Revista Mexicana de Ciencias Agricolas volumen 10 nimero 4 16 de mayo - 29 de junio, 2019

Articulo

Antisuero vs hongos fitopatdgenos en el cultivo de tomate en Sonora, México

Francisco Eleazar Martinez-Ruiz!
Gabriela Andrade-Bustamante!
Emmanuel Aispuro Hernandez*
Luis Guillermo Hernandez-Montiel?
Ramon Jaime Holguin Pefia?

Edgar Omar Rueda-Puente®

YInstituto de Ciencias Agricolas-Universidad Auténoma de Baja California. Ejido Nuevo Ledn, Mexicali,
Baja California, México. CP. 21705. 2Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste. Mar Bermejo No.
195, Col. Playa Palo Santa Rita, La Paz, Baja California Sur. CP. 23090. *Departamento de Agricultura y
Ganaderia-Universidad de Sonora. Carretera a Bahia de Kino km 21, Hermosillo, Sonora, México. CP.
23000.

SAutor para correspondencia: erueda04@santana.uson.mx.

Resumen

Los problemas fitosanitarios son en gran medida la causa de pérdidas econdmicas a nivel mundial
dentro de los cultivos agricolas, los cuales son causados principalmente por hongos. En la
Republica Mexicana, especificamente en el estado de Sonora, México, la superficie dirigida al
cultivo de tomate, ha aumentado considerablemente en los recientes afios. En los Gltimos ciclos de
produccién, se ha generado una problematica de control fitosanitario, donde los sintomas de
patégenos conocidos, se confundan con aquellos de fitopatogenos ‘nuevos’ que estan arribando a
las areas agricolas, permitiendo gue el técnico tenga incertidumbre de que patégeno se trata y por
consiguiente no tenga éxito al aplicar un control en el cultivo. Acudiendo a servicios profesionales
en laboratorios fitosanitarios, la demanda en demasia, suele ser una via incosteable al productor.
El objetivo de la investigacion fue identificar los agentes causantes de enfermedades: Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Raza 1), Alternaria solani y Botritys cinerea sobre los 6rganos
muestreados para conocer el status fitosanitario actual del tomate en el estado de Sonora, a semilla,
plantula, follaje y madurez fisiologica, aislandolos e identificandolos mediante la conjuncion de
técnicas de diagnostico (produccion de antisueros en conejos raza Nueva Zelanda, técnicas de uso
de medios de cultivo, Elisa y pruebas de patogenicidad). EI muestreo para la identificacion de los
hongos fitopatdgenos se realizé de forma representativa en regiones productoras de tomate. Los
resultados obtenidos muestran la identificacion de tres hongos representativos y de importancia
econdmica en el cultivo de tomate distribuido en el estado de Sonora. Se concluye que las pruebas
de deteccidn por separado no deben ser utilizadas como un método Unico de deteccion.
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Introduccion

Dentro de los hongos causantes de enfermedades encontrados en cultivos de tomate se mencionan
a Fusarium oxysporum causante de la enfermedad de marchitez vascular, Alternaria causante de
la enfermedad tizon temprano y Botrytis cinerea causante de moho gris (Grijalva-Contreras et al.,
2010, 2011; Grijalva-Contreras et al., 2014; SAGARPA, 2015).

Fusarium oxysporum es uno de los agentes causantes de enfermedades méas importantes en el
cultivo del tomate ya que puede llegar a mermar 60% la produccion, su sintoma inicial es
amarillamiento de las hojas mas viejas, esta marchitez va avanzando hasta que la planta muere;
Alternaria, es capaz de disminuir los rendimientos entre 20-30%, dafiando principalmente las
hojas, en las cuales genera manchas necréticas, lo cual reduce la capacidad fotosintética de la
planta, las lesiones en la fruta ocurren normalmente en la punta del céliz, y son oscuras, correosas
y hundidas (Martinez-Ruiz et al., 2016). Por su parte, Botrytis cinerea es el segundo hongo
fitopatdgeno de mayor importancia en tomate, durante el desarrollo del cultivo puede provocar
cancro en el tallo y podredumbre de hojas, flores y frutos recién cuajados (Dal Bello et al., 2012).

