Centro de Investigacion en Alimentacion y
= Desarrollo, A. C.

ETIOLOGIA DE LA RAIZ CORCHOSA Y ROSADA EN
CULTIVOS DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.) Y
EVALUACION DE PORTAINJERTOS TOLERANTES A LA
ENFERMEDAD EN EL VALLE DE CULIACAN

Por:

ANA MARIA LOPEZ LOPEZ

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE CIENCIA Y TECNOLOGIA PARA PRODUCTOS AGRICOLAS EN
ZONAS TROPICALES Y SUBTROPICALES

Como requisito parcial para obtener el grado de

DOCTORA EN CIENCIAS

Culiacan, Sinaloa. Julio, 2023



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de MC. Ana Maria Lépez Lopez, la
han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial para obtener el

grado de Doctor en Ciencias.

4

Dr. mu Sadl Garcia Estrada
Director de Tesis

— =

Dr. Juan Manuel Tovar Pedraza

Integrante del Comité de Tesis

-

-

Dra. Josefina Ledn Félix
Integrante del Comité de Tesis

g

Dr. Radl Allende Molar
Integrante del Comité de Tesis




DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacion generada en la tesis "Etiologia de la Raiz Corchosa y Rosada en Cultivos
de Tomate (Solanum lycopersicum 1.) y Evaluacion de Portainjertos Tolerantes a la Enfermedad
en el Valle de Culiacan" es propiedad intelectual del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y agradecen las citas breves del material contenido en esta
tesis sin permiso especial de la autora Ana Maria Lopez Lopez, siempre y cuando se dé crédito
correspondiente. Para la reproduccion parcial o total de la tesis con fines académicos, se debera

contar con la autorizacion escrita de quien ocupe la titularidad de la Direccion General del CIAD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos contenidos

en esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa autorizacion escrita del director(a) de tesis.

CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.
Coordinacion de Programas Académicos

CIAD

Directora General



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia (CONAHCYT) por el apoyo
econdmico brindado durante el posgrado.
Al Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A.C. (CIAD, A. C.) Coordinacion
Regional Culiacan, por darme la oportunidad de formar parte de su programa de Doctorado en
Ciencias y permitirme desarrollar capacidades y aptitudes profesionales.
A mi director de tesis, Dr. Raymundo Garcia Estrada, porque siempre estuvo pendiente de mi,
corrigiendo y orientando en mi formacion académica como Doctora en Ciencias, por haber
depositado su paciencia y confianza en mi y en este proyecto, por su gran ayuda, agradable amistad
y por su sabiduria y consejos. Muchas gracias por todo.
A mi asesor y amigo el Dr. Juan Manuel Tovar Pedraza, por su muy apreciada amistad, consejos,
sugerencias y gran paciencia, y, sin lugar a dudas, por su gran conocimiento en fitopatologia.
A mi asesora la Dra. Josefina Ledn Félix, por su gran disponibilidad, amable colaboracion, amistad,
siempre llevarme de la mano, su conocimiento en el area de biologia molecular y apoyo para poder
concluir mi tesis.
A mi asesor el Dr. Raul Allende Molar, por su gran ayuda, amistad, disponibilidad, consejos, por
transmitir su amplia experiencia en la docencia y area fitopatologia.
Gracias invaluables a todo el equipo de docencia y técnicos ya sea de investigacion y de servicios
de este centro de investigacion, en especial al Ing. Luis Osuna, que de una u otra forma estuvieron
apoyando ya sea con sugerencias, clases, consejos, ayuda, transporte para muestreo, etc.
Asi como a mis amigos de laboratorio y de institucion con los cuales pudimos apoyarnos y
compartir muchas experiencias agradables y de aprendizaje, en especial a MC. Rosalia Lopez. Tu
amistad para mi es invaluable y valiosa. Gracias.
Para finalizar, agradezco infinitamente el apoyo, amistad y amor de mi novio MC. Christian

Grimaldi, tu apoyo y motivacion personal me ayudaron bastante. Gracias por existir.



DEDICATORIA

Este trabajo lo dedico con todo mi amor, cariiio y respeto a mi familia.

A mi Papa, por ensefiarme siempre el deber de hacer lo correcto, tu amor para mi es
invaluable, por ayudarme a enfrentar con responsabilidad mis errores, dar siempre lo mejor
de mi dia a dia, por toda la paciencia que me has proporcionado, me has dado todo y cada

cosa que he necesitado, siempre estaré agradecida. Gracias por ser mi motor.

A mi Mama, por siempre motivarme, por educarme, por mostrarme que la vida tiene muchas
puertas y no debo aferrarme a salir sélo por una, ademéas de cuidar de mi sin importar
obstaculos y tolerar todas las etapas por las que he tenido que pasar en mi vida, sobre todo

por su amor incondicional. Cuenta conmigo siempre.
A mi Hermano, por ser siempre en mi vida un ejemplo de superacion, pues €l me ha mostrado

que no debo de rendirme nunca para lograr lo que quiero, por su complicidad y solidaridad,

de nuevo gracias por estar de una u otra forma siempre conmigo. Siempre estaré a tu lado.

Los amo.



CONTENIDO

APROBACION. ...ttt 2
DECLARACION INSTITUCIONAL w..coovvveivceeieeeteteeeees e sses st sen st ene s 3
AGRADECIMIENTOS ..ot bbbttt bbbt es 4
DEDICATORIA .ottt ettt et e et e b e e Re e st e st et e benteebeabeereeneeneeneenes 5
CONTENIDO ..ottt b bbbttt b et et bbbt st e e st st et e e 6
LISTADE FIGURAS ...ttt bbbttt b e bbbttt 7
LISTA DE CUADROS. ... oottt sttt et e st et e stesteateaneeneeneenee s 8
RESUIMEN ...ttt ettt st b e b b e e bt e s et et et e st e st e et e e b e e neen e et s 9
ABSTRACT ..ottt R e e Rt e e et et e Re R e e Re e Rt et et et e reereareene et enee e 11
1. INTRODUGCCION......oetiiieeiieeeieeeseeteeesses sttt s s ss st s st ens st asssssenessenasnen s 13
I TS 1) o o [ USSR 13
A N ] (=To0 T [T (=SSP USSR 14
1.4, ODBJELIVO GENEIAL......ceiiiiiiiiieeee bbbt 16
1.5. Objetivos ESPECITICOS ...cuviiiiiiiieie ettt te e ne e 16
1.6 Seccion Integradora del Trabajo........ccccoeiiiiiieiie e 16
1.7 RETEIBINCIAS ..ttt bbbttt e s et e bbbt e e e neene e e 19
2. FIRST REPORT OF Setophoma terrestris CAUSING CORKY AND PINK ROOT
OF TOMATO IN SINALOA, MEXICO ......coiieieeeeeeeeseeeee e sesassssssssenassensnes 22

3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA, FILOGENIA Y PATOGENICIDAD
DE AISLADOS DE SETOPHOMA TERRESTRIS CAUSANTES DE RAIZ
CORCHOSA Y ROSADA DE TOMATE (Solanum lycopersicum L.) EN SINALOA,

IMIEXTCO .o e e e e e et et e e et e e et et e e et et e e s e e e et e e e s et e es et e s e s e e es e e es et e e ereeeserenes 29
4. HISTOPATOLOGIA DEL PROCESO DE INFECCION DE Setophoma terrestris

EN RATCES DE TOMATE ..ot e e et e e et r e s e e s er e es e e s et e e esaeesaae s e 51
5. RESPUESTA DE PORTAINJERTOS DE TOMATE A LA ENFERMEDAD

CAUSADA POR SetophOoma tEITESIIIS ......ccvieieiiieiieeie s sttt sre e 61
6. CONCLUSIONES GENERALES ......coo oot e e ee e 72



LISTA DE FIGURAS

Figura

1
2

o N o o1 b~

10

Corky root rot caused by Setophoma terrestris on tomato.....................oeeeenen.

Bayesian tree obtained of combined sequence data of the internal transcribed spacer
(ITS) region and large subunit ribosomal RNA (LSU) gene.Bayesian tree obtained of
combined sequence data of the internal transcribed spacer (ITS) region and large
subunit ribosomal RNA (LSU) QENE........iiriiii it

Localizacidn de los sitios de recoleccion de plantas con sintomas de raizcorchosa en
agricolas con produccién de jitomate en el valle de Culiacén, Sinaloa.............cccceeenee.

Sintomas de raiz corchosa y rosada en jitomate................cccoeeiiiiniiiiiiineien,

Colonias y estructuras de reproduccion asexual de Setophoma terrrestris...............
Arbol bayesiano obtenido con datos combinados de secuencias ITSy LSU............
Pruebas de patogenicidad en plantas de jitomate..............ccooiiiiiiiiiiii i,

Histopatologia de raices de tomate durante el proceso de infeccidén por Setophoma
[CT () L T TP

Portainjertos e hibrido de tomate tolerante a enfermedades con origen en el suelo en
LNV =10 [T o P

Gréfica de interaccion de medias en portainjertos de tomate y aislados de S.
|G ) L TP PPN

28

34
40
42
44
45

57

66

68



Cuadro
1

2

LISTA DE CUADROS

Informacion de los aislados fungicos y numero de acceso del GenBank

de las especies de Setophoma usadas en el analisis filogenético........
Medidas de estructuras asexuales en aislados de Setophoma terrestris



RESUMEN

El tomate es uno de los principales cultivos de hortalizas en México. En los afios 2017 y
2018, se observaron sintomas de raiz corchosa y rosada con incidencia de 10 al 20% en plantas de
tomate en diferentes predios agricolas del valle de Culiacan. Los sintomas foliares consistieron en
clorosis leve en follaje, crecimiento deficiente y senescencia de las hojas. Las raices con sintomas
presentaban lesiones de color café oscuro que se hincharon, se secaron y mostraron una textura
corchosa. El objetivo de este estudio fue caracterizar morfoldgica y molecularmente a los aislados
fangicos asociados a los sintomas de raiz corchosa y rosada aislados de cultivos de tomate de
diferentes predios agricolas de Culiacan, Sinaloa, asi como verificar su patogenicidad. A partir de
las muestras de raices recolectadas en campo, se obtuvieron nueve aislados monoconidiales. Con
base en los caracteres morfoldgicos, los nueve aislados fungicos se identificaron como Setophoma
terrestris. Para la confirmacion de la identificacion, se amplifico la region de los espaciadores
transcritos internos (ITS) del ADNr, asi como un fragmento del gen 28S del ARNry los amplicones
se secuenciaron. Se realizd un analisis filogenético con el método de inferencia bayesiana,
agrupando a los nueve aislados en el clado de S. terrestris. La patogenicidad de los aislados se
verifico mediante la inoculacién de discos miceliales en raices de 10 plantulas de tomate de un mes
de edad. Raices de plantulas que fueron inoculadas con discos sin micelio, sirvieron como control.
Treinta dias después de la inoculacion, se observaron sintomas de raiz corchosa y rosada en todas
las raices inoculadas, mientras que las raices de las plantas de control permanecieron libres de la
enfermedad. Posteriormente se evaluaron dos aislados (el méas virulento y el menos virulento) en
cinco tipos de portainjertos comerciales de tomate tolerantes a la enfermedad: DR0141TX y
Multifort (De Ruiter), Top 2010 y 2024 (Ahern) y Aorta (Syngenta®). Asi mismo, se evalud la
variedad de tomate susceptible: 8444. Se inocularon 10 plantas por portainjerto y se evaluaron y
registraron los datos obtenidos a los 35 dias post-inoculacion, los cuales se procesaron en el
programa Minitab 17, con un disefio de dos factores (indculos y portainjertos) totalmente al azar,
tomando en cuenta la severidad de la enfermedad en estudio. Por ultimo, el proceso de patogénesis
del hongo y los sintomas en plantas de tomate se registré mediante técnicas de histopatologia. Para
ello, se inocularon 50 plantas de tomate, a las cuales posteriormente se les extrajeron las raices

inoculadas, durante un periodo de 0 a 45 dias, se realizaron tinciones y cortes en un microtomo,



para obtener imagenes que evidenciaran el proceso de patogénesis del hongo en la planta.

