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RESUMEN

La enfermedad denominada malformacién o “escoba de bruja” del mango es
considerada como el factor fitosanitario mas importante de este cultivo en
Michoacan. Se han descrito varias especies de Fusarium como causantes de esta
afeccion en el ambito mundial; sin embargo, aun se desconoce la identidad precisa
de las especies de este hongo que pudieran estar involucradas con este trastorno en
México. El objetivo principal de esta investigacion fue identificar y caracterizar
aislamientos de Fusarium asociados con tejidos malformados de mango en
Michoacan. Se realizaron colectas en cinco municipios del estado con alta incidencia
de la enfermedad. Se obtuvieron aislamientos del hongo Fusarium en medio 72X PDA
de muestras con malformacion floral y vegetativa. Las colonias fungosas obtenidas
presentaron micelio abundante y algodonoso, con variacion en color desde rosa
hasta café violaceo, con numerosos macroconidios en forma de canoa con tres a
cinco células. Asimismo, se observaron microconidios ovoides, la mayoria
unicelulares, dispuestos en falsas cabezas en mono y polifidlides. No presentaron
esporodoquios, ni clamidosporas, pero si se observaron hifas enrolladas en la
mayoria de los aislamientos. El rango de tamafio de los macroconidios fue en
promedio de 24 a 80 uym por 2.4 a 5.52 ym, mientras que en los microconidios fue de
6 a 16.8 ym por 2.4 a 4.08 uym. La tasa de crecimiento micelial mostré un rango de

6.94 mm a 10.78 mm a las 24 horas.

Los aislamientos de Fusarium spp obtenidos se compararon con cepas de
Fusarium asociadas a la malformacion en mango en Brasil, Estados Unidos, India,
Israel y Sudafrica mediante el analisis de las secuencias parciales de los genes
histona, B-Tubulina y factor de elongacion. Analisis individuales de las secuencias y
en combinaciones de éstas para Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud vy
Bayesiano se usaron para delimitar las especies y estimar las relaciones genéticas y
filogenéticas entre los aislamientos. Al analizar los dendogramas obtenidos se

observo que la mayoria de los aislamientos de Michoacan forman un grupo compacto



distribuido en dos clados que se distancian filogenéticamente de las cepas de F.
oxysporum y F. mangiferae. Sin embargo, estas diferencias no fueron tan evidentes
para todos los aislamientos estudiados al compararlos con F. sterilihyphosum y
Fusarium spp de Brasil, con quienes comparten semejanzas en sus secuencias y por
lo general fueron agrupados como conglomerados parafiléticos de estas especies.
Los aislamientos del municipio de Coalcoman fueron las mas parecidas
genéticamente a las cepas MRC2802 y CML283 identificadas como F.
sterilihyphosum. Los resultados obtenidos sugieren que en Michoacan se encuentra

presente un nuevo taxén de Fusarium asociado a la malformacién en mango.



SUMMARY

Mango malformation is the main disease affecting this fruit crop worldwide.
Several taxa of Fusarium have been associated with the disease; however, the
identity of the Fusarium species present in Mexico is unknown. The objective of this
research was to identify and characterize Fusarium isolates associated with mango
malformation in Michoacan, México. Samples were obtained from mango orchards
with high disease incidence in five counties. Fusarium isolates were recovered in 72X
PDA from floral and vegetative malformation tissues. Fungus colonies showed
cottony mycelium with great variation in color, from pink to purple-brown, numerously
macroconidia with typically canoe-shaped form and several cells (three to five
septate), measuring from 24-80 ym in length to 2.4-5.52 ym width. Microconidia were
ovoid, one-celled, produced in false heads in mono- and polyphialides, measuring
from 6-16.8 um in length to 2.4-4.08 ym width. Sporodochia and chlamydospores
were absent. Coiled hyphae were observed in aerial mycelium in most of the isolates.
Colonies on PDA presented an average growth rate of 6.94 mm to 10.78 mm per day
at 25° C.

Partial DNA sequences of the genes encoding histone, B-tubulin and
translation elongation factor were obtained for several Fusarium isolates from
Michoacan. These sequences were analyzed and compared to sequences of
worldwide Fusarium species pathogenic to mango, with the purpose of delimiting
species and estimate the phylogenetic relatedness of the Michoacan isolates. The
resulting aligned datasets were analyzed separately as well as combined. Parsimony,
Maximum likelihood and Bayesian analyses were performed. Results of the DNA
analysis indicated that most of the Michoacan isolates formed a unique cluster with
two clades; this cluster was phylogenetically distant of F. oxysporum and F.
mangiferae. However, F. sterilihyphosum and Fusarium spp from Brazil were
resolved as paraphyletic with Michoacan isolated. Isolates from Coalcoman were the
most similar to isolates MRC2802 and CML283 of F. sterilihyphosum. The results



form this research suggest that a new Fusarium taxon associated with mango

malformation is present in Michoacan



Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

I. INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es un cultivo fruticola de gran importancia. A
nivel mundial, México ocup6 el tercer lugar en produccion con 1,503,010 toneladas
durante el afno 2005 (FAOSTAT, 2005), mientras que el estado de Michoacan ocup6
el tercer lugar a nivel nacional en superficie cosechada con 21,325 hectareas, vy el
segundo lugar en produccién con 126,934 toneladas (SAGARPA, 2006). Se estima
que 86 % de la produccién nacional se consume internamente, como fruta fresca o

industrializada, mientras que el 14 % restante se exporta (Chavez et al., 2001).

Michoacan ocupa uno de los primeros lugares en México en superficie
plantada con mango; sin embargo, se obtienen rendimientos promedio de
aproximadamente 6 t ha”, mientras que en Guerrero, estado que es el principal
productor de mango, se obtiene un promedio de 10.7 t ha™ (SAGARPA, 2006). Los
factores que podrian influir en la obtenciéon de rendimientos tan bajos en Michoacan
son; la falta de desarrollo y aplicacion de tecnologias modernas en las huertas, y la
presencia de diversas enfermedades como la cenicilla (Oidium mangiferae), la
antracnosis (Colletotrichum gloeosporoides), y la malformaciéon o “escoba de bruja”
(Fusarium spp.). Esta ultima enfermedad es considerada como el factor limitante
fitosanitario mas importante del cultivo del mango en Michoacan. Se estima que
ocasiona reducciones en la produccion de entre 40 y 50 % en el estado (Vega y
Miranda, 1993).

La malformacion del mango ocurre en la mayoria de las regiones productoras
de éste cultivo en el mundo; hay reportes de su presencia en América Central, Brasil,
Estados Unidos, India, Israel, Pakistan, Sudafrica y paises del Medio Oriente (Kumar
y Beniwal, 1992). Se considera que ésta es la enfermedad mas importante del
mango en el ambito mundial (Kumar et al., 1993). Aun cuando se han reportado
numerosos estudios sobre la enfermedad, se desconocen muchos aspectos sobre su

biologia y control (Kumar et al., 1993).



Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

La enfermedad se caracteriza por el desarrollo de deformaciones en los brotes
florales (paniculas) y en los brotes vegetativos. En la malformacién vegetativa ocurre
una pérdida de la dominancia apical y engrosamiento de las yemas vegetativas
axilares o apicales. Los brotes afectados producen hojas muy pequefas. La
malformacion floral incrementa el numero de flores masculinas en la inflorescencia, y
las flores hermafroditas que se producen son estériles o si se fertilizan abortan
posteriormente (Ploetz, 2003).

Objetivo General
Identificar y caracterizar genética y morfolégicamente aislamientos de

Fusarium asociados con tejidos malformados de mango de huertas en Michoacan.

Objetivos especificos
1. Caracterizar morfolégicamente los aislamientos de Fusarium obtenidos de
tejidos malformados de mango presentes en municipios de Michoacan con
alta incidencia de la enfermedad.
2. Determinar la diversidad genética entre los distintos aislamientos de Fusarium
mediante el analisis de secuencias amplificadas de los genes histona H3, de

la B-tubulina y del factor de elongacion 1- a.

Hipotesis
Los aislamientos de Fusarium obtenidos de tejidos malformados de arboles de

mango en Michoacan presentan diversidad genética y morfoldgica.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Cultivo del mango

El mango (Mangifera indica L.) es una especie originaria de los bosques bajos
del este de la India, Bangladesh y Myanmar (Burma) entre los 16° y 28° de latitud
norte, en donde se cultiva desde hace 4,000 afos; este frutal ha sido ampliamente
cultivado y naturalizado y su distribucion se puede considerar como pantropical
(Parrotta, 1993). Los principales paises productores son Brasil, Filipinas, India,

Indonesia, México y Pakistan.

El mango es un arbol siempre verde, erecto y bien ramificado con una densa
copa, de forma oval, alargada o como cupula, que puede empezar a producir a los
cuatro o cinco afos de edad, aunque su capacidad productiva plena se alcanza entre
los 20 y 40 afios de edad,. Los arboles de mango pueden vivir mas de 100 afos
(Parrotta, 1993; Chavez et al., 2001).

El sistema radicular del mango se compone de una raiz pivotante que penetra
profundamente y un extenso sistema de raices laterales. En su madurez, los arboles
crecen a una altura tipica de 25 m o mas, con troncos principales de hasta 15 m. El
tronco tiene una corteza gruesa, gris oscura y con fisuras y con latex resinoso
(Parrotta, 1993; Chavez et al., 2001).

El arbol de mango presenta hojas alternas, simples, coriaceas, de lanceoladas
a oblongas, de 15 a 40 cm de largo y de 2 a 10 cm de ancho y dispuestas en espiral,
las cuales brotan en racimos rojizos que inicialmente cuelgan y posteriormente toman
una posicion mas horizontal y se tornan de color verde obscuro. Las hojas pueden
permanecer en el arbol de uno a tres afos. Pueden presentarse de dos a cinco
brotes de hojas al afo, en funcién del clima. La nervadura central es prominente, con
un promedio de 30 pares de venas laterales. Los estomas se encuentran presentes
en ambos lados de la hoja, pero principalmente en el envés. El peciolo esta



Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

engrosado en la base y mide de 2 a 10 cm de largo (Chavez et al., 2001).

Las inflorescencias terminales forman paniculas de 15 a 60 cm de largo,
contienen de 1,000 hasta 6,000 flores pequefas con pedunculo corto y presentan
flores masculinas y hermafroditas. Cada flor consiste de un caliz amarillo verdusco
con lébulos muy marcados y de 1.5 mm de largo; cinco pétalos extendidos de tres a
cuatro mm de largo, de un color que va de rojo-rosado a blanco; cinco estambres; de
los cuales uno o dos son fértiles y de mayor tamario, en flores bisexuales, un pistilo
con un ovario de una sola célula y un estilo delgado lateral (Parrotta, 1993; Chavez et
al., 2001).

El fruto es una drupa con pulpa anaranjada, gruesa y jugosa y una sola
semilla, aromatica y de forma eliptica, maduran de 2 a 4 meses después de la
florescencia, de acuerdo a la variedad y la localidad. La semilla posee una cubierta
doble de capas papiraceas, en su interior se encuentran dos cotiledones carnosos y
uno o varios embriones. Los cultivares monoembridnicos contienen un embrion
cigotico o sexual, mientras que los cultivares poliembridnicos contienen dos o mas,

de los cuales uno es cigético y los otros nucleares (Chavez et al., 2001).

2.2 Enfermedades del cultivo

La produccién del cultivo del mango se ve afectada por diversos factores,
como son las condiciones climaticas, edaficas, variedades utilizadas, deficiencias
nutricionales y presencia de plagas y enfermedades. Las principales enfermedades
que atacan a este cultivo son de origen fungoso, como la antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides), mancha negra o pudricion por Alternaria, mildiu pulverulento
(Oidium mangiferae), y malformacion o “escoba de bruja” (Fusarium spp.). De tipo
bacteriano se encuentra la mancha negra (Xanthomonas campestris pv.

mangiferaeindicae) (Ploetz, 2003).
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2.3 Malformacién o “Escoba de bruja”

Es una de las enfermedades mas importantes que afectan al mango (Kumar y
Beniwal, 1992). La enfermedad se caracteriza por el desarrollo de malformaciones en
los brotes florales (paniculas) y en los brotes vegetativos. El término malformacién se
refiere a un crecimiento anormal de brotes florales y vegetativos en las plantas
afectadas. Cuando la malformacion afecta las paniculas, la produccion de frutos
puede verse seriamente afectada hasta en 80 % (Ginai, 1965 citado por Ploetz,
2003).

La malformacion se reporté en India por primera vez en 1891 (Watt, 1981
citado por Ploetz, 2003), y es ahora reconocida en América Central, Brasil, Egipto,
Florida (USA), Israel, Malasia, México, Pakistan, Sudafrica, Sudan y Uganda
(Crookes y Rijkenberg, 1985; Lim y Koo, 1985; citados por Ploetz, 2003; Kumar vy
Beniwal, 1992; Ploetz y Prakash, 1997).

En la malformacién vegetativa ocurre una pérdida de la dominancia apical y
engrosamiento de las yemas vegetativas axilares o apicales. Los brotes afectados
producen hojas muy pequefas, torcidas y delgadas; que dan como resultado un
racimo compacto. Las plantulas muy jévenes que desarrollan sintomas severos de
engrosamiento en el apice, permanecen achaparradas y mueren. En arboles, las
ramas con malformacién vegetativa no producen inflorescencias o las producen en
cantidades reducidas y malformadas. Si todas las yemas de la planta son afectadas

se impide el crecimiento de la misma (Ploetz, 2003).

Las yemas axilares en las inflorescencias son cortas, gruesas y altamente
ramificadas. La malformacién floral incrementa hasta en tres veces el total de sus
flores y éstas son usualmente mas largas que las normales; la mayoria son flores
masculinas y las flores hermafroditas que son producidas son estériles o si se
fertilizan abortan posteriormente. De manera general se produce un numero anormal

de flores que saturan los ejes hipertrofiados de la panicula. Las paniculas deformes
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son de color verde, y la sobreproduccion y agrandamiento de sus brotes florales

incrementan su peso.

Fig. 1. Sintomas de la malformacién de mango en arboles de la variedad Haden
en el estado de Michoacan. (A) Tejidos vegetativos; (B) Tejidos florales.

