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En el presente estudio, se realizd con el objetivo de caracterizar aislamientos patégenas
de Fusarium spp. de plantas de tomate en la finca "El Carrizal™ México. Para lo cual se
realiz6 un muestreo para la colecta de las plantas con sintomas de infeccion por
Fusarium luego se procedi6 a el aislamiento del patégeno y la obtencién del cultivo puro
para evaluar la coloracién, tamafio, indice de crecimiento micelial, textura, abundancia
de las esporas, caracteristicas morfologicas principalmente de micro y macroconidios.
Se determiné que existe una gran variabilidad en cuanto a las variables evaluadas por
ejemplo en las coloraciones variaron desde blanquecino a rojo violaceo y rojo vino.
Fusarium spp es un hongo que presenta la posibilidad de desarrollarse en medio PDA y
lograr un desarrollo adecuado. En cuanto a la morfologia se confirmé la presencia de
estructuras microscoépicas tipicas de Fusarium spp. Se observaron macroconidios
curvos o semicurvos con 3-5 septos con célula apical estrecha, papilada o de tipo romo,
microconidios predominantemente reniformes y fusiformes, de cero hasta 1 septo,
mayormente a partir de monofialides. En algunos aislamientos se confirmo6 la
produccion de clamidosporas pareadas, presentando gran variabilidad, en cuanto a
coloracion, textura velocidad de crecimiento y forma de las estructuras morfoldgicas y

se comprobo los postulados de Koch.
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In the present study, it was carried out with the objective of characterizing
pathogenic isolated of Fusarium spp. from tomato plants on the farm "El Carrizal”
Mexico. For which a sampling was carried out for the collection of plants with
symptoms of Fusarium infection then it was processed to isolate the pathogen and
obtain the pure culture to evaluate the coloration, size, mycelial growth rate,
texture, abundance of spores, morphological characteristics mainly of micro and
macroconidia. It was determined that there is great variability in terms of the
variables evaluated, for example, in the colorations ranged from whitish to violet
red and wine red. Fusarium spp is a fungus that presents the possibility of
developing in PDA medium and achieving adequate development. Regarding
morphology, the presence of microscopic structures typical of Fusarium spp.
Curved or semi-curved macroconidia were observed with 3-5 septa with narrow,
papillary or blunt-type apical cells, predominantly reniform and fusiform
microconidia, from zero to 1 septum, mostly from monofialides. In some isolates,
the production of paired clamidospores was confirmed, presenting great variability,
in terms of coloration, texture, speed of growth and shape of morphological

structures, and Koch's postulates were verified.



INTRODUCCION ..ottt ittt sttt sttt ne st neene e enas 1
|- REVISION BIBLIOGRAFICA .....ooiiiiiiiieteeieie ettt 4
1.1. Generalidades del cultivo del tomate ............coooveiiiiiiiiiiiii e, 4
1.1.1. Importancia y distribucién mundial del tomate.............ccoooevvviiiiieerennnnnn. 4
1.1.2. Principales plagas y enfermedades del tomate ...............cccevviiivieeeennnnnn. 5

1.2. L0S hongos fitOPatOgENOS ... ..uvveeiiiiiiiiiiiieiiie e 6
1.3. Revision historica de FUSarium SP. .......coovvvviiiiiiiiiiiiiieeeee e e e 8
1.4. Caracteristicas del género FUSarium...........cccccoviviiiieeeiiiiii e 9
1.5. Las fusariosis del tOMALE ...........coiiiiiieiiiiiiiee e 10

1.6. Identificacion y caracteristicas de cepas patdégenas del género Fusarium

spp. 11
1.6.1. Caracterizacion morfolégica de Fusarium Sp. .........ccoeeevvvvvvriiiniiieeeeennn. 12
1. MATERIALES Y METODOS ......ocuiiieieete e ee et ete et ete et ete e eae s 14
2.1. Aislamiento y caracterizacion de especies de Fusarium..........cccccceeeevvennnnn. 14
2.2. Prueba de patogeniCidad.............ooeeeiiiiiiiiiiiii e 16
1. RESULTADOS Y DISCUSION......ooiiieiiieiieceie et 18
3.1. Caracterizacion de aislamientos de Fusarium de plantas de tomate. ........ 18
3.2 Comprobacion de los postulados de KoCh...........ccoooeeviiiiiiiiciiicecee, 30
CONCLUSIONES. ..ottt e e et e e e e e e e e e e e e e e e eaaaana s 32
RECOMENDACIONES. ... ot e e e e e e e eanas 33

BIBLIOGRAFIA. ..o



INTRODUCCION

La marchitez en tomate causada por Fusarium oxysporum tiene amplia distribucion en
el Ecuador y en el mundo entero. Los Fusarium causantes de marchitez siguen un
patron similar de infeccion; penetran por la raiz y colonizan en el tallo de las plantas el
sistema vascular. No obstante, esta produccién se ve afectada por problemas
fitosanitarios ocasionados por diversos microorganismos, entre los que se encuentran
hongos sapréfitos, enddfitos o patogénicos del género Fusarium (Gomez-Lépez et al.,
2014). Diversas especies de Fusarium se han reportado como patégenos de numerosos
cultivos, ocasionando pérdidas leves hasta el total de la produccion, incluso se han
encontrado pérdidas del 100% cuando los cultivares utilizados son susceptibles y las
condiciones ambientales son favorables al patégeno (Parry et al., 1995; Dean et al.,
2012; Perniola et al., 2014).

Este género presenta una clasificacion taxonémica ampliamente discutida, teniendo en
cuenta que los caracteres morfologicos, en muchos casos, resultan insuficientes para
una correcta identificacion a nivel de especie, por lo que, se ha hecho necesaria la
implementacion de técnicas moleculares. Entre las cuales se tiene la comparacion de
pequefias secuencias de ADN de regiones que son altamente conservadas como la
calmodulina, B tubulina, la histona H3, ITS y TEF1-a. Asi mismo, el gen TEF1-a o factor
de elongacion de la traduccion, es una de las regiones mas empleadas en la
identificacion molecular de especies de Fusarium, por lo tanto muestra un alto nivel de
polimorfismo entre especies estrechamente relacionadas (Gomez-Lépez, 2008; Aoki et
al., 2014).

Fusarium es un patégeno facultativo con alta capacidad de sobrevivir en materia
organica y a su vez tiene la capacidad de atacar la planta cuando esta sufre algun tipo
de desbalance (Michielse y Rep 2009). Los principales mecanismos de dispersion del
patégeno son los movimientos de suelo infectado, el agua de escorrentia y el uso de
almécigo infectado. Este hongo tiene la capacidad de sobrevivir por largos periodos en
el suelo, debido a sus estructuras de resistencia denominadas clamidosporas, lo que
vuelve inefectiva la rotacion de cultivos a corto plazo (Daugovish et al., 2008). Fusarium
oxysporum es un organismo muy amplio a nivel de especie, se han clasificado méas de

120 diferentes formas especiales (formae specialis). Este término esta basado en la
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infeccién que produce el patégeno en un hospedante especifico. Las formas especiales
a su vez se subdividen en razas, las cuales se basan en la habilidad del patégeno de
infectar diferentes haplotipos o variedades en una especie hospedante (Pires da Silva
et al., 2014).

Dentro de las enfermedades causadas por patdgenos destacan las producidas por el
género Fusarium, el cual se encuentra naturalmente en el suelo y en ocasiones puede
estar asociado a las pudriciones de raiz y tallos de muchas plantas (Hernandez et al.,
2007). Un gran numero de especies han sido descritas dentro del género Fusarium por
diversos autores, sin embargo 70 especies son consideradas por Leslie y Summerell
(2006) y Montiel-Gonzalez et al. (2005) consideran al género Fusarium como el mas
complejo de los que atacan las raices de las plantas cultivadas, y uno de los mas
dificiles de clasificar.