Palabras clave: Setophoma terrestris, identificacion, patogenicidad, filogenia, histopatologia.
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ABSTRACT

Tomato is one of the main vegetable crops in Mexico. In the years 2017 and 2018,
corky and pink root symptoms were observed with incidence of 10 to 20% in tomato plants in
different farms in the Culiacan valley. Foliar symptoms consisted of mild foliage chlorosis,
poor growth, and leaf senescence. Symptomatic roots exhibited dark brown lesions that were
swollen, dry, and corky in texture. The objective of this study was to characterize
morphologically and molecularly the fungal isolates associated with corky and pink root
symptoms that occur in tomato crops from different farms in Culiacan, Sinaloa, as well as
verify their pathogenicity. From root samples collected in the field, nine monoconidial isolates
were obtained. Based on the morphological characters, the nine fungal isolates were identified
as Setophoma terrestris. For confirmation of identification, the internal transcribed spacers
(ITS) region of the rDNA was amplified, as well as a fragment of the 28S gene of the rRNA,
and the amplicons were sequenced. A phylogenetic analysis was performed using the bayesian
inference method, grouping the nine isolates into the S. terrestris clade D. Pathogenicity of
the isolates was verified by inoculating mycelial discs in the roots of 10 one-month-old tomato
seedlings. Seedling roots that were inoculated with discs without mycelium served as controls.
Thirty days after inoculation, corky and pink root symptoms were observed in all inoculated
roots, while the roots of control plants remained free of the disease. Subsequently, two isolates
(the most virulent and the least virulent) were evaluated against five types of commercial
tomato rootstocks resistant to the disease: DR0141TX and Multifort (De Ruiter), Top 2010
and 2024 (Ahern) and one belonging to Syngenta, as well Likewise, a susceptible tomato
variety was evaluated: 8444. Ten plants per rootstock were inoculated and, 35 days post-
inoculation, the data were evaluated recorded, and processed in the Minitab 17 program, with
a totally random two-factor design (inoculum and rootstocks), taking into account the severity
of the disease under study. Finally, pathogenesis of the fungus and the symptoms in tomato
plants was registered by using histopathology techniques. For this objective, approximately
50 tomato plants were inoculated, later the inoculated roots were extracted from 0 to 45 days,
staining and sections with a microtome were conducted to obtain images to show the

pathogenesis process of the fungus in the plant.
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1.INTRODUCCION

1.1. Justificacion

Entre los principales cultivos horticolas en México se encuentra el tomate; sin embargo, su
produccidn se limita debido a enfermedades causadas por microorganismos fitopatégenos. Una de
las principales enfermedades es la raiz corchosa y rosada causada por el hongo Setophoma
terrestris, el cual también ataca a otros hospedantes; sin embargo, en el valle de Culiacan no existe
un estudio con una identificacion basada en técnicas morfoldgicas-moleculares, asi como
determinacion desde patogenicidad, histopatologia e indice de severidad en raices y filogenia de
las especies de S. terrestris patogénicas en cultivos de tomate, por lo que también se consider6
estudiar la respuesta a tolerancia en diferentes portainjertos de tomate como estrategia de control
en esta enfermedad.

En la presente investigacion se identificaron las siguientes areas de oportunidad:

- Anivel cientifico, determinar el agente causal con precision de la raiz corchosa y rosada en
tomate, en la cual no existiian reportes de la enfermedad ni de su agente causal a nivel
nacional, ademas de conocer el ciclo de la enfermedad.

- En el sector econémico, con el uso de portainjertos con resistencia o tolerancia a la raiz
corchosa del tomate, se reduciran los costos de aplicacion de insumos agricolas para su
control.

- Anivel ambiental, debido a que de esta forma, se evitara contaminar el medio ambiente con
fumigantes agresivos como medida de control.

En conclusion, se realizo el aislamiento y caracterizacion morfolégica de los aislados flngicos
asociados a raiz corchosa y rosada en tomate en el Valle de Culiacan, asi como la determinacion
de la incidencia y patogenicidad de la enfermedad, por otra parte se identifico mediante analisis
filogenético multilocus los aislados asociados a la enfermedad y se describié el proceso de
patogénesis del hongo asi como los sintomas en plantas de tomate. Finalmente se evalud la
respuesta de portainjertos de tomate a la infeccion por los aislados fungicos causantes de raiz

corchosa y rosada en tomate. La importancia de caracterizar adecuadamente al hongo reside en la
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etiologia de la enfermedad, ya que no se encuentraba anteriormente reportado como agente causal
de la enfermedad y por ende no podian comenzar con un buen manejo de cultivo ante este proceso
de infeccion, para ello se realiz6 la histopatologia de la enfermedad, dando lugar a etapas
destacables del cultivo en donde puede observarse el desarrollo de la infeccion. Asimismo, se tomo
en cuenta la opcion de manejo con la evaluacion de portainjertos y asi llevar un buen desarrollo del
cultivo en la medida de lo posible para abordar la tolerancia de raiz corchosa y rosada en las plantas

de tomate en el Valle de Culiacan.

1.2 Antecedentes

Meéxico ocupa el noveno lugar como productor mundial de tomate (Solanum lycopersicum L.). En
el ciclo agricola 2018-2019 produjo un total de 938,009 t, siendo Sinaloa, el estado que encabez6
la lista de productores a nivel nacional con 605,261 t (SIAP, 2020). Sin embargo, las plagas y
enfermedades son los principales problemas que impactan a este cultivo (Jones et al. 2016).
Dentro de las enfermedades en tomate, la raiz corchosa es escasamente estudiada a pesar de ser
muy problematica; dicha enfermedad desarrolla lesiones de color café y raices corchosas. En un
inicio, la lesion es limitada y posteriormente se extiende progresivamente y rodea las raices,
desarrollando lesiones que van desde algunos milimetros hasta varios centimetros (Blancard et al,
2011). En este contexto, la enfermedad denominada raiz corchosa, es uno de los problemas méas
graves en los ultimos afios en predios agricolas dedicados al cultivo de tomate en México
(Martinez-Ruiz et al. 2016).

Aunque la enfermedad de raiz corchosa se observa a menudo en cultivos en invernadero, y su
distribucion se reporto principalmente en Europa (Schneider, 1984), EE. UU. (Campbell et al.,
1982), Libano (Davet, 1973), y Chile (Olavarria, 1991); no hay suficientes estudios relacionados
con el agente causal de la enfermedad (USDA, 2017).

De manera general, la raiz corchosa en tomate es asociada a Pseudopyrenochaeta lycopersici (sin.
Pyrenochaeta lycopersici) como su agente causal (Golzar, 2009), sin embargo, en un estudio
realizado en México, se demostrd con base en datos morfologicos, analisis filogenéticos y pruebas

de patogenicidad, que la raiz corchosa en campos de Sinaloa es causada por Setophoma terrestris

14



y que, ademas, podia causar raiz rosada en el cultivo (Lopez-Lépez et al., 2020).

Segin De Gruyter et al. (2010), S. terrestris y P. lycopersici comparten caracteristicas
morfologicas y genéticas muy similares, las cuales se diferenciaron taxonémicamente de acuerdo
con analisis filogenéticos con datos de secuencias concatenadas de la region ITS y fragmentos del
gen LSU (Valenzuela-Lopez et al., 2018).

Setophoma es un género de hongo que forma picnidios, los cuales son estructuras de reproduccion
asexual. El picnidio puede tener forma globosa a subglobosa, asi como setas (de alli el origen del
prefijo del género “seto”), con un cuello ostiolar alrededor. Dentro de los picnidios se encuentran
las esporas denominados conidios, que son hialinos, cilindricos, sin septos y principalmente
gutulados (De Gruyter et al., 2010).

Setophoma terrestris se ha estudiado mayormente en el cultivo de cebolla (Allium cepa), ya que es
su principal hospedante, ocasionando la enfermedad conocida como raiz rosada, la cual es de
importancia y alto impacto econémico a nivel mundial. Este hongo primero ataca el sistema radical
y progresivamente afecta a la planta hasta la muerte (Castillo y Plata, 2010). También se report6
causando dafos a otros hospedantes como: canola (Brassica napus) en Canada (Yang et al., 2017),
calabacita (Curcubita maxima) en EE. UU. (Rivedal et al., 2018), asi como plantas de ajo (Allium
sativum) y de té (Camellia sinensis) en China (Liu et al., 2019; Zhang et al., 2019).

Debido a que existen pocos estudios sobre raiz corchosa y su agente causal, el objetivo de este
estudio fue caracterizar mediante morfologia y analisis filogenéticos con secuencias ITS y LSU,
ademas de verificar su patogenicidad a los aislados flngicos asociados a sintomas de raiz corchosa

y rosada en campos de tomate de Culiacéan, Sinaloa.

1.3. Hipotesis

1. Al menos una especie de Pseudopyrenochaeta y Setophoma se encuentran presentes en los
cultivos de tomate en el Valle de Culiacéan.

2. Es posible encontrar del 20-30% de incidencia de corchosis en los campos agricolas.

3. Al menos uno de los portainjertos comerciales de tomate es considerado como tolerante a

la enfermedad causada por los aislados obtenidos.
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1.4. Objetivo General

Identificar las especies de hongos causantes de raiz corchosa y rosada, asi como evaluar la
tolerancia de portainjertos de tomate a estas especies.

1.5. Objetivos Especificos

1. Aislar y caracterizar morfoldgicamente los aislados fungicos asociados a raiz corchosa y
rosada en tomate en el Valle de Culiacan.

2. Determinar la incidencia de la enfermedad en campos de tomate, asi como verificar la
patogenicidad de los aislados obtenidos en plantulas de tomate.

3. Identificar mediante analisis filogenético multilocus, los aislados fungicos asociados a raiz
corchosa y rosada en tomate.

4. Describir el proceso de patogénesis del hongo y los sintomas en plantas de tomate.

5. Evaluar la respuesta de portainjertos de tomate a la infeccion por los aislados fangicos

causantes de raiz corchosa y rosada.

1.6. Seccidn Integradora del Trabajo

Este trabajo de investigacion se dividio en articulos, los cuales se abordaron de la siguiente manera:

Articulo 1. Forma parte de los objetivos 1, 2 y 3 de esta investigacion, en el cual durante 2017 y
2018, se observaron plantas de tomate (Solanum lycopersicum L) con sintomas de raiz corchosa y
raiz rosada en campos comerciales en Culiacan, Sinaloa. Por ello, el objetivo de este estudio fue
identificar el agente causal de la enfermedad mediante la combinacion de técnicas para determinar
caracteristicas morfoldgicas, analizar secuencias de ADN y pruebas de patogenicidad. A partir de
tejidos con sintomas caracteristicos de la enfermedad, se obtuvierony purificaron aislados fungicos

en medio de cultivo papa-dextrosa-agar y jugo V8-agar. La identificacion morfoldgica de un
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aislado representativo se realiz6 usando descripciones especializadas con base en las caracteristicas
de picnidios, setas y conidios. Posteriormente se extrajo el ADN, se amplifico la region completa
ITS y parte del gen 28S, se secuencid y se realiz6 un analisis filogenético con el criterio de
inferencia bayesiana. Mediante identificacion morfoldgica y analisis filogenético se identifico al
hongo Setophoma terrestris. Finalmente, la patogenicidad del aislado fungico se verificd en
plantulas de tomate de 35 dias de edad, las cuales se inocularon en la raiz con discos de agar con
micelio de 4 mm. Treinta dias después de la inoculacion, se observaron sintomas de raiz corchosa
y raiz rosada en las plantas inoculadas, mientras que las plantas testigo permanecieron
asintomaticas. Este fue el primer reporte de S. terrestris como el agente causal de raiz corchosay
rosada en tomate en México (Lbépez-Lbpez et al., 2020).

