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RESUMEN

La enfermedad malformacion del mango es uno de los principales factores que
afectan la produccion de este arbol frutal en México y en la mayoria de las regiones
productoras del mismo en el mundo. Se han identificado varias especies del hongo
Fusarium como causantes de la enfermedad. Para establecer medidas eficaces de control y
manejo de esta es indispensable obtener mas informacion acerca de la identidad de las
especies de Fusarium asociadas a dicho problema. Ademas, es necesario llevar a cabo
estudios sobre la diversidad genética de las poblaciones de las especies de hongo
asociadas, asi como de la ecologia y la patogenicidad de las mismas para mejorar las
estrategias de control de esta enfermedad. F. mexicanum es un nuevo taxéon que ha sido
detectado en Michoacan, México. Este taxon es morfologicamente similar a F.
sterilihyphosum, especie detectada en Sudafrica y Brasil. La especie F. mangiferaeha sido
detectada en las principales areas productoras de mango en el ambito mundial, pero no ha
sido reportada en México hasta ahora. Recientemente, un nuevo linaje de Fusarium fue
reportado como el principal agente causal de la malformacion de mango en Brasil. El
objetivo de esta investigacion fue identificar los taxones de Fusarium asociados con la
malformacion del mango enel estado de Colima. Se colectaron muestras con malformacion
floral y vegetativa en los municipios de Colima, Villa de Alvarez, Manzanillo y Tecoman.
Los aislamientos de Fusariumobtenidos fueron purificados mediante cultivos
monosporicos.En base al color del micelio estos aislamientos se separaron en dos grupos
distintos; uno de los grupos presentd colonias de color violeta ligero y el rango de longitud
de los macroconidios vari6 de 27.5um a 62.5um, mientras que en el otro grupo éstas eran
de color naranja y se reportd un rango longitud de macroconidia de 32.5um a 62.5um.La
mayoria de los microconidios fueron ovoides, mientras que algunos fueron reniformes,
presentaban un septo y estaban dispuestos en falsas cabezas en mono y polifidlides.

EIADN de los aislamientos de Fusarium de Colima fueamplificado con
oligonucledtidos especificos para regiones de los genes ef-la y B-tubulina y de los
fragmentos resultantes se obtuvieron sus secuencias, las cualesse utilizaron para determinar
las relaciones filogenéticas entre estos y con taxones de Fusarium causantes de
malformacion en el ambito mundial. Se realizaron analisis individuales de las secuencias
con diferentes métodos como fue de distancia, probabilisticos y en combinacion para
maxima parsimonia.La topologia de los arboles obtenidos mostrédos clados con los
aislamientos del estado de Colima; el clado I result6 estar emparentado conF. mexicanum,

mientras que el clado II se encuentra cercano a los taxones de F. sterilihyphosumy
|

iii
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Fusarium sp. de Brasil, sin embargo, es diferente de estos. Es conveniente obtener

informacion de secuencias de otras regiones genomicas para confirmar la identidad de los
aislamientos. Las pruebas de patogenicidad llevadas a cabo con una seleccion de los
aislamientos de los dos clados, resultaron positivas al inducir los sintomas tipicos de la

enfermedad en plantas de mango.

PALABRAS CLAVE: Mangiferae indica, enfermedades,hongo.
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SUMMARY

Mango malformation is the main disease affecting the production in Mexico and
worldwide productive areas. Several taxa ofFusariumhave been identifyas the causal
agents of this disease. Toestablisheffective control measuresit is indispensable to obtain
more information about the identity of the species of Fusariumassociated withthe disease.
In addition, it is necessary to realize studiesonthe genetic diversity, ecology and
pathogenicity of thesespecies, in order to improve the control measures. F. mexicanumis a
new speciesthat have been detected in Michoacan Mexico. It is morphologically similar to
F. sterilihyphosum which is distributed in South Africa and Brazil. F. mangiferae,
whichhas the largest geographic distributionworldwide has not been detected in México so
far. Recently,a new lineage of Fusariumwas reported as the main causal agent of mango
malformation in Brazil. The focus of this research was to identify Fusarium isolates
associated with mango malformation in Colima, México. Samples were collected with
floral and vegetativemango malformation in several mango growing areas in Colima. The
isolates of Fusariumwere purified by single spore cultures. Based on cultural and
morphological characterization, the isolates were places into twogroups. One group
showed purple light colony color and amacroconidia length range of 27.5um to 62.5um. A
second group showed orange colony color with macroconidia length range of 32.5um to
62.5um. Microconidia were ovoid, while some were reniform, with one septa, and
originated in mono-and polyphyalides.

DNA from the isolates was amplified with specific primersto obtain sequence fragments
for ef-lo and pB-tubulin genes. The obtained sequences were used to determine
phylogenetic relationships among the Fusariumisolates. Several sequence manipulation
methods were used to determine genetic distance, probabilistic and combination for
parsimony. The topology of trees obtained showed that the Fusarium isolates from Colima
formed two clades:one clade shows identity with F. mexicanum, while the second clade is
related to F. sterilihyphosumand Fusarium sp. Brazil; however it is different from these
two taxa. It is necessary to obtain information from additional genomic regions to confirm
the identity of the isolates. Pathogenicity test conducted with a selection isolates from both

clades, induced symptoms typical of the diseasein mango seedlings.
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I. INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es uno de los cultivos fruticolas de mayor
importancia a nivel mundial, México se encuentra dentro de los primeros diez productores
(FAOSTAT 2009) con una superficie sembrada de 183, 892.95 ha y obteniendo una
produccion de 17509, 271.96 toneladas de fruto registradas para el 2009 (SIAP 2009).

En el estado de Colima se cultiva una superficie de 4,383.51 hectareas que
producen 43,192 toneladas de fruta (SIAP 2009). Los principales municipios productores
son: Manzanillo, Tecoman y Armeria; siendo las principales variedades cultivadas: Manila,
Tommy Atkins, Haden, Ataulfo, Kent y Keitt (Prieto et al. 2005).

El mango es afectado por varias enfermedades que limitan su produccion en todas
las fases de desarrollo del cultivo (Prieto et al. 2005), entre las que destacan la cenicilla
polvorienta causada por OidiummangiferaeBerth, antracnosis
(CollectotrichumgloesporioidesPenz), mancha algal (CephaleurosvirescensKunze),
mancha negra (AlternariaalternataKreissler), fumagina 0 negrilla
(Caprodiummangiferum), agallas (F. decemcellulare C. Brick) y malformacion (F.
mangiferae, F. sterilihyphosumBritz, Fusarium sp.y F. mexicanum) (Ploetz y Freeman
2009; Lima et al. 2009; Otero-Colina et al. 2010).

La enfermedad malformacion del mango es considerada como el factor limitante
fitosanitario mas importante del cultivo en las principales areas productoras en el mundo
(Kumar y Beniwal 1992; Kumaret al. 1993), incluyendo México. Esta enfermedad se ha
estudiado ampliamente; sin embargo, ain se desconocen muchos aspectos sobre su
biologia y control (Kumar et al. 1993).

En México la malformacion del mango se reportd por primera vez en el estado de
Morelos (Guzman 2004). Se encuentra presente en todas las zonas productoras del cultivo
en el pais. La enfermedad afecta las inflorescencias ocasionando reduccion en
elrendimiento del arbol infectado. Se han reportado pérdidas del 30 al 40% en
produccionen los estados de Guerrero, Michoacan y Nayarit (Noriega et al. 1996).

Los sintomas principales de esta enfermedad son la malformaciéon de los brotes
florales (paniculas) y de los brotes vegetativos. En los brotes vegetativos ocurre una
pérdida de la dominancia apical, engrosamiento de las yemas vegetativas axilares o
apicales y una reduccion severa en el area de la lamina foliar dando lugar a hojas muy
pequefias. En las paniculas afectadas se incrementa el nimero de flores masculinas,
disminuye el nimero de flores hermafroditas y las pocas que son producidas son estériles o
si se fertilizan abortan posteriormente. Ademas, se produce un numero anormal de flores
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que saturan los ejes hipertrofiados incrementando el peso de la panicula. Inicialmente las

paniculas deformes son de color verde pero posteriormente se tornan cafés al morir los

tejidos (Ploetz 2003).

II. OBJETIVOS
Objetivo General
Identificar los taxones de Fusarium asociados con la malformacion del mango en el estado

de Colima y determinar su patogenicidad.

Objetivos especificos
1. Establecer la relacion filogenética entre los aislamientos de Fusarium del estado de
Colima, con F. mexicanum y con taxones de Fusarium causantes de malformacion en el

ambito mundial, utilizando las secuencias del gen factor de elongacion y - tubulina.

2. Caracterizar morfologicamente los aislamientos de Fusarium obtenidos de tejido

malformado de mango en huertas del estado de Colima.

3. Determinar la patogenicidad de aislamientos representativos de los taxones

analizados.
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III. ANTECEDENTES

La etiologia de la malformacion de mango fue muy controversial por muchos afios
(Kumar y Beniwal 1992) y se han sugerido diferentes factores como agentes causales de la
enfermedad entre los que destacan: deficiencias nutricionales (Prasadet al. 1965),
desbalance hormonal (Dang yDaulta 1982; Singh y Dhillon1989), virus (Kauser1959),
acaros (Narasimhan 1954) y hongos (Varmaet al. 1974). El acaro Aceriamangiferaefue
detectado en las yemas de mango y se sugirié una hipotesis como el causante del problema
por muchos afios debido al alto numero de acaros observados en los arboles con
malformacion. Posteriormente la teoria fungica fue bien establecida siguiendo los
postulados de Koch con varios hongos, ciertas especies del género Fusarium han mostrado
los sintomas de la enfermedad (Summanwaret al. 1966; Varmaet al. 1974; Ploetz y
Gregory 1993; Freemanet al. 1999; Britzet al. 2002; Ploetz 2003; Marasas 2006; Lima
etal. 2009 y Rodriguez-Alvarado et al. 2008). Sin embargo, es claro ahora que A.
mangiferae no es el agente causal de la enfermedad aunque varios estudios sugieren que el
acaro interactia con el patdgeno fungico resultando un incremento en la severidad de la
enfermedad (Gamliel-Atinskyet al. 2009a)

El género Fusarium representa uno de los grupos mas perjudiciales de hongos
ascomicetos. Las especies de Fusarium son responsables de grandes pérdidas economicas
en el ambito mundial debido a la reduccion en la produccion y calidad de los alimentos
(Kvas 2009). El género contiene algunas de las principales especies de patogenos de
plantas que afectan la agricultura y la horticultura (Summerell 2010). Recientemente las
especies de Fusarium han emergido como patégenos de humanos causando infecciones
invasivas de pacientes con inmunodeficiencia (Kvas 2009).

Desde hace mas de 40 afios se ha reportado evidencia de que un hongo es el agente
causal de la malformacion del mango. Grupos de investigadores en la India usando pruebas
de patogenicidad fueron los primeros en mostrar que Fusarium moniliforme (nombrado
posteriormente como F. subglutinans) causaba la malformacion floral (Summanwaret al.
1966) y la malformacion vegetativa (Varma et al. 1974) en este cultivo. Posteriormente
otros autores en Egipto (Ibrahim et al. 1975), EUA (Ploetz y Gregory 1993), Israel
(Freeman et al. 1999), Africa del Sur (Manicom 1989) y México (Diaz Balderas y Romero
Cova 1980; Noriega 1996) demostraron la asociacion consistente de Fusarium con el tejido
enfermo de mango y reprodujeron la enfermedad en pruebas de patogenicidad.

