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RESUMEN
El marchitamiento por Fusarium es uno de los principales factores limitantes para la

produccién de tomate en México. Se obtuvieron 1050 aislamientos de tejidos vasculares
de plantas de tomate con sintomas de marchitez y amarillamiento. Los aislamientos
patogénicos se evaluaron mediante andlisis filogenético del gen TEF-1a y la region ITS,
marcadores morfolégicos y pruebas de patogenicidad. Dentro de los 15 aislamientos
patogénicos de Fusarium, 7 fueron identificados como F. oxysporum y 8 como F.
falciforme. En el andlisis filogenético de los aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici y Fusarium falciforme se confirm6 que ambas poblaciones estan constituidas
por distintos linajes filogenéticos. El estudio se realizé en el estado de Sinaloa, México,
tomando muestras de acuerdo con un gradiente latitudinal. Los aislamientos mostraron
diferencias en agresividad; F. falciforme fue el mas patogénico. Los aislamientos de
ambos complejos provocaron sintomas aéreos similares de amarillamiento vy
oscurecimiento de los tejidos vasculares en las plantas de tomate. Pero solo los
aislamientos de F. falciforme provocaron la necrosis en las coronas de las plantas. Los
marcadores morfolégicos permitieron diferenciar aislamientos de complejos distintos pero

no diferenciar entre linajes.
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ABSTRACT
Fusarium wilt is one of the main limiting factors for tomato production in Mexico. One

thousand and fifty isolates were obtained from vascular tissues tomato plants showing wilt
and yellowing symptoms in Sinaloa, Mexico. The pathogenic isolates were evaluated
through phylogenetic analysis of the TEF-1a gene and ITS region, morphological markers
and pathogenicity tests. Within the 15 pathogenic Fusarium isolates, 7 were identified as
F. oxysporum and 8 as F. falciforme. Phylogenetic analysis of Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici and Fusarium falciforme isolates confirmed that both populations are
constituted by distinct phylogenetic lineages. The isolates showed differences in
aggressiveness; F. falciforme was the most aggressive. Isolates of both complexes
triggered similar aerial symptoms of yellowing and darkening of the vascular tissues in
tomato plants. But only F. falciforme isolates triggered necrosis in the plant crowns.
Morphological markers allowed differentiating isolates from distinct complexes but not

differentiating between lineages.
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l. INTRODUCCION
El tomate (Solanum lycopersicum L.) es una de las hortalizas con mayor produccion en

el mundo, debido a su gran aportacion gastronomica y al alto grado de aceptacion que
tiene en las diferentes culturas, lo cual se evidencia por el hecho de que es el producto
horticola mas consumido en el mundo. En el afio 2017 la produccion mundial de tomate
fue de 33.4 millones de toneladas y los diez paises con mayor participacion fueron, en
orden de importancia, China, India, Estados Unidos, Turquia, Egipto, Iran, Italia, Espafia,
Brasil y México. (FAO, 2018).

En el ciclo 2017-2018 en México (Figura 1) se cosecharon 23,101 hectareas de tomate
con una produccion de 629,852 t. Sinaloa es el principal estado productor de tomate con
un volumen de 811,113 t, lo que representa el 47 % del total de la produccion nacional
(SIAP, 2018).

PRODUCCION DE TOMANTE POR ENTIDAD
FEDERATIVA (t)

Otros
27%
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Baja California Sur
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Figura 1. Principales estados productores de tomate en México, en el ciclo 2017-2018.

Parte de la produccién de tomate se exporta a Estados Unidos de Norteamérica, donde

se le demanda por su sabor, presentacion, calidad y larga vida de anaquel. Su produccion



implica una gran aportacion de divisas y generacion de empleos, en todas las fases de la
cadena agroalimentaria. Sin embargo, los productores corren un alto riesgo al invertir su
capital en la produccion de esta hortaliza, ya que tiene la desventaja de ser altamente

susceptible al ataque de enfermedades (Blancard, 2005).

Entre las enfermedades que afectan la produccion de tomate se encuentran las causadas
por microorganismos, entre los cuales estan los hongos del suelo, destacando en esta
hortaliza la marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum f. sp. splycopersici (Fol)
(Sacc.) Snyder y Hansen, la cual provoca la disminucién del rendimiento hasta en un 60
% y afecta la calidad del producto (Agrios, 2004). Se han reportado tres razas de Fol, las
cuales se distinguen por su virulencia a cultivares de tomate diferenciales como lo son:
Bonny Best, sin genes de resistencia; Manapal, resistente solo a la raza 1; Walter,
resistente a las razas 1y 2; e I3R3, resistente a laraza 3. La raza 1 se describié en 1886
y la 2 se reporté en 1945 en Ohio, EUA. La raza 3 se observé en Australia en 1978 y en
California, Florida, Georgia, Arkansas, Carolina del Norte y Tennessee, EUA; mientras
gue esta Ultima raza en México se reportd en 1996 (Valenzuela-Ureta et al., 1996).

Actualmente la creacion de cultivares resistentes es el método mas sencillo, efectivo y
seguro para el control de las enfermedades (Fernandez—Valiela, 2001). Sin embargo, se
requiere encontrar variedades de plantas cultivadas, capaces de resistir el ataque de los
agentes causales. Aunque en Sinaloa se conocen al menos 10 enfermedades
radiculares-vasculares del tomate, la mas importante, como se mencioné anteriormente,

es la marchitez vascular o fusariosis (Ramirez, 1998).

Sin embargo, la implementacion de medidas apropiadas de control de enfermedades
requiere una identificacion exacta del patdgeno para poder disefiar estrategias integrales
de control. Ante esto, se determind la necesidad de realizar una caracterizacion molecular
y morfolégica, asi como analizar la virulencia de las poblaciones de Fusarium spp.

causantes de la fusariosis vascular del cultivo de tomate en el estado de Sinaloa.



Il. JUSTIFICACION
Dado que Sinaloa es el principal productor de tomate a nivel nacional, estudios que

proporcionen informacion sobre la enfermedad de la fusariosis vascular son de vital
importancia. En dicho estado, Fusarium spp. causa pérdidas estimadas entre el 21 y 47
% en la produccién de tomate tanto en invernadero como en condiciones de campo
abierto. El control se ha basado principalmente en el uso de cultivares resistentes,
rotacion de cultivos, los tratamientos quimicos al suelo y las aplicaciones de fungicidas,
entre otras técnicas culturales, fisicas y bioldgicas (Chen y Zhou, 2009; Enespa y
Dwivedi, 2014 ).

Por tanto, la implementacion de medidas apropiadas de manejo de enfermedades
requiere una identificacién y deteccidon confiable del patdgeno para disefiar estrategias
integrales de control (Moine et al., 2014). Ademéas de las técnicas clasicas como
identificacion morfolégica y crecimiento de colonias, los métodos de biologia molecular,
como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), han proporcionado un enfoque
rapido para la identificacion de patégenos de plantas (O’ Donnell 2000; Vincelli y Tisserat,
2008). También varias regiones de ADN, tales como la region espaciadora transcrita
interna (ITS) del ADN ribosomal (rADN) y, particularmente, el gen del factor de elongacién
de la traduccion 1-a (TEF1-a), son Utiles para la identificacion de especies de Fusarium.
(O'Donnell et al., 1998; Geiser et al., 2004).

Por esta razon, la necesidad de realizar la caracterizacion molecular y morfolégica, asi
como analizar la virulencia de las poblaciones de Fusarium spp. causantes de la
fusariosis vascular de cultivos de tomate en el estado de Sinaloa. La informacion

resultante serd fundamental para el disefio de estrategias sostenibles de control.



Il HIPOTESIS
3.1. Hipobtesis

Diferentes especies de Fusarium spp. seran las causantes de la fusariosis vascular del
cultivo de tomate en el estado de Sinaloa. Asi mismo, se encontrara variacion en la

virulencia entre las poblaciones de Fusarium spp.

V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Caracterizar molecularmente el agente causal de la fusariosis vascular del cultivo de

tomate en el estado de Sinaloa, asi como determinar su patogenicidad y virulencia.

4.2. Objetivos particulares

a) ldentificar las especies de Fusarium spp. causantes de la fusariosis vascular del
cultivo de tomate con base en la caracterizacion morfolégica y molecular.

b) Determinar la patogenicidad y virulencia de las cepas de Fusarium spp. causantes
de la fusariosis vascular en el cultivo de tomate en el estado de Sinaloa.

c) Conocer la relacion filogenética de las especies aisladas en el estado de Sinaloa
de Fusarium spp. con otras cepas de Fusarium obtenidas de otras partes de
México y el mundo mediante un andlisis filogenético.

d) Evaluar la sensibilidad de los aislamientos obtenidos de Fusarium spp. a diferentes

fungicidas comerciales.



V. REVISION DE LITERATURA

5.1. Generalidades del cultivo de tomate
El cultivo del tomate ocupa el primer lugar entre las hortalizas en el mundo. Presenta una

alta diversidad genética, existiendo variedades con distinto aspecto, color y sabor, desde
el punto de vista econdmico, es una de las especies horticolas mas importantes de
México, debido al valor de su produccion y a la demanda de mano de obra que genera
(Ortega, 2010). De acuerdo con la consulta con técnicos responsables de produccion de

tomate en Sinaloa, se requieren alrededor de 350 jornales por hectarea.

El tomate tiene una amplia variedad de usos para el consumo fresco o procesado, es
utilizado como ingrediente principal en jugos, pastas, bebidas y otros concentrados,
presenta un sabor universalmente apreciado en mas de 120 recetas culinarias, cuenta
con un alto valor nutritivo, con altos contenidos de vitaminas Ay C, ademas de utilizarse
en la industria cosmética, farmacéutica y ornamental (Rodriguez et al., 2001). La planta
puede desarrollarse de forma rastrera, semierecta o erecta. Se desarrolla bien en un
amplio rango de latitudes, tipos de suelos, temperaturas, métodos de cultivo y es

moderadamente tolerante a la salinidad (Chamarro, 2001).

5.1.1. Importancia econdmica del cultivo de tomate a nivel mundial
La alta demanda de tomate representa 344, 538,190 ddlares a nivel mundial. En el afio

2018, México se ubicé en el noveno lugar como productor de este cultivo (Cuadro 1).
China, India y Turquia son los 3 paises con méas produccion de tomate en el mundo (FAO,
2018).



Cuadro 1. Principales paises productores de tomate a nivel mundial

Pais Produccion (t)
China 59,626,900
India 20,708,000
Turquia 12,750,000
Estados Unidos de América 10,910,990
Egipto 7,297,108
Iran 6,177,290
Italia 6,015,868
Espana 5,163,466
México 4,243,058
Brasil 4,230,150

Fuente: FAO, 2018

5.1.2. Estadistica nacional de produccién de tomate
De acuerdo a las estadisticas oficiales de produccién de tomate, en el afio 2018 se

produjeron 1’ 708, 997 t a nivel nacional, siendo Sinaloa el principal productor de tomate
(Cuadro 2), con una produccion anual de 811,113 t, para lo cual, la entidad destiné una
superficie de 11, 862 ha, sin embargo, el estado que obtuvo el mejor rendimiento fue
Oaxaca con 138.5 t/ha aproximadamente (SIAP, 2019).

Cuadro 2. Produccioén nacional de tomate

Rendimiento

Estado Produccion (t) (t/ha)
Sinaloa 811,11 68.39
San Luis Potosi 146,42 88.91
Sonora 94,70 59.56
Oaxaca 70,95 138.58
Zacatecas 67,25 45.26
Baja California Sur 61,43 48.36
Querétaro 60,58 84.64
Michoacan 52,43 35.20
Baja California 37,62 74.61
Jalisco 36,78 71.41

Fuente: SIAP, 2019



5.1.3. Clasificacion taxondmica del tomate
El origen del tomate es la region andina de Colombia, Chile, Peru, y Bolivia (Peralta et

al., 2007). Sin embargo, hay indicios de que la domesticacion se produjo en México (Sims,
1979; Bai y Lindhout, 2007).

El cultivo de tomate, desde su introduccién a Europa en el siglo XVI, varios botéanicos lo
relacionaron con el género Solanum, en 1753 Linneo lo clasifico y lo nombré Solanum
lycopersicum. Un afio después Miller lo reclasific6 y nombré como Lycopersicum
esculentum (Peralta et al., 2007). Actualmente la clasificacion del tomate dada por la

Integrated Taxonomic Information System (ITIS, 2017) es la siguiente:

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: S. lycopersicum L.

5.2. Requerimientos edafoclimaticos del tomate
El tomate es una planta de clima calido, las temperaturas 6ptimas segun el ciclo de vida

son las siguientes: temperaturas nocturnas entre 15y 18 °C, temperaturas diurnas de 24
a 25 °C y temperatura ideal para la floracion de 21 °C (Rodriguez et al., 2001). Los
requerimientos de humedad del suelo para el desarrollo del tomate son aquellas no
superiores al 50 %, y suelos no encharcados (Rodriguez et al., 2001). Los periodos
criticos de humedad en las plantas de crecimiento determinado son: después del
trasplante, 125.3 mm; en floracion e inicio de fructificacién, 110.6 mm; en la etapa de
maduracién de fruto, 167.5 mm (INIFAP, 2010). La disponibilidad de agua, también puede

afectar la formacién de flores y posteriormente la disminucién de frutos. La media del



numero de flores por racimo, decrece cuando disminuye el suministro de agua (Wien,
1997).

La humedad relativa por su lado, debe ser inferior al 90 %, valores superiores favorecen
las enfermedades fangicas. Se consideran como éptimos valores de humedad relativa
entre 70 y 80 %. En condiciones de baja humedad relativa la tasa de traspiracion crece,
lo que acarrea estrés hidrico, cierre estomético y reduccion de la fotosintesis en las fases
de fructificacién. Valores extremos de humedad con baja iluminacion reducen el cuajo de
tomates y la reduccién en la viabilidad del polen. El tomate se desarrolla en una gama de
suelos. Sin embargo, estos deben de ser fértiles, profundos y que presenten un buen
drenaje. El rango de pH 6ptimo varia entre 6 y 6.5 para que la planta se desarrolle y

disponga de nutrientes adecuadamente.

5.3. Problemas fitosanitarios del tomate
Los problemas fitosanitarios constituyen uno de los aspectos mas importantes en el

proceso productivo del cultivo de Solanum lycopersicum. En México, el tomate es un
cultivo con tendencias a incrementarse debido al aumento considerable y progresivo de
las &reas sembradas. A nivel mundial el tomate es afectado por diferentes patégenos que
dafian tanto la parte aérea como el area radicular, constituyendo un factor limitante en la
produccion, las enfermedades son ocasionadas por bacterias, virus, hongos, entre otros;

ademas de las variaciones climaticas que afectan a este cultivo.

Dentro de las enfermedades causadas por hongos en la parte aérea de la planta
sobresalen especies como Phytophthora infestans y Alternaria solani causantes del tizén
tardio y el tizon temprano del tomate, respectivamente. Stemphylum spp. y Aspergillus
spp. causantes del moho gris y el moho negro, respectivamente. En Sinaloa, las bacterias
afio con ano causan problemas en dicho cultivo; la peca bacteriana (Pseudomonas
syringae), la mancha bacteriana (Xanthomonas campestris) y el cancer bacteriano
(Clavibacter michiganensis) son introducidas principalmente en los trasplantes y estan
asociadas con la semilla. La marchitez bacteriana (Pseudomonas solanacearum), la

necrosis de la médula (Pseudomonas corrugata) y la pudricion del tallo (Erwinia



carotovora) sobreviven en el suelo y pueden causar la destruccion rapida del cultivo
(Ramirez et al., 2010).

5.4. Enfermedades en el area radicular y/o corona de la planta de tomate
En México se han reportado dafios a causa de Pythium aphanidermatum y Rhizoctonia

solani, provocando el ahogamiento o secadera, marchitez surefia por Sclerotium rolfsii
(Quiroga et al., 2007). P. ultimun agente causal de la muerte de plantulas y pudricién de
raiz (Gonzélez et al., 2010), Ralstonia solanacearum (Perea et al., 2010), pudricion del
pie por Fusarium solani (Ortega, 2010), pudricion de la corona ocasionada por F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Forl) (Apodaca et al., 2002; Jones et al., 1993) y la
marchitez vascular por F. oxysporum f. sp. lycopersici (FOL) razas 1, 2 y 3 (Ascencio-
Alvares et al., 2008; Carrillo-Fasio et al., 2003; Valenzuela et al., 1996; Jone et al., 1993).
Siendo esta Ultima la principal causa de problemas sanitarios, disminuyendo en un 60 %
el rendimiento del tomate y afecta la calidad del producto. Esta enfermedad, se ha
reportado en por lo menos 32 paises (Jones et al., 1993), prosperando en una diversidad
de condiciones ambientales desde trépicos secos hasta climas templados (Cai et al.,
2003). Existen tres razas reportadas del hongo, las cuales se distinguen por su
patogenecidad en variedades diferenciales de tomate que contienen distintos genes de

resistencia (Cai et al., 2003).

5.5. Revision del género Fusarium
El género Fusarium fue descrito por primera vez en 1809 por Link, quien lo definié como

especie con micelio hialino con esporas, con forma de canoa o platano, el cual es el
caracter primario distintivo. Dicha descripcion se realizé basandose en las observaciones
de F. roseum, primera especie descrita, y debido a su falta de especificidad, se podria
aplicar al menos a 50 géneros de Hiphomycetes (Marasas et al., 1984; Nelson et al.,
1994). Por ello la definicion original ha sufrido una serie de modificaciones quedando
como: especies con macroconidios fusoides, ligeramente curvados, septados y con una
célula basal pedicelada; con microconidios y clamidosporas terminales o intercalares, que

pueden estar ausentes o presentes (Nelson et al., 1994).



Los primeros registros de problemas provocados por Fusarium, se presentaron a
mediados del siglo XIX, donde Martius llevé a cabo una investigacion y reporté a este
género como el agente causal de la podredumbre en tubérculos de papas almacenadas.
Sin embargo, fue hasta finales del siglo XIX cuando se descubrié su importancia como
causante de enfermedades en plantas. Los primeros estudios que demostraron la
patogenicidad de Fusarium en plantas vivas se publicaron entre 1892 y 1899 (Booth,
1984).

Otro factor importante en la clasificacion de hongos filamentosos es la reproduccién. Los
hongos con formas anamorficas, conocidos también como deuteromicetos u hongos
imperfectos, en los que se han incluido las formas asexuales de muchas especies de
hongos filamentosos, se clasifican con base en su morfologia asexual aunque se les
conozca su forma teleomorfica (sexual) (Carlile, et al., 2001). Este hecho solo ocurre para
el 5 % de las especies anamorficas descritas (Seifert y Gams, 2001). Los principales
géneros en los que se agrupan las formas teleomoérficas de Fusarium son Gibberella, y
algunos géneros segregados de Nectria. Dentro del género Fusarium existen especies
gue presentan reproduccién sexual, como miembros del complejo de F. solani. Este
hecho dificulta la clasificacion, ya que, tradicionalmente las formas sexuales de una
especie se han incluido en un grupo diferente y con un nombre distinto de las que
presentan las formas sin reproduccion sexual. Especies del género Fusarium, situado
dentro de los hongos anamorficos, se corresponden a las formas sexuales del orden
Hipocreales. Este orden se sitla dentro de los pirenomicetos, un grupo descriptivo mas
gue un término taxonomico real aunque la mayoria de los hongos pertenecientes a este

grupo formen probablemente un grupo monofilético (Samuels y Blackwell, 2001).

