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Proélogo

Investigaciones Biologicas, Agricolas y Ambientales de México es un libro electrénico cientifico,
basado en estudios experimentales desarrollados por un colectivo de prestigiosos investigadores de México
y de otros paises que, en colaboracién, aportan respuestas a problematicas existentes en dichas ramas del
saber. Estos trabajos aparecen divididos en capitulos donde se ofrece informacién actualizada sobre los
avances mas recientes en dichas areas, con un estilo de articulo cientifico y con referencias bibliograficas
de gran nivel de actualizacion cientifica.

El proceso de revision de los capitulos fue desarrollado, bajo la modalidad a doble ciegas, por
varios investigadores que participan en el comité editorial de PANTANAL EDITORA. Se agradece a los
autores de los respectivos capitulos por la dedicaciéon al atender las sugerencias y comentarios realizados
port los revisores, optimizando el tiempo de los procesos de revision y aceptacion.
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Capitulo 2

Aislamiento y caracterizacion morfologica de Fusarium
oxysporum asociado al tomate en el Valle del Yaqui,

Sonora
Recibida em: 10/09/2022 TLeandris Argentel—Martinezl*
Aprobado em: 12/09/2022 Ofelda Pefiuelas Rubio?
4210.46420/9786581460594cap2 Adriana Garnica Dominguez?

Jorge Gonzélez Aguilera’

RESUMEN

Fusarium oxysporum es un hongo fitopatégeno que se encuentra ampliamente en suelos y plantas
afectando a una gran variedad de cultivos. Este hongo se manifiesta mediante marchitamiento, pudricién
de raices, tallos y frutos, provocando grandes pérdidas econdémicas para el sector agrario. Teniendo en
cuenta la importancia de este hongo se realiz6 un estudio con el objetivo de aislar cepas patogénicas del
género Fusarium para su identificacion a partir de muestras de tejido vegetal de plantas de tomate. Se realiz6
el aislamiento en plantas de tomate de las variedades comerciales heirloom: Super Choice y Brandy Pink,
clasificadas como susceptibles a este patégeno, con sintomatologias tipicas. Dicho aislamiento se realizo
aplicando la técnica de cultivos monosporicos. Se obtuvieron y purificaron 11 cepas puras de un total de
20 aislamientos. A partir de estos aislados se desarrollé la caracterizacién morfoldgica de las colonias
mediante claves taxonomicas para la elaboraciéon de un banco de microorganismos para futuras
investigaciones. Una vez obtenidas las cepas puras se criopreservaron para crear un banco de

microorganismos con las especies y formas especiales del género para futuras investigaciones.

INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum 1..) es uno de los vegetales mas cultivados y consumidos en todo el
mundo. En México, el tomate cultivado esta considerado como la segunda especie horticola mas
importante, debido a la superficie sembrada, y como la hortaliza de mayor importancia por sus niveles de
produccion. A nivel nacional se siembran alrededor de 81,000 ha donde se obtienen cerca de 2 millones
de toneladas, siendo los principales estados productores: Sinaloa, Baja California, San Luis Potosi, Sonora,

Nayarit, Morelos y Michoacan (Hinojosa-Ochoa et al., 2018).

! Tecnolégico Nacional de México /Instituto Tecnolégico del Valle del Yaqui, Bicum Sonora, México, CP: 85270(a) 1.
2 Editora Pantanal, Nova Xavantina, M T, Brasil.
* Autor(a) cortespondente: oleinismora@gmail.com
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Entre las diferentes variedades de tomate que se producen en México, se encuentra los tipos
saladette, bola, cherry, pera, uva, manzano y heirloom. Este ultimo se cultiva particularmente en regiones
donde las condiciones edafoclimaticas son 6ptimas para su desarrollo (Martinez-Gallardo et al., 2019).

