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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 5

Caracterizacion motrfolégica y petfil patogénico de
aislados fungicos provenientes de la rizdsfera de sandia
(Citrullus lanatus Thunb.) en el sur de Sonora

Recibida em: 14/09/2022 Norma Gabriela Rodriguez Mora'*
Aprobado em: 18/09/2022 Ernesto Uriel Cantd Soto'
9210.46420/9786581460594cap5 Ofelda Pefiuelas-Rubio?

Alejandro Miguel Figueroa Lopez'”

RESUMEN

El estado de Sonora es uno de los mayores productores de sandia (Citrullus lanatus Thunb.) en
México, siendo este vegetal un rubro importante para la alimentacién nacional y para la exportacion,
fundamentalmente a Estados Unidos y a Japon. Esta especie vegetal se ve frecuentemente afectada por
patégenos que causan mermas significativas en el desempefio fisiolégico y el rendimiento agricola. Uno
de estos patogenos es el Fusarium sp. Teniendo en cuenta esta situacion se realizo la presente investigacion
con el objetivo de identificar y asociar los aislados fungicos a géneros o especies patéogenas que causan
enfermedades en el cultivo de sandia (Citrullus lanatus Thunb.) para probar su patogenicidad. Se llevaron a
cabo caracterizaciones morfologicas de los aislados fungicos, aquellos que resultaron presuntivos del
género Fusarium fueron evaluados en ensayos de hoja desprendida. Los aislados que mostraron
patogenicidad fueron seleccionados para ser evaluados en plantulas de 2 semanas. Con las pruebas de
patogenicidad en hoja desprendida y en plantulas se demostré que existen variabilidad en el nivel de
infeccion de los aislados fungicos H3, H12, H15, H27 y H28. El aislado H12 que mostré baja infeccion
en hoja desprendida también causan enfermedad en tejido vegetal de las plantas de sandia (Citrullus lanatus
Thunb.). Ademas, se logré demostrar que los aislados presuntivos de Fusarium juegan un papel importante
como agentes causales del marchitamiento de la sandia en tejido y en plantula. Estos resultados permitieron
seleccionar a los aislados H3 y H12 como patogénicos para desarrollar nuevos estudios de resistencia

inducida en planta.

! Instituto Tecnoldgico de Sonora. Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias. Calle 5 de Febrero 818 Sur, Col.
Centro, Cd. Obregén, Sonora, México, C.P. 85000.

2 Tecnolbgico Nacional de México/Instituto Tecnoldgico del Valle del Yaqui. Avenida Tecnolégico s/n, Block 611,

Bacum, Sonora, México, C. P. 85276.

* Autor(a) cortespondente: alejandro.figueroa@itson.edu.mx
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INTRODUCCION

La produccion de sandia (Citrullus lanatus Thunb.) para México es de gran relevancia, ya que lo sitia
en el primer lugar como productor y en el segundo como exportador de este cultivo, ademas de tener un
consumo per capita de 4.6 kg (SADER, 2021). En el afio agricola 2022 se han establecido 10,686,211.95
ha de sandia (Citrullus lanatus Thunb.) en Sonora, de las cuales se cosecharon 3,461,253.07 al mes de julio
del mismo afo y 26,858.03 se catalogan como siniestradas (SIAP, 2022). El estado de Sonora, tan solo en
el afo 2020 fue el principal estado productor de este cultivo con un aporte del 38% de la produccién total
nacional (SADER, 2021). La microbiota de la rizosfera es clave para el desarrollo, salud y productividad
en la planta, ya que en ella se encuentra un complejo diverso de microorganismos que interactian entre si
junto con el suelo para el funcionamiento adecuado del ecosistema, encontrandose tanto microorganismos
benéficos como patdgenos (Chapelle et al., 2016). Los hongos son uno de los grupos que intervienen de
manera crucial en el desarrollo de la planta como patégenos, facilitadores de nutrientes o como organismos
benéficos ante patégenos (Xu et al., 2020). Asi, las interacciones entre estos, la planta hospedera y la
rizosfera en conjunto, pueden conllevar a una microbiota que protege a la planta, o bien, conduce al
desarrollo de enfermedades (Mendes et al., 2018).