Articulo 2. Describe la segunda parte de los objetivos 1, 2 y 3. En este apartado se observaron
sintomas de raiz corchosa y rosada con una incidencia de 10 a 20% en plantas de tomate localizadas
en diversos campos comerciales en Culiacan, Sinaloa, México. En el follaje, las plantas afectadas
presentaron clorosis generalizada, con crecimiento raquitico y senescencia de las hojas. En las
raices, se desarrollaron lesiones de color café oscuro y con textura corchosa. El objetivo de este
estudio fue caracterizar morfologica y molecularmente a los aislados fungicos asociados a los
sintomas de raiz corchosa y rosada en campos de tomate de Culiacan, Sinaloa, asi como evaluar su
patogenicidad. A partir de las muestras de raices recolectadas en campo, se obtuvieron ocho
aislados monoconidiales y se identificaron como Setophoma terrestris con base en los caracteres
morfolégicos. Para la confirmacién de la identidad, se amplificé y se secuenci6 la region de los
espaciadores transcritos internos (ITS) del ADNr, asi como un fragmento del gen 28S del ARNr
(LSU). Con las secuencias obtenidas se construy6 un arbol filogenético con el método de inferencia
bayesiana y se encontr6 que las secuencias se agruparon con las secuencias ex—tipo de Setophoma
terrestris. La patogenicidad de los aislados se verificd mediante la inoculacion de discos miceliales
en raices de 10 plantulas de tomate de un mes de edad. Las raices de plantulas que se inocularon
con discos de PDA sin micelio, sirvieron como control. Treinta dias después de la inoculacion, se
observaron sintomas de raiz corchosa y rosada en todas las raices inoculadas, mientras que las
raices de las plantas de control permanecieron libres de la enfermedad. De acuerdo con la
caracterizacion morfoldgica, la identificacion molecular y las pruebas de patogenicidad, se
confirmd que Setophoma terrestris es el agente causal de la raiz corchosa y rosada en campos
agricolas de tomate distribuidos en Culiacan, Sinaloa.

Articulo 3. Corresponde al objetivo numero 4, donde se describid el proceso de patogénesis del
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hongo y los sintomas en plantas de tomate. Para ello se utilizaron raices de plantas sanas de tomate
de 30 dias de edad. Posterirmete se utilizé un aislado representativo de S. terrestris de la Coleccion
de Cultivos de Hongos Fitopatogenos del Laboratorio de Fitopatologia Molecular del Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo de la Coordinacion Culiacadn (no. acceso CCLF02)
como indculo. Posteriormente, se colocaron discos de V8A con indculo de micelio, manipuldndose
unicamente la raiz principal del sistema radical de la plantula. Al tiempo cero se extrajeron dos
plantas tipo control, posteriormente durante los primeros cinco dias consecutivos se estuvieron
extrayendo cuatro plantas, en donde tres de ellas fueron inoculadas y una no inoculada considerada
como control en su propio tiempo. A partir del quinto dia, se inicié con las extracciones de las
raices inoculadas cada cuatro dias posteriores. Después de las extracciones de las raices, éstas
fueron preservadas en frascos de cristal estériles en solucién de formaldehido acido acético (FAA).
En seguida, se realizd la inclusion de parafina y con un microtomo, se realizaron cortes
transversales, luego se hicieron las tinciones de las secciones obtenidas con safranina al 1 %, en
alcohol etilico al 50 %, verde-rapido al 1 % y en etanol al 96 %. Inmediatamente se montaron en
resina Entellan (Merck) y se secaron durante 24 h. Las laminillas se observaron en un microscopio
oOptico para identificar los dafios en tejido. Se realizaron 36 observaciones por muestra. Como
resultado a las 24 horas posteriores a la inoculacién (hpi) el hongo cubrié el 33% de la epidermis
de la raiz, a las 48 hpi se extendio en el 75% de la epidermis. Las hifas comienzan a colonizar el
parenquima cortical a los 4 dias posteriores a la inoculacion (dpi), posteriormente el hongo ingresé
al cilindro vascular (floema) a los 9 dpi. Alrededor del xilema y floema se inici6 la formacion
presuntivamente de almidén, células taniferas o compuestos fendlicos a los 17 dpi. A los doce dias
después (29 dpi), se observaron las primeras pigmentaciones en de las células vegetales, las cuales
mostraron un tono de color rosa a rojo. Por Gltimo, a los 33 dpi se observé una obstruccion total
del xilema y floema por parte del hongo en estudio, que en conclusion, debido al impedimento de
flujo de agua y nutrientes en la planta, esta llega a manifestar mas visiblemente sus sintomas y
posteriormente su muerte.

Articulo 4. Aborda el objetivo 5 de la tesis, el cual consistio en evaluar la respuesta de los
principales portainjertos de tomate utilizados en Sinaloa, para el manejo de la enfermedad causada
por S. terrestris. Para ello, se inocularon 15 plantulas de cada uno de cinco portainjertos: Aorta
(Syngenta®), DR0141TX (De Ruiter®), Multifort (De Ruiter®), TOP 2010 (Top Seeds®) y TOP
2024 (Top Seeds®) con discos miceliales de dos aislados de S. terrestris (uno altamente virulento

y otro poco virulento), ademas, de incluir un hibrido de tomate altamente susceptible (8444). La
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evaluacion de la severidad de la enfermedad en raices se realiz6 a los 35 dias después de la
inoculacion mediante la medicion de la longitud de las lesiones. Se utilizé el programa Minitab 19
para realizar el andlisis estadistico bifactorial. Se determiné que el hibrido 8444, fue el de mayor
susceptibilidad. Por otra parte, los portainjertos de tomate Aorta, TOP 2024 y Multifort mostraron
mayor tolerancia a la enfermedad, obsevandose lesiones més pequefias comparadas con las que
presentaron los portainjertos DR0141TX y TOP 2010.

Articulo 5. Este capitulo incluye las conclusiones generales del trabajo de investigacion. Se
reporta a nivel nacional a Setophoma terrestris como el agente causal de la raiz corchosa y rosada
en tomate. Asimismo, se confirma la presencia de dicho patdgeno con base en herramientas
morfoldgicas, moleculares y filogenéticas. También se concluye que este patdgeno, se encuentran
presentes en los principales campos agricolas en el Valle de Culiacan, Sinaloa con una incidencia
del 10 al 15%. Por otra parte, en la descripcion del proceso de patogénesis de S. terrestris y los
sintomas del hongo observados en las plantas de tomate, se reportd que a las 24 h el hongo
comenzd a colonizar a la epidermis de la raiz, diseminandose el dia 4 y 9 post inoculacion,
observandose a los 17 ddi (dias después de la inoculacion), algunas estructuras presuntivamente
compuestas fenolicos y coloracion rosada en las células de la raiz. Finalmente, se observa el ingreso
total del patdgeno al xilema y floema a los 33 post inoculacion en plantulas de tomate. Por ultimo,
en la evaluacion de la respuesta de portainjertos de tomate a la infeccion por los aislados fangicos
causantes de raiz corchosa y rosada se demostré que la variedad de tomate mas susceptible en el
estudio fue 8444. Por otra parte, los portainjertos de tomate Aorta, TOP 2024 y Multifort mostraron
mayor tolerancia a la enfermedad, observandose lesiones mas pequefias comparadas con las
presentadas los portainjertos DR0141TX y TOP 2010.
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root collar (S. B. Miller et al.).
Photo credit: G. Schnabel.
Tomato (Solanum lycopersicum L.) is an important vegetable L

crop in Mexico. During 2017 and 2018, symptoms of corky and
pink root were observed on ~10 to 20% of tomato plants in
commercial fields distributed in Culiacan, Sinaloa, Mexico.
Foliar symptoms were slight chlorosis, poor growth, and
senescence of leaves. Symptomatic roots exhibited dark brown
lesions that became swollen, dried, and corky in texture. Pieces
from symptomatic roots were surface disinfested by
immersion in a 2% sodium hypochlorite solution for 2 min,
rinsed in sterile distilled water, and placed in Petri plates
containing V8 juice agar (V8A) and acidified potato dextrose
agar (APDA). The plates were incubated at 28°C for 7 days
under a 12-h photoperiod. A fungus was consistently isolated,
and nine monoconidial isolates were obtained. A
representative isolate was selected for morphological
characterization, multilocus phylogenetic analysis, and
pathogenicity tests. The isolate was deposited in the Culture
Collection of Phytopathogenic Fungi at the Research Center for
Food and Development (accession no. CCLFO1). Colonies
cultured on V8A at 25°C for 7 days showed moderate and pink
aerial mycelium. On APDA, colonies exhibited sparse and light
pink aerial mycelium, with an undulate margin. Microscopic
examination showed pycnidial conidiomata (n = 20) covered by
setae, globose to subglobose, dark brown, measuring 237 to
345 x 105 to 250 pm. Conidiogenous cells were hyaline and
monophialidic. Conidia (n = 100) were aseptate, ellipsoidal to
subcylindrical, hyaline, guttulate, measuring 5to 7 x 2 to 3 pm.
Based on morphological characters, the fungus was identified

as Setophoma terrestris (de Gruyter et al. 2010). To confirm the

https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PDIS-10-19-2226-PDN Pagina 2de 4
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morphological identification, genomic DNA was extracted
using the cetyltrimethylammonium bromide method (D oy«
and Doyle 1990), and the internal transcribed spacer (ITS)
region and part of the 28S gene were amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and sequenced. The ITS region of rDNA
was amplified using the primers ITS1/ITS4 (\White et al, 1990).
For amplification of the 28S rRNA partial gene, a nested PCR
was performed using the primer sets PM3 (Takamatsu and
Kano 2001)/TW14 (Mori et al. 2000) and NL1/TW14 (Mori et al
2000) for the first and second reactions, respectively. The ITS
and 28S sequences were deposited in GenBank under
accession numbers MN596166 and MN596167, respectively. A
phylogenetic analysis based on Bayesian inference and
including the published ITS and 28S dataset for Setophoma
species was performed. The analysis resulted in a well-
supported clade (posterior probability = 1) grouped with the
type species of S. terrestris. Pathogenicity of the fungus was
verified by inoculation of colonized PDA plugs (4-mm diameter)
on the wounded root surface of 10 tomato plants of cultivar
Enpower (30 days old). PDA plugs without mycelia were used
for 10 control plants. All plants were kept under greenhouse
conditions at 25 to 35°C and regularly watered. Symptoms of
corky and pink root were observed on all inoculated roots after
30 days, whereas roots from control plants remained healthy.
Koch'’s postulates were fulfilled when the fungus was
reisolated from the diseased roots and not from control
plants. Previously, tomato had been reported as a host of S.
terrestris (Koike et al. 2007). This fungus was previously known
to occur on tomato in Brazil, Canada, the United States, and
Venezuela (Farr and Rossman 2019). To our knowledge, this is

the first report of S. terrestris causing corky and pink root of

https://apsjournals.apsnet.org/doi/10.1094/PDIS-10-19-2226-PDN Pégina 3 de 4
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tomato in Mexico.

The author(s) declare no conflict of interest.

Funding: This research was supported by the National Council
of Science and Technology of Mexico (CONACYT), project
INFRA-2019-302117.