Una demostracion clara de que Fusarium es el causante de la enfermedad se llevo a

cabo utilizando aislamientos de Fusarium transformados con genes marcadores, pruebas de
-
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patogenicidad en plantulas de mango y estudios histologicos de los tejidos afectados

(Freeman et al. 1999). Aislamientos de F. subglutinans obtenidos de paniculas
malformadas de mango, se transformaron con el gen marcador GUS (B-glucuronidasa) y el
gen para resistencia al antibidtico higromicina. Cinco transformantes estables que
expresaban ambos genes se inocularon por separado en plantulas de mango. Los cinco
transformantes de F. subglutinans, al igual que el aislamiento original de F. subglutinans
sin transformar, causaron los sintomas de la malformacion en tejidos floral y vegetativo, de
seis a ocho semanas después de la inoculacion. El micelio tefiido con GUS fue observado
dentro de los 6rganos infectados de las plantas de mango (Freeman et al. 1999).

El nombre de F.subglutinans se ha utilizado para referirse a un grupo de hongos
que producen estructuras reproductivas asexuales muy similares, pero que causan
enfermedades en diferentes cultivos, tales como maiz, mango, pinos y pifa. Algunos de
estos hongos son capaces de producir estructuras reproductivas sexuales en ensayos de
apareamiento, por lo que se les ha colocado taxonémicamente como parte de un complejo
de especies dentro del género Gibberellafujikuroi (Leslie 1995; Britzet al. 1999;
O'Donnell et al. 1998, 2000; Steenkampet al. 1999, 2000). En la fase asexual estas
especies son dificiles de distinguir usando caracteres morfologicos (Leslie y Summerell
2006), pero pueden ser reconocidos usando pruebas de apareamiento y de patogenicidad
(Leslie 1995). Recientemente, para distinguir rapidamente los diferentes linajes de F.
subglutinansse han utilizado técnicas moleculares para comparar las secuencias de los
genes de B-tubulina (O'Donnellet al. 1998; Steenkamp et al. 2000), histona H3
(Steenkamp et al. 1999, 2000), factor de elongacion la de la traslacion y el decalmodulina
(O'Donnellet al. 2000).

En estudios comparativos de las secuencias de los genes nucleares de aislamientos
de Fusarium de tejidos malformados, Britzet al. (2002) encontraron que estos aislamientos
pueden agruparse taxondmicamente en dos grupos: en un grupo se encuentran aislamientos
de F. subglutinans obtenidos en Egipto, Florida (EUA), Israel, Malasia y Sudafrica (Britzet
al. 2002), y para el cual los autores propusieron ¢l nombre de F. mangiferae. El segundo
grupo incluye aislamientos obtenidos de plantas malformadas en Sudafrica (Britzet al.
2002) y en Brasil (Zheng y Ploetz 2002), y sugirieron la especie F. sterilihyphosum para
dicho taxon.

En Michoacan, México, se detectd un taxéon de Fusarium patogénico en mango, el

cual presenta caracteristicas morfologicas similares pero es filogenéticamente diferente a
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F. sterilihnyphosum (Rodriguez-Alvarado et al. 2008). Recientemente, esta nueva especie

ha sido formalmente descrita como F. mexicanum (Otero-Colina et al. 2010).

Asi mismo, un nuevo linaje de Fusarium fue reportado como el principal agente
causal de la malformacion de mango en Brasil. Este nuevo taxén es morfologicamente
similar a F. sterilihyphosum; sin embargo, filogenéticamente es diferente a todos los
taxones reportados como causantes de la malformacion del mango y se ha denominado

informalmente como F. ‘subglutinans’ (Lima et al. 2009).

3.1. Descripcion morfologica de hongos causantes de la malformacion de mango
3.1.1. F. mangiferae

La tasa de crecimiento de las colonias de F. mangiferaeen medio PDA (Papa
Dextrosa Agar) es de 3.4 mm/dia a 25° C, el micelio es aéreo, blanco, flocoso, el reverso
de las colonias es algunas veces rosado a purpura oscuro,presentan conididforos en el
micelio aéreo, erectos o postrados en el medio. Los conididforos son simpodialmente
ramificados originando mono y polifidlides. Las polifidlides tienen de 2 a 5 aberturas
conidioégenas. Hifas estériles ausentes. Los microconidios son variables en forma, aunque
la forma ovoide es la mas abundante y ocasionalmente la oval o alantoide. EI microconidio
es unicelular de 4.3-14.4 pm de largo (promedio 9.0 um) x 1.7-3.3 pum de ancho
(promedio 2.4 um). Los macroconidios son largos y delgados, usualmente tienen de 3 a 5
septos, de 43.1-61.4 pm de largo (promedio 51.8 pm) x 1.9-3.4 um de ancho (promedio
2.3 um). Clamidosporas ausentes (Cuadro 1) (Britzet al. 2002).

3.1.2.F. sterilihyphosum

Las colonias de F. sterilihyphosum en PDA presentan una tasa de crecimiento de 4.8
mm/dia a 25° C. El micelio aéreo es casi blanco. El reverso de las colonias es de color
pajizo a rosa grisaceo o purpura claro. Los conidioforos son simpodialmente ramificados y
tienen mono Yy polifialides. Los microconidios son usualmente ovales, unicelulares, de 4.5—
14.2 pym de largo (promedio 8.8 pum) x 1.6-3.5 pm de ancho (promedio 2.6 pm). El
macroconidio tiene una célula apical algo picuda, una célula basal como pie, y presentan
usualmente de 4 - 6 células de 28.4-47.1 um de largo (promedio 37.1 pm) x 2.4-4.1 pm de
ancho (promedio 3.2 pum). Forma hifas estériles enrolladas. Clamidosporas ausentes

(Cuadro 1) (Britzet al. 2002),
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3.1.3. F. mexicanum

En PDA el micelio aéreo de F. mexicanumse presenta suelto a densamente
floculado, blanco o con tonos de rosa, violeta o gris. La pigmentacion en el reverso de la
caja es amarilla claro, anaranjado claro, lila, lila grisdceo, algunas veces parcialmente
purpura oscuro a violeta oscuro en el centro. Clamidosporas y esclerocios ausentes. Olor
ausente. La esporulacion en SNA empieza en el micelio aéreo y después en los
esporodoquios. Los esporodoquios son producidos en todas las condiciones de luz sobre o
dentro del agar. Las hifas enrolladas generalmente son formadas abundantemente, pero
pueden estar ausentes en algunos aislamientos. Son multiseptadas, de 2 a 2.5 pm de ancho,
ramificadas o no ramificadas, y la mayoria son estériles, raramente formando monofidlides
en la punta o en los lados de las ramificaciones. Los conidioforos aéreos son generalmente
erectos, algunos postrados, simples sin ramificaciones, o con pocas ramificaciones
simpodialmente o verticiliados, terminando en fialides. Las células conidiégenas en los
conidioforos aéreos son monofialidicas o polifialidicas; los conidios que surgen en el
micelio aéreo en oscuridad estan dispuestos en cabezas falsas como masas amorfas. Los
conidios aéreos se presentan sin septos o con dos septos, son cortos clavados a elipsoidales,
la mayoria rectos, algunas veces curvos, o de reniformes a forma de C. Los conidios
desarrollados en oscuridad y rectos tienen un rango de 4-18.5 x 1-3.5 pm y promedios de
6.9-9.8 x 2.3-2.7 um; los conidios en forma de C sin septos, desarrollados en oscuridad
presentan un rango de 6.5-27.5 x 1.5-5.5 pm y un promedio de 9.8-13.0 x 2.3-2.7 um. Los
conidios fusiformes, rectos o curvos, con 1-3 septos sin célula de pie en ocasiones son
formados en conidi6foros aéreos; conidios con 3 septos presentan un rango de 25-37 x 3-5
pm y un promedio de 28.7-31.0 x 3.7-3.8 pm. Los conidios formados en esporodoquios
presentan 1, 3 6 5 septos, son falcados y curvos dorsiventralmente, a menudo mas anchos
en la region central de su longitud, estrechandose hacia ambos extremos, con una célula
apical acuminada formando un pico estrecho y una célula basal distintiva con forma de pie,
la mayoria son formados en esporodoquios, sobre o dentro del agar; conidios con 3 septos
formados en oscuridad presentan un rango de 21.5-62 x 1.5-5 um y un promedio de 30.9-

43.4 x 2.7-3.8 pm (Cuadro 1) (Otero-Colina et al. 2010).
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Cuadro 1. Caracteristicas morfologicas de especies de Fusariumcausantes de

malformacion de mango.

Especie Longitud de  Presenciade  Presencia de
macroconidias hifas clamidosporas
um enrolladas
F. mangiferae® 43-61 - -
F. sterilihyphosum ° 28-47 + -
F. mexicanum* 21.5-62 + -

aBritzet al. 2002; Marasaset al. 2006.
bBritzet al. 2002; Zheng y Ploetz 2002 y Marasaset al. 2006.
¢ Otero-Colinaet al. 2010.

3.2. Identificacion de una enfermedad desconocida-postulados de Koch

Cuando un patégeno se encuentra en una planta enferma, puede ser facilmente
identificado utilizando manuales especializados; en caso de que se tenga la certeza de que
el patdogeno es la causa de la enfermedad, podra considerarse entonces que ha concluido el
diagnostico. Sin embargo, en caso de que sea probable que el patégeno represente la causa
de la enfermedad, pero que no existan registros anteriores que apoyen esa suposicion,
tendran que considerarse los siguientes puntos para comprobar la hipotesis de que el
patogeno es la causa de esa enfermedad:

1. El patéogeno debe encontrarse asociado con la enfermedad en todas las plantas
enfermas que se examinen.

2. El patogeno debe aislarse y desarrollarse en un cultivo puro en medios nutritivos y
se deben describir sus caracteristicas (parasito no obligado), o bien debe permitirse
que se desarrolle sobre una planta hospedante susceptible (parasito obligado) y
registrar su presencia y los efectos que produzca.

3. El patégeno que se desarrolle en un cultivo puro debe ser inoculado en plantas
sanas de la misma variedad o especie en que aparecio la enfermedad y debe
producir la misma enfermedad en las plantas inoculadas.

4. FEl patogeno debe aislarse una vez mas en un cultivo puro y sus caracteristicas
deben corresponder a las anotadas en el segundo punto.

En caso de que los puntos mencionados (cominmente conocidos como postulados de
Koch) se cumplan, se tendra la certeza de que el patdégeno aislado es la causa de la

enfermedad (Agrios 2005).
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3.3. Genes utilizados en la identificacion de especies de Fusarium

1) Factor de elongacion de la traslacion (ef-1a)

Los ribosomas son el sitio de sintesis de proteinas y requieren de la actividad de
varios factores para su correcta funcion como son iniciacion, elongacion y terminacion
(Moreira et al. 2002). El gen ef-1a, el cual codifica una parte esencial del mecanismo de la
traslacion de las proteinas, tiene alta utilidad filogenética por ser altamente informativo a
nivel especie del género Fusarium. Ademas, muestra un alto nivel de polimorfismos en las
secuencia entre especies estrechamente relacionadas en comparacion con otro genes(Geiser

et al. 2004).

