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RESUMEN GENERAL

RESISTENCIA A LA SECADERA (Fusarium spp) EN TOMATE DE
CASCARA (Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.)!

Después de las enfermedades de etiologia viral, la enfermedad producida por
Fusarium spp. es la mas importante a nivel nacional para el cultivo de tomate de
cascara, debido a que causa graves pérdidas econdmicas, sobre todo en la
zona norte de México. Muchos son los intentos o métodos de control
implementados para el control de dicha enfermedad. No obstante, la mayoria de
estos son infructiferos y generan desventajas adicionales. Sin embargo, una
propuesta viable para su manejo es el mejoramiento genético. Bajo esta idea,
se plantearon como objetivos de esta investigacion, primeramente identificar al
agente causal de la enfermedad en la zona de Chapingo, México, y
consecutivamente detectar posibles fuentes de resistencia a Fusarium spp. en
Physalis spp. Se evaluaron 24 poblaciones de tomate de céscara del Banco
Nacional de Germoplasma de la Universidad Autonoma Chapingo. Cada
poblacién fue inoculada con el hongo. Se cuantifico la respuesta agronémica de
la planta y el avance de la enfermedad. Las pruebas moleculares (PCR)
arrojaron cuatro diferentes especies de hongos asociadas a la enfermedad. Al
menos dos accesiones presentaron tolerancia al patégeno. Se concluye que la
accesion 66 (Verde 01) y 133 (JAL 01) son las mas valiosas para mejoramiento
genético contra Fusarium spp. puesto que presentan algun tipo de resistencia o
tolerancia a la infeccion.

Palabras clave: Accesién, patdgeno, mejoramiento genético, etiologia viral.

'Tesis de Maestria en Ciencias en Horticultura, Universidad Auténoma Chapingo.
Autor: Betsabé Diego Martinez.
Director de la tesis: Dr. Aureliano Pefia Lomeli.
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GENERAL ABSTRACT

RESISTANCE TO VASCULAR WILT (Fusarium spp) IN HUSK TOMATO
(Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.)*

After diseases of viral etiology, the disease caused by Fusarium spp., is the
most important for the cultivation of husk tomato, causing serious economic
losses, especially in the northern part of Mexico. There are many attempts or
control methods implemented to control that disease, but most of these are
unsuccessful and generate additional disadvantages. However, a viable
proposal for its management is plant breeding. Under this idea, the objectives of
this research were, first to identify the causal agent of the disease in the
Chapingo, Mexico area, and subsequently to detect possible sources of
resistance to Fusarium spp. in Physalis spp. In this research 24 populations of
husk tomato from the National Germplasm Bank of the Autonomous University
of Chapingo were evaluated. Each population was inoculated with the fungus.
The agronomic response of the plant and the progress of the disease were
quantified. Molecular tests (PCR) detected four different species of fungi
associated with the disease. At least one accession showed tolerance to the
pathogen. It is concluded that the 66 (Verde 01) and 133 (JAL 01) accession
are the most valuable for plant breeding against Fusarium spp. since they show
some type of resistance or tolerance to the infection.

Key words: Accession, pathogen, plant breeding, viral etiology.

Thesis of Horticultural Sciences MSc program, Universidad Autonoma Chapingo.
Author: Betsabé Diego Martinez.
Advisor: Dr. Aureliano Pefia Lomeli.




CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

El tomate de céascara es considerado desde el siglo XX como un cultivo de
minifundio en México, es asociado a las culturas prehispanicas y a platillos tipicos
regionales de la cocina nacional. Es un producto de importancia en todo México y
su exportacion se incrementa principalmente hacia los Estados Unidos de
Norteamérica. Pertenece al género Physalis y presenta una alta diversidad
genética que deriva en una amplia variacion morfolégica, la cual se denota en los
355 nombres publicados para dicho taxon acompafiado de 90 especies

reconocidas en el mundo (Martinez, 1998; D’Arcy, 1991).

Las especies de Physalis se distribuyen en toda la Republica Mexicana, en una
gran diversidad de ambientes. Su uso es principalmente alimenticio, aunque
también se le conocen propiedades alternativas como la medicinal, la ornamental
y la nutracéutica (Santiaguillo et al., 2012). En el afio 2016 este cultivo ocup6 el

quinto lugar en superficie sembrada con hortalizas (SIAP-SAGARPA, 2016).

El tomate de cascara como cualquier otro cultivo se ve afectado por patégenos
de diferente indole, como hongos, virus y bacterias. Entre las enfermedades
fungosas mas importantes se encuentran la mancha foliar (Cercospora
physalidis) el carbén blanco (Entyloma australe) y la secadera o marchitez
vascular (Fusarium oxysporum). Las primeras dos en condiciones de lluvia y
neblina suelen ser muy destructivas. Por su parte, Fusarium oxysporum esta
catalogada como la segunda enfermedad mas importante en el cultivo, ya que
induce la marchitez vascular que conlleva a la muerte de la planta. Por lo tanto,
ocasiona pérdidas graves en las principales zonas productoras (Apodaca et al.,
2004).

En el estado de Sinaloa se han reportado de pérdidas de 30-100 % (Castillo,
2011). Este hongo tiene una supervivencia en los residuos vegetales y en suelo
gue puede extenderse por un periodo aproximado de 10 afios. Se caracteriza por
presentar ciertas formas de infeccion, colonizacion, mecanismos de

supervivencia y una rapida velocidad de diseminacién y propagacioén que, junto



con las formas especiales y la amplitud de hospederos, hacen que la enfermedad
sea compleja y de dificil manejo (Haglund & Kraft, 2001).

Con la finalidad de reducir las pérdidas econdmicas debidas a esta enfermedad,
los agricultores aplican un gran niumero de productos quimicos por ciclo sin éxito
y en muchas ocasiones sin tener un control adecuado sobre el numero de
aplicaciones, el momento adecuado de las mismas, la concentracion e
ingrediente activo, entre otros. Esto frecuentemente da lugar a mayores costos
de produccion, contaminacion ambiental e incremento en la resistencia del hongo
a los diversos productos quimicos que ofrece el mercado, asi como riesgos en la

salud humana (Ledn & Arosamena, 1980).

El uso de cultivares resistentes es el método mas sencillo, barato, efectivo y
seguro para el control de las enfermedades. Sin embargo, esta estrategia de
control requiere encontrar variedades de plantas cultivadas capaces de evitar los
dafos causados por dichas enfermedades. La importancia de las variedades
resistentes es reconocida universalmente, pues el éxito o fracaso de un cultivo
depende frecuentemente de la reaccion que tenga éste frente a un patdgeno

determinado (Fernandez, 2001).

Respecto al control genético, nulos son los cultivares de tomate de céscara
registrados con resistencia a este patdgeno y tampoco existen programas de

mejoramiento genético contra este hongo (Fernandez, 2001).

Por lo anterior, en esta investigacion se busca encontrar una alternativa de
control para dar solucién a esta problematica, fundamentada en los objetivos e

hipo6tesis que en seguida se plantean.
1.1. Objetivo general

Identificar poblaciones del género Physalis con resistencia a Fusarium

oxysporum.
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1.2. Objetivos particulares

Identificar morfol6gica y molecularmente los aislamientos patogénicos del género

Fusarium de plantas del género Physalis en Chapingo, México.

Determinar la patogenicidad de aislamientos del género Fusarium en plantas del

género Physalis.

Evaluar la tolerancia de poblaciones y variedades mejoradas del género Physalis

a la interaccion con Fusarium oxysporum.
1.3. Hipétesis

El agente causal de la secadera en tomate de cascara en la region de Chapingo,

México estd asociada a varias especies de hongos.

En las accesiones del Banco Nacional de Germoplasma de Especies Nativas de
la Universidad Autbnoma Chapingo y variedades del Programa de Mejoramiento
Genético de Tomate de Céascara existen materiales con diferente comportamiento

al ataque del agente causal de la secadera.
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CAPITULO 2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen y distribucion del cultivo

Physalis ixocarpa Brot. ex Horm. es originaria y fue domesticada en México. Es la
especie cultivada del género Physalis mas importante en la actualidad en nuestro
pais. Desde épocas precolombinas los Mayas y Aztecas la cultivaban entre sus
milpas, de ahi su nombre n&huatl "miltomatl", dandole un uso alimenticio y
curativo. Es muy probable que su cultivo fuese muy rudimentario y que éste se
desarrollara en forma silvestre, por lo que su fruto era recolectado para ser

consumido en salsa (Callen, 1965).

Cuenta con una infinidad de nombres coloquiales. Entre los mas conocidos se
encuentran, tomate de céscara, tomate de fresadilla, tomate milpero, tomate
verde, tomatillo (México); miltomate, (México, Guatemala); inglés: husk tomato
(Montes y Aguirre, 1992).

La palabra tomate proviene del vocablo n&huatl "ayacachtomatl, cuyas
etimologias son ayacah (tli) = sonaja, cascabel y tomatl = tomate. El género
Physalis incluye alrededor de 90 especies en el mundo (D’Arcy, 1991), todas
ellas agrupadas tentativamente en cuatro subgéneros. De ellas, 70 se encuentran
distribuidas en México, 17 més estan localizadas en EUA y América Central, y las

tres restantes en Guatemala (Martinez, 1993; Knapp et al., 2007).
2.2. Importancia
2.2.1. EconGmica

Es importante sefialar que varias especies silvestres, por las caracteristicas del
tamafio y sabor de sus frutos, sus atributos florales, asi como otras cualidades
medicinales, nutritivas e industriales otorgan un alto potencial al -cultivo
(Santiaguillo et al., 2012).

(NN



En México el tomate verde es cultivado por sus frutos, ya sea en condiciones de
temporal o riego, en diversas regiones del pais. El tomate de cascara aun crece
en forma silvestre, en ambitos naturales o en cultivos como el maiz donde no se
aplican herbicidas (Pefia y Marquez, 1990). Para el 2016 se establecieron en
México 42,882.43 ha con tomate de cascara, con una produccion total anual de
698,016.56 t, con un rendimiento promedio de 16.59 t hat, y un valor de
produccién de $3,006,099,940.00 (SIAP-SAGARPA, 2016).

Del total de hectareas establecidas 33,998.17 ha (79.28 %) se establecieron bajo
sistema de riego, con un rendimiento promedio de 17.76 t ha™y una produccion
de 592,412.61 t, que representd un valor de produccion de $2, 472, 165,520.00.
Las hectareas restantes se establecieron en condiciones de temporal con una
superficie sembrada de 8,884.26 ha, con un rendimiento promedio de 12.10 t ha-
1 y una produccién de 105,603.95 t, para alcanzar un valor de la produccion de
$533, 934,410.00. Las entidades con mayor produccion de tomate de cascara
fueron Sinaloa (118,438.87 t), Zacatecas (84,805.44 t), Michoacan (55,028.40 1),
Puebla (54,695.97 t) y Jalisco (53,271.95 t) (SIAP-SAGARPA, 2016).

2.2.2. Ecoldgica

Este género tiene importancia ecoldgica y bioldégica debido a que es un
componente de diversos habitats y cuenta con un intervalo de distribucion

geografica, ecoldgica y altitudinal muy amplio (Santiaguillo et al., 2012).

Las interacciones biolégicas de las especies del género Physalis dentro de los
ecosistemas donde habitan han sido poco estudiadas. Se sabe que los frutos
forman parte de la dieta de algunos frugivoros, insectos, y sin duda los tallos, las
hojas y brotes son alimento de herbivoros de diferentes tallas (Santiaguillo et al.,
2012).

Otro aspecto poco conocido es su papel en la interaccion bidtica con otros
componentes de los ecosistemas, como hospederos de plagas y enfermedades,

como en caso de algunas especies glutinosas que contribuyen a la regulacién
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natural de las poblaciones de insectos diminutos que quedan adheridos en sus
hojas y tallos, por lo que son candidatas potenciales en el control natural de
plagas (Santiaguillo et al., 2012).

2.2.3. Social

El género Physalis tiene importancia social actual e historica. Distintos autores
sefialan la importancia gastronémica, alimenticia y medicinal de varias especies
del género (Montes y Aguirre, 1992; Martinez, 1998; Santiaguillo & Blas, 2009).

En México el tomate verde se conoce desde tiempos precolombinos y era
cultivado por los aztecas entre el maiz. Se cree que se desarrollaba en forma
silvestre, y era colectado para su consumo (Hudson, 1986). La informacién de su
registro en restos arqueoldgicos indica la presencia y el uso de plantas del
género Physalis en el centro del pais, desde hace por lo menos 1400 afios
(McClung y Martinez, 2005).

En el ambito social se considera la importancia cultural, que incluye la percepcion
del recurso, el uso del recurso y las practicas de aprovechamiento, consumo y
comercializacién, asi como la evidencia antropolégica y arqueoldgica de su uso a

lo largo del tiempo (Santiaguillo et al., 2012).

En lo que respecta al uso del recurso y las practicas de aprovechamiento, se
sabe que tanto el cultivo en agroecosistemas tradicionales y comerciales, como
la recoleccion de frutos de poblaciones silvestres y toleradas, ruderales y
arvenses, para consumo familiar, venta de oportunidad y venta en mercados
diversos, son actividades sociales preponderantes entre productores
tradicionales de México (Santiaguillo et al., 2012).