La importancia de Fusarium como patégeno de plantas se debe al dafio que causay ala
dificultad para controlarlo. Este género se puede dividir en tres grupos en funcién del tipo
de enfermedad que produce. Un primer grupo, cuyo representante principal es F.
oxysporum, y cuyos integrantes provocan marchitez vascular en el huésped. En segundo
lugar, estarian las podredumbres de raiz causadas principalmente por F. solani y por
ultimo las especies que provocan enfermedades en las plantas de las gramineas (F.

moniliforme, F. graminearum, F. avenaceum y F. culmorum) (Price, 1984).
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5.5.1. Virulencia del género Fusarium
Una caracteristica asociada con la virulencia de Fusarium spp. es su amplia distribucion,

atribuida a la capacidad para crecer en gran numero de ambientes y a su eficaz
mecanismo de dispersién, dicho hongo también sobrevive en el suelo como saprofito o
en restos vegetales, donde en algunos casos puede mantenerse viable hasta por 10 afios
(Kant et al., 2011).

Cuando una planta sana crece en suelo infestado por el hongo, el contacto con las raices
induce la germinacion de los conidios, el tubo germinativo de la espora o el micelio
penetra directamente por el 4pice de las raices o ingresa a estas, a través de heridas o
de los puntos de formacion de las raices laterales. El micelio avanza por medio del cortex
de las raices intercelularmente y cuando alcanza los vasos del xilema entra por los
extremos. El micelio permanece en los vasos y se mueve a través de ellos,

principalmente, hacia arriba, hacia el tallo y la corona de la planta (Agrios, 2005).

En los vasos, el micelio se ramifica y produce microconidios, que son liberados y llevados
hacia el 4pice en la corriente de la savia. Los microconidios germinan en el punto en
donde el movimiento se detiene, el micelio penetra la pared superior del vaso y se
producen mas microconidios en el proximo vaso. El micelio también avanza lateralmente,
dentro de los vasos adyacentes, penetrando por los extremos. La combinacion de estos
procesos, llamado taponamiento de los vasos por micelio, esporas, gel, gomas y tilides y
el aplastamiento de los vasos por proliferacion de células adyacentes de parénquima, es
la responsable de la marchitez (Yadeta y Thomma, 2013). Luego, el hongo invade todos
los tejidos, alcanza la superficie externa de la planta muerta y alli esporula. Las esporas
pueden ser diseminadas a nuevas plantas por el viento y el agua. Fusarium puede
diseminarse a distancias cortas, mediante el agua, equipos agricolas y herramientas
infestadas por el hongo y a distancias largas, por medio de plantas enfermas o suelo
adherido a ellas. Una vez que el suelo es infestado, permanece asi indefinidamente
(Dixon y Tilston, 2010).
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5.5.2. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol)

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) produce marchitez vascular en plantas de
tomate (Solanum lycopersicum L). En 1895 fue descrita por Massee (Massee, 1895) y ha
sido encontrada en al menos 32 paises. La enfermedad continda apareciendo como
consecuencia del cultivo intensivo del tomate, siendo esta una de las mas destructivas.
El hongo penetra por heridas o aberturas naturales de las raices, invadiendo al xilema 'y
propagandose en forma ascendente hacia el tallo y la corona de la planta. El micelio se
ramifica y produce microconidios que son desprendidos y llevados hacia la parte superior
de la planta en el torrente de la savia. La obstruccion de los vasos por conidios produce
un déficit de agua en las plantas afectadas, ocasionando que los estomas se cierren, las
hojas se marchiten y la planta muera (Agrios, 1986).

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) es un hongo que se presenta principalmente
como sapréfito en el suelo, o también como patégeno especializado. La denominacion
forma especial, o en latin, forma especiale (f. sp.), se determina de acuerdo con la planta
hospedante que afecte. Es posible distinguir razas fisiol6gicas dentro de una misma

forma especial (Garcés et al., 2001).

Esta enfermedad se encuentra distribuida en todo el mundo causando grandes pérdidas
econdémicas en el cultivo de tomate. El hongo sobrevive en restos de cultivo de una
temporada a otra y posee estructuras de resistencia que le permiten perdurar en el suelo
por espacio de hasta seis afios. Su desarrollo se ve favorecido a una temperatura éptima
de 20 °C pero su rango va de los 12 °C a los 28 °C, asociado a alta humedad relativa. Se
caracteriza por ser un hongo muy variable debido a su especificidad y virulencia. Dicha
variabilidad también se manifiesta por la presencia de razas fisioldgicas numeradas del
uno al tres (R1, R2 y R3) (Gonzalez, 2006).

Este hongo por lo general ataca durante los periodos calidos del afio. Prefiere los suelos
arenosos y acidos, las plantas son mas sensibles a la enfermedad cuando necesitan
nitrogeno, fosforo y calcio, cuando estan sometidas a dias cortos y poco luminosos. El
ataque fuerte de nematodos como Meloydogine spp., 0 cuando las plantas han sufrido
asfixia radical favorece la incidencia de la enfermedad, alun en plantas consideradas

previamente, como resistentes a Fusarium (Blancard, 1992).

12



5.5.2.1. Distribucién mundial de la fusariosis vascular del tomate
Fusarium se encuentra distribuido por todo el mundo, aunque Carrillo-Fasio et al., 2003,

sefialan que presenta mayor incidencia en regiones de clima calido. Para Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) se reportan tres razas fisioldgicas, de las cuales las
razas 1y 2 presentan distribucién mundial, mientras que la raza 3 tiene menor distribucion
geografica (Reis et al., 2005). Las razas fisioldgicas se distinguen por su virulencia a
cultivares de tomate diferenciales como lo son: Bonny Best, sin genes de resistencia,;
Manapal, resistente solo a la raza 1; Walter, resistente a las razas 1y 2; e I3R3, resistente
a laraza 3. Laraza 1 se describié en 1886 y la 2 se reporté en 1945 en Ohio, EUA. La
raza 3 se observé en Australia en 1978 y en California, Florida, Georgia, Arkansas,
Carolina del Norte y Tennessee, EUA; mientras que en México se reportd en 1996
(Valenzuela-Ureta et al., 1996), y en 2005 en Brasil (Reis et al., 2005).

5.5.2.2. Panorama nacional de la fusariosis vascular del tomate
En México, se ha reportado a Fol razas 1, 2 y 3 en Sinaloa (Carrillo-Fasio et al., 2003,

Valenzuela et al., 1996), San Luis Potosi, Nayarit (Ascencio-Alvarez et al., 2008), Baja

California Sur (Holguin, 2005); y en Morelos las razas 2 y 3 (Ortega, 2010).

5.5.2.3. Panorama estatal de la fusariosis vascular del tomate
En México es importante la produccion de tomate debido a que se encuentra en continuo

aumento la demanda y produccion del mismo. Sin embargo, en cuantiosas ocasiones su
rendimiento se ve mermado por la incidencia de diversas plagas y enfermedades
(Pelegrin et al., 2004).

Una de las zonas de relevancia en la produccién de alimentos en la Republica Mexicana,
es el noroeste de México, el cual esta conformado por los estados de Baja California,

Baja California Sur, Chihuahua, Sinaloa y Sonora (Martinez-Ruiz et al., 2016).

La produccion de tomate en Sinaloa se encuentra afectada por diversos microorganismos
los cuales son causa de enfermedades, destacando la marchitez del tomate provocada

por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol).
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La marchitez o fusariosis se encuentra presente en gran parte de las zonas productoras
de tomate del estado de Sinaloa. En el afio 2003 un muestreo de raices y tallos de plantas
con sintomatologia de Fol que se colectaron en 20 campos horticolas del valle de
Culiacan, Sinaloa, permitiendo concluir que, de los 40 aislamientos, el 60 %
correspondieron a la raza 2, el 40 % a la raza 3 y no se encontro la raza 1 (Carillo-Fasio
et al., 2003).

Posteriormente, en marzo de 2003 Ascencio-Alvarez et al. (2008), encontraron la
presencia de esta enfermedad en el valle de Culiacan, Sinaloa, en 29 cepas donde se
pudo aislar e identificar a nivel razas de Fol, el 24 % correspondié alaraza 1, 14 % a la

raza 2y 62 % alaraza 3.

En un estudio mas reciente en el afio 2008 sobre la presencia de esta enfermedad en
Sinaloa, se determind que de las 26 cepas aisladas de Fol a nivel razas, 88 %
corresponde a laraza 3, el 12 % alaraza 2 y no se encontro la raza 1 (Sanchez-Pefia et
al., 2010).

Lo anterior probablemente se debe a que en la actualidad existe una mayor disponibilidad
de variedades tolerantes a las razas 1 y 2, las cuales evolutivamente aparecieron primero
gue laraza 3 (SAGARPA, 2005).

5.5.2.4. Sintomas en el cultivo de tomate ocasionados por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici
La marchitez ocasionada por Fol, inicia con un ligero aclaramiento de las nervaduras de

los foliolos jovenes mas extremos, posteriormente ocurre la epinastia de las hojas
inferiores, previo al achaparramiento, amarillamiento de las hojas inferiores, formacién
ocasional de raices adventicias, marchitamiento de hojas y tallos jévenes, defoliacion,
necrosis marginal de hojas persistentes y finalmente la muerte. Sin embargo, el Unico
sintoma caracteristico de la enfermedad es la necrosis de los haces vasculares,
facilmente apreciable mediante un corte transversal del tallo infectado, donde se
observan los haces vasculares de color oscuro, formando un anillo. La marchitez de la

planta es producto probablemente de la obstruccién de los vasos del xilema por el micelio,
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esporas, geles y tilosas, asi como por la accion individual o combinada de toxinas,

enzimas hidroliticas y reguladores de crecimiento (Gonzéalez y Sanchez, 1980).

La infeccidén por Fol ocurre en las raices, generalmente donde hay heridas. El sistema
vascular de la raiz, hipocatilo, tallo y peciolos se puede descolorar ya que el tejido se
torna café rojizo, ocasionando el taponamiento del sistema vascular, lo cual produce un
leve amarillamiento y envejecimiento prematuro de las hojas inferiores, lo que se hace
mas pronunciado y afecta a las hojas mas jovenes sin que la planta llegue a marchitarse.
El raquitismo se ocurre cuando la infeccion tiene lugar en estado de plantula, siendo mas

grave el dafo, en condiciones de alta humedad en el suelo (Bolkan, 1980).

Una parte del tallo tiene un ligero amarillamiento longitudinal, el cual al avanzar se
transforma en bandas amarillas bastante notorias que se tornan ligeramente pardas en
su parte central y luego se convierten en areas de necrosis beige a marron claro, apenas
coéncava en el centro de la banda que por debajo, al remover la corteza y parte del tallo,
presenta la coloracion café de los vasos del tallo, mas visible en ciertos lugares, dandole
un aspecto de estriado obscuro. En el follaje se presenta amarillamiento unilateral de un

foliolo o bien, amarillamiento unilateral del raquis de una hoja (Blancard, 1992).

5.5.2.5. Ciclo de vida de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
Fol es un hongo cosmopolita, cuyo ciclo de vida incluye una etapa de crecimiento

saprofitico y una de crecimiento parasitario, con distintas fases en cada uno de ellos
(Beckman, 1987).

Este patdgeno habita en el suelo y sobrevive entre los cultivos en los restos de plantas
infectados que yacen en el suelo en forma de micelio y en cualquiera de sus formas de
esporas, pero es mas frecuente como clamidosporas. Cuando las plantas sanas se
desarrollan en un suelo contaminado, los tubos germinales de las esporas o el micelio
penetran directamente en las puntas de las raices o entran en estas Ultimas a través de

heridas o a nivel de la zona donde se forman las raices laterales (Agrios, 2004).

Fol tiene la capacidad particular que exhiben ciertas cepas del hongo de producir una
patologia en una determinada especie de planta o grupo, debido a que solamente las

plantas hospedantes y sus exudados radicales satisfacen los requerimientos
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nutricionales del hongo y, por lo tanto, puede desarrollarse solo en este tipo de plantas
(Nelson, 1981; Gordon y Martyn, 1997).

Una vez que el micelio esta dentro de los tejidos de la planta, se propaga
intercelularmente a través de la corteza de la raiz y cuando llega a los vasos xilémicos,
entra en ellos a través de las punteaduras. Se mantienen entonces exclusivamente en
los vasos y viaja a través de ellos, principalmente en sentido ascendente, hacia el tallo y
la corona de la planta. Cuando se encuentra en los vasos, dicho micelio se ramifica y
produce microconidios, los cuales son desprendidos y llevados hacia la parte superior de
la planta a través de la savia. Los microconidios germinan en el punto donde cesa su
movimiento ascendente, el micelio penetra la pared superior del vaso y el hongo produce
mas microconidos en el siguiente vaso. El micelio del hongo avanza también lateralmente

en los vasos adyacentes, en los que penetra a través de las punteaduras (Agrios, 1999).

Una vez invadida la planta el patdgeno excreta enzimas pectoliticas que destruyen la
lamina del parénquima del xilema. Las células perenquimatosas mueren y toman una
coloracion café, lo cual se observa como un anillo cuando se corta el tallo
transversalmente. El hongo excreta toxinas, como la lycomarasmina causando necrosis
en las nervaduras de las hojas. Una segunda toxina es el acido fusarico que ademas de
marchitez produce manchas acuosas en las hojas y coloracion café en el tejido vascular.
El efecto combinado de las toxinas, el taponamiento por el hongo, la formacién de tylosis
y el taponamiento por el gel formado por la mezcla de los productos pectoliticos
degradados y los contenidos celulares, probablemente contribuyan al marchitamiento de

las plantas afectadas por el patégeno (Agrios, 1999).

Segun Agrios, (1999) este hongo también puede ocasionar la contaminacion de las
semillas en los frutos de las plantas infectadas, esto sucede principalmente cuando la
humedad del suelo es alta y la temperatura relativamente baja, condiciones que también
son favorables para el desarrollo del cultivo de tomate aunque sean infectadas por el
hongo. Sin embargo, es frecuente que los frutos infectados se pudran, se desprendan vy,
gue incluso después de haber sido cosechados, sus semillas infectadas sean tan ligeras
gue se eliminan durante los métodos de extraccion y limpieza de las semillas, lo cual hace

gue casi no tengan importancia alguna en la propagacion del hongo.
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5.5.2.6. Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium oxysporum
Este patogeno produce micelio abundante, de color blanco a oscuro pero usualmente con

tintes purpuras. Originados sobre fialides simples, los microconidios son variables, de
ovales a elipsoidales, cilindricos, rectos o curvados, con un tamafio de 5-12 x 2.2-3.5 um.
Los macroconidios poseen de 3-5 septas, son fusoides, terminados en punta ambos
lados, con diferentes tamafios segun el nimero de septas: con 3 septas, 27-46 x 3-5 um;
con 5 septas, 35-60 x 3-5 um; de 6-7 septas, 50-66 x 3.5-5 um. Las esporas de 3 septas
son las mas comunes. Las clamidosporas generalmente son abundantes, de pared
gruesa, terminales o intercalares, hialinas o subhialinas, globosas de 1 célula, de 6.4-
11.2 um de diametro, generalmente solitarias pero ocasionalmente formadas en pares o
grupos (Barron, 1968; Booth, 1971; Holliday, 1980; Carris y Glawe, 1989). Respecto a los
conidioforos, estos son alargados con microconidios hialinos, pequefios, elipticos;
clamidosporas de 1-2 células; macroconidios finos, alargados con 3-5 células y de pared

delgada; la masa de esporas de color ocre, rosa 0 amarillo (Mendoza, 1996).

Booth (1971) menciona que la forma y tamafio de las esporas son las caracteristicas
principales para el reconocimiento de Fusarium. Este cuenta con numerosas estructuras
llamadas esporodoquios donde se agrupan las esporas. Existen dos tipos de conidios,
los macroconidios que son hialinos, tabicados, generalmente con tres tabiques y
microconidios mas pequefios hialinos, unicelulares (Figura 2). Posee células de paredes
engrosadas que actian como estructuras de resistencias denominadas clamidiosporas,
pueden ser terminales o intercalares. Las monofialides producen conidios desde una sola
abertura y en las polifialides surgen las esporas desde mas de una abertura en la misma

célula.
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Figura 2. Macroconidios y microconidios de Fol (Leslie y Summerell, 2006).
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Las especies del género Fusarium pueden producir tres tipos de esporas: macroconidios,
microconidios y clamidosporas. Algunas especies producen los tres tipos de esporas,

mientras que otras especies no.

El macroconidio es la estructura principal para caracterizar a la especie y al género
Fusarium; su forma y tamafo varia segun la especie. Este se puede formar en una
estructura especializada llamada esporodoquio, como también en monofidlides,
polifidlides y en el micelio aéreo. Para algunas especies el microconido es una
caracteristica relativamente constante y estable, pero se debe utilizar cautelosamente
como criterio taxondémico. La presencia de una célula basal con forma de pie en los
macroconidios se considera caracteristica de Fusarium, pero varios géneros de
Coelomycetes también la tienen (Nelson et al., 1983; Seifert, 2001; Samson et al., 2004;

Leslie y Summerell, 2006).

El microconidio es un caracter primario en taxonomia del género Fusarium y se considera
Su presencia 0 ausencia. Si el microconidio esta presente, las caracteristicas
consideradas son: forma, modo de formacion, si esta solo, en falsas cabezas, en cabezas
0 en cadenas. Estos se forman en el micelio aéreo a partir de monofialides o polifidlides
pero no en el esporodoquio. Se pueden ver aislados, en masas 0 en cadenas. La forma
en la que son producidos se observa mejor en un medio con sustrato natural como el

agar-clavel (Samson et al., 2004; Leslie y Summerell, 2006).

La presencia o ausencia de clamidosporas es también un caracter importante en la
taxonomia del género Fusarium. Si estan presentes, pueden estar solas, en pares, en
grupos, o0 en cadenas. Su pared puede ser gruesa, rugosa o lisa. Es una espora de
supervivencia ante ambientes adversos que garantiza la propagacion y supervivencia del

hongo (Samson et al., 2004; Leslie y Summerell, 2006).
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5.5.2.7. Clasificacion taxonomica de Fol
De acuerdo con el National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2017) la

clasificacion taxondmica de Fusarium oxysporum es la siguiente:

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Especie: F. oxysporum

Algunas especies tienen un estado sexual reconocido dentro de la familia Nectriaceae,
orden Hypocreales; los géneros que representan a Fusarium como teleomorfo son

Albonectria, Gibberella y Haematonectria (Leslie y Summerell, 2006).