2) p-tubulina

La tubulina es el principal componente estructural de los microtibulos, esta
organizada en a y 3 heterodimeros, ambos son altamente conservados entre especies (Jostet
al.2004); el gen B-tubulina es rapidamente amplificado y secuenciado en algunos hongos
(Peterson 2006); la secuencia de este gen provee una excelente herramienta para estudiar
relaciones filogenéticas en todos los niveles taxondmicos. Este gen ha sido usado
exitosamente para determinar relaciones intra e interespecificas en Fusarium (Steenkamp

2000).

3.4. Ciclo de la enfermedad malformacion de mango

En un ciclo propuesto la enfermedad malformacion del mango causada por F.
mangiferae (Gamliel-Atinskyet al. 2009b, 2009c) menciona que el tejido malformado
floral y vegetativo sirve como la principal fuente de inoculo. El indculo se disemina
pasivamente en el aire como conidios o como restos de las inflorescencias malformadas del
ciclo anterior. Muchos de los conidios caen sobre el dosel del mango y llegan hasta los
sitios de infeccion por diferentes rutas: 1) caen directamente sobre las paniculas florales, 2)
existen vectores que facilitan la dispersion como el acaro Aceriamangiferae, o 3) via
conidios en restos que caen sobre los brotes apicales.La germinacion de conidios y la
infeccion de paniculas apicales pueden ocurrir en condiciones de temperaturas de 5 a 41°
C, con un minimo de 2 h de humedad. Las temperaturas moderadas de 15 a 30° C y los
periodos prolongados de humedadmayores a 3 h pueden acelerar la infeccion. Sin
embargo, la temperatura Optima para el crecimiento y germinacion varia entre las
diferentes especies de Fusarium. La presencia de A. mangiferaeen los brotes facilita la

penetracion incrementando la frecuencia de infeccion. Después de la penetracion el
-
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patégeno coloniza el tejido del brote pero no progresa mas alla de este punto.

Alternativamente, cuando el tejido joven emerge de un brote apical infectado, el patdogeno
puede colonizar el brote apical o lateral del tejido, después de haber permanecido

localizado y en brotes en dormancia hasta que estos emergen.

3.5. Rol que tienen las hormonas vegetales en la malformacion

Los sintomas que presentan los tejidos malformados de mango sugieren que podria
ocurrir un desbalance hormonal en dichos tejidos (PloetzyFreeman 2009). Diversos
investigadores han analizado los niveles de algunas hormonas en los tejidos malformados
de mango. Los niveles de acido indol acético (IAA) y acido giberélico (GA3) fueron diez y
cinco veces mas bajos en plantas malformadas que en plantas sanas, respectivamente;
mientras que los niveles de zeatina fueron cinco veces mas altos que los controles (Singh
yDhillon 1989). En una serie de estudios, van Staden y colaboradores (Nicholsony van
Staden 1988; van StadenyNicholson 1989; van Stadenet al. 1989) analizaron las
diferencias en citoquininas en plantas de mango infectadas con F. moniliforme
(probablemente F. mangiferae; PloetzyFreeman 2009). Los resultados indicaron que las
citoquininas diferian en cantidad y calidad en plantas sanas y plantas enfermas con
malformacion y al parecer el patdgeno producia algunos de los metabolitos involucrados
en el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, los autores de los estudios no pudieron
precisar con exactitud si la produccion de hormonas por el patdogeno causaba los sintomas
o si la presencia del patégeno en los tejidos alteraba la produccién de hormonas por la

planta causando los sintomas de malformacion (Ploetzy Freeman 2009).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Medios de cultivo

Los medios de cultivo fueron preparados en volimenes de 250 ml de la siguiente
manera; los ingredientes de los medios se pesaron y colocaron en frascos de 500 ml,
agregandose 250 ml de agua destilada para disolverlos en un horno de microondas antes de
ser esterilizados en una autoclave a 121° C y 15 libras (Ib) de presion por 20 min. Al
finalizar la esterilizacion se colocaron en un bafio Maria a 49° C hasta estabilizar el medio.
Posteriormente, cada medio fue vaciado en cajas Petri 100 x 15 mm o 60 x 15 mm, en una
camara de flujo laminar estéril. Las cajas Petri con medio fueron almacenadas en bolsas de

plastico cerradas a 25° C hasta su uso.

4.1.1. Medio 1X Papa Dextrosa Agar fresco (PDA): Se pesaron 62.5 g de rebanadas de
papa de 0.5 cm de espesor, fueron colocadas en un recipiente con 250 ml de agua destilada
y se hirvieron a fuego lento hasta su coccion. Posteriormente, la infusion obtenida fue
filtrada con 2 capas de gasa y se afor6 con agua destilada hasta obtener un volumen de 250

ml, ésta fue vaciada en un frasco de 500 ml, se agregaron 2.5 g de dextrosa y 4.5 g de agar.

4.1.2. Medio 2 X Papa Dextrosa Agarfresco(PDA): Para preparar este medio se utilizo
la misma metodologia que en la seccion anterior, pero utilizando 31.25 g de rebanadas de

papas frescas, 1.25 g de dextrosa y 4.5 g de agar.

4.1.3. Medio Papa Dextrosa Agardeshidratado(PDA)(BD Bioxon): Se pesaron 9.75 g
del medio de cultivo y se colocaron en un frasco de 500 ml y agregando 250 ml de agua

destilada.

4.1.4. Agar agua 2%(AA). Para la preparacion de este medio se utilizaron 5 g de agar por

250 ml de agua destilada.

4.1.5. Agar Clavel(CLA). Se vacié medio estéril de agar agua al 2% en cajas de Petri 60 x

2
15 mm que contenian 5 trozos de aproximadamente 5 mm de hojas de clavel esterilizadas
con radiacion gamma. Las hojas de clavel fueron proporcionadas por el Dr. Raul

Rodriguez Guerra (INIFAP, Celaya, Guanajuato).
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4.1.6. MedioSpeziellerNihrstoffarmer Agar (SNA).Para preparar este medio se

utilizaron los siguientes compuestos: 0.250 g de fosfato de potasio (KH2P04), 0.250 g de
nitrato de potasio (KNO3), 0.125 g de sulfato de magnesio (MgSO4.7HZO), 0.125 g de

cloruro de potasio (KCI), 0.05 g de glucosa, 0.05 g de sacarosa, y 5 g de agar. Después de

que el medio se gelifico en las cajas de Petri de 60 x 15 mm, posteriormente 2 trozos de

2
papel filtro Whatman estéril de 1cm fueron colocados en el centro de la caja sobre el

medio.

4.1.7. Medio Basal (Correllet al. 1987): Para prepar 250 ml se agreg6 lo siguiente0.5 g de
fosfato de potasio (KH,POy), 0.125 g de sulfato de magnesio(MgSO4 7H,0), 0.125 g de
cloruro de potasio (KCl)y 0.05 ml de solucion de elementos, se afor6 a 250 ml con agua
destilada. La solucion de elementos contiene en 100 ml los siguientes compuestos: 5 g de
acido citrico, 0.5 g de sulfato de zinc (ZnSO4 6H,), 1 g de sulfato férrico [Fe
(NH4)2(S04)2 6H20], 250 mg de sulfato cuprico (CuSO4 5H,0), 50 mg de sulfato de
manganeso (MnSOs), 50 mg de acido boérico (H3BO;), 50 mg de molibdato de
sodio(Na,MoQ, 2H,).

4.1.8. Medio minimo(MM) (Correllet al. 1987): Para preparar este medio se agregd 0.5 g

de nitrato de sodio (NaNO3), 7.5 g de sacarosa y se afor6 a 250 ml con medio basal.

4.2. Aislamientos de Fusarium

Los aislamientos de Fusarium utilizados en este estudio fueron obtenidos a partir de
tejidos floral y vegetativo de mango con sintomas de malformacion en huertas localizadas
en los Municipios de Manzanillo y Tecomany de la zona urbana de la ciudad de Colima y
Villa de Alvarez, del estado de Colima obtenidos en los afios 2007 y 2009, ambas colectas
se realizaron con el proposito de obtener un mayor nimero de aislamientos de las
principales zonas productoras de mango en el estado (muestras colectadas por el Dr. J. J.

Velazquez-Monreal, INIFAP Colima) (Fig. 1).
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Coquinatlan

Figura 1. Ubicacién geografica de los municipios de colecta de muestras de mango con

malformacion floral y vegetativa.

4.3. Descripcion geografica de los sitios de colecta

a) Colima:El municipio tiene una altitud promedio de 550 metros sobre el nivel del
mar (msnm) y una minima de 305 metros, presenta una extension territorial de 668.2 km?.
El clima es calido subhiimedo con lluvias en verano en la mayor parte del municipio; la
temperatura media anual es de 24 a 26° C y con lluvia anual de 800 a 1,000 milimetros
clibicos (mm”).

b) Manzanillo: Esta localizado al oeste del estado de Colima, por su extension es el
municipio mas grande del estado con altitud de 4 msnm en el malecon; el clima del
municipio es subhiimedo, célido, con temperatura media entre 26 y 28° C la mas alta y de
22 a 23° C la mas baja. Durante el verano llegan a registrarse temperaturas muy elevadas
de 30 a 34° C. El registro pluvial medio anual es entre 800 y 1,200mm’.

c) TecomanEl municipio ocupa una extension territorial de 834.77 km? que
corresponden al 15 por ciento de la superficie estatal. Estad situado a 33 msnm. En el
municipio de predominan los climas semiseco muy calido, calido al norte y centro del
municipio; al sur, calido subhimedo. La temperatura media anual es de 26° C, con una
precipitacién media anual de 484.9 mm’siendo el régimen de lluvias, principalmente en
verano.

d) Villa de Alvarez: El Municipio se encuentra a una altitud maxima de 1,600 msnm y
una minima de 440 msnm, limita al norte con el Municipio de Comala; al suroeste con el

de Colima. Los climas del municipio por su grado de humedad son subhimedos; al centro
- -
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y norte del municipio existe un clima calido subhiimedo con lluvias en verano y al noroeste

presenta, también el calido subhiimedo y semicalido subhtimedo, también con lluvias en
verano. La temperatura media anual es de 23.7° C y la precipitacion pluvial media de

1,193.8 mm® (INAFED 2005).

4.4. Procesamiento de las muestras para obtener aislamientos de Fusarium

Las muestras fueron colocadas en una charola con agua y detergente durante 10
minutos para eliminar posibles contaminantes como dacaros, insectos y polvo. Se
enjuagaron con agua de la llave para remover el detergente. Posteriormente, se cortaron 9
explantos de 0.2mm de longitud de cada muestra, los cuales se esterilizaron
superficialmente sumergiéndolos en una solucion de cloro (Cloralex®) al 10% con un poco
de detergente durante 2 minutos. Los explantosenjuagados dos veces con agua destilada
estéril se secaron con papel estéril. Utilizando pinzas estériles con alcohol y flama se
colocaron en cajas Petri con medio 2X PDA incubandolos a 25° C por 24 a 48 horas.
Posteriormente, se transfiri6 un bloque de medio de 0.5 mm’ con puntas de hifas del

micelio que surgid de cada explanto a medio SNA para inducir esporulacion.