El cultivo involucra la contratacion de jornaleros para llevar a cabo el proceso de
produccion, cosecha y empaque del fruto, lo cual deriva en un impacto social.
Otro factor de impacto social es la existencia de una cadena de comercializacion

nacional e internacional, que integra a productores, intermediarios, vendedores y
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consumidores. A través de este proceso existe una gran movilizacion de

germoplasma (Santiaguillo et al., 2012).
2.3. Caracteristicas botanicas y agrondémicas del género Physalis
2.3.1. Taxonomia

El tomate de céscara pertenece a la familia Solanaceae. Se ubica en la
subfamilia Solanoideae, tribu Physaleae, Subtribu Physalinae y al género
Physalis (D’ Arcy, 1991).

Existe gran controversia en la taxonomia de Physalis ixocarpa Brot. ex Hornem,
ya que presenta diferentes sinGnimos taxondmicos. También se le conoce como
Physalis aequata J. Jacg.ex Nees; Physalis chenopodifolia Willd; Physalis
laevigata M. Martens & Galeotti; Physalis Philadelphica f. pilosa Waterf; Physalis
philadelphica var. minor Dunal y Physalis philadelphica Lam. (Santiaguillo et al.,
2010).

Reino: Plantae

Subreino: Embryobionta

Division: Magnoliophyta

Clase: Dicotiledoneae (Magnoliopsida)
Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Subfamilia: Solanoideae

Tribu: Solaneae

Geénero: Physalis

Especie: ixocarpa Brot. ex Horm.
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2.3.2. Morfologia

Las plantas son anuales o perennes, herbaceas, algunas sufrutescentes,
raramente arbustivas, de unos pocos centimetros a 3 m de alto, erectas,
procumbentes, postradas o extendidas, estructuras rizomatosas presentes en
algunas especies, glabras o pubescentes, los tricomas largos o cortos, simples o
ramificados o estrellados, a veces glandulares, frecuentemente mas de un tipo
entremezclados en la misma planta, por lo comun viscidas (pegajoso) y con olor
féetido (Waterfall, 1967; Vargas et al., 2003; Garcia, 2001; Santiaguillo et al.,
2010).

Los tallos presentan ramificacion dicotomica. Son cilindricos, lisos, poco
angulados o angulados. En algunas especies llegan a enraizar en los nudos
basales. El diametro del tronco principal es de 1.1 a 1.3 cm. En las primeras
fases de desarrollo tanto en hojas como en ramas, se presentan pubescencias
gue van desapareciendo a medida que la planta crece (Saray, 1977).

Hojas pecioladas, alternas, solitarias, pero a veces dos o0 aun tres aparentemente
juntas debido a la reduccién de los entrenudos, laminas foliares generalmente
ovadas, el margen entero repando, sinuado, aserrado o dentado. Las flores
pediceladas generalmente solitarias en las axilas de las hojas, a veces varias y
fasciculadas, raramente en falsos racimos (Waterfall, 1967; Garcia, 2001; Vargas
et al., 2003; Santiaguillo et al., 2010).

Las corolas son por lo general campanulado-rotacea, con el limbo mas o menos
reflejo, raramente tubular expandidas, urceoladas; de color amarillo, amarillo
verdoso o amarillos crema, blanco o purpura, con cinco maculas contrastantes
ubicadas por encima del cuello de la corola, solidas, o cada una formada por
varios puntos separados. El color varia de café rojizo, purpura o guinda, a veces
el color de las manchas no contrasta fuertemente con la corola observandose de
color amarillo, verde amarillento, verde-olivaceo, con tonalidades rosadas o
escasamente bien ausentes. Presentan cinco estambres, anteras con

dehiscencia longitudinal, oblongas a ovadas, purpuras, azules, azul verdosas,
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azules con una linea amarilla o amarillas, filamentos filiformes. Ovario con un
estilo filiforme, estigma claviforme, algunas veces capitado (Waterfall, 1967;
Garcia, 2001; Vargas et al., 2003; Santiaguillo et al., 2010).

El céliz en el fruto es acrescente, inflado vesicular, cubre por completo a la baya
durante la fructificacién, 5-angulado 6 10-costillado, con cinco angulos mas
prominentes o cilindrico, de 0.80 a 6 cm de largo, en la mayoria de las especies
de 1-2.5 cm de ancho; lobulos del caliz ovados, lanceolados, deltoides o
angostamente triangulares, el apice agudo, corto acuminado, subulado o
caudado subulado. El fruto es una baya, de color blanquecino, verde, amarillo,
anaranjado o purpura, de 0.8-1.5 cm de didmetro en especies silvestres y hasta 6
cm en tomate cultivado; semillas numerosas, reniformes, amarillas o de color café
dorado, de 1.2 a 2 mm de didmetro (Waterfall, 1967; Garcia, 2001; Vargas et al.,

2003; Santiaguillo et al., 2010).
2.3.3. Fisiologia

Physalis ixocarpa tiene un ciclo de vida de 70 a 110 dias desde la siembra hasta
la senescencia, dependiendo de la variedad. Los primeros dias se caracteriza por
un crecimiento lento, que a los 24 dias se acelera y mantiene un crecimiento
rapido hasta los 55 dias. Después, la planta sigue creciendo en forma lenta,
comienza a envejecer rapidamente y muere (Saray & Loya, 1977; Mulato, 1984;
Verdejo, 1987).

Los entrenudos de las plantas alcanzan diferentes longitudes en las distintas
etapas, de su desarrollo, lo que da origen a cinco zonas: tallo no ramificado, zona
inicial, zona media, zona de transicion y zona terminal (Mulato, 1984; Serrano,
1998).

La diferenciacion de las primeras yemas florales se lleva a cabo entre los 17 y 20
dias posteriores a la siembra. Las flores se ubican en cada bifurcacion de la
planta, acompafadas de una hoja. La aparicion de las primeras flores ocurre

entre los 28 y 35 dias. A los 55 dias llega a presentar mas de 100 flores. El
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namero de flores es un carécter determinado genéticamente. Algunas variedades
como Verde Puebla y CHF1-Chapingo llegan a alcanzar 465 y 908 flores
respectivamente a los 80 dias posteriores al trasplante (Santiaguillo et al., 2005).

La floracion continda hasta que la planta muere (Cartujano, 1984). Las flores
abren antes que ocurra la dehiscencia de las anteras entre las ocho y doce horas
del dia. Las anteras no abren uniformemente, sino que pasan de dos a cuatro
dias entre la dehiscencia de la primera y la quinta antera. Después de que las
anteras han liberado el polen, la estructuras florales se encorvan y comienzan a

marchitar hasta que finalmente caen (Verdejo, 1987; Pérez et al., 1998).

Posterior a la fecundacion, el caliz comienza a elongarse y envolver al ovario que
crece en su interior. Inicialmente el crecimiento del caliz es mas acelerado que el
del ovario, aunque con frecuencia el fruto termina por llenar y, en la mayoria de
las variedades cultivadas, romper la bolsa formada por el céliz desarrollado, de
tal manera que parte del fruto queda expuesta (Saray & Loya, 1977).

2.4. Reproduccion

Las flores de las plantas del género Physalis son perfectas, poseen androceo y
gineceo. El sistema reproductivo para algunas especies es por autofecundacion,
pero en otras especies como P. ixocarpa se tiene que recurrir a la reproduccion
cruzada, esto debido a que presenta autoincompatibilidad producida por dos

series alélicas, debido a que la fecundacion es infértil (Pandey, 1957).

La autoincompatibilidad la convierte en una especie aldgama obligada. La
polinizacion natural es llevada a cabo por insectos, principalmente abejas,
aunque también hay un cierto grado de polinizacion anemofila (Menzel, 1951;
Pandey, 1957; Pérez et al., 1998). El desarrollo de los frutos (cuajado) inicia a los
35 dias después de la siembra y a los 42 dias se inicia el crecimiento del céliz.
Del cuajado de los frutos a la maduracion transcurren de 20 a 22 dias. Del total
de flores que tiene una planta solo el 40 % son fecundadas, y de estas 30 %
aproximadamente llegan a cosecharse en su madurez (Santiaguillo et al., 2005).



La produccion comercial de una planta se obtiene generalmente entre los cuatro
y siete primeros entrenudos, lograndose en ocasiones hasta el décimo
(Santiaguillo et al., 2012).

2.5. Produccion

El tomate de cascara requiere un pH de 6 a 7 y temperaturas que oscilen entre
los 20 y 30 °C para la germinacion y de 22 a 25 °C para el crecimiento vegetativo.
Sin embargo, en etapa de floracion requiere temperaturas mas altas de 30 a 32
°C. Las etapas criticas en cuanto a requerimientos de humedad son la
germinacion y emergencia, asi como el trasplante. Durante el resto del ciclo,
incluyendo la floracion, solo necesita de un 60 % de la capacidad hidrica del
suelo. En condiciones de sequia, el tomate tiende a emitir rapidamente flores,
acelera la maduracién de los frutos reduciéndose estos en numero y tamafio,

adquiriendo algunos de ellos un sabor acido (Saray & Loya, 1977).

La época de siembra va a depender de la zona productora y se asocia con el
periodo libre de heladas o bien de temperaturas excesivas. Los surcos
comunmente se realizan a un metro de distancia colocando dos plantas por mata
cada 60 centimetros (Salazar, 2002). Martinez et al. (2004) recomienda distancia
entre surcos de 1.2 a 1.8 m y plantar a doble hilera una planta por mata cada 20
cm, en sistemas de riego por goteo el establecimiento se lleva a cabo en siembra
directa o por trasplante siendo este ultimo el mas recomendado, ya que el buen
manejo en almacigo permite contar con plantulas vigorosas y uniformes. El
momento Optimo del trasplante se alcanza cuando la plantula tiene de tres a
cuatro hojas verdaderas, o bien cuando la plantulas tengan de 15 a 29 dias
(Pefa et al., 1991).

Para la fertilizacion en tomate de cascara en México existen discrepancias al
considerar la dosis de diferentes nutrientes, como nitrégeno, fosforo y potasio a
emplear. Castro et al. (2004) encontraron que se requieren 3.7 kg de Nitrégeno
aprovechable para producir una tonelada de fruto fresco en tomate de cascara.

Ademas, mencionan que la etapa de desarrollo del cultivo con mayor demanda
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de nitr6geno es la que corresponde al inicio de la cosecha (55 dias después del
trasplante), ya que en ésta concurren el crecimiento vegetativo, la floracién y la

fructificacion.

En un estudio realizado por Ramos et al. (2002) en tomate de cascara bajo un
sistema de fertirriego y riego por goteo en invernadero, encontraron que la dosis
6ptima para nitrégeno es de 120 kg ha™ para alcanzar un rendimiento de fruto de
alrededor de 28 t ha™. Por otro lado, Arroyo (1999) recomienda fertilizar con 120
kg de nitrégeno y 40 kg de fosforo, para los estados de Guanajuato y Guerrero.
Pefa (1994) menciona que la dosis a utilizar depende esencialmente del tipo de
suelo, e indica que la formula 180-90-30 nitrégeno-fosforo-potasio es apropiada
para tomate de cascara en suelos de tipo migajon limoso, mientras que si los

suelos son mas pobres se deben aplicar una dosis mas alta de fertilizantes.
2.6. Plagas

Entre las principales plagas del tomate de céscara se encuentran el pulgon
(Myzus persicae Sulzer), picudo (Trichobaris championi Barber), barrenador del
tallo o arrocillo (Melanagromyza tomaterae Steyskal), gusano del fruto (Heliothis
subflexa Genée y Helicoverpa zea Buddie), minador (Liriomiza sp.), pulga saltona
(Epitrix cucumeris Harris), trozadores (Feltia spp. y Agrotis spp.), mosquitas
blancas (Trialeurodes vaporariorum Westwood, Bemisia tabaci Geenadius),
salerillo (Bactericera cockerelli Sulcer), frailecillo (Microdactylus mexicanus
Burmeister), diabrética o doradilla (Diabrotica undencimpunctata howardi Barber),
acalimas (Acalymma sp., Acalymma trivittatum Mannerheim) y catarinita (Lema

trilineata daturaphila Kogan y Goeden) (Apodaca-Sanchez et al., 2008).
2.7. Enfermedades

Las enfermedades mas importantes en tomate de cascara son las causadas por
virus ya que constituyen un factor que limita la produccion del cultivo, con

pérdidas frecuentes de hasta el 100 % (Apodaca-Sanchez et al., 2008).



Otra enfermedad de importancia es la cenicilla (Oidium sp.), que si no es
controlada oportunamente reduce el rendimiento y los frutos producidos son

pequefios y de bajo valor nutritivo y comercial (Redondo, 1978).

El ojo de rana o carbdn del tomate de cascara (Entyloma australe Speg) en casos
graves causa defoliacion severa, lo que reduce el nimero de cortes de frutos. La
severidad coincide con lluvias frecuentes y temperaturas medias de 20-25 °C
(Pacheco, 1992) y puede presentarse durante todo el desarrollo del cultivo,

desde el trasplante hasta la cosecha (Ramirez, 2001).

Otra enfermedad de gran importancia es la secadera, también conocida como
marchitamiento o marchitez vascular. Esta es causada por un complejo de
hongos que habitan en el suelo, como lo son Fusarium solani (Wollen) Gerlach,
Fusarium oxysporum Schitdl, Rhizoctonia solani (Frank) Donk, Pythium sp,
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid y Sclerotium rolfsii Curzi. Esta
enfermedad se presenta en cualquier etapa de desarrollo del cultivo, con
pérdidas que pueden superar el 50 % (Apodaca-Sanchez et al., 2008).