5.5.2.8. Razas fisioldgicas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
A continuacion, se presenta una descripcion de las razas fisioldgicas de Fusarium

oxisporum f. sp. lycopersici de acuerdo con Cauich, et al. (2008). ElI marchitamiento
vascular del tomate por Fusarium fue primeramente descrito por Masse en 1885 en las
Islas de Wight y Guersney, situadas en el canal de la mancha. En el afio de 1899, la
enfermedad se encontraba ya reportada en los Estados Unidos de América causando
severas pérdidas en las areas dedicadas al cultivo en el norte del estado de Florida
(Smith, 1899) . En 1940 reportaron que la enfermedad se encontraba diseminada en todo
el mundo (Bohn y Tucker, 1940), y hasta esta fecha se desconocia la ocurrencia de
variabilidad patogénica en este hongo. Cinco afios mas tarde, se determiné la presencia
de una raza nueva en Ohio, que se le denominé como raza 2 (R2) (Alexander y Tucker,
1945); su identificacion se debié a que todos los materiales que presentaban resistencia
a la raza 1 (R1) fueron atacados severamente, incluyendo 160 materiales de
Lycopersicon pimpinellifolium (Walker, 1971). El descubrimiento de R2 originé estudios
en Florida encaminados a la busqueda de fuentes de resistencia (Alexander y Tucker,

1945), la cual se identificd en la colecta P. I. 126915 de Lycopersicon pimpinellifolium x
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Lycopersicon esculentum, tanto para R1 como para R2, siendo monogénica dominante.
Lo anterior permitié cuatro afios mas tarde, obtener un nuevo cultivar, que se denomino
Walter (Stall y Walter, 1965). Grattidge y O"Brien (1982) encontraron una nueva raza de
Fol en Queesland, Australia, area considerada como el mayor centro de produccion de
tomate, y en donde no se habian tenido problemas de marchitez desde 1978 a 1980
(Grattidge, 1982). En esta region, las variedades Walter y Floradade resistentes a R1y
R2 eran ampliamente cultivadas, y fue a partir de 1980 en que dichas variedades
empezaron a tener problemas con marchitamiento por Fusarium. De estas plantas se
realizaron aislamientos y pruebas de inoculacién en plantas diferenciales, concluyéndose

gue se trataba de una nueva raza, a la cual designaron como raza 3 (R3).

5.5.2.9. Genes de virulenciay proteinas efectoras. Patogenicidad de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici
Existen evidencias de que los hongos patdégenos reconocen al hospedante y asi poder

penetrar a las plantas, superar las defensas de la planta y posteriormente invadir dentro
de las mismas. El hongo percibe las sefiales quimicas y fisicas de la planta y responde
con el crecimiento de las hifas, la infeccidon de las estructuras, la adhesion a la superficie
vegetal, y la secrecion de enzimas liticas y fitotoxinas, respuestas requeridas para el

desarrollo patogénico (Di Pietro et al., 2001).

Fol secreta enzimas y proteinas cuando coloniza los vasos xilematicos de la planta de
tomate, las cuales promueven la colonizacion del hospedante, por la supresion de los
mecanismos de resistencia basales (Houterman et al., 2007). El nUmero de proteinas, se
relaciona con la virulencia de un patégeno hacia un hospedante particular (Speth et al.,
2007).

Existen 11 proteinas identificadas de F. oxysporum f. sp. lycopersici, las cuales se
denominan proteinas secretadas en el xilema (SIX, por sus siglas en inglés) (Houterman
et al., 2007; Lievens et al., 2009). Tres de estas proteinas son contrarrestadas por los
genes | de tomate: Avrl (SIX4) es reconocida por los genes | e I-1 (Houterman et al.,
2008), Avr2 (SIX3) es reconocido por I-2 (Houterman et al., 2009); y Avr3 (SIX1) es

reconocido por I-3 (Amaral et al., 2008).
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5.5.2.10. Proteinas secretadas en el xylema
La primera proteina secretada en la planta que se identificdé de F. oxysporum f. sp.

lycopersici, fue llamada SIX1, es una pequefia proteina rica en cisteina necesaria para la
virulencia total en el tomate (Rep et al., 2005). Ademas, el reconocimiento de la proteina
por las plantas de tomate que llevan el gen de resistencia I-3 conduce a la resistencia a
la enfermedad (Rep et al., 2004). Por lo tanto, SIX1 también se llama Avr3 para indicar
su relacién gen por gen con el gen de resistencia |-3. Mas recientemente, se identificaron
proteinas flngicas adicionales a partir de la savia de xilema de las plantas infectadas,
gue abarcan las pequefias proteinas secretadas SI1X2, SIX3, SIX4, SIX5, SIX6 y SIX7,

una arabinanasa, una oxidorreductasa y una serina proteasa (Houterman et al., 2007).

La funcidn de la mayoria de estas pequefias proteinas es desconocida hasta ahora, para
dos de ellas, se ha establecido una funcién de avirulencia utilizando experimentos de
desactivacion de genes. Estos son SIX4 (Avrl), que se requiere para la resistencia
mediada por | e I-1 (Houterman et al., 2008) y SIX3 (Avr2), que se requiere para la
resistencia mediada por I-2 (Houterman et al., 2009). Ademas, se encontré que SIX4 /
Avrl suprimia la resistencia a la enfermedad mediada por 1-2- y I-3 (Houterman et al.,
2008). Se cree que las cepas de la raza 2 se originaron por la pérdida de AVR1 (SIX4)
de las cepas de laraza 1, mientras que las cepas de la raza 3 parecen haber evolucionado
desde la raza 2 hasta las mutaciones puntuales en AVR2 (SIX3). El fuerte vinculo entre
estos genes SIX y la patogenicidad hacia el tomate los convierte en excelentes
marcadores para la patogenicidad especifica del huésped y del cultivar (Houterman et al.,
20009).

5.5.2.11. Larelacién gen por gen en el patosistema Tomate-Fol
Los efectores son pequefas proteinas o moléculas que alteran las células huésped y

funcionan para promover el crecimiento de patégenos. Pueden o no provocar respuestas
de defensa del anfitrion (Hogenhout et al., 2009). Uno de los desarrollos en el campo de
la investigacion del marchitamiento por Fusarium ha sido el descubrimiento de estas
proteinas efectoras producidas por Fusarium oxysporum. A veces una proteina efectora
es reconocida por las proteinas de resistencia de plantas correspondientes, y

desencadena mecanismos de defensa en las plantas. Tales efectores se definen
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clasicamente como proteinas de la avirulencia. Los efectores de Fusarium se describen
como proteinas secretadas en el xilema SIX (Rep et al.,, 2004). Estas proteinas de
resistencia R estan involucradas en el reconocimiento de efectores patogénicos durante
el proceso de infeccidon y en la respuesta de defensa de la planta (Martinez—Pacheco,
2017).

Las plantas desarrollaron varias lineas de defensa en respuesta a diferentes patégenos,
a través de un proceso de coevolucién. Una de ellas consiste en el reconocimiento de
moléculas conservadas, como la flagelina bacteriana o la quitina fungica, las cuales estan
en la superficie de los microorganismos. Este reconocimiento ocurre a través de
receptores transmembranas en las células vegetales, llamados receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) y provoca el desarrollo de una respuesta de
inmunidad inducida, la cual, los microorganismos deben vencer para la colonizacion

exitosa de los tejidos vegetales (Sarris et al., 2016).

Otra linea de defensa reside en la presencia de los genes R y de sus productos: estas a
diferencia de los receptores de reconocimiento de patrones, estan relacionadas con la
patogenicidad y responden a moléculas llamadas efectores que una vez reconocidas por
estas proteinas, reciben el nombre de factores de avirulencia o proteinas de avirulencia.
Debido a que la relacion que se establece entre el gen Ry su correspondiente gen del
factor de avirulencia (Avr) en el patbgeno es generalmente uno a uno, a este tipo de
inmunidad se le denomina resistencia gen por geny al evento se le denomina inmunidad

inducida por efectores (Sarris et al., 2016).

Los genes R y los receptores de reconocimiento de patrones son las dos ramas
principales de la inmunidad en plantas y se definen de acuerdo al tipo, la localizacion del
receptor, las moléculas detectadas y los componentes de las sefales especificas que
desencadenan (Hein et al., 2009). Dado que una de las funciones de los efectores en el
interior de las células vegetales es desarticular las respuestas de defensa de la planta,
existe una constante carrera evolutiva entre los efectores patogénicos y los componentes

de la inmunidad en plantas. Esto provoca la ocurrencia de gran seleccion sobre los genes
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de los efectores, las moléculas de los efectores y los receptores inmunes en la planta
(Dong et al., 2014).

5.5.3. Fusarium solani species complex (FSSC)
Ademas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, detectados a nivel mundial causando

enfermedades en tomate, también se ha descrito a Fusarium solani como un importante
patdgeno de este cultivo en distintos lugares del mundo, entre los cuales se cuentan
Argentina (Wolcan y Lori, 1991), California, Australia, India, Turquia e Israel (Cucuzzay
Waterson, 1992; Miyao et al., 2000).

Los miembros del complejo de especies Fusarium solani (FSSC) se conocen como
patégenos de plantas, animales y humanos. Sin embargo, el estado taxonémico de un
grupo tan importante de hongos sigue siendo muy confuso, muchas especies nuevas y

linajes se han aclarado recientemente.

El complejo de especies Fusarium solani (FSSC) es un grupo que se estima que
actualmente contiene al menos 60 especies filogenéticamente distintas (Coleman, 2016).
Los miembros del FSSC se han estudiado mas ampliamente como patégenos de plantas,
cuentan con un amplio rango de hospederas y se han subdividido en formae speciale (f.
sp.) segun su huésped. Analisis filogenéticos recientes han revelado que cada formae
speciale corresponde a una especie, biolégica y filogenéticamente distinta (Coleman,
2016; O’Donnell et al., 1998).

Fusarium solani (FSSC) puede distinguirse de otras especies de Fusarium gracias a sus
caracteristicas morfolégicas, presencia de clamidosporas, longitud de las monofialidas, y
tamano y forma de las macroconidias y microconidias (Leslie y Summerell, 2006). F.
falciforme forma parte del complejo de especies de Fusarium solani (FSSC, por sus siglas

en inglés), al igual que F. solani, comparten caracteristicas morfolégicas similares.
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5.5.3.1. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium solani species complex
(FSSC)
Desarrolla abundante micelio aéreo, blanco o con tonos rosados. Los microconidios

tipicos de forma ovoide a fusiforme, o ligeramente curvados cuando son septados, de 0
a 2 septas con un tamano de 9.6-14.9 x 4.0-6.3 ym. Los macroconidios dispersos
curvados, células centrales anchas y de 0 a 4 septas. Con un tamafio de 29.5-50.3 x
5.0-8.1um (n = 50). Las clamidosporas terminales e intercalares, simples y en cadenas;
generalmente unicelulares y globosas, ocasionalmente de 2 (Figura 3). (Leslie y
Summerell, 2006).
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Figura 3. Macroconidios y microconidios de Fusarium solani species complex (FSSC) (Leslie y Summerell,

2006).

5.5.3.2. Distribucién mundial de Fusarium falcilforme (FSSC 3+4)
Dentro de este complejo de especies de Fusarium solani sobresale Fusarium falcilforme

(FSSC 3+4) el cual ha sido reportado en los ultimos afios causando marchitamientos y
pudriciones en varias especies de plantas; el primer reporte de F. falciforme fue realizado
por Cabral et al., (2016) quienes reportaron a F. falciforme como agente causal de la
pudricion de la raiz del garbanzo en Brasil; Sousa et al., (2017) reportaron a F. falciforme
en 2017 causando la pudricion de la raiz en frijol lima también en Brasil; Gupta et al.,
(2019) reportaron la pudricion de la raiz y el tallo en la papaya causada por F. falciforme

en la India.
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5.5.3.3. Panorama nacional de Fusarium falcilforme (FSSC 3+4) en la
agricultura
En México, Tirado et al. (2018), reportaron la podredumbre basal de la cebolla causada

por F. falciforme; Renteria et al. (2018), reportaron la pudricién radicular en plantas de
sandia en Sonora, causada por F. falciforme; Vega et al. (2019), reportaron la
podredumbre de la raiz en papaya en Sinaloa, México causada también por F. falciforme.
Recientemente Douriet et al. (2019) reportaron a F. falciforme causando la podredumbre

del tallo del maiz en Sinaloa, México.

5.6. Ecologiay evolucién de las poblaciones de hongos
El rol de los hongos en los ciclos biogeoquimicos suele estudiarse superficialmente. Para

Su enseflanza, algunas generalidades sobre los hongos deben tomarse en cuenta: los
hongos tienen caracteristicas de plantas, bacterias, y animales, pero forman su reino
aparte, mas cercano a los animales que a las plantas; evolutivamente, se separaron de
otros linajes hace aproximadamente 1,500 millones de afos, pero colonizaron la tierra
hace unos 400 millones de afios (Brundrett, 2018); son organismos heterétrofos con una
pared celular de quitina; incluyen hongos microscopicos como levaduras y mohos, pero
también hongos macroscopicos que forman cuerpos fructiferos o setas; crecen
vegetativamente y se reproducen mediante la dispersion de esporas en el aire, agua, y
en el suelo mediante animales. Aunque actualmente se han descrito unas 120,000
especies de hongos, mediante métodos moleculares se ha estimado que podrian existir

entre 2.2 a 3.8 millones de especies (Hawksworth, 2017).

Dentro de los ecosistemas terrestres, basicamente son tres los roles ecolégicos de los
hongos: descomposicion, simbiosis mutualista y parasitismo. La descomposicion de
diferentes formas de materia organica (madera, animales muertos, hojarasca, etc.), es
uno de los roles mas importantes de los hongos, dado que mediante este proceso se da
un reciclaje de nutrientes en el ecosistema, algunos provenientes de sustratos de dificil
degradacion, como la madera (Robledo, 2007). Respecto a las simbiosis mutualistas,
ademas de los liquenes, debe darse un gran énfasis en los hongos micorricicos, los que
hacen simbiosis con el 92% de las plantas vasculares, y han permitido la colonizacion y

diversificacion de las plantas en la tierra (Brundrett, 2018).
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Agrios, (2005) menciona que algunos hongos patégenos de plantas pasan parte de su
vida en su hospedante, y otra parte en el suelo o en los residuos vegetales, otros pasan
todo su ciclo de vida sobre la planta hospedante y solo sus esporas alcanzan el suelo,
donde permanecen en reposo hasta que son llevadas a un hospedero en el que germinan
y se reproducen. Los hongos del complejo que provocan las cenicillas, se desarrollan
sobre la superficie de la planta a la que infectan, pero envian sus haustorios hacia el
interior de las células epidérmicas de la planta. Otros hongos deben pasar parte de su
ciclo de vida como parasitos de su hospedante y parte de él como sapréfitos sobre los
tejidos muertos depositados en el suelo, para poder concluir su ciclo de vida en la
naturaleza. Sin embargo, este Ultimo grupo de hongos se mantiene en estrecha
asociacion con los tejidos de su hospedante (ya sea que estén vivos o muertos) y, en la

naturaleza, no se desarrollan en cualquier otro tipo de materia organica.

5.7. Técnicas de identificacién de Fusarium
La implementacion de medidas apropiadas de manejo de enfermedades requiere una

identificacion y deteccion confiable del patdogeno. Existen las técnicas de identificacion,
como la identificacion morfolégica que se basa principalmente en las caracteristicas de
la colonia del hongo, asi como de sus estructuras tipicas, asi mismo, se cuenta con
métodos de biologia molecular, particularmente la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés), la cual ha proporcionado un enfoque rapido para la
identificacion de patdégenos de plantas (O' Donnell, 2000) a través del uso de varias
regiones de ADN, tales como la region espaciadora transcrita interna (ITS) del ADN
ribosomal (rADN) y, particularmente, el gen del factor de elongacion de la traduccién 1-a
(TEF1-a), son utiles para la identificacion de Fusarium spp. (O'Donnell et al., 1998; Geiser
et al., 2004).

5.7.1. Identificacion morfolégica de Fusarium
Aunque existen técnicas nuevas para la identificacion de especies de Fusarium spp, una

herramienta importante y tradicional es el uso de métodos simples de identificacion

macroscopica que se realiza con base en la caracterizacion del crecimiento de colonias,
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la coloracion, el desarrollo de micelio y la morfologia de sus estructuras en diferentes
medios de cultivo. Mientras que, para nivel microscopico, se observa las formas de las
fialides, el tamafio de sus macroconidios, asi como de sus microconidios. La taxonomia
clasica contindla vigente, aunque requiere de mucha experiencia del técnico en el
microscopio. Existen distintos medios de cultivo que permiten su crecimiento, entre ellos
el papa dextrosa agar (PDA) y agar de hoja clavel (CLA, por sus siglas en inglés). En
medio PDA se permite observar el diametro de la colonia, su coloracion (café, rojo,
violeta, naranja, gris, blanco) y el desarrollo del micelio, mientras que en medio CLA, se
permite observar el desarrollo de cadenas de microconidias, morfologia de macroconidias
y el tamafio y forma de sus fidlides. Sin embargo, en el diagnostico moderno de
enfermedades fungicas no basta con realizar la identificacion morfoldgica, ya que existe
gran similitud entre sus estructuras morfolédgicas, y por lo tanto resulta un problema para
realizar un diagnéstico correcto de la especie. Para esto, se utilizan métodos de biologia
molecular para diagnosticar una enfermedad correctamente, tal como la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés).

5.7.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccién enzimatica in vitro que amplifica

millones de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en
los que la secuencia blanco es copiada fielmente. Para ello, la reaccién aprovecha la
actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente
el ADN en las células. Los elementos importantes en la reaccion son el ADN, la enzima,
los oligonucledtidos o primers, los desoxirribonucleétidos trifosfatados (ANTPs: adenina,
timina, citosina y guanina), el ibn magnesio (Mg*), una soluciéon amortiguadora o buffer y
H20. Todos estos elementos interactian en tres etapas principales de las que se

compone la PCR: desnaturalizacion, hibridacion y extension (Tamay, 2013).

La enzima mas usada con frecuencia se llama Taq ADN polimerasa, que proviene de una
bacteria terméfila llamada Thermus aquaticus, la cual vive en condiciones de temperatura
muy altas y por eso su ADN polimerasa es capaz de soportar ese tipo de temperaturas,
es considerada una enzima termoestable. Los primers son secuencias de

oligonucledtidos que flanquean y delimitan la secuencia blanco que se desea amplificar
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y son complementarios a esta. Generalmente su tamafio oscila entre 15-25 pares de
bases. Son dos secuencias diferentes de primers las que se utilizan en la PCR, una
denominada «forward» o0 sentido y otra «reverse» 0 antisentido; ambas deben estar
disefiadas para que hibriden con el templado y las cadenas de ADN puedan ser
extendidas por la Taq polimerasa en direccion 5’-3’ (como sucede endégenamente). Por
su parte, los dNTP’s son los ladrillos o bases nitrogenadas con los que la Taq polimerasa
construye las nuevas cadenas de ADN. Son factores importantes que contribuyen a la
especificidad de la reaccion, por ello es importante que su concentracion sea la adecuada
ya que de lo contrario pueden afectar la funcion de la Taq polimerasa. El buffer es la
solucion amortiguadora que se usa en la reaccion y generalmente esta compuesta de

Tris-HCL (pH = 8) cuya concentracion final de trabajo debe ser 1X (Tamay, 2013).

Los equipos en donde se realiza la reaccién son llamados termocicladores, los cuales
estan diseflados para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de
temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de
la reaccién, para corroborar si se amplifico la secuencia blanco de interés, los productos
de la PCR o también llamados amplicones son analizados en geles de agarosa para

confirmar si la reaccion fue exitosa (Tamay, 2013).