4.5. Obtencion de cultivos puros o monosporicos

Para obtener un cultivo monosporico de cada aislamiento se utilizaron los
aislamientos en crecimiento activo en medio SNA. Se tomo un bloque de medio, micelio y
conidios de aproximadamente 4 mm?, para colocarlo en el interior de un tubo de vidrio con
5 ml de agua destilada estéril, el tubo fue agitado para obtener una suspension de conidios,
se tomaron 30 pl de la suspension con una micropipeta y se colocaron sobre la superficie
de medio AA 2% en el centro de cajas Petri 100 x 15 mm. A continuacion, la suspension
de conidios fue dispersada sobre la superficie del medio con una varilla de vidrio estéril.
Las cajas se incubaron a 25° C en oscuridad por 20 horas para inducir la germinacion de
los conidios. Después de la incubacion las cajas fueron observadas con un estereoscopio
para ubicar conidios germinados, los cuales se transfirieron cortando un bloque de medio
de 1 mm’ aproximadamente conteniendo un conidio germinado a cajas con medio SNA.
Las cajas con SNA se incubaron bajo luz blanca y negra a 25° C, por un periodo de 15 dias

para favorecer una esporulacion abundante.
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4.6. Preservacion de los aislamientos monosporicos

Para preservar cada aislamiento se utilizaron los crecimientos monosporicos activos
en medio SNA. A la caja de cada aislamiento se agregd 3 ml de glicerol al 15% estéril
sobre el crecimiento micelio. La solucion de glicerol se pipeted varias veces sobre el
micelio para facilitar el desprendimiento de los conidios del micelio. La suspension de
conidios de cada aislamiento se transfirio a dos viales criogénicos de 2 ml, los cuales
fueron almacenados a —70° Cen la Coleccion de Hongos del Laboratorio de Patologia

Vegetal, IIAF, UMSNH.

4.7. Caracteristicas morfolégicas en PDA

Se utilizaron cajas Petri 60 x 15 mm preparadas con 7 dias de anticipacion. Las
cajas se inocularon depositando en el centro de las mismas una gota de 20 pl de la
suspension de conidios. Una vez que la suspension de conidios se habia absorbido al
medio, las cajas se sellaron con Parafilm y se incubaron a 25/ 20° C con un fotoperiodo de
12 horas, esto se realizd con el objetivo de determinar el tipo y color de micelio y de hacer
una comparacion de la pigmentacion de los aislamientos seleccionados en los dos medios
utilizados PDA fresco y PDA deshidratado. Las observaciones y la toma de los datos

fueron registradas 15 dias después de la inoculacion.

4.8. Caracteristicas morfologicas en CLA

Se utilizaron cajas Petri 60 x 15 mm con medio CLA, las cajas se inocularon
depositando en el centro de las mismas una gota de 20 pl de la suspension de conidios. Una
vez que la suspension de conidios fue absorbida porel medio de cultivo, las cajas se
sellaron con Parafilm e incubadas de igual forma que en la seccion anterior. Las
observaciones se llevaron a cabo 10 dias después de la inoculacion. Se hicieron
preparaciones para el microscopio compuesto tomando muestras de medio més micelio,
conidios y de trozos de clavel, realizando las siguientes observaciones de 25 conidios de
cada tipo:se determiné el nimero de septos, la longitud y el ancho para macroconidios y
forma, el tipo de fialide, la longitud y el ancho para microconidios; ademas de registrar la

presencia de esporodoquios, clamidosporas ¢ hifas enrolladas.

4.9. Pruebas de patogenicidad
Se seleccionaron cinco aislamientos representando cada uno de dos

gruposfilogenéticamente distintos de aislamientos de Fusarium de Colima obtenidos de
-
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muestras con malformacion floral y vegetativa durante los afios 2007 y 2009 (Quezada

Gutiérrez 2008). Lospostulados de Koch (véase en antecedentes) se realizaron utilizando
de 2 a 3 plantas de mango de variedad Haden y criollo de dos afios de edad. Las plantas
para el tratamiento control fueron inoculadas tinicamente con agua destilada estéril.

Para el crecimiento y esporulacion de los aislamientos seleccionados se colocaron
20 ul de suspension de conidios en cajas Petri con medio CLA y SNA y se incubaron en un
cuarto de cultivo con temperatura controlada a 25° C y con lamparas de luz blanca y luz
negra para inducir esporulacion abundante. Después de diez dias de incubacion 1 ml de
agua destilada estéril fue colocada sobre el micelio para desprender los conidios y
cuantificar la cantidad de in6culo utilizando un hematocitometro. Tratando de obtener una
concentracion final de 5x107 conidios por ml para cada aislamiento.

Para la inoculacion de plantas se procedio a realizar punciones con una aguja fina
estéril en yemas axilares (no terminales) en dormancia. En seguida, se colocé una gota de
20 pl con la suspension de conidios sobre la zona herida. El area inoculada se cubri6 con
Parafilm durante cuatro dias. Las plantas se mantuvieron en observacion por un periodo de

dos a cuatro meses (Freemanet al. 1999).

4.10. Extraccion de acidos nucleicos

Los aislamientos se crecieron de dos a siete dias en medio minimo sin agar (Leslie
y Summerell 2006) a 25° C, para obtener abundante crecimiento micelial. El micelio
producido se colectd en un embudo con tela Miracloth (Calbiochem) estéril y se lavo con
200 ml de agua destilada estéril. El micelio fue deshidratado colocandolo en papel
aluminio a 4° C por 24 horas y posteriormente molido hasta obtener polvo fino con
nitrogeno liquido, el cual se almacen6 a -20° C hasta la extraccion.

El 4cido desoxirribonucleico(ADN) se extrajo del micelio molido de acuerdo al
protocolo descrito por Mahuku (2004) (Anexo I) y mediante un kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega) (Anexo II), para comparar la calidad de las

secuencias obtenidas entre ambas extracciones de ADN.

4.11. Amplificacion de ADN por PCR para estudios filogenéticos y taxonomicos

Para amplificar el factor de elongacion (ef-1a) se utilizaron los oligonucleotidos
EF-1 y EF-2 (O’Donnellet al. 1998), los cuales hibridizan dentro de los exones
conservados del factor de elongacion para amplificar porciones de la region codificadora e

incluyendo intrones. Para amplificar el gen de B-tubulina se utilizaron los pares de
-
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oligonucledtidos T1 y T22, los cuales amplifican 1254 pares de bases (O’Donnell y

Cigelnik 1997). Se utiliz6 una temperatura de desnaturalizacion de 94° C, una temperatura
de hibridizacion de 55° C y una temperatura de elongacion de 72° C, por 35 ciclos, en un
termociclador (Eppendorf). Las muestras de las amplificaciones fueron analizadas
electroforéticamente en geles de agarosa al 1.5% TAE a 50 volts por 90 minutos. Los
fragmentos amplificados se purificaron con un kit comercial (QIAquick PCR Purification
Kit- Quiagen). EI ADN purificado fue enviado a Macrogen Inc. para la secuenciacion de
cada una de las cadenas complementarias para cada region del ADN amplificado.

Se obtuvieron cadenas consenso de las secuencias obtenidas del gen ef- la y B-
tubulina para los aislamientos referidos mediante el programa Sequencher 4.8. Se
utilizaron secuencias de taxones de Fusarium de diferentes sitios asociados con
malformacion de mango obtenidas del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica
(NCBI) (los codigos de acceso se muestran en el Cuadro 2) para compararlos con las
secuencias de los aislamientos de Fusarium obtenidos de Colima. Tres cepas de Fusarium
sp. de Brasil (Lima et al. 2009), tres cepas de F. mexicanum (Otero-Colina et al. 2010), dos
cepas de F. sterilihyphosum una de Brasil y un taxén de Sudafrica (Lima et al. 2009), un
taxon de F.mangiferae (O Donell2000) y F. oxysporum, el cual fue utilizado para enraizar
los arboles obtenidos en los analisis de secuencias de Fusarium de Colima asi como del
GenBank(O'Donell 2000). Las secuencias fueron alineadas mediante el programa BioEdit
7.0.5 con los parametros predeterminados, obteniéndose las distancias genéticas. Con estas
matrices de datos de se realizd por separadoun analisis filogenético para cada gen, asi
como uniendo la informacion de ambas regiones en una matriz. La mayoria de los analisis
se realizaron con el programa PAUP 4.0b10 (Swoftford, 2003), s6lo el analisis de distancia
se realiz6 con el programa MEGA 4.1 (Tamuraet al. 2007).

En el andlisis de distancia se utiliz6 el modelo de JunkesCantor. En el analisis de
maxima parsimonia se realizd6 una busqueda heuristica con 10,000 réplicas al azar con
TBR (Treebisection and reconnection, por sus siglas en ingles). Se realizé un analisis de
Bootstrap con 1000 réplicas en una busqueda heuristica para determinar el soporte
estadistico de los clados. Para los analisis probabilisticos se determind el mejor modelo de
evolucion que se ajustara a los datos con el programa ModelTest 3.7 (Posada y Crandall
1998). Con el modelo determinado en el paso anterior se realizd un analisis de maxima
verosimilitud. El analisis bayesiano fue ejecutado con el programa Mr. Bayes 3.1.2

(Huelsenbeck y Ronquist 2001), configurado para correr un millon de generaciones. El
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15% de los arboles generados fueron eliminados ya que es sabido que en las primeras

réplicas el algoritmo muestra parametros suboptimos.

Cuadro2. Accesiones obtenidas del NCBI de especies de Fusarium asociadas a tejido

malformado de mango.

Especies de Fusarium Caodigo Codigo de accesion de los genes
ef-1a p-tubulina
F. sp. Brasil CML 262 DQ452859 DQ445781
F.sp. Brasil CML 345 DQ452861 DQ445783
F.sp. Brasil CML 389 DQ452860 DQ445782
F. sterilihyphosum CML 283 DQ452858 DQ445780
Brasil
F. sterilihyphosum NRRL 25623 AF160300 AF160316
S. Africa
F. mangiferaelndia NRRL 25226 AF160281 u61561
F. oxysporum NRRL 22902 AF160312 U34424
F. mexicanum NRRL 53147 GU737282 GU737494
F. mexicanum NRRL 53143 GU737278 GU737490
F. mexicanum NRRL 53140 GU737275 GU737487

CML=ColecaoMicological de Lavras, Universidad Federal de Lavras, Minas Gerais,
Brasil.

NRRL=National Center for Agricultural Utilization Research, Preoria, Ilinois USA.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Obtencion de aislamientos de Fusarium

Un total de 143 aislamientos de Fusarium, obtenidos de muestras de malformacion
del mango colectadas en el estado de Colima en los afios 2007 y 2009, fueron analizadas
para identificar aquellos que producen microconidios en falsas cabezas. Considerando que
en un estudio previo se determind que aislamientos de Michoacan con microconidios en
falsas cabezas asociados a tejidos malformados de mango, eran causantes de Ia
malformacion del mango (Rodriguez-Alvarado et al. 2008). De 94 aislamientos
correspondientes al afio de 2007 (Anexo III), se obtuvieron 32 que mostraron
microconidios en falsas cabezas y 62 aislamientos que los presentaban en cadena. En tanto
que de doce muestras de tejido floral y vegetativo de mango malformado, colectadas en
tres sitios durante el afio 2009, se obtuvieron 49 aislamientos de Fusarium, de los cuales 22
produjeron microconidios en falsas cabezas y 27 presentaron microconidios en cadena

(Anexo 1V).

5.2. Seleccion de aislamientos de Fusarium

Para realizar la caracterizacion morfoldgica, extraccion de ADN y posterior
secuenciacion, se seleccionaron veinte aislamientos de Fusarium considerando que éstos
fueran de los que producen conidios en falsas cabezas; eligiendo de dos a tres aislamientos

representativos por cada muestra (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Aislamientos de Fusarium con falsas cabezasobtenidos de tejido malformado

de mango seleccionados para la caracterizacion morfoléogica.