Entre los microorganismos fungicos causales de enfermedades en cultivos de sandia (Citrullus
lanatus 'Thunb.) destacan los patdgenos Fusarium oxysporum, Rbhizoctonia solani, y Phytophtora capsici
(Fernandez-Herrera et al, 2013). Se ha demostrado que la aplicacion de  Fusarium
oxcysporum £. sp. nivenz (FON) inactivo como agente de biocontrol, disminuye los efectos de la marchitez
de la sandia (Citrullus lanatus Thunb.), mejora la comunidad microbiana benéfica de la rizésfera e induce la
resistencia sistémica en la planta que, por consecuencia, promueve la resistencia de la enfermedad de la
marchitez de la sandfa (Citrullus lanatus Thunb.) y el crecimiento de la planta (Xie et al., 2021). También se
han observado respuestas de defensa en plantas como soya, arroz, tomate, trigo, lechuga, melén, papa
dulce, betabel y perejil estimuladas por elicitores fingicos como quitina, quitosano y sus oligdbmeros, 3-
glucanos, péptidos N-glicosilados, Glicoproteogalactanos y glucolipidos (Das et al., 2015).

El objetivo del presente estudio fue identificar y asociar los aislados fingicos a géneros o especies
patdgenas asociadas a enfermedades en el cultivo de sandia (Citrullus lanatus Thunb.) para probar su
patogenicidad y sentar las bases para el estudio de la resistencia inducida en planta por patrones
moleculares relacionados con patégenos (PAMP’s). Para lograr esto se realizé una coleccion de aislados
fangicos del cultivo de sandia (Citrullus lanatus Thunb.) con problemas de fusariosis. Posteriormente, se
analizaron sus macro y microestructuras y finalmente, se evaluaron los aislados putativos a Fusarium sp.

para probar su patogenicidad en plantas.
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MATERIAL Y METODOS
Seleccion del material vegetal y de suelo

Se recolectaron 5 muestras aleatorias de suelo rizosférico en un cultivo de sandia (Citrullus lanatus
Thunb.) de la Agricola FEVAL S.A. de C.V. ubicada en el Municipio San Ignacio Muerto, Sonora
(27.418940, -110.252116), que mostraba pudriciéon de tallo y rafz caracteristico de Fusarium en el Sur de
Sonora. Las muestras se tomaron a una profundidad del suelo de 0-30 cm. Posteriormente, se secaron a
25° C durante 1 semana, se tamizaron en una malla de 1 mm para eliminar las particulas grandes y
finalmente, se homogenizaron y almacenaron a 4° C hasta su analisis. Las muestras se analizaron en el
Laboratorio de Microbiologfa del Instituto Tecnologico de Sonora, Ciudad Obregdn, Sonora, México

Las raices de plantas de sandia (Citrullus lanatus Thunb.) enfermas se desinfectaron superficialmente
con Et-OH (70%) por 1 min, después con NaClO 5% (v/v) por 3 min y finalmente, se lavaron 4 veces
con agua destilada estéril. Los fragmentos de raices se colocaron en placas Petri con medio de Agar
Dextrosa de Papa (PDA) suplementado con sulfato de estreptomicina. Después, se incubaron las placas a
25° C durante 48 h en la oscuridad y las colonias emergentes se transfirieron a placas con PDA para
obtener cultivos puros y posteriormente caracterizarlos (Figueroa Lopez, 2011).

Para identificar las estructuras del micelio se colocaron cubreobjetos estériles sobre cajas Petri
inoculadas con cada uno de los aislados fungicos, después los cubreobjetos se montaron en un

portaobjetos con 50 ul de NaCl 0.8% y se visualizaron en un microscopio 6ptico.

Ensayos de patogenicidad en hoja desprendida

Se prepararon cajas Petri con una base de papel absorbente estéril saturado con agua destilada
estéril, se colocd un portaobjetos estéril sobre el papel himedo y posteriormente se colocé en la superficie
una hoja de sandia (Cizrullus lanatus Thunb.) que se inoculé con un disco de 0.5 mm de didmetro de agar
con micelio. Posteriormente, se midi6 el area de infeccién foliar a las 72 h de infeccién con ayuda del
software Image]. LLa germinacion de las plantas partié de la desinfecciéon de semilla comercial de sandia
(Citrullus lanatus Thunb.) (variedad Cal Sweet) con un tratamiento hidrotérmico, se cultivaron en
vermiculita y se fertilizaron cada semana empleando una solucién nutritiva de Sonneveld (Robredo et al.,
2000).