El grado de infeccion varia de arbol a arbol y de rama a rama en un arbol.
También se pueden presentar diversos grados de severidad en la sintomatologia de
las inflorescencias malformadas. Ademas, en algunos casos es posible observar

inflorescencias sanas y malformadas en el mismo brote (Ploetz, 2003).

2.3.1 Agente causal de la enfermedad

La etiologia de la malformacién en mango ha generado controversia por
muchos afos (Kumar y Beniwal, 1992), se han considerado diferentes agentes
causales entre los que destacan los acaros y los hongos. Se ha detectado una alta
correlacién entre las poblaciones del acaro Aceria mangiferae en las yemas del

mango Yy la incidencia de tejidos malformados en los arboles estudiados



Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

(Narasimhan, 1954; Sternlicht y Goldenberg, 1976; Noriega et al., 1988; Kumar et al.,
1993; Mora-Aguilera et al., 2003). Ademas, se ha informado que la aplicacién de
acaricidas reduce la severidad de la enfermedad (Kumar et al., 1993; Noriega et al.,
1999).

Por otra parte, existe evidencia que indica que A. mangiferae no esta
involucrado directamente en la aparicion de los sintomas de malformacién en mango,
(Bindra y Bakhetia, 1971; Covarrubias, 1978; Kumar y Beniwal, 1992; Vega y
Miranda, 1993). Lo anterior ocurre en Australia, en donde a pesar de existir una
abundancia del acaro, los arboles de mango de ese pais estan libres de dicha
enfermedad (Ploetz y Prakash, 1997).

Por lo anterior, algunos autores han sugerido que los acaros no son el agente
causal de la malformacién del mango, sino que podrian actuar como vectores al
transportar sobre su cuerpo las esporas del hongo responsable de la enfermedad, y
asi ayudar indirectamente en el proceso de infeccion (Wahba et al., 1986; Pinkas y
Gazit, 1992); sin embargo, la evidencia de acaros trasportando esporas de Fusarium
sobre sus cuerpos ha sido previamente reportada (Raychauduri, 1992; Noriega,
1996). Noriega (1996) sembré en un medio nutritivo acaros colectados de yemas de
mango y detectd que un 40 % de los acaros analizados estaban infestados con el
hongo. Lo anterior sugiere que ocurre un transporte directo del hongo a las yemas
por los acaros; sin embargo, no deben descartarse otros factores que podrian estar
involucrados en el movimiento de esporas a los sitios de infeccion en el arbol, tales

como el viento y las hormigas (Diaz Balderas y Romero Cova, 1980; Noriega, 1996).

Desde hace mas de 40 afios se ha reportado evidencia de que el agente
causal de la malformacion del mango es un hongo. Grupos de investigadores en la
India al usar pruebas de patogenicidad fueron los primeros en mostrar que Fusarium
moniliforme (nombrado posteriormente como F. subglutinans) era responsable de la
malformacion floral (Summanwar et al., 1966) y la malformacion vegetativa (Varma et

al., 1974). Posteriormente otros autores en Egipto (Ibrahim et al., 1975), Africa del
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Sur (Manicom, 1989), EUA (Ploetz y Gregory, 1993), México (Diaz Balderas y
Romero Cova, 1980; Noriega, 1996; Rodriguez-Alvarado et al., 2008) e Israel
(Freeman et al., 1999) han realizado investigaciones que demuestran la asociacion
consistente del hongo con el tejido enfermo de mango y han reproducido la

enfermedad en diversas pruebas de patogenicidad.

Freeman et al. (1999) transformaron un aislamiento F. subglutinans obtenido
de paniculas malformadas de mango, con el gen marcador GUS (3 -glucuronidasa) y
el gen para resistencia al antibidtico higromicina, inocularon suspensiones de
conidios en yemas apicales y laterales en dormancia en plantulas de mango en
invernadero. Los cinco transformantes de F. subglutinans, al igual que el aislamiento
original de F. subglutinans sin transformar, causaron los sintomas de la malformacién
en tejidos floral y vegetativo de 6 a 8 semanas después de la inoculacién. El micelio
tefido con GUS fue observado dentro de los 6rganos infectados de las plantas de

mango.

2.4 Morfologia de Fusarium

El género Fusarium fue descrito por Link en 1809. Este hongo es patogénico
en plantas, humanos y animales domesticados. En una lista reciente de la Sociedad
Americana de Fitopatologia, de enfermedades de plantas se indica que Fusarium es
el agente causal de enfermedades en 81 de las 101 especies de plantas
econdmicamente importantes. Los tipos de enfermedades que produce y su
severidad son muy variados, incluyen pudriciones de tallos y raices, cancros,
marchitamientos, pudriciones de frutos o semillas y enfermedades en las hojas. El
género Fusarium posee un gran numero de caracteres que pueden ser usados para
diferenciarlo de otros géneros; sin embargo, las diferencias entre las especies
pueden resultar complicadas, aunque muchos conceptos morfolégicos de las
especies han cambiado, muchos han permanecido estables aun cuando son

desafiados con criterios genéticos y moleculares (Leslie y Summerell, 2006).
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2.4.1 Micelio
Con un patron de crecimiento radial en sus colonias, extenso y algodonoso,
aéreo, septado, incoloro al principio, conforme madura adquiere un color blanco,

crema, amarillo, rosa y hasta purpura (Leslie y Summerell, 2006).

2.4.2 Macroconidios

Es el caracter morfolégico mas importante para la identificacion de especies
de Fusarium. En algunos casos la morfologia de los macroconidios es suficiente para
la identificacion del aislamiento. Se recomienda el uso del medio CLA para su
observacion. El primer caracter observable es el tamafio, que en la mayoria de los
casos es un caracter relativamente constante y las variaciones en su longitud pueden
significar que hay problemas con el medio de cultivo utilizado. EI numero de septos

presentes se ve determinado por el rango de su tamario (Leslie y Summerell, 2006).

Los macroconidios pueden ser de tres tipos. En el primer tipo son rectos, la
mayoria son delgados, semejantes a una aguja. En el segundo tipo presentan una
curvatura a todo lo largo o s6lo en una porcion de la espora. En el tercer tipo
presentan el lado dorsal mas curvado que el lado ventral, en estos macroconidios las

células centrales usualmente son mas anchas que las células terminales.

Los extremos de los macroconidios con frecuencia son importantes para la
determinacién morfoldgica. La forma de la célula apical y la del pie puede usarse
para delimitar especies. Existen cuatro formas de células apicales: roma, papilado,
como gancho y como huso. La célula basal o pie también tiene cuatro formas: en

forma de pie, forma de pie largo, muesca y muesca ligera (Leslie y Summerell, 2006).

2.4.3 Microconidios
Los microconidios no son producidos por todas las especies de Fusarium, por
lo que su sola presencia es un caracter importante. El tamano, forma y niumero de

septos de los microconidios, las células conididforas en las cuales nacen y su arreglo
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en los conidiéforos son caracteres importantes y potenciales para un diagnéstico. El
numero de septos usualmente es cero 6 uno, pero algunas especies pueden producir
conidios con dos septos. Las formas mas comunes son: reniforme, obovada,
piriforme, napiforme, globoso, esférico y fusiforme. Algunas especies de Fusarium

pueden producir mas de una forma de microconidios en medio de cultivo.

Fusarium puede presentar dos tipos de células conididforas o fidlides:
monofidlides y polifidlides. La diferencia entre las dos es el numero de aperturas por
célula en las cuales son producidos los microconidios. Las monofialides tienen sélo
una apertura por célula, mientras que las polifialides tienen mas de una. La longitud
de las células conidioforas también es importante ya que pueden ser largas y cortas.
El arreglo de los microconidios en las fidlides puede ser sencillo, en cadenas o en
falsas cabezas. EI numero de microconidios en las cadenas puede variar de unas
cuantas esporas a un numero considerable. La formacion de cadenas puede
depender del medio usado. Las especies de Fusarium no producen cabezas
verdaderas como las encontradas en otros hongos, p. e. Aspergillus, pero puede
producir masas de esporas al final de las fiadlides que semejan superficialmente
falsas cabezas (Leslie y Summerell, 2006).

2.4.4 Clamidosporas

La presencia de clamidosporas es un caracter importante en la descripcion de
varias especies de Fusarium. Las clamidosporas pueden ser sencillas, dobles, en
masas y en cadenas. Se les puede encontrar en mayor cantidad en medio CLA
(medio de cultivo con hojas de clavel) que en SNA (medio de cultivo Spezieller
Nahrstoffarmer) después de seis semanas de incubacion. Las clamidosporas pueden
encontrarse en el micelio aéreo o embebidas en el agar, con frecuencia su
localizacion es importante para la identificacion de las especies (Leslie y Summerell,
2006).



Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

2.4.5 Otros caracteres

En adicion a los macroconidios, microconidios y clamidosporas, algunos otros
caracteres pueden ser usados para la delimitacion de especies que no son
observados en todas las especies. Las hifas enrolladas son importantes para algunas
especies, particularmente F. circinatum y F. sterilihyphosum. Algunas especies

producen cristales en el medio.

La telomorfosis (estado sexual) puede ser una caracter definitivo en especies,
normalmente estos estados sexuales se observan bajo condiciones controladas de
laboratorio mas que en el campo y aunque su morfologia no es por lo general
suficientemente diferente para ser usado como un marcador para la identificacion, su

formacion puede ser muy importante (Leslie y Summerell, 2006).

2.4.6 Caracteres secundarios

El mas importante de los caracteres secundarios es la pigmentacion. Las
condiciones de cultivo y el medio son criticos para la produccion de pigmentos
comparables, algunos de los cuales son altamente sensibles a la luz mientras que
otros son sensibles al pH del medio dentro del cual han sido excretados. Usualmente
se utiliza el medio PDA con una exposicién a la luz y oscuridad de 12:12 horas y son
evaluados aproximadamente a la semana de ser incubados. Para hacer
comparaciones de colores se utilizan guias estandar como la de Kornerup &

Wanscher (Leslie y Summerell, 2006).

2.5 Relacion taxonémica y criterios de identificacion de las especies de
Fusarium involucradas en la malformacién del mango

El nombre de Fusarium subglutinans se ha utilizado para determinar a un
grupo taxondmico de hongos que producen estructuras reproductivas asexuales y
causan enfermedades en varios cultivos (mango, pino, pifia, entre otros). Algunos de
estos hongos son capaces de producir estructuras reproductivas sexuales en
ensayos de apareamiento, por lo que se les ha colocado taxondmicamente como

parte de un complejo de especies dentro del género Gibberella fujikuroi (Sawada) Ito
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in Ito y K. Kimura (Leslie, 1995; Britz et al., 1999), en donde cada uno representa un
linaje distinto (Leslie, 1995; O'Donnell et al., 1998, 2000; Britz et al., 1999;
Steenkamp et al., 1999, 2000). Esos linajes son dificiles de distinguir al usar
caracteres morfolégicos convencionales (Leslie y Summerell, 2006), pero pueden

distinguirse a través de pruebas de apareamiento y de patogenicidad (Leslie, 1995).

Actualmente se utilizan técnicas de identificacion molecular para
complementar la caracterizacion morfolégica utilizada tradicionalmente en la
clasificacion de las especies de hongos (Bridge y Arora, 1998 citados por Calle,
2005). La amplificacion de secuencias especificas de acidos nucleicos tiene una alta
sensibilidad para discriminar entre diferentes aislados de un mismo género y especie;
ademas, permite procesar un gran numero de muestras en un corto tiempo (Alves et
al., 2002). La ventaja de la secuenciacién de regiones del DNA es que representa
otra faceta de la variacion de los organismos y al muestreo de un universo
muchisimo mas amplio de caracteres comparado con el conjunto normalmente
reducido de caracteres morfolégicos, anatomicos o ultra estructurales disponibles
(De Luna et al., 2005). Asi, se han comparado secuencias de los genes de [3-tubulina
(O'Donnell et al.,, 1998; Steenkamp et al., 2000), de la histona H3 (Histona)
(Steenkamp et al., 1999, 2000), del factor de elongacion 1-¢ (factor de elongacion)
de la traduccion y de la calmodulina (O'Donnell et al., 2000), que distinguen

rapidamente los diferentes linajes de F. subglutinans.

El factor de elongacion es reconocido como el punto de inicio de la traduccion
del RNA para la regulacion del crecimiento y desarrollo de los organismos como
respuesta a los cambios del medio ambiente (Robaglia y Caranta, 2006). La histona
es una regién bien conservada esencial para la supervivencia de las células debido a
su papel fundamental durante la mitosis, también asociada al loci del gen que activa
la transcripcién y finalmente se sugiere que esta region puede actuar como “dominio
de reconocimiento por chaperonas” (Hake y Allis, 2006). B-tubulina esta asociado

con muchas funciones esenciales para las células, incluidas la morfogénesis celular,
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transportacién de organelos y vesiculas, segregacion cromosomica formacion de la

pared celular y la division celular (Myung-Hyun et al., 2008).

En estudios comparativos de las secuencias de los genes de la histona y de la
R-tubulina, realizados con aislamientos obtenidos de tejidos malformados de mango
en Sudafrica, se detectaron dos grupos filogenéticamente distintos (Steenkamp et al.,
1999, 2000). Un grupo representa un linaje no descrito del complejo G. fujikuroi,
mientras que el segundo grupo es co-especifico con aislamientos previamente
reportados como causantes de la malformacién en mango (Steenkamp et al., 2000).
Britz et al., (2002) analizaron los aislamientos estudiados en los reportes anteriores
junto con aislamientos de Fusarium obtenidos de malformaciones de mango en
diferentes areas geograficas del mundo, mediante caracteristicas morfolégicas y de
apareamiento. Estos autores encontraron que todos los aislamientos pueden
agruparse taxondmicamente en tres grupos; a uno de los grupos pertenecen los
aislamientos llamados F. subglutinans obtenidos en Egipto, Florida (EUA), Israel,
Malasia y Sudafrica (Britz et al., 2002) y para el cual los autores propusieron el
nombre de Fusarium mangiferae. El segundo grupo corresponde a aislamientos
obtenidos de plantas malformadas en Sudafrica (Britz et al., 2002), en Brasil (Zheng
y Ploetz, 2002), para los que se propuso la especie F. sterilihyphosum. El grupo
restante incluye tres aislamientos obtenidos en tejido malformado de mango en
Malasia. Aun cuando las caracteristicas morfoloégicas de este ultimo grupo son
diferentes a los anteriores, el escaso numero de colectas no permite asignarle un

nuevo taxon (Marasas et al., 2006).

