonia solani Kuhn).......ccccccoiiiiniiiiniinnnns 17
2.5.7.4. Cenicilla(Leveillulataurica (Lev.) Arnaud) .......cccccceeeiviiciiireeeeeeeee e, 18
2.5.8. Hongos causantes de marchitez vasCular ..........ccccoccvveeiriiieeeeerciiee e 18
2.6, FUSAITUM S P uuuiiiiiiiiiiie ettt e ettt e e e s e e e ettt e e e eeatbeeeesaraeaeessnraaeesennsneeaans 19
2.6.1.  SINtOMALOIOGIA ....cccuiiiiiiiiie e 20
2.7.  FUSAIrTUM OXYSPOTUNM couiiiieeiiiiieeeeeiieeeeesiiieeeeestaeeeeesssteeessseseeeessnsneeeesnsseeeessnssneesanns 21
2.8, FUSAITUM SOIANT c..eiiiiiiieie et et e st e st e e e eaaee s 22
2.9. Métodos de control de FUuSarium SPP....ccveeeeciiiie e 23
2.9.1.  CoNntrol POr eXCIUSION .....cooiiiieiie e e 23
2.9.2. Uso devariedades reSiSteNIeS......couiiiiiiiiiieiiieeeiee et 23
2.9.3.  MONIEOTEO...ciiiiiiiiiie ettt 23
2.9.4.  CoNrol CUITUIAL.....coiiiiiie e s 23
2.9.5.  CONIOI FISICO. ettt e et 24
2.9.6.  CONtrol QUIMICO c.occuviiiicce et e e e e e earee e e e anes 24
2.9.7. Control biol0gico de FUSAriUM .........ccccuiiiiiieiiiie e e e 25
2.9.7.1.  TriChOUEIMA SPP. cuiiiiiieiiiie ettt ettt s e e e e 25

M. MATERIALES Y METODOS ......ooviiiiieieieieieiete ettt 27
3.1. Colectade plantas eNfermas........cccocuieeiiiiiiieiie e e 27



3.2.  Andlisis de plantas eNfermas ........ccccuvevieiiiii s 29

3.3, Aislamiento de 10S NONQOS ......cooiiiiiiiiiie e 32
3.4, EXIracCion A ADN.......c.ooiiiiiiiiieeeete ettt ettt st 33
3.5. Amplificacién por PCR de fragmentos de ITS.........cccooiieiiiiii e 34
3.6. Evaluacion de crecimiento de micelio e inhibiciOn ..., 34
IV.  RESULTADOS Y DISCUSION........ocociiriiiiiiiiee ettt ese s, 36
4.1. Crecimiento del MICEIIO .....cooiiiiiiii e 41
4.2. Evaluacion del antagonismo de la cepa de Trichoderma harzianum ................ 43
V. CONCLUSION .....ooooiiiiieiciete ettt ettt bbbttt ese s 45
VI, LITERATURA CITADA ... oottt ettt sttt st sbe et sbe et esbeenbesneenaeas 46

Vil



indice de cuadros
Cuadro 1. Principales paises productores de tomate. 2017. .......ccccevveveveeneeceeeieeseene, 5

Cuadro 2. Produccién estatal de tomate en México enel afio 2018. ....c..evveeeeeeeeeeccennnnnn. 7

VI



indice de figuras

Figura 1. Principales productos agricolas producidos en MEXICO. .......ccccceueerererererennns 6

Figura 2. Toneladas producidas de los principales productos agricolas producidos en

Yecapixtla, Morelos. Fuente (SIAP, 2019) ..ot 8
Figura 3. Ubicacion de los predios localizados en el ejido Llano de Xalpa, Municipio de
L0z VoL bcu = WY, o] = (o 1 27
Figura 4. Inicio de l0s sintomas de fuSarioSIS. .....ccccvcviiriieeieiee e 28
Figura 5. Muerte de la planta por fuSArioSIS. ......c.cccevieiieiesecce e 29
Figura 6. Procesamiento de las muestras en 1aboratorio. ........ccccevereevenieseeneccin s 30
Figura 7. Deteccion de micelio con microscopio estere0ScOpPICO. .....ccevveeeeerreereeeeerrenne 31

Figura 8. Micelio generado a partir del crecimiento en cajas humedas, mismo que se

encuentra colonizando una raiz de las plantas tomate. .........ccccccevvvevesieviccecce e, 32
Figura 9. Presencia de clamidospora (observada a 40X). ......cccocevirereninienienienesennene 36
Figura 10. Enrollamientos tipicos de Fusarium (observados a 40X)........cccccceevevenne. 37
Figura 11. Microconidios en el espodoroquio (observado a 40X). .....ccccceeeeveeieneneennenn 37
Figura 12. Macroconidios en el espodoroquio (observado a 40X). .....cccccccevveveeeecnenne. 38
Figura 13. Conidios de Alternaria sp. (observados a 40X). ......ccccocvvrenenieninienenenens 38
Figura 14. Micelio de Rhizoctonia sp. (observado a 40X).......cccccceecvevieeiiecieessee e, 39
Figura 15. Cepas de Fusarium crecidas en PDA para su observacion macroscopica.
.................................................................................................................................................. 39
Figura 16. Electroferograma de la secuencia de una cepa de Fusarium spp. ............ 40
Figura 17. Resultado del analisis de secuencia en BLASTN. ....ccccoevicviciececce e 40

Figura 18. Crecimiento de micelio de F. solani en medio de cultivo CLA a partir del
o]0 g1 (o T e (=T g o Yo U1 = Td o] o SRS 41
Figura 19. Crecimiento de micelio de F. solani en medio de cultivo CLA a partir del
[oT8Tp 1 (o T e (=T g o Yo U1 7= Td o] o S PRSR 41

Figura 20. Crecimiento de micelio de T. harzianum en medio de cultivo CLA a partir del

PUNEO A€ INOCUIACTON. ...ttt s 42
Figura 21.Crecimiento micelial promedio por dia en (Cm). .....ccevvevevicveccee s 42
Figura 22. Ensayos de antagonismo entre F. solani y T. harzianum. ..........cccccccevenene. 43
Figura 23. Ensayos de antagonismo entre F. solani y T. harzianum. ..........cccccccueneee. 43

IX


file:///C:/Users/hp14/Desktop/Tesis%20Carmona%2014.docx%23_Toc26290275
file:///C:/Users/hp14/Desktop/Tesis%20Carmona%2014.docx%23_Toc26290275

Figura 24. Crecimiento micelial promedio por dia, por competencia entre F. solani (Fs
1,Fs2,Fs3,Fs4 yFsb) yT. harzianum (ThL). ....ccccccoriiiiiiiieiieie e 44



l. INTRODUCCION

El tomate se considera la hortaliza nimero uno, es una baya muy coloreada,
con tonos que van del amarillento al rojo, debido a la presencia de los pigmentos
licopeno y caroteno (SAGARPA, 2017). En el 2018 la produccién de tomate en México
fue de 3,780,950.01 toneladas (SIAP, 2019). En el Estado de Morelos produjo
146,058.14 ton representando un 3.863% de la produccion nacional (SIAP, 2019). En
2018 la produccioén de tomate en el Municipio de Yecapixtla fue de 12,532.50 toneladas
las cuales se dividen en 4,777.50 ton. tomate saladette (invernadero), 4,748.00 ton.
tomate saladette (campo abierto) y 3,007.00 ton. tomate cherry (invernadero) (SIAP,
2019).