Codigo de No. Tubo Sitio de colecta Tipo de
aislamiento glicerol malformacion
Col1S2M7PF1 Col- 52* Manzanillo Floral
Col1S2M7PF3 Col -54* Manzanillo Floral
Col1S2M7PF9 Col -60* Manzanillo Floral
Col1S2M8PF3 Col- 66* Manzanillo Floral
Col1S2MS8PF12 Col -75* Manzanillo Floral
CollS2M9PF4 Col-77* Manzanillo Floral
Col1S2MO9PF 6 Col -79* Manzanillo Floral
Col2S4M12PF2 Col -96* Colima Floral
Col2S4M12PF4 Col -98* Colima Floral

Col2S5M13Pv3 Col-101* Villa de Alvarez Vegetativa
Col2S5M13Pv5 Col-103* Villa de Alvarez Vegetativa

Col3S7M1PF1 Col-105+ Tecoman Floral
Col4S2M1PF1 Col-106+ Manzanillo Floral
Col4S2M1PF2 Col-107+ Manzanillo Floral
Col4S2M2PF1 Col-108+ Manzanillo Floral
Col4S2M2PF2 Col-109+ Manzanillo Floral
Col4S2M3PF1 Col-110+ Manzanillo Floral
Col4S2M3PF2 Col-111+ Manzanillo Floral
Col4S2MA4PF1 Col-112+ Manzanillo Floral
Col4S2M4PF2 Col-113+ Manzanillo Floral

*Aislamientos obtenidos durante el afio 2007.
+Aislamientos obtenidos durante el afio 2009.

5.3. Caracterizacion de los aislamientos de Fusarium
5.3.1. Caracteristicas morfolégicas en medio PDA

Los caracteres morfologicos han sido usados comtunmente para la identificacion de
las especies de Fusarium. Cuando los aislamientos son cultivados en condiciones
apropiadas y medios de cultivo adecuados, la caracterizacion puede ser hecha con bastante
precision. Para ello un numero de caracteres secundarios son usados en la identidad de
especies de Fusarium, siendo los mas notables la pigmentacion del medio de cultivo y el
color del micelio (Leslie y Summerell 2006).

Los resultados del andlisis de los 20 aislamientos seleccionados indicaron que
conbase al color del micelio se observaron dos grupos: el Grupo I (Col-96, Col-98, Col-
101 y Col-103) presentd micelio no denso de color salmon fuerte en PDA deshidratado,
mientras que en PDA fresco el color fue salmoén ligero. El Grupo II (Col-52, Col-54, Col-
60, Col-66, Col-75, Col-77, Col-79, Col-105, Col-106, Col-107, Col-108, Col-109, Col-

110, Col-111, Col-112 y Col-113) mostrd micelio no denso a denso de color rojo ligero en
-
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PDA deshidratado y violeta ligero en PDA fresco (Cuadro 4) (Fig. 2); en ninguno de los

aislamientos se observo pigmentacion en el agar en los medios de cultivo mencionados.

F. mangiferaeproduce micelio blanco flocoso con pigmentos claros a purpura
oscuro en PDA mientras que F. sterilihyphosum presentan micelio blanco flocoso con una
pigmentacion rosa a purpura claro (Leslie y Summerell 2006).El micelio de F. mexicanum
es flocoso denso, con una variacion de color de blanco, rosaceo a violeta claro y violeta
grisaceo; mientras que la pigmentacion en el reverso es amarillo claro, naranja claro, lila
grisaceo, y algunas veces parcialmente violeta obscuro a purpura en el centro de la caja
(Otero-Colina et al. 2010).

Las caracteristicas de color de micelio y pigmentacion que presentan los
aislamientos del Grupo I son similares a las reportadas para F. mexicanum; mientras que
las caracteristicas presentadas por los aislamientos del Grupo II son similares a las
reportadas paraF. sterilihyphosum. Sin embargo, debe considerarse que las condiciones
experimentales y medios de cultivo utilizados pueden presentar variaciones en cada
laboratorio, las cuales pueden hacer dificil la comparacion critica de la produccion de

pigmentos en el micelio y en el medio de cultivo (Summerellet al. 2003).
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Cuadro 4. Caracteristicas morfoldgicas de aislamientos de Fusarium en medio PDA.

Codigo de Tipo de micelio Color de micelio
aislamiento

deshli);)l'itado PDA fresco deshli)cll)l":tado PDA fresco
Col-52 Poco denso Denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-54 Poco denso Poco denso Rosa ligero Violeta ligero
Col-60 Poco denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-66 Poco denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-75 Poco denso Poco denso Rojo Violeta ligero
Col-77 Denso Denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-79 Denso Poco denso Rojo ligero Rosa ligero
Col-96 No denso No denso Naranja Naranja ligero
Col-98 No denso No denso Naranja Naranja ligero
Col-101 No denso No denso Naranja Naranja ligero
Col-103 No denso No denso Naranja Naranja ligero
Col-105 Poco denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-106 Poco denso Poco denso Rojo ligero Rosa ligero
Col-107 Poco denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-108 Denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-109 Poco denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-110 Poco denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-111 Poco denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-112 Poco denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
Col-113 Poco denso Poco denso Rojo ligero Violeta ligero
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Grupo [
Aislamiento Col-101

Grupo II
Aislamiento Col-52

Figura 2. Aislamientos de Fusarium sp. en medio de cultivo PDA fresco y deshidratado.

5.3.2. Caracterizacion morfologica en medio CLA

5.3.2.1. Macroconidios

Los macroconidios son el caracter morfoldégico mas importante en la identificacion
de especies de Fusarium, en algunos casos la morfologia de esta espora es suficiente para
identificar la especie (Leslie y Summerell 2006).

El examen morfologico de los aislamientos seleccionados de Colima reveld el
conidio tipico de Fusarium en forma de canoa; sin embargo, los aislamientos no
produjeron conidios de manera abundante aunque estos se formaron en todo el micelio, y
presentaron de 3 a 5 septos (Fig. 3). No se observaron esporodoquios, informacioén que
coincide con lo reportado por Leslie y Summerell(2006).

Se observo variacion morfoldgica en la longitud de los macroconidios de los
aislamientos(Cuadro 5).Las caracteristicas morfologicas para las especies descritas como
causantes de malformacion de mango en diversas areas productoras en el mundo son las
siguientes: para F. mangiferae se ha reportado que tiene un rango de longitud de
macroconidios de 43 a61 um y con 3 a 5 septos,F. sterilihnyphosum presenta un rango de

longitud de 28a47um con 4 a 6 septos (Marasaset al. 2006; Leslie y Summerell 2006) y F.
-
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mexicanum presenta un rango de longitud de 21.5a62pm con 3 a 5 septos (Otero-Colina et

al. 2010).

5.3.2.2. Microconidios

Este tipo de conidios no son producidos por todas las especies de Fusarium por lo
que su presencia es un caracter importante (Leslie and Summerell 2006). Asi, la forma de
los microconidios, las células conididgenas de la cuales se originan y el arreglo de los
mismos en los conidi6foros son un caracter potencialmente sobresaliente para el
diagnostico de la especie (Leslie y Summerell 2006).

En los aislamientos de Fusarium de Colima se presentaron abundantes
microconidios en su mayoria de forma oval, también de forma reniforme y algunos con un
septo. La presentacion de conidios en el micelio fue en falsas cabezas y sus células
conidiégenas fueron monofialides y polifidlides (Figs. 4 y 5).Los rangos de longitud de
microconidios registrados para el Grupo [ de aislamientos que coincidieron con F.
mexicanum fue de 10um a 17.7um y para el Grupo II de aislamientos de Fusariumde
Colima similares a F. sterilihyphosum fue de 7.5um a 17.5um (Cuadro 5).

La formacion de clamidosporas no se observo en ninguno de los aislamientos en los
diferentes medios de cultivos empleados y bajo las condiciones de laboratorio utilizadas.
Esto concuerda con lo reportado para las especies causantes de malformacion
anteriormente descritas (Leslie and Summerell 2006). Asi mismo la presencia de hifas
enrolladas estériles no se registré en ninguno de los aislamientos analizados. Este resultado
difiere de lo reportado para F. sterilihnyphosum (Britzet al. 2002). En F. mexicanum se
detectaron aislamientos que no producian hifas enrolladas estériles mientras que otros
aislamientos si las producian (Otero-Colina et al. 2010). La produccion de estas hifas
distingue a estos taxones de F. mangiferae(Britzet al. 2002).Sin embargo, las
caracteristicas morfoldgicas pueden variar debido a cambios en las condiciones de

crecimiento micelial por temperatura y medios de cultivo (Leslie y Summerell 2006).
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Cuadro 5. Caracteristicas morfologicas de aislamientos de Fusarium sp. de Colima en

medio CLA, con células conididgenas mono y polifialides.

Longitud
Caédigo de Promedio de Rango de Promedio de Rango de
asilamiento macroconidio macroconidio microconidio microconidio

(um) (um) (um) (pm)
Col-52 43.8 35-55 12.5 10-15
Col-54 43.2 28.8-50.4 12.04 12-13.2
Col-60 46.6 37.5-55 12.6 10-15
Col-66 41.8 35-52.5 12.4 10-15
Col-75 41.7 27.5-50 12.6 10-17.5
Col-77 41.8 27.5-57.5 12.7 10-15
Col-79 48.6 35-57.5 12.5 10-15
Col-96 49.1 37.5-62.5 13.3 10-17.5
Col-98 51.0 35-62.5 13.1 10-20
Col-101 40.8 36-50.4 12.0 12
Col-103 43.6 32.5-57.5 13.3 10-17.5
Col-105 435 32.5-55 10.5 10-13.75
Col-106 41.6 35-55 12.2 10-15
Col-107 42.8 27.5-57.5 12.2 7.5-17.5
Col-108 47.0 32.5-55 12.7 10-15
Col-109 46.2 37.5-62.5 13.0 10-17.5
Col-110 40.4 32.5-50 11.7 10-12.5
Col-111 429 35-55 11.5 10-15
Col-112 42.4 35-55 12.2 10-15
Col-113 43.6 30-55 13.3 8.75-15

24



Figura 3. Macroconidios tipicos del género Fusarium.

Figura 4. Monofialides con conidios en falsas cabezas de aislamientos de Fusarium en
medio CLA.

Figura 5. Células conidiogenas (Polifialides) de aislamientos de Fusarium en medio CLA.
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5.4. Pruebas de patogenicidad

En las plantas de mango de la variedad Haden utilizadas en las pruebas de
patogenicidad aparecieron los sintomas de malformacion seis semanas después de haber
sido inoculadas con los aislamientos de Fusarium. El aislamiento Col-113, incluido en el
Grupo II de aislamientos, indujo los sintomas de malformacion flora tipica de la
enfermedad(Fig. 6). Para reaislar al patogeno de las plantas inoculadas que mostraron
sintomas, se sembraron explantos del tejido con malformacion en medio PDA (Cuadro 6).
Para ello se utilizaron diferentes partes de tejido como flores, frutos pequefios y botones.
En todos los casos se observo el crecimiento micelial con las mismas caracteristicas del
aislamiento de Fusarium inoculado inicialmente.

