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RESUMEN

El jitomate es una de las hortalizas mas consumidas a nivel mundial, México destaca
como principal exportador; sin embargo, durante el proceso de produccion, el jitomate es
susceptible a un sin numero de agentes causales de enfermedades debido a su reducida
diversidad genética (Adhikari et al., 2017). Se estima que el 70% al 80% de estas
enfermedades son causadas por hongos fitopatogenos (Nowinski et al., 2024), entre ellos el
género Alternaria es uno de los patdgenos que afecta al cultivo desde etapas tempranas hasta
la cosecha, con pérdidas potenciales de rendimiento de 50% a 80% (Rodrigues y Furlong,
2022). El objetivo del presente estudio fue identificar el agente causal de la pérdida de
rendimiento en lineas avanzadas de jitomate tipo "Saladette", mediante secuenciacion del
espacio transcrito interno (ITS) del rDNA y el gen alergénico mayor alt a 1. Se plantea la
hipdtesis de que el patdogeno pertenece a una especie del género Alternaria. Para ello, se
realizo el aislamiento del hongo a partir de tizones foliares, las que se purificaron para la
obtencion de cultivos monoconidiales, seguido de la extraccion de ADN, PCR y andlisis
filogenéticos. Los resultados revelaron que Alternaria lycopersici es el agente causal de la
pérdida de rendimiento en el jitomate. Este hallazgo es relevante para la seleccion e
incorporacion de genotipos con resistencia parcial o total al Programa de Mejoramiento
Genético de Jitomate del Colegio de Postgraduados y de otros programas nacionales de otras

instituciones.

Palabras clave: Solanum lycopersicum, Alternaria lycopersici, fitopatia, fisiopatia.
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I. INTRODUCCION

El jitomate (Solanum lycopersicum L.) es la segunda hortaliza de mayor consumo
después de la papa. En 2022 se reportd una produccion mundial de jitomate de 38.4 millones
de toneladas en una superficie de 4,917,735 hectareas (FAOSTAT, 2022). A nivel mundial
México es el mayor exportador de jitomate fresco y refrigerado. En 2023 se obtuvo una
produccion de 3.64 millones de toneladas (SIAP, 2023), siendo Estados Unidos de América
el principal destino comercial de estas exportaciones (DATA MEXICO, 2024).

El jitomate comercial es afectado por multiples fitopatdgenos que causan diversas
enfermedades debido a su reducida diversidad genética (Adhikari et al., 2017). Se estima que
el 70% al 80% de estas enfermedades son causadas por hongos (Nowinski et al., 2024),
Alternaria es uno de los géneros que afecta al cultivo de jitomate desde etapas tempranas
hasta la cosecha, con pérdidas potenciales de rendimiento de 50% a 80% (Rodrigues y
Furlong, 2022). Por lo tanto, es deseable tener genotipos con resistencia parcial o total a las
especies mas comunes de Alternaria. En la actualidad los programas de mejoramiento
genético estan enfocados en desarrollar no solo materiales con alto potencial de rendimiento,
sino también en incorporar esta resistencia a patdgenos que pueden causar pérdidas
significativas o totales en los cultivos (Duan et al., 2024).

Una manera eficaz de seleccionar materiales susceptibles y resistentes a Alternaria es
identificar el agente causal a través de la secuenciacion de la region del espacio transcrito
interno (ITS) del rDNA, que junto con el gen alt a 1 permite identificar las especies de
Alternaria de forma precisa (Hong et al. 2005), con el fin de seleccionar donantes con
resistencia parcial o total a especies de Alternaria que afectan especificamente a Solanum

lycopersicum L.