Sin embargo, este cultivo no esta exento de plagas y enfermedades. Dentro de
las plagas se encuentran insectos como la polilla del tomate, mosca blanca, trips de
las flores, pulgon del tomate, minador de la hoja, aracnidos como acaro de 2 manchas
o arafa roja, acaro del bronceado. Las enfermedades pueden ser ocasionadas por
virus (Virus del Mosaico del Tomate, Virus del Rizado Amarillo del Tomate, Virus
Rugoso Café del Tomate, etc.), bacterias (Cancer bacteriano, Mancha bacteriana,
etc.), nematodos (Meloidogyne spp., Pratylenchus spp.) y hongos. Estos Ultimos
causan enfermedades como tizén tardio, ahogamiento, podredumbre gris, tizdén
temprano, cenicilla, marchitez vascular, siendo esta ultima la mas grave en el sector
tomatero. La marchites vascular es ocasionada por hongos del género Fusarium. En

el Municipio de Yacapixtla, esta enfermedad ha generado mermas en la produccion.

Este trabajo se realizdé con el propdsito de aislar e identificar el agente causal
de esta enfermedad mediante la observacion de estructuras del hongo.
Posteriormente, se realizd la extraccion de ADN y se amplificaron los ITS para su
secuenciacion. Las secuencias fueron analizadas en BLASTn, para determinar el
porcentaje de identidad con Fusarium. Posteriormente se realizaron pruebas de

antagonismo con el hongo Trichoderma harzianum.



1.1. Objetivo
Identificar las especies de Fusarium, agente causal del marchitamiento vascular

de las plantas de tomate en el ejido Llano de Xalpa, Municipio de Yecapixtla, Morelos.

Evaluar in vitro el efecto de Trichoderma harzianum sobre cepas de Fusarium
aisladas de plantas de tomate en el ejido Llano de Xalpa, Municipio de Yacapixtla,

Morelos.

1.2. Hipotesis

Fusarium oxysporum es el agente causal del marchitamiento vascular de las

plantas de tomate en el ejido Llano de Xalpa, Municipio de Yecapixtla, Morelos.

Trichoderma harzianum tendra un efecto como antagonista con las cepas de

Fusarium en ensayos in vitro.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Tomate

El origen del género Solanum se localiza en la region andina que se extiende
desde el sur de Colombia hasta el norte de Chile. La planta fue llevada por los distintos
pobladores de un extremo a otro, y se extendié por todo el continente. Se considera
que el centro de domesticacion fue México, ya que existe mayor similitud entre los
cultivares europeos y los silvestres de México que con los de la zona andina (Esquinas-
Alcazar et al., 1995).

El tomate (Solanum lycopersicum L.) se considera la hortaliza nimero uno, es
una baya muy coloreada, con tonos que van del amarillento al rojo, debido a la
presencia de los pigmentos licopeno y caroteno. Es cultivado en zonas templadas y
calidas. El clima himedo con temperaturas altas y humedad relativa superior a 75%

es poco apropiado. La temperatura optima es de 20 a 24 °C (SAGARPA, 2017).

A nivel mundial existen varios tipos de tomate, Tomate Cherry, Kumato (Tomate
Negro), Tomate Pera, Tomate Raf, Tomate Redondo Liso, Tomate de Colgar o
Mallorquin, Tomate Corazon de Buey, Tomate De Rama, Tomates De Montserrat,

cada uno de los tipos de tomate tienen un uso diferente en la cocina (Larrazabal, 2019).

En México se cultivan tres tipos principales, tomate cherry, tomate bola y tomate
Roma o Saladette (Seminis, 2018).

Principalmente es usado en para el consumo en fresco en ensaladas y en jugo;
ademas de ser procesado por la industria alimentaria en infinidad de formas, desde
zumos, purés, conservas de tomates enteros y pelados, fritos, en componentes de
diversas salsas picantes o dulces mermeladas, esencia para la elaboraciéon de

alimentos, saborizantes y otros productos (SAGARPA, 2017).



2.2. Reguerimientos climaticos del tomate

Es una planta de clima relativamente calido, para el tomate, las temperaturas
Optimas segun el ciclo de vida son: temperaturas nocturnas entre 15 y 18 °C,
temperaturas diurnas 24 a 25 °C, con temperatura ideal en la floracién de 21 °C
(Valadez, 1993).

La alta intensidad luminosa mejora el desarrollo de la planta de tomate. La
exigencia del tomate en cuanto a la humedad del suelo es media, el exceso de
humedad provoca el ataque de diferentes fitopatdgenos, ademas influye en el
crecimiento de los tejidos, transpiracion, fecundacion de las flores y desarrollo de
enfermedades. Por otro lado, humedad relativa inferior al 60-65 % causa la

desecacion del polen (Rodriguez-Rodriguez y Tabares-Rodriguez, 2001).

2.3. Importancia econdmica del tomate en el mundo

En 2017 la produccion mundial de tomate fue de 182,301,395 toneladas, de las
cuales el 75.218% de la produccion se concentré en 10 paises, en donde México ocupd
el noveno lugar produciendo 4,243,058 ton. representando 2.327% de la produccion
mundial (FAO, 2019) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Principales paises productores de tomate. 2017.

Pais Produccion Porcentaje de la
(toneladas) produccion mundial
China 59,626,900 32.708
India 20,708,000 11.359
Turquia 12,750,000 6.994
Estados Unidos de 10,910,990 5.985
América

Egipto 7,297,108 4.003
Iran 6,177,290 3.389
ltalia 6,015,868 3.300
Espaia 5,163,466 2.832
México 4,243,058 2.327
Brasil 4,230,150 2.320

Fuente: (FAO, 2019).

2.4. Importancia econdémica en México

En el 2017 la produccién de tomate (Figura 1) se situ6é en la sexta posicion de

productos producidos en México.



Pricipales productos producidos en México en
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Figura 1. Principales productos agricolas producidos en México.

México es el principal proveedor de tomate a nivel mundial con una participacion
en el mercado internacional de 25.11% del valor de las exportaciones mundiales
(SAGARPA, 2017).

En el mercado internacional, durante el 2016 el tomate mexicano cubri6 las
importaciones de Estados Unidos y Canada en un 90.67% y 65% respectivamente
(SAGARPA, 2017).

En México, la produccion de tomate crecié a una tasa promedio anual de 4.8
por ciento entre 2006y 2016, para ubicarse en un maximo historico de 3.3 millones de
toneladas (FIRA, 2017).

En 2016, el 56.3 por ciento de la produccion nacional de tomate se concentro
en cinco entidades: Sinaloa (27.6 por ciento), San Luis Potosi (9.2 por ciento),
Michoacan (7.0 por ciento), Baja California (6.7 por ciento), y Zacatecas (5.7 por ciento)
(FIRA, 2017).

En el 2018 la produccion de tomate en México (Cuadro 2) fue de 3,780,950.01
toneladas (SIAP, 2019).



Cuadro 2. Produccién estatal de tomate en México en el aflo 2018.

Estado Produccion Porcentaje (%) de la

(toneladas) produccion nacional
Sinaloa 1,088,251.51 28.782
San Luis Potosi 393,581.64 10.409
Michoacan 281,847.89 7.454
Jalisco 189,847.96 5.021
Zacatecas 182,773.48 4.834
Baja California Sur 157,879.03 4.175
Puebla 149,456.10 3.952
Morelos 146,058.14 3.863
Baja California 139,311.57 3.684
Sonora 119,269.01 3.154
Coahuila 110,894.24 2.932
Guanajuato 109,360.92 2.892
Oaxaca 108,415.70 2.867
México 107,078.95 2.832
Querétaro 105,499.65 2.790

Fuente: (SIAP, 2019).