Los dafios se presentan con mayor severidad cuando las plantas son sometidas a un
periodo de estrés en las etapas de floracion y fructificacion. La magnitud del dafio
ocasionada por esta enfermedad en Sinaloa es muy variada, donde se reporta que el
rendimiento del tomate cultivado el lotes infestados, ha disminuido hasta en un 50%
debido al ataque de la enfermedad, tanto en campo abierto como en invernadero
(Carrillo-Fasio et al., 2003; Garcia y Valenzuela, 2009). Los sintomas inicialmente se
presentan con una clorosis foliar en un sector de la planta y a medida que la
enfermedad progresa, el amarillamiento se observa de forma gradual en la mayor parte
del follaje, ocasionando la marchitez y posteriormente la muerte de la planta, sin
producir fruta o en ocasiones es escasa. El tejido vascular en la base del tallo presenta
coloracién castafio oscuro, extendiéndose hasta el extremo apical del tallo. El color
pardo en la parte interna del tallo es caracteristico de la enfermedad, por lo que es
utilizado para su identificacion, mientras que la médula permanece libre de la infeccion.
La infeccion del fruto aparece de forma ocasional mediante coloracion café oscuro en el

tejido vascular (Jones y Jiménez, 2001).
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Problema
Fusarium spp dificulta el buen desarrollo de plantaciones de tomates en la finca “El
Carrizal” México, unido a que no se tiene evidencia de caracterizaciones de las

especies presentes en esta finca.

Hipotesis cientifica
La obtencion de aislamientos de Fusarium spp. que afectan las plantaciones de tomate
en la finca "El Carrizal’, México, permitira realizar la caracterizacién de las especies

presentes en el cultivo y por consiguiente el mejor manejo de dicho fitopatégeno.

Objetivo general
Caracterizar aislamientos de Fusarium spp. obtenidos de las plantaciones de tomate
en la finca "El Carrizal” México.

Objetivos especificos
Describir morfologica y culturalmente los aislamientos de Fusarium spp. obtenidos de
plantas de tomate en la finca "El Carrizal” México.

Comprobar la patogenicidad de los aislamientos obtenidos en las plantas de tomate en

la finca "El Carrizal” México.



I- REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Generalidades del cultivo del tomate

El cultivo del tomate (Solanum lycopersicum L.), se encuentra dentro de la familia
Solanaceae, es originaria de las regiones del sur de Colombia y norte de Chile. Durante
el siglo XVI se introdujo por primera vez en Europa, sin embargo, a principios del siglo
XIX, se comenzo a cultivar comercialmente, y alli fue donde inicié su industrializacion y
la diferenciacién de las variedades para mesa e industria (Infoagro, 2018). Esta es la
especie de mayor importancia, pues incluye una amplia diversidad de cultivares, que
difieren en color, forma, sabor, tamafio y picor (Eshbaugh, 2012).Estos productos son
fuente importante de vitaminas y antioxidantes, los cuales se destacan por sus
propiedades anticarcinogénicas (Lin y Saltveit, 2012).

Esta hortaliza a nivel mundial es cultivada aproximadamente en 5 millones de ha, con
una produccion de 170.08 millones de toneladas de tomate fresco en el afio 2014.
Actualmente, Asia domina el mercado de tomate, con practicamente un 60% de la
produccion mundial, seguido por América, Europa, Africa y por dltimo Oceania, con

apenas un 0.15% de la produccion mundial (FIRA, 2017).

1.1.1. Importanciay distribucion mundial del tomate

La importancia del tomate radica en su valor nutricional y su gran prestigio en la
alimentacion (Vera et al.,, 2011). En la Actualidad se reconoce su valor debido a su
contenido de vitamina C (Mateos et al., 2013). Ademas posee propiedades terapéuticas
como analgésico, anti-inflamatorio y antioxidante (Gonzalez et al., 2015). Incluso su alto
contenido de vitaminas y minerales es apetecido dentro del arte culinario, lo que
favorece que esté presente en recetas de cocina a nivel del mundo (Bortolotti, 2013). Su
popularidad crece cada dia, siendo esta una de las especies vegetales mas consumidas
en todos los paises (Bosland, 2010).

Segun FAOSTAT (2016), China ocup6 el primer lugar en el mundo con una produccion
de tomate de 46.2 % del total. Es importante mencionar que México ocupa el décimo
lugar a nivel mundial en produccién del tomate siendo esta una de las principales
hortalizas producidas a nivel nacional (FAOSTAT, 2018).
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Segun el INEC (2016), en el Ecuador se sembraron 1,353 hectareas de tomate, las
cuales estan ubicadas en el régimen de la sierra como: Imbabura, Cotopaxi y
Chimborazo, por lo tanto son cultivadas bajo invernadero. De tal manera, se estima que
se perdieron en ese afio 27 hectareas (el 2.7% del total); 8 ha por ataque de plagas y

19 ha por ataque de enfermedades. Ademas se pierde el 2.5 % de la produccion por

mal manejo de poscosecha y comercializacion.

1.1.2. Principales plagas y enfermedades del tomate

El cultivo de tomate durante su ciclo vegetativo es atacado por distintos agentes
causales de plagas, entre los principales se destacan: nematodos, hongos, bacterias,
virus, insectos y acaros; todos ellos son causantes de la baja productividad y calidad del
fruto. Sin embargo, la incidencia de enfermedades es un problema muy grande en el
desarrollo de este cultivo, gran parte de los hongos fitopatdgenos ocasionan pérdidas
entre 10 y 100 % de la produccion, ademas la mayor parte de hongos fitopatégenos
varian en dependencia de su region, variedades sembradas y condiciones ambientales
(Sanogo y Ji, 2012).

Sin embargo, Alvarado et al. (2017), plantea que existe una gran diversidad de plagas
comunes que afectan al cultivo de tomate, por lo tanto, estas se presentan a
temperaturas superiores a 25°C, tales como:

e Acaros (Tetranychus urticae): el dafio se observa por un punteado en los bordes
de la hoja y toma un color café hasta secarse.

e Barrenador (Agrotis ipsilon): la larva se alimenta de los tejidos internos de la
planta, debilitandola y volviéndola de color amarillo. En la Gltima etapa, el tallo se
parte por efecto del peso del fruto.

e Minador de la hoja (Tuta absoluta): ataca a la planta en la noche. Penetrando por
la hoja y se alimenta del parénquima provocando cavidades.

e Mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum): insecto se encuentra en el envés de
la hoja provocando un debilitamiento de la planta.

e Trips (Frankliniella occidentalis): es el encargado de transmitir el virus del

bronceado y el virus del mosaico del tomate.
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Por otra parte, las enfermedades mas comunes que afectan al cultivo de tomate
pueden ser causadas por hongos, bacterias y virus. De tal manera, que debe existir una
temperatura superior a 25°C y una humedad relativa mayor a un 80 %, entre otros
factores. Entre las enfermedades mas importantes causadas por hongos segun Velasco
et al. (2011), se encuentran:

e Tizon tardio (Phytophthora infestans): esta enfermedad se propaga en climas
frios y humedos, causando la pérdida total del cultivo, lesiones de forma
irregular, hundidas y de color verdoso, y ataca a todas las partes de la planta.

e Tiz6n temprano (Alternaria solani): esta enfermedad, es propicia en
humedades relativas superiores al 70%. La presencia de los sintomas en las
hojas son manchas circulares de color café y negro, en el fruto causan
lesiones hundidas y oscuras y debilitan el tallo.

e Moho gris (Botrytis cinerea): se presenta cuando existe una humedad relativa
superior al 90%, ocasionando dafos a las flores, frutos y el tallo causando
manchas de color gris.