El cultivo es altamente susceptible a muchas enfermedades fingicas como las causadas por
Fusarinm oxysporum en las formas especiales hcopersici (FOL) y radicis-lycopersici (FORL) (Gayosso-Barragan
et al., 2021). Las enfermedades que causan estos hongos son la marchitez vascular (MVT) y la pudricién
de la corona del tallo (PCT) y tienen una importancia econémica mundial ya que son altamente destructivas
tanto para la produccién en condiciones de campo abierto como para los tomates producidos bajo algin
esquema de agricultura protegida. Su presencia se ha reportado en al menos 32 pafses (Wei y Wu, 2020).
Los sintomas de la enfermedad incluyen el amarillamiento de las hojas, el bronceado de los tejidos
vasculares, el marchitamiento de las plantas, el retraso en el crecimiento y la muerte eventual de toda la
planta (Attia et al., 2022).

Los sintomas de la PCT son: pudricion radical y lesiones necroticas extensivas en el cuello y base
del tallo, y marchitez hasta provocar la muerte de la planta (Arie, 2019). Estos sintomas son los que hacen
que su identificacion en campo sea dificil, por lo tanto, se requiere desarrollar investigaciones morfolégicas
su identificaciéon rapida y tomar medidas fitosanitarias y evitar su proliferacion. Estas caracteristicas
morfolégicas coloniales de las cepas brindan un acercamiento a la certeza en la identificaciéon de estos
hongos fitopatégenos (Bektas y Kusek, 2019).

Considerando lo anterior, se desarrollé la presente investigacion con el objetivo de aislar cepas
patdgenas del género Fusarium para su identificacion a partir de muestras de tejido vegetal de plantas de

tomate de las variedades de tomate Heirloom: Super Choice y Brandy Pink, con sintomatologfa tipica.

MATERIALES Y METODOS
Colecta del material vegetal

Las muestras de plantas de tomate se colectaron en casa sombra de la empresa de produccion
organica de tomate “Agricola FEVAL S.A de C.V.”, con ubicacién en Block 623, del municipio de San
Ignacio Rio Muerto, Sonora, México.

Inicialmente, se tomaron plantas completas (incluida la rizésfera) que presentaban sintomatologia
tipica de fusariosis (marchitamiento, pudrimiento de raiz, tallo, hojas y fruto, etc. (Figura 1). La colecta se
realiz6 en cinco plantas, cada una con 500 g de solo de la rizésfera en las variedades Super Choice y Brandy
Pink. Ademas, se tomaron tres ejemplares de la variedad Brandy Pink (Figura 1b). Las plantas que se
colectaron se encontraban en la misma nave, y en etapa de fructificacion. La mayoria de las muestras

presentaban frutos en estado de putrefaccion, raices y tallos con necrosis color café, y hojas secas (Figura

1.
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Posteriormente, las muestras se prepararon e identificaron y fueron trasladadas al Laboratorio de
Investigaciéon en Microbiologia del Instituto Tecnolégico de Sonora, Unidad Centro donde fueron

conservadas hasta el momento de ser procesadas.

Figura 1. Plantas de tomate variedades Super Choice (a), Brandy Pink (b), y sintomas de marchitez y
necrosis en tallo (c) y hojas (d), tomadas para el aislamiento y purificacion del Fusaium. Fuente: Elaboracion

propia.

Aislamiento de F. oxysporum a partir de tejido vegetal
Para el aislamiento de F se utiliz6 la técnica propuesta por Dominguez (2012). Se realizaron cortes

de tejido vegetal (con parte infectada y parte sana) de 0.5 cm de rafz, 50 cm a partir de la corona y apice

Figura 2. Planta de tomate indicando el tejido que se utilizé para la siembra y aislamiento de F. oysporum:
1) raiz; 2) corona; 3) limite de necrosis vascular; 4) a partir de los 50 cm de la corona; y 5) apice de la planta.
Fuente: Dominguez, (2012).