4

The American Phytopathological Society
(APS)

Publications

Q@ 3285 Northwood Circle, Suite 100, St. Paul, MN
55121 USA

& +1.651.454,7250
FAX +1,651.454,0766

¥ Aps

ps://apsj Is.ap 0rg/doif10.1094/PDIS-10-19-2226-PDN Péagina 4 de 4

26



Figure S1. Corky rootrot caused by Setophoma terrestris on tomato. A) Symptom of corky root rot on naturally infected tomato, B) Close-up of corky root symptoms, C) Semi
immersed pycnidia on pink root of tomato, D, Pycridium produced on naturally infected roots. E) Pycnidium produced on VB-Agar medium, F) Biguttulate conida, G) Colon
morphology afler 7 days on V8-Agar medum, 1) Colony mormphology after 7 days on acidfied potato dextrose agar medium, 1) Corky and J) pink rot on artificially infected roots
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Caracterizacion morfologica, filogenia y patogenicidad de aislados de Setophoma
terrestris causantes de raiz corchosa y rosada de tomate (Solanum lycopersicum 1..) en
Sinaloa, México
Morphological characterization, phylogeny and pathogenesis of isolates of Seiophoma
ferrestris causing corky and pink roots of tomato (Solanum lycopersicum L.) in
Sinaloa, México
Ana Maria Lopez-Lopez, Juan Manuel Tovar-Pedraza, Josefina Leon-Félix, Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, Coordinacion Regional Culiacan, 80110,
Sinaloa, México; Raul Allende-Molar, Universidad Veracruzana, Facultad de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias, Tuxpan, 92895, Veracruz, México; Nelson Bernardi Lima,
Universidad Nacional de Catamarca, Departamento de Ingenieria Agronomica, 4700,
Catamarca, Argentina, Isidro Marquez-Zequera, Raymundo Saul Garcia-Estrada,
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, Coordinacion Regional Culiacan,

80110, Sinaloa, México. Correspondencia: rsgarcia@ciad.mx

Resumen
El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los principales cultivos en México. En los
afios 2017 y 2018, se observaron sintomas de raiz corchosa y rosada con una incidencia de
10 a 20% en plantas de tomate localizadas en diversos campos comerciales en Culiacan,
Sinaloa, México. En el follaje, las plantas afectadas presentaron clorosis generalizada, con
crecimiento raquitico y senescencia de las hojas. En las raices, se desarrollaron lesiones de
color café oscuro y con textura corchosa. El objetivo de este estudio fue caracterizar
morfologica y molecularmente a los aislados fungicos asociados a los sintomas de raiz
corchosa y rosada en campos de tomate de Culiacan, Sinaloa, asi como evaluar su
patogenicidad. A partir de las muestras de raices recolectadas en campo, se obtuvieron ocho
aislados monoconidiales y se identificaron como Setophoma terrestris con base en los
caracteres morfologicos. Para la confirmacion de la identidad, se amplifico y se secuencio la
region de los espaciadores transcritos internos (ITS) del ADNr, asi como un fragmento del
gen 28S del ARNr (LSU). Con las secuencias obtenidas se construyo un arbol filogenético
con el método de Inferencia Bayesiana y se encontrd que las secuencias se agruparon con las

secuencias ex—tipo de Setophoma terrestris. La patogenicidad de los aislados se verifico
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mediante la inoculacion de discos miceliales en raices de 10 plantulas de tomate de un mes
de edad. Las raices de plantulas que se mocularon con discos de PDA sin micelio, sirvieron
como control. Treinta dias después de la inoculacion se observaron sintomas de raiz corchosa
y rosada en todas las raices inoculadas, mientras que las raices de las plantas de control
permanecieron libres de la enfermedad. De acuerdo con la caracterizacion morfologica, la
identificacion molecular y las pruebas de patogenicidad, se confirmd que Setophoma
terrestris es el agente causal de la raiz corchosa y rosada en campos agricolas de tomate
distribuidos en Culiacan, Sinaloa.

Palabras clave: Setophoma, hongo, tomate, inferencia bayesiana, enfermedad radical.

INTRODUCCION

Mexico ocupa el noveno lugar como productor mundial de tomate (Solanum lycopersicum
L.). En el ciclo agricola 2018-2019 produjo un total de 938,009 t, siendo Sinaloa, el estado
que encabezo la lista de productores a nivel nacional con 605,261 t (STAP, 2020). Sin
embargo, las plagas y enfermedades son los principales problemas que impactan a este
cultivo (Jones et al. 2016).

Dentro de las enfermedades en tomate, la raiz corchosa es escasamente estudiada a pesar de
ser muy problematica; dicha enfermedad desarrolla lesiones de color café y raices corchosas.
En un inicio, la lesion es limitada y posteriormente se extiende progresivamente y rodea las
raices, desarrollando lesiones que van desde algunos milimetros hasta varios centimetros
(Blancard, 2011). En este contexto, la enfermedad denominada raiz corchosa, es uno de los
problemas mas graves en los ultimos anos en predios agricolas dedicados al cultivo de tomate
en México (Pardo. 1999; Martinez-Ruiz et al. 2016).

Aunque la enfermedad de raiz corchosa se observa a menudo en cultivos en invernadero, y
su distribucion se reportod principalmente en Europa (Schneider, 1984), EE. UU. (Campbell
et al., 1982), Libano (Davet, 1973), y Chile (Olavarria, 1991); no hay suficientes estudios
relacionados con el agente causal de la enfermedad (USDA, 2017).

De manera general, la raiz corchosa en tomate es asociada a Pseudopyrenochaeta lycopersici
(sin. Pyrenochaeta lycopersici) como su agente causal (Golzar, 2009), sin embargo, en un
estudio realizado en Meéxico, se demostro con base en datos morfologicos, analisis

filogenéticos y pruebas de patogenicidad, que la raiz corchosa en campos de Sinaloa es
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causada por Sefophoma terrestris y que, ademas, podia causar raiz rosada en el cultivo
(Lopez-Lopez et al., 2020).

Segin De Gruyter et al. (2010), S. terrestris vy P. lycopersici comparten caracteristicas
morfologicas y genéticas muy similares, las cuales se diferenciaron taxonomicamente de
acuerdo con analisis filogenéticos con datos de secuencias concatenadas de la region [TS v
fragmentos del gen LSU (Valenzuela-Lopez er al., 2018).

Setophoma es un género de hongo que forma picnidios, los cuales son estructuras de
reproduccion asexual. El picnidio puede tener forma globosa a subglobosa, asi como setas
(de alli el origen del prefijo del género “seto™), con un cuello ostiolar alrededor. Dentro de
los picnidios se encuentran las esporas denominados conidios, que son hialinos, cilindricos,
aseptados y principalmente gutulados (De Gruyter et al., 2010).

Setophoma terrestris se ha estudiado mayormente en el cultivo de cebolla (4//ium cepa), ya
que es su principal hospedante, ocasionando la enfermedad conocida como raiz rosada, la
cual es de importancia y alto impacto econdmico a nivel mundial. Este hongo primero ataca
el sistema radical y progresivamente afecta a la planta hasta la muerte (Castillo y Plata, 2010).
También se reporto causando daiios a otros hospedantes como: canola (Brassica napus) en
Canada (Yang et al., 2017), calabacita (Curcubita maxima) en EE. UU. (Rivedal ef al., 2018),
asi como plantas de ajo (4llium sativum) y de té (Camellia sinensis) en China (L ef al.,
2019; Zhang et al., 2019).

Debido a que existen pocos estudios sobre raiz corchosa y su agente causal, el objetivo de
este estudio fue caracterizar mediante morfologia y analisis filogenéticos con secuencias ITS
y LSU de los aislados fiingicos asociados a los sintomas de raiz corchosa y rosada en campos

de tomate de Culiacan, Sinaloa, ademas de verificar su patogenicidad.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion de muestras

Las muestras se recolectaron en cinco sitios con produccion intensiva de tomate en Culiacan,
Sinaloa, México. Estos sitios tenian antecedentes de la presencia de raiz corchosa en tomate.
En algunas plantas de tomate en etapa de cosecha, se observaron diferentes tipos de sintomas
en el area foliar; entre ellos: clorosis y reduccion del crecimiento. Posteriormente, se verifico

si las raices de las plantas mostraban sintomas de la enfermedad, mediante la extraccion de
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sus raices y observacion de dafios a lo largo de las mismas. Una vez confirmados los sintomas
relacionados a la enfermedad en el cultivo, se recolectaron 15 muestras de raices de tomate

enfermas por cada sitio (Figura 1). Finalmente, se colocaron en bolsas de plastico y se

A
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trasladaron a las instalaciones del Laboratorio de Fitopatologia, de la Coordinacion Culiacan
del CIAD.

Figura 1. Localizacion de los sitios de recoleccion de plantas con sintomas de raiz corchosa
en agricolas con produccion de tomate en el valle de Culiacan, Sinaloa.

Aislamiento, purificacion y conservacion de hongos

A partir de las lesiones necroticas desarrolladas en las raices de tomate, se cortaron
fragmentos de 5 mm de longitud, se colocaron en placas Petri con medios de cultivo papa
dextrosa agar acidificado (APDA) y jugo V8 agar acidificado (V8A), y se incubaron a 25°C
en oscuridad continua. Posteriormente, se realizo la transferencia de los aislados fingicos a
nuevas placas Petri con V8A y después de 10 dias en incubacion a 25°C, se purificaron los
aislados mediante la técnica de cultivos monosporicos (Crous et al., 2019). El cual consistio
en colocar los picnidios sobre portaobjetos y los conidios se observaron bajo el microscopio
compuesto, a partir de estos conidios, se obtuvieron cultivos monosporicos en placas Petri
con medio V8A y a los 7 dias después de la siembra se observo el crecimiento de micelio

color rosa. La conservacion de los aislados fungicos se realizé colocando discos de 4 mm de
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diametro a partir de colonias con cinco dias de crecimiento y se preservaron a temperatura
ambiente en tubos estériles de 2 mL conteniendo agua destilada estéril.

Caracterizacion morfologica

Con la finalidad de estimular la produccion de estructuras asexuales, se colocaron algunas
raices en camaras himedas a temperatura de 20°C. A los 30 dias, se retiraron y se observaron
en el microscopio estereoscopico, localizando los picnidios y colocandolos en portaobjetos
con agua destilada estéril para su observacion y caracterizacion.

La caracterizacion morfologica de los aislados se realizd usando las claves y descripciones
reportadas por De Gruyter et al. (2010). Para lo cual, se cultivo el hongo en placas Petri con
medio V8A por un periodo de 10 dias. Los aislados que no formaron picnidios en el medio
V8A, se estimularon mediante el método descrito por Clerjeau (1973), el cual consiste en
colocar raices de plantulas de melon sobre el micelio del hongo de interés con 5-7 dias de
crecimiento y posteriormente incubar nuevamente a temperatura ambiente (25-30°C) por 15
a 20 dias para la produccion artificial de picnidios. Una vez que estos se obtuvieron, se
examinaron las caracteristicas de los picnidios, conidios y setas en un microscopio compuesto
(Zeiss®, Alemania) con camara digital integrada (AxioCam) y se realizaron 50 mediciones

de cada una de las diferentes estructuras fungicas asexuales.

Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion

La extraccion de ADN total se realizo a partir de colonias fungicas de siete dias de edad,
cultivadas en medio V8A. El micelio de cada aislado se raspé con un portaobjetos estéril, se
macerd en un mortero estéril usando nitrogeno liquido y se transfirid a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL con 500 pL de solucion de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio,
CTAB (Tris 100 mM, pH 8; 20 mM de EDTA, pH 8; NaCl, 1.4 M y 3 % de CTAB), se
mezclo con vortex por 10 s y se incubd por 60 min a 65 °C. Se agregaron 700 pL de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1v/v), se paso por vortex por 10 s y se coloco en una
centrifuga 5810 R (Eppendorf®, EE. UU.) a 13000 g durante 10 min. Después, el
sobrenadante se transfirio a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se agregoé 700 pL de
1sopropanol. Los tubos se mezclaron por inversion de cuatro a cinco veces y se dejaron a -20
°C durante 10 min, luego se centrifugd a 13000 g durante 10 min para precipitar el ADN.