Para la deteccidn de microorganismos uno de los métodos de diagndstico es el convencional que
se basa en pruebas bioguimicas. Otro de los métodos que se aplica en el diagnoéstico, es el DAS-
Elisa, una técnica con sensibilidad y replicabilidad, pero que no cumple uno de los requisitos de un
método de diagndstico como es el econdmico cuando requiere ser utilizado en un alto nimero de
muestras; el uso constante de los kits (componentes comerciales) DAS-Elisa, resulta ser incosteable
para el productor (Alvarado-Martinez et al., 2013).

Basado en el principio de inmunizacion e interaccion antigeno-anticuerpo y con base a lo anterior
descrito (inviabilidad econémica de la DAS-Elisa, para la deteccion de fitopatdgenos), en la
presente investigacion se sugiere la produccion de un antisuero contra Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (R1), Alternaria sp. y Botritys cinerea y su deteccion en el cultivo de tomate (Solanum
lycopersicum), durante el desarrollo vegetativo en cultivos de tomate en el estado de Sonora.

Materiales y métodos

La investigacion se realizo en dos fases. La primera consistié en la produccion de antisuero para
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys cinerea y la segunda en
la obtencidn de semilla comercial, muestreo de plantulas, hoja desarrollada y fruto de tomate en
tres regiones del estado de Sonora, y su analisis fitopatoldgico para la deteccion de los citados
hongos en el Departamento de Agricultura y Ganaderia de la Universidad de Sonora en Hermosillo,
Sonora, México. Los ejemplares fungicos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1),
Alternaria solani y Botritys cinerea fueron proporcionados por la empresa Nutrimentos
Sustentables para la Agricultura, ubicada en Cuautla, Morelos.

Incremento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys cinerea
La primera etapa inicio con el incremento de indculo. Segun el protocolo establecido por Cafiedo

y Ames (2004), a partir del material infectado se obtuvo el hongo, ya sea por la siembra de trozos
de papa-dextrosaagar (PDA).
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La identificacion para cada hongo se realizé de acuerdo con la monografia de Jarvis (1975), ademas
de las claves de ‘CMI descriptions of pathogenic fungi and bacteria’ perteneciente a la
Commonwealth Micological Institute. De igual forma se recurrié al apoyo de las claves para
identificacion de hongos de Barnett y Hunter (1998); Gilman (1963); Romero (1993). Para tener
los hongos con la minima variacion genética, se realizaron cultivos monospdricos de todas las
cepas, de los que se tomd la muestra.

Las suspensiones de conidias en tubos fueron almacenadas en refrigeracion a 4 °C hasta su uso.
Posteriormente, con este material fueron realizadas las pruebas de patogenicidad en semilla para
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1)= (Folrl), se desarrollé en material vegetativo de tomate
Bonny Best y Manapal (sin genes de resistencia y resistente a Folrl), para A. solani fue en hojas y
B. cinerea en fruto realizdndose en la variedad ‘Rio Grande’ cuyas caracteristicas es de tipo
determinado y fruto tipo saladette y susceptible a ambos agentes fitopatdgenos.

Las pruebas de patogenicidad consistio en una inoculacion de Folrl en los materiales diferenciales;
para el caso de semilla, se embebieron 20 semillas en 200 ml en una suspensién de conidias (Folrl)
de 108 conidias mI** y se sembraron las semillas en vasos de unicel (% litro) conteniendo sustrato
estéril tipo peat-moss (Sunshine, Sun Gro Horticulture Canada, Ltd.); asimismo, se realizd en
plantulas con un desarrollo de 20 dias después de la siembra, a través de una suspension conidial
de 108 conidias ml™ a través, de la inmersion de raices a las cuales previamente se les hicieron
pequefias heridas con una aguja hipodérmica.