e Damping off o ahogamiento del tallo (Phytophthora, Pythium, Fusarium y
Rhizoctonia spp.): ataca a las semillas y a las plantulas emergentes, se
presenta por condiciones de alta humedad y mal drenaje del sustrato,
causando problemas de germinacion y mortalidad de plantulas en los

semilleros.
1.2. Los hongos fitopatdogenos

Por lo general las plantas se encuentran rodeadas por una gran variedad de
microorganismos, extremadamente versatiles, de nutricion heterétrofa y ocupan la
mayor parte de los ecosistemas terrestres, algunos son capaces de inducir en ellas
enfermedades de diversos tipos (Fisher et al., 2012). Tal como lo menciona Agrios
(2005), los hongos fitopatdgenos causan pérdidas elevadas a nivel mundial tanto
econOmicas como agricolas. Segun, datos relevantes de la FAO, la agricultura mundial,
tiene una pérdida anual del 12% de su produccion por dafios causados por hongos

fitopatdgenos, mas que por cualquier otro agente.
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Existen mas 100.000 especies de hongos y solo un 8 % son capaces de colonizar los
tejidos vegetales causando asi una enfermedad en la planta. El estilo de vida de estos
hongos fitopatdgenos es muy diverso lo que les ha permitido desarrollar estrategias
diferentes para interaccionar con sus huéspedes (Agrios, 2005). Por lo tanto, se
establecen tres grupos de hongos fitopatégenos:
e Sapréfitos oportunistas o facultativos: tienen capacidad hasta que encuentran un
huésped apropiado.
e Parasitos oportunistas o facultativos: se aprovechan de los recursos nutricionales
de la planta.

e Parasitos obligados: adoptan una forma de resistencia para sobrevivir cuando no

tienen un huésped sobre el que desarrollarse.

Cabe seiialar, que los hongos fitopatégenos se han clasificado tradicionalmente en
funcion de su estilo de vida, de igual manera, se establecen tres grupos, segun Horbach
et al. (2011):

Patogenos biotrofos: colonizan las células vivas de su huésped y toman los nutrientes
gue necesitan para vivir, el cual le ayuda a completar parcialmente su ciclo de vida,
causando dafios relativamente diminutos en la pared celular vegetal.

Patégenos necrotrofos: infectan de manera especializada, provocando una muerte
celular de los tejidos de su hospedador secretando toxinas y enzimas degradadoras de
pared celular. Posteriormente se alimentan de forma saprofitica de esta materia
organica muerta. Alternaria spp., Botrytis spp. y Verticillium spp; son algunos ejemplos
de hongos necrotrofos.

Patégenos hemibiotrofos: presentan una primera fase de vida biotréfica durante la cual
el hongo penetra dentro del huésped y se establece en el tejido colonizado, en la
siguiente fase de su vida necrotrofica utiliza los nutrientes de las células del huésped ya

muertas, se incluyen en este grupo hongos como Fusarium oxysporum, y Colletotrichum

Spp.



1.3. Revision histérica de Fusarium sp.

En el afio de 1809, Link describi6é por primera vez el género Fusarium, el cual lo define
como una forma de canoa o banana, el cual era su caracter primario distintivo. Puesto
gue, esta descripcidn se bas6 en las observaciones de F. rosuem, primera especie
descrita, y debido a su falta de informacién, se podria aplicar al menos 50 géneros de
Hyphomycetes (Marasas et al., 1984; Nelson et al., 1994). Es por ello que la definicién
original ha sufrido una serie de modificaciones quedando como; especies con
macroconidos 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).

Por lo tanto, se han realizado investigaciones que aun existen desacuerdos en la
sistematica de Fusarium, que exhibe un grado notable de variacién con respecto a
caracteristicas morfolégicas, culturales vy fisiolégicas. Esta variacion puede explicar, la
capacidad de la especie de colonizar lugares ecoldgicos diversos en la mayoria de las
areas geograficas del mundo. De tal manera, la variacion ha conducido a dificultades
considerables en el desarrollo de un sistema taxonomico estable y extremadamente
aceptado por el género (Summerell et al., 2003; Leslie y Summerell, 2006).

Por lo general, se han descrito mas de 1.000 especies, variedades y formas,
mencionadas en base a observaciones superficiales (Toussoun et al., 1975). La
exigencia de buscar un sistema correcto y fiable de clasificacion, se produjo cuando
especies del género Fusarium causaron serias enfermedades en muchas plantas. A
partir de 1913 - 1935 se estudiaron este género, y se redujo el nUumero de especies,
variedades y formas de Fusarium a 142, agrupados en 16 secciones (Nelson et al.,
1994).

La taxonomia de Fusarium se ha convertido en referencia estandar en este tema. El
trabajo consistié en organizar aproximadamente 1.000 especies del género Fusarium en
16 secciones: Eupionnotes, Macroconia, Spicarioides, Submicrocera, Pseudomicrocera,
Arachnites, Sporotrichiella, Roseum, Arthrosporiella, Gibbosum, Discolor, Lateritium,
Liseola, Elegans, Matrtiella, y Ventricosum. Estas secciones contenian 65 especies, 55

variedades, y 22 formas. Pero en estas se encuentran 77 sinbnimos para Fusarium



avenaceum (Fr.) Sacc. y 133 sinénimos para Fusarium lateritium Nees y su teleomorfo
(Nelson et al., 1994).

1.4. Caracteristicas del género Fusarium

El género Fusarium, ha variado de 9 a mas 1000. Los miembros de este género son
extensos y se pueden encontrar como patdgenos, enddfitos y saprofitos en plantas y
suelo de todo el mundo. Su amplia extension de las especies de Fusarium puede
atribuirse a la capacidad de estos hongos para crecer en una amplia gama de sustratos
y a sus eficientes mecanismos de dispersion (Summerell y Leslie, 2011).

Sin embargo, se pueden producir en tres fases de esporas asexuales denominadas
macroconidios, microconidiosy clamidosporas. Algunos géneros o especies producen
los tres tipos de esporas, mientras que otras especies no, por tanto, estas estructuras
son fundamentales para la caracterizacion de las especies. Cabe sefialar, que los
patégenos correspondientes al género Fusarium, liberan una serie de metabolitos
secundarios, o micotoxinas, que son toxicos para la salud humana y los animales. Sin
duda esta especie, causa una escala de enfermedades que afectan a la agricultura y
horticultura a nivel mundial. Varias de estas enfermedades, como la marchitez en las
plantas, han tenido grandes impactos econdémicos y sociologicos casi devastadores en
los agricultores y las comunidades que dependen de estos cultivos para su subsistencia
(Summerell y Leslie, 2011).

Clasificacion para Fusarium sp. Segun Leslie & Summerell, 2006.

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota

Clase: Deuteromycete

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Fusarium

Especies:F. oxysporum, F. solani, F. verticillioides, Fusarium oxysporum.



1.5. Las fusariosis del tomate

El tomate es una de las hortalizas de mayor consumo a nivel mundial, por lo tanto, es
atacada por distintas enfermedades, tales como la marchitez vascular, causada por
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Cabe sefialar, que dicho patdgeno, habita en el
suelo, y es dificil de contrarrestar. Ademas, una vez que el suelo se infesta puede
permanecer con el patdégeno por tiempo indefinido (Vasquez y Castafio, 2017).

Sin embargo, esta enfermedad continla apareciendo como consecuencia del cultivo
intensivo de tomate y otras especies vegetales, causando pérdidas entre 21 y 47% en
campos a libre exposicidén y bajo cubierta (Ramyabharathi et al., 2012). De tal manera,
gue la forma de infeccion de este patdogeno penetra por las raices tanto activa como por
aberturas naturales (Enespa y Dwivedi, 2014). Por lo tanto, la produccién de
clamidosporas, microconidios y macroconidios; se relaciona con la diseminacion de la
aérea, lo que sugiere una fase policiclica, no comun en patégenos habitantes del suelo
(Katan et al., 1997). Las clamidosporas le permiten al hongo que sobreviva por un largo
tiempo, estas se producen a partir de la modificacion de hifas o células conidiales.
Ademas, estd relacionada con factores de estrés, como la ausencia del hospedante,
agotamiento de nutrientes y ambientes adversos (Smith, 2007).