2.5.1 Especies de Fusarium asociadas a la malformacién del mango

Las investigaciones realizadas (Steenkamp et al., 1999, 2000; Britz et al.,
2002; Zheng y Ploetz, 2002; Marasas et al., 2006) reportan a las especies F. sp., F.
mangiferae, y F. sterilihyphosum como agentes causales de la enfermedad en el
mundo. F. oxysporum también ha sido reportada como causante de malformacion, en
Egipto, México e India (Bhatnagar y Beniwal, 1977; Kumar y Beniwal, 1992; Ochoa et
al., 1994; El Khoreiby, 1997 citado por Ploetz, 2003) aunque su capacidad de
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ocasionarla no ha sido claramente demostrada (Ploetz y Prakash, 1997). Las
caracteristicas morfologicas de las especies antes mencionadas segun Leslie y

Summerell (2006) se describen en los siguientes parrafos.

2.5.1.1 Fusarium mangiferae Britz, Wingfield & Marasas
F. mangiferae ha sido reportado como agente causal de la malformacién
vegetativa y floral del mango en Africa del Sur, Brasil, Egipto, Estados Unidos, India,
Israel, Malasia y Pakistan. Su estado sexual se desconoce y el sindbnimo comun es F.

subglutinans. No desarrollan clamidosporas (Leslie y Summerell, 2006).

En medio PDA producen micelio blanco flocoso (con matas o aglomeraciones

de micelio dispersas en el medio), con pigmentos claros a purpura oscuro en el agar.

Los macroconidios son producidos abundantemente en esporodoquios de
color crema a naranja que se desarrollan sobre y alrededor de piezas de hojas de
clavel en medio CLA. Presentan paredes delgadas, son largos y delgados y de forma
recta a ligeramente curva, forma tipica de las especies del complejo Gibberella
fujikuroi. La célula apical es curva a casi doblada, mientras que la célula basal

presenta una forma de pie. El nimero de septos es de tres a cinco.

Los microconidios son generalmente de forma obovoide a oval. Usualmente
no presentan septos, pero puede haber microconidios con un septo. Se desarrollan
de manera abundante en el micelio aéreo en falsas cabezas con cinco esporas. Las

células conididgenas se encuentran en mono y polifialides.

2.5.1.2 Fusarium sterilihyphosum Britz, Marasas & Wingfield
F. sterilihyphosum ha sido asociado con la enfermedad malformacion de la
inflorescencia del mango en Sudafrica. Su estado sexual se desconoce. No

desarrollan clamidosporas. Se presentan hifas enrolladas estériles.
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En medio PDA las colonias tienen un micelio flocoso y blanco, con una

pigmentacién rosa a purpura claro en el agar.

Esta especie casi no produce macroconidios. Cuando se producen se
desarrollan en esporodoquios de color crema a naranja. Los macroconidios son
relativamente delgados, escasamente falcados, con tres a cinco septos y de pared
delgada. La forma es tipica de las especies del complejo Gibberella fujikuroi. La

célula apical presenta un pico pequefo, mientras que la célula basal tiene forma de

pie.

Los microconidios son de forma obovoide a ovoide, sin septos o con uno. Se
desarrollan de manera abundante en el micelio aéreo en falsas cabezas. Las células
conidiégenas ocurren en mono y polifialides. Las fialides pueden ser largas (Leslie y
Summerell, 2006).

2.5.1.3 Fusarium oxysporum

F. oxysporum es un patégeno importante que causa el marchitamiento
vascular de muchas especies de plantas en el ambito mundial. Ademas, es un
sapréfito comun del suelo. Su estado sexual se desconoce. La mayoria de los
aislamientos producen clamidosporas de manera abundante; sin embargo, hay
aislamientos que producen muy pocas o ninguna. Las clamidosporas pueden
formarse individualmente o en pares, en racimos o en cadenas cortas. Pueden ser
terminales o intercalares en hifas aéreas o sumergidas en el medio. La apariencia de

las clamidosporas varia de lisa a rugosa.

En medio PDA la morfologia de las colonias varia ampliamente. El micelio
puede ser flocoso, escaso o abundante, de color blanco a violeta ligero. Algunos
aislamientos producen abundantes macroconidios en una masa central y abundantes
esclerocios pequefos de color café claro, azul a violeta. F. oxysporum usualmente
produce pigmentos en el agar de color violeta palido a oscuro o0 magenta; aunque

algunos aislamientos no producen pigmentos.
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La mayoria de los aislamientos producen esporodoquios abundantes de color
naranja palido, sin embargo, algunos aislamientos producen muy pocos o ninguno.
En algunos aislamientos los macroconidios son escasos, pero en general la mayoria
los producen de manera abundante en los esporodoquios y ocasionalmente de hifas
que crecen sobre la superficie del medio. Los macroconidios son de tamafio corto a
mediano, delgados, rectos a ligeramente curvos, y con pared delgada. La célula
apical es algo curva, y en ocasiones con un pequefio gancho. La forma de la célula
basal varia de tipo pie a puntiaguda. Usualmente se presentan tres septos. Los
macroconidios se desarrollan en monofialides de conidiéforos ramificados producidos

en esporodoquios, y en menor escala en monofialides de hifas.

Los microconidios son de forma oval, eliptica o reniforme, y usualmente sin
septos. Se desarrollan de manera abundante en el micelio aéreo en falsas cabezas.

Las células conidiogenas ocurren en monofialides cortas (Leslie y Summerell, 2006).

2.6 Construccion de arboles filogenéticos

El alineamiento es una herramienta cualitativa que permite dar los primeros
pasos hacia la conclusion de que dos 0 mas secuencias son homélogas al hacerlas
coincidir en aquellas regiones en las que se repitan el mayor numero de monémeros
(caracteres) posibles (Kumar vy Filipski, 2001). Los arboles filogenéticos son
diagramas que muestran los supuestos lazos genealdgicos y la secuencia de
eventos histéricos que unen organismos, poblaciones o taxas (Wiley, 1981 citado por
Calle, 2005).

La mayoria de los métodos utilizados para las inferencias filogenéticas en
secuencias moleculares estan basados en los principios de optimizacion, bajo este
principio los arboles preferidos estan determinados por la asignacion de una medida
optima a todas las posibles topologias (o todas las topologias potencialmente
correctas). Asi, el Método de Maxima Parsimonia utiliza las sinapomorfias para

postular hipétesis de relaciones y escoger el arbol con el menor numero de pasos



Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

(Swofford, 2001), bajo este enfoque, el arbol mas corto es el que mejor “ajusta” los
datos (De Luna et al., 2005).

Los métodos probabilisticos se basan en el concepto estadistico de
verosimilitud ajustado a los datos observados y las predicciones calculadas de un
modelo probable de evolucion (Ronquist, 2004; De Luna et al., 2005), bajo este
enfoque el arbol 6ptimo es el de maxima verosimilitud. La estimacion de la filogenia
basada en la probabilidad posterior mas alta de distribuciéon de arboles es la Cadena
de Markov Monte Carlo (MCMC) del método Bayesiano que abre la posibilidad de
combinar analisis de datos y sus propiedades en los procesos evolucidon (Altekar et
al., 2004; Nylander et al., 2004).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Descripcion de los sitios de muestreo y colecta del material enfermo

Se muestrearon 14 huertas de mango de las variedades Ataulfo y Haden, y del
tipo criollo ubicadas en los municipios de Apatzingan, Coalcoman, Gabriel Zamora,
Taretan y Tepalcatepec (Fig. 2, Cuadros 1Ay 2A), que presentaban incidencias altas

de la enfermedad malformacion.

Morelia

O Taretan
Apatzingan

palcatepecO

O

Coalcomén

Gabriel Zamora

Figura 2. Ubicacién geografica de los municipios de Michoacan en donde se
colectaron las muestras de mango con malformacion vegetativa y floral.

Las caracteristicas geograficas y climatologicas de los municipios estudiados

se describen a continuacion:
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Taretan: Se localiza al oeste del Estado, a una altura de 1,130 metros sobre el nivel
del mar. Presenta clima templado con lluvias en verano (Aw), precipitacion pluvial
anual de 1,560 mm y temperaturas que oscilan entre 14.4 y 29.7 °C, su temperatura
media es de 22 a 26 °C.

Coalcoman: Se localiza al suroeste del Estado, a 1,000 metros sobre el nivel del
mar. Presenta clima templado y tropical, ambos con lluvias en verano (Cw y Aw),
precipitacion pluvial anual de 1,255 mm con temperaturas que oscilan entre los 15.7

y 31.8 °C, su temperatura media va de 22 a 24 °C.

Tepalcatepec: Se localiza al oeste del Estado, a una altura de 370 metros sobre el
nivel del mar. Presenta clima tropical con lluvias en verano al sur y seco y estepario
en el resto del municipio (Aw y Bs respectivamente), precipitacion pluvial anual de
822 mm, y temperaturas que oscilan entre 12 y 44.5 °C, la temperatura media es de
26 °C.

Apatzingan: Se localiza en el sureste del Estado, a una altura de 300 metros sobre
el nivel del mar. Presenta clima tropical con lluvias en verano y seco estepario (Aw y
Bs), precipitacion pluvial anual de 924 mm y temperaturas que oscilan de 8 a 39.8

°C, temperatura media mayor a 26 °C.

Gabriel Zamora: Se localiza al suroeste del Estado, a 640 metros sobre el nivel del
mar. Presenta clima tropical con lluvias en verano y seco estepario (Aw y Bs),
precipitacion pluvial anual de 744 mm y temperaturas que oscilan de 17 a 35 °C,

temperatura media mayor a 26 °C.

Se tomaron muestras sintomaticas de tejidos floral y vegetativo producidas en
el ciclo de crecimiento actual; estas muestras se colocaron dentro de bolsas de
plastico debidamente etiquetadas y se almacenaron en hieleras para preservarlas

durante su traslado al laboratorio.
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3.2 Preparacion de medios de cultivo

Se prepararon volumenes de 250 mL para cada uno de los medios, los cuales
se usaron inmediatamente o almacenaron a 25 °C hasta su uso. Los ingredientes de
cada medio se pesaron y colocaron en frascos de 500 mL, se agregaron 250 mL de
agua destilada y disolvieron en horno de microondas. Los medios fueron
esterilizados en una autoclave a 121 °C y 15 |Ib de presion por 20 min. Al finalizar la
esterilizacion se colocaron en bafio Maria a 49 °C hasta estabilizar. Posteriormente,
los medios se vaciaron en cajas Petri de 100 x 15 mm o0 60 x 15 mm, en una camara
de flujo laminar estéril. Las cajas Petri con los medios de cultivo se almacenaron en
bolsas de plastico. Los medios utilizados en este estudio fueron los que recomiendan

Leslie y Summerell (2006) para el analisis y caracterizacion del género Fusarium.

3.2.1 Medio Papa Dextrosa Agar 1X (1X PDA)

Para su elaboracion se cocieron 62.5 g de rodajas de papas frescas en agua
destilada. La infusion obtenida se filtré a través de dos capas de gasa, el volumen
final se aforé a 250 ml, se transfiri6 a un frasco de 500 ml y agregaron 2.5 g de

dextrosa y 4.5 g de agar. Se dejo deshidratar por siete dias.

3.2.2 Medio Papa Dextrosa Agar 1/2 X (1/2XPDA)

Este medio se prepard de la misma manera que el 1X PDA, solo que la fuente
de carbohidratos (dextrosa y papa) se redujo a la mitad de la concentraciéon antes
mencionada. Se deshidraté por siete dias.

3.2.3 Medio Agar Agua 2 % (AA)
Se disolvieron 5 g de agar en 250 ml de agua destilada. Se dejé deshidratar

por siete dias.

3.2.4 Medio Agar Agua Hojas de Clavel (CLA)

Este medio se preparé de manera similar al medio AA. Justo antes de vaciar el
medio en las cajas Petri 60 x 15 mm se agregaron cinco piezas de hojas de clavel
estériles a cada caja. Las hojas de clavel esterilizadas por radiacién gama fueron
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proporcionadas por el Dr. Raul Rodriguez Guerra (INIFAP, Celaya, Guanajuato). Se

dejo deshidratar por cuatro dias.

3.2.5 Medio Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)

Este medio contenia los siguientes ingredientes en gramos por 250 ml de
medio: KH, POs 0.25 g, K NO3 0.25 g, Mg SO4 *7H,O 0.125 g, K ClI 0.125 g,
glucosa 0.05 g, sucrosa 0.05 g y agar 5 g. Después de que el medio se vacié en las
cajas Petri y gelifico, se colocaron dos piezas de un cm?de papel filtro (Whatman No.

1) estéril sobre la superficie del agar. Se dejo deshidratar por cuatro dias.

3.3 Obtencion de aislamientos de Fusarium

3.3.1 Siembra del tejido malformado

Las muestras de tejido se lavaron con detergente y agua por 30 minutos para
eliminar polvo, insectos y acaros, y se cortaron en trozos de tres cm de longitud para
facilitar su manipulacion; estas secciones se desinfectaron en hipoclorito de sodio
comercial (Clorox®) diluido en agua (1:6) por 10 minutos y enjuagaron con agua
destilada estéril dos veces. Posteriormente, las muestras de tejido se secaron con
papel estéril, se cortaron en secciones de 1-2 mm y sembraron en cajas con medio
1/2 XPDA. Las cajas se sellaron con Parafilm, se etiquetaron e incubaron a 25 °C por
24 a 48 horas en oscuridad. Del micelio que se desarroll6 en las secciones de tejido,
se transfirieron puntas de hifa a cajas Petri con medio SNA con el propdsito de
obtener una abundante produccion de conidios. Los cultivos se incubaron bajo luz

blanca y negra a 25 °C por dos a tres semanas.