Los hongos utilizados para la infeccién se inocularon en PDA y se incubaron a 31°C durante 7
dfas. Cada tratamiento consté de 5 réplicas que consistieron en 5 hojas tomadas de 5 plantas diferentes.

El experimento se repitié 3 veces.
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Ensayo de patogenicidad en toalla de papel enrollado

Este ensayo fue utilizado para evaluar el porcentaje de severidad de la enfermedad en plantula,
porcentaje de germinacion y peso seco, para el cual se utilizé el método de papel enrollado como indica
Leyva-Madrigal et al. (2015). Se desinfectaron semillas comerciales de sandia (Citrullus lanatus Thunb.)
(variedad Cal Sweet) con un tratamiento hidrotérmico. Las semillas se sumergieron en sosa liquida (5 gotas
x 100 ml agua destilada estéril), después se lavaron 3 veces con agua destilada estéril y se sumergieron en
100 ml de agua destilada estéril en un termo-bafio a 52° C por 20 min. Posteriormente, se sumergieron en
una solucién de esporas (1x10° esporas ml') durante 5 min, se colocaron en un papel secante, después, se
enrollaron y mantuvieron en bolsas de plastico.

Los sintomas de la enfermedad se evaluaron a los 21 dias de la infeccion utilizando la siguiente
escala de severidad: O (plantula sana sin pudricion de raiz); 1 (0.1-2.0 cm de pudricion de la raiz); 2 (2.1-5.0
cm de pudricion de la raiz); 3 (= 5.0 cm de pudricion de la raiz y 0.1-1.0 cm de pudricién en la base del
tallo; 4 (= 5.0 cm de pudricion de raiz y 1.1-2.0 cm de pudricién en la base del tallo; 5 (plantula muerta).
Finalmente los datos se expresaron en indice de severidad con la férmula reportada por Asran and
Buchenauer (2003). Se utilizaron cinco réplicas para los tratamientos que consistieron en 5 plantas
diferentes. Dicho experimento fue realizado tres veces en el tiempo.

Los datos de severidad de la enfermedad, patogenicidad en hoja y porcentaje de germinaciéon se
sometieron a un analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis, los datos de peso seco se sometieron a un
analisis de la varianza ANOVA. La comparacion de las medias se realiz6 por una prueba de Tukey (P =
0.05). Todos los datos se sometieron a un analisis de normalidad con el uso de la prueba estadistica de

Shapiro-Wilk.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron un total de 40 cepas fungicas, 3 aislados que representan el 7.5% del total presentaron
crecimiento con abundante micelio aéreo (Figura 1). Los aislados mostraron micelio velloso de color
blanca con pigmentacién amarilla (Figura 1 A-F) y microconidios septados y no septados (Figura 1G-I) en
forma de media luna tipicos del género Fusarium (Rosas-Guevara et al., 2014; SADER-SENASICA, 2020).

En las muestras de suelo colectadas se observo la presencia de una variedad de cepas asociadas a
enfermedades fungicas transmitidas por el suelo en plantas, como el marchitamiento y pudricion del tallo
(Inderbitzin et al., 2011). Renterfa-Martinez et al. (2019) menciona que los microconidios de Fusarium
oxysporum presentan ausencia de septos, por lo que es posible tener presencia de esta especie comun en el
suelo rizostérico de los cultivos. También, se identificaron otras morfologias tipicas asociadas a los géneros

Phytophthora, Aspergillus y Verticillinm (datos no mostrados).
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Partiendo de la caracterizacién morfolégica y observada en las cepas obtenidas, fueron
seleccionados 5 aislados fungicos que mostraron una morfologia tipica del género Fusarium para los

ensayos de patogenicidad (Lesli y Summerell, 2000).

Figura 1. Forma macroscépica y microscopica de cepas presuntivas del género Fusarium en medio agar
dextrosa de papa (PDA). Morfologia micelar (A-C), pigmentaciéon (D-F), microconidios (G-I) y
macroconidios (1H).