2.4.1. Importancia econdmica en el estado de Morelos

En el Estado de Morelos produjo 146,058.14 ton representando un 3.863% de

la produccion nacional (SIAP, 2019).

En 2018 la produccion de tomate en el Municipio de Yecapixtla (Figura 2) fue
de 12,532.50 toneladas las cuales se dividen en 4,777.50 ton. tomate saladette

(invernadero), 4,748.00 ton. tomate saladette (campo abierto) y 3,007.00 ton. tomate

cherry (invernadero) (SIAP, 2019).
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Figura 2. Toneladas producidas de los principales productos agricolas producidos en Yecapixtla,
Morelos. Fuente (SIAP, 2019).

2.5. Plagasy enfermedades en tomate

2.5.1. Insectos plaga

2.5.1.1. Polilla del tomate (Tuta absoluta Meyrick)

La polilla del tomate, palomilla del tomate, son nhombres comunes de la plaga

Tuta absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) (Lopez, 2003).

El dafio por este lepidoptero es producido en la etapa larval en la cual se

alimenta de brotes, flores y frutos, pero prefiere las hojas en formacion y los racimos

florales (Jiménez-Borjas, 2016).



2.5.1.2. Moscablanca (Trialeurodes vaporariorum Westwood, Bemisia

tabaci Gennadius y B. argentifolii Bellows y Perring)

A nivel mundial se reconocen varias especies de mosca blanca en cultivos
horticolas; sin embargo, hay dos especies de gran importancia econdmica en

invernaderos, T. vaporariorum y B. tabaci (FAO, 2013).

En estas especies los estados de ninfa y adulto se alimentan de la savia
causando dos tipos de dafio. El dafio directo corresponde al debilitamiento de la planta
(causando amarillamiento y marchitez de la planta) debido al habito alimenticio
chupador del insecto, que succiona los jugos celulares. El dafio indirecto se asocia a
reduccion del area fotosintética de la hoja debido el establecimiento y desarrollo de un
complejo de hongos denominado fumagina (Capnodium spp. y Cladosporium spp.),
que afecta la fotosintesis y los frutos. Sin embargo, el dafio indirecto mas importante
causado por las moscas blancas es su capacidad de trasmitir enfermedades virales a
las plantas (FAO, 2013).

2.5.1.3. Trips de las flores (Franklinella occidentalis Pergande)

Es un insecto que en muchos casos puede ser una plaga de suma importancia
en los cultivos de: pimiento, berenjena, pepino, calabaza, sandia, melén y tomate en

invernadero (Jiménes-Borjas, 2016)

Franklinella occidentalis o trips de las flores se ha vuelto en una de las especies
mas predominantes en los cultivos protegidos, se alimenta de cualquier planta que
produzca flores. El dafio indirecto es que actia como vector de virosis como el Virus
de la Marchitez Manchada del Tomate (TSWV) (Jiménez Borjas, 2016).
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25.1.4. Pulgén del tomate (Myzus persicae Sulzery Aphis gossypii
Glover)

Los estados que ocasionan dafios al cultivo son las ninfas y los adultos, que
presentan coloracion verde claro amarillentos y de color verde claro amarillentos
(pulgbn del duraznero) y color marrbn a negro (pulgon del algodonero)
respectivamente. Los dafios que ocasionan pueden ser directos e indirectos (FAO,
2013).

En los dafios indirectos es similar a las que produce la mosca blanca. El principal
dafio indirecto es que actian como vectores de virosis como el Virus del Mosaico de
las Cucurbitaceas (CMV) Yy el Virus de la Papa (PVY) (FAO, 2013).

2.5.1.5. Minador de la hoja (Liriomyza trifolii Burgees)

El minador americano (Liriomyza trifolii) es originario del norte de América; es
un insecto polifago, teniendo muchas plantas hospedantes, tales como crisantemo
(Chrysanthemum L.), gerbera (Gerbera L.), gypsophila (Gypsophila L.), apio (Apium
graveolens L.), pimiento (Capsicum annuum L.), chicharo (Pisum sativum L.), frijol
(Phaseolus vulgaris L.) y papa (Solanum tuberosum L.). En invernaderos, la mayoria
se encuentra en gerbera y crisantemo y hoy en dia el insecto estd ampliamente

distribuido en todo el mundo (Koppert Biological Systems, 2019).

El responsable del dafio es el estado larval, minando junto a las nervaduras
basales del limbo del foliolo. Las galerias son rectilineas y se localizan proximas a la

epidermis del envés de los foliolos (FAO, 2013).

2.5.2. Acaros plaga

2.5.2.1. Acaro de 2 manchas o Arafia roja (Tetranychus urticae C. L. Koch)
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El &caro de 2 manchas o arafia roja, T. urticae constituye una plaga de
importancia econdmica en diferentes especies de plantas ornamentales, hortalizas y
frutales a nivel mundial (Bolland et al., 1998), plagas limitantes en los cultivos de
tomate y de fresa (Fragaria L.), respectivamente, ocasionando pérdidas hasta del 80%
de la produccion, debido principalmente a su alto potencial reproductivo (Moraes y
Flechtmann, 2008).

2.5.2.2. Acaro del bronceado del tomate (Aculops lycopersici Massee)

Los acaros son extremamente pequefios en todos los estadios de su desarrollo
y son dificiles de observar. Son largos, suaves, segmentados y en forma de torpedo

(Koppert Biological Systems, 2019).

Los dafios que provocan los acaros se deben a que succionan el contenido de
las células vegetales. Las hojas afectadas se enrollan levemente y su envés adquiere
un brillo plateado (Koppert Biological Systems, 2019), las células al contacto con el
oxigeno del aire toman un aspecto parduzco “bronceado” antes de desecarse (FAO,
2013).

2.5.3. Virus

Los virus son nucleoproteinas demasiado pequefias como para ser observadas
en el microscopio éptico, sélo se propagan en el interior de células vivas y que tienen
la capacidad de producir una enfermedad. Todos los virus son parasitos de las células
y producen una multitud de enfermedades a todas las formas vivientes (AGRIOS,
2005).

Los virus causan enfermedades importantes de las plantas y son responsables
de grandes pérdidas en la produccién y calidad de los cultivos en todas partes del
mundo. Las plantas infectadas pueden mostrar una variedad de sintomas dependiendo

de la enfermedad, pero a menudo hay amarillamiento de la hoja (ya sea de toda la hoja
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0 en un patron de rayas o manchas), distorsién de la hoja (por ejemplo, rizado) y / u
otras distorsiones del crecimiento (por ejemplo, retraso del crecimiento de la hoja),

anormalidades en la formacion de flores o frutos (Adams, 2007).

2.5.3.1. Virus mosaico del tomate (ToMV)

Elvirus del mosaico del tomate pertenece al género Tobamovirus. Se encuentra
distribuido ampliamente por el mundo y causa dafio en cultivos de tomate, tanto como

en campo abierto como en agricultura protegida (Aguado et al., 2014).

Los sintomas se manifiestan en los foliolos en forma de mosaico (zonas
alternantes entre el verde claro y oscuro), ampollado y hojas enroscadas. En los frutos
se produce un pardeamiento difuso pudiéndose necrosar. La distribucion de la

enfermedad en el cultivo es al azar (FAO, 2013).