Todos los aislamientos incluidos en el Grupo I reprodujeron los sintomas tipicos de
la enfermedad que son malformacion vegetativa y floral a las seis semanas después de
haber sido inoculados (Fig. 7). El aislamiento Col-103 indujo los sintomas cinco semanas
después de haberse inoculado.

Las plantas control inoculadas con agua destilada estéril no presentaron sintomas de
la enfermedad y no se obtuvieron aislamientos de Fusarium a partir de tejidos sembrados

en PDA (Figs. 8y 9).

Cuadro 6. Aislamientos de Fusarium de Colima seleccionados para prucbas de

patogenicidad.

Codigo de
aislamiento
inoculado

Col-96 +
Col-98 +
Col-101 +
+

+

Re aislamiento de
Fusarium

Col-103
Col-105
Col-54 -
Col-66 -
Col-107 -
Col-111 -
Col-113 +
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Figura 6. Sintomas de malformacion floral en mango variedad Haden inoculada con

Fusarium sp. aislamiento Col-113.

Figura 7.Sintomas de malformacion vegetativa ocasionados en mango variedad Haden

inoculada con Fusarium sp. aislamiento Col-105.
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Figura 9. Planta de mango control inoculada con agua destilada estéril.

5.5. Extraccion de ADN y amplificacion de los genes ef-1a y p-tubulina
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La extraccion del acido desoxirribonucleico (ADN) de los aislamientos produjo

suficiente cantidad y de buena calidad (Fig. 10A). Los genes factor de elongacion ef-1a
(Fig. 10B) y B-tubulina (Fig. 10C) se amplificaron por PCR. Se obtuvo la secuencia de los
genes amplificados para cada uno de los aislamientos.

Utilizando el programa Sequencher 4.8, se observd una mejor calidad en las

secuencias obtenidas cuando el ADN de los aislamientos se extrajo con el kit comercial en

comparacion con el protocolo de Mahuku (2004).
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Figura 10. Geles representativos de la extraccion de ADN (A), amplificacion por PCR de
los fragmentos del gen factor de elongacion (B) y B-tubulina (C) de aislamientos de

Fusarium de tejido malformado de mango colectado en el estado de Colima.
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5.6. Analisis filogenéticos

Se seleccionaron 9 aislamientos de Fusariumpara realizar estudios filogenéticos:
dos aislamientos obtenidos en arboles localizados en la ciudad de Colima (Col-96, Col-98),
un aislamiento obtenido en Villa de Alvarez (Col-103) y seis aislamientos obtenidos del
municipio de Manzanillo (Col-52, Col-60, Col-66, Col-75, Col-77 y Col-79). Los
fragmentos de ADN amplificados fueron secuenciados en ambos sentidos para los
diferentes genes: factor de elongacion de la traslacion ef-1a, B-tubulina y calmodulina. Los
aislamientos Col-54, Col-105, Col-106, Col-107, Col-108, Col-109, Col-110, Col-111,
Col-112 y Col-113 no se incluyeron en el analisis por no presentar secuencias de buena
calidad para los genes B-tubulina y calmodulina.

Se utilizaron las secuencias obtenidas para constituir un alineamiento mediante el
programa Clustal W (Thompsomet al. 1994) dentro del programaBioEdit, obteniendo una
matriz de 19 taxones para el gen factor de elongacion y B-tubulina; se eliminaron los
extremos de las secuencias, se redujo la longitud de las mismas, asi de esta forma el gen ef-

la quedd con 618 pb y el gen B-tubulina con 459 pb.

5.6.1. Factor de elongacion

El alineamiento obtenido para este gen mostro que los aislamientos Col-96, Col-98
y Col-103 presentaron 16 cambios en la posicion de las bases con respecto al resto de los
aislamientos de Colima (Col-52, Col-60, Col-66, Col-75, Col-77 y Col-79). Los cambios
encontrados incluyen cuatrotransversiones, nueve transiciones, dos inserciones y una
delecion (Anexo V). Los aislamientos Col-96, Col-98 y Col-103 presentaron similitud con
los aislamientos de F. mexicanum excepto por la diferencia de dos bases; el resto de los
aislamientos del estado de Colima present6 identidad completa con los aislamientos de F.
sterilihyphosum.

El anélisis de parsimonia produjo un solo arbol, se obtuvo un indice de consistencia
de 0.95 y un indice de retencion de 0.96. El cladograma obtenido mostrd dos grupos en los
aislamientos de Colima, los cuales corresponden con los grupos descritos durante la
caracterizacion cultural y morfologica: el Grupo I conformado por tres aislamientos (Col-
96, Col-98 y Col-103), estos taxones forman un clado que a su vez se encuentra incluidoen
el clado donde se presenta F. mexicanum; lo que indica que estos aislamientos estan mas
relacionados con esta especie.

El Grupo II conformado por seis aislamientos (Col-52, Col-60, Col-66, Col-75,

Col-77 y Col-79) forman una politomia donde también se encuentran las cepas de F.
-
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sterilihyphosum y dentro de este clado se encuentran otro clado con las cepas de Fusarium

sp. de Brasil (Fig. 11).
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Figura 11. Arbol parsimonioso obtenido del gen factor de elongacién de taxones de

Fusarium asociados a tejido malformado de mango.

5.6.2. B-tubulina

Los aislamientos Col-96, Col-98 y Col-103 mostraron tres posiciones diferentes
respecto al resto de los aislamientos de Colima, dostransiciones y unatransversion (Anexo
VI); presentando secuencias idénticas a las de F. mexicanum. Los aislamientos Col-52,
Col-60, Col-66, Col-75, Col-77 y Col-79 presentaron secuencias similares a F.
sterilihyphosum excepto por la posicion de una base.

El analisis de parsimonia produjo un solo arbol con un indice de consistencia de 1.0
y un indice de retencion de 1.0. La topologia del arbol obtenido mostré6 un clado no
resuelto agrupando todos los taxones analizados excepto F. mangiferaey F. oxysporum; las
cepas de F. sterilihyphosum se agrupan en un clado cercano a las cepas de Fusarium sp. de
Brasil. Los taxones de F. mexicanum se presentan en el mismo clado que los asilamientos
Col.96, Col-98 y Col-103 asi como el resto de los aislamientos de Colima los cuales

forman una politomia (Fig. 12).
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Figura 12. Arbol parsimonioso obtenido del gen B-tubulina de taxones de Fusarium

asociados a tejido malformado de mango.

5.6.3. Calmodulina

El alineamiento para el gencalmodulina no fue posible llevarlo a cabo ya que las
secuencias no fueron de buena calidad, los iniciadores de este gen se reporta que
amplifican 668 pb aproximadamente (O Donellet.al. 2000); mientras que en las secuencias
obtenidas de Fusarium sp. de aislamientos del estado Colima los iniciadores CL11 y
CL220nicamente amplificaron 200 pb y 440 pb respectivamente. También las secuencias
obtenidas con el iniciador CL22, por presentar mayor cantidad de bases, se intentd
alinearlas con otros taxones de Fusarium asociados a tejido malformado de mango; sin
embargo, fue dificil encontrar sitios homodlogos, solamente 250 pb fueron alineados. Y se
observaron varias regiones con gaps, por lo que no se utilizd esta matriz de datos para

ningun analisis filogenético por no ser confiable.

5.6.4. Combinacion de genes factor de elongacion a ef-1a y p-tubulina

Para este andlisis se combinaron dos matrices de los genes estudiados ef-1a y B-
tubulina con un total de 1077 caracteres, con el objetivo de obtener arboles mejor resueltos.
En dicho analisis se obtuvo un solo arbol parsimonioso (Fig. 13) con un indice de
consistencia de 0.96 y un indice de retencion de 0.97.

El cladograma obtenido mostré que los aislamientos de Colima se presentaron
como un grupo parafilético, originando dos clados diferentes dentro de los aislamientos de
Fusarium de Colima que no comparten el mismo ancestro comun inmediato. Los

aislamientos Col-96, Col-98 y Col-103 se presentan en un clado separado de F. mexicanum
-
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pero mas cercano a esta especie en comparacion con el resto de los aislamientos; mientras

que los aislamientos Col-52, Col-60, Col-66, Col-75, Col-77 y Col-79aparecen en un solo
clado; F. sterilihyphosum y cepas de Brasil, se encuentran en clados separados pero

cercanos a los aislamientos de Fusarium de Colima anteriormente mencionados (Fig. 13).
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Figura 13. Arbol parsimonioso obtenido de la combinacion de los genes del factor de
elongacion y B-tubulina de taxones de Fusarium asociados a tejido malformado de mango.

El arbol generado con la combinacion de genes mostro un clado mas en
comparacion con los arboles obtenidos mediante un solo gen, lo que nos indica que se debe
agregar la secuencia de otros genes para obtener arboles mejor resueltos.

La topologia de los arboles para cada gen fue congruente en los diferentes analisis
filogenéticos: de distancia, maxima parsimonia, maxima verosimilitud y el analisis
bayesiano.

Los resultados obtenidos del analisis morfoldgico y filogenético indican que los
aislamientos Col-96, Col-98 y Col-103 son F. mexicanum. El analisis filogenético de los
aislamientos Col-52, Col-60, Col-66, Col-75, Col-77 y Col-79, no presenta una definicién
clara sobre la identidad de estos aislamientos; sin embargo, dada la gran diferencia que hay
entre las secuencias del gen del factor de elongacion entre los dos grupos de aislamientos,
podemos indicar con certeza que los aislamientos del grupo mas numeroso que no son F.
mexicanum podria tratarse de un nuevo taxon. En el analisis filogenético llevado a cabo
por Otero-Colina et al. (2010) en donde se incluyd el aislamiento Col-54 (GR54,
NRRL53148), se reportd que tal aislamiento podria pertenecer a un nuevo taxon de
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Fusarium. En dicho estudio se utilizé el gen del factor de elongacion y B-tubulina para

comparar taxones de Fusarium del clado Americano, asociados con la malformacion del
mango. La secuencia del gen del factor de elongacion reportada para el aislamiento Col-54
(Otero-Colina et al. 2010) es idéntica a la reportada en el presente trabajo para el grupo de
aislamientos que podrian representar un nuevo taxon patogénico en mango. Es importante
sefialar que este es el primer reporte de sobre la patogenicidad de este nuevo taxén, ya que
se indujeron sintomas de malformacion en plantas de mango variedad Haden inoculadas
con una suspension de conidios. Para confirmar que este es un taxon diferente, sera
necesario llevar a cabo estudios adicionales con diferentes regiones gendmicas, algunas
utilizadas en F. graminearumson el espaciador intergénico del ADN ribosomal (IGS)
(Carter et al. 2000), 3-O acetiltranferasa, fosfato permeasa, ammonioligasa (Geiser et al.
2004) y podrian ser usadas en la identificacion de especies de Fusarium causantes de la
enfermedad.

Los taxones de Fusarium descritos que causan malformacion del mango se han
colocado taxonomicamente en un complejo de especies del género Gibberellafujikuroi
(GFSC). Estas y otras especies de Fusarium han sido ubicadas en la Seccion Liseola de
Fusarium descrita por Wollenweber yReinking (1935). Recientemente, se propuso una
hipdtesis biogeografica para este grupo de especies utilizando como fundamento el analisis
filogenético de varias regiones gendomicas (O Donnellet al. 1998). Especificamente se
sugirid separar las especies de GFSC en tres clados denominados Africano, Asiatico y
Americano, esto basado en la suposicion de que el origen de cada clado estd asociado con
el centro de origen del hospedante asociado y tomando en cuenta los eventos asociados con
la fragmentacion ambiental que ocurrié durante la separacion del continente Gondwana
(O'Donnellet al. 1998). Esta hipotesis concuerda con el reloj molecular estimado del
surgimiento de Fusarium (Summerellet al. 2010). La hipdtesis biogeografica planteada
tiene datos publicados que la apoyan y otros que la contradicen (Kvas et al. 2009;
Summerellet al. 2010).