2.7.1. Marchitez vascular (Fusarium oxysporum Schltdl.)

Se encuentra principalmente en los estados de Sinaloa, San Luis Potosi, Baja
California y Michoacan (Apodaca et al., 2004). EI marchitamiento causado por
Fusarium oxysporum es una de las enfermedades mas prevalentes y dafiinas del
tomate siempre que las plantas se cultiven intensamente. La enfermedad es mas
destructiva en climas y suelos calidos y arenosos de las regiones templadas
(Agrios, 1996).

El primer sintoma de esta enfermedad que se observa en campo es un
amarillamiento en las hojas basales que posteriormente se marchitan y secan
pero permanecen adheridas a la planta. Esta sintomatologia va progresando
hacia la parte superior de la planta y a veces so6lo toma un sector de la misma; es
decir generalmente se vuelve una enfermedad unilateral. Al comienzo las plantas

muestran marchitez en las horas mas calurosas del dia recuperandose al final del



mismo, pero finalmente se marchitan y mueren. En las etapas finales, las raices
principales y la base del tallo presentan necrosis vascular. Cuando se corta el
tallo se observa el sistema vascular de color marrén (Backer, 1978; Agrios,
2002).

Cuando las plantas son infectadas en estado de plantula, es frecuente que se
marchiten y mueran poco después de haber aparecido los primeros sintomas.
Las plantas adultas en el campo pueden marchitarse y morir repentinamente en
caso de que la infeccidn sea severa y el clima sea favorable para el patégeno. En
tanto la planta se encuentre viva no aparece sobre su superficie micelio o

cuerpos fructiferos del hongo (Agrios, 1988).

Los frutos que ocasionalmente son infectados se pudren y desprenden sin que
aparezcan manchas en ellos. Las raices también son infectadas y después de un
periodo inicial de achaparramiento se pudren las raices laterales mas pequefas
(Agrios, 1996). La pudricidon del sistema radical de la planta antecede a todos los
sintomas del follaje descritos, ya que la mayoria de éstos son una consecuencia
de la infeccion de las raices de las plantas por el hongo. La marchitez de las
plantas es ocasionada probablemente por la obstruccion de los vasos
xilematicos, producida por el micelio, esporas, geles, gomas y tilosas, asi como
por la accion individual o combinada de toxinas, enzima hidroliticas y reguladores

de crecimiento (Ayvar, 1988).
2.7.2. Generalidades de Fusarium oxysporum Schltdl.

Fusarium oxysporum es un hongo imperfecto, que aparentemente ha perdido el
estado perfecto o sexual. Este se reproduce por medio de conidios (una espora
asexual formada en el extremo de una hifa). EI hongo sobrevive por largos
periodos en el suelo como clamidosporas. Las variantes de F. oxysporum estan
divididas en muchas formas especiales que no pueden ser distinguidas usando

criterios morfoloégicos (Agrios, 2002).



El micelio es generalmente aéreo, abundante, algodonoso, con diferentes
coloraciones como blancas, durazno, salmén, pero usualmente con un tinte

purpura o violeta mas intenso en la superficie del agar.

El hongo se caracteriza por producir tres clases de esporas, una de ellas son los
microconidios que son esporas unicelulares, aceptadas, hialinas, de forma
variable, formadas sobre fialides laterales o sobre conidiéforos poco ramificados.
Los microconidios tienen entre 5-12 um de largo x 2.5-3.5 pm de ancho (Nelson,
1981). Los macroconidios son de pared delgada, fusiformes, largas vy
moderadamente curvas en forma de hoz, poseen de tres a cinco septos
transversales, con la célula basal elongada y la célula apical atenuada con un
tamafo de 27-60 x 3-5 um (Nelson, 1981).

Las clamidosporas son globosas, de doble pared gruesa. Se encuentran
solitarias o en pares, formadas a partir de la condensacion del contenido de las
hifas y los conidios. Con esta estructura el hongo sobrevive en condiciones
ambientales desfavorables y en ausencia de plantas hospedantes. Su tamafio
varia de 5-15 pm de didmetro (Barrera y Gomez, 1995; Nelson, 1981; Summerell
et al., 2002).

La morfologia de los macroconidios y la presencia y caracteristicas de las
clamidosporas son muy importantes para la identificacion de las especies. Los
macroconidios y microconidios se producen en los vasos del xilema, pero los

microconidios son predominantes en tejidos infectados (Nelson et al., 1983).

Esta especie se caracteriza por producir distintas formas especiales, las cuales
no se pueden diferenciar por su morfologia o por las caracteristicas culturales de
las colonias sin embargo, son fisiol6gicamente diferentes por su capacidad de
parasitar y ocasionar enfermedades en plantas hospedantes especificas. Esto se
debe a que solamente las plantas hospedantes y sus exudados radicales
satisfacen los requerimientos nutricionales del hongo y por lo tanto, puede

desarrollarse solo en este tipo de plantas (Nelson, 1981; Gordon y Martyn, 1997).



2.7.3. Formas especiales de Fusarium oxysporum Schltdl.

El termino forma especial fue ideado por Snyder y Hansen (1940) para acomodar
las variantes patdégenas conocidas de Fusarium oxysporum. Este término fue
propuesto para describir una capacidad particular que exhiben ciertas cepas del
hongo de producir una patologia en una determinada especie de planta o grupo
discreto de éstas. El concepto de forma especial ha sido particularmente util para
los fitopatdlogos debido a que delimita un grupo de aislamientos importantes para
la produccion de cosechas susceptibles al marchitamiento por Fusarium (Gordon
& Martyn, 1997).

El grado de relacidon genética y taxondmica de los distintos aislamientos de una
forma especial es importante cuando se pretenden implementar programas de
control basados en la posibilidad de aislar e identificar variedades de una especie
vegetal que sean resistentes a una forma especial de Fusarium sp. que las afecta
(Gordon & Martyn, 1997).

2.7.4. Fusarium venenatum Nirenberg

Este hongo se encuentra presente en una variedad de especies de plantas y
suelos en Europa y se reportan como hospederos a Humulus Ilupulus
(Cannabaceae), Solanum tuberosum (Solanaceae), Triticum aestivum, Zea mays
(Poaceae) (Nirenberg, 1995). Sin embargo, no se tienen reportes de que cause

dafos a estos cultivos.
2.7.5. Fusarium equiseti (Corda) Saccardo

Fusarium equiseti es un hongo cosmopolita habitante del suelo, encontrado en
areas que van de frias, templadas a calidas y aridas. Tiene la capacidad de
infectar semillas, raices, tubérculos y frutas de varias plantas (Leslie &
Summerell, 2006). Entre estos cultivos se pueden mencionar el melén (Cucumis
melo L.) en USA reportado por Gcjr et al. (1987), la soya (Glycine max Linn.) en
Argentina (Gally et al., 1998), el comino (Cuminum cyminum L.) en la India

(Ramchandra & Bhatt, 2012), el arbol de mangle (Avicennia marina Forssk.) en
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China (Lu et al.,, 2014), en la nuez pecanera (Carya illinoinensis K.) en Brasil
(Lazarotto et al., 2014), en algunas brassicas como la coliflor (Brassica oleracea
var. botrytis L.) (Liang Li et al., 2017), la col rizada (Brassica alboglabra L. H.
Bailey) y el repollo (Brassica oleracea L.) (Peregrine & Ahmad, 1982) ademas de
la racula (Eruca sativa Mill.) (Garibaldi et al., 2011).

En Meéxico ha sido reportado en maiz (Figueroa et al., 2010), en papaya
(Vasquez et al., 2012), en frijol (Montiel et al., 2005) y recientemente en jatrofa
(Jatropha curcas) (Herrera, 2017).

Este hongo también puede producir micotoxinas en medio de cultivo y en plantas,
informes previos indican su capacidad para producir diversas formas de
nivalenol, diacetoxyscirpenol y la micotoxina estrogénica zearalenona (Bosch &
Mirocha 1992; Jiménez et al., 1997; Tseng & Tu, 1997; Morgens et al., 2001;
Bottalico & Perrone, 2002).

2.7.6. Fusarium sambucinum Fickel

F. sambucinum es un hongo cosmopolita. Se puede encontrar en corteza de
madera muerta, raices, o papas almacenadas, tiende a ocasionar enfermedades
como, cancros, muerte regresiva, podredumbre de la raiz, podredumbre de las
papas en almacén. Estd reportado como patdgeno en varias plantas de
diferentes familias como, la papaya (Carica papaya), Elymus riparius, Melia sp.,
Robinia pseudoacacia, Sambucus nigra, Sambucus racemosa, Schedium edule,
y papa (Solanum tuberosum L.) (U.S. National Fungus Collections Fungal
Database. April 27, 2018).
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CAPITULO 3. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE
ESPECIES DE Fusarium spp. CAUSANTES DE MARCHITEZ VASCULAR
EN Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.

RESUMEN

A partir de material vegetal enfermo de Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.
colectado en Chapingo, México, se obtuvieron cuatro aislados, los cuales
primeramente fueron identificados con base en rasgos morfologicos.
Posteriormente se realiz6 una prueba de PCR utilizando los iniciadores ITS y
TEF. Los resultaron arrojaron cuatro diferentes especies de Fusarium spp. Para
determinar si los aislamientos eran patogénicos a Physalis se llevaron a cabo
pruebas de patogenicidad utilizando cuatro poblaciones del Banco de
Germoplasma de Especies Nativas de la Universidad Autbnoma Chapingo; 11
(173 BNGEN), 203 (Poblacién 3), 66 (Verde 01) y la variedad 205 (Tecozautla
04). Las variables evaluadas fueron incidencia y severidad; las evaluaciones se
realizaron cada dos dias. Los cuatro aislados provocaron sintomas relacionados
con la enfermedad conocida como marchitez vascular, en las cuatro poblaciones
evaluadas de Physalis spp. Esta enfermedad se encuentra asociada a cuatro
especies diferentes del género Fusarium (F. sambucinum, F. venenatum F.
equiseti y F. oxysporum) en tomate de cascara en Chapingo, México.

Palabras clave: PCR, accesién, patogenicidad, iniciadores ITS y TEF.



MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF SPECIES OF
Fusarium sp. CAUSANTS OF VASCULAR WILT IN Physalis ixocarpa Brot. ex
Horm.

ABSTRACT

From diseased plant material of Physalis ixocarpa Brot. ex Horm. collected in
Chapingo, Mexico, four isolates were obtained, which were first identified based
on morphological traits. Then a PCR test was performed using the ITS 5y 4 and
TEF primers, which resulted in four different species of Fusarium spp. To
determine if the isolates were pathogenic to Physalis, pathogenicity tests were
carried out using four populations of the Germplasm Bank of Native Species of
the Universidad Autbnoma Chapingo; 11 (173 BNGEN), 203 (Population 3),
Green 01 and the variety 205 (Tecozautla 04). The evaluated variables were
incidence and severity; the evaluations were made every two days. The four
isolates caused symptoms related to the disease known as vascular wilt, in the
four evaluated populations of Physalis spp. This disease is associated with four
different species of genus Fusarium (F. sambucinum, F. venenatum F. equiseti y
F. oxysporum) in husk tomato in Chapingo, Mexico.

Key words: PCR, accession, pathogenicity, ITS and TEF primers.



3.1. INTRODUCCION

La identificacion de las especies del género Fusarium es uno de las tareas
predominantes en la taxonomia de hongos, dado el nimero de especies
reconocidas dentro del género y su importancia en la agricultura, industria y
medicina. En el caso particular de la agricultura, la identificacion de las especies
se ha visto impulsada por la alta incidencia de este patdégeno en los cultivos de
mayor importancia econdémica (Chandra et al., 2011) y (Leslie & Summerell
(2006). Uno de estos cultivos es el tomate de cascara, gracias a Su UuSO
primordial en la gastronomia mexicana, sus propiedades alternativas como la
medicinal, la ornamental y la nutracéutica (Santiaguillo et al., 2012), que lo
colocaron en el afio 2016 como la quinta hortaliza de mayor importancia en
cuanto a superficie cultivada (SIAP-SAGARPA, 2016).

Muchas especies, aislados o subespecies del género Fusarium tienen una
notable variacion con respecto a sus caracteristicas morfoldgicas, culturales y
fisiologicas. Esta capacidad puede explicarse en parte debido a la habilidad de
Fusarium de colonizar diversos nichos ecoldgicos en distintas areas geogréficas
de todo el mundo. La caracterizacion morfolégica esta basada principalmente en
la descripcién de las esporas asexuales micro y macroconidios, fialides, y
estructuras de resistencia (clamidosporas). Los macroconidios son las esporas
mas importantes en la identificacion morfolégica de las especies de Fusarium
(Leslie & Summerell, 2006).

La diversidad del género Fusarium tiene considerables dificultades en el
desarrollo de un sistema taxonémico estable y ampliamente aplicable para el
mismo. Dado que la identificacion morfol6gica fue por muchos afios el criterio

unico de identificacion de las especies de Fusarium (Boutigny et al., 2014).