II. JUSTIFICACION

Durante el ciclo primavera-verano 2020, en el Colegio de Postgraduados
Campus Montecillo, se evalud el nivel de severidad foliar con sintomatologia
comparable a Stemphylium y a Alternaria en condiciones de infeccion natural, sobre
variables de rendimiento de 90 genotipos de tomate, que incluian 89 lineas avanzadas
S4 y el hibrido comercial ‘El Cid’ como testigo. Se observa una correlacion entre la
severidad foliar de la planta a la enfermedad y el peso promedio del fruto (r = 0.13%%*)
y el peso total de frutos por planta (r = 0.15***). Estos resultados indican que al
aumentar la calificacion en la escala de severidad foliar, es decir al tener una
calificacion cercana a 9 o 10, el genotipo muestra un menor grado de sintomas de la
enfermedad en el é4rea foliar, permitiendo al fruto desarrollar el tamafio y peso
caracteristico de cada linea avanzada. Sin embargo, es importante hacer una correcta
identificacion del patdgeno que causa la pérdida de rendimiento en los genotipos
evaluados, para seleccionar materiales con resistencia total a la enfermedad e
incorporarlo a programas de mejoramiento genético de jitomate (Castafieda-Villa,

2021).



III.  OBJETIVO

Identificar al patogeno responsable de la pérdida del rendimiento total de lineas
avanzadas de jitomate tipo Saladette.

IV. HIPOTESIS

Ho: El patogeno causante de enfermedad en las lineas avanzadas de jitomate tipo

“Saladette”, pertenece al género Alternaria.

Hi: El patogeno causante de enfermedad en las lineas avanzadas de jitomate tipo

“Saladette”, no pertenece al género Alternaria.



V. REVISION DE LITERATURA

5.1 Origen y domesticacion del jitomate

El origen del jitomate se remonta a América del Sur, abarcando paises como Pert,
Ecuador, Chile y las Islas Galapagos, extendiéndose posteriormente hacia América Central,
en época precolombina se dispersé a México donde es domesticado (Gebhardt, 2016).

La domesticacion de plantas implica la seleccion y cultivo de individuos con rasgos
deseables, seguido de mejoramiento genético de la poblaciéon mediante seleccion individual.
Este proceso, complejo, suele afectar y reducir la diversidad genética. Es crucial comprender
las trayectorias evolutivas completas en el proceso de domesticacion (Razifard ef al., 2020).

Se considera que la region del Golfo de México, especialmente en los estados de
Veracruz y Puebla, es el centro de su domesticacion. Durante su dispersion hacia México, el
jitomate experimentd adaptaciones a nuevas condiciones climaticas, tanto similares a su lugar
de origen como distintas, lo que implic6 cambios en sus requerimientos fisioldgicos y
caracteristicas morfoldgicas para adecuarse a los diferentes entornos (Délices et al., 2022).

5.2  Importancia del cultivo de jitomate en el mundo

El jitomate es la segunda hortaliza de mayor consumo después de la papa, debido a
sus diferentes formas de consumo y por ser fuente de antioxidantes, vitaminas y minerales
(Wang et al., 2022). En 2022 se reportd una produccion mundial de jitomate de 38.4 millones

de toneladas en una superficie de 4,917,735 hectareas (FAOSTAT, 2022).



5.3  Produccion de jitomate en México

Los paises con mayor importacion de jitomate en el mundo son Estados Unidos de
América (con US$3,041M), Alemania (US$1,461M) y Francia (US$934M). A nivel mundial
México es el mayor exportador de jitomate fresco y refrigerado, en 2023 se obtuvo una
produccion de 3.64 millones de toneladas (SIAP, 2023). La Secretaria de Economia reporto
2. 787 millones de dolares de ingreso por exportaciones del pais. Estados Unidos de América
es el principal destino comercial de estas exportaciones (DATA MEXICO, 2024).

5.4 Impacto de patégenos en plantas

Las plantas estdn expuestas a cambios ambientales, que favorecen la llegada de
patdgenos oportunistas, que inhiben el desarrollo normal de la misma (Ait-EI-Mokhtar et al.,
2019), incluso son capaces de reducir la calidad de los frutos y granos e introducirse en zonas
donde no proliferan y causar enfermedades por ingesta en humanos y animales. El
rendimiento potencial en cultivos de importancia econdmica por su forma de uso y consumo,
es frecuentemente afectado por enfermedades de las plantas, poniendo en riesgo la seguridad
alimentaria de la poblacion (Wang et al., 2024), por lo que es deseable tener plantas
resistentes a ciertas enfermedades causadas en su mayoria por patdogenos en el ambiente. Los
programas de mejoramiento genético se enfocan en desarrollar materiales con alto potencial
de rendimiento y en inducir resistencia a patdgenos que pueden causar pérdidas significativas

o totales en los cultivos (Duan et al., 2024).