2.5.3.2. Virus del rizado amarillo del tomate o Virus de la cuchara[Tomato
Yellow Leaf Curl Virus (ToYLCV)]

El Virus de la cuchara pertenece al género Begomovirus, trasmitido por la
mosca blanca de la hoja plateada de la calabaza Bemisia argentifolii Bellows & Puring
(FAO, 2013; Guerrero etal., 2016). Una planta infectada con el virus (TYLCV) pudiera
mostrar los sintomas de 2 a 4 semanas después de haber sido infectada. Los sintomas
en plantas de tomate son mas severos cuando son atacadas en etapas tempranas.
Las plantas de tomate tienden ser achaparradas aparentando ser plantas arbustivas
debido a entrenudos cortos con hojas marcadamente pequefias de color amarillo entre
las venas, arrugadas y curvadas de las margenes hacia arriba de color amarillo

aparentando la forma de una cuchara (Guerrero et al., 2016).

2.5.3.3. Virus rugoso café del tomate [Tomato Brown Rugose Fruit Virus

(ToBRFV)]
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Es un virus del genero Tobamovirus, Virus Rugoso Café del Tomate que afecta
cualquier etapa del cultivo. La manifestacion del virus comienza principalmente en las
hojas jovenes, donde comienza la formacion de manchado o mosaicos de coloracion
amarilla, alternadas con areas muy verdes, que estan arrugadas, ademas de que la

yema apical y brotes nuevos presentan marchitamiento (Intagri, 2019).

2.5.4. Bacterias

25.4.1. Cancer bacteriano [Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis (Smith) Davis et al)].

El cancer bacteriano también conocido como “ojo de péjaro”, “"mancha ocular” y
“marchitez bacteriana® es causado por la bacteria C. michiganensis subsp.
michiganensis. En la actualidad se ha convertido en una de las enfermedades mas
devastadoras del cultivo de tomate en México y en el mundo, causando pérdidas de
hasta un 70% en la produccién si no es tratada adecuadamente, y en cultivos

protegidos las perdidas pueden ser totales (Intagri, 2016).

La bacteria es trasmitida por semilla infestada y porteriomente penetra a los
tejidos vasculares a travées de heridas, estomas, tricomas e hidatodos de la hoja
(Gleason et al., 1991)

Es una enfermedad que ataca el sistema vascular y al tejido parenquimatoso,
sus sintomas dependeran de distintos factores como: practicas culturales, nutricién del
cultivo, edad de la planta, asi como de las condiciones climaticas y el grado de

colonizacion de la bacteria (Intagri, 2016).

25.4.2. Mancha bacteriana (Xanthomonas spp.)
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La mancha bacteriana es causada por varias especies de bacterias del género
Xanthomonas: X. euvesicatoria (Jones et al), X. perforans (Jones et al) y X. gardneri
[(Suti®) Jones et al.]. El tomate y el pimiento son los principales hospedantes de ésta
bacteria. Algunas cepas solo son virulentas a pimiento, otras solo a tomate y otras a
los dos cultivos (Schult et al., 2011)

Los sintomas se manifiestan en tallos, hojas jovenes, pedunculos y sépalos
forales a través de manchas acuosas de coloracion parda oscura, angulosas y
generalmente sin halo amarillento o si lo tiene es muy discreto. En los frutos las
manchas son superficiales, lignificadas con apariencia de costra rodeada de amplios
halos oleosos verde oscuro cuando el fruto estd inmaduro y sin halo cuando madura
el fruto (FAO, 2013).

25.43. Pecabacteriana (Pseudomonas syringae Van Hall)

Es una enfermedad muy importante en el cultivo de tomate, pudiendo causar
graves pérdidas de rendimiento y calidad de los frutos. La sintomatologia se manifiesta
en las hojas a través de manchas acuosas, angulosas bien definidas de color verde a
castafio oscuro, rodeadas de un halo amarillento notorio. Las manchas en el limbo
pueden observarse solitarias o confluentes en estados mas avanzados, siendo mas

afectados los bordes y los apices de los foliolos (FAO, 2013).

2.5.4.4. Marchitamiento bacteriano o marchitez bacteriana (Ralstonia

solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.)

La marchitez bacteriana es causada por R. solanacearum, es una enfermedad
gue se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial y afectando a cientos de

especies de plantas pertenecientes por lo menos a 54 familias (Cellier y Prior, 2010).

Los sintomas se manifiestan a través de marchitamientos repentinos de la

planta sin amarillamiento aparente y se observa como las hojas penden del tallo que
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mantienen la coloracion verde. Si se realiza un corte longitudinal del tallo se observa

primero el oscurecimiento del xilema (FAO, 2013).

2.5.5. Nematodos

Los nematodos fitoparasitos constituyen uno de los principales factores
limitantes en la produccién de tomate. Estos organismos generan pérdidas que han
sido estimadas en 20% (Sasser, 1989). Los principales géneros de nematodos
asociados al cultivo del tomate son Meloidogyne spp. (Tzortzakakis, 2000),
Pratylenchus spp. (Blancard, 2011), Tylenchorhynchus spp. y Helicotylenchus spp.,
(Shurtleff y Averre lll, 2000).

255.1. Nematodos formadores de nddulos de laraiz: Meloidogyne spp.

Los nematodos formadores de nodulos de la raiz se encuentran en todo el
mundo, pero con mayor frecuencia y abundancia en regiones con clima calido y torrido
e inviernos cortos y moderados. Atacando a mas de 2 000 especiesde plantas, incluida
la mayoria de las plantas cultivadas (AGRIOS, 2005). Las especies del género
Meloidogyne son unas de las mas importantes a nivel mundial, presentando una

distribucion cosmopolita (Meza, 2017).

Los nematodos formadores de ndédulos de la raiz dafian a las plantas al debilitar
las puntas de la raiz y al inhibir su desarrollo o estimular una formacion radical
excesiva, pero principalmente al inducir la formacién de hinchamientos en las raices,
a las cuales privan de nutrientes. Las infecciones que sufren plantas adultas pueden
tener solo efectos ligeros sobre la producciéon o pueden disminuir en forma
considerable la produccion (AGRIOS, 2005).
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2.5.6. Oomycetes

25.6.1. Tizéntardio del tomate (Phytophthora infestans (Mont.) de Bary)

Phytophthora es un fitopatdgeno del suelo, propagado a través del agua,

causando serios problemas en las producciones de tomate, chile y pimiento, entre
otras hortalizas (Seminis, 2017).

Los sintomas pueden observarse como grandes manchas cafés en las hojas,
con una apariencia himeda y un tono verde palido alrededor de la mancha. Cuando la
humedad relativa es alta, crecen las lesiones en los tallos, provocando la muerte de la
planta; los peciolos se doblan y surgen en los frutos lesiones circulares de color café.
Cuando la infeccion ocurre en las bandejas de germinacion (o semilleros) aparecen
lesiones en las hojas y pueden morir las plantulas (Seminis, 2017).

2.5.6.2. Complejo de enfermedades de la semilla y la plantula o

ahogamiento (Pythium spp.)

Varias especies del genero Pythium pueden atacar a las plantas de tomate
durante sus primeras etapas de crecimiento, causando pudricién de la semilla,
damping-off previo a la emergencia o pudricion del tallo. El ataque puede causar
pérdidas de soporte y crecimiento desigual. Se producen pérdidas tanto en

plantaciones de invernadero como de campo (Jones et al., 1991).