Como solucion a esta problematica cobra importancia la caracterizacion
molecular, que como su nombre lo indica se refiere a la descripcion de las
especies con base en el estudio de los acidos nucleicos, lo que permite la

identificacion de organismos fitopatdgenos de forma viable y con mayor certeza.
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La aplicacion de marcadores moleculares aclara las relaciones genéticas de los
grupos de hongos fitopatégenos, sobre todo cuando los criterios morfologicos de

clasificacion son variables o inconsistentes (Bellido, 2005).

La correcta identificacion de especies de cualquier hongo fitopatbgenos es de
vital importancia ya que permitira estructurar un manejo dirigido y eficiente que
repercutira en minimas pérdidas econdmicas a causa de la enfermedad. En este
contexto, por lo tanto el objetivo fue identificar las especies del género Fusarium

gue atacan al cultivo de tomate de céscara.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Sitio de estudio y muestreo

Para llevar a cabo la caracterizacion morfoldgica, se colecté material vegetal
enfermo al azar (Cochran, 1977) de Physalis ixocarpa en el Lote X-3 del Campo

Agricola Experimental de la Universidad Autonoma Chapingo (UACh).

3.2.2. Colecta de material

El material vegetal de P. Ixocarpa recolectado evidenciaba sintomas como
achaparramiento, marchitez y amarillamiento del follaje, los cuales estan
estrechamente relacionados con la presencia de F. oxysporum. Estas muestras
se procesaron en el Laboratorio de Micologia Agricola del Departamento de

Parasitologia Agricola de la misma universidad (Tuite,1969).
3.2.3. Aislamiento

Se realiz6 una desinfeccién con hipoclorito de sodio 1 % (NaClO) y agua
destilada estérii del material enfermo, especificamente de la raiz, e

inmediatamente se efectu6 la siembra del mismo en medio de cultivo PDA



(Potato Dextrose Agar). A los ocho dias se observd el crecimiento de varias
colonias de hongos. Estas colonias se transfirieron a agua agar, el cual es un
medio pobre de nutrientes en el que el micelio crece de forma muy rala, lo que
permite hacer aislamientos con la técnica de punta de hifa, esto con la finalidad

de garantizar la pureza del hongo (Tuite,1969).
3.2.4. Purificacion de aislamientos

Al obtener aislados aparentemente puros y confirmada la presencia de conidios a
través de preparaciones observadas al microscopio, el paso siguiente fue
incrementar la cantidad disponible de inoculo para una posterior inoculacién. El
hongo se dej6 crecer en medio PDA por ocho dias. Se verificé que hubiera
suficiente presencia de conidios, y se procedié a hacer una solucién conidial de
1x10° esporas mL™ (Tuite,1969).

3.2.5. Pruebas de patogenicidad

Se seleccionaron plantas completamente sanas de las poblaciones 11 (173
BNGEN), 203 (Poblacién 3), 66 (Verde 01) y la variedad 205 (Tecozautla 04) (de
aproximadamente 32 dias de edad). Se inocularon 16 plantas de cada una de las
poblaciones seleccionadas con cada aislado fungoso y se dejaron como testigos

dos plantas de cada poblacion sin inocular.

El proceso de inoculacién consistié en agregar surfactante hidrofilico (Tween 20)
a la solucién conidial previamente preparada, en seguida se realizé un lavado de
raiz de las plantulas y a éstas se les hizo una pequefia lesion en el area radicular
con la finalidad de facilitar la penetracion del patdgeno, se dejaron reposar en la
solucion durante 30 minutos. Posteriormente se traspasaron a macetas con
sustrato estéril (peat moss). Las plantulas permanecieron en condiciones

controladas de invernadero a una temperatura de 25° C.

La expresion de sintomas empez6 a manifestarse a los dos dias posteriores a la

inoculacion para los cuatro aislados, empezando con un amarillamiento y pérdida
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de turgencia de la planta, seguidos por la caida de hojas, sequia de la planta y
finalmente su muerte (Leslie & Summerell, 2006).

El patégeno nuevamente se aislo, en esta ocasion de las plantas previamente
infectadas. Se realizo el proceso de siembra en PDA y después de dos semanas

nuevamente se obtuvieron los cuatro aislados puros (Tuite,1969).
3.2.6. Caracterizacién morfoldgica de los aislados

3.2.6.1. In vitro
Para el caso de los hongos con crecimiento micelial de color blanco a violaceo
los signos y sintomas observados en las plantas infectadas se evaluaron con un
microscopio estereoscopico. Ademas se realizaron cortes longitudinales del
cuello de las plantas de manera manual y se evaluaron las caracteristicas
morfolégicas de 50 estructuras asexuales y miceliales éstos hongos los cuales se
observaron con un microscopio compuesto (Leslie & Summerell, 2006).

3.2.6.2. Caracterizacion morfolégica
Tomando en cuenta que los macroconidios son las esporas mas importantes en
la identificacion morfologica de las especies del género Fusarium (Leslie &
Summerell, 2006), se utilizé medio Carnation Leaf Agar (CLA), ya que los
aislados cultivados en este medio producen macroconidios que son mas
uniformes en tamafo y forma, que las colonias cultivadas en medios ricos en
carbohidratos como PDA (Leslie & Summerell, 2006). De igual manera, para
lograr el crecimiento de microconidios los aislados se transfirieron al medio
Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) (Leslie & Summerell, 2006). Los aislados
se dejaron crecer durante 15 dias y posteriormente microconidios Yy
macroconidios fueron observados y medidos en un microscopio compuesto con
ayuda del programa Motic Images Plus 3.0. El programa permiti6 medir largo
(um), ancho (um), perimetro (um), angulo y longitud del arco (um) del conidio, se
midieron 50 macroconidios y microconidios para cada aislado y de éstos se

obtuvo un rango (Leslie & Summerell, 2006).



Un criterio mas, utilizado en la identificacion morfoldgica, es la forma y tamafio de
fidlides. Para lograr la expresion de éstas se utilizaron cdmaras himedas. El
proceso consistido en tomar una muestra de micelio de cada aislado de los medios
SNA o CLA para realizar una preparacion en el portaobjetos con agua destilada
estéril, en una caja petri de vidrio se coloc6 cuidadosamente una toalla de papel
humedecida con agua destilada. La preparacion se coloco dentro de la caja y se
sellé6 para evitar pérdida de humedad, a los tres dias posteriores se pudo
observar presencia de fialides las cuales fueron medidas con un micrémetro

ocular en un microscopio compuesto (Leslie & Summerell, 2006).

Con excepcion de las fialides, la obtencion de todas las fotomicrografias se llevd
a cabo en un fotomicroscopio Olympus Modelo ProvisAX70 con camara digital de

5 megapixeles.
3.2.7 Caracterizacion molecular de los aislados

Partiendo del hongo purificado e incubado durante 15 dias en medio de cultivo
PDA, con ayuda de una espatula, se rasp06 cuidosamente el micelio y se depositd
en un mortero para después ser macerado con nitrégeno liquido. Cada muestra
macerada fue depositada en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se afiadi
buffer de extraccion (100 mM Tris HCI ph 8.0, 50 mM de EDTA pH 8.0, 2 % de
SDS) y se incub6 en bafio seco 30 min a 38 °C. Se adicionaron 30 uL de CTAB
10 % y 70 yL de NaCl 5 M y se incub6 en bano seco 30 min a 65 °C. Después se
adiciond 50 L de acetato de potasio 5 M y se mantuvo a -20 °C por 10 min. Se
anadié 700 pL de cloroformo-alcohol isoamilico y se mezcl6. La muestra se

centrifug6 a 13 000 g por 10 min.

El sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo de microcentrifuga de 1.5 mL y se
agrego 640 pyL de isopropanol y 60 uL de acetato de sodio 3.5 M. Se puso a
precipitar el ADN a —20 °C y después se centrifugé a 13 000 g por 10 min. El
sobrenadante se descart6 y se lavo la pastilla de ADN con 500 uL de etanol al 70

% Yy se centrifugd a 13 000 g por 5 min. Se descart6 el sobrenadante y se puso a



secar la pastilla de ADN. Después de que la pastilla de ADN estuvo seca, se
afiadieron 100 pyL de agua libre de ADNsa y ARNsa (White et al., 1990).

Para realizar la PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) de los hongos
caracterizados morfolégicamente como Fusarium spp, se utilizaron los iniciadores
ITS 5 (GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G)y4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT
GC) (White et al., 1990). La mezcla de reaccion se prepard a un volumen final de
25 uL, buffer de PCR 1x, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 0.4 uM de cada iniciador,
0.04 U/ uL ADN polimerasa Promega® y 4 ng/ pL de DNA. La PCR se llevé a
cabo en un termociclador BIORAD® (EE.UU.), con una desnaturalizacién inicial
de 95 °C 3 min, 35 ciclos de 95 °C 30s, 55 °C 30s, 72 °C 1 min, y una extension
final de 72 °C por 10 min (White et al., 1990).

Adicionalmente se probaron los iniciadores EF1-728F (CAT CGA GAA GTT CGA
GAA GG) y EF1-986R (TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC) (Carbone and Kohn,
1999) con una temperatura de alineamiento de 54 °C. Los productos amplificados
fueron verificados por electroforesis en agarosa al 1 % con buffer de corrida TAE
1 X con el uso de 5uL del producto de PCR, para llevar a electroforesis a 90
volts. El gel se analiz6 en un transiluminador ChemiDoc-It® 2. UVP (R.U.). Los
fragmentos de ADN purificados se mandaron a secuenciar a Corea a la empresa

Macrogen®.
3.2.8. Andlisis de datos

De acuerdo a las mediciones de cada uno de los aislados obtenidos se
compararon con lo mencionado por Leslie & Summerell (2006) para especies del

género Fusarium.

Para la identificacion molecular las secuencias obtenidas fueron comparadas con
la base de datos en NCBI (The National Center for Biotechnology Information)
con el BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

3.3. RESULTADOS

Se identificaron cuatro patégenos causando pudricién de raiz y cuello en la planta

lo que provoco la caida de hojas y marchitez generalizada en la misma.
3.3.1. Pruebas de patogenicidad

Las plantas comenzaron a presentar sintomas dos dias después de la
inoculacién. Para el caso del aislado M1 la accesion 11 (173 BNGEN) vy la
variedad 203 (Poblacion 3) presentaron un alto grado de marchitez y las hojas
empezaron a perder coloracion pero sin presentar amarillamiento. Para la
accesion 66 (Verde 01) y la variedad 205 (Tecozautla 04) los sintomas
consistieron en una tenue marchitez con hiponastia de hojas (Figura Al).

En lo que respecta a las plantas infectadas con el aislado M2 (Figura A2) todas
las poblaciones mostraron un marchitez poco marcada; sin embargo, el
amarillamiento en las hojas era mas perceptible que en las inoculadas con el
aislado M1. A su vez el aislado M3 (Figura A3) provocé en las cuatro poblaciones
una marchitez evidente, al igual que amarillamiento en las hojas, sin embargo,
este era menos intenso en las plantas de la accesién 66 (Verde 01) y la variedad
205 (Tecozautla 04), la hiponastia se hizo presente en las plantas de las
accesiones 11 (173 BNGEN) y 203 (Poblaciéon 3). Las cuatro poblaciones
infectadas con el asilado M4 evidenciaron poco amarillamiento en hojas y poca o
nula marchitez de plantas (Figura A4). Cabe resaltar que durante todo el proceso
los sintomas se acentuaban durante el dia, por la noche y parte de las mafana
las plantas parecian recuperarse.

A los siete dias posteriores a la inoculacion del aislado M1 las plantas de las
accesiones 66 (Verde 01) y la variedad 205 (Tecozautla 04) mostraron una ligera
marchitez, las hojas superiores evidenciaban mucho menos amarillamiento que
las basales, ademas de que estas practicamente estaban desprendidas de la
planta. En las plantas de la accesion 66 (Verde 01) se pudo observar que las

hojas basales estaban completamente muertas mientras que las hojas superiores



mostraban poco amarillamiento; sin embargo, las puntas de estas comenzaban a
secarse. Por su parte, la accesion 203 (Poblacion 3) no mostré sintomas de
marchitez, las hojas superiores presentaron poco amarillamiento ubicado en las
puntas de las mismas, a diferencia de las hojas basales que ya se encontraban
desprendidas. Para el caso de la accesion 11 (173 BNGEN) las hojas de toda la
planta estaban completamente secas y mostraban un retraso en su desarrollo en

comparacion con el tamafio de las hojas de los testigos.

El aislado M2 en la accesion 11 (173 BNGEN) y la variedad 203 (Poblacion 3)
provoco una defoliacion severa, asi como marchitez y reduccion en el tamafio de
la ldmina foliar de la planta. En la accesion 66 (Verde 01) y la variedad 205
(Tecozautla 04) aun no habia defoliacion pero si amarillamiento en la punta de
las hojas seguido de la muerte del tejido. Tampoco hubo presencia de marchitez.
Esos mismos sintomas se repitieron en la plantas inoculadas con el aislado M3,
en el caso de las accesiones 11 (173 BNGEN) y 203 (Poblacion 3) se vieron
severamente afectadas, ya que presentaron un alto grado de defoliacion y
reduccion en el tamafio de la planta, practicamente toda la hojas de la planta

estaban secas para esta fecha.