El mango es una planta que tuvo su centro de origen en Asia, es atacado por varias
especies de Fusarium que causan sintomas de malformacion floral y vegetativa. Estas
especies de Fusarium se encuentran en diferentes clados. Asi, F. mangiferae pertenece al
clado Asiatico, mientras que F. sterilihyphosum, F. mexicanum vy F.‘subglutinans’
pertenecen al clado Americano. Se ha sugerido que F. mangiferae acompand al mango
cuando dicho cultivo fue diseminado en Asia y el Medio Oeste. Para el caso de F.

sterilihyphosum, se considera que habitaba en algin hospedante nativo de América del Sur
|
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y salté al mango cuando este fue introducido en la region. Sin embargo esta hipodtesis no

explica la presencia de F. sterilihyphosum causando malformaciéon en Sudafrica

(Summerellet al. 2010).

VI. CONCLUSIONES
Las caracteristicas morfologicas y el analisis filogenético permitieron separar a los
aislamientos de Fusarium del estado de Colima en dos clados diferentes, uno con
aislamientos Col-96, Col-98 y Col-103, el cual es considerado en este estudio idéntico a F.
mexicanum. Un segundo clado con los aislamientos Col-52, Col-60, Col-66, Col-75, Col-
77 y Col-79, que es similar a F. sterilihyphosum y Fusarium sp., sin embargo es necesario

llevar a cabo estudios adicionales con més genes para determinar su estatus taxonémico.

F. mangiferae no se encontr6 presente en los aislamientos de Fusarium del estado

de Colima analizados.

Los postulados de Koch fueron completados para los taxones seleccionados
considerados como F. mexicanum;mientras que para los aislamientos similares a F.
sterilihyphosum, solamente el aislamiento Col-113 reprodujo los tipicos sintomas de la

enfermedad.
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Anexo 1. Protocolo de extraccion de ADN - Fusarium (Mahuku 2004).

1. Colocar 150-300 mg de micelio deshidratado en un microtubo estéril y etiquetado.
. Moler micelio con nitrogeno liquido y un pistilo estéril.

. Almacenar a -20° C o procesar inmediatamente.

. Agregar a cada microtubo con muestra 300 pl de TES.

. Homogenizar con pistilo estéril por 2-3 min.

. Mezclar cada microtubo por 30 seg.

. Agregar a cada microtubo 200 pl de TES, 1.25 pl de Proteinasa K [200 mg/ml].

. Mezclar cada microtubo por 30 seg.

O 0 9 N Dn kB~ W

. Incubar a 65° C en bafio Maria por 30 min.

—_
=]

. Agregar a cada microtubo 250 pl de acetato de amonio (NH4 Ac 7.5 M).

—_
[u—

. Colocar microtubos en hielo por 10 min.

—_
[\

. Centrifugar a maxima revolucion por minuto 15 min a 4° C.

—_
98]

. Transferir sobrenadante a microtubo nuevo estéril.

._.
n

. Agregar a cada microtubo 750 ul de isopropanol.

[
W

. Almacenar microtubos a -20° C toda la noche.

—_
[®)

. Centrifugar a maxima revolucion por minuto 20 min a 4° C.

—_
~

. Decantar sobrenadante.

—_
o0

. Agregar a cada microtubo 800 ul de Etanol al 70% frio, no usar vortex para mezclar.

—_
Nl

. Centrifugar a méxima revolucion por minuto 10 min a 4° C.

[\
=)

. Decantar sobrenadante.

21. Colocar microtubos abiertos invertidos sobre toallas de papel estéril para drenar la
pastilla, posteriormente invertir microtubos y colocarlos en la gradilla para que la pastilla
se seque. Puede secar pastilla en SpeedVac. En este paso del protocolo, generalmente la
pastilla no es visible. Los pasos a continuacion se usan para remover carbohidratos; sin
embargo, es posible perder la pastilla.

22. Agregar a cada microtubo 250 ul de TE pH 8.0, resuspender la pastilla.

23. Centrifugar a maxima revolucion por minuto 15 min.

24. Transferir sobrenadante a microtubo nuevo estéril. Etiquetar microtubos y colocar en
hielo.

25. Agregar a cada microtubo con las pastillas 250 pl de TE pH 8.0, resuspender.

26. Centrifugar maxima revolucion por minuto 15 min.

27. Transferir sobrenadante a microtubo en hielo con el sobrenadante previo.

28. Agregar a cada microtubo 5 pl de RNasa A [20 mg x ml].
-
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29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.

42

Incubar a 37° C por 60 min.

Centrifugar por 10 segundos.

Agregar a cada microtubo 250 ul de acetato de amonio (NH4 Ac 7.5 M).
Colocar microtubos en hielo por 20 min.

Centrifugar maxima revolucion por minuto 15 min.

Transferir sobrenadante a microtubo nuevo, estéril, etiquetado.
Agregar a cada microtubo 750 pl de isopropanol.

Almacenar a -20° C.

Centrifugar a maxima revolucion por minuto 20 min.

Decantar sobrenadante.

Agregar a cada microtubo 800 ul de Etanol al 70% frio. No use vortex.
Centrifugar maxima revolucion por minuto 5 min.

Decantar sobrenadante.

. Colocar microtubos abiertos invertidos sobre toallas de papel estéril para drenar la

pastilla, posteriormente invertir microtubos y colocarlos en la gradilla para que la pastilla

S€

43

seque. Puede secar pastilla en SpeedVac.

. Resuspender pastilla con 20-50 pl de TE pH 8.0 (el volumen utilizado dependera del

tamafio de la pastilla).

44

. Almacenar a -20° C.
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Anexo II. Protocolo de extraccion de ADN Wizard® Genomic DNA Purification Kit,

(Promega).

1.- Moler el micelio en un mortero con nitrogeno liquido hasta obtener polvo fino.

2.- Agregar 40 mgdel micelio molido a un microtubo de 1.5 ml previamente etiquetados.
3.- Agregar 600 pl de NucleiLysisSolution y mezclar de 1 a 3 segundos para humedecer el
tejido (hasta homogeneizar la muestra).

4.- Incubar a 65°C durante 15 minutos.

5.- Agregar 3 pl de RNaseSolution. Mezclar invirtiendo el tubo de 2 a 5 veces.

6.- Incubar la muestra a 37°C por 15 minutos.

7.- Enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

8.- Agregar 200 pl de ProteinPrecipitationSolution y mezclar vigorosamente a alta
velocidad durante 20 segundos.

9.- Centrifugar por 3 minutos a 16,000 x g. La precipitacion de las proteinas formara una
pastilla.

10.- Cuidadosamente remover el sobrenadante el cual contiene el ADN, transferirlo a
microtubos de 1.5 pl previamente etiquetados conteniendo 600 pl de Isopropanol a
temperatura ambiente.

11.- Mezclar suavemente los tubos invirtiendo varias veces hasta observar una masa visible
de ADN.

12.- Centrifugar a 16,000 x g por 1 minuto.

13.- Decantar el sobrenadante.

14.- Agregar 600 pul de etanol al 70% a temperatura ambiente.

15.-Invertir los tubos varias veces para lavar la pastilla de ADN.

16.- Centrifugar a 16,000 x g por 1 minuto.

17.- Decantar el sobrenadante.

18.- Invertir los tubos sobre toallas de papel estéril para secar la pastilla a temperatura
ambiente durante 15 minutos.

19.- Agregar 100 pl de DNA RehydrationSolution, rehidratar el DNA por incubacion de
los tubos toda la noche a 4 °C.

20.- Almacenar el DNA de 2 a 8 °C.
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Anexo III. Aislamientos de Fusarium obtenidos de tejido malformado de mango colectado

en el estado de Colima en el afio de 2007.

Cédigo de No. tubo S 1 Tipo de Presentacion
aislamiento glicerol Municipio Arbol malformaciéon de conidios
Col1S1IM1Pvl Col 1 Tecoman 1 Vegetativa En cadena
Col1S1IM1Pv2 Col 2 Tecoman 1 Vegetativa En cadena
Col1S1M1Pv3 Col 3 Tecomén 1 Vegetativa En cadena
Col1S1M1Pv4 Col 4 Tecoman 1 Vegetativa En cadena
CollS1M1Pv5 Col 5 Tecoman 1 Vegetativa En cadena
Col1S1IM1Pv6 Col 6 Tecoman 1 Vegetativa En cadena
Col1S1IM1Pv7 Col7 Tecoman 1 Vegetativa En cadena
Col1S1IM1Pv8 Col 8 Tecoman 1 Vegetativa En cadena
Col1S1IM1Pv9 Col 9 Tecoman 1 Vegetativa En cadena
CollS1M2Pv1 Col 10 Tecoman 2 Vegetativa En cadena
Col1S1M2Pv2 Col 11 Tecoman 2 Vegetativa En cadena
Col1S1M2Pv3 Col 12 Tecoman 2 Vegetativa En cadena
Col1S1M2Pv4 Col 13 Tecoman 2 Vegetativa En cadena
Col1S1M2Pv5 Col 14 Tecoman 2 Vegetativa En cadena
CollS1M2Pv6 Col 15 Tecoman 2 Vegetativa En cadena
Col1S1M2Pv8 Col 16 Tecoman 2 Vegetativa En cadena
Col1S1M2Pv9 Col 17 Tecoman 2 Vegetativa No inoculado
CollSIM3Pvl Col 18 Tecomén 3 Vegetativa En cadena
Coll1S1M3Pv2 Col 19 Tecoman 3 Vegetativa En cadena
CollS1M3Pv3 Col 20 Tecoman 3 Vegetativa En cadena
Col1S1M3Pv4 Col 21 Tecoman 3 Vegetativa En cadena
Col1S1M3Pv5 Col 22 Tecoman 3 Vegetativa En cadena
Col1S1M3Pv6 Col 23 Tecoman 3 Vegetativa No crecio
Coll1S1M4Pv1 Col 24 Tecoman 4 Vegetativa No crecid
Coll1S1M4Pv2 Col 25 Tecoman 4 Vegetativa En cadena
Col1S1M4Pv3 Col 26 Tecoman 4 Vegetativa En cadena
Col1S1M4Pv4 Col 27 Tecoman 4 Vegetativa En cadena
Col1S1M4Pv5 Col 28 Tecoman 4 Vegetativa En cadena
Col1S1M4Pv6 Col 29 Tecoman 4 Vegetativa En cadena
Coll1S1M4Pv7 Col 30 Tecoman 4 Vegetativa En cadena
Col1S1M4Pv8 Col 31 Tecoman 4 Vegetativa No crecio
Col1S1M4Pv9 Col 32 Tecoman 4 Vegetativa En cadena
Col1S1M5Pvl Col 33 Tecoman 5 Vegetativa En cadena
Col1S1MS5Pv2 Col 34 Tecoman 5 Vegetativa En cadena
CollS1MS5Pv3 Col 35 Tecoman 5 Vegetativa En cadena
Col1S1M5Pv4 Col 36 Tecoman 5 Vegetativa En cadena
Col1S1M5PvS Col 37 Tecoman 5 Vegetativa No crecio
Col1S1MS5Pv6 Col 38 Tecoman 5 Vegetativa En cadena
CollS1MS5Pv7 Col 39 Tecoman 5 Vegetativa No crecid
Coll1S1M5Pv8 Col 40 Tecoman 5 Vegetativa No inoculado
CollS1M6Pv1 Col 41 Tecoman 6 Vegetativa En cadena
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Col1S1M6PV2
Col1S1M6PvV3
Col1S1M6Pv4
Col1S1M6PVS
Col1S1M6PvV6
CollS1M6PV7
Col1S1M6PVS
CollS1IM6PV9
Col1SIM6PVIO0
Col1S1IM6PvI1
Col1S2M7PF1
Col1S2M7PF2
Col1S2M7PF3
Col1S2M7PF4
Col1S2M7PF5
Col1S2M7PF6
Col1S2M7PF7
Col1S2M7PF8
Col1S2M7PF9
Col1S2M7PF10
Col1S2M7PF11
Col1S2M7PF12
Col1S2M8PF1
Col1S2M8PF2
Col1S2M8PF3
Col1S2M8PF4
Col1S2M8PF5
Col1S2M8PF6
Col1S2M8PF7
Col1S2MB8PF8
Col1S2M8PF9
Col1S2M8&PF10
Col1S2M8PF11
Col1S2M8PF12
Col1S2M9PF1
Col1S2M9PF 4
Col1S2M9PF 5
Col1S2M9PF 6
Col1S2M9PF8
Col1S2M9PF9
Col2S3M10Pv1
Col2S3M10Pv2
Col2S3M10Pv3
Col2S3M10Pv4
Col2S3M10Pv5
Col2S3M10Pv6