Posteriormente, se realizaron dos lavados del precipitado con 500 pL de etanol al 70 %,
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centrifugando a 13000 g por 5 min y desechando el sobrenadante en cada vez. Enseguida, se
dejo secar la pastilla de ADN colocando los tubos invertidos sobre papel secante por no mas
de 15 min para permitir la evaporacion del etanol y finalmente, se resuspendio el ADN en
100 pL de agua estéril libre de DNAsa v RNAsa. La calidad v concentracion del ADN se
evaluo en un espectrofotometro Q 3000 UV (Quawell, EE. UU.) y electroforesis en geles de
agarosa al 1%, considerando adecuado el ADN con valores de pureza (relacion de A260/280)
entre 1.8 y 2.0 y concentracion (A260) de aproximadamente 2.0 pg/uL, asi como bandas
integras de alto peso molecular, respectivamente. El DNA se almacen¢ a -20°C para su uso
posterior.

La amplificacion de la region ITS del DNAr y la subunidad larga (I.SU) se realizo mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en punto final. La region ITS (ITS1-5.8S-1T2)
se amplifico usando los iniciadores ITS1 e ITS4 (White er al., 1990), mientras que la
amplificacion del gen LSU (incluyendo los dominios D1 y D2) se realizo mediante una PCR
anidada usando los iniciadores PM3 (Takamatsu y Kano, 2001)/TW 14 (Mori ef al., 2000) y
NL1/TW14 (Mori et al., 2000) para la primera y segunda reaccion, respectivamente. La
mezcla de reaccion se prepard a un volumen final de 25 pL., conteniendo amortiguador de
PCR 1X, 2.5 mM de MgCl,, 0.5 mM de dNTPs, 1 uM de cada iniciador, 1U de ADN
polimerasa (Promega®, EE. UU.) y 100 ng de ADN. La PCR se realiz6 bajo las siguientes
condiciones de termociclado (termociclador C-1000, Bio-Rad®, EE.UU.): desnaturalizacion
inicial de 95 °C por 5 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s, 54 °C por 30 s, 72 °C por 30 s, con
una extension final de 72 °C por 10 min. Para la amplificacion del gen 28S se uso las mismas
condiciones de termociclado excepto por la temperatura de alineamiento, la cual fue de 52
°C. Los productos amplificados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 %,
teniido con bromuro de etidio, tomando 5 puL de producto de PCR mezclado con 3 pL de
amortiguador de carga. La electroforesis se realizo en amortiguador TAE 1X a 90 V por
aprox, 40 min y los resultados se visualizaron con luz ultravioleta en un transiluminador M-
26X en un sistema de imagenes GelDoc-ItTM 300 (UVP®, EE. UU.). El ADN se purifico
mediante el kit DNA Clean & Concentrator (Zymo Research®, EE. UU), de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante y los amplicones purificados se secuenciaron en la empresa

Macrogen (Www.macrogen.com) en Seul, Corea del Sur.
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Analisis filogenético

La calidad de las secuencias de nucleotidos y el método de ensamblaje se realizaron
utilizando el Paquete Staden (Staden er al., 1998). Las secuencias generadas a partir de la
region del ITS y la subunidad grande (LSU) del ARNr se alinearon con secuencias de
diferentes especies del género Setophoma obtenidas del GenBank y a partir de datos de
referencia publicados (De Gruyter et al., 2010; Liu ef al., 2019) (Cuadro 1). Se generaron
alincamientos multiples de secuencias utilizando ClustalW tal como se implementé en
MEGA 11 (Tamura et al., 2021) y se mejoraron manualmente para permitir la maxima
similitud entre el conjunto de datos. Las estimaciones filogenéticas bayesianas se infirieron
con MrBayes 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) implementado en el cluster CIPRES
(https://www.phylo.org/portal2/home.action) y seleccionando el modelo de sustitucion
nucleotidica de mejor ajustd a nuestros datos, de acuerdo con el criterio de informacion de
Akaike (AIC) obtenido con MrModeltest 2.3 (Nylander, 2004). El nimero de generaciones
fue de 10.000.000 y las probabilidades posteriores se calcularon después de descartar el
primer 25% de las iteraciones. Los arboles filogenéticos se visualizaron con TreeView (Page,
1996).

Cuadro 1. Informacion de los aislados fiingicos y numeros de acceso del GenBank de las

especies de Serophoma usadas en el analisis filogenético.

Codigo de No. de acceso
Taxon Hospedante Pais
coleccion LSU ITS
Setophoma )
LC6594 Camellia sinensis China MKS511947 MKS511909
antiqua
LC6595 Camellia sinensis China MEKS511948 MKS511910
S. chromolaenae  CBS 135105% Chromolaena odorata  Brasil KF251747 KF251244
Cyperus )
S. cyperi CBS 141450* Sudafrica KX228337 KX228286
sphaerocephala
CGMCC )
S. endophytica Camellia sinensis China MKS511956 MKS511931
3.19528
LC3164 Camellia sinensis China MKS511957 MKS511932
S. longingua LC6593%* Camellia sinensis China MKS511946 MKS511908
MFLUCC 16- ) )
S. poaceicola d880% Tailandia KY550386 KY568988
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Setophoma sp.

S. sacchari

S. terrestris

S. terrestris

S. terrestris

S. tervestris

S. terrestris

S. terrestris

S. tervestris

S. terrestris

S. terrestris

S. vernoniae

S. vingyisheniae

S. yunnanensis

CGMCC
3.19526
MFLUCC 12-
0241

CBS 333.39%
LC6449*
CBS 335.87

CCLFO1

CCLFO02

CCLFO03

CCLF04

CCLFO05

CCLFO06

CCLFO07

CCLFO08

CBS 137988*
LC12699
LC13479%
LC6532
LC6753*

Carbonatita en cueva

Saccharum

officinarum

Allium sativum
Allium cepa
Solanum
lycopersicum
Solanum
lvcopersicum
Solanum
lvcopersicum
Solanum
lycopersicum
Solanum
lvcopersicum
Solanum
lvcopersicum
Solanum
lycopersicum
Solanum
lvcopersicum
Vernonanthura sp.
Camellia sinensis
Camellia sinensis
Camellia sinensis

Camellia sinensis

China

Tailandia
Brasil
EE.UU.
Senegal
Meéxico
Mexico
Meéxico
Meéxico
Mexico
Meéxico
Meéxico
Mexico
Brasil
China
China

China
China

MKS511965

KJ476147

MHS867535
KT251749
KF251750

MN3596167

OL960402

OL960403

OL960404

OL9%60398

OL960399

OL960400

OL960401

KJ869198
MK511951
MT523031
MKS511945
MK511949

MK511944

KJ476145

MHS856038
KF251246
KF251247

MN596166

OL9%60206

0L960207

OL960208

0L960202

0OL960203

OL960204

OL960205

KJ869141
MK511915
MKS511918
MK511907
MK511913

*aislados ex—tipo. Los nimeros de acceso de las secuencias generadas en este estudio se destacan en negrita.

CBS: Coleccion de aislados en Centraal bureauvoor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre, Utrecht,
Paises Bajos; IMI: Coleccion de aislados de CABI Europe UK Centre, Egham, Reino Unido; CPC: Coleccion
de trabajo de Pedro W. Crous, alojada en CBS. CGMCC: Centro General de Recoleccion de Cultivos
Microbiologicos de China, Instituto de Microbiologia, Academia de Ciencias de China, Beijing, China; LC:
Coleccion de trabajo de Lei Cai, alojada en el Instituto de Microbiologia, Academia China de Ciencias. Beijing,

China; MUCL: Mycothéque de 1’Université catholique de Louvain, Louvain-la-Neuve, Bélgica.

Pruebas de patogenicidad
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La patogenicidad de los ocho aislados fingicos se determiné mediante la inoculacion en la
raiz principal de plantulas de tomate cv. 8444 de 30 dias de edad. Se utilizaron 10 plantas
inoculadas con cada uno de los aislados de S. terrestris, ademas de 10 plantas no inoculadas
que se sirvieron como control. Se utilizaron discos de V8A de 4 mm de diametro con
crecimiento activo del hongo, los cuales se colocaron sobre una herida previamente realizada
con un palillo de madera (mondadiente). El disco micelial se sujetd a la herida de la raiz
usando papel Parafilm® (EE. UU.). En las plantas testigo, se realizo la herida y se colocé un
disco con medio de cultivo V8A sin crecimiento fungico. Las plantas se mantuvieron en un
invernadero a temperatura de 20-35°C durante 30 dias. Posteriormente se extrajeron las
raices inoculadas y se reaislo al patdgeno en medio V8A. Una vez desarrollado el micelio, se
consideraron las caracteristicas morfologicas y culturales como son pigmentacion del medio

V8A, asi como los caracteres cualitativos y cuantitativos de setas, picnidios y conidios.

RESULTADOS Y DISCUSION

Muestreo

Se observaron sintomas de clorosis y senescencia de hojas, asi como reduccion del
crecimiento de plantas de tomate (Figuras 2A-C) en una incidencia que vario de 10 a 20%
en los cinco diferentes campos agricolas comerciales muestreados en el valle de Culiacan,
Sinaloa, Meéxico. Las raices sintomaticas desarrollaron lesiones de color café oscuro,
hinchadas y con textura corchosa (Figura 2D-E) y rosada (Figura 2F). Estos sintomas en el
area foliar y sistema radical concuerdan con los reportados por Lopez-Lopez et al. (2020);
mientras que el mismo agente causal afectando plantas de tomate también se reporto en
Brasil, Canada, EE. UU. y Venezuela (Farr y Rossman, 2022). Asimismo, estos sintomas se
registraron en otros hospedantes, como en cebolla china (4 /fium fistulosum) en China (Luong
et al., 2008). De manera similar, los sintomas de la enfermedad de raiz corchosa y rosada en

tomate coinciden con los descritos para S. terrestris en cebolla (Schwartz y Mohan, 2008).
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gura 2. Sintomas de raiz corchosa y rosada en tomate. A—C) Clorosis, crecimiento
ficiente y senescencia en plantas. D-F) Lesiones en la raiz de color café oscuro, hinchadas,

n textura corchosa y rosada.

| sintomatologia de raiz rosada puede ser similar a la causada por Pseudopyrenochaeta
copersici, la cual se registré en un amplio nimero de hospedantes como sorgo, maiz, cana

azucar (Sprague, 1950), césped (Conners, 1967), puerro (Hall et al., 2007), melon,
labacita, trigo y espinaca (USDA, 1960) y en arboles de sauce (Pfleger y Vaughn,
'72). Por otra parte en el cultivo de tomate lo han reportado en Australia (Golzar, 2009),
frica (Testen ef al., 2019) Alemania (Valenzuela-Lopez et al., 2018) y en EE. UU. como

togeno asociado a la pudricion café de la raiz del tomate (Vrisman et al., 2017).
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Aislamiento e identificacion morfologica

De las muestras de raices de tomate con sintomas de raiz corchosa y rosada, se obtuvieron
ocho aislados fiingicos. La técnica que mejor funcion6 para el aislamiento de los hongos fue
colocar secciones de tejidos infectados en camara humeda para la estimulacion de los
picnidios en los tejidos de las raices a temperatura de 4°C (Gilchrist-Saavedra et al., 2005).
La colonia fue de color rosa anverso y reverso, con crecimiento radial (80 mm) a los 7 dias
de crecimiento (Figuras 3A-B). Dichas caracteristicas de crecimiento del hongo en medio
V8A fueron similares a las reportadas por De Gruyter et al. (2010).