De acuerdo con Jiménez et al. (2003), el proceso de la reaccién en cadena de la
polimerasa se divide en las siguientes etapas:

1. Desnaturalizacion del ADN en dos cadenas simples por fusién a temperatura elevada
(2 min. 90 — 95 °C).

2. Anillamiento de dos oligonucledtidos (iniciadores) en las cadenas originales para la
sintesis de una nueva cadena disminuyendo la temperatura a (45 seg. 40 - 60 °C),
estos iniciadores contienen entre 10 y 30 bases de ADN.

3. Extension de la nueva cadena a partir de los cebadores, afiadiendo nucledétidos libres
en forma de desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs) con una temperatura elevada
a (2 min. 70 — 75 °C) en la cual se incorporan aproximadamente 100 nucleétidos por
segundo, utilizando ADN polimerasa como catalizador cuya temperatura 6ptima

oscila alrededor de los 72 °C e iones Mg?* como cofactor.
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Este ciclo se repite 25-35 veces en una reaccion de PCR tipica, que generalmente

tarda 2-4 horas, segun la longitud de la regiéon de ADN que se copia.

5.7.2.1. Marcadores moleculares
Existen dos clases de marcadores genéticos: los morfolégicos y los moleculares

(Tanksley, 1983). Gracias a los avances en la biologia molecular, se han desarrollado
métodos de identificacion y caracterizaciébn basados en el uso de marcadores
moleculares, que superan, en la gran mayoria de los casos, las limitaciones de los
métodos tradicionales. Dentro de los marcadores moleculares se menciona la existencia

de dos tipos: las proteinas (principalmente las isoenzimas) y los marcadores de ADN.

Los marcadores moleculares han sido definidos como cualquier diferencia no tipica
controlada genéticamente. Se puede considerar que cualquier molécula, organica o
inorganica, que sea caracteristica de un organismo o proceso, es un marcador. Los
marcadores idoneos son los de ADN, siendo valido cualquier fragmento que se encuentre
muy cerca del gen o de la secuencia de interés, y que I6gicamente no afecte al caracter
en estudio (Azofeifa, 2006). Para Valadez y Kahl (2000), un marcador se refiere a
cualquier molécula de proteina, ARN o ADN de tamafio o peso molecular conocido, que
sirve para monitorear o calibrar la separacion de las mismas, utilizando electroforesis o
cromatografia y un marcador genético como cualquier gen, cuya expresion permite un
efecto fenotipico que puede ser detectado facilmente (por ejemplo, un gen que ocasiona

resistencia para algun antibiético (Azofeifa, 2006).

Los marcadores del ADN se basan fundamentalmente en el andlisis de las diferencias en
pequefias secuencias del ADN entre individuos. Las técnicas empleadas para ello son
muy diversas, y dan el nombre a los distintos tipos de marcadores, los cuales pueden ser

de caracter dominante o codominante (Karp y Edwards, 1998).

5.7.2.1.1. Gen de laregion espaciadora transcrita interna ITS
La regién espaciadora transcrita interna (ITS) del ADN ribosomal codificado nuclearmente

(ITS rDNA) es un marcador de nivel de especie popular en estudios de filogenia de

hongos y plantas (Bruns et al., 1991; Baldwin et al., 1995; Alvarez y Wendel, 2003). Por
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lo cual se usa ampliamente para facilitar la identificaciéon de patégenos de plantas y
recientemente se ha propuesto como un marcador para hongos (Seifert, 2009). Dicho
marcador estd compuesto por la region codificante de rRNA 18Sy 5.8S (ITS1) y entre las
regiones codificantes de rRNA 5.8S y 28S (ITS2) (Porter y Golding 2011).

5.7.2.1.2. Gen del Factor de Elongacion EF-1a
El gen del factor de elongacion 1- a (TEF-1a), el cual codifica una parte esencial de

maquinaria de traduccion proteinica, tiene una gran utilidad filogenética, ya que es
altamente conservado a nivel de especie dentro del género Fusarium y se han
desarrollado cebadores o iniciadores universales que funcionan a través del género
(Geiser et al., 2004; Roger et al., 1999). Esto se debe a que presenta una sola copia no
ortéloga para este género. Este gen fue utilizado por primera vez como marcador
filogenético para inferir las especies y nivel de género entre los lepidopteros (Cho et al.,
1995). Para el caso de Fusarium, estos cebadores fueron desarrollados para investigar
linajes dentro del complejo Fusarium oxysporum (O’Donnell et al., 1998). Estos
iniciadores amplifican una region de ~700 pb del gen EF-1a, flanqueando 3 intrones que
constituyen la mitad de la longitud del amplificado en todos los Fusarium conocidos. Este
gen es encontrado consistentemente en copia simple en Fusarium, y tiene un alto nivel
de polimorfismo, aun cuando es comparado con las porciones ricas en intrones de los
genes que codifican proteinas, como la calmodulina, B-tubulina e histona 3 (H3). Por
estas razones TEF-1a se ha convertido en el marcador de eleccion, como herramienta

para la identificacion de Fusarium spp. (Geiser et al., 2004).

5.8. Andlisis Filogenético
Los analisis filogenéticos de secuencias de ADN o proteinas se han vuelto una importante

herramienta para estudiar la historia evolutiva de los organismos (Nei, 1996; Yang y
Rannala, 2012).

Una filogenia es una historia de la division de las especies inferida a través del tiempo.
Existen dos procesos involucrados en esta inferencia: estimacion de la topologia y

estimacion de la longitud de las ramas para una topologia dada (Pagel, 1999; O"Meara,

30



2012). El método de inferencia filogenética usado en filogenética molecular puede ser
clasificado en tres grandes grupos: métodos de distancia, métodos de verosimilitud y
métodos de parsimonia (Nei, 1996; Yang y Rannala, 2012). Sin embargo, actualmente se
incluye otro método, se propone un nuevo método llamado método de unién de vecinos
(Neighbor-Joining). Estos sirven para reconstruir arboles filogenéticos a partir de datos

de distancia evolutiva (Saitou y Nei, 1987).

El principio del método de unién de vecinos, es encontrar pares de unidades taxondémicas
operativas (OTU), que minimizan la longitud total de las ramas en cada etapa de
agrupamiento de las OTU que comienzan con un arbol en forma de estrella. Las
longitudes de las ramas, asi como la topologia de un arbol parsimonioso, se pueden
obtener rapidamente mediante este método. Por lo tanto, un analisis filogenético se
obtiene mediante metodologias matematicas y es una representacion gréfica, en la que
se definen los grupos de individuos que comparten un ancestro en comun (clados) y la
similitud genética de los individuos y su comparacion con la informacién (Nayaka et al.,
2011).

5.9. Control de la fusariosis
El control de Fusarium se basa principalmente en el uso de variedades resistentes,

fumigaciones al suelo y las aplicaciones de fungicidas, entre otras técnicas. La
generacion de variedades resistentes constituye el avance mas importante para el control

de esta enfermedad (Gonzéalez et al., 2012).

Los fungicidas constituyen una herramienta valiosa en un programa de manejo integrado
de la fusariosis del tomate (Yossen et al., 2010). Sin embargo, la alta variabilidad genética
gue existe dentro de las distintas especies del género Fusarium dificulta seleccionar los
mejores fungicidas para su control (Srivastava et al., 2011).

Entre los grupos quimicos eficaces para el control de Fusarium, se citan los sistémicos
como los bencimidazoles y triazoles, y los de contacto como los imidazoles y

ditiocarbamatos (Jahanshir y Dzhalilov, 2010; Srivastava et al., 2011).
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Los bencimidazoles y triazoles se caracterizan por favorecer la formacion de cepas de
patogenos resistentes. Para minimizar el riesgo de aparicion de resistencia, se ha
enfatizado la necesidad de no realizar aplicaciones repetidas de fungicidas especificos,
si no de utilizarlos alternadamente o con productos de grupos quimicos no relacionados
y con diferente modo de accion. Los ditiocarbamatos poseen multiples sitios de accién
en las células fangicas y tienen un riesgo muy bajo de generar resistencia (Fishel, 2013).
Sin embargo, se han encontrado aislamientos de diversos hongos fitopatégenos que
presentaron resistencia y disminucion de la sensibilidad al mancozeb (Sampath Kumar et
al., 2007; Henriquez et al., 2011).
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Areade estudio
El muestreo de los aislamientos utilizados en el presente estudio se realizé durante el

ciclo agricola otofo-invierno 2016-2017 en parcelas sembradas con tomate en el estado
de Sinaloa, ubicado a los 25° 00’ 10” N y a los 107° 30’ 10” W, el cual presenta una altitud
maxima de 2800 m. (Figura 4).

El universo del estudio lo constituyeron las 410 agricolas productoras de tomate de
Sinaloa (CESAVESIN, 2015). Se realiz6 un muestreo estratificado (Krebs, 1998) con
cuatro niveles de acuerdo con un gradiente latitudinal. A partir de ello se determiné que
el tamafio de la muestra fue de 84 unidades de produccién, las cuales se convirtieron en

unidades de muestra (Cuadro 3).

Cuadro 3. Distribucion de las unidades de muestro por estrato

Unidades de Tamario de
Estrato ., muestra

produccion (n)
Zona Norte 74 15
Zona Centro Norte 69 14
Zona Centro 178 37
Zona sur 89 18
Total Sinaloa 410 84

Fuente: Elaboracién propia

Dentro de ellas se aplico a su vez un muestreo dirigido, seleccionando las plantas que
presentaron sintomas caracteristicos de la enfermedad. Como criterio para estimar el
tamafio de muestra se tomo la variacion de la superficie destinada a este cultivo en cada

unidad de produccion.
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Figura 4. Mapa de México y del estado de Sinaloa donde fueron colectadas plantas de tomate con sintomas
de Fusarium spp.

6.2. Colecta del material biolégico
Se colectaron plantas de tomate con sintomas de fusariosis vascular en 84 lotes

agricolas, se tomaron al azar 15 plantas por lote, a las cuales se les realizé un corte
transversal en el tallo a los 30 cm arriba de la corona para observar la necrosis de los

haces vasculares y asi poder tomarlas como muestra. (Figura 5).
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Figura 5. Colecta en campo de plantas de tomate con sintomas de Fusarium spp.

6.3. Esterilizado del material
En el laboratorio se realizé el esterilizado de los materiales como son los vasos de

precipitado, pinza, agujas, navajas, entre otros. Esto se llevé a cabo en una autoclave a

20 libras de presion y una temperatura de 121 °C durante 40 minutos (Figura 6).
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Figura 6. Autoclave utilizada para esterilizar los materiales de laboratorio.

6.4. Aislamiento y purificacién de Fusarium spp.
6.4.1. Elaboracion del medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA)

Para la elaboracion del medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), se utilizaron 39
gramos de medio PDA, los cuales fueron depositados en un matraz Erlenmeyer, se aforo
a 1 litro con agua destilada estéril y se agitd, posteriormente se sell6 con papel aluminio.

Se colocé en la autoclave a 121 °C durante 15 minutos, después se dejo enfriar hasta
alcanzar 30 °C, posteriormente se afiadieron 300 mg de sulfato de estreptomicina (para
inhibir el crecimiento bacteriano) y 1.5 ml de pentacloronitrobenceno (PCNB) para evitar
el crecimiento de hongos que no sean del género Fusarium (Figura 7) (Leslie y
Summerell, 2006).
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Figura 7. Pesado de PDA en una bascula de precisién y colocacion del PDA en un matraz Erlenmeyer.

6.4.2. Aislamiento de Fusarium spp.

Los tallos de las plantas de tomate fueron lavados con agua destilada, posteriormente se
les realizaron pequefios cortes longitudinales en porciones de 3 mm aproximadamente
en el tejido infectado con navajas esterilizadas, los cuales fueron introducidos en
hipoclorito de sodio al 1 % durante 1 min y se enjuagaron con agua destilada estéril por
2 min, después se colocaron en cajas Petri con medio de cultivo PDA previamente
rotuladas, y fueron introducidas en una incubadora a 25-28 °C, por 7 dias (Figura 8)
(Rodriguez y Montilla, 2002).
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Figura 8. Colocacion del tejido infectado en caja Petri con medio de cultivo PDA.

6.4.3. Obtencidn de aislamientos monospadricos de Fusarium spp.
Para obtener aislamientos monospéricos de Fusarium y tener una identificacion confiable,

es necesario partir de cultivos monospéricos que garanticen la autenticidad y pureza de
los mismos, para lo cual se aplicé la metodologia planteada por Hansen y Smith (1932).
Se procedio a transferir el tejido crecido en medio PDA, con presencia de esporulacion
tipica del género Fusarium, donde se corté un pequefio fragmento crecido del hongo se
transfirié a un tubo Eppendorf estéril de 2 ml de capacidad que anteriormente fue llenado

con 100 pL de agua destilada estéril (Figura 9).
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Figura 9. Micelio desarrollado en caja Petri de los aislamientos obtenidos.

Una vez colocado el micelio en el tubo Eppendorf, se agitdé con un vortex para favorecer
al desprendimiento de esporas para que flotaran en el agua estéril, posteriormente se
tomaron 50 pL de la dilucion y se transfirieron a otro tubo que ya tenia agregado 100 pL
de agua destilada estéril. Este mismo procedimiento se realiz6 2 veces con la misma
muestra. Para la tercera dilucién, se tomaron 50 uL con una micropipeta y se coloc6 en
una caja Petri con medio de cultivo PDA, para lo cual la dilucion fue distribuida e
incorporada superficialmente en el medio de cultivo (Hansen y Smith, 1932).
Posteriormente, cada caja Petri con la dilucién se sell6 y etiqueté con el nimero de
muestra correspondiente, las cuales fueron incubadas por 5 dias en oscuridad a 25-28
°C para promover la germinacion de las esporas. Una vez trascurridos los dias se
procedio obtener una espora germinada y se transfirié a una nueva caja Petri con medio

PDA. El mismo procedimiento se utilizo para cada una de las muestras (Figura 10).
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Figura 10. Técnica de diluciones seriadas para cultivos monosporicos.

6.5. Identificacion morfolégica

Una vez crecidos los aislamientos del hongo después de 14 dias de incubaciéon en medio
de cultivo de papa dextrosa agar (PDA) a 25 °C en un fotoperiodo de 12 horas luz,
analizaron en el microscopio compuesto, observandose el color de la colonia y la
formacion de micelio aéreo. Para caracterizar estructuras como macroconidias,
microconidias y fialides, se utilizo el medio de cultivo agar de hojas de clavel (CLA) para
identificar aislados de Fusarium spp. segun los criterios propuestos por Leslie y
Summerell (2006).

Figura 11. Caracterisiticas de la colonia de Fusarium oxysporum vista de frente de la caja petri (A), fialides
caracteristico de Fusarium oxysporum (B), colonia de Fusarium oxysporum vista de reverso de la caja petri

(C), microconidios de Fusarium oxysporum (D).
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6.6. Pruebas de patogenicidad y virulencia
Las pruebas de patogenicidad se realizaron utilizando los cultivares de tomate Bony Best,

Manapal, Walter e I3R3. Las semillas se sembraron en charolas de poliestireno de 128
cavidades (Figura 12) con una mezcla de turba de la marca peat moss® previamente
esterilizada en autoclave por 15 min a 121 °C, las cuales se irrigaron y fertilizaron de

acuerdo con las recomendaciones técnicas del INIFAP (2010).

Figura 12. Siembra de la variedad Bonnie Best en charolas de poliestireno.

Las raices de 20 plantas por genotipo en la etapa de dos hojas verdaderas se lavaron y
se sumergieron en una suspensién conidial (1 x 10> UFC / ml) de cada aislamiento
durante 10 minutos e inmediatamente se trasplantaron en vasos de poliestireno con

capacidad de 0.5 L con turba previamente esterilizada (Figura 13).

La suspensién conidial se obtuvo recogiendo las esporas de cada aislado cultivado en
PDA, con 10 ml de una solucién salina isoténica. Diez plantas control de cada genotipo

lavadas y suspendidas en agua antes del trasplante sirvieron como control negativo. Las

41



plantas se mantuvieron durante 60 dias en una camara de crecimiento con un fotoperiodo
de1l2ha?23a26°C.

Figura 13. Inoculacion de las diferentes cepas de Fusarium spp.

En este ensayo se utilizé un disefio completamente al azar con tres repeticiones de una

planta en cada material para la toma de datos, se observé y se registro la respuesta de

las plantas inoculadas; la primer evaluacion de la patogenicidad se realizd6 15 dias

después de la inoculacion, posteriormente cada 15 dias después de la primer evaluacion,

esto con base en la presencia o0 ausencia de sintomas de la enfermedad, utilizando la

escala de severidad de Marlatt et al. (1996), como se muestra en el Cuadro 4. El ensayo

se instald el 2 de octubre del 2017 y finalizé el 30 de noviembre ese mismo afio; el

segundo ensayo se realizé en diciembre del 2017.

Cuadro 4. Escala de severidad de acuerdo a Marlatt et al., 1996.

Escala Sintomas
0 Planta sana
1 Primeros sintomas de clorosis de las hojas
2 Severa clorosis de las hojas, sintomas iniciales de marchitamiento
3 Graves sintomas de marchitamiento y clorosis de las hojas
4 Planta totalmente marchita, completamente necrética
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El indice de severidad de la enfermedad (DSI) se calcul6 con la férmula propuesta por
Galanihe et al. (2004):

DSI =3 [PxQ/M x N]x 100

Donde P = punto de severidad; Q = niumero de plantas infectadas con alguna escala; M
= numero total de plantas observadas; N = maxima clasificacion en el numero de la

escala.

6.7. Extraccion del ADN
Para la extraccion del ADN, se empled el método descrito por Ausubel et al. (2003),

colectando el micelio del hongo con una asa bacteriologica estéril a partir del medio
sélido (Figura 14); este fue colocado en mortero para ser pulverizado con nitrégeno
liquido (-196 °C) con ayuda de un pistilo previamente esterilizado; el polvo resultante se
transfirié a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, al cual se agregaron 2 mL de la solucion de
extraccion CTAB al 2 % (100 mM de Tris.Cl (pH 8), 20 mM de EDTA (pH 8) y 1.4 M de
NaCl); a la mezcla homogénea se le agregd cloroformo-alcohol isoamilico en una
proporcion de 24:1 y se centrifugd. Posteriormente se extrajo la fase acuosa y se agrego
1/10 volumen de solucion CTAB/NaCl y se volvidé a centrifugar para recuperar la fase
acuosa y posteriormente, se agrego 1 volumen de la solucion de precipitacion CTAB 1 %
(50 mM de Tris.Cl (pH8), 10 mM de EDTA (pH 8)), se centrifugd a 4 °C; se removi6 sin
tocar la fase sobrenadante y se agrego el buffer TE de alta sal (10 mM de Tris.Cl (pH 8),
0.1 mM de EDTA (pH 8) y 1 M NaCl); posteriormente, se precipité afiadiendo 0.6 volumen
de isopropanol y centrifugd a 4 °C; por ultimo, se lavo la pastilla con etanol al 80 %, se
secé y se resuspendié en un minimo volumen de TE (0.1 a 0.5 mL por gramo de DNA).
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Figura 14. Extraccion del ADN de los aislamientos de Fusarium spp, con nitrégeno liquido.

6.8. Amplificacion mediante PCR y analisis electroforético del ADN
Para la identificacion de los aislados del género Fusarium se han desarrollado

metodologias basadas en el analisis de los &cidos nucleicos, entre las que destaca la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) por su elevada sensibilidad, especificidad
y rapidez. Mediante esta técnica se ha llevado a cabo la identificacion a nivel género y

especie de los aislados de Fusarium spp.