Col 42
Col 43
Col 44
Col 45
Col 46
Col 47
Col 48
Col 49
Col 50
Col 51
Col 52
Col 53
Col 54
Col 55
Col 56
Col 57
Col 58
Col 59
Col 60
Col 61
Col 62
Col 63
Col 64
Col 65
Col 66
Col 67
Col 68
Col 69
Col 70
Col 71
Col 72
Col 73
Col 74
Col 75
Col 76
Col 77
Col 78
Col 79
Col 80
Col 81
Col 82
Col 83
Col 84
Col 85
Col 86
Col 87

Tecoman
Tecoman
Tecoman
Tecoman
Tecoman
Tecoman
Tecoman
Tecomén
Tecoman
Tecoman
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Manzanillo
Colima
Colima
Colima
Colima
Colima

Colima

O O O O O O 0 0 0 K 0 0 0 0 0 0 0 0 1 I3 J 93 9 9 9 9 9 9 9 9 a0 a0 aaaoaa0a0 oo o &

e S
S O O O O O

Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Floral
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa

En cadena
En cadena
En cadena
En cadena
En cadena
En cadena
No inoculado
En cadena
En cadena
En cadena
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
No inoculado
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Contaminante
Contaminante
No inoculado
Contaminante
Contaminante

En cadena

46



UM.S.N.H
I ———————---—-—————————————— -~ ~ N — .

Col2S3M11Pv1
Col2S3M11Pv2
Col2S3M11Pv3
Col2S3M11Pv4
Col2S3M11Pv5
Col2S3M11Pv6
Col2S3M11Pv7
Col2S3M12Pvl
Col2S4M12PF2
Col2S4M12PF3
Col2S4M12PF4
Col2S4M12PF5
Col2S5M13Pv1
Col2S5M13Pv3
Col2S5M13Pv4
Col2S5M13Pv5
Col2S5M13Pv6

Col 88
Col 89
Col 90
Col 91
Col 92
Col 93
Col 94
Col 95
Col 96
Col 97
Col 98
Col 99
Col 100
Col 101
Col 102
Col 103
Col 104

Colima
Colima
Colima
Colima
Colima
Colima
Colima
Colima
Colima
Colima
Colima
Colima
Villa de Alvarez
Villa de Alvarez
Villa de Alvarez
Villa de Alvarez
Villa de Alvarez

11
11
11
11
11
11
11
12
12
12
12
12
13
13
13
13
13

Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Floral
Floral
Floral
Floral
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa
Vegetativa

En cadena
En cadena
En cadena
En cadena
En cadena
En cadena
En cadena
En cadena
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
Falsas cabezas
No creciod
Falsas cabezas

Falsas cabezas

47



UM.S.N.H
-
Anexo IV. Aislamientos de Fusarium obtenidos de tejido malformado de mango colectado

en el estado de Colima en el annode 2009.

No. c . ‘ Tipo de No. Presentacion de
Municipio Arbol . r . . .
colecta malformacién aislamientos conidios

Col. 3 M1 A8 Vegetativa 1 En cadena
M1 A8 Vegetativa 2 En cadena
M1 A8 Vegetativa 3 En cadena
M1 A8 Vegetativa 4 En cadena
M3 A15 Vegetativa 1 En cadena
Predio: La M3 Al5 Vegetativa 2 En cadena
Loma M3 AlS5 Vegetativa 3 En cadena
Carretera: M4 A19 Vegetativa 1 En cadena
Colima- M4 A19 Vegetativa 2 En cadena
Manzanillo, M4 A19 Vegetativa 3 En cadena
Tecoman M4 A19 Vegetativa 4 En cadena
M4 A19 Vegetativa 5 En cadena
M4 A19 Vegetativa 6 En cadena
M4 A19 Vegetativa 7 En cadena
M4 A19 Vegetativa 8 En cadena
MS A22 Vegetativa 1 En cadena
M5 A22 Vegetativa 2 En cadena

Col.3 M1 A 28 Floral 1 Falsas cabezas
M1 A28 Vegetativa 2 En cadena
Campo MI1 A 28 Vegetativa 3 En cadena
experimental MI A 28 Vegetativa 4 En cadena
INIFAP M2 A206 Vegetativa 1 En cadena
Tecoman, M4 A54 Vegetativa 1 En cadena
Lote de M5 A28 Vegetativa 1 En cadena
variedades y M5 A28 Vegetativa 2 En cadena
Mutantes de M5 A28 Vegetativa 3 En cadena
mango. M5 A28 Vegetativa 4 En cadena
M5 A28 Vegetativa 5 En cadena

Col 4 M1 A12 Floral 1 Falsas cabezas

M1 A12 Floral 2 Falsas cabezas

M1 Al12 Floral 3 Falsas cabezas

M1 A12 Floral 4 Falsas cabezas

M1 A12 Floral 5 Falsas cabezas

M1 Al12 Floral 6 Falsas cabezas

M1 Al12 Floral 7 Falsas cabezas

El Quemado Ml Al12 Floral 8 Falsas cabezas

Ejido M2 A20 Floral 1 Falsas cabezas

Venustiano M2 A20 Floral 2 Falsas cabezas

Carranza M2 A20 Floral 3 Falsas cabezas

Mpio. de M2 A20 Floral 4 Falsas cabezas

Manzanillo M2 A20 Floral 5 Falsas cabezas

M3 A18 Floral 1 Falsas cabezas

M3 A18 Floral 2 Falsas cabezas

M3 A18 Floral 3 Falsas cabezas

M4 A6 Floral 1 Falsas cabezas

M4 A6 Floral 2 Falsas cabezas

M4 A6 Floral 3 Falsas cabezas

M4 A6 Floral 4 Falsas cabezas

M4 A6 Floral 5 Falsas cabezas
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Anexo V. Posicion de los cambios en las bases de secuencias del gen factor de elongacion

1-a de aislamientos de Fusarium asociados a tejido malformado de mango.

Aislamiento Posicion de bases
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Continuacion anexo V
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Continuacion anexo V

Aislamiento

Posicion de bases
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Continuacion anexo V

Aislamiento

Posicion de bases
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Continuacion anexo V

Aislamiento Posicion de bases

332 339 340 34 343 345 346 348 355 357 358
1

NRRL T C G G A C G T - T A
22902
NRRL C T G G C C G T - - -
25226
Col-52 C T G c C T T C - - -
Col-60 C T G c C T T C - - -
Col-66 C T G c C T T C - - -
Col-75 C T G c C T T C - - -
Col-77 C T G c C T T C - - -
Col-79 C T G c C T T C - - -
CML 283 C T G c C T T C - -
NRRL C T G c C T T C - - -
25623
Col-96 C C - c C T T C T - -
Col-98 C C - c C T T C T - -
Col-103 C C - c C T T C T - -
NRRL C C - c C T T C T - -
53140
NRRL C C - c C T T C T - -
53143
NRRL C C - c C T T C T - -
53147
CML262 C T G c C T T C - - -
CML345 C T G c C T T C - - -
CML389 C T G cC C T T C - - -

51



U.M.S.N.H
1
Continuacion anexo V

Aislamiento Posicion de bases
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Continuacion anexo V

Aislamiento Posicion de bases

382 385 397 41 415 417 582 584 585 590 592
4

NRRL T G C T T A T C A A T
22902

NRRL c A C T C G T C A T T
25226

Col-52 c A C CcC T G C€C C G C cC
Col-60 c A C ¢ T G C C G <C <C
Col-66 c A C CcC T G C€C C G <C <C
Col-75 c A C ¢ T G C€C C G <C C
Col-77 c A C ¢ T G C€C C G <C cC
Col-79 c A C ¢ T G C C G <C <C
CML283 C A C¢C C¢C T G C C G C cC
NRRL c A C ¢ T G C C G <C <C
25623

Col-96 c A T T T G C€C C G <C C
Col-98 c A T T T G C€C C G <C C
Col-103 c A T T T G C€C C G C C
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Anexo VI. Posicién de los cambios en las bases de secuencias del gen B-tubulina de
aislamientos de Fusarium asociados a tejido malformado de mango.

Aislamiento Posicion de bases
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Continuacion anexo VI

Aislamiento Posicion de bases

120 131 133 14 147 168 213 258 285 286 304
5

NRRL A C G A T C C C T A G
22902

NRRL A C G A C T C C C C T
25226

Col-52 G T A G T T C T C A G
Col-60 G T A G T T C T C A G
Col-66 G T A G T T C T C A G
Col-75 G T A G T T C T C A G
Col-77 G T A G T T C T C A G
Col-79 G T A G T T C T C A G
CML 283 G T A G T T C T C A G
NRRL G T A G T T C T C A G
25623

Col-96 G T A G T T T T C A G
Col-98 G T A G T T T T C A G
Col-103 G T A G T T T T C A G
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NRRL G T A G T T T
53140
NRRL G T A G T T T
53143
NRRL G T A G T T T
53147
CML262 G T A G T T C
CML345 G T A G T T C
CML389 G T A T T C

Continuacion anexo VI

Aislamiento Posicion de bases

> > P

- = -
oXeXe)
- = -
Qo o o

308 310 318 32 382 394 400
0

NRRL T C - C T C T
22902

NRRL C C - C T T T
25226

Col-52 T C - C T C A
Col-60 T C - C T C A
Col-66 T C - C T C A
Col-75 T C - C T C A
Col-77 T C - C T C A
Col-79 T C - C T C A
CML 283 T C - C C C A
NRRL T C - C C C A
25623

Col-96 T C - C T C A
Col-98 T C - C T C A
Col-103 T C - C T C A
NRRL T C - C T C A
53140

NRRL T C - C T C A
53143

NRRL T C - C T C A
53147

CML262 T C - C T C A
CML345 T T T T T C A
CML389 T C - C T C A
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