| 24|



Investigaciones bioldgicas, agricolas y ambientales de México

Por separado, las muestras se desinfectaron con NaClO al 2% durante dos minutos.
Posteriormente, se enjuagaron con agua destilada estéril dos veces durante un minuto y se secaron con
papel absorbente estéril (actividad realizada en medio estéril). Luego, se tomaron tres trozos de
aproximadamente 5 cm de cada muestra correspondiente y se sembraron en cajas de Petri (100 x 15 mm)
con medio de cultivo de agar dextrosa de papa (PDA) (Ascencio-Alvarez et al., 2008). El medio PDA fue
acidificando con 4cido lactico al 25% (10 mI. L") y las muestras se mantuvieron bajo condiciones de
laboratorio (27£4°C). Se revisaron diariamente los cultivos para transferir las colonias de F. axysporum a
nuevas cajas de Petri con medio PDA vy se registré el origen del tejido de la planta de donde se asigno.

Una vez obtenidas las colonias de F. axysporum se realizé la purificacion de éstas. Se prepararon
cajas Petri con medio PDA preparado a razén de 39 g "' de agua destilada y una vez estéril, el medio se
acidificé con acido lactico al 25% afadiéndole 1mL de acido lactico por cada 100 mL de medio. En dichas
cajas se resembro una muestra del crecimiento colonial para aislar las colonias, se incubaron por 7 dias a
28°C. Para la purificacién, los aislamientos se transfirieron a nuevas cajas Petri con medio fresco agar

ADP.

Cultivos monospdricos de F. oxysporum

De los asilamientos seleccionados se realizaron cultivos monosporicos, siguiendo la siguiente
metodologfa. Se utilizaron colonias de 10 dias de edad y por cada aislamiento se prepard una suspension
de conidios adicionando 15 ml. de Tween 20, al 0.8% a la caja de Petri y con una varilla de vidrio estéril
se realiz6 un raspado de la colonia para liberar los conidios. Con ayuda de una pipeta estéril se tomé un
volumen de 0.5 mL de la suspension y se vertié en un tubo Eppendorf cubierto por gasa estéril para filtrar,
la solucion se agit6 en agitador vortex de 10 a 15 segundos. Posteriormente se tomé una muestra de 10
uL de la suspension y se colocd en una camara de Neubauer para realizar el conteo y ajustar a 1.5 x 10
conidios mL.". Finalmente, un volumen de 200 ul. de esta suspension se colocé en cajas de Petri con
medio PDA, y se dispersé con una varilla de vidrio estéril y se mantuvo bajo condiciones de laboratorio

(27% 4°C) por 10 dias.

Caracterizacion morfologica de las colonias aisladas de F. oxysporum
Para la identificacion morfolégica de las colonias, los cultivos monospéricos seleccionados se
sembraron en cajas de Petri en medio de PDA para el desarrollo de micro y macroconidios. Las cajas se

incubatron a 27°C durante 21 dfas (Leslie y Sumerell 2000).

| 25 |
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Criopreservacion de las cepas puras

Una vez realizada la identificacién morfolégica de las colonias, las cepas puras se sometieron al
método de conservacion llamado criopreservacion y se realizé6 en ambiente estéril para garantizar la
ausencia de contaminantes. Para la criopreservacion, a cada cepa obtenida en el medio PDA se le afiadié
un volumen de 850 uL de agua destilada estéril (121°C, 20 min) y con ayuda de una varilla de vidrio se
arrastr6 el micelio hasta homogenizar. Posteriormente, con una micropipeta, se recuperd la solucion y se
colocé en un tubo Fisher estéril, a dicha solucién se le afiadieron 150 pL. de glicerol al 25% estéril (121°C,
20 min). Cada tubo se agité en agitador mecanico Vortex por 10 segundos. Por ultimo, los tubos Fisher
se rotularon con la clave correspondiente de la cepa y se colocaron en un rack y se les asigné un lugar en

el congelador Ultra a -70°C.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamientos obtenidos de F. oxysporum

A partir de las muestras colectadas se obtuvieron aislados de las dos variedades Super Choice
(Figura 1a) y Brandy Pink (Figura 1b). En total se obtuvieron 20 aislamientos de F. oxyposrum que se
encontraron principalmente en tejido vegetal de rafz, corona y tallo. Estos resultados se presentan en el
Cuadro 1, que muestra el numero de aislados segun la parte de la planta utilizada.