Inmediatamente se trasplantaron en vasos de unicel de ¥ litro conteniendo el mismo sustrato estéril
tipo peat-moss (Rueda et al., 2006). Las plantas se mantuvieron con una temperatura ambiente
aproximada de 30 =2 °C. Se utilizaron cuatro repeticiones de una planta en cada material para la
toma de datos, se observo y se registrd la respuesta de los materiales diferenciales para asegurar la
alo y autoinfeccion por Folrl. El riego se llevo a cabo con agua destilada estéril, de acuerdo con
las recomendaciones técnicas (INIFAP, 2005). Los sintomas de marchitamiento en plantulas
inoculadas, se presentaron 30 dias después de la inoculacion. La evaluacion se hizo nuevamente
con base en la presencia o ausencia de la enfermedad.

Respecto a las pruebas en hojas y frutos, las primeras fueron inoculadas de A. solani con la ayuda
de un rociador-aspersor de mano, de 250 ml, mientras que el fruto se inoculdé con B. cinerea
punzandolos primeramente y adicionando con un cotonete 1ml de suspension conidial a una
concentracion de 10% mlt. Después de las inoculaciones, los érganos se colocaron en camaras
hdmedas a una temperatura de 30 +2 °C en un periodo de 30 dias (Jarvis y Hargreaves, 1973; Jarvis,
1975; Davised, 1988; Eckert, 1988; Tello y Lacasa, 1988; SAGARPA, 2005), las cuales son
condiciones apropiadas para inducir los signos de la enfermedad. En cada prueba se incluyo un
testigo (control negativo- uso de agua estéril). La confirmacién de los patdgenos se realizd
mediante la técnica seroldgica Elisa siguiendo el protocolo de identificacion de hongos AGDIA.

Produccion de antisuero
La inmunizacion se realizé en conejos de raza Nueva Zelanda con un peso de 3 kg, de 9-24 meses
y evitando que las hembras estuviesen prefiadas (Kirali, 1974; Bokx, 1980; Valdés, 1995;

Villarreal, 1980). El plan de inmunizacion, fue llevado a cabo en tres esquemas, con cinco conejos
por esquema (Cuadro 1), con la metodologia recomendada por Flores (1994); Rueda et al. (2006).
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Cuadro 1. Tres esquemas de inmunizacion utilizados en la produccion de antisuero contra
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys cinerea en
conejos tipo Nueva Zelanda.

Dia Volumen de la vacuna (ml) Via de la inyeccion
Esquema 1
1 1 Intramuscular
7 1 Intramuscular
14 2 Intramuscular
Esquema 2
1 0.1 Intramuscular
3 0.3 Intramuscular
7 0.3 Intramuscular
10 1 Intramuscular
15 2 Intramuscular
Esquema 3
1 0.1 Intravenosa
3 0.3 Intravenosa
6 0.5 Intravenosa
10 1 Intramuscular
15 2 Intramuscular
20 2 Intravenosa

Obtencidn de semilla de tomate de importacién que se siembra el estado de Sonora

Para la obtencion de la semilla se conté con la colaboracion de la Confederacion Nacional de
Productores Horticolas (CNPH) regién Sonora, donde cada productor facilit una cantidad de 100-
150 semillas para el analisis.

Muestreo en plantas (plantula, hoja desarrollada y fruto)

Para el muestreo de lotes se reprodujo el muestreo nacional de papa realizado por la SARH (1994).
El muestreo se realizdé en 10% del total de la superficie cultivable de tres de los municipios
productores de tomate (Cuadro 2). En 10% de la superficie de cada region se realizaron divisiones
de 5 ha que serian considerada como parcela hipotética a muestrear. En cada punto se trazé una
linea diagonal imaginaria de esquina a esquina, y en esa recta trazada se colectaron 10 muestras,
las muestras colectadas, previamente identificada, se envolvid con papel himedo y se colocé en
una hielera para ser trasladada al laboratorio para su analisis.

Deteccion de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys cinerea
en semilla de importacion en medios de cultivo

De acuerdo con la técnica de Randhawa (1996); Rueda et al. (2006), cada muestra de semilla se

lavd en agua corriente durante 30 min con la finalidad de eliminar productos quimicos (i.e.
fungicidas) y se colocé en charolas de plastico con capacidad de 2 L. A cada charola con la semilla
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se le afladieron 2 ml de solucién amortiguadora fosfatasa con un pH= 7. A la mezcla de agua con
fosfatasa conteniendo cada muestra de semillas se le llamo ‘suspension madre’, las charolas se
incubaron durante 12 h en refrigeracion a 4 °C con la finalidad de que se liberara conidias de Folr1,
A. solani y B. cinerea a la suspension madre.