Sin embargo, las clamidosporas germinan en condiciones favorables, lo cual permite la
presencia de exudados radicales; ademas se ha demostrado que resisten temperaturas
altas y sobreviven mas tiempo en el suelo que los conidios (Mc Govern, 2015). La forma
especial (f. sp.) lycopersici infecta solo a plantas de tomate susceptibles (Inami et al.,
2014); no obstante, Fassihiani (2000) comprob6 que esta forma especial es capaz de
colonizar las raices de plantas pertenecientes a otros géneros, como Oryzopsis,
Digitaria, Amaranthus y Malva; ademas de plantas de zanahoria (Daucus carota), trigo
(Triticum), berenjena (Solanum melongenay), aji (Capsicum annuum).

De tal manera, que el uso de variedades resistentes reduce la incidencia de la
enfermedad; por lo tanto, la presencia de nuevas razas del hongo y de nuevos biotipos
dentro de las razas, supera su resistencia, o que conlleva a la busqueda de nuevas

estrategias (Horinouchi et al., 2011).
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En 1940, se exhibi6 un cultivar resistente a la enfermedad y ademas este presentaba un
gen |, que conferia resistencia a la raza 1 del FOL. Seguidamente, aparecio una
segunda raza (raza 2) el cual interactia en cultivares resistentes a la raza 1. Por lo
tanto, esta raza fue controlada por los hallazgos y posterior incorporacién, de un nuevo
gen dominante para la resistencia, el gen I-2. En 1981, en Brasil se identificé una nueva
raza, a la que se denominé raza 3. Se asume que la interaccion entre FOL y el tomate
sigue la teoria de Flor, gen por gen (Flor, 1956), dado que se han descrito resistencias
monogénicas dominantes para las tres razas.

Por lo tanto, se han descrito tres razas del hongo 1,2y 300, 1y 2, las cuales, se han
identificado en los loci: I-1, I-2 e I-3, otorgando resistencia al patdgeno, a través de
genes dominantes (Scott et al., 2004; Panthee y Chen, 2010). Segun Inami et al. (2012),
la raza 2 de F. oxysporum f. sp. lycopersici surgioé de la raza 1, por la pérdida del gen
avrl, por insercion de un trasposon, mientras que la raza 3 emergié cuando un punto de
mutacion ocurrio en el gen avr2. Diferentes razas del hongo portan en varias
combinaciones tres genes de avirulencia, a saber: avrl, avr2 y avr3, que activan
respuestas de defensa contra el hongo, al ser reconocidos por los correspondientes

genes de resistencia en tomate.

1.6. Identificacion y caracteristicas de cepas patdégenas del género

Fusarium spp.

En la actualidad existen numerosas enfermedades vegetativas lo cual representa la
disminucién de los rendimientos en los cultivos; de tal manera, que se mencionan los
hongos mas importantes del suelo, como son: Fusarium sp., Sclerotium rolfsii Sacc.,
Rhizoctonia solani Kihn, Macrophomina phaseolina, sin embargo, por los dafios que
producen, y la frecuencia con que se presentan, Fusarium sp. (Duarte et al., 2016).

Los sintomas que causa el género Fusarium pueden llegar a confundirse con otros
agentes fitopatbgenos o bacterianos. Ademas, dicho hongo puede llegar afectar en
distintas etapas del desarrollo de la planta y en distintas zonas de ella, incluso en la
emergencia de la plantula, interfiriendo en el cuello de la planta. De tal manera, que se

desarrolla, el problema méas comun como la marchitez vascular (Agrios, 1996).
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Sin embargo, la caracterizacion de Fusarium sp. se realiza con la finalidad de obtener la
base de caracteres cualitativos y cuantitativos, expresados por los aislamientos los
cuales son examinados, para muestrear su patogenicidad, produciendo la mayor parte
de los sintomas tipicos de fusariosis, como son; necrosis en la raiz y marchitez en la
parte aérea de la planta joven. Estos sintomas en la raiz comienzan con una
decoloracion externa del tejido que se torna café-rojizo, al igual que en el tejido vascular
(Duarte et al., 2016).

La mayor parte de las especies de Fusarium presentan distintas caracteristicas en
medios de cultivo sintéticos, como pueden ser; colonias blancas, cremas, naranjas,
pardo, pardorojizo, rojo carmin, rosa, purpura e incluso azuladas. Esta pigmentacion
puede estar dada por la coloracion del micelio o por la difusion de algun pigmento en el
medio de cultivo en el cual se desarrolla el hongo (Arvayo et al., 2011).

De forma general, dichas investigaciones sobre Fusarium spp. tiene una gran
importancia para la identificacion de especies, asi como para la determinacion de
presencia de biotipos del patdgeno. Estos resultados tienen importancia para el
programa de seleccion de cultivares y para la evaluacion de estos, asi como para el
manejo de la enfermedad (Duarte et al., 2016).

1.6.1. Caracterizacion morfolégica de Fusarium sp.

F. oxysporum se forma por un micelio de textura algodonosa, de tal manera, que varia
de color, desde blanco a rosa palido hasta un purpura intenso, segun el aislado o
especie. Cabe sefialar, que las condiciones ambientales, pueden afectar en el
crecimiento, asi como la forma, tamafio y abundancia de esporas y nimero de septos
de sus hifas (Agrios, 1996). Los microconidios, poseen de una o dos células, incluso
logran producirse con mayor frecuencia y en cualquier circunstancia y presentan formas
ovaladas y cilindricas. Los macroconidios son menos abundantes, de aspecto fusiforme,
septadas, constituidas por 2 a 5 células, puntiagudas e inclinadas hacia los extremos.
Las clamidosporas se forman por la tabicacién y engrosamiento de una parte de una
hifa. Presentan una forma esférica y con pared engrosada y pueden sobrevivir durante
largos periodos de tiempo dependiendo de las condiciones ambientales (Nelson et al.,
1994; Agrios, 1996).
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Sin embargo, los medios de cultivo son utilizados con el intencién de poder identificar,
algunos de ellos pueden ser: Agar Extracto de Malta (MEA), en el cual se pueden
valorar aspectos morfolégicos tanto macro y microscopicos; ademas, de conseguirse
una buena esporulacion. con Agar Papa Dextrosa (PDA) se valora muy bien el aspecto
morfoldgico y coloracién de la colonia; su alto contenido en carbohidratos ejerce un
mayor crecimiento en la esporulacion, que suele retrasarse y los conidios pueden ser
atipicos. ElI medio Agar Harina de Avena (OA) se utiliza para valorar la velocidad de
crecimiento, color, aspecto de la colonia y caracteristicas microscépicas. Agua agar
(WA) es un medio recomendado para la germinacién inicial de conidios de cultivos de
Fusarium spp., y el Suelo Agar (SA), se usa para la formacién de clamidosporas, por lo
general es utilizado para la identificacion de algunas especies de Fusarium (Leslie y
Summerell, 2006).

Algunas especies de Fusarium producen las tres formas de esporas (macroconidios,
microconidios y clamidosporas), mientras que otras no. Por lo tanto, el macroconidio es
el organo primario para la caracterizacion, su forma y tamafio 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 alunas especies 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 (Leslie y Summerell, 2006).

El microconidio es el caracter principal en la taxonomia del género Fusarium, su
presencia esta formada por el micelio aéreo a partir de monofialides o polifialides, por lo
tanto, se pueden observar en masa 0 en cadenas. Segun Samson et al. (2004), se
pueden observar de mejor manera en un medio saturado de agar-clavel.