Aunque las plantas de las dos variedades estudiadas presentaron los mismos sintomas de marchitez
y de haber presentado una sola colonia de crecimiento al sembrar el tejido vegetal, al realizar la purificacion
de las colonias el hongo ya no se present6. Este resultado demuestra que quizas el hongo no se haya
distribuido en toda la planta y que la marchitez fue ocasionada por otras causas, como estrés (Bayona et

al., 2011). En el presente estudio solo se obtuvieron aislados positivos para F. oxysporum en la variedad

Super Choice.
Cuadro 1. Aislados de F. oxysporum en las variedades Super Choice y Brandy Pink en diferentes tejidos de
la planta.
Colecta Variedad Ra' Co 50 cm C AP Total

1 Super Choice 1 2 2 1 - 5

2 Super Choice 11 1 2 2 1 6

3 Super Choice 111 2 1 2 2 7

4 Brandy Pink I 0 0 0 0 0

5 Brandy Pink I1 0 1 0 0 2

20

1Ra: Raiz; Co: corona; 50 cm C: a 50 cm de la corona; AP: Apice de la planta. Fuente: Elaboracién propia.

F. oxysporum se aisl6 principalmente de rafz, corona y de 50 cm a partir de la corona (Cuadro 1).
Sin embargo, del apice no se obtuvieron aislamientos purificados. Cabe mencionar que se obtuvieron

colonias, pero al purificarlas no se obtuvo crecimiento micelial individual (Cuadro 2). Este resultado indica
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que el patdgeno presenta distribucion limitada en la planta, en funcién de la forma especial (segun el caso)
que causa la enfermedad. Por ejemplo, para FORL se reporta una distribucién en toda la planta (Paulus,
1993); mientras que para FORL se reporta que se localiza en los primeros 10 a 30 cm a partir de la corona

(Horinouchi et al., 2007; Jones 1993).

Purificacion de cepas aisladas mediante cultivos monosporicos
Una vez obtenida la suspension de conidios se realizé el conteo en camara de Neubauer, y para
obtener el resultado se sacé el promedio y este se multiplicé por 50,000 para conseguir el total de conidios

pot cada microlitro (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultado de conteo de conidios por microlitro en camara de Neubauer. Fuente: Elaboracion

propia.

Cuadrante superior Cuadrante inferior

Colonias 1 > 3 4 5 1 2 3 4 5 Promedio Total (C ul.™)
SC-1-1 1 1 1 2 1 3 150 000
SC-1-2 2 5 6 4 5 2 9 2 22.5 1125000
SC-1-3 4 2 1 11 1 3 4 1 2 10 500 000
SC-1I-1 1 1 1 1.5 75 000
SC-11-2 1 1 1 1 100 000
SC-1I-3 1 1 1 50 000
SC-1I-4 3 1 1 3 150 000
SC-111-1 1 0.5 25000
SC-111-2 1 2 1.5 75 000
SC-1I1-3 2 2 3 6 2 9 2 3 9 1 19.5 195 000
SC-111-4 0 0
BP-11-2 0 0
BP-11-3 0 0

C uLi!: Conidios por microlitro.

Cuadro 3. Catalogo de cepas puras describiendo los acréonimos. Fuente: Elaboracién propia.