Después de la incubacion, se tomaron 10 ml de suspensién madre de cada una de las charolas, se
le realizaron cuatro diluciones a tal suspension (10:1, 10:2, 10:3, 10:4) y de la ultima dilucion se
tomo 0.1 ml que se sembrd en medio de cultivo PDA en cajas de Petri por el método de dispersion
por varilla (Roger et al., 1981). Los medios se incubaron durante siete dias a 34 °C. Una vez
germinadas las conidias y existiese crecimiento micelial con estructuras reproductivas, éstos fueron
identificados considerando las claves indicadas en la fase de incremento de las cepas.

Deteccidn de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys cinerea
en semilla, plantula, hoja desarrollada y fruto con el antisuero producido

Las plantulas, hojas desarrolladas y frutos muestreados, se sometieron por un proceso de cortes de
0.5 a 1 cm de didmetro e introducidas directamente en una solucion salina al 0.85% de NaCl,
denominada solucion madre. Para la deteccidon de Folrl, A. solani y B. cinerea, se desarrollé la
técnica de aglutinacion en portaobjeto segun lo indica Kiraly (1974).

Deteccidn de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys cinerea
en semilla, plantula, hoja desarrollada y fruto por la técnica Elisa

Para la deteccion de Folrl, A. solani y B. cinerea, con respecto a la técnica seroldgica Elisa, se
considero el protocolo descrito en la deteccion en semilla.

Pruebas de patogenicidad de aquellas muestras positivas a Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys cinerea, con los diferentes métodos de deteccién

Para la reafirmacion de los hongos Folrl, A. solani y B. cinerea que resultaron ser positivas en los
anteriores métodos de deteccion, las pruebas de patogenicidad fueron llevando a cabo la técnica de
Randhawa (1996) y Rueda et al. (2006), tal como se describio en la purificacion e incremento de
indculo para producir antigeno.

Resultados y discusion
Pruebas de identificacion

Al realizar las pruebas previas de incremento de indculo, identificacién (medios de cultivo
especificos y ELISA) y de patogenicidad, el resultado fue igual a los indicados por Jarvis (1973);
Cafiedo y Ames (2004); Ascencio-Alvarez et al. (2008); Lépez (2012); (CESAVEG, 2016);
Robles-Carrion et al. (2014); Valencia et al. (2016a), indicando que para Folrl son producir
colonias de crecimiento rapido, presentan un micelio aéreo, algodonoso y de coloracion blanca;
microscopicamente muestran macroconidias, fusiformes, curvas en los extremos y septadas; las
dimensiones de los macro y microconidios (29.1-45 X 2.9-4.7 um), el desarrollo de conidias se
logrd observar a los nueve dias, rubro que concuerda con Valencia et al. (2016b).
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Con relacion al hongo Alternaria solani, el desarrollo de conidias se logro obtener al cabo de 8
dias; resultado que concuerda con Cazar et al. (2014), éste presenté un micelio aéreo algodonoso,
que pronto se torno de color negro cuando esporula. Los conidiéforos son oscuros midiendo 12-20
X 120-296 um, oscuros, con apariencia de mazo y presentan septos longitudinales y transversales
(Martinez-Ruiz et al., 2016).

Por su parte Botrytis cinerea, presentd colonias grises. Al quinto dia se observaron conidi6foros
bien diferenciados, simples, rectos, de 205-210 x 18 -20 pum, ramas de 18 - 20 x 6-8 pum. Conidios
elipsoidales, lisos, casi hialinos, de 7-14 x 5 - 8 um, frecuentemente con un apéndice de 3 um de
largo segun Farrera et al. (2007); Robles-Carrion et al. (2014).