El ADN extraido de aislamientos de Fusarium fue analizado por PCR con el primers ITS1
y ITS4 (ITS), asi como también, los primers EF-1 y EF-2 (TEF) propuestos por Geiser et
al. (2004) y O’Donnell et al. (1998). La mezcla de la reaccion final (25 yL) contenia 1.5
pL de DNA, una mezcla de dNTPS (10 mM), primers (10 mM), MgClz (25 mM), buffer
PCR, 5U de Taq DNA polymerasa. Las secuencias de todos los primers y condiciones de
PCR se muestran en el Cuadro 5. También se utiliz6 el conjunto de primers para
discriminar entre las razas Fol. SIX 1 se utiliz6 para la identificacién de la forma especial

lycopersici. SIX4 puede usarse para la identificacion de cepas de raza 1, mientras que
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los polimorfismos en SIX3 pueden usarse para diferenciar cepas de raza 2 de cepas de

raza 3.

Cuadro 5. Condiciones de temperatura de alineacién y primers de secuencia (ITS, TEF y SIXs) para el
analisis de Fusarium spp. por PCR.

Tamafo
Primer Secuencia de Primers (5’ — 37) del Especie
fragmento
D: EF1 ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC Todas las especies
700pb del género
R: EE2 GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT Fusariuma®
D:ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 600 b Todas las especies de
R:ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATG P hongos®
D: Six1 P12-F2 GTACCCTCCGGATTTTGAGC de
R: Six1 P12-R1 AATAGAGCCTGCAAAGCATG 992pb  FOLrazas1,2y3
D: Six4 Six4-F1 TCAGGCTTCACTTAGCATAC 967 pb FOL raza 1'
R: Six4 Six4-R2 GCCGACCGAAAAACCCTAA b
D: Six3a Six3-G121A-F2 ACGGGGTAACCCATAT TGCA
D: Six3b Six3-G134A-F2 TTGCGTGTTTCCCGGCCA of
D: Six3c Six3-G137C-F1 GCGTGTTTCCCGGCCGCCC 608 pb FOL raza 3
R: Six3-R2 GGCAATTAACCACTCTGCC

D: Iniciador directo, R: iniciador reverso
a O'Donell et al. (1998)

b Geiser et al. (2004).

¢ White et al. (1990).

d Van Der Does et al. (2008).

e Rep et al. (2004).

f Lievens et al. (2009).

Una vez terminada la reaccién, los productos amplificados se separaron
electroforéticamente en geles de agarosa al 1 %, teflidos con el colorante Gel Red 3X
(biotium) y corridos a 150 V durante 30 min. Como amortiguador de corrida se usé una
solucion a base de NaOH-Borato 1X (SB) (Brody y Scott, 2004). Cuando el producto
amplificado se separo, el gel de agarosa se expuso a una camara de luz UV (UVP), y las
imagenes se capturaron y digitalizaron mediante el programa Launch Doc-ItLS (UVP).
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6.9. Analisis filogenético
Los andlisis filogenéticos se realizaron utilizando las secuencias TEF-1a e ITS. Las

secuencias de todos los aislados se alinearon usando Clustal W usando el programa
Geneious R9. Los arboles fueron construidos por el método de union de vecinos basado
en distancias determinadas por el método de Jukes y Cantor usando 1000 réplicas de
arranque. También se hizo un analisis de similitud, comparando cada una de las
secuencias puestas en los arboles filogenéticos mediante una tabla de doble entrada,
cabe sefalar que las secuencias fueron comparadas en las bases de datos Fusarium ID
y Fusarium MLST.

6.10. Valoracion de la resistencia a diferentes fungicidas
Se determiné la actividad inhibidora de los fungicidas en el crecimiento radial del micelio
de 15 aislamientos seleccionados en PDA, los cuales contenian diferentes

concentraciones de cada fungicida en las placas de Petri.

Lo fungicidas evaluados fueron Tiabendazol, Tebuconazole y Boscalid por parte de los
sistémicos, y clorotalonil como fungicida de contacto. Se evaluaron con 4 dosis (Cuadro
6), los cuales se ensayaron individualmente para evaluar su efecto sobre el crecimiento
del patdgeno. Se transfirid6 micelio del patégeno al medio de PDA solidificado con las
diferentes concentraciones de fungicidas y sin fungicida como testigo. Posteriormente se
incubaron durante seis dias a 27 °C. El crecimiento del micelio del patégeno se midi6 en
cada placa, las cuales se compararon con el crecimiento del testigo. Cada aislamiento
consituyo una unidad experimental, las cuales tuvieron una distribucion completamente

al azar con tres repeticiones.
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Cuadro 6. Fungicidas evaluados para el control de Fusarium spp. Ingrediente activo (i.a.), nombre quimico, y dosis ensayadas

(D1, D2, D3y D4) en partes por millén (ppm).

Ingrediente Nombre quimico Dosis (ppm)

activo (i.a.) D1 D2 D3 D4

Tiabendazol 2-(4-tiazolil)-benzimidazol 1 10 100 1000

Tebuconazole Alfa-[2-(4 Clorofenil) etil]- alfa-(1-1 1 10 100 1000
dimetiletil)1 H-1,2,4 triazol-1 etanol

Clorotalonil Tetracloro isoftalonitrilo 1 10 100 1000

Boscalid 2-cloro-N-(4"-clorobifenil-2- 1 10 100 1000

il)nicotinamida,

La eficacia de control de los fungicidas se evalu6 como el porcentaje de inhibicion del
crecimiento de las colonias para cada fungicida, con respecto al didmetro medio de las
colonias de los controles. EIl porcentaje de inhibicién de crecimiento del micelio (PIRG)
se calcul6 segun la formula de Pandey et al. (1982). El porcentaje de PIRG se determiné
como [(Dc - Dt) / Dc] x 100, donde Dc fue el aumento promedio de didmetro de colonia
de hongos con el testigo, y el DT fue el aumento del didmetro promedio de una colonia
de hongos con el fungicida (Weitang Song et al., 2004).

6.11. Analisis estadistico
Se realiz6é un analisis no paramétrico a partir de los datos obtenidos en los dos ensayos

de patogenicidad, llevando a cabo la prueba de Kruskal-Wallis y una comparacién de
medias por la Prueba de Dunn (p < 0.05), ya que los datos no cumplieron con los
supuestos de distribucién normal y homogeneidad de varianzas de Bartlett, aun después
de ser sometidos a una transformacion de raiz cuadrada. Todos los analisis estadisticos
se realizaron con el software XLSTAT (Addinsoft, 2008).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Tomade muestras y sintomas de la enfermedad
Se realiz6 un muestreo en 84 lotes horticolas del estado de Sinaloa en el ciclo agricola

otofio-invierno 2016-2017, obteniendo un total de 1050 plantas con sintomas de la

enfermedad (Cuadro 7).

Cuadro 7. Coordenadas geogréaficas de los municipios del estado de Sinaloa donde fueron colectadas las
plantas de tomate con sintomas de Fusarium spp.

Municipio Coordenadas Geograficas Numero de Muestras
El Fuerte 26°05°00"" N 108°45'56"" O 148
Guasave 25°47°26"" N 108°38'59 O 99
Sinaloa de Leyva 25°76°52"" N 108°27°55”" O 12
Mocorito 25°45°43"" N 108°03'11" O 43
Angostura 25°37°47 N 108°13'25” O 32
Navolato 24°46°07"° N 107°31°46"° O 134
Culiacan 24°50712°° N 107°35°42”° O 245
Elota 24°03'25"" N 106°47°55 O 110
El Rosario 23°2'51”" N 105°56'54"" O 200
Escuinapa 22°45°0" N 105°50'16"" O 27

Total de muestras 1050

Las plantas muestreadas presentaron clorosis en las hojas y marchitamiento
principalmente (Figural5). Tambien se observo que las plantas presentaban una severa
necrosis en los haces vasculares del tallo 30 cm por encima de la base de las plantas
(Figura 15c).
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Figura 15. Fotografias de los sintomas encontrados en las plantas de tomate muestreados. a clorosis en
las hojas; b marchitamiento en las hojas; ¢ necrosis en los haces vasculares del tallo; d achaparramiento
en la planta de tomate.

7.2. Identificacion morfologica
Se obtuvieron 149 aislamientos monospdéricos, los cuales se identificaron como Fusarium

spp. basado en la morfologia de sus colonias utilizando los criterios propuestos para la
identificacion de especies de Fusarium de Leslie y Summerell (2006) y Nelson et al.
(1983). La caracterizacion morfologica se realizd con la ayuda de un microscopio y el

programa Dino capture (Figura 16).
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Figura 16. Caracterizacién morfolégica de aislados de Fusarium.

Dentro de los 15 aislamientos patégenos de Fusarium, 7 aislamientos mostraron

marcadores morfoldgicos tipicos para F. oxysporum y 8 para F. falciforme (Cuadro 8).

Cuadro 8. Caracterizacion morfologica de 15 aislamientos de Fusarium spp. de plantas de tomate en el
estado de Sinaloa.

Aislamiento 1Color de Micelio 2Macroconidias 2Microconidias
Frente/atras Largo /ancho (um) Septas Largo /ancho (um) Septas
F. oxysporum
FOB20SINELO Blanco/Amarillo 18-37 x 5-6 3-4 4-16 x 3.5-5 0-1
FOB25SINGUA Blanco/Marron  17-35 x 5-7 34 4-15x 3-5 0-1
FOB29SINESC Crema/Amarillo 17-32 x 4-6 34 6-14 x 3-4.2 0-1
FOB30SINFUE Blanco/Amarillo 16-30 x 5-6 3-4 4-15 x 4-6 0-1
FOAG62SINFUE Blanco/Amarillo 16-35 x 5-7 3-4 4-16 x 4-5 0-1
FOAB4SINELO Blanco/Amarillo 17-30 x 5-6 34 5-15x 4-5 0-1
FOAGB6SINESC Blanco/Marrén  19-40 x 6-7 34 6-15 x 4-6 0-1
F. falciforme
FSB31SINGUA Blanco/ Marrén 29-42 x 3.5-6 2-4 3-26 x 1.5-5 1-3
FSB39SINSIN Blanco/Crema 27-36 x 5-7 2-4 4.5-17 x 1.5-3 1-3
FSB50SINCUL Blanco/ Marrén  19-31 x 5-7 3-4 5-18 x 1.5-3 1-3
FSAS5SINESC Blanco/ Marrén  19-34 x 4—7 3-4 4-16 x 1.5-3 1-3
FSA54SINFUE Blanco/Amarillo 21-35 x 4.5-7 2-4 5-20 x 1.5-3 1-3
FSAB3SINNAV Blanco/ Marrén 22-37 x 5-7 34 4-16 x 1.5-3 1-3
FFB38SINCUL Blanco/ Marr6n 18-33 x 5-7 3-5 6-24 x 2-4 1-3
FFB47SINCUL Blanco/Amarillo 25- 37 x 4-6 3-5 5-21 x 2-4 1-3

'Obtenido 14 dias después de la incubacion en medio PDA a 20 ° C en un fotoperiodo de 12.

2Caracterizado 14 dias después de la incubacion en medio BLA a 20 ° C.
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Los aislamientos de F. falciforme mostraron micelio aéreo algodonoso de color blanco,
con pigmentacion marrén en el fondo de la colonia. Se observaron microconidias en forma
ovales con 0 a 2 septas, 22.5-26 x 7-15 ym de longitud (Fig. 17a). Las macroconidias se
mostraron de forma cilindrica, ligeramente rectas y anchas con 3 o 4 septas, 68-75.2 x
12.9-19.4 ym (Fig. 17b). No se observo la presencia de clamidiosporas.

-y —_— T
Figura 17. Caracteristicas morfologicas de aislamientos de Fusarium falciforme: a Microconidias barra de
escala= 5 ym; b Macroconidia y Microconidia barra de escala= 5 um; c y f Fidlides barra de escala= 5 ym;
d Vista superior de una colonia tipica en PDA; g Aislamientos flingicos de plantas de tomate enfermas.

F. falciforme fue la especie con mayor cantidad de aislamientos obtenidos a partir de
plantas de tomate. F. falciforme forma parte del Complejo de Especies de Fusarium solani
(FSSC, por sus siglas en ingles), al igual que F. solani, comparten caracteristicas
morfologicas similares; F. solani ha sido reportado causando la podredumbre del pie del

tomate (Miyao et al., 2000); Sin embargo, en el presente trabajo se reporta por vez
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primera a F. falciforme como agente causal de la podredumbre del pie del tomate en
Sinaloa (Vega et al., 2018).

Los aislamientos de F. oxysporum en medio de cultivo PDA mostraron abundante micelio
algodonoso, de color blanco a crema, con una pigmentacion en el fondo de la colonia que
varia de amarillo a marrén (Fig. 18c). Se observaron microconidias de forma cilindrica a
renal, con ausencia de septas, 5-15 x 3-4.5 ym (Fig. 18b). Las macroconidias en forma
recta, de pared delgada, 19-30 x 4-6 ym, 3-4 septas (Fig. 18a). Todos los aislamientos

mostraron fialides (Fig. 18e y 18f). Las clamidiosporas no fueron evidentes.

e

.

Figura 18. Caracteristicas morfologicas de aislamientos de Fusarium oxysporum: a Macroconidia y
microconidias barra de escala= 5 ym; b Microconidias barra de escala= 5 ym; c¢ Vista superior de una
colonia tipica en PDA; e y f Fialides barra de escala= 5 upm; g Aislamientos fangicos de plantas de tomate
enfermas.
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La presencia de F. oxysporum en el tomate en Sinaloa, ha sido reportada por varios
autores, Valenzuela et al., (1996), reporto por primera vez a FOL raza 3, Carrillo et al.,
(2003), informo la presencia de FOL raza 2 y 3 en el valle de Culiacan, Ascencio et al.,
(2008), informo la presencia de las 3 razas de FOL en el valle de Culiacan, 1 afio después
Sanchez-Pefa et al., (2010) indica que en Sinaloa prevalece la raza 3 de FOL, estos

resultados concuerdan con los resultados obtenidos en el presente trabajo.

7.3. Pruebas de patogenicidad mediante cultivares diferenciales de tomate
Se utilizaron 149 aislamientos monosporicos identificados morfologicamente como

Fusarium spp. para esta prueba, de los cuales solamente 15 (10 %) de los aislamientos
fueron patogénicos para el tomate. Todas las plantas infectadas mostraron un
amarillamiento inicial a partir de la primera y segunda hoja, F. oxysporum y F. falciforme

presentaron sintomas aéreos similares (Figura 17g y 189).

Al observar la respuesta de los cultivares diferenciales a la inoculacion con los
aislamientos de Fol colectados, se detect6 la presencia de las tres razas conocidas de
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en 7 lotes muestreados en el estado de Sinaloa.
De los 7 aislamientos patogénicos de Fol obtenidos, 5 aislamientos corresponden a la
raza 3, 1 aislamiento alaraza 2y 1 alaraza 1. Las cuales fueron determinadas con las

variedades diferenciales antes mencionadas. (Fig. 19).

Figura 19. Pruebas de patogenicidad mediante cultivos diferenciales
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Con respecto a los sintomas en las plantas inoculadas mostraron amarillamiento,
marchitez, clorosis en las hojas, oscurecimiento de los tejidos vasculares y en algunas la
muerte de las mismas esto dependiendo de la virulencia de cada aislamiento; mientras
gue las resistentes no presentaron sintomatologia alguna a todas las cepas de F.
oxysporum. Las plantas infectadas con F. falciforme mostraron necrosis vascular y
pudricion basal, también se observo blanqueamiento de la lamina foliar. Los aislamientos
variaron en la incidencia de severidad de acuerdo con la velocidad con la que causaron

los sintomas de la enfermedad.

Los 15 aislamientos antes mencionados se sometieron a un analisis de PCR utilizando
cebadores que fueron utilizados previamente por Lievens et al. (2009), amplificando las
proteinas SIX1, SIX 3y SIX 4 (Cuadro 9). En el cual los resultados obtenidos fueron
similares a los de las pruebas de las variedades diferenciales antes mencionadas. SIX1
se utiliza para la identificacion de la forma especial lycopersici. SIX4 puede usarse para
la identificacion de cepas de raza 1, mientras que los polimorfismos en SIX3 pueden

usarse para diferenciar cepas de raza 2 de cepas de raza 3.

Cuadro 9. Diferenciacion de razas fisiolégicas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici por PCR.

Aislamiento Raza Conjunto de cebadores
TEF SIX1 SIX4 SIX3a SIX3b SIX3c

FOB20SINELO 1 + + + - - -
FOB25SINGUA 3 + + - + - -
FOB29SINESC 3 + + - + - -
FOB30SINFUE 3 + + - - + -
FOAG2SINFUE 2 + + - - - -
FOAGASINELO 3 + + - - - +
FOAGGSINESC 3 + + - - + -
FSB31SINGUA ND + - - - - -
FSB39SINSIN ND + - - - - -
FSB50SINCUL ND + - - - - -

[+, Amplicon presente; -, amplicon ausente; ND, no determinada]
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7.4. Analisis de virulencia

En la prueba de patogenicidad los aislamientos variaron en agresividad de acuerdo con
los sintomas que causaron la enfermedad en las plantas (Figura 20). El aislado
FFAS4SINFUE (F. falciforme) fue el mas agresivo, el cual causé un 83.3% de severidad

de la enfermedad desde la segunda semana después de la inoculacién, causando la
muerte de las plantas a los 45 dias.

Isolates
—@— FOB20SINELO
—B— FOAG4SINELO
— 4 — FFAG3SINNAV
—A - FOAG62SINFUE
—Jp- - FOB25SINGUA
—— FFB50SINCUL
—w— FFAS4SINFUE
— - - FFAS55SINESC
—m - FFB47SINCUL
—&@- - FFB38SINCUL
—i— FFB39SINSIN
— p— FOB29SINESC
— -4 - FOB30SINFUE
—wy - FFB31SINGUA
—#- - FOAB6SINESC
—— WITNESS

100

80

60

Incidence (%)

15 30 45 60
Time (Days)

Figura 20. Incidencia de la enfermedad (%) causada por aislados de F. oxysporum y F. falciforme en
plantas de tomate a los 60 dias después de la inoculacion.

Los aislamientos FFB47SINCUL y FFAG63SINNAYV presentaron 75 % de severidad de la
enfermedad desde la segunda semana después de la inoculacién, causando la muerte
también a los 45 después, sin embargo, estos 3 aislamientos fueron estadisticamente
iguales. Los aislamientos que mostraron una incidencia de severidad intermedia oscilaron
entre 58 % y 75 % a los 45 ddi, y fueron estadisticamente iguales FFB50SINCUL,
FOB20SINELO, FOB29SINESC y FOB25SINGUA, mientras que los aislamientos
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FFB31SINGUA y FFB39SINSIN fueron los menos agresivos y estadisticamente iguales
(Cuadro 10).