Colonias Variedad Cultivar Tejido Vegetal Numero de colonia
SC-1-2,1 Super Choice 1 Corona 1
SC-1-3,1 Super Choice 1 50 cm a partir de la corona 1
SC-1I-1,1 Super Choice 2 Raiz 1
SC-II- 2,2 Super Choice 2 Corona 2
SC-1I-3,1 Super Choice 2 50 cm a partir de la corona 1
SC-1I-3,1 Super Choice 2 50 cm a partir de la corona 2
SC-III-1,1 Super Choice 3 Raiz 1
SC-1I1-1,2 Super Choice 3 Raiz 2
SC-III-2,1 Super Choice 3 Corona 1
SC-III-2,2  Super Choice 3 Corona 2
SC-111-3,2 Super Choice 3 50 cm a partir de la corona 2
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De esta misma suspensioén se obtuvieron 16 colonias aisladas y purificadas de F. oxysporum. Es
importante mencionar que de apice no se obtuvieron aislamientos puros y tampoco de obtuvieron cepas
puras de la variedad Brandy Pink. Una vez obtenidos los cultivos puros, se realizé el catalogo de las cepas,

como lo indica el Cuadro 3.

Caracterizacion colonial de F. oxysporum
Una vez realizado el catdlogo de cepas, se identifico presuntivamente la especie de F.oxysporum por

lugar de ubicacion en la planta, como lo muestra a continuaciéon (Cuadro 4).

Cuadro 4. Identificaciéon de especie presuntiva, segun su ubicacion. Fuente: Elaboracién propia.

Clave Colonias Forma especial presuntiva
1 SC-1-2,1 FORL
2 SC-1-3,1 FOL
3 SC-1I-1,1 FORL
4 SC-1I- 2,2 FORL
5 SC-1I-3,1 FOL
6 SC-1I-3,1 FOL
7 SC-1I1I-1,1 FORL
8 SC-111-1,2 FORL
9 SC-111-2,1 FORL

10 SC-111-2,2 FORL
11 SC-111-3,2 FORL

FOL: F. oxysporum lycopersici. FORL: F. oxcysporum radicis-lycopersici.

A continuacion, se muestran figuraass que representan la frecuencia de F. oxysporum segun su
ubicacion (Figura 3a). En este analisis se encontrd que las mayores frecuencias se observaron en la corona

y alos 50 cm a partir de esta, sin diferencias entre si.

w
)

'S
~

>

w
w

N
Freccuencia
>
-

N w

Frecuencia de la presencia de F. axysporum

(=]
(=

Raiz Corona 50 cm a partir de la radicis-lycopersici bropersici

corona b)

Ll
A

Parte de la planta Formas especiales de F. axysporum

Figura 3. Frecuencias de F. oxysporum (°%0) en diferentes partes de la planta (a) y en formas especiales (b).

Barras perpendiculares sobre las columnas indican desviaciones estandar respecto a la media. Fuente:
Elaboracién propia.
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Una vez realizado el catilogo de cepas purificadas, se identificaron presuntivamente las formas
especiales de Fusarium, con cuatro cepas de F. oxysporum f.sp lycopersici y siete cepas de F. oxysporum fsp.
radicis-lycopersici (Figura 3b).

FORL se aislé con mas frecuencia en la variedad Super Choice, de raiz se obtuvieron tres cepas y
de corona se obtuvieron cuatro, diversos autores reportan que el patdgeno presenta distribucioén limitada
a no més de los primeros 50 cm a partir de la corona (Ascencio-Alvarez et al., 2008) y que otros factores
como la temperatura pueden favorecer a la forma especial, siendo de 18° a 22°C éptima para su desarrollo
(Jones, 1993). FOL se aislé6 con menos frecuencia en la misma variedad, aunque muchos autores han
reportado que es la forma especial mas frecuente cuando se presentan sintomas de marchitez en la planta,
ambas formas especiales son patogénicas sobre la especie Solanum lycopersicum provocando asi, mismos
sintomas. (Katan et al., 1997, Attitalla et al., 2004).

Las colonias de las cepas aisladas formadas en medio PDA se clasificaron macroscopicamente
segun el tipo de elevacion, borde, forma y pigmento anverso como lo indica en Cuadro 5. En general, las
cepas presentan las mismas caracteristicas morfologicas; elevacién plana, borde filamentoso, forma

filamentosa y presentaron pigmento purpura a partir del séptimo dfa de crecimiento.