3.3.2 Cultivos monospéricos y preservacion de los aislamientos

Fusarium

Se tomaron trozos de medio SNA de dos x tres mm con micelio de dos a tres
semanas de crecimiento y se colocaron en tubos de ensaye con 5 mL de agua
destilada estéril. Los tubos se agitaron manualmente hasta conseguir una
suspension de conidios, se tomaron 30 uL con micropipeta y se depositaron sobre la
superficie de cajas Petri 100 x 15 mm con medio AA. La gota de agua con la
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suspension de conidios se distribuyd sobre la superficie del medio con una varilla de
vidrio estéril. Las cajas se incubaron a 25 °C en oscuridad por 20 horas. Después del
periodo de incubacién, se transfirieron por separado conidios germinados con ayuda
de microscopio estereoscopico a cajas de Petri con medio de cultivo SNA e

incubaron a 25 °C por 3 semanas. Se colocé un conidio por caja.

A las colonias desarrolladas por tres semanas en medio SNA a partir de los
conidios germinados, se les agregaron 4 ml de glicerol 25 % estéril. El glicerol se
agitdé suavemente con ayuda de la micropipeta para desprender los conidios del
micelio, esta suspension de conidios se transfirid a viales criogénicos estériles que se
almacenaron a -70 °C. En los experimentos de caracterizacion de los aislamientos de

Fusarium se utilizaron alicuotas de estas suspensiones de conidios.

3.4 Caracterizacion cultural y morfolégica de los aislamientos de Fusarium

3.4.1 Caracteristicas culturales en medio 1XPDA.

Para cada aislamiento estudiado se inocularon 20 pL de suspension de
conidios en glicerol a 25 % en cajas Petri con medio PDA preparado 7 dias antes de
ser utilizado. Se determind el tipo y espesor del micelio, el color de la colonia,
pigmentacién del agar, presencia y color de esporodoquios, asi como la presencia de

clamidosporas e hifas enrolladas. Se hicieron revisiones a los 15, 30 y 60 dias.

3.4.2 Caracteristicas morfolégicas en medio CLA.

Se inocularon 20 pL de suspension de conidios en glicerol al 25 % en cajas
Petri con medio CLA preparado cuatro dias antes de ser utilizado. Las observaciones
se hicieron 10 dias posteriores a la inoculacion del medio. Para determinar el tamafio
de los macroconidios y microconidios se midieron (largo y ancho) 25 conidios de
cada tipo por aislamiento en un microscopio compuesto. Se determiné la forma, tipo
de pie y célula apical y numero de septos de los macroconidios. Se determiné la
forma, disposicién y tipo de fidlide de los microconidios. Ademas se determind la

presencia de esporodoquios, clamidosporas e hifas enrolladas.
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3.4.3 Tasa de crecimiento en medio 1X PDA

Para cada aislamiento estudiado se inocularon 5 ul de la suspension de
conidios en glicerol al 25 % en cajas con medio SNA. Las cajas se incubaron por 7
dias a 25 °C en oscuridad. Posteriormente se transfiri6 un disco de 6 mm de
diametro al centro de una caja Petri con medio 1X PDA, se sell6 con papel Parafiim y
se incubo a 25 °C en oscuridad durante 72 horas. Se utilizaron tres repeticiones
(cajas de Petri inoculadas) de cada aislamiento por experimento. Al término de la
incubacion se analizd el crecimiento micelial promedio por dia, se midié el diametro

de la colonia en los ejes horizontal y vertical. El experimento se realizé dos veces.

Los datos de las variables registradas se sometieron a un analisis de varianza
mediante el procedimiento GLM y prueba de Tukey para la comparacién de medias

entre tratamientos con el uso del programa estadistico SAS version 9.0.

3.5 Extraccion de acidos nucleicos

Se inocularon 5 yl de solucion de conidios en el centro de cajas Petri con
medio SNA, y se incubaron a 25° C por siete dias. De cada colonia micelial se
colectaron 10 discos de medio con micelio de 1 cm de diametro, se transfirieron a
matraces Erlenmeyer de 250 ml de capacidad con 60 ml de medio SN y se incubaron
estaticos a 25 °C por 7 dias. El micelio desarrollado se filtr6 con un embudo vy tela
Miracloth, se lavo con agua destilada estéril, y se colocd extendido en el interior de
morteros estériles. Los morteros con el micelio se cubrieron con papel aluminio
estéril y almacenaron a 4 °C por siete dias para su deshidratacion. Posteriormente, el
micelio se macerd con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino y se almacend a
-20 °C en microtubos estériles de 1.7 mL. El ADN se extrajo de acuerdo al protocolo
descrito por Mahuku (2004).

3.6 Amplificacion de ADN por PCR para estudios filogenéticos y taxondmicos
Se utilizaron los oligonucleétidos EF-1/2 para el factor de elongacion (EF-1),

H3-1a/b para histona 'y T1/T21 y T121/T22 para B-tubulina. Los oligonucleétidos para

el factor de elongacion descritos por O’Donnell et al., (1998), hibridan dentro de los

exones conservados del factor de elongacién para amplificar porciones de la region
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codificadora que incluye intrones, los oligonucleotidos H3-1a/b descritos por Glass y
Donaldson (1995), amplifican 455 pares de bases del gene H3 y para R-tubulina se
utilizaron los pares de oligonucleétidos T1/T21 y T121/T22 que amplifican 337 y 466

pares de bases respectivamente, (O’Donnell y Cigelnik, 1997).

Para la amplificacion de las secuencias se utilizé el kit PCR Master Mix
(Promega), con una temperatura de desnaturalizacion de 94 °C, una temperatura de
hibridacién de 55 °C, y una temperatura de elongacién de 72 °C, por 35 ciclos, en un
termociclador gradient (Eppendorf). Las muestras de las amplificaciones se
analizaron electroforéticamente en geles de agarosa al 2 % TAE a 50 volts por 120
minutos. Los fragmentos amplificados se purificaron con un kit comercial (QlAquick
PCR Purification Kit- QIAGEN). EI ADN purificado se envié a una compania externa
para su secuenciacion en ambas direcciones del gen (3" a 5" y viceversa). Las
lecturas de éstas se compararon con su secuencia complementaria a través del

Programa Sequencher 4.8.

Las secuencias obtenidas de los aislamientos fueron editadas y alineadas con
el Programa Bioedit version 7.0.5.2 con secuencias homodlogas de F. oxysporum, F.
mangiferae y F. sterilihyphosum obtenidas del Centro Nacional de Informacién
Biotecnolégica (NCBI) (Cuadro 1). Para poder hacer comparables las diferentes
secuencias correspondientes a un gen, se realizd un proceso de alineacion por
medio del programa Clustal W (Thompson et al., 1994). En este proceso se
insertaron espacios entre las bases de tal manera que, cada una de las bases de una
secuencia se correspondié con la base homédloga de las restantes secuencias

incluidas en el analisis.

Con la matriz de secuencias alineadas se realizaron analisis cladisticos para
cada gen por separado y en combinacion de éstos, con el criterio de parsimonia por
medio del programa PAUP, todos los analisis filogenéticos se ejecutaron con el
programa Paup* 4.0b (Swofford, 2003). Los analisis de Maximas Parsimonias se
ejecutaron con 100 réplicas adicionales al azar en una busqueda heuristica con TBR.

Bootstrap con 100 réplicas en una busqueda heuristica con TBR brind6 la estabilidad
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de los clados. Los programas Paup y ModelTest version 3.7 (Posada y Crandall,
1998) se usaron para seleccionar los modelos alternos de evolucion para Likelihood.
Los analisis filogenéticos Bayesianos se ejecutaron con el programa de MrBayes
3.0b4 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001) con Cadenas de Markov Monte Carlo (CMCM)
las cuales comenzaron con un arbol al azar y corrieron por un millon de

generaciones, finalmente se realizaron consensos de mayoria.

Cuadro 1. Accesiones del Centro Nacional de Informacion Biotecnolégica de las
especies de Fusarium asociadas a la malformacion de mango

Especies de Accesiones utilizadas de los genes
Fusarium factor de elongacién histona B-tubulina
F. mangiferae AF160281 (NRRL25226) AF236781 (MRC7561) AF236783 (MRC3478)

AF150869 (MRC3478) U61561 (NRRL25226)
AF150866 (MRC7035)

F. sterilihyphosum DQ452859 (CML262
DQ452858 (CML283
DQ452861 (CML345
DQ452860 (CML389

AF236778 (MRC2802) DQ445781 (CML262)
AF236777 (MRC7877) DQ445785 (CML282)
DQ445780 (CML283)
DQ445783 (CML345)
DQ445782 (CML389)
AF236784 (MRC7877)

) (
) (
) (
) (

F. oxysporum AF160281 (NRRL22902) AF150832 (MRC6212) U34424 (NRRL22902)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Obtencién de aislamientos de Fusarium

De las muestras sintomaticas de tejido vegetativo o floral con malformacion en
mango colectadas se obtuvieron 76 aislamientos del hongo Fusarium (Cuadro 1A).
de los cuales se seleccionaron 28 para llevar a cabo la caracterizacion morfologica y
cultural; en esta seleccién se incluyeron aislamientos de los cinco municipios
muestreados y cada sitio o huerta quedo representada con dos muestras de arboles

distintos, preferentemente con tejido malformado vegetativo y floral (Cuadro 2).

4.2 Caracterizacion cultural y morfolégica de los aislamientos de Fusarium

4.2.1 Caracteristicas culturales en medio 1X PDA

a) Color de la colonia y pigmentacion del agar

Los aislamientos mostraron una amplia variacion en el color de la colonia al
presentar diferentes intensidades de rosa, violeta, amarillo, salmoén y café violaceo
(Figuras 3, 4 y 5). De igual manera, hubo una amplia variacion en el color de la
pigmentacién del medio de cultivo, con tonos desde rosa hasta violeta grisaceo.
Solamente el aislamiento 9 del municipio de Taretan no presentd pigmentacion en el

medio (Cuadro 3).

Las condiciones ambientales y el medio de cultivo son factores importantes
para la produccion de pigmentos por especies de Fusarium; asi, algunas especies
son sensibles a la luz mientras que otras lo son al pH del medio de cultivo, lo que
ocasiona que las colonias de las especies de Fusarium puedan variar ampliamente
en sus coloraciones (Leslie y Summerell, 2006). Cuatro de los aislamientos
analizados en este estudio presentaron pigmentacidén purpura de varias tonalidades
en el reverso de la colonia. Este tipo de coloracidén purpura es caracteristico de
especies de Fusarium ubicadas en la seccion Liseola, en donde se encuentran las
especies de F. subglutinans, F. mangiferae y F. sterilihyphosum (Britz et al., 2002;
Leslie y Summerell, 2006).
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Cuadro 2. Aislamientos de Fusarium obtenidos de tejidos malformado de mango
seleccionados para la caracterizacion morfolégica y cultural

Cédigo Cédigo de Colecta Fechade Municipio Huerta Arbol Tipo de
de Campo Laboratorio No. Colecta No. No. Tejido
C10S1 S1F1 1 10 28-Abr-07 Taretan 1 1 Floral
C10 S1S2 V1 2 10 28-Abr-07 Taretan 1 2 Vegetativo
C10 S2 S2 V1 5 10 28-Abr-07 Taretan 2 2 Vegetativo
C10 S2 S3 V1 7 10 28-Abr-07 Taretan 2 3 Vegetativo
C10S3 S1V1 9 10 28-Abr-07 Taretan 3 1 Vegetativo
C10S3 S2 F1 12 10 28-Abr-07 Taretan 3 2 Floral
C118181W1 15 11 12-May-07  Coalcoman 4 1 Vegetativo
C11 S1S3F1 16 11 12-May-07  Coalcoman 4 3 Floral
C11 S2S2 V1 19 11 12-May-07  Coalcoman 5 2 Vegetativo
C11S2 S5F1 22 11 12-May-07  Coalcoman 5 5 Floral
C11S3 S1F1 24 11 12-May-07 Tepalcatepec 6 1 Floral
C11S3 S4 F1 26 11 12-May-07 Tepalcatepec 6 4 Floral
C11S4 S1F2 29 11 12-May-07 Tepalcatepec 7 1 Floral
C11 84 S3 V1 31 11 12-May-07 Tepalcatepec 7 3 Vegetativo
C11S582 V1 35 11 12-May-07 Tepalcatepec 8 2 Vegetativo
C11 S5S3 F1 38 11 12-May-07 Tepalcatepec 8 3 Floral
C11 S6 S2 V1 41 11 12-May-07  Apatzingan 9 2 Vegetativo
C11 S6 S3 F1 43 11 12-May-07  Apatzingan 9 3 Floral
C11 S7 S1 V1 46 11 12-May-07  Apatzingan 10 1 Vegetativo
C11 S7 S3 F1 48 11 12-May-07  Apatzingan 10 3 Floral
C11 S8 S2 F1 50 11 12-May-07  Apatzingan 11 2 Floral
C11 S8 S3 F1 52 11 12-May-07  Apatzingan 11 3 Floral
C1281 81 F1 53 12 01-Jul-07 G. Zamora 12 1 Floral
C12 S1 S2 F1 55 12 01-Jul-07 G. Zamora 12 2 Floral
C12 S2 S2 V1 61 12 01-Jul-07 G. Zamora 13 2 Vegetativo
C12 S2 S4 V1 65 12 01-Jul-07 G. Zamora 13 4 Vegetativo
C12S3 S1F2 70 12 01-Jul-07 G. Zamora 14 1 Floral
C12S3 S2 F2 72 12 01-Jul-07 G. Zamora 14 2 Floral
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Figura 3. Aislamientos de Fusarium spp desarrollados en medio de cultivo PDA vistas
por anverso y reverso. Del 1 al 15 Taretan, 16 y 19 Coalcoman, 22 Tepalcatepec.
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Figura 4. Aislamientos de Fusarium spp desarrollados en medio de cultivo PDA vistas
por anverso y reverso. Del 24 al 38 Tepalcatepec, 41 a 48 Apatzingan.
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Figura 5. Aislamientos de Fusarium spp desarrollados en medio de cultivo PDA vistas
por anverso y reverso. El 50 y 52 Apatzingan, 53 a 72 Gabriel Zamora.
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Cuadro 3. Caracteristicas culturales en medio de cultivo PDA de aislamientos de
Fusarium obtenidos de tejidos malformados de mango.