Con relacion a las pruebas de patogenicidad, los sintomas de las semillas embebidas en la
suspension conidial de 10® conidiasml?, con Folrl, 100% germind entre los 36 y 48 h bajo
condiciones favorables de la enfermedad en ambos materiales utilizados (Bonny Best y Manapal),
las plantulas al cabo de 18 dias presentaron una leve marchitez en tallo. Los cotiledones mostraron
manchas irregulares de aspecto mas oscuro y grasoso con relacion al area sana. Esta misma
sintomatologia fue identificada en plantulas que una vez muertas se observd como el hongo
fructifico sobre la superficie del tallo bajo condiciones de ambiente himedo. Lo contrario, ocurrio
con el material Manapal, donde la manifestacion de sintomas no fue detectada ni al desarrollar
cortes trans y horizontales a lo largo de los tejidos conductores en raiz y tallo de plantula. Los
resultados obtenidos concuerdan al realizar inoculaciones en el mismo material Bonny Best y
Manapal, con Ascencio-Alvarez et al. (2008).

Para Alternaria solani son los sintomas sobre hojas, a los nueve dias fueron aquellos caracteristicos
de forma circular, cercano a 1.5 cm de diametro, de color marrén conteniendo anillos concéntricos.
Los resultados concuerdan con Martinez-Ruiz et al. (2016), indicando que los primeros sintomas,
aparecen en las hojas mas viejas y van progresando hacia las hojas mas nuevas; de ahi también se
pueden ver manchas marrones sobre los pedicelos y sobre los célices cuando estan adheridos a la
flor o fruta. De esta manera, los frutos se infectan; a través, del caliz o del pedicelo tanto cuando
estan verdes o maduros.

Para Botritys cinerea la sintomatologia inicié con la formacion de pequefios anillos concéntricos;
los primeros olores de putrefaccion fueron detectados y en el 13° dia ya existian conidiosporas. Los
resultados obtenidos concuerdan con Martinez-Ruiz et al. (2016).

Mediante la confirmacion por la técnica serolégica Elisa, se obtuvo un resultado positivo para los
ejemplares flangicos proporcionados por la empresa donante, asi como también para las
suspensiones de jugo celular y tejido infectado rico en conidias obtenidas de las pruebas de
patogenicidad antes mencionadas.

Produccion de antigeno contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani
y Botritys cinerea

Debido a que no todos los animales de sangre caliente reaccionan igual a un antigeno, solo el
esquema 3 (Cuadro 1) result6 ser eficiente para producir un alto contenido de anticuerpos. La
aglutinacion fue reafirmada realizando lecturas bajo el microscopio compuesto para observar una
microaglutinacion con la ayuda de un microscopio compuesto (Cuadro 2) (Bokx, 1980).
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Cuadro 2. Presencia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys
cinerea en semilla de tomate Solanum lycopersicum (L.), proporcionada por
productores de las regiones muestreadas en el estado de Sonora, México.

. Superficie Superficie - Medio de Antisuero
Region  Variedad Slstema_c,ie total en la muestreada Organo  citivo PDA ELISA producido
produccion ., muestreado
region (ha)  (ha) Folrl As Bc Folrl As Bc Folrl As Bc
Costade DMX1 Malla 27 18 Semilla + - -+ - -+ o+ -
Hermosillo sombra
DMX2 Malla 6 Semilla + - -+ - -+ o+ -
sombra
Vallede DMX1 Malla 478.8 22 Semilla + - -+ - -+ - -
Guaymas sombra
RUE Malla 2 Semilla - - - .-
sombra
ZAP Malla 15 Semilla .
sombra
LEO Campo 34 Semilla - - e e e - .
abierto
DAR Malla 16 Semilla .
sombra
Valle del BER Campo 954 54 Semilla -+ -+ o+ -+ o+ -
Yaqui abierto
GLO Campo 65 Semilla -+ -+ o+ -+ o+ -
abierto
DMX1 Malla 12 Semilla + - -+ - -+ o+ -
sombra
DMX2 Malla 17 Semilla e T
sombra
Testigo Semilla. + + + + + + + + +
positivo
Testigo Semilla - - - - - - - - -
negativo

+= prueba positiva; -= prueba negativa; medio de cultivo papa-dextrosaagar (PDA); Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (R1) = (Folrl); Alternaria solani= As; Botritys cinerea= Bc.