2.5.7. Hongos
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2.5.7.1. Podredumbre gris [Botryotinia fuckeliana (De Bary) Whetrel.
Anamorfo: Botrytis cinerea Pers.)]

Causa graves pérdidas en mas de 200 especies de cultivos en todo el mundo.
En tejidos maduros o senescentes de hospedantes dicotiledoneos es mas destructivo
por lo general tiene entrada a estos tejidos en una etapa temprana, en el desarrollo del
cultivo permaneciendo inactivo durante un periodo considerable antes de que los
tejidos se pudran rapidamente cuando las condiciones ambientales son propiciasy la
fisiologia del hospedante cambia (Staats et al., 2007). La enfermedad causada por
dicho hongo, es una de las enfermedades mas severas, afecta a tallos, flores y frutos.
En la mayoria de los casos es uno de los principales fitopatdgenos que afectan a los

frutos en postcosecha (Williamson et al., 2007).

2.5.7.2. Tizontemprano (Alternaria solani (Cooke) Wint)

Tizon temprano se encuentra dentro de los principales fitopatdgenos que
afectan el tomate. La severidad de este patdogeno es capaz de disminuir los
rendimientos entre un 20-30% (Martinez et al., 2002).

Este fitopatdgeno afecta principalmente a las hojas, como también a tallos y
frutos. Se observan lesiones necroticas oscuras y anilladas. En los foliolos se aprecian
estas lesiones rodeadas de un halo clorotico. En ataques severos se puede producir

una defoliacion de la planta afectada (Soto, 2017).

2.5.7.3. Pudricion de la raiz (Rhizoctonia solani Kihn)

Las enfermedades causadas por Rhizoctonia ocurren en todo el mundo.
Causando pérdidas en casi todas las verduras y flores, varios cultivos de campo,
céspedes e incluso plantas ornamentales perennes, arbustos y arboles (AGRIOS,
2005).
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Los sintomas varian un poco en los diferentes cultivos, dependiendo la etapa
de crecimiento en la que la planta se infecta y con las condiciones ambientales
predominantes. Los sintomas mas comunes en la mayoria de las plantas son la

amortiguacion de las plantulas y la pudricion de la raiz (AGRIOS, 2005).

2.5.7.4. Cenicilla (Leveillula taurica (Lev.) Arnaud)

La enfermedad conocida como cenicilla es causada por el hongo fitopatdgeno
Leveillula taurica, la cual tiene mas de 700 hospedantes, en los cuales destaca

(Solanum lycopersicum L.) (Guigdn-Lopez y Gonzalez-Gonzalez, 2001)

2.5.8. Hongos causantes de marchitez vascular

Los marchitamientos vasculares son generalizados, muy destructivos,
espectaculares y aterradoras enfermedades de las plantas. Aparecen mas 0 menos
rapido como marchitamiento, pardeamiento, muerte de las hojas y brotes suculentos
de la planta, seguidas, de la muerte de toda la planta. Los marchitamientos ocurren
como resultado de la presencia y actividad de patégenos en los vasos del xilema de la
planta. En cuestion de semanas pueden morir plantas enteras, aunque en plantas
perennes, la muerte puede no ocurrir hasta en varios meses o afios después de la
infeccion. Mientras la planta infectada esta viva, los hongos causantes del
marchitamiento permanecen en los tejidos vasculares (xilema) y en algunas células
circundantes. Solo cuando la planta infectada muere por la enfermedad estos hongos
se mueven hacia otros tejidos y esporulan en o cerca de la superficie de la planta
(Agrios, 2005).

De los hongos causantes de marchitamientos vasculares en las plantas,
Fusarium es un hongo que habita en el suelo, mientras que Verticillium es, sobre todo,
un hongo que invade ese sustrato. Ambos patdégenos infectan a las plantas a través
de sus raices, en las que penetran directamente o a través de heridas. Muchos

nematodos parasitos que viven en el suelo, habitualmente incrementan la incidencia
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de los marchitamientos por Fusarium y Verticillium. Tan pronto como llega a la raiz de
la planta, el micelio del hongo se extiende hasta los vasos xilematicos, donde forma
microconidios (en el caso de Fusarium) o conidios (en el caso de Verticillium), y
subsecuentemente el micelio y las esporas del hongo ascienden en la planta a traves
de sus vasos xilematicos. (AGRIOS, 2005).

2.6. Fusarium spp.

Los hongos del género Fusarium son ampliamente conocidos alrededor del
mundo, y se han convertido en un problema serio ya que producen metabolitos toxicos
gue ponen en peligro la salud de los seres humanos y de los animales. Ademas,
incluye muchos fitopatdbgenos que ocasionan enfermedades caracterizadas por
marchitez, tizones, pudriciones en cultivos ornamentales y forestales en ecosistemas

agricolas y naturales (Ma et al., 2013).

El marchitamiento causado por Fusarium es una de las enfermedades mas
prevalentes y dafinas del tomate en donde se cultiva intensamente. La enfermedad es
mas destructiva en climas célidos y suelos calidos y arenosos de regiones templadas
(AGRIOS, 2005).

La enfermedad causa grandes pérdidas, especialmente en variedades
susceptibles y cuando las temperaturas del suelo y del aire son suficientemente altas
durante gran parte de la temporada. Las plantas infectadas se atrofian y pronto se
marchitan y finalmente mueren. Ocasionalmente, campos enteros de tomates mueren
o se dafian severamente antes de la cosecha (AGRIOS, 2005).

Fusarium causa marchitamiento vascular de vegetales y flores, plantas
ornamentales herbaceas perennes, cultivos de plantacion y el arbol de la mimosa
[arbol de la seda (Albizia julibrissin Durazz)]. La mayoria de los hongos causantes de
marchitamiento vascular pertenecen a la especie Fusarium oxysporum. Las diferentes
plantas hospedantes son atacadas por formas especiales o razas del hongo. El hongo

gue ataca al tomate se designa como F. oxysporum f. sp. lycopersici; cucurbitaceas,
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F. oxysporum f. sp. conglutinanos; platano, F. oxysporum f.sp. cubense; algodon, F.

oxysporum f. sp. vasinfectum; clavel, F. oxysporum f. sp. dianthii (Agrios, 2005).

2.6.1. Sintomatologia

Las especies de Fusarium causantes de marchitez vascular siguen un patrén
similar de infeccion; penetran por la raiz y colonizan el sistema vascular de las plantas
(Turlier et al., 1994).

Los exudados de las raices de las plantas desencadenan la germinacion de las
estructuras fangicas en reposo que se encuentran en el suelo, penetrando las puntas
de las raices de la planta hospedante, las heridas de la raiz primaria o las raices
secundarias. Luego, los hongos colonizan las células corticales y migran
intercelularmente hacia el parénquima vascular e invaden los vasos del xilema (Yadeta
y Thomma, 2013).

El hongo penetra en la planta por las raices, luego invade algunos vasos del
xilema, causando taponamiento en todo el sistema vascular. El primer sintoma es un
amarillamiento, mas adelante se observa la marchitez de las hojas por falta de

nutrientes y por ultimo, la defoliacién de la planta (Castellanos et al., 2011).

Cuando el hongo invade y deteriora el sistema vascular causa la marchitez y

por ultimo la muerte de la planta (Garcés-de-Granada et al., 2001).