En el ensayo de patogenicidad en hoja desprendida con los 5 de los aislados (H3, H12, H15, H27
y H28) fungicos se evalud el area de infeccion (Figura 2). Los resultados muestran que todos los aislados
presentaron un nivel de patogenicidad significativo (Figura 2A). El aislado H3 fue una de las cepas que

presenté mayor area de infeccién y por ende, mayor patogenicidad, seguido de los aislados H15, H27 y
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H28 que se agrupan en el mismo nivel y, posteriormente del aislado H12, como se observa en la Figura
2A. Las hojas infectadas comenzaron a necrosarse desde el punto de inoculacién al resto de la hoja (Figura

2B.

A

10.000 -
8.000
o b
5 |
£ 6.000 -
i |
c ]
: 4.000 4 d q
= [ T |
2.000 - \ 1 |
C
0.000 +—2 . ’_H : . . .

C H3 H12 H15 H27 H28

Figura 2. Comparacion de los niveles de infeccion en hoja de acuerdo con el area de infeccion. A, area de
infeccién calculada en centimetros cuadrados con el programa de uso libre Image]. Las letras sobre las
barras indican que hay una diferencia significativa (Prueba de Tukey; P =< 0.05). B, ensayo de hoja
desprendida con las 5 cepas presuntivas de Fusarium sp. C= hoja usada como control con un plug de agar
sin hongo. Las flechas blancas indican el punto de inoculaciéon con las cepas fungicas.
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La comparacion de medias de las areas infectadas entre los aislados demuestran que hay variacion
en nivel patogenicidad entre los aislados, lo cual podria estar relacionado a la capacidad de la cepa para
colonizar el tejido vegetal y generar sintomas de enfermedad de acuerdo al género y especie (Delgado-
Ortiz et al., 2016).

El ensayo de severidad en planta se llevo a cabo con al aislado H12, presenté morfologia tipica a
Fusarinm y resulté tener la cepa con menor patogenicidad en el ensayo de hoja desprendida, este criterio
se us6 como criterio de seleccion para esta cepa y asi poder evaluar si hay un efecto en la germinacién y
peso seco de la plantula. Se demostré que hay una diferencia estadisticamente significativa entre los

tratamientos control e infectado para los 3 parametros evaluados (Figura 3).
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2] E -
8 I ;5 50 b
£ 002 : 2 40 -
I 30 1 ‘
0.01 20 1 l
10 4
a
0 T ) 0 T ,
Control Infectado Control Infectado

Figura 3. Ensayos infeccion en plantulas de sandia (Citrullus lanatus Thunb.). A, porcentaje de germinacion.
B, peso seco de las plantulas. C, severidad de la enfermedad. Las letras sobre las barras indican que hay
una diferencia significativa (Prueba de Tukey; P < 0.05).

Se observa una afectacion en la germinacion de las semillas, se observa aproximadamente un 40%
de reduccion, resultando una diferencia significativa (p=0.00421) con las plantas control (Figura 3A). El
peso seco de las plantulas disminuye significativamente durante la infeccién (Figura 3B), mientras que el
indice de severidad de la enfermedad aumenta significativamente durante la infeccién (Figura 3C). Estos

datos indican que el aislado H12 es patogénico para el cultivo de sandia (Citrullus lanatus Thunb.), y a pesar
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de ser unos de los menos patogénicos en el ensayo de hoja desprendida, tiene la capacidad de causar una
infecciéon en plantulas. F. oxysporum ha sido catalogado como uno de los agentes causantes del
marchitamiento de la sandia (Citrullus lanatus Thunb.) en zonas agricolas de Sonora y se ha demostrado su
potencial patogénico en plantas de sandia (Citrullus lanatus Thunb.) (Delgado-Ortiz et al., 2016; Fernandez-
Herrera et al., 2013).

CONCLSUSION

Se identificé la incidencia de Fusarium en los aislados fingicos y su papel como agente causal del
marchitamiento de la sandia (Citrullus lanatus Thunb.) en tejido y en plantula.

Los ensayos de patogenicidad revelaron que hay otros grupos fungicos que también causan
enfermedad en tejido vegetal.

La informacién generada en este estudio permitird seleccionar una o varios aislados patogénicos

para hacer uso de estos y sus partes y proceder a los estudios de resistencia inducida en planta.
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