La examinacion morfologica de las estructuras asexuales mostré picnidios globosos a
obpiriformes, de color negro a café oscuro (Figura 3C) y de 142-220 x 104-140 pum. Se
observo la presencia de setas de color café oscuro, septadas, de 52-114 x 2-8 um y que
rodeaban el cuello ostiolar (Figura 3D). Los conidios fueron hialinos, cilindricos, de 2-8 x
1-3 um, y con dos gutulas muy caracteristicas en sus extremos (Figuras 3E-F). Todos los
caracteres morfologicos observados coincidieron con los reportados por otros autores
(Cuadro 3). A pesar de que algunas mediciones fueron variables entre si, estos datos no son
contundentes para diferenciar entre una u oftra especie, por lo cual se requieren de

herramientas moleculares y analisis filogenéticos para la confirmacion a nivel de especie.

Cuadro 3. Medidas de estructuras asexuales en aislados de Setophoma terrestris.

Setas (um) Picnidio (num) Conidio (um) Referencia
NA NA 45-55%x1.8-23 Koenning et al., 2007
~ 100-120 ~ 200 ~4-5 Wiriyajitsomboon, 2015
~ 100 ~ 300 =5 Yang et al., 2017
NA NA 5.0x2.0 Rivedal et al., 2018
55-150 160230 4.0-5.0 x1.5-2.0 Zhang et al., 2019
6884 x 2-3 237-345 x 105-250 5-7 %23 Lopez-Lopez et al., 2020
52114 % 3—6 150-183 x 133-156 6—7 x2-3 CCLF02
60—-108 = 2-5 142-160 x 124-132 6—8 x2-3 CCLF03
46-102 x 3-5 200-233 x 110-130 4-6 x2-3 CCLF04
55-106 x 3—4 220-231 x 105-133 2-3x1-1.5 CCLF05
67-90 % 2,54 216-255 x 104-140 34 x1-2 CCLF06

11

41



90—107 x 3-8 175-180 x 140-155 5-8 x2-3 CCLFO07

60-101 x3-5 160-175 x 137-153 56 x2-3 CCLFO08

*NA: No aplica / No se reportaron
* Las mediciones generadas en este estudio se destacan en negrita en referencias.

Figura 3. Colonias y estructuras de reproduccion asexual de Setophoma terrrestris. A)

Colonia de S. terrestris en medio V8A con 7 dias de crecimiento. B) Crecimiento de colonia

en el reverso de la placa. D) Picnidio. D) Setas. E-F) Conidios gutulados.

Por su parte, Luong et al. (2008) identificaron a S. terrestris como agente causal de raiz
rosada en cebolla utilizando caracteristicas de la colonia y observaron el pigmento rosa en el
medio de cultivo, asi como las setas en los picnidios y conidios tipicos de este género en
algunas raices rosadas. Ademas, observaron grandes gutulas en los conidios de sus aislados,
las cuales coinciden con las reportadas en este estudio. Estas mismas caracteristicas

microscopicas en los conidios fueron descritas por De Gruyter y Boerema (2002).
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Similarmente, Ikeda er al. (2012) identificaron como agente causal de raiz rosada en
calabacita a S. ferrestris y obtuvieron dos aislados que formaron picnidios de color café a
negro oscuro, de forma subglobosa a globosa y con cuello ostiolar con setas alrededor. Estas
setas se observaron de forma cilindrica y de color café a café oscuro, y sus medidas fueron
104-262 x 3.5-6.9 um. Estas caracteristicas y medidas caen en el rango de las obtenidas en
los aislados de este estudio.

Por otra parte, las medidas pueden tener ligeras diferencias entre los aislados y lo antes
senalado se puede deber a multiples factores ambientales que afectan el desarrollo del
patogeno, tal como lo mencionaron Burton et al. (1997), haciendo una relacién con los
sintomas de la enfermedad en melon y sandia ¢ identificando al agente causal con base en
estructuras morfologicas y analisis de secuencias ITS. A diferencia de nuestros aislados, los
picnidios reportados por Duarte y Barreto (2015), no cuentan con las tipicas setas alrededor
del ostiolo, senalando que este atributo no es un caracter genérico. Asimismo, las
caracteristicas que comparten los hongos P. lycopersici y S. terrestris son muy similares a
diferencia que, en P. [ycopersici las setas de sus picnidios son superiores a 200 um de
longitud, mientras que S. terrestris regularmente oscilan desde 50-150 um aproximadamente

(De Gruyter, 2010).

Analisis filogenético

Las secuencias alineadas correspondientes a la region ITS y la subunidad mayor (LSU),
resultaron en una longitud total de 1,345 nucledtidos. El analisis filogenético generado con
MrBayes basado en el conjunto de datos (Figura 4) mostro que todos los aislados obtenidos
en este estudio se agruparon con la especie Sefophoma terrestris, con un soporte alto de

probabilidad posterior (1.0).
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Figura 4. Arbol Bayesiano obtenido con datos combinados de secuencias ITS y LSU. El
arbol muestra las relaciones filogenéticas de las especies de Setophoma. Los valores de
probabilidad posterior Bayesiana por encima de 0.70 se muestran en los nodos. La especie
Pseudopyrenochaeta lycopersici se utilizo como grupo externo y la barra de escala indica el
numero de cambios esperados por sitio.

El analisis filogenético de este estudio concuerda con la identidad molecular reportada por
Rivedal et al. (2018), quienes utilizaron la region ITS, encontrando que el ADN de todos sus
aislados mostro una similitud del 99% con Serophoma terrestris. Asimismo, esas secuencias
también se compararon con las reportadas por De Gruyter et al. (2010), obteniendo resultados

similares. Por otra parte, Duarte y Barreto (2015) utilizaron el mismo criterio de analisis de
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inferencia bayesiana, pero como la diferencia que se apoyaron Unicamente en secuencias
LSU, mientras que en este trabajo se analizaron secuencias concatenadas ITS y LSU. Esto es
de gran importancia ya que en estos afos se ha demostrado y avalado que estos géneros son
muy cercanos entre si y se distinguen Unicamente al realizar analisis filogenéticos con
secuencias concatenadas (De Gruyter er al, 2010). Dicha informacion es de gran
importancia, ya que el género Phoma ha crecido para adaptar a mas de 3000 especies que
forman picnidios con conidios hialinos y septados (Aveskamp e al., 2008), reevaluando asi
varios estudios relacionados con este género al identificarse correctamente (Boerema et al.,

2004).

Pruebas de patogenicidad

Treinta dias después de la inoculacion, las hojas mostraron amarillamiento (Figuras SA-B),
las raices de tomate inoculadas mostraron textura corchosa y coloracion rosada (Figura 5C),
los cuales fueron similares a los sintomas observados en campo. De los reaislamientos, se
obtuvieron colonias y estructuras fingicas idénticas a las del hongo inoculado, lo que
confirmo6 la patogenicidad de los ocho aislados inoculados, mientras que las raices de las

plantas control permanecieron asintomaticas.

# IS BS I " __ [}
Figura 5. Pruebas de patogenicidad en plantas de tomate. A—B) Plantas de tomate
inoculadas con S. terrestris y mostrando sintoma de amarillamiento. C) Sintoma de raiz
corchosa a los 30 dias después de la inoculacion con S. terrestris.

Los resultados de las pruebas de patogenicidad de este estudio, concuerdan con los reportados
por Zhang et al. (2019), quienes observaron sintomas tipicos de raiz rosada en ajo. Asimismo,

este patogeno también se ha encontrado causando dafio a otros hospedantes como: canola
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(Brassica napus) en Canada (Yang et al., 2017), calabacita (Curcubita maxima) en EE. UU.
(Rivedal ef al., 2018), planta del té (Camellia sinensis) en China (Liu ef al., 2019).

Los sintomas observados en las pruebas de patogenicidad del estudio llevado a cabo por
Zhang et al. (2019), mostraron que S. terrestris causo clorosis, marchitez y muerte en plantas
de ajo en un lapso de 40 dias, dato similar a lo descrito por Lopez-Lopez et al. (2020), y que
a su vez concuerda con los resultados en este estudio. Esto demuestra que
Pseudopyrenochaeta lycopersici no es el agente causal de la raiz corchosa en campos de
tomate en Sinaloa, México, como se estuvo considerando por mucho tiempo.

Por otra parte, se comprobo que S. ferrestris es un patdogeno de lento crecimiento y desarrollo,
ya que en las pruebas de patogenicidad de Rivedal ef al. (2018) mostraron sintomas de raiz
rosada a las 12 semanas después de la inoculacion en calabaza de invierno, mientras que en
nuestras pruebas fue de 4 semanas, esto pudiera deberse a que la relacion patdogeno-
hospedante es diferente. De manera similar, Yang et al. (2017) utilizaron discos miceliales
de S. terrestris en Canola, observando a los 21 dias sintomas de raiz corchosa y rosada, lo
cual concuerda con el tiempo aproximado en este estudio. El tiempo que tarda el patogeno
en colonizar el tejido vegetal puede verse afectado por las condiciones en las que se
encuentre, es decir, después de multiples reactivaciones en medios de cultivo su tasa de
crecimiento varia (de Gruyer y Borema, 2002), posiblemente perdiendo asi el grado de
virulencia original de cada aislado, y por consecuencia, retrasar la visibilidad de los sintomas
de la enfermedad en estudio.

CONCLUSIONES

De acuerdo con la caracterizacion morfologica, identificacion molecular y pruebas de
patogenicidad, se confirmé que Setophoma terrestris es el agente causal de la enfermedad
conocida como raiz corchosa y rosada en campos agricolas de tomate distribuidos en
Culiacan, Sinaloa. Los sintomas que presentaron las plantas de tomate infectadas fue

corchosis y raiz rosada, asi como, disminucion de cantidad de raices.
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RESUMEN

Setophoma terrestris es el agente causal de la raiz corchosa y rosada en cultivo de tomate
(Solanum lycopersicum). A nivel nacional existen escasos estudios relacionados con este hongo;
sin embargo debido a las pérdidas que ocasiona, es importante realizar un estudio integral en donde
se aborde el proceso de infeccidn del hongo que incluya las etapas de colonizacion, penetracion y
establecimiento dentro de la planta hospedante. En este estudio se determind que, en una
inoculacion por medio de discos de medio de cultivo con crecimiento activo del hongo sobre las
raices de plantas de tomate, a las 24 h el hongo comenzé a colonizar la epidermis de la raiz. Entre
los 4 y 9 dias después de la inoculacion (ddi) el hongo se extendié muy marcadamente en los tejidos
y a los 17 ddi, se observaron algunas estructuras presuntivamente de compuestos fenolicos y la
coloracién rosada en las células de la raiz de las areas afectadas. Finalmente, a los 33 ddi, se observo
la invasion total de la raiz por parte del micelio de Setophoma terrestris.
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ABSTRACT

Setophoma terrestris is the causative agent of corky and pink root in tomato (Solanum
lycopersicum) crops. Little has been studied about this fungus at a national level, and due to crop
losses, it is of great importance to carry out a comprehensive study. where the infection process of
the fungus under study is addressed in order to take measures and learn more about the stages in
which it begins to colonize, penetrate and disperse. In this study it was possible to identify after
how many days it began to cause extreme damage to the root system of the plant. At 24 h the fungus
began to colonize the epidermis of the root, disseminating on days 4 and 9 post inoculation, on day
17 some presumably CF structures and pink coloration in the root cells were observed, finally, the

total entry was observed. of the pathogen on day 33 post inoculation in tomato.
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INTRODUCCION

Setophoma terrestris, es el agente causal de la raiz corchosa y rosada, enfermedad que se
caracteriza por afectar al cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) y a un amplio rango de
hospedantes cultivados en México. Las especies de Setophoma emplean diferentes estrategias de
infeccion que adn no han sido reportadas o estudiadas en distintos hospedantes (Rivera-Méndez et
al., 2021). Lasestrategias de infeccion estan correlacionadas con la especificidad en el hospedante
(Pring et al., 1995), por lo que es importante conocer el proceso de infeccion para determinar el
ciclo biolégico de la enfermedad, lo que podria sugerir el uso adecuado de una estrategia de control
al conocer el periodo en el que se desarrolla el patdgeno en el hospedante. La raiz corchosay rosada
es una de las principales enfermedades en el cultivo del tomate. En México, las pérdidas maximas
reportadas se han evaluado en un 15% del valor total de la produccion (SIAP et al., 2020).
Setophoma terrestris se reportd en 2019 como causante de raiz corchosa y rosada de tomate
(Solanum lycopersicum) en México (Lopez-Lépez et al., 2020), con una incidencia que oscila del
10 al 20%. Esta especie utiliza mecanismos de infeccidn distintos, ya que se comporta como
patégeno hemibiotréfico intracelular en cebolla (Allium cepa), melén (Cucumis melo) y pepino
(Curcubita maxima) (Orio et al., 2016) y como patégeno descrito en un proceso de infeccion aun
no hay reportes encontrados. Aunque existen diversos estudios relacionados con este hongo donde
aborda que es de lenta colonizacién y crecimiento (Rivera-Mendez et al., 2018), se desconoce el
proceso de patogénesis en las raices del cultivo de tomate; ademas, existe nula informacién en
donde se describa el proceso de infeccion de Setophoma en tomate y otro hospedante. El objetivo
de este estudio es describir el proceso histopatoldgico que ocurre durante la infeccion de raices de

tomate por S. terrestris.