5.5  Efecto de los hongos fitopatogenos en el jitomate

Las pérdidas totales de plantas cultivadas en el mundo debido a diversas
enfermedades alcanzan un 10% a 15% al afio (Nowinski ef al., 2024). El jitomate comercial
es propenso a desarrollar multiples enfermedades con sintomas visibles como:
marchitamiento, necrosis, presencia de moho, pustulas, podredumbre, hipertrofia,
hiperplasia, decoloracion, deformacion, pérdida parcial o total del tejido (Nazarov et al.,
2020), provocado por bacterias, hongos y virus, durante el ciclo, debido a su reducida
diversidad genética (Adhikari ef al., 2017). De acuerdo con Miller y Tanksley (1990), el
jitomate cultivado posee 4.48% de la variacion existente en sus 12 parientes silvestres. Se
estima que el 70% al 80% de las enfermedades que atacan al jitomate son causadas por
hongos fitopatdgenos (Nowinski ef al., 2024). Para evitar la pérdida parcial o total del cultivo,
con frecuencia se emplean de fungicidas. No obstante, el uso continuo de estos productos
puede resultar en un control insuficiente o ineficaz de las enfermedades debido al desarrollo
de resistencia, ya sea parcial o total, por parte de los patdgenos hacia los ingredientes activos
de los fungicidas. La resistencia se genera debido a la presion de seleccion ejercida sobre los
patdgenos por el uso repetitivo de agroquimicos cotidianos, lo que puede llevar a la aparicion
de nuevas variantes de hongos de importancia econdmica, como Fusarium y Alternaria

(Nowinski et al., 2024).



5.6  Interaccion de Alternaria y jitomate

Alternaria fue descrito por Ness en 1817 como Alternaria alternata, es un hongo
filamentoso, cosmopolita, de coloracién obscura, vive principalmente como saprofito en
suelo y tejido vegetal; sin embargo, tiene la capacidad de vivir como endéfito, dentro de su
hospedante sin manifestar sintomas de la enfermedad (Schmey et al., 2024). Pertenece al filo
Ascomycota y al grupo dematiaceos (SENASICA, 2021), de acuerdo a mycobank (2024), el
género Alternaria comprende al menos 693 especies. La interaccion de Alternaria en jitomate
es motivo de investigacion en los programas de mejoramiento genético publico y privado,
derivado de las pérdidas que va de 50 a 80% en la produccion de este cultivo (Rodrigues y
Furlong, 2022).

La patogenicidad de Alternaria en el jitomate se manifiesta a través de diversos
sintomas de la enfermedad en tejido verde. Estos sintomas comienzan como pequefias
lesiones circulares de color marron y progresan rapidamente a lesiones de color marrén
oscuro a negro, que comunmente desarrollan anillos concéntricos y tizones foliares (Schmey
etal.,2024).

Factores ambientales, como la temperatura y la humedad, también influyen en la
dindmica de la interaccion entre Alternaria y el jitomate, afectando la severidad de la

enfermedad y la propagacion del hongo en el cultivo (Pavon ef al., 2015).



5.7  Identificacion de Alternaria a través de técnicas moleculares

Los primeros estudios sobre la identificacion y clasificacion de Alternaria por la
comunidad cientifica se centraban en rasgos morfoldgicos, como la forma de los conidios.
Sin embargo, esta metodologia conducia a diagnésticos errdéneos de la especie del género
Alternaria presente en el cultivo (Schmey et al., 2024).

Con el tiempo, la deteccion precisa de Alternaria ha sido notablemente mejorada
gracias al avance de diversas técnicas:

En 1983, la introduccion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
automatizada, permitio la amplificacion de secuencias especificas de ADN para una
deteccion mas precisa de Alternaria. Posteriormente, en 1989, surgi6 el Polimorfismo de
Longitud de Fragmento de Restriccion (RFLP), el cual analizaba patrones de fragmentos de
ADN para distinguir entre diferentes especies (Schmey ef al., 2024).