Cuadro 5. Caracteristicas morfologicas para la caracterizaciéon macroscopica colonial de las cepas aisladas.
Fuente: Elaboracién propia.

Clave Colonias Elevacion Borde Forma Pigmento anverso
1 SC-1-2,1 Plano Filamentosa Filamentosa Parpura
2 SC-1-3,1 Plano Filamentosa Filamentosa Parpura
3 SC-1I-1,1 Plano Filamentosa Filamentosa Parpura
4 SC-1I- 2,2 Plano Filamentosa Filamentosa Parpura
5 SC-1I-3,1 Plano Filamentosa Filamentosa Parpura
6 SC-1I-3,1 Plano Filamentosa Filamentosa Parpura
7 SC-111-1,1 Plano Filamentosa Filamentosa Puarpura
8 SC-I11-1,2 Plano Filamentosa Filamentosa Puarpura
9 SC-111-2,1 Plano Filamentosa Filamentosa Puarpura

10 SC-II1-2,2 Plano Filamentosa Filamentosa Puarpura
11 SC-111-3,2 Plano Filamentosa Filamentosa Purpura

Se obtuvieron 11 cepas puras por medio de cultivos monosporicos, las cuales se caracterizacion
macroscopicamente por la forma de crecimiento del micelio algodonoso, borde y el pigmento
blanquecino-rosado en los primeros estados de desarrollo, tornandose de un color purpura en el centro y
de un tono mas claro en el borde (Kenneth et al.,, 2017) y en algunos casos adquiriendo pigmentacioén
rosado-naranja como se indica en la Figura 4, donde se pueden identificar los colores y tipo de crecimiento

en la parte anversa y reversa de las cajas Petri.
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Figura 4. Caracteristicas visibles de las cepas aisladas de F. oxysporum por el anverso y reverso de las cajas
Petri. Fuente: Elaboracién propia.
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Los estudios realizados son el resultado de caracteristicas morfologicas presentes en las plantas
cuando hay presencia de Fusariosis que causa mermas significativas en el rendimiento, por tanto, cuando
se observen los sintomas que se muestran en la Figura 5 se puede inferir con alto grado de confiabilidad

la presencia de dicha enfermedad.

Figura 5. Plantas de tomate en etapa de fructificaciéon presentando sintomas de marchitez y
amarillamiento. Fuente: Elaboracién propia.
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Aunque en el presente trabajo no se realizaron estudios basados en técnicas moleculares para
confirmar las especies presuntivas que indica el Cuadro 4, se considera importante para la identificacion
rapida y precisa de la enfermedad en condiciones de campo. Por tanto, el segundo paso, para estudios
mas detallados sera necesario el uso de herramientas moleculares para confirmar cuestiones mas especificas

del patégeno en cuestion y asi evitar una diferenciacion inequivoca de la forma especial del patégeno.

CONCLUSIONES

Se obtuvieron 11 aislamientos de F. oxysporum, principalmente de raiz, corona y tallo de plantas de
tomate con sintomatologfa tipica de fusariosis, mediante técnica de cultivos monospéricos.

Presuntivamente se obtuvieron cuatro cepas de F. oxysporum fsp. heopersici, y siete cepas de F.
oxcysporum tsp. radicis-lycopersici, identificadas segin su ubicacion en el 6rgano de la planta. Estos resultados
forman parte del primer Banco de microorganismos patégenos de cultivos organicos del Valle del Yaqui,
Sonora, México para su futuro uso en estudios moleculares, y para el biocontrol con el uso de
microorganismos antagonistas y/o extractos vegetales.

Se sugiere en trabajos posteriores se realice la identificacién molecular de los aislamientos
obtenidos para la diferenciacion de las formas especiales de F. oxysporum y asi corroborar los resultados

presuntivos segin su ubicacion en el tejido vegetal, que se presentan.
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