Cédigo de Tipo de micelio Color de la colonia Color de la colonia Pigmentacién
laboratorio (arriba) (abajo) del medio de cultivo
1 Abundante y denso Rosa Rosa fuerte a violeta Crema
2 Abundante y denso Violeta Violeta Crema
5 Abundante y denso Rosa Violeta Crema
7 Abundante y denso Violeta claro Violeta Violeta claro
9 Abundante y denso Violeta fuerte Violeta fuerte Sin pigmento
a purpura
12 Abundante y denso Violeta fuerte Violeta fuerte Crema grisaceo
a purpura
15 Abundante y denso Violeta claro Violeta Violeta claro
16 Abundante y denso Violeta claro Violeta Violeta claro
19 Abundante y denso Violeta claro Violeta Violeta claro
22 Abundante y poco Violeta claro Violeta Crema
denso en periferia
24 Abundante y denso Violeta claro y rosa Violeta claro Violeta claro
claro al centro
26 Abundante y denso Rosa claro Amarillo a Crema
violeta claro
29 Abundante y denso Rosa claro Amarillo a Violeta claro
Violeta claro
31 Abundante y denso Rosa claro Violeta claro Violeta claro
grisaceo
35 Abundante y denso Rosa claro Rosa a Violeta claro
violeta claro
38 Abundante y denso Rosa salmén Rosa fuerte Violeta claro
a violeta
41 Abundante y denso Amarillo a naranja Amairillo a Crema
violeta claro
43 Abundante y denso  Violeta claro a violeta Violeta claro a Crema
Violeta
46 Abundante y denso Violeta claro Violeta claro Crema
48 Abundante y denso  Violeta claro a violeta Purpura a Violeta grisaceo
casi negro
50 Abundante y denso Violeta claro con Rosa con centro Violeta claro
rosa claro encima violeta fuerte
52 Abundante y denso Violeta claro con centro Rosa con centro Violeta claro
rosa claro y azul violeta fuerte
53 Abundante y denso Violeta claro Violeta claro con Crema
al centro centro violeta
55 Abundante y denso Rosa con centro Rosa con centro Rosa claro

rosa claro

violeta
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Continuacion.....Cuadro 3

Cédigo de  Tipo de micelio Color de la colonia Color de la colonia Pigmentacion
laboratorio (arriba) (abajo) del medio de cultivo
61 Abundante y denso Violeta cla_lro con Rosa con centro Violeta claro

centro casi blanco Violeta
65 Abundante y denso Salmén Salm?\ln con centro Crema a naranja
aranja
70 Abundante y poco Café violaceo Café wolaceo.con Crema a violeta claro
denso en periferia centro amarillo
72 Abundante y denso Violeta claro a violeta RoslaDSS;uS:ntro Crema grisaceo

b) Tipo de micelio

El 90 % de los aislamientos de Fusarium produjeron micelio abundante y
denso en la superficie del medio de cultivo, a excepcidon de los aislamientos 22 de
Tepalcatepec y 70 de Lombardia que produjeron micelio abundante y poco denso en
la periferia y el aislamiento 53 de Apatzingan que produjo micelio abundante y denso
sélo en el centro de la colonia (Cuadro 3). EI medio de cultivo PDA es un medio rico
en carbohidratos, el cual permite un desarrollo micelial aéreo ideal para la

observacion de sus caracteristicas (Leslie y Summerell, 2006).

c) Presencia de hifas enrolladas, esporodoquios y clamidosporas

Se observd la presencia de hifas enrolladas en 23 de los 28 aislamientos
estudiados (Fig. 6), semejantes a las reportadas para algunos de los taxones
asociados con la malformacion del mango, que incluyen a F. sterilihyphosum, quien
posee este tipo de hifas (Britz et al., 2002; Leslie y Summerell, 2006; Igbal et al.,
2006; Marasas et al., 2006; Rodriguez-Alvarado et al., 2008; Lima et al., 2009). Este
tipo de hifas no se observaron en los aislamientos 2, 43, 53, 65 y 72. Britz et al.,
(2002) reportan que existen dos especies mas capaces de producir hifas enrolladas,
F. circinatum y F. pseudocircinatum; sin embargo, los macroconidios de estas
especies son cortos y presentan soélo tres septos, a diferencia de los de F.

sterilihyphosum que son mas largos y tienen de tres a cinco septos.
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La ausencia de clamidosporas incrementa la semejanza de estos aislamientos
con F. sterilihyphosum ya que esta especie no las produce, aunque la falta de
esporodoquios en los aislamiento es una caracteristica que los diferencia, F.
sterilihyphosum si llega a presentarlos aunque en pocas ocasiones. Por otra parte, F.
oxysporum se caracteriza por producir abundantes clamidosporas, a diferencia de F.
mangiferae que tampoco las produce (Leslie y Summerell, 2006). Los esporodoquios
se presentan frecuentemente en F. oxysporum y F. mangiferae y son generalmente

de color crema a naranja. (Leslie y Summerell, 2006).

Figura 6. Morfologia del aislamiento No. 1. (A) Hifa enrollada; (B) Forma tipica
de los macroconidios; (C) Microconidios en falsas cabezas.

4.2.2 Caracteristicas morfolégicas en medio de cultivo CLA

a) Macroconidios

Los macroconidios se produjeron de manera abundante en todo el micelio y no
en estructuras especificas (esporodoquios). El aislamiento 31 (Tepalcatepec)
sobresalié por la gran cantidad de macroconidios producidos en este medio. La
forma predominante que se observd fue la tipica para las especies del complejo
Gibberella fujikuroi, con una curvatura dorso ventral a lo largo de la espora.
Solamente el aislamiento 41 (Apatzingan) mostré una forma ligeramente recta. El

numero de septos observados en todos los aislamientos fue de tres a cinco; la célula
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apical por lo general fue en forma de gancho o papilada y la célula basal en forma de
pie o con una marcada muesca. El rango de tamafio observado fue en promedio de
33.6 a 58.17 ym de largo por 3.43 a 4.3 ym de ancho (Fig. 6 y Cuadro 2A).

Los macroconidios son uno de los caracteres mas importantes en la
identificacion de especies del género Fusarium. En medio CLA suelen ser uniformes
en tamafo y forma y presentarse entre seis y diez dias después de ser inoculado el
medio, razén por la cual es recomendado para los estudios de identificacion de
especies. Por lo general, el numero de macroconidios encontrados en F.
sterilihyphosum es bajo; mientras que, F. mangiferae y F. oxysporum producen un
numero relativamente mayor, siendo éstos producidos en esporodoquios (Leslie y
Summerell, 2006). EI numero de septos observados (tres a cinco) es coincidente con
el reportado por Britz et al. (2002) para las especies de la seccién Liseola, no asi
para F. oxysporum que presentan unicamente 3 septos (Leslie y Summerell, 2006).
El tamafo promedio de los macroconidios de los aislamientos de Michoacan estuvo
dentro del rango reportado para F. mangiferae (43-61 ym) y F. sterilihyphosum (28-
47 pm) aunque los municipios de Apatzingan y Gabriel Zamora tuvieron

macroconidios 10 % mas largos que los de F. sterilihyphosum (Britz et al., 2002).

Los resultados del analisis de varianza practicado al tamafio de los
macroconidios indicaron diferencias estadisticas significativas sobre éste y el
municipio del cual provienen (Cuadros 4 y 5A). La longitud mayor de los
macroconidios (49.57 y 49.09 ym) correspondi6é a las localidades de Apatzingan y
Gabriel Zamora, mientras que el menor (38.61 um) fue de Taretan. Se encontraron
correlaciones positivas de 0.9708 entre la longitud del macroconidio y su lugar de
origen. Lo anterior indica que la longitud de los macroconidios es atribuible en 97 % a
las caracteristicas geograficas y de medio ambiente presentes en cada municipio.

Las diferencias en el tamafo de los macroconidios puede ser probablemente

una respuesta a las condiciones climatoldgicas que se presentan en esas regiones,
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aunque no se descarta la posibilidad de que sean el resultado del medio de cultivo
utilizado y las condiciones en que se desarrollaron. Leslie y Summerell (2006)
mencionan que los macroconidios producidos en medio CLA pueden diferir
significativamente de los producidos en medio PDA o SNA, de igual forma medios
ricos en azucares producen gran variabilidad en el tamafio de sus conidios. En
estudios hechos en Fusarium (Nelson, 1983 citado por Sabadell, 2003) menciona

que existe una gran variacién cultural, aun en una misma linea monosporica.

Cuadro 4. Tamaio de los macroconidios y microconidios de Fusarium obtenidos de
tejido con malformacién en Michoacan como resultado del municipio de su
procedencia.

Municipio Largo ancho largo ancho
macroconidio macroconidio microconidio microconidio

Taretan 38.61¢ 3.72b 10.35abc 3.41a

Coalcoman 41.04b 3.88a 10.46ab 3.42a

Tepalcatepec 41.02b 3.62¢ 9.74c 3.16b

Apatzingan 49.57a 3.94a 9.97bc 3.41a

G. Zamora 49.09a 3.78b 10.822 3.46a

'Letras iguales en una columna indican valores estadisticamente no diferentes (p < 0.05)

c) Microconidios

En todos los aislamientos de Michoacan se observo la presencia de
microconidios de manera abundante, dispuestos en falsas cabezas con menos de
cinco esporas en células conidiégenas, simpddicamente ramificadas en monofialides
y polifidlides cortas. La forma observada mas frecuente (96 %) fue la oval sin septos,
aunque algunos aislamientos presentaron microconidios de forma reniforme y con un
septo (Cuadros 5y 3A).
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Cuadro 5. Concentrado de las caracteristicas fenotipicas de Fusarium spp

N.D.A Macro:-:r:?:izz prlclrir:::::nidios Tipode  Disposicion Prisi;n:ia crzsisr::ig::to
e um um fidlide de conidios enrolladas mm/dia
1 33.6 X3.6 10.1 X3.2 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10.8
2 34.6 X 3.7 9.9X3.5 Mono/Poli  Falsa cabeza - 8.9
5 40.3 X 3.4 111 X 3.3 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10.1
7 37.7X3.5 109X 3.6 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.1
9 435X 4.2 11.0X 3.5 Mono/Poli  Falsa cabeza + 8.2
12 42.0X 3.8 9.1X34 Mono/Poli  Falsa cabeza + 8.3
15 453X 3.8 9.1X3.5 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10.6
16 41.9X4 10.6 X 3.4 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10.1
19 414X 3.9 10.2X 3.5 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.7
22 35.6 X3.8 12X 3.3 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.8
24 40 X 3.8 9X34 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.6
26 449X 3.9 8X 3 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10.4
29 34.5X3.5 10.8 X 3.2 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.6
31 46.1 X 3.5 11.2X 3.1 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10
35 38.7X3.4 9.5X29 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10
38 423X 3.5 99X3.2 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10.3
41 57.5 X 3.7 9.22 X 3.3 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.7
43 58.2 X4 8.6 X3.3 Mono/Poli  Falsa cabeza - 7.9
46 425X 3.9 93X34 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.6
48 49 X 3.9 10.7 X 3.5 Mono/Poli  Falsa cabeza + 7.5
50 428 X 3.9 109X 3.6 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10
52 474X 4.3 11 X3.2 Mono/Poli  Falsa cabeza + 10.6
53 491 X 3.7 11.4 X 3.2 Mono/Poli  Falsa cabeza + 6.9
55 52X 3.6 10.1 X 3.5 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.8
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Continuacion.....Cuadro 5

Tamafo promedio Tipode  Disposicion Fresencia [Tasade
N.D.A. Macroconidios Microconidios PO posiel hifas crecimiento
fialide de conidios mm/dia

pm um enrolladas

61 48 X 3.7 11 X 3.6 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.8

65 504 X4 11.6 X 3.5 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9.1

70 43.9X 3.8 10.8 X 3.5 Mono/Poli  Falsa cabeza + 9

72 51X 3.9 10X 3.5 Mono/Poli Falsa cabeza + 9.2

*N.D.A.= NUumero de aislamiento

Las especies de Fusarium reportadas como causantes de la malformacion del
mango, F. oxysporum, F. mangiferae y F. sterilihyphosum, presentan microconidios
similares a los observados en este trabajo tanto en forma como en tamafio (Britz et
al., 2002; Leslie y Summerell, 2006); estas semejanzas acercan a las cepas aisladas
de Michoacan con las especies de la seccion Liseola, a diferencia de F. oxysporum
que tiene los microconidios no septados y son producidos en células conididbgenas

con monofialides cortas (Leslie y Summerell, 2006).

d) Clamidosporas

La formacion de clamidosporas no se observé en ningun aislamiento,
caracteristica que coincide con las descritas por Britz y col. (2002) y Leslie y
Summerell (2006) para las especies de F. mangiferae y F. sterilihyphosum. F.
oxysporum por su parte, se caracteriza por una pronta y abundante produccion de
clamidosporas en la mayoria de sus aislamientos, que pueden ser terminales o
intercalares en hifas aéreas, sumergidas o superficiales (Leslie y Summerell, 2006).
Esto es indicativo de que los aislamientos obtenidos no son de la especie oxysporum

la cual se ha reportado para Michoacan (Mora-Aguilera et al., 2003).
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e) Hifas enrolladas

En 50 % de los aislamientos analizados se observd la presencia de hifas
enrolladas (Cuadro 5). Esta hifas son similares a las que se han reportado para F.
sterilihyphosum (Britz et al., 2002; Igbal et al., 2006; Leslie y Summerell, 2006;
Marasas et al., 2006; Rodriguez-Alvarado et al., 2008; Lima et al., 2009;) que son
una caracteristica que distingue a esta especie de F. mangiferae, ambas de la

seccion Liseola.