Una o varias ramas pueden mostrar sintomas; en ocasiones, las hojas
presentan marchitez en los foliolos de un lado del peciolo, mientras que los del lado
opuesto se ven sanos. La marchitez del follaje es méas notable después de la floracién
y cuaje de frutos y durante los periodos mas calurosos del dia. Los sintomas son
exacerbados por temperaturas altas, alrededor de 28°C, por pH bajo del suelo y uso

de fertilizantes amoniacales (McGovern y Datnoff, 1992).
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2.7. Fusarium oxysporum

Dominio: Eucaria

Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Division: Ascomycota
Subdivisién: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Geénero: Fusarium (anamorfo)

Especie: F. oxysporum Schitdl (anamorfo)

Uno de los principales problemas que enfrenta el cultivo de tomate, el dafio por
enfermedades; entre ellas se encuentra el marchitamiento, causado por Fusarium

oxysporum Schtdl (Alvarez-Hernandez, 2012).

F. oxysporum produce clamidosporas, microconidios y macroconidios. Los
macroconidios se han relacionado con la diseminacion aérea, lo que sugiere una fase
policiclica, no comun en patdégenos habitantes del suelo (Katan et al., 1997).

El micelio sobrevive en residuos vegetales, como saprobio y en hospedantes
alternos. Las clamidosporas permiten al hongo sobrevivir por largo tiempo; se
producen a partir de la modificacion de hifas o células conidiales. La formacion de
clamidosporas esta relacionada con factores de estrés, como la ausencia del

hospedante, agotamiento de nutrientes y ambientes adversos (Smith, 2007).
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Las clamidosporas germinan en condiciones favorables, incluyendo Ila
presencia de exudados radicales; se ha demostrado que las clamidosporas resisten
temperaturas altas y sobreviven mas tiempo en el suelo que los conidios (McGovern,
2015).

2.8. Fusarium solani

Dominio: Eucaria
Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Nectria
Especie: N. haematococca Berk. & Br.
El anamorfo es F. solani (Martius) Appel y Wollenweber

F. solani, causa pudriciones de raices y tallos y pudriciones de semillas que se

acompafian de la produccion de micotoxinas (AGRIOS, 2005).

F. solani, se reproduce tanto sexual como asexualmente, mientras que F.
oxysporum se reproduce solo asexualmente. La reproduccion sexual, que conduce a
la formacién de un heterocarion, esta controlada por un conjunto de het loci (Agrios,
2005).
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2.9. Métodos de control de Fusarium spp.

2.9.1. Control por exclusion

Es considerado el paso mas importante para el control de Fusarium en el cual
se recomienda, no sembrar en suelo donde la enfermedad haya presentado una alta

incidencia y sembrar material vegetal libre de la enfermedad (Smith y Mesa, 2005).

2.9.2. Uso de variedades resistentes

El método mas practico y efectivo en campo para controlar los marchitamientos
vasculares causados por Fusarium ha sido el uso de variedades resistentes (Agios,
2005). Existen variedades resistentes como Elisa F1 tipo redondo, Brabante (213806)
tipo Asurcado (Marmande), HTL1206179 tipo Cocktail, Marnax HTL1205377 tipo
Corazdén de Buey, Sahel tipo Pera; sin embargo, la resistencia tiende a variar

dependiendo las cepas del fitopatogeno (Agrovademecum, 2019).

2.9.3. Monitoreo

Si la enfermedad es detectada a tiempo, serd mas facil controlar su
diseminacion. En base al monitoreo se hard la evaluacién y toma de decisiones,
cuando y en donde aplicar medidas de control, desde "ninguna accién hasta la

aplicacion del control quimico (Smith y Mesa, 2005).

2.9.4. Control cultural

Las préacticas culturales tales como elbarbecho profundo, la rotacién de cultivos,

el dejar el suelo sin cultivar o la inundacién de los terrenos de cultivo, han sido Utiles
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para disminuir las poblaciones del patégeno en el suelo, pero no lo eliminan totalmente
(AGRIOS, 2005).

2.9.5. Control fisico

El control fisico incluye todas aquellas barreras o tratamientos no quimicos que
reducen, previenen o eliminan la enfermedad, en las que destacan, solarizacion y
tratamientos con vapor siendo una excelente opciony es econdbmicamente viable sies

baja la incidencia de enfermedad (Smith y Mesa, 2005).

2.9.6. Control quimico

El control de los organismos fitopatdgenos del suelo es de los mas dificiles de
lograr; para ello se han desarrollado practicas culturales, control biolégico y control
quimico, siendo este Ultimo el mas utilizado por ser econdémico y eficaz, en

comparacién con otras medidas (Rubio et al., 2008).

Los marchitamientos vasculares estan entre las enfermedades de las plantas
mas dificiles de controlar. El hecho de que la infeccion de una planta por una espora
es suficiente para introducir al patdgeno en ella (en la que se desarrolla y propaga
internamente), hace que la prevencion de la infeccion y su posterior control con
fungicidas de contacto sea practicamente imposible. Asimismo, el hecho de que
Fusarium y Verticillium puedan sobrevivir como saprobios en el suelo casi por tiempo
indefinido, hace que su control mediante rotacion de cultivos y otras practicas de cultivo

sean impracticos o ineficaces (AGRIOS, 2005).

La fumigacion de los suelos ha tenido éxito en algunos casos, pero es costosa
y su efecto poco duradero haciéndola inadecuada. En los invernaderos, la
esterilizacion del suelo proporciona un control eficaz de ambas enfermedades
(AGRIOS, 2005).
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2.9.7. Control biolégico de Fusarium

A nivel mundial, las pérdidas econdmicas en los cultivos, debido al dafio
causado por fitopatdgenos, son considerables. De los métodos de control, el que ha
demostrado mayor eficiencia es el quimico, pero sus efectos secundarios han sido
cuestionados por su impacto ambiental, a la salud humana y la resistencia que
desarrollan los microorganismos, lo cual ha generado una creciente y justificada
preocupacion por la contaminacién, el deterioro ambiental y el desequilibrio de los

ecosistemas (Torres y Capote, 2004).

El control biolégico tiene potencial para el manejo de estas enfermedades. Una
variedad de microorganismos del suelo ha demostrado actividad en el control de varios
fitopatdgenos de suelo, incluidos los patégenos de marchitez por Fusarium. Se sabe
gue los suelos supresores de la marchitez por Fusarium se producen en muchas
regiones del mundo, y la supresion generalmente ha demostrado ser de origen
biolégico. Los antagonistas recuperados de suelos supresores de marchitez de
Fusarium, especialmente cepas de F. oxysporum no patdgena, se han utilizado para
reducir las enfermedades de marchitez de Fusarium de varios cultivos diferentes
(Alabouvette et al., 1993).

Cepas rizobacterianas de Pseudomonas, Burkholderia y Bacillus spp. También
se han utilizado para reducir la enfermedad causada por una variedad de patdogenos
transmitidos por el suelo (Weller, 1988), incluyendo Fusarium spp. (Hebbar et al.,
1992).

2.9.7.1. Trichoderma spp.

Trichoderma spp., se utiliza como agente de control bioldégico contra hongos
fitopatbgenos como Rhizoctonia spp., Botrytis cinerea y Fusarium spp., entre otros

(Zeilinger y Omann, 2007).
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Trichoderma es un hongo anaerdbico habitante del suelo, caracterizado por un
comportamiento saprobio o parasito. Entre las especies mas destacadas estan T.

harzianum, T. viride, T. koningii y T. hamatum (Intagri, 2016).