Por otra parte, las clamidosporas en Fusarium, estdn presentes en grupos, pares,
cadenas, incluso pueden estar solas. La pared puede ser gruesa, rugosa o lisa; por lo
tanto, es una espora resistente a condiciones ambientales adversas y que garantiza la
propagacion y supervivencia del hongo (Samson et al., 2004; Leslie y Summerell,
2006).
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Aislamiento y caracterizacion de especies de Fusarium

Para la realizacidon del presente trabajo se realizaron dos estancias de trabajo una
se desarrollé en el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, La Paz,
Baja California Sur, México (CIBNOR) durante el periodo de Febrero — Junio del
2019 donde se realizaron los muestras y pruebas de laboratorios y parte de la
escritura del documento y otra estancia en la Universidad de Granma, Granma,
Cuba (UDG) durante el periodo de Octubre — Noviembre del 2019 donde se

procesaron y escribieron los resultados y se completo la escritura del documento
Aislamiento

Se realiz6 un muestreo de campo siguiendo la metodologia descrita por Leslie et
al. (2006), se colectaron 14 plantas de tomate variedad saladette las cuales
estaban infectadas fungicamente, y presentaban los principales sintomas de
afectacion de Fusarium spp., como marchitez, amarillamiento y reduccion de
crecimiento. Las cuales se colocaron en bolsas de plastico estériles, se
depositaron en un contenedor térmico y se transportaron al laboratorio de
Fitopatologia del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste (CIBNOR).

El patégeno fungico se aislé de los tejidos infectados empleando métodos de
aislamiento estandar (Sidharthan et al., 2018). Los tejidos infectados de raices se
cortaron en trozos pequefios y se esterilizaron superficialmente con hipoclorito de
sodio al 2% durante 30 s. Luego se lavaron en tres cambios de agua destilada
estéril y se secaron entre dos capas de papeles secantes. Los trozos se
sembraron en medio de Agar de Papa dextrosa (PDA, OXOID) con antibiéticos
cloranfenicol, estreptomicina y ampicilina (0,1g.L') en placas de Petri estériles y
se incubaron a 28 + 2°C, se observo diariamente, hasta la aparicién de estructuras
fungicas. Se realizaron observaciones al microscopio Optico Zeiss (200x) para

confirmar su identidad con el género Fusarium.
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Obtencidén de cultivos puros
De las muestras donde se corroboro la presencia de Fusarium se tomaron
fragmentos de micelio se sembraron en placas Petri (d=90 mm) con medio PDA
(esterilizado a 121°C por 15 min y pH 6) con antibiticos cloranfenicol,
estreptomicina y ampicilina (0,1g.L!) y se incubaron a 28°C + 2°C y oscuridad
constante. Los aislados se purificaron mediante siembras sucesivas empleando el
mismo medio y las mismas condiciones, hasta la obtencion de cultivos puros que,
posteriormente, se transfirieron a tubos de ensayos con medio PDA en forma de

cufia y se conservaron a 4°C para los posteriores analisis.
Caracterizacion cultural y morfolégica de los aislamientos de Fusarium

A partir de los cultivos puros de cada aislamiento, se tomé una asada de esporas y
se prepard una suspension en un tubo de ensayo con nueve ml de agua destilada
estéril y se homogeneizaron en agitador Vortex por 30 s, luego se tomo6 una
alicuota (100 pl) y se depositd en el centro de una placa Petri con medio PDA y se
dispers6 con una espatula de Drigalsky, para la obtencion de cultivos
monosporicos (Sidharthan et al., 2018). Las placas se incubaron a 28°C + 2°C y
oscuridad constante, durante 24 h. Se hicieron tres réplicas por aislamiento. A las
24 horas se seleccionaron colonias monosporicas de cada aislamiento, y con
ayuda de una aguja de siembra flameada se transfiri6 el fragmento de agar, donde
se encontraba un conidio germinado a una placa Petri con medio de cultivo PDA
(Biocen) mas antibiéticos (cloranfenicol, estreptomicina y ampicilina (0,1g.L™1)). Las

placas se sellaron con parafilm e incubaron a 28°C + 2°C durante siete dias.
Cultural

De los aislamientos monospéricos de Fusarium spp., se tomo un disco (=5 mm)
de micelio, proveniente de la periferia de la colonia monospdérica y se inocul6 en el
centro de placas Petri con PDA. Se prepararon tres réplicas de cada aislamiento y
se incubaron a 28°C * 2°C y oscuridad constante, durante 7 dias. La coloracién de
la colonia en el anverso y reverso se determind por observacion visual y se
documenté mediante fotografias tomadas con una camara digital Sony y se

describio la textura de las colonias, forma de los bordes y presencia de anillos.
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Se midid el crecimiento lineal (diametro promedio de la colonia sobre la base del
crecimiento horizontal en una direccion, expresado en milimetros por dia, este
diametro se midié por la parte méas esférica de la colonia), con una regla graduada.

A partir del crecimiento lineal, se calcul6 el indice de crecimiento micelial diario

hasta llegar al quinto dia de incubacién, empleando la férmula siguiente:
ICM =DC) — DC )

Donde:

DC(2): Didmetro de la colonia del dia que se evalla

DC): Didmetro de la colonia del dia anterior

Los datos del diametro y del indice de crecimiento micelial de los aislados se
sometieron a un Analisis de Varianza (ANOVA) y las medias se compararon segun
la Décima de Rangos Mdltiples de tukey para p<0,05, empleando el paquete
estadistico INFOSTAT Profesional ver. 2.1. (Di Rienzo et al., 2016)

El conteo de esporas se realizd al quinto dia de crecimiento de las colonias de
cada aislamiento en el medio de cultivo PDA. A las placas con los cultivos
desarrollados se les adicionaron 15 ml de agua destilada estéril y se
homogeneizaron con una espétula de Drigalsky. Las esporas se colectaron en un
tubo de ensayo por réplica. Las suspensiones se homogeneizaron en agitador
Vortex por 30 s y se depositaron gotas de estas (de cada aislamiento por
separado), en una camara de Neubauer para determinar la concentracién de
conidios. Se compararon los resultados segun la cantidad de conidios por area de

la colonia, y la esporulacién se clasific6 como escasa, moderada o abundante
Morfoldgica

Para determinar las caracteristicas morfoloégicas del hongo se visualizaron
utilizando un microscopio de luz LMI BM con aumento (40x), teniendo en cuenta
las caracteristicas de las esporas (clamidosporas, micro y macroconidios), en

cuanto a forma, tamafo, color (Sidharthan et al., 2018).
2.2. Prueba de patogenicidad

16



Capd
La prueba de patogenicidad de los aislados fungicos se realiz6 en una camara de
crecimiento Convairon, mediante la inoculacion de las raices, se empled la
metodologia propuesta por Cruz et al. (2018) con modificaciones. El inéculo
fungico se prepard bajo condiciones asépticas, a partir de cultivos de los
aislamientos monospdéricos de 7 dias a 28°C + 2°C. A cada placa de Petri, se
afiadieron 2 ml de agua destilada estéril y se ajustd la concentracién a 1 x 108

esporas. mlt en una camara de Neubauer.

Se utilizaron plantas sanas de tomate de 25 dias de edad cultivadas en
condiciones controladas para la inoculacién. Las raices se lesionaron y se
sumergieron en la suspension de esporas durante 15 minutos, previo al trasplante.
Como tratamiento control se utilizé agua destilada estéril. De las plantas afectadas
se hicieron aislamientos del agente causal, segun se describid anteriormente, y se
compararon las caracteristicas de la colonia (color, forma, textura), asi como de
las estructuras fungicas del reaislamiento y se compararon con las del aislado
respectivo que se utiliz6 como indculo. Se evaluaron los sintomas ocasionados por
los aislados en las plantas y se seleccioné el aislamiento mas agresivo sobre la
base de la cantidad de plantas afectadas.
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I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracterizacion de los aislados de Fusarium de plantas de tomate.