Materiales y Métodos

Inoculacion de plantulas

Se utiliz6 un aislado representativo de S. terrestris de la Coleccion de Cultivos de Hongos
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Fitopatdgenos del Centro de Investigacion en Alimentacion y el Desarrollo (no. acceso CCLF02)
como indculo. Se utilizaron discos de agar con indculo de micelio a partir de un cultivo de siete
dias de crecimiento en V8 acidificado. Se utilizo la raiz principal del sistema radical de plantula de
tomate para inocular el disco micelial del aislado y posteriormente se cubrié con papel Parafilm;
posteriormente, se colocd de nuevo la planta en la maceta. En el experimento también se incluyeron
plantas control en las cuales la inoculacion consistié en la colocacion de discos de medio de cultivo
V8 acidificado sin crecimiento del hongo. Todas las plantas inoculadas se mantuvieron bajo riego
por 30 dias aproximadamente. En el tiempo cero se extrajeron dos plantas tipo control (sin hongo
activo), posteriormente durante los dias 1, 2, 3, 4 y 5 se extrajeron tres raices inoculadas y una tipo
control; después del quinto dia se realizaron extracciones de raices alos 9, 13, 17, 21, 25, 29, 3, 27
y 41 dias. Después de cada extraccion de raices, estas fueron colocadas en frascos de cristal ésteriles
y fijadas mediante inmersion en solucion formaldehido acido acético (FAA), hasta su préximo uso.

Posteriormente, se colocaron en casetes de plastico para incluirlas en parafina paraplast (Sigma).

Tincion de tejidos y observacion al microscopio

Las muestras se sumergieron nuevamente en solucion fijadora FAA (10 % formaldehido, 5 % acido
acetico, 50 % etanol al 96%) durante al menos 24 h. Posteriormente, los tejidos se deshidrataron
gradualmente con alcohol etilico (50, 70, 80, 96 y 100%) y se infiltraron en parafina paraplast
(Sigma) durante 3 h, previa transferencia en alcohol absoluto-xileno (v/v) y xileno (dos veces)
(Rodriguez-Lépez et al., 2013). Las muestras permanecieron en las soluciones durante 3 h y
finalmente, se agitaron dos veces en un procesador de tejidos (Thermo Scientific, STP 120, GER).
En un centro de inclusién (Thermo Scientific, HistoStar, UK), las muestras se colocaron en moldes
metalicos con parafina fundida, se les coloco un casete de plastico, se agrego parafina fundida y se
dejaron enfriar. Las muestras se cortaron de forma transversal con respecto a laraiz inoculada con
10 um de grosor en un micrétomo semiautomatico (Thermo Scientific, Microm HM340E, GER),
después se adhirieron a portaobjetos con adhesivo Haupt y agua en un calentador de portaobjetos
(Thermo Fisher Scientific, Beverly, MA, EE. UU.) a 40 °C durante 24 h. Las secciones obtenidas
se tifieron con safranina (Sigma) al 1 % en alcohol etilico al 50 % y verde-rapido (Sigma) al 1 %
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en etanol al 96 %, se montaron en resina Entellan (Merck) y se secaron durante 24 h (Casarrubias-
Carrillo et al., 2002). Las laminillas se observaron en un microscopio éptico marca Carl Zeiss
Axiostar Imager A2 (Carl Zeis, Oberkochen, Alemania) con cdAmara integrada para identificar los
dafos en tejido. Se realizaron 36 observaciones por muestra. Las estructuras se midieron con el
software ZEN 2012 (blue edition).

Resultados y Discusién

A las 24 horas posteriores a la inoculacién (hpi) se observo el 33% de la epidermis de la raiz
cubierta por el hongo (Fig. 1A), y a las 48 hdi el micelio del hongo habia cubierto el 75% de la
epidermis de la raiz desde un &ngulo transversal (Fig. 1B). A los 4 ddi, se observé la penetracion
de las hifas del micelio de S. terrestris en el parénquima cortical (Fig. 1C), al ser un hongo de lenta
colonizacién, hasta el dia 9 después de la inoculacién, se observd la presencia de micelio
ingresando al cilindro vascular (Fig. 1D), especificamente en floema. Al dia 17 ddi, se determind
la presencia de algunos compuestos entre los espacios intercelulares de las células de xilema y
floema (Fig. 1E), los cuales podrian tratarse de células taniferas, compuestos fenélicos o incluso
almidon. De la misma forma, a los 29 ddi, también se observd el inicio de la presencia de
pigmentaciones en las células afectadas, las cuales coincidian con lo descrito en la enfermedad
conocida como raiz rosada y corchosa dentro del xilema y floema (Fig. 1F-G). Finalmente, a los
33 ddi, se observo la colonizacidn total de los tejidos de la raiz, con la obstruccion total del hongo
en el cilindro vascular, lo que a su vez causa que se impida el flujo de agua y nutrientes a la parte

foliar. Con ello, el follaje de las plantas se marchita y finalmente mueren (Fig. 1H).
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Fig. 1. Histopatologia de raices de tom
A-B) 24 y 48 hdi el hongo invadié la epidermis de la raiz de tomate en corte transversal, C) 4 ddi
se observa entrando al parénquima cortical de la raiz, D) a los 9 ddi el hongo ingreso al cilindro
vascular (floema), E); a los 17 ddi se observan estructuras alrededor de xilema y floema, F-G) a
los 29 ddi se observan las primeras células pigmentadas de rosa y H) finalmente a los 33 ddi
obstruccion total del xilema y floema por parte del hongo y muerte de la planta.

Al igual que otros hongos de importancia econémica con origen en el suelo, Setophoma terrestris
demora en causar sintomas foliares visibles, pero cuando se presentan, la enfermedad es
irreversible. La penetracion del hongo requiere que existan heridas en la raiz principal del
hospedante. Cuando se dafia la epidermis de las raices, las hifas del hongo juegan un papel muy
importante en la penetracion de la parte interna de la raiz, asi como en el desarrollo de la
enfermedad o patogénesis (Struck 2006) la cual ocurri6 a las 24 hpi. EI hongo emplea diferentes
mecanismos para unirse a la superficie de la planta hospedante. En cualquier caso, la penetracién
del hongo en la planta precisa del contacto y la adherencia de la primera hifa que resulta de su
germinacion (tubo germinativo) a la superficie vegetal. Los mecanismos por los cuales este proceso
se consigue han sido poco estudiados. Un posible mecanismo consiste en la excrecidn por parte del
hongo de enzimas tales como cutinasas y esterasas que alteran la superficie vegetal facilitando la
adherencia (Jiménez-Diaz, 2000). El proceso de germinacién de las esporas fungicas se inicia, al
igual que en las semillas de las plantas, con la hidratacion y aumento de volumen de la espora, la
hidrolisis de las reservas energéticas enddgenas y la sintesis de proteinas y materiales estructurales
de membrana y pared necesarios para la formacién y elongacion de los tubos germinativos. La
germinacién de los conidios en el caso de Setophoma sucede en los picnidios, sin embargo,
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demoran tiempo para su formacion, por lo cual en este estudio manejamos para colonizar el micelio
el cual es altamente patogénico. En muchas ocasiones el micelio se encuentra en un estado de
reposo metabdlico, en el que el crecimiento micelial se ve impedida por varios factores fisicos o
bioquimicos propios del hongo y pueden llegar a compactarse hasta encontrar factores de
crecimiento, tal cual es el caso de los microesclerocios, ya que manifiesta una orientacion en
respuesta a estimulos quimicos o de contacto superficial. EI crecimiento orientado del tubo
germinativo requiere su adherencia a la superficie del vegetal, lo cual tiene lugar mediante la
produccién de una matriz extracelular de polisacaridos o glicoproteinas. Esta investigacion
histopatoldgica de la infeccion por Setophoma terrestris en raices de tomate, mejora la
comprension del establecimiento y desarrollo del hongo, que rapidamente cubrid, pero demoro en
colonizar e hizo dificil su manifestacion de sintomas al pasar de los dias, reportandose un dafio
irreversible a los 33 dias aproximadamente. Esto pudiera deberse al comportamiento biotréfico del
hongo (Biles et al., 1992), que, en el caso de las cebollas, este infecta las raices y provoca una
disminucion en el tamafio, didmetro y peso de los bulbos, por otra parte, en nuestro estudio con
tomate se observa el mismo sintoma en las raices, provoca un crecimiento bajo de la planta, pocos
frutos y por ende bajo rendimiento del mismo. Asimismo, en cebolla las raices muestran una
coloracién rosa caracteristica, ademas de la formacion de picnidios globosos de color marrén
oscuro 0 negro que aparecen al final del ciclo vegetativo del cultivo. Sin embargo, en nuestro
estudio ademas de evidenciarse este sintoma caracteristico se observa la corchosis en las raices, lo
cual difiere de otros estudios en donde reportan que S. terrestris no provoca pudriciones ni
deformaciones (Albuquerque y Araujo, 2008). Las heridas en las raices ademas de factores bioticos
y abioticos son condiciones determinantes para el desarrollo de la enfermedad, por lo que se evitar
en su mayor parte que estas se manifiesten para reducir las pérdidas de cosecha a causa de este

patdgeno.
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RESUMEN

El hongo Setophoma terrestris es el agente causal de raiz corchosa y rosada en cultivo de
tomate (Solanum lycopersicum L.). El objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta de los
principales portainjertos de tomate utilizados en Sinaloa para el manejo de la enfermedad causada
por S. terrestris. Para ello, se inocularon 15 plantulas de cada uno de cinco portainjertos: Aorta
(Syngenta®), DR0141TX (De Ruiter®), Multifort (De Ruiter®), TOP 2010 (Top Seeds®) y TOP
2024 (Top Seeds®), con discos miceliales de dos aislados de S. terrestris (uno altamente virulento
y otro poco virulento), ademas de incluir un hibrido de tomate altamente susceptible (8444). La
evaluacion de la severidad de la enfermedad en raices se realizo a los 35 dias después de la
inoculacion mediante la medicién de la longitud de las lesiones. Se utilizé el programa Minitab 19
para realizar el andlisis estadistico bifactorial. La variedad de tomate més susceptible en el estudio
fue 8444. Los portainjertos de tomate Aorta, TOP 2024 y Multifort mostraron la mayor tolerancia
a la enfermedad, obsevandose lesiones méas pequefias comparadas con las que presentaron los
portainjertos DR0141TX y TOP 2010.
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ABSTRACT