La accesion 11 (173 BNGEN) y la variedad 203 (Poblacién 3) inoculadas con el
aislado M4 mostraron un decaimiento y amarillamiento en practicamente toda la
planta, asi como defoliaciébn de hojas basales ya secas. La accesion 11 (173
BNGEN) presentd una reduccion de tamafio de la lamina foliar en comparacion al
testigo, las accesiones 66 (Verde 01) y la variedad 205 (Tecozautla 04)
expresaron hiponastia, las hojas basales aun no terminaban de secarse por lo

tanto no habia defoliacion.

A los 14 dias la accesion 66 (Verde 01) junto con la variedad 203 (Poblacion 3) y
205 (Tecozautla 04) inoculadas con el aislado M1 presentaron plantas tolerantes
a la interaccion con el hongo, exhibieron ligero amarillamiento en la hojas y un

moderado retraso en el crecimiento de la planta (Figura A5).



En las variedades 205 (Tecozautla 04) y 203 (Poblacién 3) se encontraron
plantas tolerantes a el aislado M2, con reduccion en el tamafio de planta y
amarillamiento en las puntas de las hojas (Figura A6). Asi mismo, para la
infeccion con el aislado M3 la variedad 205 (Tecozautla 04) y la accesion 66
(Verde 01) si tuvieron plantas con sobrevivencia al hongo pero con marcado
amarillamiento en las hojas (Figura A7).

Para el aislado M4 la accesion 11 (173 BNGEN) si tuvo plantas sobrevivientes
con reduccion en el tamafio de las hojas y amarillamiento en la punta de estas.
La accesion 66 (Verde 01) y la variedad 205 (Tecozautla 04) presentaron plantas
sobrevivientes pero con poca cantidad de hojas y amarillamiento pronunciado en

las puntas seguido de la muerte del tejido foliar (Figura A8).

El resto las accesiones que no se mencionaron manifestaron un notorio retraso
en el crecimiento de la planta y en el tamafio de las hojas, ademés de que todas
la hojas se secaron y quedaron adheridas a estas.

3.3.2. Caracterizacion morfoldgica
3.3.2.1. Identificacién morfolégica de Fusarium sambucinum Fuckel

El aislado M1 después de siete dias en medio PDA presentd un crecimiento
relativamente rapido evidenciando un micelio aéreo abundante, floculado al tacto
y de color blanco a amarillo, también presenté una masa de macroconidios en el
centro de la colonia. A medida que el crecimiento aumentaba se observé una
serie de anillos concéntricos aparentes. Ademas, los margenes de la colonia eran

lobulados y cuando los I6bulos desaparecian la cepa comenzaba a degenerarse.

Los macroconidios fueron relativamente cortos, delgados, de tres a cinco septos
y falcados, con una célula apical puntiaguda y una célula basal en forma de pie y
un tamafio que oscilaba entre 3.37-5.52 x 21.01-58.99 pm. No se observo
presencia de clamidosporas ni microconidios, pero si de fialides 24-40 uym. Las



caracteristicas reportadas coinciden con las descritas por Leslie & Summerell
(2006) para F. sambucinum (Figura 3.1).

Figura 3.1. Caracterizacion morfolégica de Fusarium sambucinum. A y B) Colonia
en medio PDA. C) Macroconidios de colonias con 12 dias de edad producidos en
medio CLA. D) Macroconidios de colonias de 12 dias de edad producidos en
medio SNA. E) Fialides.

3.3.2.2. Identificacion morfolégica de Fusarium equiseti (Corda)

Saccardo

El aislado M2 después de siete dias en medio PDA desarrollé6 micelio abundante
de color blanco al inicio, pero se volvi6 marrén con la edad. Presenté un
pigmento marrén claro a marrén oscuro en donde la colonia entraba en contacto

con el agar por vez primera.
Los macroconidios estaban formados por paredes gruesas con una fuerte

curvatura dorsoventral y usualmente con cuatro a cinco septos. Evidenciaron una
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célula basal distintivamente en forma de pie y una célula apical afilada similar a
un latigo. El tamafio de estos oscilé en un rango de 3.17-5.71 x 32.03-61.32 um,

no hubo presencia de microconidios.

Las clamidosporas se tornaron de color marron palido, y hubo presencia de
fiélides cuyo tamafio fluctu6é entre 9-14um. Las caracteristicas coinciden con las
descritas por Leslie & Summerell (2006) para F. equiseti (Figura 3.3).

Figura 3.3. Caracterizacion morfolégica de Fusarium equiseti A y B) Colonia en
medio PDA. C) Macroconidios de colonias de 12 dias de edad producidos en
medio CLA. D) Macroconidios de colonias de 12 dias de edad producidos en
medio SNA. E) Clamidosporas. F) Fialides.

3.3.2.3. Identificacion morfolégica de Fusarium venenatum Nirenberg

El aislado M3 en PDA desarroll6 un crecimiento moderadamente rapido. A los
siete dias evidencio micelio algodonoso largo y denso que inicialmente fue blanco
pero que con el tiempo se oscurecié a naranja, o rojo. Se observé abundante
presencia de macroconidios, los cuales fueron relativamente cortos, delgados,
falcados y en su mayoria con cinco septos con una célula apical puntiaguda y
una célula basal en forma de pie con un tamafio de 3.63-6.54 x 19.99-45.78 ym.
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Las clamidosporas se observaron formadas en cadenas cortas enganchadas, no
hubo presencia de microconidios, pero si de fidlides 39-59 pm. Las
caracteristicas coinciden con las descritas por Leslie & Summerell (2006) para F.

venenatum (Figura 3.2).

Figura 3.2. Caracterizacion morfolégica de Fusarium venenatum. A y B) Colonia
en medio PDA. C) Macroconidios de colonias de 12 dias de edad producidos en
medio CLA. D) Macroconidios de colonias de 12 dias de edad producidos en
medio SNA. E) Clamidosporas. F) Fialides.

3.3.2.4. Fusarium oxysporum Schltdl.

El aislado M4 en medio PDA expres6 un micelio blanco, flocoso de color blanco a

violeta palido.

Los macroconidios observados fueron medianos a grandes 2.22-5.82 x 18.08-
58.61 um, falcados a casi rectos, de pared delgada y usualmente con cuatro o

cinco septos. La célula apical fue corta y la célula basal mostré una muesca o



forma de pie. En esta hongo si hubo presencia de microconidios los cuales fueron
ovales y septados, con un tamafio de 2.1-6.47 x 6.71-12.74 pym, de igual manera
se denotaron fialides con un tamafio de 9-13 ym. Las caracteristicas coinciden

con las descritas por Leslie & Summerell (2006) para F. oxysporum (Figura 3.4).

Figura 3.4. Caracterizacion morfologica de Fusarium oxysporum. A y B) Colonia
en medio PDA. C) Macroconidios de colonias de 12 dias de edad producidos en
medio CLA. D) Microconidios de colonias de 12 dias de edad producidos en
medio SNA. E) Fialides.

3.3.3. Identificacién molecular

La secuenciacion del TEF del ADNr de los cuatro aislados de Fusarium spp.
obtenidos de las muestras de P. ixocarpa colectadas en Chapingo, México, se
compararon con el programa BLAST en la base de datos del NCBI y el
porcentaje de similitud de los aislamientos vario del 99 al 100 % (Cuadro 1), lo
cual confirma los resultados arrojados por la identificacion morfolégica. Es decir,
en tomate de cascara se tiene la presencia de Fusarium sambucinum, F. equiseti,

F. venenatum, F. oxysporum.



Cuadro 1. Resultados de identidad en GenBank de secuencia de TEF (Factor de
elongacion de la traduccion) del ADNr de hongos aislados de material vegetal
enfermo de Physalis ixocarpa en Chapingo, México.

Aislado Identificaciéon TEF- Namero de Pais del
morfoldgica secuencias accesion aislado
(% de
similitud)
M1 Fusarium Fusarium AY188921.1 Francia
sambucinum sambucinum
(100)
M2 Fusarium Fusarium KX576658.1 China
equiseti equiseti (99)
M3 Fusarium Fusarium LN649232.1 Reino Unido
venenatum venenatum
(100)
M4 Fusarium Fusarium MG661726.1 Malasia
oxysporum oxysporum
(100)

3.4. DISCUSION

Al conocer los resultados de la caracterizacion molecular, la identificacion de F.
venenatum fue de interés particular, ya que este hongo comparte mas de una
caracteristica con F. graminearum como lo menciona Leslie & Summerell (2006),
comenzando con la pigmentacion roja que ambos presentan durante el desarrollo
de la colonia, a esto se suma la forma de pie de la célula basal y el nUmero de
septos que para los dos oscila entre cinco y seis. Sin embargo, la peculiaridad
mas notoria de F. graminearum sobre F. venenatum es el hecho de que el
primero es un hongo fitopatégeno y F. venenatum no, ya que este esta destinado
para uso alimenticio en humanos como micoproteina o sustituto de carne en
varios paises europeos, ademas de que su distribucion se restringe al continente
Europeo y son muy pocos los cultivos de los cuales se ha aislado (Leslie &
Summerell, 2006).

Poca a nula es la informacion que se tiene de este hongo como patdgeno de



plantas, ya que a pesar de haber sido aislado tanto del suelo como de plantas no
se hace mencidén que cause ningun tipo de sintomas en ellas. Esta informacion
discrepa con los datos arrojados en esta investigacion, puesto que F. venenatum
fue aislado de material de P. ixocarpa, el cual no se tiene contemplado como
hospedero del hongo, ya que la Unica especie de solanaceas a la cual se asocia

es la Papa (Solanum tuberosum L.) (Nirenberg 1995).

Aunado a esto, los datos exhibidos en la pruebas de patogenicidad indicaron que
al menos la variedad 203 (Poblacion 3) y la accesion 11 (173 BNGEN) mostraron
sintomas como amarillamiento, clorosis, marchitez, retraso en el crecimiento y
defoliacién de hojas que culminaron en la muerte de la planta. En este trabajo se
reporta la aparicion de F. venenatum por vez primera en México, especificamente
en P. ixocarpa asociado a sintomas descritos (autor) para la enfermedad

conocida como marchitez vascular en Chapingo, México.

Dentro de la diversidad de las especies del género Fusarium se identific6 a un
aislado como F. equiseti, el cual no fue facil de identificar morfolégicamente ya
gue el color rojizo anaranjado de la colonia, la pronunciada curvatura
dorsoventral del macroconidio y la forma de la célula apical similar a un latigo
como lo menciona Leslie & Summerell (2006) también aplican para la

clasificacion de F. compactum.

Sin embargo, en este hongo la célula apical tiende a adelgazarse de tal manera

gue da la apariencia de ser una aguja mas que un latigo.

En las pruebas de patogenicidad las accesiones 11 (173 BNGEN) y 66 (VERDE
01) fueron las mas afectadas por el hongo. Dicha infeccion desemboc6 en
sintomas aéreos como lo fueron la marchitez, hiponastia, amarillamiento de las
hojas basales, seguidas por muerte del tejido de las mismas y finalmente su

defoliacion.

A pesar de que F. equiseti es un habitante del suelo de distribucion cosmopolita y

reportado como patégeno en diversas familias infectando raices, tubérculos,



semillas y frutos (Farr, & Rossman, 2018), en tomate de céscara no se tiene
ningun reporte de su presencia. Rubela et al. (2010) reportaron que para tomate
(Solanum Lycopersicon L.) y chile pimiento (Capsicum annum L.) no hubo
presencia de sintoma alguno. Sin embargo, Stefancyzk et al. (2016) lo reportan
asociado a la pudricion seca de tubérculos de papa (Solanum tuberosum L.) en
Polonia, por lo que dentro de la familia de las solanaceas existen especies
susceptibles y asintomaticas a este hongo. El tomate de cascara es un cultivo
afectado por la patogenicidad del hongo y en este trabajo se reporta a F. equiseti
como patogeno asociado a la enfermedad de la marchitez vascular en P.

ixocarpa por primera vez en Chapingo, México.

Para lograr la identificacion a nivel morfolégico de F. sambucinum el micelio
esponjoso blanco en la superficie y coloracién carmesi de las colonias de la parte
inferior fue de bastante ayuda, al igual que los macroconidios grandes distintivos,
lo cual coincidio con lo descrito por Leslie & Summerell (2006). La identificacion
se confirmé mediante la comparacion de los datos de la secuencia ITS

(espaciador transcrito interno) con los aislados de referencia.

Los datos observados en la prueba de patogenicidad ubican a la accesién 11
(173 BNGEN) como la mas susceptible a este hongo, ya que evidencié sintomas
de amarillamiento y marchitez seguidas de defoliacion de hojas basales y muerte
de la planta. F. sambucinum ataca a un gran namero de familias, entre ellas a las
solanaceas, causando la pudricion seca de la papa (Solanum tuberosum L.)
(Wharton et al., 2006) y la podredumbre blanda en frutos de tomate
(Lycopersicon esculentum) (Mourelos et al., 2016) siendo de las enfermedades
mas importantes en poscosecha. En el género Physalis no se tiene ningun
antecedente de este hongo afectando frutos en poscosecha. Sin embargo, como
lo demuestran las pruebas de patogenicidad, si tiene la capacidad de afectar a la
planta de manera significativa. Por lo tanto en este trabajo se reporta a Fusarium
sambucinum como agente causal de sintomas caracteristicos de la enfermedad

conocida como marchitez vascular en P. ixocarpa en Chapingo, México. (yola)

Para la identificacion morfoldgica de F. oxysporum el color blanco del micelio al
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inicio de su desarrollo y su posterior coloracion a violeta palido, asi como la
presencia de macroconidios y microconidios fue un importante indicador para su
identificacion (Leslie & Summerell, 2006). Esta enfermedad ya se habia reportado
con anterioridad en el cultivo de Physalis y esta catalogada como una de las mas
importantes debido a las graves pérdidas que ocasiona segun lo descrito por
Apodaca et al. (2008). Los sintomas que se observaron en la prueba de
patogenicidad fueron amarillamiento parcial de las hojas basales que
gradualmente fueron alcanzando a hojas mas joévenes conduciendo
paulatinamente al marchitamiento y muerte de la planta. Igualmente se presenté
pérdida de turgencia, hiponastia, clorosis de hojas, como lo describen Palma
(2004) y Rodriguez (2013).