4.3 Tasa de crecimiento micelial en 1XPDA

Los aislamientos de Fusarium mostraron variacién en la tasa de crecimiento
micelial en un rango de 6.67 a 10.67 mm/dia, después de 72 horas de incubacién a
25 °C en oscuridad (Cuadro 5A). Por lo general esta tasa permite distinguir las
especies de rapido o lento crecimiento; sin embargo, es posible que debido a la
variabilidad dentro de las especies, su lugar de origen o factores externos como luz,
posicion de la caja Petri en el lugar de incubacion, etcétera, puedan presentarse
diferencias tanto en el crecimiento entre las repeticiones de un mismo aislamiento,
como en poblaciones distintas aun de la misma especie, por eso esta tasa, solo
confirma el diagndstico previo (Summerell et al., 2003). Esto explica las diferencias

observadas en la tasa de crecimiento entre las repeticiones de un mismo aislamiento.

Britz y et al., (2002) enfatizan la diferencia que existe en el crecimiento entre
las especies F. mangiferae y F. sterilihyphosum a 25 °C, con 3.4 mm/dia y 4.8
mm/dia respectivamente; F. oxysporum es considerado de rapido crecimiento ya que
puede crecer un cm diario (Garcés de Granada et al., 2001). Asi, al comparar estas
tasas de crecimiento con las observadas en los aislamientos de Michoacan se
observo que en todos ellos su velocidad de crecimiento es mayor al de las especies
de la seccion Liseola y semejantes a las de F. oxysporum. Sin embargo, esta
similitud con F. oxysporum por si sola no es indicativa de que se trate de la misma

especie unicamente que ambas coinciden en la tasa de crecimiento.
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4.4 Anadlisis filogenético y taxonémico

La calidad del ADN genomico extraido del micelio, evaluada por electroforesis
en geles de agarosa al 2 % TAE, tefidos con bromuro de etidio, resulté adecuada
para los estudios que se llevaron a cabo. En los carriles del gel, se muestran las

bandas correspondientes a la amplificacion de cada gen de las diferentes muestras
(Fig. 7).

46 50 19 01 07 02 53 41 72

Factor de elongacién

P

Histona

B-Tubulina

Figura 7. Gel representativo de la amplificacion por PCR de los fragmentos de
ADN del factor de elongacion, histona y B-Tubulina de los cultivos 46, 50, 19, 01, 07,
02, 53, 41 y 72 de Fusarium aislados de tejidos malformados vegetativos y florales de
mango en Michoacan.



Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

De los 28 aislamientos utilizados en la caracterizacion morfolégica, 19 se
seleccionaron para la caracterizacion genética, todos los municipios quedaron
representados (aislamientos 1, 2, 7, 12, 16, 19, 26, 31, 38, 41, 43, 46, 48, 50, 53, 55,
61, 65y 72). De éstos, 15 aislamientos fueron debidamente secuenciados en ambos
sentidos para los tres genes, solo los aislamientos 16, 19, 55 y 65 no fueron
secuenciados adecuadamente para el gen de B-tubulina, o que impidi6 que fueran
utilizados en la formacién de los dendrogramas correspondientes. La longitud de las
secuencias obtenidas varié de 600 a 719 pb para el factor de elongacion, de 522 a
533 histona y de 1300 a 1346 B-tubulina. Todas las secuencias se compararon con
su secuencia complementaria a través del Programa Sequencher 4.8 para eliminar
posibles errores en las bases de las mismas. Las secuencias revisadas se alinearon
con el Programa Bioedit versién 7.0.5.2 (Hall, 1999) con secuencias homdlogas
obtenidas de Genbank (NCBI) de F. oxysporum, F. mangiferae y F. sterilihyphosum.
Una vez identificados los puntos de inicio y término de las secuencias, se “quitaron”
los decameros previos y posteriores a éstos, lo que redujo ligeramente su longitud,
de tal manera que el factor de elongacion quedo con 658 pb, histona con 546 pb y 3-

tubulina con 539 pb.

La informaciéon generada por la secuenciacion de los diferentes genes, asi
como la obtencidn de secuencias homélogas en el Genbank permitieron la
construccién de arboles filogenéticos. Los resultados de los cladogramas obtenidos
de los diferentes analisis practicados fueron semejantes razén por la cual se
explicaran solamente los de Maxima Parsimonia. El criterio de parsimonia elige el
arreglo de secuencias que pueda ser justificado con el menor numero de supuestos
(expresado en el numero de cambios en el arbol). Los resultados de analisis son

presentados a continuacion para cada gen y después en forma conjunta.

a) Factor de elongacién
En el alineamiento de este gen se observé que los aislamientos 16, 26, 31, 38,
43, 48 y 65 mostraban cambios en sus bases al ser comparados con el resto de los

aislamientos, los cuales tenian secuencias semejantes. Los cambios encontrados
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incluyen inserciones/deleciones sencillas y/o dobles de bases, ademas del re-
emplazamiento de un base por otra. La muestra con mayor numero de cambios fue
la 16 que corresponde al municipio de Coalcoman con 14 cambios, 1 delecion y 3
inserciones. Dentro de los cambios efectuados en las bases de las secuencias 12
fueron transiciones y 8 transversiones (Cuadros 8A, 11A). Es de llamar la atencién
que la secuencia del aislamiento 16 es muy parecida a la de la cepa brasileha

CML283 con la cual sélo diferia en 4 bases.

El analisis de parsimonia produjo 6,097,623 arboles igualmente
parsimoniosos, con un indice de consistencia de 0.9494 y un indice de retencién de
0.9626 (Cuadro 11A). Los clados que son comunes a la mayoria de todos los arboles
se dedujeron mediante la obtenciéon de un arbol de consenso de mayoria (Fig. 1A).
En éste se puede observar que todos los aislamientos estudiados de Michoacan y las
cepas brasilefas utilizadas fueron resueltos como un grupo monofilético del cual se
desprendieron dos conglomerados parafiléticos, en el primero se agruparon las
cepas de Brasil junto con el aislamiento 16 (Coalcoman) y en el segundo grupo todos
los aislamientos restantes de Michoacan. Estos resultados confirman lo observado

en las secuencias ya que el aislamiento 16 fue el mas parecido a estas cepas.

b) Histona

De igual manera que con el gen anterior, se observé que los aislamientos 1, 7,
41, 46, 50 y 61 tenian secuencias semejantes, mientras que los restantes
presentaban algunos cambios en sus bases. Nuevamente, las muestras con mayor
numero de cambios fueron la 16 y 19, con seis y cinco cambios respectivamente,
ambas de Coalcoman. En este gen no se presentaron inserciones de bases, solo
cuatro deleciones. Los cambios en las bases correspondieron a 13 transiciones y
nueve transversiones (Cuadros 9A y 11A).

Al comparar los aislamientos de Michoacan con sus secuencias homélogas se

observd que las secuencias de los aislamientos 16 y 19 eran muy parecidas a la de
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la cepa MRC2802 identificada como F. sterilihyphosum (Steenkamp et al., 2000) con

la cual s6lo diferian en tres y dos bases respectivamente.

El andlisis de parsimonia produjo 5,816 arboles mas parsimoniosos con un
indice de consistencia de 0.7553 y un indice de retencién de 0.7416 (Cuadro 11A).
Los clados que son comunes a la mayoria de todos los arboles se dedujeron
mediante la obtencién de un arbol de consenso de mayoria (Fig. 2A). En éste se
observd que no todos los aislamientos de Michoacan fueron resueltos
satisfactoriamente a pesar de haber sido agrupados como monofiléticos. De este
grupo se desprendieron tres conglomerados parafiléticos, el primero formado por
aislamientos de F. mangiferae y F. sterilihyphosum de las accesiones hechas al
genbank, en un segundo grupo, los aislamientos 16 y 19 fueron agrupados junto con
la cepa MRC2802 de F. sterilihyphosum, en el tercer conglomerado quedaron los
aislamientos 12, 26, 31, 38, 43, 48, 55 y 65 y finalmente el resto de los aislamientos

sin resolver.

c) B-Tubulina

En el alineamiento de este gen, las secuencias de los aislamientos 2, 7, 26,
31, 41 y 53 mostraron cambios en sus bases al ser comparados con el resto de los
aislamientos, los cuales tuvieron secuencias semejantes. Los cambios encontrados
incluyeron inserciones/deleciones sencillas, ademas de reemplazamientos de una
base por otra. El aislamiento con mayor numero de cambios fue el 41 del municipio
de Apatzingan. En los cambios de las bases 11 fueron transiciones y 12
transversiones (Cuadros 10A, 11A). Al comparar los aislamientos con las secuencias
homologas del Genbank, quedd a la vista que las secuencias CML 282 y CML283
eran parecidas a las secuencias de los aislamientos restantes, diferenciandose de
éstas en solo 3 bases.

El analisis de parsimonia produjo 450 arboles igualmente parsimoniosos, con
un indice de consistencia de 0.9438 y un indice de retencion de 0.9206 (Cuadro

11A). Los clados que son comunes a la mayoria de todos los arboles se dedujeron
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mediante la obtencion de un arbol de consenso de mayoria (Fig. 3A). Todos los
aislamientos estudiados de Michoacan y las cepas brasilefias fueron resueltas como
un grupo monofilético del cual se desprendieron tres conglomerados parafiléticos, en
el primero se agruparon las cepas de Brasil CML262, CML345 y CML389; en el
segundo, las cepas CML282 y CML283 fueron agrupadas, para finalmente en el

tercer conglomerado quedar reunidos todos los aislamientos de Michoacan.

d) Combinacién de secuencias de los genes estudiados

Con el fin de obtener arboles filogenéticos mejor resueltos se realizaron
combinaciones entre los diferentes genes, factor de elongacion e histona, factor de
elongacion y B-Tubulina, histona y B-Tubulina y finalmente factor de elongacién,

histona y B-Tubulina.

A través del analisis de parsimonia de la combinacion de los genes del factor
de elongacion y B-Tubulina, se obtuvieron cuatro arboles igualmente parsimoniosos
con un indice de consistencia de 0.9627 y un indice de retencién de 0.95 (Cuadro
11A). Los clados que son comunes a la mayoria de todos los arboles se dedujeron
mediante la obtencion de un arbol de consenso de mayoria (Fig. 8). El dendrogama
resultante mostré que los aislamientos de Michoacan fueron resueltos como un grupo
monofilético hermano al clado formado por los aislamientos de Brasil. Los
aislamientos CML262, CML345 y CML389 fueron resueltos en un clado hermano que
compromete al aislamiento CML283.

Las secuencias provenientes del gen de B-Tubulina fueron mas informativas
en esta combinacién, al proveer clados con mejor soporte y mayor numero de
caracteres informativos para Parsimonia, aun con el inconveniente de que los
aislamientos de Coalcoman (16 y 19) y dos de Gabriel Zamora (55 y 65) no fueron

secuenciados debidamente para este gen.
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Estos resultados indican que los aislamiento de Brasil conforman un grupo
monofilético con topologias similares como informaron Lima et al. (2009), quienes
reportaron que. Los aislamientos CML262, CML345 y CML389 se agrupan juntos en
un clado hermano al formado por las cepas CML283 y MRC2802, esta ultima
identificada como F. sterilihyphosum (Steenkamp et al., 2000), en donde ambos
aislamientos poseen secuencias idénticas. Asi, la mayoria de los aislamientos
brasilefios analizados por Lima et al. (2009) pertenecen a un nuevo linaje que es

genéticamente distinto de F. mangiferae y F. sterilihyphosum.

NRRL22902 F. oxysporum

NRRL25226 F. mangiferae India

— CML262 Brasil

108 CML345 Brasil
L CML389 Brasil

CML283 Brasil

01 Taretan

02 Taretan

o0 07 Taretan

: 12 Taretan

26 Tepalcatepec

31 Tepalcatepec

38 Tepalcatepec
100 wo—oy 43 Apatzingan
41 Apatzingan
46 Apatzingén
48 Apatzingén
50 Apatzingan
53 Lombardia

61 Lombardia
72 Lombardia

188

Figura 8. Consenso estricto de cuatro arboles mas parsimoniosos derivados del
analisis de la combinacion de las secuencias de los genes del Factor de Elongacion y
beta-Tubulina. La probabilidad posterior Bayesiana y de parsimonia fue similar y
corresponde a las ramas. Lineas sin coincidir indican clados sin resolver en el
consenso estricto. NRRL National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria,
lllinois USA. CML Colecao Micolégica de Lavras, Universidade Federal de Lavras,
Minas Gerais, Brasil.

En el analisis de la combinacion de los genes de histona y B-Tubulina, los
resultados obtenidos del Consenso de mayoria (Fig. 9) de los cinco arboles mas
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parsimoniosos, con un indice de consistencia de 0.8922 y un indice de retencién de
0.8036 (Cuadro 11A), resolvieron a los aislamientos de Michoacan como un grupo
monofilético hermano a la fusion de los aislamientos MRC2802 (para histona) y
CML283 (para B-Tubulina) identificadas como F. sterilihyphosum. Dos distintos
clados se identificaron dentro de este grupo; en el primero se incluyeron todos los
aislamientos provenientes del municipio de Tepalcatepec, mientras que el resto de
los aislamientos, provenientes de los demas municipios del estado quedaron

repartidos entre los dos clados.

NRRL22902 F. oxysporum
o —— MRC3478 F. mangiferae Sudafrica
o L MRC7877 F. sterilihyphosum Sudafrica
MRC2802 + CML283 F. sterilihyphosum
01 Taretan
07 Taretan
26 Tepalcatepec

——— 31 Tepalcatepec
60 38 Tepalcatepec
41 Apatzingan
46 Apatzingén
——— 50 Apatzingén
68 61 Lombardia
02 Taretan
—1aa—|: 12 Tareta}n

43 Apatzingén

48 Apatzingan
53 Lombardia
72 Lombardia

188

Figura 9. Consenso estricto de cinco arboles mas parsimoniosos derivados del
analisis de la combinacion de las secuencias de los genes de Histona y beta-Tubulina.
NRRL, National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria, lllinois USA. MRC,
Culture collection of the Medical Research Council, Tygerberg, South Africa.