Caracteristicas Culturales

Se confirmé la presencia de ocho aislamientos naturales de Fusarium spp a partir
de muestras de raices, provenientes de plantaciones de tomate, mediante el
crecimiento de colonias tipicas del hongo en medio de cultivo PDA. Se observaron
colonias con crecimiento rapido, bordes regulares, de textura algodonosa o
flocosa, también presentaron hifas blancas que formaban un denso crecimiento
aéreo similar al algodon, pero los pigmentos producidos y liberados al medio eran
muy variables, tanto en color como en intensidad. Se observé variabilidad en la
coloracion desde gris palido, amarillo claro, blanco-rosaceo y violeta oscuro como

se muestra en la Figura 1.

e
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Fig 1. Caracteristicas culturales de los aislamientos de Fusarium spp.,
procedentes de tomate a los 6 dias a 28 °C en medio PDA (Aislamientos: H
1-8; A: anverso, B: reverso)
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Esta variabilidad en la pigmentacion de los aislamientos obtenidos, es comun
entre aislamientos de diferentes especies de Fusarium, como de la misma
especie, lo cual coincide con las descripciones realizadas por Leslie y Sammurell
(2006) y se expresa por la coloracién del micelio o la difusion de pigmentos en el

medio de cultivo.

Estos resultados son similares a los que obtuvieron Villanueva et al. (2013) al
informar variabilidad entre especies de Fusarium que presentaron, colonias
blancas, cremas, naranjas, pardo, pardo-rojizo, rojo carmin, rosa, purpura, e

incluso azuladas.

De igual manera Duarte et al. (2016) informaron aislamientos de Fusarium spp. de
garbanzo en medio de cultivo PDA, donde la coloracién vario desde violaceo,

amarillento, blanquecino, rojo, lila, violeta, salmon, rojo violaceo y rojo vino.

También Chehri et al. (2011) reportdé resultados similares respecto a la

pigmentacion en PDA, obteniendo coloracién desde marrén, blanco, violeta y rojo.

En la tabla 1 se muestra la descripcién de algunas caracteristicas morfologicas
observadas en los aislamientos de Fusarium spp. En la misma se aprecia que
existe diferencia en la coloracion y esporulacién entre aislamientos, aunque los 8
aislamientos corresponden a Fusarium spp., segun las caracteristicas
macroscopicas de los aislamientos, y estan acorde a los reportados por Leslie y

Sammurell (2006) para dicha especie.

Como podemos ver se observan considerables variaciones con todos los
caracteres culturales evaluados en los aislamientos de Fusarium spp. Los
aislamientos H2, H3, H4, H5 y H8 produjeron un crecimiento algodonoso
abundante, con micelio de color blanco, que se extendia en la periferia de la placa.
Los aislamientos H-6 y 7 produjeron micelio blanco con pigmentacién central rojo
vino sobre el sustrato, abundante y un margen de micelio blanco purpura regular
en el borde de la placa, mientras que el aislamiento 1 produjo una capa delgada y
liviana con un hilo similar al micelio blanco que se extendia en la periferia, con

pigmentacién blanca palida en el sustrato. Los aislamientos H4, H5, H6, H7 y H8
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produjeron una esporulacion abundante, mientras que los aislamientos H1 y H2

presentaron esporulacion escasa y el aislamiento H3 produjo una esporulacion

moderada.

Tabla 1. Caracteristicas morfologicas de los aislamientos de Fusarium spp.

obtenidos de raices de tomate.

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8

Color gris, gris pélido
inverso

Color amarillo, marréon
palido inverso

Color blanco a color
crema

Café claro con
tendencia a blanco
Marrén amarillento
claro

Violeta palido (anverso)
rojo vino (reverso)

Rojo vino oscuro

Verdoso (anverso)
amarillo palido (reverso)

Escasas

Escasas

Moderadas

Abundante

Abundante

Abundante

Abundante

Abundante

Micelio aéreo escaso, es blanco
de color crema

Micelio aéreo abundante, blanco,
algodonoso

Micelio aéreo escaso, blanco,
algodonoso y hialino
Micelio aéreo denso, blanco,
algodonoso y hialino

Micelio aéreo abundante, blanco,
algodonoso

Micelio aéreo blanco rosado ,
flocoso y abundantes

Micelio aéreo blanco rosado,
flocoso y abundantes
Micelio aéreo denso, blanco,

algodonoso, hialino

Nuestros resultados coinciden con los alcanzados por, Quilambaqui. (2005) quien

observé las colonias de F. oxysporum, el cual desarrollaron un micelio de color

violeta a puarpura. De tal manera, pudo observar colonias identificadas como F.

moniliforme, desplegandose un micelio aéreo blanco, que a menudo se torné

parpura. En corroboracion a esto, Fusarium solani, expandié un micelio blanco que

en ocasiones tornaban tonalidades amarillas.

De acuerdo con Leslie y Summerell (2006), F. oxysporum produce pigmentos que

varian en color desde blanco, violeta pélido, purpura-oscuro hasta rosa-magenta.
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Por otra parte, Arvayo et al. (2011), al informar variaciones en la coloracion de las
colonias de F. oxysporum en medio de cultivo PDA, desde blanquecino, parduzco-
blanco, rosaceo-blanco y purpura-parduzco.

Ademas, Lezcano et al. (2012) determinaron que Fusarium oxysporum, presento
un micelio aéreo abundante y algodonoso, de color blanquecino, con tonalidades
rosa violaceo y purpura, a en el anverso de la placa, y azul grisaceo-verdoso en el
reverso de esta.

Otros autores como, Villanueva et al. (2013) verificaron sobre la presencia de
algunas especies de Fusarium que pueden presentar, en medios de cultivo
sintético, colonias blancas, cremas, naranjas, pardo, pardorojizo, rojo carmin, rosa,
parpura e incluso azuladas.

Por otra parte, Camacho et al. (2014) determinaron el aislamiento de F. tricinctum,
estas cepas produjeron una pigmentacion roja en el anverso y reverso de la
colonia en medio PDA. Ademas, F. incarnatum y F. equiseti estdn estrechamente
relacionadas con la produccién de manchas marrén en el anverso de la colonia en
PDA.

Del mismo modo, Macias et al. (2015) diferenciaron que F. oxysporum posee un
micelio blanco, algodonoso con una ligera pigmentacién rosada. Sin embargo F.
verticilloides presentdé un micelio blanco y algodonoso, que a diferencia de F.
oxysporum mantuvo una coloracion rosa-salmon mas intensa.

De igual manera, Robles et al. (2016) obtuvieron seis aislados, de los cuales los
de mayor frecuencia fueron de dos tipos: Fusarium oxysporum, mostré crecimiento
micelial blanco-amarillento, y Fusarium solani, obtuvo un crecimiento micelial
inicialmente blanco, pero con el paso del tiempo se tornd de color rojo-violaceo.
Por otra parte, Castro et al. (2018) mostraron que las colonias de F. oxysporum,
presentan tipos de micelio lanoso y humedo (47,5 %) y en algunos casos afelpado
(23,8 %). Sin embargo, los colores del anverso fue variable, aunque prevalecieron
los colores: purpura blanquecino (52,5 %) y rosa blanquecino (42,5 %) y por el
reverso la pigmentacion de las colonias fue violeta blanquecino (40 %) y rosa
magenta (20 %) equitativamente.
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En este mismo sentido, Retana et al. (2018) observaron el crecimiento de colonias
algodonosa y de color blanquecino-rosado en los primeros estados de desarrollo
de Fusarium oxysporum f. sp. apii. Posteriormente, conforme el micelio se torné de
un color levemente purpura.
En este mismo sentido Leyva et al. (2018) observaron que Fusarium oxysporum,
muestra un color crema con ligera pigmentacion violeta y con crecimiento
algodonoso.
Teniendo en cuenta todo lo antes planteado coincidimos con, Duarte et al. (2016)
quienes determinaron que Fusarium sp posee una gran variabilidad, cuyas
coloraciones variaron desde violaceo a ligeramente amarillenta, de blanquecino a
rojo ladrillo, a lila, a violeta, a rosa salmon; ademas, tomaron coloraciones rojo

violaceo y rojo vino.