Cuadro 10. Andlisis de varianza no paramétrica con la prueba de Kruskal-Wallis y comparacién de
medias por Dunn (P < 0.05)

Sumade Media de
Muestra® rangos® rangos® DSI %° Grupos’
FOAB4SINELO 99,000 33,000 100.00 A
FOAB6SINESC 99,000 33,000 100.00 A
FFA55SINESC 99,000 33,000 100.00 A
FFAS54SINFUE 99,000 33,000 100.00 A
FFAG63SINNAV 99,000 33,000 100.00 A
FFB38SINCUL 99,000 33,000 100.00 A
FFB47SINCUL 99,000 33,000 100.00 A
FOAGB2SINFUE 81,000 27,000 91.7 A
FOB30SINFUE 81,000 27,000 83.3 A
FFB50SINCUL 75,500 25,167 75.00 AB
FOB20SINELO 69,500 23,167 66.7 AB
FOB29SINESC 63,000 21,000 66.7 ABC
FOB25SINGUA 57,500 19,167 58.3 ABC
FFB31SINGUA 22,500 7,500 16.7 BC
FFB39SINSIN 22,500 7,500 16.7 BC
TESTIGO 10,500 3,500 0 C

*Letras iguales no muestran diferencia significativa

a Aislamientos monospéricos de Fusarium spp.

b Comparacion de rangos por Dunn con p < 0.05

¢ [ndice de severidad de la enfermedad expresado en porcentaje.

Los hongos se recuperaron de plantas sintoméaticas y mostraron las mismas
caracteristicas morfolégicas de los aislamientos inoculados originalmente, confirmando
asi su patogenicidad. Las plantas del tratamiento control no mostraron sintomas. Las

inoculaciones se realizaron dos veces, mostrando resultados similares.

Los aislamientos de ambos complejos fueron patogénicos y desencadenaron sintomas
aéreos similares de amarillamiento y oscurecimiento de los tejidos vasculares en las
plantas de tomate. Sin embargo, solo los aislamientos de F. falciforme desencadenaron
necrosis en las coronas de las plantas (visibles en el interior) que avanzaron a través de
la raiz principal, junto con una ligera pudricion de la raiz, mientras que las especies del
FSSC muestran colonizacion local, causando principalmente pudricion de raices,

especificamente en leguminosas. Debido a la colonizacién de los tejidos, las plantas
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muestran sintomas de amarillamiento al interferir con la absorcién y la translocacion de

agua y nutrientes (Aoki et al., 2005).

Las diferencias observadas en la virulencia de los aislamientos pueden ser el resultado
de la variabilidad genética dentro de la poblacidn, una vez que se obtuvieron aislamientos
de diferentes cultivares de tomate. Ademas de la variacién genética, las diferencias en la
agresividad entre los aislamientos pueden explicarse por las variaciones en las
condiciones climaticas de los sitios de los que se recuperaron los aislamientos, lo que

favorece la coevolucion genética, independiente del patégeno (Daami-Remadi 2006).

En el cuadro 11 se observan las diferencias en la precipitacion media anual, asi como
temperaturas maximas y minimas que prevalecieron en los sitios de los que se obtuvieron

los aislamientos.

Cuadro 11. Condiciones de precipitacién y temperaturas de las zonas de donde se recuperaron los

aislamientos.

Municipio Precipitacion Temperatura Temperatura
media anual media maxima media minima

(mm) (°C) (°C)

El Fuerte 491.0 35.6 17.2

Sinaloa de Leyva 882.5 33.2 15.8

Guasave 298.7 32.8 16.4

Culiacan 603.4 32.2 17.2

Elota 678.8 33.4 17.3

Escuinapa 1074.2 33.2 19.2

Fuente: elaboracion propia con datos de Ruiz et al., (2005).

7.5. Identificacion molecular
En los andlisis de PCR de los aislamientos de Fusarium se observé la amplificacion del

fragmento esperado para el gen TEF-1a (622 to 675 bp) Fig. 21) y para el gen ITS (465
to 506 bp) (Fig. 22).
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Figura 21. Producto PCR obtenido a partir de ADN gendmico de aislamientos seleccionados para la
identificacién de Fusarium spp. con el par de cebadores EF-1 y EF-2, visualizados en un gel de agarosa al
1,0 %. Carril 1; Marcador de peso molecular de 100 pb, carriles 2-10; aislamientos seleccionados
(FOB20SINELO, FOB25SINGUA, FOB29SINESC, FOB30SINFUE, FFB31SINGUA, FFB38SINCUL,
FFB39SINSIN, FFB47SINCUL y FFB50SINCUL). Carril 11; control negativo.

Posteriormente, la busqueda en las bases de datos del GenBank (NCBI), Fusarium ID y
Fusarium MLST, indicé que las cepas FOB20SINELO, FOB25SINGUA, FOB29SINESC
y FOB30SINFUE, presentaron 99 % de similitud con la secuencia de FOL1 con clave de
acceso KP964909 (Taylor et al., 2013), sin embargo, al compararlo con el programa
Fusarium ID mostraron 99.8 % de similitud para F. oxysporum Asi, F. oxysporum
represento el 46.6 % del total de aislamientos analizados (Cuadro 12).

Cuadro 12. Origen de los aislamientos, c6digos y niumeros de acceso al GenBank del complejo de especies

de Fusarium encontradas en el estado de Sinaloa.

Especie Cédigo Aislamiento Hospedante Origen Acceso GenBank
F. oxysporum FOB20SINELO  Solanum lycopersicum Sinaloa, Elota MH298326
F. oxysporum FOB25SINGUA  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Guasave MH463538
F. oxysporum FOB29SINESC  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Escuinapa MH463539
F. oxysporum FOB30SINFUE  Solanum lycopersicum  Sinaloa, El Fuerte MH463540
F. oxysporum FOA62SINFUE  Solanum lycopersicum  Sinaloa, El Fuerte MH048074
F. oxysporum FOAB4SINELO  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Elota MH048079
F. oxysporum FOAB6SINESC  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Escuinapa MH048078
F. falciforme FFB31SINGUA  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Guasave MH463541
F. falciforme FFB39SINSIN  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Sinaloa MH463543
F. falciforme FFB50SINCUL  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Culiacan MH463545
F. falciforme FFAS5SINESC  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Escuinapa MH048076
F. falciforme FFAB4SINFUE  Solanum lycopersicum  Sinaloa, El Fuerte MH048075
F. falciforme FFAG63SINNAV  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Navolato MHO048077
F. falciforme FFB38SINCUL  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Culiacan MH463542
F. falciforme FFB47SINCUL  Solanum lycopersicum  Sinaloa, Culiacan MH463544
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Las cepas FFB31SINGUA, FFB39SINSIN, FFB50SINCUL, FFB38SINCUL vy
FFB47SINCUL, presentaron 99 % de similitud con las secuenciadel aislamiento
FSSC_3+4 SF5 de F. falciforme con clave de acceso MG272423 en GenBank (Homa et
al., 2017), al compararlo también en la base de datos de Fusarium ID se observé un 99.8
% de similitud para con F. falciforme de igual manera. Asi, F. falciforme represent6 el
53.3 % de los aislamientos analizados. Con base en los analisis con el gen ITS, los
aislamientos amplificaron un fragmento de aproximadamente de 620 pb para todos los
aislamientos de F. oxysporum y presentaron un 99 % de similitud con la secuencia del
aislamiento F7 de F. oxysporum con clave de acceso MF996561 (Valencia et al., 2017).
F. falciforme resultd con un 99 % de similitud con la secuencia ATS98 con clave de
acceso MF411132 (Tupaki et al., 2017).

650 pb—»

Figura 22. Producto PCR obtenido a partir de ADN gendémico de aislamientos seleccionados para la
identificacion de Fusarium spp. con el par de cebadores ITS1 y ITS4, visualizados en un gel de agarosa al
1,0%. Carril 1; Marcador de peso molecular de 100 pb, carriles 2-7; aislamientos seleccionados
(FFA54SINFUE, FFAS5SINESC, FFA63SINNAV, FOA62SINFUE, FOAB4SINELO Y FOAB6SINESC).

La presencia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici como el agente causal de la
marchitez del tomate en Sinaloa, ha sido reportada por varios autores, Valenzuela-Ureta
et al. (1996), reportd por primera vez a FOL raza 3, Carrillo-Fasio et al. (2003), informé la
presencia de FOL raza 2 y 3 en el valle de Culiacan, Ascencio-Alvarez et al. (2008),
informo la presencia de las 3 razas de FOL en el valle de Culiacan, 1 afio después Cauich,
(2009) indica que en Sinaloa prevalece la raza 3 de FOL, estos resultados concuerdan

con los resultados obtenidos con esta investigacion, ademas, como resultado del
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presente trabajo se reporta por primera vez a F. falciforme como agente causal de la

fusariosis vascular del cultivo de tomate en Sinaloa (Vega et al., 2018).

7.6. Analisis filogenético
El analisis genero dos arboles filogenéticos, uno para secuencias analizadas mediante el

gen TEF-1a y otro mediante el gen ITS comparando las diferentes especies de Fusarium
reportadas en este estudio, con otras secuencias reportadas en el mundo. El filograma
resultante por el gen TEF-1a, mostré la formacion clara de tres grandes grupos con
valores de similitud mostrados en las ramas, alineando cada especie de Fusarium en
cada grupo. El primer clado incluyé dos especies diferentes F. brasiliense y F.
tucumaniae, el cual se estableci6 como un grupo externo. El grupo de F. oxysporum
mostré pequefios clados diferentes; el aislamiento con nimero de acceso HM057315
reportado en tomate en USA, mostré una similitud de 99.8 % con los aislamientos
obtenidos en el presente estudio ubicandose en el mismo clado. El grupo de F. falciforme,
formo pequefios clados, mostrando que los aislamientos obtenidos en este estudio tienen
una similitud que varia entre 99.5 y 100 % con los aislamientos reportados en México con
nameros de acceso KY514183, KY514180, KY514184 y KY514178. (Figura 23).
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AY320145.1 (F. brasiliense) Soybean Brazil

GU170836.1 (F. tucumaniae) Soybean Argentina

KP400701.1 (F. oxysporum) Potato Poland

KC889017.1 (F. oxysporum f. sp. cubense) Banana China

GU199333.1 (F. oxysporum f. sp. dianthi) Carnation Spain

DQ837692.1 (F. oxysporum f. sp. lycopersici) Lettuce USA

DQO016284.1 (F. oxysporum f. sp. lycopersici) Conifers USA

JQ965461.1 (F. oxysporum) Cucurbits China

HMOQ57315.1 (F. oxysporum) Tomato USA

KT780441.1 (F. oxysporum) Pepper Mexico

HGE16993.1 (F. oxysporum) Pepper Spain
MH463540 (F. oxysporum) Tomato Mexico*
AF008497.1 (F. oxysporum) Banana USA
AF008498.1 F. oxysporum) Banana USA
53_5|— FJ664813.1 (F. oxysporum) Tomato Israel

85.4 MH298326 (F. oxysporum) Tomato Mexico*
I_lﬂ: MH463538 (F. oxysporum) Tomato Mexico*
MH463539 (F. oxysporum) Tomato Mexico™
KM886217.1 (F. falciforme) Tomato Malaysia ]

ﬂ: KY486687.1 (F. falciforme) Strawberry Spain

997 KY486693.1 (F. falciforme) Strawberry Spain
KY514183.1 (F. falciforme) Watermelon Mexico
KY514180.1 (F. falciforme) Watermelon Mexico
MF327662.1 (F. falciforme) Tabacco Argentina
KJ555085.1 (F. falciforme) Date palm Saudi Arabia
EU091071.1 F. falciforme) Chickpea Mexico
KY514184.1 (F. falciforme) Watermelon Mexico
MH463544 (F. falciforme) Tomato Mexico®
KY514178.1 (F. falciforme) Watermelon Mexico

65.8 KP773275.1 (F. falciforme) Mango Mexico
MG195133.1 (F. falciforme) Human tissue Brazil
MH463543 (F. falciforme) Tomato Mexico™
MH463545 (F. falciforme) Tomato Mexico*

ﬂ: MH463541 (F. falciforme) Tomato Mexico™
MH463542 (F. falciforme) Tomato Mexico™

100

87.8

74.6

/4.8

80.7

100

50.7

773

76.1 F. falciforme

ﬁ

56.4

Figura 23. Dendograma filogenético por el método método de Neighbour joining en el alineamiento de
nucleétidos de secuencias parciales del gen TEF-1a de F. falciforme y F. oxysporum. Los valores en los
nodos representan el porcentaje de nicleos de arranque (1000 repeticiones).

El filograma resultante por el gen ITS, de igual manera, mostré la formacion clara de dos
grupos, alineando cada especie de Fusarium. En uno de ellos F. falciforme mostré una
similitud minima de 82.4 y maxima de 100 % con los aislamientos de F. falciforme, en el
caso de los aislamientos de F. oxysporum, mostrd una similitud minima de 82.5 % y como
maxima 100 %. El grupo de F. oxysporum mostré pequefios clados diferentes; los
aislamientos MH048074, MH048078 Y MH048079, mostraron una similitud de 100 % con
el aislamiento reportado en México con nimero de acceso FJ643491 identificado como
F. oxysporum, de igual manera 100 % de similitud con el aislamiento reportado en Japon
con numero de acceso AB675383 aislado también del cultivo del tomate ubicandose de

igual manera en el mismo clado. (Figura 24).
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MH368351.1 (F. falciforme) Guava Pakistan

KY432816.1 (F. falciforme) Ricinus communis China

MF411132.1 (F. falciforme) Homo sapiens India

MH048075 (F. falciforme) Tomato Mexico™

MF445382.1 (F. falciforme) Pitahaya China F. falciforme

MHO038177.1 (F. falciforme) Onion Mexico

KY785016.1 (F. falciforme) Bitter grand China

655 MH048076 (F. falciforme) Tomato Mexico*

KY810884.1 (F. falciforme) Soybean USA

MH048077 (F. falciforme) Tomato Mexico®

53.4 MFB682356.1 (F. verticillioides ) Corn USA

100 KY910882.1 (F. redalens) Corn USA

KY910875.1 (F. equiseti) Soybean USA

78.6 ABG75383.1 (F. oxysporum) Tomato Japan

MG407705.1 (F. oxysporum) Sugarcane China

359 MH048079 (F. oxysporum) Tomato Mexico™

MH048078 (F. oxysporum) Tomato Mexico™

FJ643491.1 (F. oxysporurm) Bean Mexico F. oxysporum

MHO048074 (F. oxysporum) Tomato Mexico*

KM883649.1 (F. oxysporum) Tomato Mexico

53.1 KF914420.1 (F. oxysporum) Tomato India

KY008461.1 (F. oxysporum) Plukenelia volubilis China

Figura 24. Dendograma filogenético por el método método de Neighbour joining en el alineamiento de
nucleotidos de secuencias parciales del gen ITS de F. falciforme y F. oxysporum. Los valores en los nodos
representan el porcentaje de nicleos de arranque (1000 repeticiones).

La variabilidad genética entre los diferentes aislamientos que se muestra en el arbol
filogenético puede estar relacionado con los diferentes origenes geograficos del
hospedante del que fueron aisladas, ya que, de acuerdo con los resultados obtenidos en
diversos trabajos de filogeografia (Nirmaladevi et al., 2016), sefialan que las poblaciones
de hongos fitopatdgenos que infectan multiples especies de plantas hospedantes pueden
dividirse de acuerdo con su origen geografico. Mismos resultados fueron reportados por
Azevedo et al. (2017). Las diversas variaciones genéticas encontradas de acuerdo con
la longitud de las ramas del arbol pueden atribuirse a variaciones de las condiciones
climéticas que presentan los sitios de donde proceden los aislamientos, favoreciendo a
la co-evolucion genética independiente del patégeno.
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7.7. Sensibilidad de los aislamientos obtenidos de Fusarium spp. a
diferentes fungicidas comerciales.
Los aislamientos patogénicos seleccionados fueron susceptibles a todos los fungicidas

evaluados, mostrando diferencias significativas (p<0.05) en los PIRG, con las distintas
dosis utilizadas (Cuadro 13). Boscalid ejercié un control de 100 % de inhibicion de
crecimiento micelial a una concentracion de 10 ppm, de igual manera en los tratamientos
con tiabendazol ejercié una inhibicion de 100 % a 100 ppm. En el tratamiento con
Tebuconazol todas las concentraciones de fungicida probadas presentd valores arriba
del 80 % de inhibicion de crecimiento micelial de Fusarium spp., sin embargo, nunca llegé
al 100 %. Clorotalonil fue el fungicida con menor efecto inhibitorio sobre el crecimiento
micelial de Fusarium spp. con valores que oscilaron desde 40 (1 ppm) al 71.40 % (1000
ppm). Kopacki y Wagner (2006) probaron fungicidas triazoles, bencimidazoles vy
mancozeb para el control de F. avenaceum y determinaron, también, que estos fungicidas
inhibian el crecimiento del micelio in vitro. Tebuconazole ha sido reportado como el
fungicida mas efectivo para controlar Fusarium spp. en granos de cereales (Kang et al.,
2001).

Cuadro 13. Porcentaje de inhibicidn in vitro del crecimiento radial de los aislamientos de Fusarium

spp. bajo diferentes concentraciones de fungicida.

Concentracién (ppm)

Fungicida

1ppm 10 ppm 100 ppm 1000 ppm
Clorotalonil 40.00 c 50.74c 66.77b 71.40b
Tiabendazol 11.97d 96.16ab 100.00a 97.77a
Tebuconazol 81.92b 91.94b 98.33a 99.20a
Boscalid 99.66a 100.0a 28.08c 20.31c

*Letras iguales no muestran diferencia significativa
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VIIl.  CONCLUSIONES

Identificién de las especies de Fusarium spp. causantes de la fusariosis vascular
en el estado de Sinaloa

En el presente estudio, se determino que F. oxysporum y F. falciforme son los agentes
causales de la marchitez del tomate en el estado de Sinaloa.

Dentro de los 15 aislamientos patégenos de Fusarium, 7 aislamientos mostraron

marcadores morfoldgicos tipicos para F. oxysporum y 8 para F. falciforme

F. falciforme fue la especie mas frecuente en el estudio, sin embargo, no se encontro
ninguna relacion entre las especies de Fusarium identificadas con las &reas muestreadas
y el sistema de produccion, esto muestra la alta capacidad de las especies de Fusarium
para afectar el cultivo de tomate establecido en cualquier condicion que puede ser debido

a la variabilidad genética de Fusarium.

Patogenicidad y virulencia de las cepas de Fusarium spp. causantes de la
fusariosis vascular en el cultivo de tomate en el estado de Sinaloa

De los 7 aislamientos patogénicos de Fol obtenidos; 5 aislamientos corresponden a la
raza 3, 1 aislamientos alaraza2y 1l alarazal.

En la prueba de patogenicidad los aislamientos variaron en agresividad de acuerdo con
los sintomas que causaron la enfermedad en las plantas. El aislado FFA54SINFUE (F.
falciforme) fue el mas agresivo, el cual caus6 un 83.3 % de severidad de la enfermedad
desde la segunda semana después de la inoculacién, causando la muerte de las plantas
a los 45 dias. Los aislamientos FFB47SINCUL y FFAG63SINNAYV presentaron 75 % de
severidad de la enfermedad desde la segunda semana después de la inoculacion,
causando la muerte también a los 45 después, sin embargo, estos 3 aislamientos fueron
estadisticamente iguales. Los aislamientos que mostraron una incidencia de severidad
intermedia oscilaron entre 58 % y 75 % a los 45 ddi, y fueron estadisticamente iguales
FFB50SINCUL, FOB20SINELO, FOB29SINESC y FOB25SINGUA, mientras que los
aislamientos FFB31SINGUA y FFB39SINSIN fueron los menos agresivos Yy
estadisticamente iguales.
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Analisis filogenético de las especies aisladas en el estado de Sinaloa de Fusarium
spp. para conocer la relacion filogenética con otras cepas de Fusarium obtenidas
de otras partes de México y el mundo

El andlisis filogenético de los aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y
Fusarium falciforme confirmaron que ambos complejos estan constituidos por distintos
linajes filogenéticos.