Las secuencias obtenidas del gen de histona fueron las mas informativas para
esta combinacion al proveer clados con mejor soporte y mayor numero de caracteres

informativos para Parsimonia.
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Estos resultados difieren de los reportados por Steenkamp et al. (2000),
quienes indican que los aislamientos MRC7877 y MRC2802 de F. sterilihyphosum
provenientes de Sudafrica, se agrupan juntos en un mismo clado, situaciéon que no se
presenta en este estudio al resolverse en clados diferentes. De igual manera, los
aislamientos MRC3478 (F. mangiferae) y MRC7877 fueron resueltos en un mismo
clado. Esta situacidn sugiere la necesidad de realizar mas estudios que permitan una

distincién mas precisa entre las especies.

El analisis de parsimonia produjo 6,995,721 arboles igualmente parsimoniosos
para la combinacion de factor de elongacion e histona con un indice de consistencia
de 0.9538 y un indice de retencion de 0.8966 (Cuadro 11A). En el consenso de
mayoria (Fig. 4A), se observd que todos los aislamientos de Michoacan con
excepcion del 16 se resolvieron como un grupo monofilético repartido en tres clados.
El aislamiento 16 de Coalcoman se agrupé en un clado hermano al de los
aislamientos estudiados con la cepa CML283 de Brasil. Estos resultados reafirman
los obtenidos en los cladogramas individuales de cada gen al observar la semejanza

de sus secuencias.

En el andlisis de la combinacién de las secuencias de los tres genes de los
aislamientos de Fusarium asociados a tejidos malformados del mango presentes en
Michoacan, se obtuvieron 7,793,471 arboles mas parsimoniosos, con un indice de
consistencia de 0.9627 y un indice de retencion de 0.8696 (Cuadro 11A). Los clados
que son comunes a la mayoria de todos los arboles se dedujeron mediante la
obtencién de un arbol de consenso de mayoria (Fig. 5A). En este cladograma se
observo que todos los aislamientos de Michoacan conformaron un grupo monofilético
distribuido en dos conglomerados hermanos a la fusion de las cepas CML283 y
MRC2802. Los resultados individuales de los genes y sus combinaciones se

confirman con los obtenidos en esta ultima combinacion.
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La variacion en las bases de las secuencias de los tres genes de los
aislamientos de Michoacan comparados con las cepas obtenidas genbank (Cuadros
8A, 9A, y 10A), mostraron que existen diferencias claras que los distancian
filogenéticamente de F. mangifera, especie causal de la malformacién en mango
(Britz et al., 2002; Zheng y Ploetz, 2002; Igbal et al., 2006; Leslie y Summerell, 2006;
Marasas et al., 2006, Kvas et al., 2007; y Lima et al., 2009).

Al comparar las bases en las secuencias de los aislamientos estudiados con
las de F. sterilihyphosum (Britz et al., 2002; Zheng y Ploetz, 2002; Igbal et al., 2006;
Leslie y Summerell, 2006; Marasas et al., 2006; Lima et al., 2009) o de Fusarium sp
reportado en Brasil por Lima et al. (2009), especies causales también de la
malformacion, y tomando en cuenta los tres genes utilizados, se podria considerar
que la mayoria de los aislamientos de Michoacan (a excepcion de los aislamientos
16 y probablemente 19 provenientes de Coalcoman) pertenecen a un taxon diferente,
lo que confirma lo reportado previamente por Rodriguez-Alvarado et al., (2008). Sin
embargo, este estudio hace evidente la necesidad de contar con un mayor numero
de muestras y un analisis multigénico que permitan distinguir con precisién cada
aislamiento, ya que el analisis cultural y morfolégico no permite distinguir con

exactitud nuevos taxones involucrados en la malformacién de mango.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo con la metodologia utilizada al abordar los objetivos e hipdtesis

planteados para esta investigacion y en base a los resultados obtenidos, se concluyé

lo siguiente:

1.

2.

Los resultados de esta investigacion comprobaron la hipotesis planteada.

Los aislamientos de Fusarium obtenidos de tejido de mango con malformacion
vegetativa o en inflorescencia en los municipios del estado de Michoacan,

presentaron variacion morfolégica y genética.

De acuerdo a los resultados morfologicos, genéticos y filogenéticos
observados, en la region de Michoacan se encuentra presente un taxon

diferente a las especies de F. oxysporum, F. mangiferae y F. sterilihyphosum.

El analisis de las secuencias amplificadas de los genes factor de elongacion,
histona y B-Tubulina nucleares de los aislamientos de Fusarium, indicé la

presencia de algunos polimorfismos entre los aislamientos.
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VIl. APENDICE

Cuadro 1A. Datos de colecta de tejido malformado de mango obtenidos en cinco
municipios de Michoacan con alta incidencia de la enfermedad.

Codigo Codigo Colecta Fechade Municipio Huerta Arbol Tip9 de
de de . No. Colecta No. Tejido
Campo Laboratorio Malformado
C10 S1 S1 F1 1 10 28-Abr-07 Taretan 1 1 Floral
C10 S1 82 V1 2 10 28-Abr-07 Taretan 1 2 Vegetativo
C10 S1 S3 V1 3 10 28-Abr-07 Taretan 1 3 Vegetativo
C10S2 S1F1 4 10 28-Abr-07 Taretan 2 1 Floral
C10S2 S2 V1 5 10 28-Abr-07 Taretan 2 2 Vegetativo
C10 S2 S2 F1 6 10 28-Abr-07 Taretan 2 2 Floral
C10 S2 S3 V1 7 10 28-Abr-07 Taretan 2 3 Vegetativo
C10 S2 S3 F1 8 10 28-Abr-07 Taretan 2 3 Floral
C10S3 S1 V1 9 10 28-Abr-07 Taretan 3 1 Vegetativo
C10 S3 S1 F1 10 10 28-Abr-07 Taretan 3 1 Floral
C10 S3 S2 V1 11 10 28-Abr-07 Taretan 3 2 Vegetativo
C10 S3 S2 F1 12 10 28-Abr-07 Taretan 3 2 Floral
C10 S3 S3 V1 13 10 28-Abr-07 Taretan 3 3 Vegetativo
C10 S3 S3 F1 14 10 28-Abr-07 Taretan 3 3 Floral
C11S1S1V1 15 11 12-May-07 Coalcoman 4 1 Vegetativo
C11 S1 S3 F1 16 11 12-May-07 Coalcoman 4 3 Floral
C11S2 S1F1 17 11 12-May-07 Coalcoman 5 1 Floral
C11 8281 F2 18 11 12-May-07 Coalcoman 5 1 Floral
C11 82 S2 V1 19 11 12-May-07 Coalcomén 5 2 Vegetativo
C11 S2 S3 F1 20 11 12-May-07 Coalcoman 5 3 Floral
C11S2 S4 F1 21 11 12-May-07 Coalcoman 5 4 Floral
C11 S2 S5 F1 22 11 12-May-07 Coalcoman 5 5 Floral
C11S2 S5F2 23 11 12-May-07 Coalcoman 5 5 Floral
C11 S3 S1F1 24 11 12-May-07 Tepalcatepec 6 1 Floral
C11 S3 S3 F1 25 11 12-May-07 Tepalcatepec 6 3 Floral
C11 S3 S4 F1 26 11 12-May-07 Tepalcatepec 6 4 Floral
C11 84 S1 V1 27 11 12-May-07 Tepalcatepec 7 1 Vegetativo
C11S4 S1F1 28 11 12-May-07 Tepalcatepec 7 1 Floral
C11S4 S1F2 29 11 12-May-07 Tepalcatepec 7 1 Floral
C11S4 S2 F1 30 11 12-May-07 Tepalcatepec 7 2 Floral




Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

Continuacion.....Cuadro 1A

Codigo Codigo Colecta Fechade Municipio Huerta Arbol Tip.c.> de
de de . No. Colecta No. Tejido
Campo Laboratorio Malformado
C11 84 S3 V1 31 11 12-May-07 Tepalcatepec 7 3 Vegetativo
C11 S4 S3 F1 32 11 12-May-07 Tepalcatepec 7 3 Floral
C11S5S1 V1 33 11 12-May-07 Tepalcatepec 8 1 Vegetativo
C11 S5 S1F1 34 11 12-May-07 Tepalcatepec 8 1 Floral
C11S58S2 V1 35 11 12-May-07 Tepalcatepec 8 2 Vegetativo
C11 S5S2 F1 36 11 12-May-07 Tepalcatepec 8 2 Floral
C11S582F2 37 11 12-May-07 Tepalcatepec 8 2 Floral
C11 S5 S3 F1 38 11 12-May-07 Tepalcatepec 8 3 Floral
C11 S5S3 F2 39 11 12-May-07 Tepalcatepec 8 3 Floral
C11 S6 S1 V1 40 11 12-May-07 Apatzingan 9 1 Vegetativo
C11 S6 S2 V1 41 11 12-May-07  Apatzingan 9 2 Vegetativo
C11 S6 S2 F1 42 11 12-May-07 Apatzingan 9 2 Floral
C11 S6 S3 F1 43 11 12-May-07 Apatzingan 9 3 Floral
C11 S7 S2 V1 44 11 12-May-07 Apatzingan 10 2 Vegetativo
C11 S6 S4 F1 45 11 12-May-07 Apatzingan 9 4 Floral
C11S7 S1 V1 46 11 12-May-07 Apatzingan 10 1 Vegetativo
C11 S7 S1 F1 47 11 12-May-07 Apatzingan 10 1 Floral
C11 S7 S3 F1 48 11 12-May-07 Apatzingan 10 3 Floral
C11 S8 S1 F1 49 11 12-May-07 Apatzingan 11 1 Floral
C11 S8 S2 F1 50 11 12-May-07 Apatzingan 11 2 Floral
C11 S8 S3 V1 51 11 12-May-07 Apatzingan 11 3 Vegetativo
C11 S8 S3 F1 52 11 12-May-07 Apatzingan 11 3 Floral
C12 81 S1F1 53 12 01-Jul-07  G. Zamora 12 1 Floral
C128181F2 54 12 01-Jul-07  G. Zamora 12 1 Floral
C12 S1 S2 F1 55 12 01-Jul-07  G. Zamora 12 2 Floral
C1281 82 F2 56 12 01-Jul-07  G. Zamora 12 2 Floral
C12 S1S3 V1 57 12 01-Jul-07  G. Zamora 12 3 Vegetativo
C12S18S3V2 58 12 01-Jul-07  G. Zamora 12 3 Vegetativo
C12 82 S1 V1 59 12 01-Jul-07  G. Zamora 13 1 Vegetativo
C12 82 S1V2 60 12 01-Jul-07  G. Zamora 13 1 Vegetativo
C12 82 S2 V1 61 12 01-Jul-07  G. Zamora 13 2 Vegetativo
C12S82S2V2 62 12 01-Jul-07  G. Zamora 13 2 Vegetativo
C12 82 S3 V1 63 12 01-Jul-07  G. Zamora 13 3 Vegetativo




Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

Continuacion.....Cuadro 1A

Codigo Codigo Colecta Fechade Municipio Huerta Arbol Tip9 de
de de . No. Colecta No. Tejido

Campo Laboratorio Malformado
C1282S3V2 64 12 01-Jul-07 G. Zamora 13 3 Vegetativo
C12 S2 S4 V1 65 12 01-Jul-07 G.Zamora 13 4 Vegetativo
C12S2 84 V2 66 12 01-Jul-07 G.Zamora 13 4 Vegetativo
C12S2 S4 F1 67 12 01-Jul-07 G.Zamora 13 4 Floral
C12S2 S84 F2 68 12 01-Jul-07 G.Zamora 13 4 Floral
C12 S3 S1 F1 69 12 01-Jul-07 G. Zamora 14 1 Floral
C1283 S1F2 70 12 01-Jul-07 G.Zamora 14 1 Floral
C12 S3 S2 F1 71 12 01-Jul-07 G.Zamora 14 2 Floral
C1283S2F2 72 12 01-Jul-07 G. Zamora 14 2 Floral
C12 S3 S3 V1 73 12 01-Jul-07 G.Zamora 14 3 Vegetativo
C12S3S3 V2 74 12 01-Jul-07 G.Zamora 14 3 Vegetativo
C12 S3 S3 F1 75 12 01-Jul-07 G.Zamora 14 3 Floral
C12S3 S3 F2 76 12 01-Jul-07 G. Zamora 14 3 Floral

Cuadro 2A. Coordenadas de las huertas de donde se colectd el material con
malformacion vegetativa y floral en mango

Coordenadas de Sitio y/o Huerta

Huerta1 N 19°20.094 W 101° 55.292
Huerta2 N 19°20.094 W 101° 55.292
Huerta3 N 19°21.880 W 101°55.713
Huerta4 N 18°46.438 W 103° 09.624
Huerta5 N 18°48.721 W 103° 08.649
Huerta6 N 19°06.432 W 102° 52.630
Huerta7 N 19°06.908 W 102° 52.357
Huerta8 N 19°11.151 W 102° 33.607
Huerta9 N 19°11.151 W 102° 33.607
Huerta 10 N 19°08.214 W 102° 32.823
Huerta 11 N 19°07.416 W 102° 32.521
Huerta 12 N 19°08.797 W 102° 03.189
Huerta 13 N 19°08.742 W 102° 03.345
Huerta 14 N 19° 08.628 W 102° 03.211
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Cuadro 3A. Caracteristicas morfolégicas de macroconidios en medio de cultivo CLA

(Hojas de clavel-agar)

Cddigo de Rango de la longitud (um) Rango de ancho (pm)
laboratorio (promedio) (promedio)