A finales de los afios 80, la Hibridacion Fluorescente in situ (FISH) desarrollada por
DeLong et a., (1989), posibilitd la visualizacion directa de Alternaria en muestras mediante
sondas marcadas con fluorescencia. Durante los afios 90, la PCR en Tiempo Real (qPCR)
introducida por Higuchi et al., (1992),ofrecié mayor sensibilidad y especificidad al permitir
la cuantificacion de ADN en tiempo real.

En el afio 2000, se implementé el ADN Polimoérfico Amplificado Aleatorio (RAPD),
proporcionando una resolucion gendmica general para identificar variaciones entre cepas.
Cuatro afios después, en 2004, los Microsatélites Amplificados al Azar (RAMS) generaron

perfiles genéticos especificos de Alternaria mediante secuencias repetitivas cortas.



En 2009, la técnica de Regiones Genomicas Amplificadas Caracterizadas por
Secuencia (SCAR) ofrecié marcadores mas especificos y reproducibles para la identificacion
de la especie. Dos afios después, en 2011, el Polimorfismo de Longitud de Fragmento
Amplificado (AFLP) permitié una alta resolucion en la identificacion de diferencias
genéticas (Schmey et al., 2024).

En 2012, se introdujo la Hibridacion Sustractiva Selectiva para la deteccion de
diferencias genéticas especificas entre muestras de ADN.

Hoy en dia, existen técnicas poderosas como:

e LAMP (Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle), ideal para la deteccion en
campo debido a su simplicidad y rapidez.

e Microarrays de ADN, que permiten la deteccion simultdnea de multiples secuencias
de ADN, siendo tutiles para identificar varias especies de Alternaria.

e Secuenciacion de la region del espacio transcrito interno (ITS), que junto con el gen
alergénico mayor alt a 1, identifica y caracteriza especies de Alternaria en diferentes

tipos de muestras (Hong et al. 2005).



VI.  MATERIALES Y METODOS
6.1 Aislamiento del agente causal
En abril de 2023 se sembraron tres lineas seleccionadas como susceptibles al
patogeno (calificaciones de 1 y 2, Figura 1) causante de tizon foliar, del Programa de
Conservacion y Mejoramiento de los Recursos Genéticos del Jitomate del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo. Para identificar el agente causal se colectaron hojas
sintomaticas procedentes de las lineas cultivadas en invernadero. Se procedid a seleccionar
0.5 cm? aproximadamente de tejido foliar correspondiente a la zona de avance del sintoma,
las que se desinfestaron con una solucion de hipoclorito de sodio al 1 % (v/v); se enjuagaron
tres veces con agua destilada estéril y se retir6 el exceso de humedad.
Posteriormente, se procedio a colocar las porciones de tejido desinfestadas sobre cajas
Petri con medio papa, dextrosa, agar (PDA); después de 72 horas se observo crecimiento de
micelio, el que se transfirid a nuevas cajas hasta la produccion de conidios. Después de 8
dias, se realizaron diluciones seriadas de 10! a 10 para la obtencién de cultivos

monoconidiales.
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6.2  Extraccion de DNA y PCR

La extraccion de DNA se realiz6 a partir de cultivos monoconidiales de 7 dias de
crecimiento, con el método de cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) al 2 % (Doyle y
Doyle, 1990) con la adicidon de acetato de sodio 3M. La calidad del DNA se determin6 por
espectrofotometria en un Nanodrop 2000 UV-Vis (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA);
se considero el DNA de buena calidad cuando las relaciones de absorbancia 260/280 y
260/230 se encontraron entre 1.8 y 2.2.