Antagonismo, antibiosis, inactivacion de las enzimas del patégeno vy
competencia por espacio o nutrientes son los mecanismos por los cuales las cepas de

T. harzianum son funcionales como control biolégico (Harman, 2000).

Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Subdivisién: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Hypocrea

Especie: H. lixii Pat.

El anamorfo es T. harzianum Rifai, (1969)
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M. MATERIALES Y METODOS

3.1. Colectade plantas enfermas

Se colectaron plantas de tomate con sintomatologia de fusariosis en 2 predios
localizados en el ejido Llano de Xalpa Municipio de Yacapixtla (Figura 3) se encuentra
en la region oriente del Estado de Morelos, el Municipio de Yecapixtla se ubica
geograficamente en los paralelos 18°53" de latitud norte y alos 98° 52" de latitud oeste
del meridiano de Greenwich, a una altura de 1,580 metros sobre el nivel del mar
(Google Maps, 2019).
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Figura 3. Ubicacién de los predios localizados en el gjido Llano de Xalpa, Municipio de Yecapixtla,

Morelos.

La primera colecta se llevé a cabo el dia 14 de enero del 2019 en la cual se
colectaron cuatro plantas y la segunda colecta se llevo a cabo el 29 de abril del 2019
en la cual se colectaron cuatro plantas con las siguientes sintomatologias:
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o Amarillamiento de las hojas

o Perdida de turgencia de las hojas

o Marchitamiento de la planta (Figura 4) (mejor apreciado en las horas de
calor)

o Desecacion de las hojas comenzando de abajo hacia arriba y muerte de

la planta (Figura 5)

Figura 4. Inicio de los sintomas de fusariosis.
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Figura 5. Muerte de la planta por fusariosis.

Cada planta colectada se colocé en una bolsa de plastico, posteriormente
fueron colocadas en una hielera para transporte y analisis en el laboratorio de
parasitologia de la UAAAN-UL.

3.2. Analisis de plantas enfermas

Las plantas fueron procesadas (Figura 6) y analizadas en el laboratorio de
parasitologia ubicado en las instalaciones de la Universidad Autbnoma Agraria Antonio
Narro Unidad Laguna. Periférico y carretera Santa Fe s/n. Torreon Coahuila.
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Figura 6. Procesamiento de las muestras en laboratorio.

Cada planta fue cortada en partes especificas como: Raiz, Corona y Tallo. A
cada parte, se le realizo cuatro lavados en recipientes, de los cuales el primero de ellos
contenia cloro al 10%, el segundo contenia alcohol al 70% y los dos restantes
contenian agua destilada, cada parte vegetativa se sumergié por un tiempo de 5 min

en cada recipiente.

Una vez ya desinfestadas las partes vegetativas fueron colocadas en cajas
himedas (cajas Petri en las que se coloco sanitas himedas) y se sellaron con plastico
auto-adherible, posterior a 72 hr se observaron a microscopio estereoscopico (Carl
Zeiss Mod. 2004014686) para detectar micelio (Figura 7). Mismo que se inoculo con
aguja de diseccion en cajas petri con medio PDA (agar papa-dextrosa) (SIGMA-
ALDRICH) con ampicilina. Las cajas se colocaron a temperatura ambiente y fueron

observadas cada 24 hr posterior a la inoculacion.



Figura 7. Deteccién de micelio con microscopio estereoscopico.
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Figura 8. Micelio generado a partir del crecimiento en cajas himedas, mismo que se encuentra

colonizando una raiz de las plantas tomate.

3.3. Aislamiento de los hongos

Se prepararon 2 tipos de medio de cultivo PDA, como indica el fabricante, y CLA
(Carnation Leaf-piece Agar), el cual se prepar6 con 10 gr de hoja de clavel cortada en
fragmentos, 39 gr de Agar (MCD LAB) en un litro de agua destilada y se esterilizd por
medio de autoclave (All American), en un ciclo de esterilizado.

Posterior a las 24 hr, las cajas de PDA con crecimiento de micelio fueron
observadas en microscopio estereoscopico. El micelio se re-inoculo en cajas Petri con
medio CLA para el crecimiento y formacion de estructuras del genero Fusarium,
posteriormente fueron colocadas a temperatura ambiente y en oscuridad por 7 dias.
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Se cortaron fragmentos de medio con micelio, los cuales se tifieron con las
tinciones de Rojo Congo y Azul de algodon. Mismas que se observadas en microscopio
compuesto (IVYMEN Mod. 1032086), con aumento de 40X, y se procedid a buscar
estructuras de reproduccion (micelio, microconidios, macroconidios y clamidosporas)

en microscopio compuesto a partir del micelio del hongo.

3.4. Extraccion de ADN

Se corté un cubo de 1 cm® de PDA con micelio de cada cepa aisladay se colocé
en medio PDB (SIGMA-ALDRICH) durante 168 h a 180 rpm para el crecimiento del
micelio; posteriormente, se pasoé el contenido por papel filtro estéril para obtener el
micelio. EI micelio obtenido se coloc6 en a — 20°C por un periodo de 24 h, transcurrido
el lapso de tiempo se procedié a macerar en tubo Eppendorf de 2 mL y se afiadio 1
mL de buffer CTAB, y se agito con vortex durante 30 seg. Posteriormente los tubos se
congelaron a — 20°C por 10 min y luego se incubaron a 65°C a bafio Maria por 20 min.
Se dejaron enfriar a temperatura ambiente por 1 miny se centrifugaron a 20,871 g. Se
recuperd el sobrenadante y se vertid6 en tubo Eppendorf, adicionando 500 pL de
fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), agitando por 10 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugaron 5 minutos a 20,817 g. Se colecto la fase acuosa y se
le agregd un volumen de etanol absoluto frio (-20°C). Se mezcl6 con vortex por 5
segundos y después se coloco en incubacion a -20°C durante 1 h. Se centrifugé 10
min a 20,817 gy se decantd el sobrenadante. La pastilla se lavdé con 500 pL de etanol
al 70% y se centrifugd a 20,871 g por 1 min y se realizd el lavado 2 veces.
Posteriormente se decanto el etanol y la pastilla de ADN se dejé secar 30 min en
campana de flujo laminar; al final se resuspendié en 20 pL de agua destilada ultrapura.
La pureza del ADN se determind por espectrofotometria a 260nm/280nm vy la
integridad se determind mediante electroforesis en gel de agarosa (Sambrook vy
Russell, 2001).
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3.5. Amplificacién por PCR de fragmentos de ITS

A partir del ADN gendémico de cepa se procediéo a amplificar la region ITS
(Internal Transcribed Spacer) por medio de la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles) para identificacion taxonémica. Las
reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador ATC401 (CLP, Tools for
Molecular Biology). Para amplificar la region del espaciador transcrito interno (ITS, por
sus siglas en inglés “Internal Transcribed Spacer”) del ARN ribosomal que incluye las
regiones ITS1, 5.8S e ITS2 de aproximadamente 560 pb, se utilizaron los cebadores
ITS4 e ITS5 (White et al., 1990). Para las reacciones PCR se utilizd 1 pyL de la
suspension de ADN (20 ng), 0.1 uM de cada cebador, 1 U de Tag ADN polimerasa
recombinante (Sigma), 200 uM de cada dNTP, 1X de Buffer de enzima y 1.5 mM
MgClI2; la reaccion se llevo a cabo en 25uL. Las condiciones de la reaccién de PCR
fueron: una etapa de precalentamiento de 2 minutos a 94 °C, y 35 ciclos de:
desnaturalizacion 1 minuto a 94 °C, alineacion 1 minuto a 58 °C, seguido de una
extension a 72 °C por 1:30 minutos y por dltimo una extension final de 10 minutos a 72
°C.