1 26.4-43.2 (33.6) 3.12-4.08 (3.58)
2 24-55.2 (34.56)) 3.12-4.8 (3.74)
5 31.2-48 (40.32) 3.12-3.6 (3.54)
7 26.4-50.4 (37.73) 3.12-4.08 (3.54)
9 31.2-55.2 (43.49) 4.08-4.8 (4.17)
12 36-48 (41.95) 3.6-4.08 (3.83)
15 38.4-60 (45.31) 3.6-4.08 (3.81)
16 33.6-52.8 (41.86) 3.6-4.08 (4.0)
19 33.6-62.4 (41.38) 3.6-4.08 (3.91)
22 31.2-48 (35.62) 3.6-4.08 (3.81)
24 28.8-48 (39.55) 3.6-4.08 (3.81)
26 31.2-55.2 (44.93) 3.6-4.08 (3.89)
29 27.5 a 80 (34.46) 3.12-3.6 (3.54)
31 36-57.6 (46.18) 2.5a5(3.54)
35 26.4-52.8 (38.69) 2.4-4.08 (3.44)
38 36-55.2 (42.34) 3.12-3.6 (3.52)
41 38.4-79.2 (57.5) 3.12-4.08 (3.68)
43 43.2-67.2 (58.18) 3.6-4.08 (3.98)
46 33.6-57.6 (42.53) 3.6-4.08 (3.87)
48 38.4-69.6 (48.96) 3.6-4.08 (3.91)
50 33.6-55.2 (42.82) 3.12-4.08 (3.89)
52 38.4-57.6 (47.42) 3.6-5.52 (4.3)
53 27.5-80 (49.15) 3.6-4.08 (3.7)
55 40.8-69.6 (52.03) 3.12-4.08 (3.58)
61 36-57.6 (48.0) 3.6-4.08 (3.7)
65 43.2-62.4 (50.4) 3.6-4.8 (4.04)
70 38.4-48 (43.87) 3.6-4.08 (3.77)
72 36-64.8 (51.07) 3.6-4.08 (3.87)
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Cuadro 4A. Caracteristicas morfolégicas de microconidios en medio de cultivo CLA

(Hojas de clavel-agar)

Cdédigo de Rango de la longitud (um) Rango de ancho (pm)
laboratorio (promedio) (promedio)

1 7.2-12 (10.08) 2.4-3.6 (3.23)

2 7.2-12 (9.89) 3.12-4.08 (3.52)
5 9.6-14.4 (11.14) 2.4-4.08 (3.27)
7 9.6-14.4 (10.9) 3.12-4.08 (3.6)
9 7.2-14.4 (11.04) 3.12-3.6 (3.46)
12 7.2-12 (9.07) 3.12-3.6 (3.39)
15 7.2-12 (9.12) 3.12-3.6 (3,45)
16 8.4-14.4 (10.56) 3.12-3.6 (3.37)
19 8.4-14.4 (10.18) 3.12-4.08 (3.52)
22 7.2-16.8 (12) 3.12-3.6 (3.33)
24 7.2-14.4 (9.02) 3.12-3.6 (3.37)
26 4.8-12 (8.06) 2.4-3.6 (3.09)

29 8.4-14.4 (10.75) 2.4-3.6 (3.23)

31 8.4-14.4 (11.23) 2.4-3.6 (3.15)

35 7.2-12 (9.5) 2.4-3.6 (2.89)

38 7.2-14.4 (9.89) 2.4-3.6 (3.23)

41 '6-12 (9.22) 2.4-4.08 (3.29)
43 6-14.4 (8.64) 2.4-3.6 (3.29)

46 7.2-12 (9.31) 3.12-3.6 (3.43)
48 7.2-14.4 (10.7) 3.12-4.08 (3.54)
50 7.2-16.8 (10.9) 3.12-4.08 (3.64)
52 8.4-14.4 (11.04) 2.4-4.08 (3.26)
53 8.4-14.4 (11.42) 2.4-3.6 (3.21)

55 7.2-14.4 (10.13) 3.12-3.6 (3.47)
61 7.2-16.8 (11.04) 2.4-4.08 (3.57)
65 8.4-16.8 (11.57) 3.12-4.08 (3.48)
70 7.2-14.4 (10.75) 3.12-4.08 (3.5)
72 7.2-14.4 (10.03) 3.12-4.08 (3.52)




Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

Cuadro 5A. Tasa de crecimiento micelial de Fusarium spp a 25 °C por 72 h en medio
PDA

IC<’)digo d_e Rango (mm) Promedio (mm) Promedio (mm)

aboratorio 72 h 24 h
1 29-32.5 30.17 10.06
2 24-25.5 24.83 8.28
5 28-29.5 28.67 9.56
7 30-32 30.67 10.22
9 24-25 24.67 8.22
12 20.5-22.5 21.83 7.28
15 27-28 27.5 9.17
16 27.5-29 28.5 9.5
19 25.5-26.5 25.83 8.61
22 27-29.5 28.5 9.5
24 28.5-29 28.83 9.61
26 31.5-32.5 31.75 10.67
29 29-30 29.5 9.83
31 30.5 30.5 10.17
35 29-30 29.5 9.83
38 29-30.5 29.83 9.94
41 28-29 28.67 9.56
43 23 23 7.67
46 25-26 25.67 8.56
48 22-23 22.5 7.5
50 28.5-29.5 28.83 9.61
52 29.5-32 30.83 10.28
53 20 20 6.67
55 28-28.5 28.17 9.39
61 28.5-29 28.83 9.61
65 25.5-26.5 26 8.67
70 26-27.5 26.67 8.89
72 25.5-28 26.67 8.89




Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

Cuadro 6A. Andlisis de varianza para el efecto del municipio sobre el largo del

macroconidio de Fusarium spp.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio calculada ProF
largo de macroconidio 27 27663.4285 1024.5714 25.18 <.0001
Error 672 27342.0288 40.6875
Total 699 55005.4573

C.V.= 14.4748 r*=0.5029

Cuadro 7A. Analisis de varianza para el efecto crecimiento de Fusarium spp

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F
variacion libertad cuadrados medio calculada ProF
crecimiento 27 79.8962 2.9591 41.07 <.0001
Error 56 4.0344 0.0720
Total 83 83.9306

C.V.=2.2734 r*=0.9908



Cuadro 8A. Posicidon de los cambios en las bases en las secuencias del gen del factor de elongaciéon de los aislamientos

obtenidos de tejido malformado de mango.

Posicion de los cambios en las bases

Numero de

56 57 72 81 96 97 99 111 112 114 116 139 140 142 171 172 184

50

Aislamiento

12
16
19
26

31

38
41

43

46

48

50

53

55
61

65
72
F. sterilihyphosum

T

Fusarium de Brasil




.Cuadro 8A

Continuacion....

Posicion de los cambios en las bases

295

Numero de

312 332 364 365 366 372 381 391 400

299

231 240 241 282

200

Aislamiento

12
16
19
26

31

38
41

43

46

48

50

53

55
61

65
72
F. sterilihyphosum

G
G

T/G

CIT

Fusarium de Brasil
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Continuacion....

Posicion de los cambios en las bases

450

Numero de

493 496 600 610 611 612 614 616 644

492

421 423 440 441

411

Aislamiento

o O O

o O O

o O O

(@)

(@)

(@)

16
19
26

(@)

(@)

(@)

31

38
41

O O O O

O O O 0O

O O O 0O

43

46

48

50

53

55
61

O+ O O

O O O 0O

O O O O

65
72
F. sterilihyphosum

CIT

(@)

T/G

Fusarium de Brasil




Cuadro 9A. Posicion de los cambios en las bases en las secuencias del gen de histona de los aislamientos obtenidos de

tejido malformado de mango.

Posicion de los cambios

Numero de

39 66 69 113 155 260 261 277 294 310 370

35

Aislamiento

12
16
19
26

31

38
41

43

46

48

50

53

55
61

65

72
F. sterilihyphosum




Cuadro 10A. Posicion de los cambios en las bases en las secuencias del gen de B-Tubulina de los aislamientos obtenidos

de tejido malformado de mango.

Posicion de los cambios
196 292 342 352 353 364 365 366 372 383 384 389 391

Numero de

400 401 454

143 184

11 18 28 57 97

9

Aislamiento

A G G T

G

12
26
31

A A A G

Cc
C
Cc

A A A G

A A A G

38
41

G

G G A A A

C

43

46

A A A G

Cc
Cc
Cc
Cc

48

A A A G

50
53
61

A A A G

G A G G T

T

A A A G

72
F. sterilihyphosum T

C
C

C C G
cC G

C AG C

AT CIT T

CIT

A AG

AT A

T AG -

cC A

T

Fusarium de Brasil




.Cuadro 10A

Continuacion....

Posicion de los cambios
455 456 457 463 472 491 493 494 496 505 508 514 516 517 520 521 526 527 529 532 533 534 538 540

Numero de

Aislamiento

T
.
.
;
:
.

G C G
G C G
G C G
G C G
G C G
G C G

C
C
C
C
C
C

12
26

31

38
41

G C G T

C

43

T
.
:
N
;
:
:
.

G C G
G C G
G C G
G C G
G C G
G C G
G C G
G C G

C
C
C
C
C
C
C
C

46

48

50

53

61

72
F. sterilihyphosum G

G

A

G A G CcT C T

Fusarium de Brasil




Caracterizacion de aislamientos de Fusarium spp, asociados con malformacién de mango...

Cuadro 11A. Resultados de los analisis de Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud y
Bayesiano practicados a las secuencias de los genes estudiados y sus combinaciones

Factor de Histona B-Tubulina
elongacién (H-3) (B-T) FE + H-3 FE+B3-T H-3+B-T FE+ H-3+T
(FE)
Numero de 658 546 539 1007 1152 664 1132
caracteres
Caracteres
Informativos 32 70 37 38 45 46 34
para
Parsimonia
Largo
del arbol 79 188 89 130 134 102 161
score
Cl 0.9494 0.7553 0.9438 0.9538 0.9627 0.8922 0.9627
HI 0.0506 0.2447 0.0562 0.0462 0.0373 0.1078 0.0373
RI 0.9626 0.7416 0.9206 0.8966 0.95 0.8036 0.8696
RC 0.9139 0.5601 0.8689 0.8552 0.9146 0.7169 0.8372
Modelo TIN+G HKY85+G K80 (K2P) HKY85+G  GTR GTR+G TIM
evolutivo

L'kV?IF?rd 1357.0343 1756.3514 1284.748 2093.0614 2416.1594 1441.3784 2746.8899
IKellnoo

* Cl= Indice de consistencia; HI= indice de homoplasia; RI= indice de retencion; RC= indice
de consistencia redimensionado
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NRRL22902 F. oxysporum
NRRL25226 F. Mangiferae India
CML262 Brasil
—138—': CML345 Brasil
CML383 Brasil
CML389 Brasil
CML283 Brasil
16 Coalcoman
01 Taretan
02 Taretan
07 Taretan
12 Taretan
19 Coalcoman
160 —— 26 Tepalcatepec
53 Lombardia
L 61 Lombardia
67 38 Tepalcatepec
41 Apatzingan
43 Apatzingan
46 Apatzingan
48 Apatzingan
50 Apatzingan
55 Lombardia
65 Lombardia
72 Lombardia
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Fig. 1A. Consenso estricto de 6258457 arboles mas parsimoniosos derivados
del analisis de las secuencias del gen del factor de elongacion. NRRL, National Center
for Agricultural Utilization Research, Peoria, lllinois USA. CML Colecao Micolégica de
Lavras, Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil
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MRC6212 F. oxysporum
MRC7035 F. mangiferae USA
MRC3478 F. mangiferae Sudafrica
MRC7561 F. mangiferae Israel
MRC7877 F. sterilihyphosum Sudafrica
MRC2802 F. sterilihyphosum Sudafrica
16 Coalcoman

19 Coalcoman

01 Taretan

02 Taretan

07 Taretan

12 Taretan

55 Lombardia

26 Tepalcatepec

48 Apatzingan

31 Tepalcatepec

43 Apatzingan

38 Tepalcatepec

65 Lombardia

41 Apatzingan

46 Apatzingan

50 Apatzingan

53 Lombardia

61 Lombardia

72 Lombardia

Fig. 2A. Consenso estricto de 5816 arboles mas parsimoniosos derivados del
analisis de las secuencias del gen de Histona. MRC, Culture collection of the Medical

Research Council, Tygerberg, South Africa.
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NRRL22902 F. oxysporum
NRRL25226 F. mangiferae India

106 100 —— MRC3478 F.mangiferae Sudafrica
L———— MRCT7877 F. sterilihyphosum Sudéfrica
— CML262 Brasil
100 CML345 Brasil
— CML389 Brasil
o8 —— CML282 Brasil
L——— CML283 Brasil
01 Taretan
02 Taretan

1088
07 Taretan

- —— 12 Taretan
L 26 Tepalcatepec
31 Tepalcatepec
Lo —— 38 Tepalcatepec
100 L 41 Apatzingan
43 Apatzingan
46 Apatzingan
48 Apatzingan
50 Apatzingan
53 Lombardia
61 Lombardia
72 Lombardia

Fig. 3A. Consenso estricto de 450 arboles mas parsimoniosos derivados del
andlisis de las secuencias del gen beta-Tubulina. NRRL, National Center for
Agricultural Utilization Research, Peoria, lllinois USA. MRC, Culture collection of the
Medical Research Council, Tygerberg, South Africa. CML Colecao Micolégica de
Lavras, Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil
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NRRL22902 F. oxysporum
NRRL25226 F. mangiferae India
o —— CML283 Brasil
o L 16 Coalcoman
01 Taretan

02 Taretan

12 Taretan

43 Apatzingan
48 Apatzingan
53 Lombardia
72 Lombardia
07 Taretan

26 Tepalcatepec
31 Tepalcatepec
38 Tepalcatepec
41 Apatzingan
46 Apatzingan
50 Apatzingan
55 Lombardia
61 Lombardia
19 Coalcoman
65 Lombardia
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Fig. 4A. Consenso estricto de 6995721 arboles mas parsimoniosos derivados
del analisis de la combinacion de las secuencias de los genes del factor de elongacion
e Histona. NRRL, National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria, lllinois
USA. CML Colecao Micolégica de Lavras, Universidade Federal de Lavras, Minas
Gerais, Brasil
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NRRL22902 F. oxysporum
NRRL25226 F. mangiferae India
CML283 Brasil
01 Taretan
07 Taretan
26 Tepalcatepec
o L 31 Tepalcatepec
108 ’ 41 Apatzingan
46 Apatzingan
50 Apatzingan
61 Lombardia
02 Taretan
108 12 Taretan
38 Tepalcatepec
—n— 43 Apatzingan
48 Apatzingan
53 Lombardia
72 Lombardia

Fig. 5A. Consenso estricto de 7793471 arboles mas parsimoniosos derivados
del andlisis de la combinacion de las secuencias de los genes del factor de
elongacioén, histona y beta-Tubulina. NRRL, National Center for Agricultural Utilization
Research, Peoria, lllinois USA. CML Colecao Micolégica de Lavras, Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais, Brasil