La PCR se realizo con los iniciadores ITS-5 (forward; 5-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e ITS-4 (reverse; 5-TCCTCCGCTTA
TTGATATGC -3") (White ef al., 1990) que amplifican un fragmento de 550 pares de bases
aproximadamente de la region del espacio transcrito interno (ITS) del rDNA y el gen
alergénico mayor (alt a I) (forward; ATGCADTTCACCACCATCGC) (reverse;
ACGAGGGTGAYGTAGGCGTC) (Hong et al. 2005). La mezcla de reaccion de PCR se
prepar6 en un volumen final de 15 pL: 7.86 pL de agua HPLC, 3 pL de 5% PCR buffer, 0.6
pL de dNTPs (20 uM de cada uno), 0.18 pL de cada iniciador (10 uM), 3 uL. de DNA
genomico (60 ng) y 0.18 pL (2 U) de GoTaq DNA polimerasa (Promega, Madison, WI,
USA). La reaccién de PCR se llevo a cabo en un termociclador C1000 Touch ((Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) y consistié de un ciclo de desnaturalizacién inicial a 95 °C por 5 min,
seguido de 30 ciclos de 95 °C por 1 min, 58 °C por 1 min y 72 °C por 2 min, finalmente un

ciclo de extension a 72 °C por 10 min.
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Para verificar la amplificacion de los fragmentos de DNA, se tomd 3 uL del producto
de PCR y se mezclo con 1 uLL de GelRed (Biotium, Fremont, CA, USA), los que se cargaron
en un gel de agarosa Seakem al 2 % (Lonza, Rockland, ME, USA) y se corrieron en un
sistema de electroforesis horizontal (Bio-Rad, USA) a 80 V durante 1.5 h. Los amplicones
se visualizaron en un transiluminador Infinity-3026 WL/LC/26MX (Vilver Lourmat,
Collégien, France). Los productos de PCR amplificados se limpiaron con el método
enzimatico ExoSAP-IT (Affymetrix, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Posteriormente, se secuenciaron las dos hebras del DNA (forward y reverse) en la compaiiia

Psomagen (New York, NY, USA).
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6.3  Identificacion molecular

Las hebras resultantes se ensamblaron usando el programa bioinformatico BioEdit
v7.2.5 (Hall, 1999), las que se compararon con la opcién Basic Local Alignment Search
Tools Nucleotide (BLASTn) del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Altschul ef al., 1990) para determinar las secuencias mas cercanas.

Las secuencias de la region ITS y alt a 1 se concatenaron con el programa Mesquite
y el modelo de sustitucion nucleotidica se determin6 con el programa jModelTest (Darriba
etal., 2012).

La reconstruccion filogenética se realizéd utilizando los métodos probabilisticos de
inferencia bayesiana (IB) y méxima verosimilitud (MV) que considera criterios de
optimizacion con caracteres discretos. Para IB se utilizd el programa MrBayes v.3.2.1
(Huelsenbeck y Ronquist 2001; Ronquist ef al., 2012) implementado con cuatro cadenas
intercambiables, una cadena fria y tres calientes. El andlisis se detuvo cuando las
desviaciones estandar de los ‘splits’ alcanzaron un valor menor a 0.01, el muestreo de los
arboles se realizo cada 1,000 generaciones. Del total de arboles generados se descarto el 25
% de ellos con la opcion ‘burn in-phase’, con los arboles restantes se calcul6 la probabilidad
posterior (PP). El arbol se visualizd y edit6 con el programa FigTree v1.4.4 (http://tree.bio.
ed.ac.uk/software/figtree/).

El arbol filogenético de MV se construyd con raxmlGUI 2.0 (Edler ef al., 2020), en
el que se calculd el soporte de cada uno de los nodos con un analisis de bootstrapping rapido
con 1,000 iteraciones utilizando los pardmetros establecidos por el programa (modelo general
reversible en el tiempo con una distribucidon gamma GTR + G). El arbol resultante se

visualiz6 con el programa MEGA 7 (Kumar et al., 2016).
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Cuadro 1. Especies de Alternaria y naimeros de accesion en GenBank, usados en

el analisis filogenético multilocus del presente estudio.