Setophoma terrestris fungus is the causative agent of corky and pink roots in tomato crops
(Solanum lycopersicum L.). The objective of this study was to evaluate the response of the main
tomato rootstocks used in Sinaloa for the management of the disease caused by S. terrestris. For
this, 15 seedlings of each of five rootstocks were inoculated: Aorta (Syngenta®), DR0141TX (De
Ruiter®), Multifort (De Ruiter®), TOP 2010 (Top Seeds®) and TOP 2024 (Top Seeds®) with
mycelial discs of two isolates of S. terrestris (one highly virulent and one low virulent), as well as
including a highly susceptible tomato hybrid (8444). The evaluation of the severity of the disease
in roots was carried out 35 days after inoculation by measuring the length of the lesions. The
Minitab 19 program was used to perform the bifactorial statistical analysis. The most susceptible
tomato variety in the study was 8444. On the other hand, the Aorta, TOP 2024 and Multifort tomato
rootstocks showed greater tolerance to the disease, with smaller lesions being observed compared
to those of the DR0141TX and TOP 2010 rootstocks.
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INTRODUCCION

El hongo Setophoma terrestris es el agente causal de raiz corchosa y rosada en cultivo de

tomate (Lépez-Lopez et al., 2020), para el manejo de la enfermedad no se ha evaluado el efecto
del hongo en portainjertos de tomate utilizados en Sinaloa para controlar enfermedades con origen
en el suelo.
Durante 2017 y 2018, se identificaron aislados de S. terrestris causando raiz corchosa y rosada en
Sinaloa, México. Las plantas de tomate generalmente mostraban sintomas de clorosis,
achaparramiento, pocos frutos y lesiones en las raices que conforme el tiempo se prolongaron a lo
largo de laraiz y se tornaron de un color rosado (Deadman 2017). Hasta 2005, el bromuro de metilo
era un recurso para el manejo de enfermedades transmitidas por el suelo en las cucurbitaceas, pero
el Protocolo de Sanidad Vegetal ha eliminado su uso en la produccién de hortalizas en México
(Davis et al. 2008). Debido a los impactos negativos hacia el medio ambiente y la salud humana
con respecto al control quimico, se han estipulado una serie de controles para el manejo de esta
enfermedad. Dentro de los controles, tenemos en la actualidad a nivel mundial el interés general
del uso de portainjertos resistentes a enfermedades, los cuales se basan en la siembra de
portainjertos interespecificos de origen silvestre resistentes a determinados patogenos del suelo en
este caso a S. terrestris, ayudando ademas a mejorar el rendimiento de los cultivares normales con
relacion a las que no tienen resistencia (Lee, 1994). La resistencia, es la capacidad de una planta
portadora de uno o mas genes de resistencia capaces de inhibir la reproduccion de un patogeno.
Por lo tanto, los portainjertos a diferencia de las variedades tradicionales, son hibridos
interespecificos entre S. lycopersicum x S. habrochaites u otras especies silvestres de Solanum, que
son las responsables del aporte de mayor vigor a los patrones (Cortada et al., 2010). Los
mecanismos mediante los cuales los portainjertos controlan los patdégenos transmitidos por el suelo
pueden ser una funcién de la resistencia del huésped, el aumento de la biomasa de las raices, los
perfiles de exudado de las raices y las alteraciones de los taxones microbianos de la rizosfera. Los
suelos de rizésfera de tomate (Solanum lycopersicum) albergan una mayor diversidad microbiana
gue de otras solanaceas, posiblemente creando mas competencia por patégenos transmitidos por el
suelo (Ling et al. 2015; Song et al. 2016).

La mayoria de los portainjerto de tomate son hibridos complejos entre el lycopersicon de Solanum
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y las especies silvestres de tomate como Solanum habrochaites (ex-Lycopersicon hirsutum) o
Solanum chilense. Los portainjerto promueven el crecimiento de las plantas, aumentan el
rendimiento y la tolerancia a las bajas temperaturas. Ademas, reducen el dafio del patégeno porque
portan genes de resistencia contra virus, hongos, bacterias y nematodos de los nudos de la raiz
(loannou, 2001; De Miguel, 2002; Louws et al., 2010).

Dentro de los portainjertos que se conocen como tolerantes a enfermedades con origen en el suelo
son Multifort y Maxifort (Verdejo-Lucas et al., 2012), utilizados como medio de control para
enfermedades causadas por nématodos como Meloidogyne arenaria y Meloidogyne javanica en
cultivares de tomate.

Se han encontrado estudios en donde abordan a los portainjertos para evaluar el tamafio y
rendimiento de los cultivos, sin embargo no arrojan informacion importante sobre tolerancia a
enfermedades, dentro de ellos se encuentran los portainjertos Multifort y DR0141TX, en donde
observan un mayor grosor de tallo durante el trascurso del tiempo, pero no evidencian tolerancia
ante patdgenos (Gong et al., 2022)

Poca investigacion ha examinado los impactos de los portainjertos de tomate para controlar las
enfermedades causadas por especies de S. terrestris, es por eso que este estudio se evaluaron
diferentes portainjertos comerciales con respuesta a la tolerancia de la enfermedad de raiz corchosa
y rosada en Sinaloa, México.

Materiales y Métodos

En un invernadero se inocularon 180 plantas (Fig 1A) en total, de las cuales se inocularon 15
plantulas de cada uno de cinco portainjertos: Aorta (Syngenta®), DR0141TX (De Ruiter®),
Multifort (De Ruiter®), TOP 2010 (Top Seeds®) y TOP 2024 (Top Seeds®) con discos miceliales
de dos aislados de S. terrestris (uno altamente virulento y otro poco virulento), ademas de incluir
un hibrido de tomate altamente susceptible (8444). La evaluacion de la severidad de la enfermedad
en raices se realiz6 a los 35 dias después de la inoculacion, extrayendo y haciendo un lavado de
raices (Fig 1B) y, posteriormente se realizo medicion de la longitud de las lesiones (Fig 1C). Por

ualtimo, se utilizo el programa Minitab 19 para realizar el analisis estadistico bifactorial.
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Fig. 1. A) Portainjertos e hibrido de tomate tolerante a enfermedades con origen en el suelo en
invernadero, B) Extraccion y lavado de raices con lesiones de raiz corchosa y rosada en tomate,
C) medidos con regla métrica y vernier manual.

Portainjertos

Se seleccionaron los cinco portainjertos mas utilizados por su resistencia a enfermedades causadas
por hongos con origen en el suelo, los cuales son: Multifort y DR0141TX (De Ruiter Seeds),
Variedad Resistente de Syngenta 'y Top Seed 2000 y 20010 de MontSanto y uno susceptible 8444.
Llevado a cabo en macetas de plastico, con mezcla de tierra y sustrato. No se incluy6 nutrientes

adicionales ni indicaciones especificas.
Aislados y produccion de indculo de S. terrestris

Asi mismo, se utilizaron dos aislados de S. terrestris: uno muy virulento (FM7pic2) y otro con
menor grado de virulencia (1.7), reactivados en medio de cultivo V8 agar acidificado, de

aproximadamente 8 dias de crecimiento y en condiciones medio ambiente como temperatura a 28-
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30°C, cubierta la orilla de la caja petri con papel Parafilm como prevencion ante alguna
contaminacion. Estos aislados fueron inoculados en los 6 portainjertos con 15 réplicas por cada
uno. Disefio de dos factores (indculos y portainjertos) totalmente al azar. El disefio para el dafio en
la raiz no tiene el tiempo como factor, las mediciones se haran en la ultima semana del disefio
(semana K) la cual definira la vida del portanjerto susceptible. Con ayuda de un sacabocado una
vez reactivado el hongo se procederd a tomar discos miceliales de 4 mm de didmetro y
posteriormente se colocaré sobre la raiz principal de cada plantula a inocular, se sostendra con
ayuda de un fragmento de papel Parafilm y se regresara a su maceta en condiciones de riego diario
dentro de un invernadero. Al finalizar los 35 dias desde que se realizaron las inoculaciones se
extrajeron las raices de las plantas y se midieron los dafios con ayuda de un vernier, registrando sus
medidas en una hoja Excel para posteriormente ingresar la informacion al programa Minitab 19 y
se realizé una ANOVA de dos factores. Como unidad experimental se tienen los portainjertos y

como variable de respuesta el didmetro de la lesion (mm).

Resultados y discusion

Dentro de los resultados observamos que no hubo un comportamiento significante entre el
comportamiento que se hubiera predecido por el grado de virulencia entre ambos aislados
utilizados.

Esto pudiera deberse al mecanismo de ataque de la planta en donde se comporto de la misma forma
para tanto el aislado altamente virulento como el aislado poco virulento.

La variedad de tomate més susceptible en el estudio fue 8444, en donde se observaron lesiones mas
prolongadas y de mayor diamétro que en los portainjertos. Por otra parte, los portainjertos de
tomate Aorta, TOP 2024 y Multifort mostraron mayor tolerancia a la enfermedad, siendo visibles
lesiones mas pequefias comparadas con las que presentaron los portainjertos DR0141TX y TOP
2010, en las mediciones (Fig. 2).
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Fig. 2. Gréfica de interaccidén de medias en portainjertos de tomate y aislados de S. terrestris.

En el eje de las “x” de la Figura 2 se observan los 5 portainjertos de tomate utilizados (Aorta,
DRO0141TX, Multifort, Top 2010 y 2024) y por ultimo la variedad susceptible (tomate 8444), esta
ualtima variedad fue la que se utiliz6 mas en el campo en donde observamos sintomas de la
enfermedad de raiz corchosa y rosada en tomate.

Por otra parte, en el eje de las “y” podemos observar el didmetro de las lesiones (mm) obtenidas
en la extraccion de raices después de la inoculacién. Este refleja en un mayor nimero de didmetro
un dafio proporcional a la planta causado por el hongo.

Por altimo, podemaos observar los puntos azules los cuales representan el aislado utilizado con poca
virulencia, mientras que los puntos rojos sefialan los dafios causados por el aislado catalogado como
el altamente virulento dentro de los aislados obtenidos en nuestro estudio.

El portainjerto que mostré mejor respuesta a la tolerancia de la enfermedad segun los resultados
fue Multifort lo cual concuerda con lo reportado por Béez-Valdéz (2010) con respecto a
enfermedades con origen en el suelo.

Entre de los portainjertos que fueron mayormente tolerantes a la enfermedad de raiz corchosa y
rosada en tomate se encontré6 Multifort, portainjerto que coincide en el estudio de Verdejo-Lucas

y colaboradores (2017) con enfermedades con origen en el suelo, a diferencia de este estudio
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trabajaron con nematodos y su portainjerto que obtuvo mayor resistencia fue Maxifort a
comparacion de otras variedades susceptibles.
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CONCLUSION

El mejor portainjerto en cepas virulentas es el TOP 2024 y en poco virulenta el Aorta. Por
otra parte, Multifort fue el mejor mejor en ambas cepas con diferente virulencia. El material vegetal
mas susceptible fue la variedad 8444 y el portainjerto DR0141TX.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

La especie de hongo causante de la enfermedad raiz corchosa y rosada en tomate en el Valle
de Culiacan Sinaloa es Setophoma terrestris.

La incidencia de raiz corchosa y rosada en los campos agricolas de tomate en el Valle de
Culiacan oscil6 entre 10 y 20%.

. A'las 24 hdi el hongo comenzd a colonizar la epidermis de la raiz, disemindndose el dia 4
y 9 ddi, al dia 17 se observardn algunas estructuras presuntivamente y coloracion rosada en
las células de la raiz, finalmente, se observo la colonizacién a e total del patdgeno al dia 33
ddi en las plantas de tomate.

La variedad de tomate méas susceptible en el estudio fue 8444. Por otra parte, los
portainjertos de tomate TOP 2024, Aorta, fueron los que presentaron la menor severidad de
la enfermedad en la cepa altamente virulenta y poca virulencia, respectivamente. Multifort
mostraron mayor tolerancia a la enfermedad, obsevandose lesiones mas pequefias

comparadas con las que presentaron los portainjertos DR0141TX y TOP 2010.
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