3.5. CONCLUSIONES

La marchitez vascular o secadera en P. ixocarpa en la region de Chapingo,
México no esta asociada Unicamente a F. oxysporum. Existen otras tres especies
gue son capaces de inducir los mismos sintomas que éste hongo en las plantas
de tomate. El hecho de que exista un complejo fungoso asociado dificulta ain
mas el control de la enfermedad y la coloca en un status preponderante de

importancia.

Este es el primer reporte de F. sambucinum, F. venenatum y F. equiseti como
agentes causales de la marchitez vascular en P. ixocarpa, y el primer reporte de

F. venenatum como agente patogénico en plantas.

Para poder corroborar que F. venenatum es un patdogeno con potencial infectivo
en plantas de diferentes familias, se recomienda la realizacién de estudios de

patogenicidad en multiples hospedantes.
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CAPITULO 4. BUSQUEDA DE FUENTES DE RESISTENCIA A Fusarium
oxysporum EN ACCESIONES DE Physalis spp.

RESUMEN

El tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot. ex. Horm) se ha consolidado como
una de las hortalizas mas importantes en México en las Ultimas dos décadas, ya
gue se cultiva y comercializa en todas la entidades del pais. Sin embargo, su
produccién se ha visto frenada por una devastadora enfermedad que tiene como
agente causal a F. oxysporum. No existe ningin método de control eficiente para
esta enfermedad, por lo que considerar el mejoramiento genético como una
opcion de control se vuelve vital, ya que no existen variedades de Physalis spp.
reportadas con dicha resistencia. Bajo la necesidad de detectar posibles fuentes
de resistencia o tolerancia a F. oxysporum se fundamenté esta investigacion. Se
evaluaron 7 variedades y 17 accesiones de tomate de cascara (Physalis spp.) del
Banco Nacional de Germoplasma de la Universidad Autonoma Chapingo. Se
establecieron dos ciclos de cultivo y en ambos se monitore6 el desarrollo de la
enfermedad sobre el cultivo y el comportamiento agronémico del mismo a través
de variables repuesta como incidencia, severidad, rendimiento, altura, volumen,
densidad y peso del fruto. El andlisis estadistico indico que al menos dos
accesiones 133 (JAL 01) y 66 (Verde 01) presentan cierto grado de tolerancia a
F. oxysporum, sin embargo, su desempefio agronémico no fue el mejor.

Palabras Clave: Accesion, severidad, incidencia, mejoramiento genético.



SEARCH FOR SOURCES OF RESISTANCE TO Fusarium oxysporum IN
ACCESSIONS OF Physalis spp.

ABSTRACT

Husk tomato (Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.) in the last two decades has been
consolidated as one of the most important vegetables in Mexico since it is
cultivated and marketed in all the states of the country. However, its production
has been slowed by a devastating disease that has Fusarium oxysporum as a
causative agent. There is no effective control method for this disease, so
exploring genetic improvement as a control option becomes vital as currently
there are no Physalis spp. varieties with that resistance reported. The research
was based on the need to detect possible sources of resistance or tolerance to F.
oxysporum. Were evaluated 7 varieties and 17 accessions of husk tomato
(Physalis spp.) from the National Germplasm Bank of the Universidad Autonoma
Chapingo. Two cultivation cycles were established and in both the development of
the disease on the crop and the agronomic behavior of the crop were monitored
through variables such as incidence, severity, yield, height, volume, density and
fruit weight. The statistical analysis indicated that at least two accessions 133 (
JAL 01) and 66 (Verde 01) have a certain degree of tolerance to F. oxysporum,
however, their agronomic performance was not the best.

Key words: Accession, severity, incidence, plant breeding.



4.1. INTRODUCCION

La marchitez vascular causada por F. oxysporum se ha reportado como la
segunda enfermedad de mayor impacto en el cultivo de la tomate de cascara
(Apodaca-Sanchez et al., 2008).

Los marchitamientos vasculares estan catalogados como una de las
enfermedades més dificiles de controlar. Debido al hecho de que una sola espora
es suficiente para detonar la infeccidn, la extremada persistencia en los suelos
debido a su capacidad de producir estructuras de resistencia y su versatilidad
fisiolégica lo hacen un microorganismo cosmopolita, cuya prevencion de la
infeccion se dificulta y por lo tanto su posterior control (Beckman, 1987; Gordon
and Martyn, 1997).

Las précticas de cultivo tales como el barbecho profundo, la rotacion de cultivos,
el dejar el suelo sin cultivar y el uso de semillas sanas, han sido Utiles para
disminuir las poblaciones del patdgeno en el suelo, pero no lo eliminan totalmente
(Pera & Calvet, 1989; Szczech et al., 1993; Garibaldi et al., 2004).

Por lo anterior, el desarrollo de cultivares resistentes constituye una alternativa
promisoria para reducir la dependencia de la proteccién quimica, lo que resulta
en cultivos mas seguros, econémicos y con un menor impacto ambiental
(Alvarez, 2000). Se ha demostrado con éxito experiencias de resistencia varietal
para el control de F. oxysporum en diversas especies, incluyendo la lechuga
(Garibaldi et al., 2004) y el pepino (Huang et al., 2008), entre otros. Sin embargo
en Physalis no se tienen reportes de cultivares resistentes a este patdégeno. Con
base en esto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar germoplasma en

relacion con su tolerancia o resistencia a Fusarium oxysporum.



4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Localizacion del sitio experimental

La fase de campo se llevd a cabo en el Lote X-3 del Campo Agricola
Experimental de la Universidad Autonoma Chapingo, a una altitud de 2250 msnm
en las coordenadas geograficas 19° 29" 20.4” de latitud Norte y 98° 52" 26.7”
longitud Oeste (Garcia, 1988).

El clima predominante en Chapingo, México es Cb (Wo)(W)b(i), definido como
templado subhimedo con lluvias en verano, con precipitacion invernal menor al 5
%, con un poco de oscilacion térmica y veranos frescos; régimen de precipitacion
media anual de 636 mm. La temperatura media anual se ubica entre 12 y 18 °C,

con variacion menor a 5 °C (Garcia, 1988).
4.2.2. Busqueda de fuentes de resistencia en accesiones de Physalis spp

Se estudiaron la accesiones de Physalis spp. del Banco de Germoplasma de
Especies Nativas del Departamento de Fitotecnia (Cuadro 2), para determinar si
algunas de estas podrian ser fuente de resistencia contra el ataque de Fusarium
oxysporum. Se evaluaron 17 accesiones que previamente fueron evaluadas y
seleccionadas por Tuxtla (2016) como candidatos de resistencia a Virus Mosaico
de la Alfalfa (AMV), Virus Mosaico del Pepino (CMV), Virus Jaspeado del Tabaco
(TEV), Virus Mosaico del Tabaco (TMV) y Virus de la Marchitez Manchada del
Tomate (TSWV). Como testigos se evaluaron también siete variedades del
programa de mejoramiento genético de tomate de cascara de la Universidad
Auténoma Chapingo.



Cuadro 2. Relacién de poblaciones de Physalis spp. utilizadas en la investigacion
en Chapingo, México.

NA Descripcion NA Descripcién

5 82 BNGEN 66 Verde 01

11 173 BNGEN 87 181 BNGEN

12 JAL 103 106 209 BNGEN

14 184 BNGEN 133 JAL 01

15 128 BNGEN 172 167 BNGEN

18 32 BNGEN 203 P("Tl?a';‘i:éoor;f

26 48 BNGEN 31 Gema (Testigo)*
35 170 BNGEN 200 Diamante (Testigo)*
39 Verde L 201 Manzano (Testigo)*
55 148 BNGEN 202 Morado SM (Testigo)*
57 156 BNGEN 204 Puebla SM3 (Testigo)*
64 147 BNGEN 205 Tecozautla 04 (Testigo)*

NA: Numero de accesion de Physalis spp; BNGEN: Banco Nacional de Germoplasma de Especies Nativas
de la Universidad Auténoma Chapingo (UACh). 'Variedades del Programa de Mejoramiento Genético de
Tomate de Céascara de la UACh.

4.2.2.1. Establecimiento del experimento para evaluacion de las
accesiones de Physalis spp. en condiciones de campo

Se realizaron dos ciclos de produccién, la siembra del primer ciclo se realizé el
dia 25 de febrero de 2017. Se utilizd sustrato comercial tipo peat-moss y charolas
de poliestireno de 200 cavidades. El proceso de siembra consisti6 en depositar
de dos a tres semillas por cavidad y posterior a la germinacion se realiz6 un
aclareo de tal manera que Unicamente hubiera una planta por cavidad. La
plantula se mantuvo en condiciones de invernadero por 34 dias y se reg6 cada
tercer dia con solucion nutritiva de Steiner al 50 % por tres semanas Yy
posteriormente los riegos fueron diarios con la solucidn nutritiva de Steiner al 100
%.

El lote experimental se acondicion6 previo a la siembra con un barbecho y un
rastreo. Posteriormente se realizé el surcado a una distancia de 1.2 m. Todas las
actividades se llevaron a cabo de forma mecéanica y con los implementos

correspondientes para cada labor. Cada surco se acondicion6 con una manguera

49



de 16 mm de diametro, con goteros autocompensados y espacio entre ellos de
30 cm.

El trasplante se realiz6 por la mafiana el dia 01 de abril del mismo afio, a los 34
dias posteriores a la siembra, a una distancia de 30 cm entre plantas, colocando
22 plantas por unidad experimental. Se uso6 un disefio experimental de bloques al
azar con cuatro repeticiones. Se aplico una fertilizacién de 100 N — 100 P,0s — 50
K>.O con los productos comerciales Urea, Fosfato Diaménico y Cloruro de
Potasio. Durante el desarrollo del cultivo se aplicaron 50 kg de Urea por hectarea
semanalmente a través del riego. La nutricion se complementd con aplicaciones
de fertilizante foliar liquido una vez por semana (Bayfolan Forte® + Surfactante)

con el fin de aportar elementos menores al cultivo.

Las plagas fueron controladas con los productos comerciales Confidor®

(Imidacloprid) y Lannate® (Metomilo 90%). Su aplicacién estuvo condicionada por
la aparicion de las mismas. Para el control de la maleza se realizaron escardas y

deshierbes cada vez que fuera requerido.

En el segundo ciclo la siembra se ejecut6 el 24 de junio de 2017. El manejo del
semillero fue el mismo que en el ciclo anterior, al igual que la preparacién del

terreno.

El trasplante se realiz6 el dia 05 agosto del mismo afio, es decir a los 41 dias
posteriores a la siembra, a una distancia de 30 cm entre plantas. En esta ocasion
se establecieron 15 plantas por unidad experimental. Las repeticiones y la
distribucién de la planta y el disefio experimental fue igual que en ciclo anterior.
Las fertilizaciones y control de plagas, asi como de malezas, se efectuaron de

manera similar al ciclo anterior.
4.2.2.2. Inoculacion en campo

Una vez realizado el trasplante en campo se dejaron pasar 15 dias y posterior a
este tiempo se realizd la inoculacion de las plantas. A pesar de que en las

pruebas de patogenicidad todos los aislados dieron practicamente la misma
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sintomatologia, con base a la descripcién morfoldgica y molecular observada de

los aislados se eligié el que concordaba con lo descrito para F. oxysporum.

El proceso consistié en incrementar el indculo. Para esto se preparé medio PDA
sintético y se transfirio el hongo, se dejo crecer por 10 dias, se verificO a través
de una preparacion vista al microscopio que hubiera presencia de clamidosporas
y conidios, y se realiz6 una solucién conidial de 1x10° esporas mL™,

Dicha solucién conidial se vacio en una mochila aspersora manual y se mezclo
con surfactante hidrofilico (Tween 20). La aplicacion del inéculo se realizé por la
mafana. Fue una aplicacién en drench dirigida al cuello de la planta. Posterior a
la inoculacion se le dio un riego pesado a la planta.

4.2.2.3. Variables respuesta
4.2.2.3.1. Sintomatologia

Durante ambos ciclos las variables que se evaluaron fueron Incidencia y
Severidad. La incidencia se evalu6 como porcentaje de plantas afectadas por el
patégeno en cada evaluacién, las cuales se empezaron a evaluar a los 15 dias
posteriores al trasplante y asi consecutivamente hasta obtener un total de 5y 4
evaluaciones en el primer y segundo ciclo respectivamente. Previo a la
inoculacién se marcaron 10 plantas al azar de cada unidad experimental y estas
fueron las que se evaluaron durante todo el ciclo. La severidad se evalué como el
porcentaje de tejido afectado por el patégeno, para lo cual se realizO una
actualizacion de escala de severidad pictorica-descriptiva propuesta por Miranda
(2016) (Figura 5) y se complementé con una escala pictorica-descriptiva de

dafos en raiz que va acorde a los sintomas expresados en el follaje (Figura 6).