En el filograma resultate con las secuencias del gen TEF1-qa, el grupo F. oxysporum
mostré pequefios clados diferentes. El grupo de F. falciforme formé pequefios clados,
donde los aislamientos obtenidos en este estudio tienen una similitud que varia entre 99.5
% y 100 % con los aislamientos reportados en México y registrados con nameros de
acceso del Genbank KY514183, KY514180, KY514184 y KY514178.

En el filograma generado con las secuencias parciales del gen ITS, el arbol filogenético
se dividié en grupos, alineando cada especie de Fusarium en uno de ellos. El primer
grupo fue el de F. falciforme, que presentd subgrupos; los aislamientos de F. falciforme
del presente estudio se ubicaron en diferentes subgrupos; el segundo grupo grande fue
el de F. oxysporum, observando que los aislamientos del presente estudio se ubicaron

junto con otros aislamientos obtenidos de México y uno de China.

Sensibilidad de los aislamientos obtenidos de Fusarium spp. a diferentes
fungicidas comerciales

Boscalid ejercio un control de 100 % de inhibicion de crecimiento micelial a una
concentracion de 10 ppm, de igual manera en los tratamientos con tiabendazol ejercié
una inhibicion de 100 % a 100 ppm. Tebuconazol present6 en todas las concentraciones
probadas valores arriba del 80 % de inhibicion de crecimiento micelial de Fusarium spp.
a todas las concentraciones del fungicida, sin embargo, nunca llego al 100 %. Clorotalonil
fue el fungicida con menor efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial de Fusarium

spp. con valores que oscilaron desde 40 (1 ppm) al 71.40 % (1000 ppm).
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Tomato (Sofanwvm lycopersicum) is an important staple food crop in
Mexico, with an estimated production of 1.375 million metric tons in
2016 [51APF 2017). Sinaloa is the principal production state with

740,294 metric tons. In Movember 2016, unusual disease symptoms
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were observed in commercial temato crops in the state of Sinaloa
(Mexice). The symptoms included wilting, leaf yellowing, defoliation,
wvascular tissue darkening, and drying and death of branches and the
entire plant. Plant crowns exhibited necrosis (visible in the interior)
that advanced through the main root, along with slight rect ret. To
identify the cau=al agent, vascular tiszue fragments from
syrnptomatic plants collected were surface sterilized in 2.5% sodium
hiypochlorite solution, placed on potato dextrose agar (PDA), and
incubated at 26°C in darkness. White to cream-colored aesrial
mycelium of typical fusarium colonies were observed from all
samples on PDA [Leslie and Summerell 200&). From 10-day-old
cultures grown on carnation leaf agar medium, macroconidia were
falciform, hyaline, with three septa and measured 29.5 to 50.3 ® 5.0
e 8.1 ym {7 = 50); micreconidia were hyaline, unicellular, cblong,
with zerc to two septa, measured 3.6 to 149 = 4.0 to 6.3 pm {n = 50,
and were borne in false heads that measured 8.2 to 18 * 3.1 to 8.0
pmi (7 = 50). The Translation elongation factor 1 alpha (EF1-0) gene
was amplified by polymerass chain reaction and seguenced using
the primers EF-1/EF-2 (O Donnell et al. 1998) in the five monocsporic
isclates (FFE315IMNGUA, FFEIBSINCUL, FFB395IMSIN, FFBATSIMCUL,
and FFBS0SIMCUL). The sequences were deposited in GenBank
under accession numbers MH4&3541 to MH463545. Maximum
likelinood analysis was carried cut using the EF1-a gene from the five
izolates and other species from the Fusarium solani species complex
[FS5C). Phylogenetic analysis revealed the five isclates were most
closely related to F. falciforme (100% bootstrap). The pathogenicicy
tests were performed on the tomato cultivars Bony Best, Manapal,
Walter, and I2R3. Roots of 20 plants per genciype at the two-trus-
leaf stage grown in autoclaved peat were waszhed and soaked in a
conidial suspension {1 = 10° CFUmnl) of each isolate for 10 min and
then transplanted intc a pot containing sandy loam soil mix. The
suspension was cbtained by collecting the spores of each isclate
growmn on PDA, with 10 ml of an izotonic zaline solution. Ten control

plant= of each genotype washed and scaked in water pricr to
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transplanting served as a negative control. Plants were maintained
for &0 days in a growth chamber with a 12-h photopericd at 23 to
26°C. Foot rot and wilt similar to those observed on the infected
plants in the field were cbserved on the tomate plants. No
symptoms were cbserved on noninoculated contral plants after a0
days. The assay was conducted twice. The pathogen was reizolated
from the necrotic tissue from incculated plants and was identified by
segquencing the partial EF1-Q gene again and was identified as F
falciforme (F55C 3 + 4) (O'Donnell et al. 2008). The molecular
identification was confirmed via BLAST on the FUSARIUMID and
Fusarium MLST databases. Although F55C has been previcushy
reported causing foot rot and wilt in tomatoe in Australia, the United
States, Turkey, India, and Israel, this is the first report of foot rot and
wilt in tomato caused by F folciforme in Mexico. Mew strategies need

to be developed for effective management of this diseasze.
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Abstract

Fisarium wilt is one of the main limiting factors for tomato production in Mexico, One thousand and fifty isclates were
obtained from vascular tisswes tomato plants showing wilt and yellowing symptoms in Sinaloa, Mexico. The pathogenic
izolates wene evaluated through phylogenstic analysiz of the TEF-1a gene and ITS region, morphological markers and
pathogenicity tests. Within the 15 pathogenic Fusarinm izolates, T weme identified as F. oxysporum and 8 as F. falciformse.
Phylogenetic analysis of Fusariam aoysporums T sp. beopersiel and Fusarioen folciforse 1solates confirmed that both popu-
lations are constituted by distinct phylogepetic lineages. The isolates shoewed differences in aggressiveness; F. falciforme
wis the most aggressive. [solates of both complexes triggered similar serial symptoms of yellowing and darkening of the
vascular tissues in tomato plants. But only F. falciforme isolates triggemd necrosis in the plant creans. Morphological mark-

ars allewed differentiating isolates from distinct complexes but not differentiating bebween lineages.

Keywords Fuscrism falciforme - Fusarium oxysporsm - Solanum lycopersicum - TEF-la gene - Vascular necrosis

Introduction

The tomate (Selanum lycopersicum) is one of the most
important staple food crops in Mexico, with an estimated
production of 2.1 million metric tons in 2017 (SIAP 2017
Sinaloa State is the main producer and exporter of tomato
in Mexico with 744, E24 metric tons, which represants the
15.46% of the national production. This crop represents an
economic, cultural and food importance in Mexico.
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Several diseases have threatened tomate production,
which highlights the fusarium wilt caused by Fesariam
i yperruii £ sp. lecopersici (Fol)., Fuasariim ocysporeim
is & species complex of morphologically indistinguishable
strains by only morphological markers (Lievens et al. 2008).
Thizs complex comprehends nonpathesenic and pathogenic
isolates designated as formae speciales, characterized based
on their host specificity (Armstrong and Armstrong 1981
The F. oxysperrum species complex (FO5C) contains sev-
eral phylogenetic lineages that are knoewn to cause impor-
tant plant diseases such as vascular wilt in various plants of
economic interest (Di Pietro et al. 2003). Fosarium wilt is
atiributed to species such &s Fusarien oovsponim ©sp. lweo-
persici; this fungus is among the most important and diverse
phytopathogenic fungi due to its specificity and vimlence.
Thi=s variahility is also manifested by the presence of physi-
alogical races numbered from one to three (R 1, B2 and B3]
(Blancard 1997]).

In the state of Sinaloa, the presence of Fusarinm
exysporsrm as the causal agent of tomato wilt has been
reporied by several aothors. Yalenzwela et al. (1996),
reported for the first time to Fol race 3, Carrillo-Fasio
et al. (203} mported the presence of Fol race 2 and 3 in
the valley of Culiacan, and 5 years later, Ascencio-Alvarez

[T PRI, TN FRRSA

BN prily wﬂ 3}“@“

80



76 Page 2 of 10

3 Biotech [3079) 5276

et al. (2008) reported the presence of the 3 races of Fol
in the valley of Culiacan, from all the isolates obtained:
4% corresponded to race 1, 14% to race 2 and 62% to
race 3. 1 year later, Caupich {2009} indicates that race 3
of Fol prevails in Sinaloa; out of a total of 26 isolates, 23
comesponded to race 3 and thmee isolates were of race 2 of
the same fungus, where race | was not found.

Fusarium falciforme (F35C 3 +4) cansing foot mot and
wilt in tomate in Sinaloa, Mexico has previously been
meporied (Vega-Gutierrez et al. 2019), which highlights the
emergence of new species cansing wilt in tomato crops.
Members of the Feisariwm selani Species Complex (F550C)
ame capable of causing disease in mamy agriculturally impor-
tant crops in difierent parts of the world, including Argen-
tina, California, Anstralia, India, Turkey and [smel (Cucuzza
and Waterson 1992 Miyao et al. 20000 In Australia, Fusar-
durmt xodand is the main cause of wilt in tomatoes resistant to
Fuzarium ccysporum £ spe lpcopersicl (Waolcan and Lon
1991 ).

Chamcterzation of the population structure of Fusariim
spp. using molecular technigues is also useful for clarifying
the dizease etinlogy and devising more effective manage-
ment siraiegies.

The taxonomy of Fusarien at the species level is based on
maolecular identification of [nternal Transcribed Spacer (ITS)
megion and Translation Elongation Factor 1-a (TEF-1a)
gene. The I'TS egion can provide valuable marker informa-
tion in the imvestigation of phylogenetic relationships. [TS
megions have been sequenced in many fungi and ame used
in phylogenatic studies or for the development of species-
specific diagnostic probes (Guarre et al. 19949), and have
become the primary genetic marker in fungi (Schoch et al
2012). In the genus Fusarins, the I'TS regions have been
usad to study both inter- (0" Donnell and Cigelnik 1997) and
intraspecific (Bateman et al. 194 variations.

The translation elongation factor 1-a (EF-1a) gene, which
encodes an essential part of the protein translation machin-
ery, prowides highly useful phylogenetic information at the
species level for Fusariven and was used as 3 marker for
mesolving inter- and intra-species relationships within the
Fusarium species complex (Geiser et al. 2004; Kristenzen
it al. 2005; Sewart et al. 206).

Also, to better understand the importance of tomatoe wilt
caused by Fusarien aosporun £ sp. hoopersicd and Fesar-
lrem faleiforme in Sinaloa, Mexico, it is critical to study the
genetic variation within the fungal populations and stody
their aggmessiveness on (Mats crops.

The aims of the present study were to: (1) identify the
specie s of Fusariwen spp. that cause tomato wilt throagh bio-
logical, morphological and molecular methods; (2) stody
the aggmressiveness of the isolates of Fusariam spp.; and (3)
know ithe phylogenetic melationship of isolated species with
ather species from Mexico and the world.

v

Materials and methods
Fusarium lsolates

[solates were obtained from vascolar tissue fragments from
commercial tomato plants exhibiting wilting, leaf yellosing,
defoliation, vascular tissue darkening, and drying and death
of branches and the entire plant Yascular tissoe fragments
wene surface sterilwed in 2.5% sodium hy pochlorite solution
and placed on potabo dextrose agar (FDA) to obtain pore cul-
tures. Monosporic cultumes were obtained from pure colomie s
according to the methodology of Hansen and Smith (19321
The comrdinates of the sampling siles are described in Table 1.

Evaluation of morphological markers

Morphological characierization was perfoiemed according to
the chamcters described by Leslie and Summernel] { 2006).
[zolates wene cultivated on PDA medium at 25 *C in the dark
for & days. Colony color and formation of serial mycelium
wene ohserved after 14 days of growth on PDA incubated at
20 5C. In Camation Leaf & gar (CLLA), under the same previ-
ously mentioned conditions, microconidial and macroconid-
ial shape and septation, arrangement of conidiogenous cells
and presence or absence of chlamy dospores were observed
and measured {50 n).

Pathogenlicity test

The pathogenicity tests were conducted using the tomato
cultivars Bomy Best, Manapal, Walier, and [3R3. Roots of 20
planits per genotype at the bwo-true-leaf stage grown in aubo-
claved peat weme washed and snaked in a conidial suspension
{12 10* CFW/ml) of each isolate for 10 min and then trans-
planted into a pot containing sandy loam soil mix. The sus-
pension was obtained by collecting the spores of each isolate

Table 1 CGeographic locations in Sinaloa 2nd smples colleced

Murdcipality eographical coordimtes Mumber of
Longitode Latitwde s
Sinaloa de Leyva 25776752 10E"F7'55"0 12
ElFuerte 2670500 10E"45'56"0 148
Angretury 257374 108713'25%0 32
Culiacan 450 12" 107"35'420 245
Mucomils 15745 43N 10503110 43
uasave I5TATIEYN 10E"35'550 &
Elota 2470325 106747'55"0 110
Mavolais 2446707 107731'46"0 134
E=cuinapa 450N 105730"16"0 ey
E1 Rosario 251N 1057536'54"0 i i
Toital of samples 1050
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grown on PDA, with 10 ml of an iotonic saline soluticn. Ten
contral plants of each genotype washed and scaked in water
prior to transplanting served as a negative control. Mlants wes
maintaimed for 60 days in a growth chamber with a 12-h pho-
toperiod at 23 to 26 *C.

Complete randomired design was wsed with thee eplicates
and the same trial was repeaied twice. [solales aggmessivencss was
determined by the incease of severity during the whole period of
evaluation. The first evaluation of pathogenicity was performed
15 day= afier the inoculation and thenevery 15 days afierthe first
evaluation. The disease was assessed based on the pesence or
absenoe of sympioms of the disease, using the severity scalke from
i W proposed by Mardatt et al. (19946) (Table 2.

The Disease Severity Index (DED) was caleulsted with the
formula proposed by Galanibe et &l (2A004):

DSI = Y [Px Q/M x N] x 100

where P is the severity point, {J is the number of plants
infected with some scale, M is the total number of plants

Table 2 Severity scale of Fusarivm wilt according to Mariatt et 2l
{1904},

Value Sy mpinm

0 Hiealthy plam

1 First symploms of chlomsis of keaves

2 Severe chloresis of the leaves, initial symptoms of wilting
3 Berious sympioms of wilting and chlomsis of the leaves
4 Plant tolally withered, compleiely necmtic

ohzerved, and & 15 the maximum classification in the num-
ber of the scale.

DHNA extraction and PCR amplification

The mycelium of each isolate was collected by scraping
the surface of growing colonies on PDA medium (previ-
ously incubated for | week at 25 °C). Afier grinding 100 mg
of fungal mycelia from each izolate in liguid nitrogen, the
genomic DMA was extracted based on the method described
by Ausobel et al. (2003). The DMA concentration and gual-
ity were estimated using a Therma Scientific NanolDrop™
1000 Spectrophotometer (Fisher Scientific).

The DMA extracted from the Fuserius solate s was ana-
Iyzad by PCR with the primers listed in Table 3. The final
reaction mixture (25 pl.) contained 100 ng DMA template,
an equimalar mixture of dNTPs, 25 mM MgCl,, FCR buffer,
10U Tag DN A polymerase and 40 pmol of each eligonucleo-
tide (Bioline™). The sequences of all the primers and PCR
conditions used ame provided in Table 3.

For the detection and race discrimination of Fol, three
predicted avirulence genes from the 50X proieins wen
used in this study, including AVE1=51X4, AVREZ=5[X3
and AVRE3I=51X1 (Rep et al. 2004: Houterman et al. 200,
20099, All isolates weme subjected to PCR analysis using
primers that were previously used by Lievens et al. (2009),
amplifying the 5IX1, SIX 3 and SIX 4 proteins (Table 3).

PCR prodocts (ITS and EF-1a DMNA ) were purified and
sequenced by Macrogen Inc. The ITS and EF-la DMA
sequences were usaed to search for sequence similarity

Table 3 Conditions of annezling £mpemiux s and sequences of primers for POR. analysis of Fusarinm spp.

Primer Seguence (5'— 37 Apmealing ("C)  Amplicon kengih (bp)  Speces specificity
:EF1 ADGOOTAAGGATAN AT AAGAD Tlph All Ficsarium spocies™
Ek: EF2 GOAVANTACCAG TGO WTCATGTT 55370

ITSEL TOC TAGGTOA ACTTGOG BC G0 a 650ph All Fungal sprecies”
BTS2 TOCTCOG T TAT TGATAT G

R: 5] P1ZR1 AATAGAGCCTOCAAARCATE

12: Sind Simd-F1 TCAGGCTICACTTAGCATAT 04T ph Fal race 1°

R: Sind Simd-R2 GOOGADDGA AASACDTTA A

I2: Simda Six3G121A-F2 ADGGGOTAADDCATAT TGOA GEph Fal race 3*

2: Simdb S 361344 F2  TIGOGTGTTTODDGEROCA

2 Six3c SixG13C-F1 GOOTOT TTOOOG GG

R: B 3R2 GOCAATTAADCACTCTGOC

[ Direct, B: Reverse

' Doemell et al. {1995

O eizer et al. (2004)

“White et al. (19540

an Der Dioes et all {2005)
“Rep et al. (20047
‘Lievens et al. [ AHE)
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:ﬁ:ﬁn;i“;:;:ﬂm o Spedies Isolation pode Origin GenBank acession
the Fusarium spp. Bsolaes from F. oxprporum FOBSINELD Sinaloe. Elota MHIHI26
tomain plants E cmpparum FOB25SINGLA Sinaloa, Guasve MHA463538

£ opperam FOR29SINESC Sinaloe. Escuinapa MH463539
£ opaperam FOB0SINFUE Sinaloe. El Fuerie MH463540
£ ompaporam FOAGISINFUE Sinaloe. El Fuerie MHI4R074
F. axpparum FOABSINELD Sinaloe. Elota MHI4R079
£ opperam FOAGGSINESC Sinaloe. Escuinapa MHI4R07E
F.faliforme FFBIISINGUA Sinaloe. Guasave MH46354]
F.faliforme FFBIS5IN5IN Sinalow. Sinaloa MH463543
F. falciforme FFB S05INCUL Sinaloa, Culiactn MH463545
F.faliforme FFASSSINESC Sinaloe. Escuinapa MHIB0T6H
F.falciforme FFAS4SINFUE Sinaloe. El Fuerie MHI4B075
F.faliforme FFAG3SINNAY Sinaloe. Nawvalato MHI4B0TT
F. falciforme FFB 385INCUL Sinaloa, Culiactn MH463543
F.faliforme FRBATSINCUL Sinaloe. Culiacn MH463544

against the Mational Center for Biotechnology Informa-
tion (MCBI) database (hitpzfwww. nebinim.onih.gov) wsing
the BLASTN program. The molecular identification was
confirmed via BLAST on the FUSARIUM 1D and Feisear-
fwm MLST databases. Species were identified based using
100% sequence identity as the threshold. Sequences pener-
ated in this study weme deposited in GenB ank with acces-
sion numbers also listed in Table 4.