Numeros de accesion GenBank

Especie Aislamiento TS o
A. alternantherae CBS 1243927 KC584179 KP123846
A. alternata EGS 34-0167 AF347031 AY563301
CBS 119399 KP124361 KP123910
CBS 102602 KP124332 KP123881
CBS 102596 KP124328 KP123877
CBS 121547 KP124372 KP123920
A. arborescens CBS 1026057 AF347033 AY563303
CBS 124281 KP124414 KP123961
A. lycopersici CBS 210.86" DQ323697 FJ266502
A. lycopersici YZU 221185 0Q519795 0Q473633
YZU 221186" 0Q51979%4 0Q473632
A. mali CBS 106.247 KP124298 KP123847
A. orogonensis CBS 542.947 FJ266478 AY563283
A. solani CBS 116442 KJ718240 KJ718747
CBS 109157 KJ718238 KJ718238
A. solanicola YZU 221189 0Q534548 0Q473631
YZU 221190" 0Q519793 0Q473630
Alternaria sp. CPO 27
Alternaria sp. CPO 28
A. tomaticola CBS 1188147 KP124357 KP123906
A. tomato CBS 11435 KP124446 KP123992
CBS 103.30 KP124445 KP123991
A. tenuissima (= A. CBS 918.96 AF347032 AY563302

alternata)

Letras en negritas indican aislamientos y numeros de accesion generados en el presente

estudio. * nimeros de accesion en proceso de asignacion.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Identificacion de Alternaria lycopersici como patégeno causal de la pérdida de
rendimiento en lineas S4

Alternaria es un patégeno ampliamente distribuido en el cultivo de jitomate, y en
condiciones favorables de proliferacion del hongo, este disminuye la capacidad de
rendimiento en el cultivo y en casos extremos es responsable de la pérdida total de la
produccion potencial (Zhao et al., 2022), por lo que es necesario identificar la especie
presente de Alternaria, para evitar pérdidas en el rendimiento potencial del cultivo. El analisis
filogenético ayuda a identificar de forma precisa y correcta la taxonomia del patogeno (Gou
etal.,2023).

Para la construccién del arbol filogenético se incluyeron las secuencias concatenadas
de la region ITS y del gen alt a I de los aislamientos CPO 27 y CPO 28. La longitud de la
matriz final consistié de 955 caracteres (Cuadro 2). El andlisis bayesiano se corrié con 10
millones de generaciones, con una desviacion estandar final de 0.003050, obteniendo 20,002
arboles de los cuales se consideraron 15,002 arboles para el calculo de la probabilidad

posterior.
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Cuadro 2. Caracteristicas de la matriz concatenada utilizada para la construccion del

arbol filogenético

Region/Gen Numero de caracteres (pb?)  Modelo de sustitucion nucleotidica
ITS 416 GTR +1
alta 1 539 HKY +I

ITS: internal transcribed spacer, alt a 1: gen alérgeno principal de Alternaria, pb*: pares de
bases.

En la prueba de patogenicidad describen a Alternaria lycopersici, como una especie
de conidios pequefios que causa lesiones en el area foliar de 0.02 = 1.15 cm (Gou et al.,
2023). México al ser el centro de domesticacion y diversidad de tomate (Salgado ef al., 2018),
es susceptible a una presencia mayor de hongos fitopatdogenos, por lo que a pesar del reciente
descubrimiento en China de A. lycopersici, es posible encontrar esta especie en México que

causa pérdida de area foliar y en consecuencia del rendimiento en el cultivo.
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. alternata EGS 34 0167

. alternata CBS 119399

. alternata CBS 102602

. alternata CBS 102596

. alternata CBS 121547

. alternata CBS 918.96

A. mali CBS 106.247

A. arborescens CBS 1026057
A. arborescens CBS 124281
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Seccion Alternaria
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A. alternantherae CBS 1243927
——  Sustituciones por sitio
0.0100
Figura 1. Arbol filogenético construido con secuencias concatenadas de la region

ITS y del gen alt a 1, con el método de inferencia bayesiana y maxima verosimilitud

para Alternaria spp.
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VIII. CONCLUSIONES

En el presente estudio, se identifico a Alternaria lycopersici perteneciente a la seccion
Alternaria, como el patogeno causante de la pérdida de rendimiento en las lineas avanzadas

de jitomate tipo saladette.
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