Lo datos obtenidos para incidencia y severidad se utilizaron para determinar el
avance la enfermedad y la respuesta de estos materiales al hongo mediante el
célculo del andlisis del area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(ABCPE), la cual se calcul6 con el método de integracion trapezoidal (Campbell y

Madden, 1990), usando la ecuacion:



ABCPE-= ; [F ) ix,, - x)

Donde: n es el numero de mediciones de la enfermedad en el tiempo; el término
(Yiy Yi:1)/2 es el punto medio entre (Y;y Yi:1) que representa la cantidad de
enfermedad en un intervalo de tiempo, correspondiente a la altura de cada
rectdngulo; y el término (Xi1-X;) representa el tiempo (d) entre dos evaluaciones
de la enfermedad e indica la anchura de cada trapecio.



Figura 4.1. Escala decenal modificada para evaluar severidad de dafios ocasionados por Fusarium spp. en tomate de
cascara (Physalis ixocarpa Brot. ex Horm.)



Figura 4.2. Escala decenal modificada para evaluar severidad de dafios en raiz
ocasionados por Fusarium spp. en tomate de cascara (Physalis ixocarpa Brot.
ex Horm.)



4.2.2.3.2. Altura de la planta

La altura de la planta (cm) se midi6 a los 30 ddt y se midieron las 10 plantas
gue se tenian previamente marcadas. En ambos ciclos de cultivo se midio

desde la superficie de la base del suelo hasta la punta de la rama mas alta.
4.2.2.3.3. Rendimiento

En el primer ciclo del cultivo se evalué el rendimiento por planta (kg) en dos
cortes realizados a los 72 y 83 dias después del trasplante (RP1 y RP2). Asi,
también se evalu6 tamafo de fruto, que se estimé como peso (g), volumen (ml)
y densidad (g/cm®) de diez frutos en cada corte (P10FC1, P10FC2, VOL, DEN).
Con los datos de los dos cortes se calcul6 el rendimiento total por planta (RTP)
y el peso promedio de frutos (PPF). Para el segundo ciclo de cultivo no fue
posible evaluar las variables mencionadas con anterioridad debido a que hubo
una alta incidencia de la enfermedad, la cual no permitié el desarrollo de la

planta.
4.2.2.3.4. Andlisis estadistico

Se establecié un disefio experimental de bloques al azar en ambos ciclos de
cultivo. El efecto de cada una de las poblaciones evaluadas sobre las variables
se observd a través de un analisis de varianza, y se realiz6 una prueba de
comparacion de medias Tukey con a= 0.05, todo esto con ayuda del programa
estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute Inc., USA).

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION
4.3.1. Sintomatologia

En el primer ciclo de cultivo la presencia de los sintomas se comenzé a
observar a los 30 dias después de haber sido inoculada la planta. Los sintomas

que se observaron fueron amarillamiento del follaje, las plantas infectadas



posteriormente mostraron un decaimiento poco marcado para luego
oscurecerse y secarse. La parte superior de la planta se marchitaba durante el
dia y en las tardes recobraba turgencia. Este sintoma empeord hasta que se
marchité completamente. Al realizar un corte longitudinal del tallo se observé
oscurecimiento vascular en estos y disminucién de tamafio en el sistema
radicular. Estos sintomas coinciden con los reportados por Agrios (1998). Sin
embargo el avance de la enfermedad fue paulatino permitiendo la realizacion de

dos cortes de fruto para cosecha.

En el segundo ciclo de cultivo los sintomas se observaron a los 35 dias
posteriores a la inoculacién, comenzando con un amarillamiento en las hojas
basales y medias de la planta acompafado de un marchitamiento marcado en
todas las plantas, posteriormente la caida de hojas se hizo evidente al igual que
el retraso en el crecimiento de la planta para finalmente secarse y morir, sin
permitir la realizacion de ningun corte de fruto lo cual coincide con lo por
Apodaca et al. (2008).

4.3.2. Andlisis de varianza

Como lo muestra el Cuadro 3, para el primer ciclo de cultivo el andlisis de
varianza muestra un efecto significativo de las poblaciones sobre todas las
variables evaluadas (AP, RP1, RP2, RTP, P10F1, P10F2, PP10F, VOL, DEN,
ABCPE).

En el segundo ciclo de cultivo no fue posible evaluar las variables AP, RP1,
RP2, RTP, P10F1, P10F2, PP10F, VOL y DEN debido al alto porcentaje de
incidencia y severidad ocasionado por el patdgeno de estudio. Por tal motivo,
solamente fueron evaluadas dos variables (AP y ABCPE). El analisis de
varianza muestra efecto significativo de las poblaciones sobre ambas variables
(Cuadro 4).



Cuadro 3. Anédlisis de varianza del primer ciclo de diez variables medidas en 24 poblaciones de tomate
de cascara (Physalis spp.) de acuerdo al comportamiento en presencia de Fusarium oxysporum.

FV GL AP RP1 RP2 RTP P10F1 P10F2 PP10F VOL DEN ABCPE

Bloque 3 227.1**  0.0239**  0.00174** 0.01446** 14750.85** 10975.316** 12563.8** 25278.08** 1.29356**  671928.81**

Poblacion 23  192.36** 0.2389**  0.01749** 0.30854**  187023.3** 59058.493** 109343.3** 173211.7**  0.73767**  247423.76**

Error 69 34.34 0.0038 0.00508 0.00718 3811.87 1807.586 1302.72 7288.07 0.53265 102477.93
Total 95
Ccv 8.10 19.532 49.8546 18.4453 21.4836

** Significativo a una p < 0.05; FV: Factor de variacion; GL: Grados de libertad; AP: Altura de la planta (cm); RP1: Rendimiento por planta corte 1 (kg); RP2: Rendimiento por
planta corte 2 (kg); RTP: Rendimiento Total (kg); P1OF1: Peso de 10 frutos corte 1 (g); P10F2: Peso de 10 de frutos corte 2 (g); PP10F: Peso promedio de 10 frutos (g); VOL:
Volumen de 10 frutos (ml); DEN: Densidad de 10 frutos (g/cm®); ABCPE: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad; CV: Coeficiente de variacion.

Cuadro 4. Analisis de varianza del segundo ciclo de dos variables medidas en 24 poblaciones de tomate de cascara
(Physalis spp.) de acuerdo al comportamiento en presencia de Fusarium oxysporum.

FV GL AP ABCPE
Bloque 3 3.27027* 790247.98**
Poblacion 23 26.6518** 351321.06**
Error 69 6.70716 52461.78
Total 95
Ccv 17.0992 13.1002

** Significativo a una p < 0.05; FV: Factor de variacién; GL: Grados de libertad; AP: Altura de la planta (cm); ABCPE: Area bajo la
curva del progreso de la enfermedad; CV: Coeficiente de variacion.



4.3.3. Prueba de comparacién de medias del primer ciclo de cultivo
4.4.4.1. Altura de planta

Los resultados de la comparacion de medias en el primer ciclo de cultivo (Cuadro 5)
mostraron que las accesiones 5 (82 BNGEN), 15 (128 BNGEN), 26 (48 BNGEN),
39 (Verde L), 57 (156 BNGEN), 55 (148 BNGEN) y 172 (167 BNGEN) obtuvieron la
mejor altura. Por el contrario, se encontraron accesiones de baja altura, como la 12
(JAL 103) y 64 (147BNGEN). Como la describen Pefa et al. (2011), en tomate de
cascara existe diversidad genética de habitos de crecimiento, que varian desde

erecto, semi-erecto y postrado.

Por otra parte, Sanchez y Pefia (2015) mencionan que las variedades 205
(Tecozautla 04), 204 (Puebla SM), 31 (Gema) y 201 (Manzano) son materiales de
porte erecto. Por esta razon, dichas variedades son sobresalientes en altura de

planta (Cuadro 5).
4.3.3.2. Rendimiento

Para evaluar el rendimiento en el primer ciclo de cultivo se realizaron dos cortes. En
el primer corte de fruto (Cuadro 5) las variedades 200 (Diamante), 201 (Manzano),
205 (Tecozautla 04) y 31 (Gema) mostraron el mejor rendimiento gracias a que son
materiales con gran tamafo de fruto (Pefa et al., 2011). La accesion 12 (JAL 103)

evidencio buen rendimiento temprano y total.

En el segundo corte la gran mayoria de poblaciones obtuvo altos valores de
cosecha. Las accesiones 12 (JAL 103), 26 (48 BNGEN), 64 (147 BNGEN), 87 (181
BNGEN), 106 (209 BNGEN) y 133 (JAL 01) mostraron el menor rendimiento en el
segundo corte, lo cual indica que pueden ser accesiones de bajo potencial
productivo o de tamafo de fruto pequefio (Pefia et al.,, 2011). Para el caso
especifico de la accesion 12 (JAL 103) se sugiere que es una planta precoz, ya que
como lo indica el Cuadro 5, presentd alto rendimiento temprano, pero bajo

rendimiento tardio.



Para la variable rendimiento total por planta nuevamente la accesion 12 (JAL 103)
presentdé mayor redimiento, junto con las accesiones 11 (173 BNGEN), 14 (184
BNGEN) y 172 (161 BNGEN). Esto coindice con los resultados de Tuxtla (2016)
guien reporta a la accesion 14 (184 BNGEN) con alto rendimiento. Las variedades
200 (Diamante), 201(Manzano), 205 (Tecozautla 04), 31 (Gema) y 203 (Poblacion
3) presentaron el mayor rendimiento total de todas las poblaciones evaluadas.

En las variables P10F1, P10F2, PP10F, VOL y DEN las variedades 204 (Puebla
SM3), 201 (Manzano), 205 (Tecozautla 04) y 31 (Gema) obtuvieron los mejores
resultados (Cuadro 5 y 6), lo cual es légico ya que el tamafio de fruto de estas
variedades es grande como la mencionan Sanchez y Pefia (2015). En el caso
particular de la variedad 204 (Puebla SM3) debido a que es una variedad tardia, en

la variable P10F1 mostr6 bajos valores (Cuadro 6).

En cuanto a las accesiones, las mejores en todas las variables (P10F1, P10F2,
PP10F, VOL y DEN) fueron la 64 (147 BNGEN) y 12 (JAL 103). No obstante, la
accesion 64 (147 BNGEN) no fue sobresaliente en rendimiento total, lo que indica
gue a pesar gque sus frutos son grandes no produce gran cantidad de estos. Esto
discrepa con lo reportado por Tuxtla (2016) quien indica que esta accesion tuvo
buen rendimiento y tamafio de fruto pequefio. Esta accesién fue una de las mas
susceptibles al hongo, razén por la cual se puede justificar su comportamiento en
este ensayo. Caso contrario es la accesion 12 (JAL 103), la cual si presenta el
mejor rendimiento, lo que coincide con la descrito por Tuxtla (2016). Aunque ambos
ensayos evaltan efecto de patégenos sobre el mismo grupo de accesiones, Tuxtla
(2016) evaluo resistencia a virus, y en este trabajo se evalla resistencia a F.
oxysporum, por lo que las discrepancias pueden ser explicadas por una respuesta
diferenciada al ataque de los diferentes patdégenos. Por el contrario, la coincidencia
encontrada para la accesion 12 (JAL103) indica que esta es resistente a ambos

patogenos.



4.3.3.3. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

Para la variable ABCPE en el primer ciclo de cultivo, la accesion 133 (JAL 01) se
distinguié por su mayor grado de tolerancia. Esto coincide con lo propuesto por
Escalante y Farrera (2004), quienes indican que los menores valores de ABCDE
corresponden a los materiales con menor severidad de la enfermedad. Las més
susceptibles fueron las accesiones 12 (JAL 103), 64 (147 BNGEN) y 87 (181

BNGEN). Los testigos no mostraron tolerancia.

Se cree que la accesion 133 (JAL 01) es silvestre, lo cual debe comprobarse. La
clave del mejoramiento exitoso de los cultivos es tener un suministro continuo de
variabilidad genética y de los caracteres favorables contenidos en esta diversidad
(Dwivedi et al., 2008). Los genes de las plantas silvestres hasta ahora han otorgado
a los cultivares resistencia contra plagas (Malik et al., 2003) y enfermedades (Brar,

2005), razon por la cual se explica la tolerancia de esta accesion a F. oxysporum.



Cuadro 5. Comparacion de medias del primer ciclo de cinco variables medidas en
24 poblaciones de tomate de cascara (Physalis spp.) de acuerdo al comportamiento
en presencia de Fusarium oxysporum.