Al realizar el andlisis de la informacion aportada en la evaluacion del crecimiento
nos percatamos que no todos los hongos tuvieron la misma velocidad de
crecimiento y no lograron crecer hasta cubrir completamente el fondo de la placa
Petri, destacandose con mayor velocidad de crecimiento los aislamientos H2, H3 y
H4 con valores superiores a los 12.50 mm por dia, sin presentar diferencia
significativas entre ellos y si con el resto, seguido por H7, H8 y H6 con valores
alrededor de los 11,65 mm por dia y los aislamientos H1 y H5 con menor
crecimiento tal como se muestra en la fig 2. En el caso del diametro se comporto

de igual manera lo que se muestra en la fig 3.
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Medias con letras iguales no difieren significativamente (p < 0. 05). Error: 0.06
Fig 2. Evaluacion del indice de crecimiento micelial de las colonias de Fusarium
spp. obtenidas de raices de tomate.
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Medias con letras iguales no difieren significativamente (p < 0. 05). Error 1.65
Fig 3. Evaluacion del diametro de las colonias de Fusarium spp. obtenidas de
raices de tomate.
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Estos resultados pudieron estar dado por el tiempo a que se evaluo el aislamiento
que fue al 5 dia lo cual el mismo no ha alcanzado su mayor crecimiento teniendo
en cuenta que el medio que se empled (PDA) presenta combinacién de la infusién
de papa con la glucosa que proporciona la fuente de energia perfecta para que
exista un crecimiento satisfactorio del hongo. Por otra parte la temperatura a la
gue se incubo el hongo es la 6ptima para la multiplicacion del hongo es del orden
de 28°C, temperatura que fue empleada en dicha investigacion, en lo referente al
pH podemos decir que se ajusté en correspondencia con lo establecido para el
mismo ya que los hongos dentro de su condicidén fisioldgica manejan pH acidos en
un rango de 5 a 6,5, sin embrago, es importante resaltar la capacidad de Fusarium
para crecer a pH acidos y alcalinos, condicion que favorece la colonizacién dentro
de las células del hospedero.

Igualmente, Walker et al. (2016) determinaron en el crecimiento de Fusarium
verticillioides, que su crecimiento fue mas lento en relacién a la otra especie
(aproximadamente 1,12 cm a cada 24 h). Sin embargo, en relacion al indice de
velocidad del crecimiento micelial (IVCM), observaron que Fusarium acuminatum e
Fusarium verticillioides, obtuvieron un crecimiento méaximo de 0,84 cmy 0,77 cm.
Los resultados obtenidos por, Duefas et al. (2007) determinaron que los
aislamientos de Fusarium sp, procedentes de garbanzo son de rapido crecimiento,
entre 0,30-0,54 mm.h-1 en medio PDA. Ademas, Lezcano et al., (2012) analizaron
el aislamiento de F. oxysporum procedente de Leucaena leucocephala (Lam.) de
Wit cv. Perq, el cual mostré una velocidad de crecimiento de 0,38 mm.h-1 en este
mismo medio.

De igual modo en una investigacion realizada por, Lezcano et al. (2012) en cuanto
a la caracterizacién cultural de los aislamientos de Fusarium oxysporum,
reportaron colonias de crecimiento rapido con 64 mm como promedio al séptimo
dia de incubacion, cuando se cultivaron en PDS a 25°C.

Con respecto a esto Duarte et al. (2016) evaluaron la velocidad de crecimiento de
Fusarium sp, en distintos medios de cultivos PDA y CzD; destacandose que el
medio CzD, pudo incrementar la velocidad de crecimiento en un promedio de 0,63
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mm.h-1. Sin embargo los resultados alcanzados en el medio PDA no limitan o
interfieren 6ptimo el desarrollo de Fusarium sp.
De igual manera los resultados obtenidos por, Walker et al. (2016) observaron que
Fusarium acuminatum, presentd un crecimiento de la colonia cerca de 1,60 cm a
cada 24 h, disminuyendo la velocidad a partir de las 96 h.
De manera semejante, Castro et al. (2018), evaluaron los aislados de Fusarium
oxysporum, el cual alcanzaron un menor crecimiento micelial diario, al final del
periodo de evaluacién. Sin embargo estos mantuvieron una velocidad promedio
de los aislados de 6,59 mm por dia. Ademas, determinaron el diametro de
crecimiento de F. oxysporum, con un promedio de 79,08 a los 12 dias.
A patrtir del analisis realizado y teniendo en cuenta los conocimientos adquiridos
durante este proceso nos atrevemos a decir que Fusarium spp es un hongo que
presenta la posibilidad de desarrollarse en medio PDA y lograr un desarrollo
adecuado.
Caracteristicas Morfoldgicas
En los aislamientos obtenidos se confirmd la presencia de estructuras
microscopicas tipicas de Fusarium spp. Se observaron macroconidios curvos o
semicurvos con 3-5 septos con célula apical estrecha, papilada o de tipo romo,
microconidios predominantemente reniformes y fusiformes, de cero hasta 1 septo,
mayormente a partir de monofialides. En algunos aislamientos se confirmé la

produccion de clamidosporas pareadas (Fig 4).
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Fig 4. Caracteristicas morfologicas de los aislamientos de Fusarium spp.,
procedentes de tomate (Aislamientos: 1-8, H: Hifas, M: macroconidios,
MC: microconidios, C: clamidiosporas)

Estas estructuras, se consideran caracteristicas primarias en la identificacién de
especies de Fusarium, unido a los caracteres secundarios como la presencia o
ausencia de esporodoquios y la morfologia y pigmentacion de la colonia (Leslie y
Summerell, 2006).

En investigaciones realizadas por diferentes autores como, Quilambaqui. (2005)

se verificd que F. oxysporum desarrollaba macroconidios, clamidosporas esféricas
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y microconidios producidos en fialides cortas y ramificadas. Sin embargo,
determind que F. moniliforme presenta microconidios en cadenas en fidlides
simples y ausencia de clamidosporas. Ademas, diversos grupos de aislamientos

presentaron macroconidios en fialides alargadas y clamidosporas simples y en

pares correspondiendo a Fusarium solani.

En la tabla 2 se muestran las caracteristicas morfolégicas de la estructura de
macroconidios, respecto a la forma, numero de septo, tipo de célula apical y célula
basal, en la misma se aprecia que existe diferencias en estas estructuras en los 8
aislamientos obtenidos de las plantas infestadas lo que nos indica qué se aislo
Fusarium pero que no estd presente una sola especie. Predominando la forma
semicurvos, seguido por la curvatura dorsiventral, con células apical en forma de

romo y la basal en forma de pie y apenas con muescas.

Tabla 2. Caracteristicas morfologicas de los macroconidios de especies de

Fusarium aisladas de tomate

- semicurvos 3 romo forma de pie
rectos, 3-4 romo apenas con
- delgados muescas
- semicurvos 3 romo forma de pie
curvatura 4-5 estrechamiento forma de pie

- dorsiventral
semicurvos 3 romo apenas con
curvatura 3-5 papilado forma de pie

- dorsiventral
curvatura 3-5 papilado forma de pie

- dorsiventral
semicurvos 3 romo apenas con
- muescas
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Estos resultados son similares a los obtenidos por Garcia et al. (2018) pero en el
cultivo de melon, el cual estudio estructuras similares a las obtenidas en esta
investigacién para la identificaciéon de especies de Fusarium spp. Singha et al.
(2016) también en cultivo de tomate en la India, utilizé para la identificacion de
especies de Fusarium spp. estructuras similares a las analizadas en esta

investigacién, como conidios y clamidosporas.