Deteccién de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys cinerea
en el estado de Sonora

En el caso de semilla, los resultados se muestran en el Cuadro 2. Bajo la técnica de Diagnéstico
utilizando medio sélido papa-dextrosaagar (PDA), se demostré la presencia de Folrl en la semilla
donada por productores pertenecientes a la region Costa de Hermosillo, Valle de Guaymas y del
Yaqui, con los materiales DMX1 y DMX2, resultados similares a las indicadas por Valencia et al.
(2016a), Robles-Carrion et al. (2014). Un mismo resultado ocurrié en la semilla obtenida de Valle
del Yaqui en el material BER y GLO, pero con la diferencia de que éstas resultaron ser positivas
para Alternaria solani, ya que las conidias observadas correspondian a aquella segin Robles-
Carrion et al. (2014) y Martinez-Ruiz et al. (2016).

Con respecto a la técnica Elisa, los resultados indican que, mediante esta tecnica, la semilla

obtenida de las tres regiones con los materiales DMX1y DMX2, result6 ser positiva a la presencia
de Folrl, confirmandose con las muestras procesadas con respecto al testigo.
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Con respecto a la técnica de aglutinacion y microaglutinacion los resultados fueron positivos para
Folrl, en muestras de semilla obtenidas de productores de las regiones muestreadas (DMX1 y
DMX2, BER y GLO), con excepciédn de la region de Guaymas con los materiales RUE, ZAP, LEO
y DAR que resultaron también ser negativas. En el Cuadro 2, los resultados varian unicamente
para el patdgeno A. solani, donde la técnica de diagnostico con el antisuero producido se logra
detectar en los materiales DMX1 y DMX2, lo contrario ocurrio en la Elisa, de ahi la importancia
de la diferencia de resultados y definir si esas muestras presentaban o no células conidiales
pertenecientes a los hongos estudiados (Rueda et al., 2006).

Muestreo de plantula, hoja desarrollada y fruto en lotes comerciales

Respecto al estudio de plantula, hoja y fruto realizado por medio de la técnica de medio de cultivo
PDA, la técnica Elisa y antisuero producido para deteccion de Folrl, A. solani y B. cinerea, los
resultados se observan en el Cuadro 3. Se puede apreciar que los materiales vegetativos de las tres
regiones muestreadas que y que resultaron ser positivos a la presencia de Folrl, en semilla, al
momento de detectarlo en plantula o en las subsiguientes etapas fenoldgicas, el resultado fue
negativo; lo anterior puede deberse a que las variedades que se siembran son resistentes a Folrl o
bien a que las condiciones culturales y de manejo, asi como de aquellas al interior de las areas de
produccion, como alta temperatura y baja humedad atmosférica, pudiese originar que el patégeno
no tenga la capacidad de sobrevivir y por lo tanto no producir una infeccion en la planta de tomate.
Alternaria solani y Botritys cinerea bajo las técnicas llevadas a cabo, varian entre las técnicas; se
puede apreciar que la técnica de Elisa y de Antisuero producido, fueron sensibles a la presencia de
estos dos fitopatdgenos, lo contrario ocurrié el medio PDA (Cuadro 3).

Cuadro 3. Presencia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys
cinerea en plantula, hojas y frutos de tomate Solanum lycopersicum (L.), muestreados
en las regiones muestreadas en el estado de Sonora, México.