Poblacion AP RP1 RP2 RTP P10F1
5 (82 BNGEN) 78.8 Abc 0.027 | 0.133 ab 0.160 kI 30.8 k
11 (173 BNGEN) 725 bcdef 0.374 efg 0.163 ab 0.537 cdefg 186.0 ihjk
12 (JAL 103) 56.8 F 0.551 bcd 0.089 b 0.640 «cd 377.0 defg
14 (184 BNGEN) 71.8 bcdef 0.387 def 0.168 ab 0.555 cdef 211.3 ghij
15 (128 BNGEN) 75.3 abcde 0.169 hij 0.214 ab 0.383 efghij 189.8 hijk
18 (32 BNGEN) 71.0 bcdef 0.105 jj 0.123 ab 0.229 ijkl 104.8 ijk
26 (48 BNGEN) 73.2 abcde 0.010 | 0.051 b 0.061 | 27.0 k
35 (170 BNGEN) 69.0 bcdef 0.260 fghi 0.205 ab 0.466 defgh  253.0 fghi
39 (Verde L) 73.8 abcde 0.022 | 0.110 ab 0.132 ki 415 jk
55 (148 BNGEN) 71.5 abcde 0.316 efgh 0.168 ab 0.484 defg 223.5 fghi
57 (156 BNGEN) 81.0 abc 0.118 jj 0.131 ab 0.249  hijkl 150.8 hijk
64 (147 BNGEN) 60.8 ef 0.319 efgh 0.085 b 0.404 efghi 385.3 def
66 (Verde 01) 70.8 bcdef 0.255 fghi 0.137 ab 0.393 efghij 186.8 hijk
87 (181 BNGEN) 61.3 def 0.293 efgh 0.065 b 0.358 efghij 291.0 efgh
106 (209 BNGEN) 72.8 bcdef 0.213 ghi 0.101 b 0.313 ghijk 228.3 fghi
133 (JAL 01) 67.8 cdef 0.009 |j 0.042 b 0.052 | 20.8 k
172 (167 BNGEN) 85.0 ab 0.354 efg 0.226 ab 0.581 cdef 238.0 fghi
203 (Poblacion 3) 67.0 cdef 0.563 bc 0.162 ab 0.725 abc 444.3 cde
204 (Puebla SM3) 77.8 abc 0.350 efg 0.306 a 0.656 bcd 547.8 bcd
202 (Morado SM) 67.0 cdef 0.455 cde 0.156 ab 0.612 cde 240.8 fghi
200 (Diamante) 715 bcdef 0.765 a 0.121 ab 0.886 ab 565.0 abc
201 (Manzano) 89.0 a 0.755 a 0.129 ab 0.884 ab 647.5 ab
205 (Tecozautla 04) 76.3 abcde 0.675 ab 0.229 ab 0.904 a 686.0 ab
31 (Gema) 77.3 abcd 0.670 ab 0.238 ab 0.908 a 7343 a
DMSH 16.2 0.171 0.197 0.234 171.7

Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales (Tukey, P=0.05); AP: Altura de la planta (cm); RP1: Rendimiento por
planta del corte 1 (kg); RP2: Rendimiento por planta del corte 2 (kg); RTP: Rendimiento total por planta (kg); P10OF1: Peso de 10
frutos del corte 1 (g); DMSH: Diferencia Minima Significativa Honesta.



Cuadro 6. Comparacion de medias del primer ciclo de cinco variables medidas en 24
poblaciones de tomate de cascara (Physalis spp.) de acuerdo al comportamiento en
presencia de Fusarium oxysporum.

Poblacién P10F2 PP10F VOL DEN ABCPE
5 (82 BNGEN) 53.8 hij 42.3 jk 17.50 hi 219 a 1123.3 ab
11 (173 BNGEN) 159.5 efgh 172.8 fhgi 175.00 fghi 1.07 a 884.5 ab
12 (JAL 103) 163.5 efgh  270.3 def  362.50 cdef 1.06 a 1475.8 a
14 (184 BNGEN) 124.0 fghij 167.6 ghi 187.50 efghi 114 a 959.5 ab
15 (128 BNGEN) 151.3 fghi 170.5 fghi 171.25 fghi 112 a 1176.8 ab
18 (32 BNGEN) 82.0 ghij 93.4 ijk 87.50 ghi 1.64 a 1031.0 ab
26 (48 BNGEN) 19.7 j 234 k 12.33 i 242 a 1131.3 ab
35 (170 BNGEN) 130.3 fghij 191.6 efghi 225.00 defghi 1.16 a 1255.0 ab
39 (Verde L) 35.8 ij 38.7 jk 33.33 hi 1.35 a 1203.8 ab
55 (148 BNGEN) 163.8 efgh 193.6 efghi 203.75 efghi 1.10 a 1062.8 ab
57 (156 BNGEN) 112.5 fghij 131.6 hij 110.00 ghi 139 a 949.8 ab
64 (147 BNGEN) 190.3 cdefg 287.8 de 368.75 cdef 1.04 a 1556.5 a
66 (Verde 01) 153.0 fghi 169.9 ghi 150.00 fghi 1.60 a 1106.5 ab
87 (181 BNGEN) 187.0 defg 239.0 efg 293.33 cdefg 1.00 a 1478.3 a
106 (209 BNGEN) 172.5 defg 200.4 efgh 193.75 efghi 162 a 1175.0 ab
133 (JAL 01) 23.6 j 224 k 13.00 i 1.70 a 507.2 b
172 (167 BNGEN) 210.0 cdef 224.0 efgh 250.00 defgh 0.95 a 914.5 ab
203 (Poblacién 3) 276.8 bcde 360.5 cd 443.75 abcd 1.00 a 1327.0 ab
204 (Puebla SM3) 4445 a 496.1 ab 527.50 abc 1.05 a 913.0 ab
202 (Morado SM) 155.3 fgh 198.0 efgh 233.75 defghi 1.03 a 940.0 ab
200 (Diamante) 283.8 bcd 424.4 bc 418.75 bcde 2.28 a 1380.3 ab
201 (Manzano) 305.8 bc 476.6 ab 662.50 a 0.99 a 1353.8 ab
205 (Tecozautla 04) 436.3 a 561.1 a 662.50 a 1.04 a 881.5 ab
31 (Gema) 364.5 ab 549.4 a 627.50 ab 1.18 a 1004.5 ab
DMSH 117.3 0.4 235.55 2.03 883.3

Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales (Tukey, P=0.05); P10F2: Peso de 10 frutos del corte 2 (g);
PP10F: Peso promedio de 10 frutos (g); VOL: Volumen (ml); DEN: Densidad de 10 frutos (g/cm3); ABCPE: Area bajo la
curva del progreso de la enfermedad; DMSH: Diferencia Minima Significativa Honesta.



4.3.4. Prueba de comparacién de medias del segundo ciclo de cultivo
4.3.4.1. Altura de planta

En el segundo ciclo de cultivo la accesion 18 (32 BNGEN) y la variedad 204
(Puebla SM3) presentaron la mayor altura. En contraste, la accesion 133 (JAL 01)

mostrd la menor altura (Cuadro 7).

Como se puede observar en el primer ciclo de evaluacion (Cuadro 5), un mayor
numero de poblaciones resultaron estadisticamente sobresalientes en altura en
comparaciéon con el segundo ciclo de evaluacion (Cuadro 7), en el cual la mayoria

de poblaciones homogenizé su altura.

Se deduce que las condiciones del segundo ciclo de cultivo fueron mas favorables
para el desarrollo de F. oxysporum. Esto implic6 un ataque mas intenso, que
impidié la plena expresion en el comportamiento agronémico de las poblaciones

evaluadas.



Cuadro 7. Comparacion de medias del segundo ciclo de dos variables medidas en
24 poblaciones de tomate de cascara (Physalis spp.) de acuerdo al comportamiento
en presencia de Fusarium oxysporum.

Poblacion AP ABCPE
5 (B2 BNGEN) 15.3 abc 1802.0 bcde
11 (173 BNGEN) 13.7 bc 2062.0 abc
12 (JAL 103) 15.2 abc 2030.5 abc
14 (184 BNGEN) 14.5 abc 1760.5 bcde
15 (128 BNGEN) 11.8 bc 1974.5 abcd
18 (32 BNGEN) 210 a 1402.5 def
26 (48 BNGEN) 14.2 abc 1532.0 bcdef
35 (170 BNGEN) 13.8 bc 1678.8 bcdef
39 (Verde L) 16.3 abc 1749.5 bcdef
55 (148 BNGEN) 17.0 abc 1848.8 bcd
57 (156 BNGEN) 16.4 abc 1388.3 def
64 (147 BNGEN) 14.4 abc 2119.0 ab
66 (Verde 01) 16.1 abc 11385 f

87 (181 BNGEN) 14.1 abc 1899.8 abcd
106 (209 BNGEN) 12.4 bc 1796.5 bcde
133 (JAL 01) 10.7 c 1501.5 cdef
172 (167 BNGEN) 12.1 bc 1616.5 bcdef
203 (Poblacién 3) 15.4 abc 2470.8 a
204 (Puebla SM3) 208 a 1798.5 bcde
202 (Morado SM) 12.0 bc 1800.0 bcde
200 (Diamante) 14.7 abc 1952.0 abcd
201 (Manzano) 17.6 ab 1601.5 bcdef
205 (Tecozautla 04) 18.1 ab 1228.5 ef
31 (Gema) 16.0 abc 1809.5 bcde
DMSH 6.9 613.5

Medias con la misma letra dentro de columnas son iguales (Tukey, P=0.05); AP: Altura de la planta (cm); ABCPE: Area
bajo la curva del progreso de la enfermedad; DMSH: Diferencia Minima Significativa Honesta



4.3.4.2. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)
Para el segundo ciclo de evaluacion la accesion 66 (Verde 01) mostré el mayor
indice de tolerancia ante el patdgeno. De las variedades mejoradas, las que
sobresalieron por su tolerancia fueron 205 (Tecozautla 04) y 201 (Manzano). En
contraste, las accesiones 12 (JAL 103) 11 (173 BNGEN), 15 (128 BNGEN), 64 (147
BNGEN) y 87 (181 BNGEN), y las variedades 200 (Diamante) y 203 (Poblacion 3)

fueron las mas susceptibles.

Aun cuando los diferentes habitats de origen de cada una de las accesiones
evaluadas han dado como resultado diferencias en el comportamiento fisiol6gico de
las plantas ante F. oxysporum, estas solo fueron observadas durante el primer ciclo
de evaluacion debido a que en el segundo ciclo hubo alta incidencia de la

enfermedad.

El desempefio agrondmico de cada poblacion es diferente ante la presencia de
patdbgenos como en este caso ante F. oxysporum, esto debido a que sus nichos
ecoldgicos de origen son contrastantes, y tienen diferente capacidad de adaptarse

a sus entornos locales.
4.4. CONCLUSIONES

La accesion 12 (JAL 103) tuvo el mejor desempefio agrondmico en todas las
variables de rendimiento la 64 (147 BNGEN), consiguio el mejor tamafio de fruto,
pero no el mejor rendimiento. Sin embargo, ambas accesiones son las mas

susceptibles a Fusarium oxysporum.

Las accesiones 133 (JAL 01) y 66 (Verde 01) presentaron mayor tolerancia al

hongo, pero su desempefio agrondmico no es el idéneo para fines de produccion.

Las variedades de mayor rendimiento y tamafo de fruto fueron 205 (Tecozautla
04), 201 (Manzano) y 31 (Gema), aunque solo 205 (Tecozautla 04) destacé por su

tolerancia a Fusarium oxysporum.
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APENDICE

Figura Al. Sintomas de plantas dos dias
posteriores a la inoculacibn con Fusarium
sambucinum. A) 11 (173 BNGEN). B) 203
(Poblacién 3). C) 66 (VERDE 01). D) Variedad 205
(Tecozautla 04).



Figura A2. Sintomas de plantas dos dias
posteriores a la inoculacion con Fusarium equiseti.
A) 11 (173 BNGEN). B) 203 (Poblacion 3). C) 66
(VERDE 01). D) Variedad 205 (Tecozautla 04).
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Figura A3. Sintomas de plantas dos dias
posteriores a la inoculaciobn con Fusarium
venenatum. A) 11 (173 BNGEN). B) 203 (Poblacion
3). C) 66 (VERDE 01). D) Variedad 205 (Tecozautla
04).




Figura A4. Sintomas de plantas dos dias
posteriores a la inoculaciobn con Fusarium
oxysporum. A) 11 (173 BNGEN). B) 203 (Poblacién
3). C) 66 (VERDE 01). D) Variedad 205 (Tecozautla
04).



Figura A5. Sintomas de plantas de 14 dias
posteriores a la inoculaciobn con Fusarium
sambucinum. A) 11 (173 BNGEN). B) 203
(Poblacion 3). C) 66 (VERDE 01). D) Variedad 205
(Tecozautla 04).



Figura A6. Sintomas de plantas 14 dias posteriores
a la inoculacién con Fusarium equiseti. A) 11 (173
BNGEN). B) 203 (Poblacion 3). C) 66 (VERDE 01).
D) Variedad 205 (Tecozautla).



Figura A7. Sintomas de plantas 14 dias posteriores
a la inoculacién con Fusarium venenatum. A) 11
(173 BNGEN). B) 203 (Poblaciéon 3). C) 66 (VERDE
01). D) Variedad 205 (Tecozautla 04).



Figura A8. Sintomas de plantas 14 dias posteriores
a la inoculacién con Fusarium oxysporum. A) 11
(173 BNGEN). B) 203 (Poblacién 3). C) 66 (VERDE
01). D) Variedad 205 (Tecozautla 04).



Figura A9. Plantas testigo 14 dias posteriores a la
inoculaciéon. A) 11 (173 BNGEN). B) 203 (Poblacion
3). C) 66 (VERDE 01). D) 205 (Variedad Tecozautla
04).