También Chehri et al. (2011) para la identificacion de especies de Fusarium spp.
en plantulas de pepino utiliz6 estructuras como macroconidios, microconidios,
evaluando, nimero de septos, forma, morfologia de la célula apical y basal, para
poder realizar una caracterizacion morfolégica, encontrando variabilidad de estas

estructuras entre los aislamientos obtenidos

En la tabla 3 se muestran las caracteristicas morfologicas de la estructura de
microconidios, respecto a la forma, nimero de septo, tipo de célula conidiégena y
la presencia o ausencia de clamidospora, estructuras basicas para la identificacion
de especies de Fusarium, en la misma que en los macroconidios aqui se aprecia
gue existe diferencias en estas estructuras en los 8 aislamientos obtenidos aunque
en menor variabilidad. Pues la mayoria se encontraron con forma reniforme, con
célula conididgena con monofidlides y con presencia de clamidosporas pareadas

de paredes lisas.

Varios trabajos como los reportados por (Reddy & Chaudhary, 1985; Gupta et al.,
1986; Gaur & Sharma, 1989; Rajendra & Patil, 1992) han informado sobre la
variabilidad entre los aislados de Fusarium spp. con respecto a sus caracteristicas
culturales y morfolégicas. De igual manera Santha Lakshmi et al. (2008) notaron la
variabilidad en las caracteristicas de las colonias, como el crecimiento micelial, la
pigmentacién, la esporulacion, la produccion de macro y micro conidios, los

resultados obtenidos en nuestra investigacion corroboran dichos resultados.
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Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas de los microconidios y clamidosporas de

especies de Fusarium aisladas de tomate

H1 reniforme 0 Polifidlides cortas pareadas, de
paredes lisas
H2 reniforme 0-1 Monofialides cortas
H3 reniforme 0 Monofialides
H4 reniforme 0 Monofiélides pareadas, de
paredes lisas
H5 reniforme 0-1 Monofialides verrugosas
simples
H6 reniforme y 0 Monofiélides cortas pareadas, de
fusiforme paredes lisas
H7 reniforme y 0 Monofialides pareadas, de
fusiforme paredes lisas
H8 reniforme 0-1 Monofidlides pareadas, de
paredes lisas

Estudios realizados por, Macias et al. (2015) observaron la presencia de
monofidlides con microconidias en cadena. En este sentido, en nuestra
investigacion no se observaron la presencia de dichas estructuras.

Por su parte, Robles et al. (2016) observaron que Fusarium oxysporum, presenta
macroconidios falcados, hialinos, con pared delgada, de 3-5 septos, de 19-43 x
3.1-5.4 ym y con célula basal en forma de pie. Al igual que los microconidios
poseen unas formas elipticas y unicelulares, por lo tanto las clamidosporas se
apreciaron en pares, intercalares y terminales.

De igual manera establecieron que Fusarium solani, muestra macroconidios
hialinos, fusiformes, robustos, con 5-6 septos, con la célula apical levemente
encorvada y puntiaguda. Ademas, los microconidios fueron ovales y reniformes,
hialinos, con 1-2 septos. Por lo tanto las clamidosporas se formaron rapidamente,

ovales, intercalares entre las hifas.
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Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Sivakumar, Balabaskar, &
Sanjeevkumar, (2018) los cuales utilizaron para la identificacion de especies de
Fusarium spp. en el cultivo de tomate variables como macroconidios,
microconidios, pigmentacion de la colonia, esporulacion, reportando variacion de

acuerdo a estas caracteristicas entre los aislamientos obtenidos.

No obstante, Castro et al. (2018) observaron que F. oxysporum, desplegaba
microconidios hialinos con diametro (11,84 a 5,96 um de largo x 3,06 a 1,5 um de
ancho) de forma globosa, oval y eliptica, usualmente no septados. Por otra parte,
los aislados de macroconidios presentaron una longitud corta a media (21,44 a
28,3 um de largo x 2,86 a 3,34 um de ancho) en forma de bote, ligeramente
curvados a casi rectos que se van estrechando sucesivamente hacia ambos
extremos. Ademas, determinaron abundantes clamidosporas (entre 8,00 y 9,50 um
de didmetro) en cultivos de 2-3 semanas en el medio CLA, las cuales usualmente

aparecieron solas o en parejas.

Sin embargo, Retana et al. (2018) Determinaron la produccién de macroconidios
que presentaron su forma tipica de Fusarium, aunque con algunas diferencias
entre ellos, puesto que unos son un poco mMas cortos y otrosS menos Curvos.
Seguidamente en el caso de los microconidios observaron cominmente la forma
oval, la mayoria sin septos y que se forman sobre monofiélides cortas.

Por otra parte, Leyva et al. (2018) informaron que Fusarium oxysporum, presenta
microconidios hialinos, de forma oval a elipsoidal, de 5.1-9.8 x 2.3-2.9 um. Los
macroconidios fueron hialinos, de 20.2-30.2 x 2.5-4.7 um, de forma alargada y
curveada, con la célula apical ligeramente aguda, la célula basal con forma de pie
y presentando de 3 a 5 septos. Se observaron clamidosporas individuales y en

par, distribuidas de manera terminal e intercalar en las hifas.
3.2 Comprobacién de los postulados de Koch

El patdgeno fungico se reaisld de los tejidos infectados a partir de los sintomas

procedentes de las inoculaciones realizadas (Figura 3). De los cuales, se
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obtuvieron aislamientos con caracteristicas culturales y morfolégicas similares a

las de los agentes inoculados.

De los aislamientos, el mas agresivo fue el H8 y los resultados obtenidos de la
microscopia electrénica de barrido de las estructuras como microconidios,
macroconidios y clamidosporas como se muestra en la figura 5. Presenta similitud

a las encontradas en el aislamiento primario.

Observandose delgados macroconidios con una longitud de 18-25 um, con células
semicurvas de 3 septos, los microconidios presentaron un septo y tuvieron una
longitud de 5-8 ym. En la misma figura también se muestra que las estructuras
como microconidios y macroconidios se encontraban en los sistemas vasculares.

Lo que demuestra el cumplimiento de los postulados de Koch.

Fig 5. Caracteristicas microscopicas de la cepa H8 de Fusarium spp.,
macroconidio [MC], microconidio [MI], micelio [M], clamidosporas [C], DN:

danos en el tejido vegetal.

Dado que las especies de Fusarium pueden persistir en el suelo o en los restos
del cultivo después de la cosecha, durante mucho tiempo sin huéspedes, dificulta
su manejo y control (Leslie et al., 1990 ; Bateman et al., 2007 ). Ademas de tener

en cuenta que la virulencia de Fusarium spp., va a depender de la susceptibilidad
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particular del hospedante que va a determinar el establecimiento de la infeccion en
la planta. También es importante recordar que Fusarium spp. posee varios
atributos celulares y moleculares, que en conjunto pueden conferir grados
diferentes de virulencia, inherente en estos organismos. La combinacién de estos
factores de virulencia y la susceptibilidad del hospedero, contribuyen al desarrollo
invasivo de Fusarium spp. en la planta (Nelson et al., 1994). Ademas de las
caracteristicas intrinsecas del hongo, las condiciones medioambientales, pueden
favorecer el desarrollo y adaptacion del hongo (Backhouse, 2014).
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CONCLUSIONES.

Los aislamientos de Fusarium spp obtenidos de plantas de tomate en la finca “El
Carrizal” México presentaron gran variabilidad, en cuanto a coloracion, textura

velocidad de crecimiento y forma de las estructuras morfologicas.

Los aislamientos de Fusarium spp obtenidos al realizar la reinfeccibn mostraron
los mismos sintomas presentados en las plantas de tomate en la finca "El Carrizal”
México, ademéas de la similitud de las caracteristicas culturales y morfol6gicas

determinadas inicialmente.
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RECOMENDACIONES.

Continuar con el estudio hasta la caracterizacion molecular lo cual conjuntamente

con las caracteristicas culturales y morfolégicas nos permitiria clasificar los

aislamientos a nivel de especie.
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