; Medio de cultivo Antisuero
. i ELISA -
Region Variedad mtcj)ers%?g; do PDA producido
Folri As Bc Folrl As Bc Folrl As Bc
Costa de DMX Plantula - - - - + - - + -
Hermosillo Hoja - + - - + o+ - + o+
fruto - + + - + + - + +
DMX Plantula - - - - + - - + o+
Hoja - + - - + o+ - + o+
fruto - + o+ - + 0+ - + o+
Valle de DMX Plantula - + - - + - - + -
Guaymas Hoja - + - - + o+ - + o+
fruto - + o+ - + o+ - + o+
RUE Plantula - - - - + - - + -
Hoja - + - - + o+ - + o+
fruto - + - - + o+ - + o+
ZAP Plantula - + - - + - - + -
Hoja - + - - + 4+ - + 4+
fruto - + o+ - + o+ - + o+
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. Medio de cultivo Antisuero
L, ) ELISA :
Region Variedad ml?ergfgs do PDA producido
Folrl As Bc Folrl As Bc Folrl As Bc
LEO Plantula - - - - + - - + o+
Hoja - - - - +  + - + O+
fruto - + o+ - + o+ - + o+
DAR Plantula - + - - + - - + -
Hoja - + - - + o+ - + o+
fruto - + o+ - + o+ - + o+
Valle del BER Plantula - - - - + - - + -
Yaqui Hoja - + o+ - + o+ - + o+
fruto - + o+ - + o+ - + o+
GLO Plantula - + - - + - - + -
Hoja - + o+ - + o+ - + o+
fruto - + 4+ - + 4+ - + o+
DMX Plantula - - - - + - - + -
Hoja - + o+ - + o+ - + o+
fruto - + 4+ - + 4+ - + o+
DMX Plantula - + - - + - - + -
Hoja - + + - + 4+ - + o+
fruto - + 4+ - + 4+ - + o+
Testigo Plantula + + - + + o+ + + o+
positivo Hoja + + o+ + + o+ + + o+
fruto + + o+ + + o+ + + o+
Testigo Plantula - - - - - - - - -
negativo Hoja - - - - - - - -
fruto - - - - - - - - -

+= prueba positiva; -= prueba negativa; medio de cultivo papa-dextrosaagar (PDA); Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici (R1) = (Folrl); Alternaria solani= As; Botritys cinerea= Bc.

Pruebas de patogenicidad a los hongos positivos en muestras vegetativas mediante los tres
métodos de deteccion

Estas pruebas solamente se realizaron en aquellas muestras obtenidas de los lugares de muestreo y
que resultaron ser positiva en las técnicas de diagndstico utilizadas. Las pruebas de patogenicidad
mostraron que, al inocularse en semilla, plantulas de 20 dias, hojas y fruto, semilla y plantula para
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), hoja para Alternaria solani y fruto para Botritys
cinerea con un respectivo testigo positivo y negativo, bajo condiciones favorables de la
enfermedad, resultaron ser positivos acorde a las caracteristicas que describe Ascencio-Alvarez et
al. (2008), en material vegetativo Bonny Best y Manapal. Por su parte A. solani fue en hojas y B.
cinerea en fruto realizandose en la variedad ‘Rio Grande’.
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Conclusiones

Solo uno de los esquemas de inmunizacion utilizados fue conveniente para la produccion de
antigeno contra Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y Botritys cinerea.
Se detecto la presencia del agente causal de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1) y
Alternaria solani en semilla que se dirige a la siembra en el estado de Sonora. Esta presencia se
comprobd mediante las tres técnicas de deteccion que se usaron: medios nutritivos, Elisa, antisuero
producido y pruebas de patogenicidad, en los distintos materiales utilizados en el diagndstico.

Asimismo, se identificd a Botritys cinerea, presente en las areas de produccion de las tres regiones
muestreadas; sin embargo, es importante indicar que la presencia de los patégenos estudiados, no
eran reflejados sintomaticamente, este resultado se atribuye a que las précticas culturales que se
aplican en esos sistemas de produccion, no presentas las condiciones necesarias para el desarrollo
de la enfermedad.

Al ser positiva la presencia de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (R1), Alternaria solani y
Botritys cinerea en la semilla de siembra y muestras vegetativas durante el desarrollo del cultivo,
representan un riesgo de una eventual manifestacion de enfermedad, por lo que es necesario que
todas las regiones productoras continten realizando actividades de prevencion; las pruebas de
deteccion por separado no deben ser utilizadas como un método Unico de deteccion, es necesaria
la conjuncion de las mismas al realizar pruebas de diagnostico para aplicar los controles adecuados
y preventivos y asi disminuir grandes cantidades de productos quimicos y disminuyendo la
resistencias genética y contaminacion al medio ambiente.
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