Los amplicones fueron purificados del gel, utilizando el kit de extraccién por
columna de genomica extraccion de ADN de la marca ThermoFisher, ajustados a
25ng/ul y enviados para secuenciacion ala empresa EatonSystems (San Diego, EUA).
Las secuencias fueron editadas mediante el programa UGENE (Okonechnikov et al.,
2012).

3.6. Evaluacién de crecimiento de micelio e inhibicion

Una vez obtenidas las cepas de Fusarium solaniy Trichoderma harzianum se
procedio a sembrarlas por triplicado en (CLA) cada uno por separado en una caja Petri,
para medir el diametro de crecimiento a partir del punto del inoculo inicial, y en otras

cajas puestas en competencia F. solani vs T. harzianum.
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Posterior ala siembra se realizaron mediciones del micelio cada 24 hr en ambas

pruebas para obtener el promedio de crecimiento del micelio (Bell etal., 1982).

F. solani T. harzianum




36

V. RESULTADOS Y DISCUSION

De las plantas de tomate colectadas fueron aisladas cepas fungicas en medio
de cultivo (CLA), parala observacion de estructuras del genero Fusarium. De las cepas
aisladas correspondieron a los géneros Fusarium spp. (Figura 9, 10, 11 y 12),
Alternaria sp. (Figura 13) y Rhizoctonia sp. (Figura 14). La identificacion de estructuras
de Fusarium fue con base al “the Fusarium Laboratory Manual’ (Leslie y Summerell,
2008), sin embargo, las estructuras de las especies F. oxysporum y F. solani son

semejantes, por lo que se hace necesario realizar una identificaciéon molecular.

Figura 9. Presencia de clamidospora (observada a 40X).



Figura 11. Microconidios en el espodoroquio (observado a 40X).
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Figura 12. Macroconidios en el espodoroquio (observado a 40X).

Figura 13. Conidios de Alternaria sp. (observados a 40X).
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Figura 14. Micelio de Rhizoctonia sp. (observado a 40X).

Una vez obtenidas las cepas de Fusarium spp. (Figura 15) fueron mandadas al
Centro de Investigaciéon Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja

California (CICESE) para su identificacion molecular.

Figura 15. Cepas de Fusarium crecidas en PDA para su observacién macroscopica.
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A partir de las secuencias de ADN se determiné la calidad de las mismas a

través del electroferograma de las muestras enviadas a secuenciar (Figura 16).
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Figura 16. Electroferograma de la secuencia de una cepa de Fusarium spp.

Posteriormente se realiz6 la identificacion con el uso de la herramienta
bioinformatica BLASTNn, todas las secuencias analizadas arrojaron porcentaje de
identidad de entre el 78.8 y 96.7 % de identidad con Fusarium solani (Figura 17),
indicando a esta especie como el agente causal de marchitamiento vascular de tomate
en el Municipio de Yecapixtla, Morelos. En el Estado de Morelos se ha reportado la

presencia de F. oxysporum f.sp lycopersici raza 2y 3 y F. solani (Ortega, 2010).
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Fusarium cf. solani CBS 2012 strain CBS 115659 internal iranscribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal trans 867 867 99% 0.0 96.56% JX435206.1

Fusarium striatum strain NiD13JXT312 188 ribosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene ; 865 865 99% 0.0 96.56% KC202944 1
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Figura 17. Resultado del andlisis de secuencia en BLASTn.
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41. Crecimiento del micelio

El crecimiento micelial de las cepas F. solani fue medido cada 24 hr por 5 dias
(Figura 18 y 19), ya que T. harzianum en 5 dias logro colonizar la caja Petri en su
totalidad (Figura 20).

Figura 18. Crecimiento de micelio de F. solani en medio de cultivo CLA a partir del punto de

inoculacién.

Figura 19. Crecimiento de micelio de F. solani en medio de cultivo CLA a partir del punto de

inoculacion.
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Figura 20. Crecimiento de micelio de T. harzianum en medio de cultivo CLA a partir del punto de
inoculacion.

El crecimiento micelial promedio de las cepas de F. solani(Fs 1, Fs 2, Fs 3, Fs
4y Fs5)yT. harzianum (Th 1) fue 0.507 cmy 1.573 cm por dia respectivamente
(Figura 21).
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Figura 21.Crecimiento micelial promedio por dia en (cm).
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4.2. Evaluacion del antagonismo de la cepade Trichoderma harzianum

La evaluacion del antagonismo de la cepade T. harzianum (Th 1) ante las cepas
F.solani(Fs1, Fs 2, Fs3,Fs 4y Fs5) fue medido cada 24 hr hasta que se intersectaron

los hongos (Figura 22y 23).

Figura 23. Ensayos de antagonismo entre F. solani y T. harzianum.



44

El crecimiento micelial promedio en las evaluaciones de antagonismo de la cepa
T. harzianum (Th 1) sobre las cepas de F. solani (Fs 1, Fs 2, Fs 3, Fs 4 y Fs 5) 1.3451

cm y 0.5506 cm respectivamente (Figura 24).
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Figura 24. Crecimiento micelial promedio por dia, por competencia entre F. solani (Fs 1, Fs 2, Fs 3, Fs
4y Fs 5)y T. harzianum (Thl).

Las zonas de interseccion fueron analizadas bajo microscopio éptico con
objetivo de 40X, para observar si existian dafios por Trichoderma (destruccion de
células, enrollamientos, falta de micelio). Sin embargo, las observaciones analizadas

no se detecto ningun indicativo de antagonismo por parte de T. harzianum.

T. harzianum present6 un radio de crecimiento superior al de las cepas del
fitopatdbgeno F. solani de acuerdo con los resultados consignados por (Meza et al.,
2008). El efecto antagonista del genero Trichoderma es muy variado entre las
especies, inclusive entre cepas, Repalle y Krishna (2015) mencionan que T. Viridae
tiene un mayor porcentaje de inhibicién frente a Fusarium a comparacién de T.

harzianum.
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V. CONCLUSION

Se rechaza la hipotesis, de que Fusarium oxysporum es el agente causal del
marchitamiento vascular de las plantas de tomate en el ejido Llano de Xalpa, Municipio

de Yecapixtla, Morelos. Se identifico como agente causal al hongo Fusarium solani.

Se rechaza la hipotesis, de que Trichoderma harzianum tendria un efecto

positivo como antagonista sobre las cepas de Fusarium spp. in vitro.

En base a los resultados obtenidos del efecto de T. harzianum sobre cepas de
F. solani aisladas de plantas de tomate en el Municipio de Yacapixtla, Morelos, T.

harzianum tienen un mayor crecimiento del micelio a comparacion de F. solani.

A partir de los resultados de las pruebas de antagonismo in vitro, se determiné
que la cepa utilizada de T. harzianum no tuvo efecto sobre las cepas de F. solani

aisladas de plantas de tomate en el Municipio de Yacapixtla, Morelos.

Es posible que Rhizoctonia sp. y Alternaria sp. estén asociados a la enfermedad

del marchitamiento vascular. Sin embargo, es necesario realizar mas investigaciones.
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