The ITS and the EF- la sequences were aligned with
meference sequences of the F15C obtained from GenBank
using the multiple alignment in ClustalW of the software
Geneious B9, and phylogenetic relationships wemr infered
based on the nucleotide sequence alignment of the gene
amang the Fusarium isolales. Trees were constructed by
the meighborjoining method based on distances deter-
mined by the methed of Jukes and Cantor using 1000
bootstrap replicates.

Data analysls

The data obtained from the pathogenicity test were sub-
jected to a non-parametric analysis of variance with the
Kruskal-Wallis and Dunn test (p<0.05). All statistical
analyse s were performed with the X LSTAT softwane.
Results and discussion

Morphological markers

149 monosporic isolates wene identified as Fusarivm spp.
based on the morphology of their colonie s using the Fucar-
I synoptic keys for species identification of Leslie and

[T TPy Ty R "
DR NTeoisily w‘a SF"“EF"

Summenrell {2006) and MNelson et al. (1983). Within the 15
pathogenic Fusarium isolates, 7 izsolates showed typical
marphological markers for F. ecysporum and B for F fal-
ciforme (Table 5).

[zolates of F. arysperum in PDA showed a white or
creamy cotbtony mycelium with pigmentation at the bottom
of the colony that varies from yellow to brown (Fig. lcl.
Microconidia were observed in & cylindrical to renal man-
ner, with -1 septa, 4163 3.5-6 pm (Fig. |b). The macro-
conidia ame in straight. thin-walled form, 1640 = 57 pm,
34 septa (Fig. 1a). All the izolates showed shott phialides
{Fig. le, f). Chlamydospores wem not evident.

Fusarium folciferme colonies wemre white to cream-
colomed serial myceliom from all samplezs on PDA. From
10-day-old cultores grown on CLA medium, macroconidia
werne falciform, hyaline, with three septa and megsumed 295
e 50.3 2 5.0 to B.]1 pm {r= 50); microconidia were hyaline,
umicellular, oblong, with zero to wo septa, measuned 9.6 to
14.9x 4.0 to 6.3 pm {r=>350), and wemre bome in false heads
that measured B2 to 18x 3.1 to B.0 pm (r=50) {Fig. Zb).
Chlamydospores were not evident.

Pathogenicity test

In the present study, the mesulis of the pathogenicity est
revealed that only 15 isolates { 10%) among a total of 149
isolates of Fusariwm spp. were found to be pathogenic and
the others were weakly or not pathogenic. All the infected
plants showed an initial yellowing from the first and second
keaves, F. oxysporum and F. faleiforme presented similar
serial sympbtoms (Figs. g, 2g). The symptoms caused by F.
faleiforme molates included wilting, wascular tissue darken-
ing, and drying and death of leaf and the entire plant. Also,
plant crewns exhibited pecrosiz (visible in the interior) that
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Table5 Morphological churacterization of pathogenic isolates of Fusarium spp.

Isolates Color of Mycelizm® Macroconidia” Microconidia®
Frontback Length/width (am) Scpts Lengthfwidth (pm) Septs

F. axysporum

FOBXOSINELO Whitelyellow 18-37x 5-6 4 4-16x3.5-5 0-1
FOBISSINGUA White/brown 17-35x 5-7 4 4-15x3-5 0-1
FOBI9SINESC Creamfyellow 17-32x 4-6 14 6-14x3-42 0-1
FOBIOSINFUE Whitelyellow 16-30x 5-6 a4 4-15x4-6 0-1
FOAG2SINFUE Whitefye llow 16-35x 57 ig 4-16x4-5 0-1
FOAB4SINELO W hitefye liow 17-30x5-6 g 5-15%4-5 0-1
FOAG6SINESC W hite/brown 19-40x 6-7 i4 6-15x4-6 0-1
F. faiciforme

FSB3ISINGUA W hite/brown 29.42x5-6.5 24 10-12x47-6 1-3
FSBIYSINSIN W hite/cream 31-46x 57 24 10.2-15x 4.3-6.1 1-3
FSB3SINCUL W hite/beown 29.41x 57 g 96-14x56 1-3
FSASSSINESC W hite/beown 29-48x6-7.7 4 10.5-14x 4559 i-3
FSAS4SINFUE W hitedye llow 35-45x5.2-7 24 11.146x248-6.2 I3
FSABISINNAV W hite/brown D-47x 57 4 99-14.5x5-6.1 1-3
FFB38SINCUL W hite/brown 35-50x 57 s 10.1-132x45-5.5 1-3
FFB4TSINCUL W hitel ye liow -37x5.5-69 is 121-148x 463 1-3

*Characterized 14 days after incubation on PDA mediom at 25 "C in a 12 h photoperiod
"Characterized 14 days afier incubation on (0. A medium at 25 °C in a 12 h photoperiod

Rg.1 Morphological chamaceristics of Fusarium axysporum iso-

FIg.2 Morphological chamcernstics of Fusanum falciforme iso-
Ixcs: @ microconidiz, ber=5 pm; b macroconidia =nd microcomdia,
bar=35 pm; ¢ and  Phialides, bar=5 pm; d top view of a typical col-

ony on PDA; e reverse view of 2 coloay grwing on PDA: g fungal

las: @ macroconidia and microcomidia, bar=3 pm: b microconidia,
=35 pm: ¢ top view of a typical colony in PDA; d mverse view of
2 colony om PDA: e and f Phialides, bar=5 pm: g discused tomato

plants

isolations of discased tomato plants

Welvet alaym &) Sorinmer
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advanced through the main roof, along with slight root rot.
But Fusarism axysporam T sp. lycopersici only included
wilting, vascular tissuwe darkening, and drying and death of
leaf and the entire plant.

The results indicated that one isolate of Fol was race 1,
one isolate was race 2 and 5 isolates were race 3. Thesa
mesults coincide with those reported by Grattidge and
(O Brien {1982), Marlatt et al. (1996) and Yolin and J omes
{1982). who also reported *Bony Best’ as susceptible to all
races of Fol, *Manapal® as susceptible to Fol race 2 and 3,
“Walter” as suscepdible to Fol race 3 and “[3R3" as resistant
to all races of Fol.

The identification of the races of Fusarium crysporam
was confirmed by PCR based on those proposed by Lievens
et al. (2009 and Boix-Ruiz et al. (2015), confirming the
identity what agrees with the biological pathogenicity tests

(Table ). These results agree with Lievens at al. (2009
and Boix-Ruoiz et al. {2015) who used these sets of prim-
ers to discriminate among Fol races. 5[X 1 is used for the
identification of the formae speciales lycopersici. SIX4 can
be used for the identification of race | strains, while poly-
marphisms in 31X 3 can be used to differentiate race 2 from
race 3 strains.

All the isolates of Fusariue falciforme were pathogenic
on the four differential cultivars. Therefomr. F. fulciferme
is able to kill tomato cultivars resistant to the three moes of
Fol, and not only that, F. falciforsme was the most aggres-
sive, which mepmesents a very important problem in the
pro<duction of this important crop.

[solates varied in aggmessivenass according to the symp-
toms they caused disease on planis (Fig. 3). The isolate
FEASEIMNFUE (F. fulciforsie) was the most aggressive

Table 6 Differentiation of
physicdogical moes of Fusarinsm

axysporum f.sp. frcopersicnl by

Il b Race

Primer complex

TEF

<]
-

314 S 3a Sl 3h Sl 3c

R
FOBIEINELD

FOBISEINGLA
FOBMEINEST
FOBIISINFLUE
FOAGISINFUE
FOAG4SINELD
FOASBSINEST
FEBR31 31N LA
FEBR393IMNSIN

FERS0SINCUL -

W L L L L =

. T S e T S

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
1
1
+
|}

+ Amplicon present; — amplicon absent

Fg. 2 Scverity of the disoase
(%) canmd by isolates of F
erpporam and F. felciforme in
tomato plants at 60 days after
inoculation

Severity (%)

Iso ot
—g— FOBZOSINELD
—l= FOASASMELD
—-— FEASFRENHNAY
gl = POASTEMIUE
—fp- - FOB2ESINGLA
—— FFESOSINCLL
—np= FFASASN FUE
= =i = FRASEEINESC
—l - FFE4T3INCUL
—ap-- FFEIBSINCLL
—r— LA LTL A
e FOBZRSINER
— - FOB3DSINFUE
=g = FFEITRNGUA
—il-- FOASESIMESC
—m— WITHES

ST E) Springer

Time [Days)
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Table 7 Anabysiz of disase soverity by the Kroskal Wallis st 2nd
comparison of means by Duem (<005

i

[sodane® L A

Uroups
FOA G4SINELD T A
FOA G651 NESC T A
FFASSEINERC T A
FFASLEINFLIE T A
FFAGSEINNAN T A
FFBIESINCUL T A
FFBATSINCUL T A
FOAGISINFUE 9.7 A
FOBISINFUE B3.3 A
FFBISINCUL 7500 AB
FOBIIEINELD 66T B
FOBMEINESC 66T B
FOBISETNGLA 383 BC
FFBILSINGLA 167 C
FFBIGEINELN 167 C

“Monusporic isolabes of Fasarium spp.
"Index of mverity of the discass cupressed as a peroentage

“Comparizon of ranges by Dumn with p=0.05. Equal ktems show no
sigmificant difference

and caopsed high disease severity (83.3%) 15 days afier
the incculation {dai), causing the death of the plants at 45
dai (Fig. 3).

The isolates that showed an incidence of intermediate
saverity which oscillated between 5E% and 75% at 45 dai,
and weme statistically equal were FFESOSIMCUL, FOB-
HSINELD, FOBI9SINESC and FOBR255IMGUA, while
the isolates FFE315INGUA and FFE395INSIN were the
least apomessive and statistically equal (Table 7).

Fungi were recovered from symptomatic plants and
showed the same morphological characteristics from the
originally inoculated isolates, thus confirming their patho-
penicity. Control plants showed no symptoms at all. Inocola-
tions weme performed twice, showing similar resulis.

[=nlates of both complexes wenre pathogenic and triggered
similar aerial symptoms of yellowing and darkening of the
vascular tissues in tomato plants. But only F. falciferme so-
lates triggered necrosis in the plant crowns (visible in the
interior} that advanced through the main ook, along with
slight ro=ot rof, while species from FS5C show local coloni-
zation, mainly cansing rof roots, specifically in leguminous.
Dse to tisswes colonization, the plants exhibit reflexes symp-
toms of yellowing by interfering with the absorption and
translocation of water and nutrients (Aokd et al. 2005, 201 2).
Differences ohserved in aggressiveness from isolates may be
a result of genetic variability within the population, once iso-
lates were obtained from different tomato cultivars. As well
as the penetic variation, the differences in aggressiveness

1 2 3 4 & & Y E 85 10 11

F00 pb

Fig. 4 PCR product obtained from genomic DNA of selecied isolabes
for the identification of Firarium spp. with the pair of primers EF-1
and EF.Z, visualied on a 1.0% agamse pel. Carril 1; 100 bp molsoo-
lar weight marker, lanes 2-10; Sclected isolates (FOBI0STNELD,
FOBISEINGLUA, FOR29SINERE, FOB30SINFUE, FFEIISINGUA,
FFRIESINC UL, FFEISSINSIN, FFB4TSINC UL v FRBSDSIMOUL)L
Lane 11; megative comird

bebween isolates may be explained by the variations in the
climatic conditions of the sites from which the isolates were
recoverad, which favor genetic co-evolution, independent of
the pathogen {Daami-Remadi 2006).

PCR assays

PCR analysis of the 15 pathogenic isclate s of Fusarium spp.
amplified the expected fragment of the TEF- 1o gene (622 to
675 bp) (Fig. 4) and the I'TS region (465 to 506 bp).

The identity of the 15 pathogenic Fusarium isolates was
confirmed by sequencing the amplifed fragment of internal
transcribed spacer region using the [TS universal primers
[TS] and ITS4 and the gen TEF- la {Table 1). The analysis
of ITS and TEF-1a sequences of these isolates by BLAST
in the GenBank, Fusarium [0 and Fusarium MLET data-
bases has shown that 8 of them wer affiliaied to the species
Fusoriumn falciforme (FREC 3 +4) with 999% homology and
seven isolaies were identified as Fusoriue oxsporam with
a homology of 99.9 o 100%E.

Phylogenetic analyses

Phylogenetic tree resulting from neighbor-joining analy-
sis for the TEF- la (Fig. 5) showed clustering of isolates
into different groups; it showed the formation of three large
groups with valoes of similarity shown in the branches,
aligning each species of Fusarizam in each group. The first
major clade includes two different species, F. brasiliense and
F. nicurianiae, which weme established == an external group.
The F. axysporus group showed small different clades;
the isolate with accession number HMO57315 reported in
tomate in the USA showed a similarity of 99.8% with the
isolates obtained in the present study, located in the same
clade. The group of F. falsiforme formed small clade s, whese
the isolates obtained in this study have a similarity that

\/
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86



76 PageBof 10

3 Bictech (30149 5276

Y451 [F brasiense] Soyboan Brazi
QLT85 1 |F. lsfumawes] Soybean Argenting
EPA00T 1{F. oxysporum| Polato Poland

i34

e

i}

E

Tad

535

EMARGIT 1 (F faicdorse) Tomaio Malaysla

M|

ﬁ

g

oo HCBESH 7.1 [F. copmmore 1. ap. cubsease] Banana Ching

GLITSAIEY 1 [F arysporem I ap. dianit) Camabion Spais

DOEXTEEE 1 {F. aysporum L s oopansc’) Latuca LISA

DO018284.1 [F. copaporem T oap. ysopersn) Condars USA

JOIPRSEEN .1 [F cuxyapovem) Cucurbils China

HMOIETITE (F. oxyspoum] Tomalo LSA

ETTB0M41 1 [F. csyaponm) Pegpar Mazica

HEGRIGEEI 1 [F cxpmsovem) Peppar Spain

i WH4E3580 |F. coy=povom) Tomaio Mexico®
] ——— AFO0B4E7.1 {F arpponum) Banans USA
50T e AFDOA&SA | F.anpaporwe] Banara USA
FJES4813 1 [F. awyepoum] Tomabo lsrmsl

BS54

Sl i HWABEEET. 1 (F. falcsormma ) Srawk=Smy Epain
| 887) — KY4888E3 1 (F faicforme) Strawbery Spain
EYBI4UEL Y (F Ssfafoome) Walsemelon Maxics
KY514480 1 (F isoforms] Walsemelon Mexdcs
WMFIOTEE3 1 [F lw'eforme] Tobeccs Augastiing
KIGE50EE 1 |F fa'crorme) Date paim Seedi Arabin
BEANEM0T1 1 F fakedfermia) Chickpaa Maxics
KYS14 084,80 (F fediperns) Waleemelon Mexicg
WEHAG354E  [F. fefeiforma) Tomsao Maxicn”
KYST40TE 1 [F fakaorm) 'Watsrmalon Maxico
a58 EPTTHZTE. |F. fe'cdformes) ango Maxics
MO1a5I35 1 [F falsvorme) Human Hasee Brazil
MHABA54T [F. felcifowma) Tossstn Maxicn”
MH4E354E (F. falctioame] Tomato Mexico®
1 MH&E3541 |F, falciforme] Tomaio Mezics®
MHaEIS |F. fafciforma] Tomans Madioo”

F. oxysporum

WHIBETNE |F, gxyrporum] Tamalo Mexico®
527 MH4G3538 [F, oryapare) Tomabs Mexico®
MEB3E30 [F. orpsgorm] Tomabs Makioo®

F. Faledlorame

Ag. 5 Flylogram of neighbor joining for TER la pene from £ fadciforme and F. arysporum comploe s, Values at the nodes nepresent the per-
mntape bootstrap soones (1000 e plicates). This tree has £ baalieese (AY330145) and £ focemamiae (6L 1706360 as noot

varies bebtween 39.5% and 100% with the isolates eporied
in Mex ico with accession numbers K'Y 514183, KY 514180,
EY514184 and KYS51417E (Fig- 5).

In the phylegram generated with the partial sequences
of the ITS gene (Fig. &), the phylogenetic tree was divided
into groups, aligning each species of Fusariwm in one of
them. The first group was that of F. falcforme, which pre-
sented subgroups; the isolates of F. falciforme of the present
sindy were located in different subgroups; the second large
group was that of F. e ysprorm, observing that the isolates
of the present study were located together with other iso-
lates obtsined from Mexico and one from China. F. verticil-
Ividex, F. redolens and F. equizen werne located in inde pend-
ent oroups,

The presence of Fusarium oosporum TSp. roopersicl
infecting tomato plants in Sinaloa, Mexico was eported by
saveral authors. However, the identification was based only
on morphological markers, which are not encugh to make
distinctions between species within the BOSC. In the present
study, isolates identified as belonging to the FOSC formed
a clade with highly supporied, clearly sepamated from F. fel-
ciforme. Phylogenetic analysis of Fusarium acysporsm T

vty mea £ Springer

sp. bveopersicl and Fusorium faleiferme isolates confirmed
that both populations are constituted by distinct phy logenetic
lineages. These observations evidence the importance for
using the phylogenetic concept to identify fungi from the
genus Flusarium.

The genetic variahility between the different isolations
oheerved in the phylogenetic ree may be mlated to the dif-
ferant gecgraphic origins of the host from which they wem
isolated, since, according to the esults obtained in several
phylogeography works, they indicate that the populations of
phytopathogenic fungi that infect multiple host species of
plants can be divided according to their geographical origin.
The genetic variations found according to the length of the
branches of the tee can be attributed to variations in the
climatic conditions of the sites from which the isolates were
recovered, w hich favor genetic co-evolution independent of
the pathogen.

According to the history of the tomato crop in Sinaloa
state {Mexico), recently the coltivars have been gradually
replaced with mew cultivars {esistant to the 3 races of Fol),
while a decade ago that had not happened. Thus, it could
be expected that increased host diversity would contribate
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Fig. & Phylgram of neighbor joining for [T gene from F. felciforme and F oxpsporum compleaes, Values at the nodes represemt the peroontaps

bootstrap sooms {1000 eplicaes)

to increased genetic diversity and aggressiveness betweaen
Fesariim izolates.

Conclusions

[solates varded in aggressiveness according to the symp-
toms they caused disease on plants, and F. falciforme is
able to kill tomato cultivars resistant to the three races
of Fol and was the most aggmessive, which represants a
very important problem in the production of this important
crop. It was not find any m®lationship bebween the identi-
fied Fiizarien species with the sampled areas and the pro-
duction system; this shows the high capacity of this patho-
gen to affect tomato established under any condition doe
to the genetic variability of Fuvariuen, which affected the
high wariability of the infection period and ageressivenass
rate as observed in this study. This is of significant impor-
tance to continue monitoring and evaluating crop dise ases
development to avoid high losses in tomato production.
Studies must be performed to evaluate the pathogenic
capacity of the isolates on different tomato cultivars. Mew
DMA regions hawe been discovered and linked to virulence
genes, 50 futome molecular studies will be based on more
specific genomic regions in the Fusaricen isolates.
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