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RESUMEN

En el presente estudio se plante6 el objetivo de determinar la presencia, caracterizar
morfologica, molecular y patogénicamente Fusarium spp., asociados a raiz de arandano
(Vaccinium corymbosum L.) en la region productora de Michoacan, México. La recoleccion
de plantas enfermas de arandano se llevd a cabo en siete municipios, en ocho comunidades
(cinco huertos por comunidad). Se obtuvieron 23 cepas. La caracterizacion morfologica se
realizd con base a sus caracteristicas culturales en el medio nutritivo PDA y tasa de
crecimiento, y las microscopicas presencia y ausencia de macroconidios, microconidios,
clamidosporas e hifas enrolladas en medio de cultivo CLA. Molecularmente se caracterizo
mediante la extraccion de ADN de las cepas, posteriormente se amplifico un fragmento del
ADN extraido, con base a los iniciadores que codifican para la region ITS1 y 4 (rDNA),
CaM, H3 y EF-1a. La patogenicidad de las cepas se evalu6 para determinar la interaccion
fitopatdgeno hospedero, mediante pruebas realizadas en plantas de arandano obtenidas a
partir de propagacion in Vvitro para asegurar su sanidad, se inocularon cinco plantas por cepa
con una solucion de conidios. Se evalud la virulencia y la severidad por los dafios
presentados en el follaje. El analisis morfologico indico que las 23 cepas pertenecen al
género Fusarium. Con las secuencias de ADN amplificadas por los genes ITS1 y 4 (rDNA),
CaM, H3 y EF-1la se identificaron 13 cepas que pertenecen a Fuarium oxysporum Schl,
corresponden a las cepas LRE1, ZIH21, ZIR12, ZIR13, LRE2, SANS, TAC16, SANO,
TACI15, ZIH22, ZIR14, ZIH23 y SAN7, de estas las cepas LRE1, ZIH21, ZIR12, ZIR13 con
F. oxysporum f. sp fragarriae y SAN9 con F. oxysporum f. sp opuntiarum. Las 10 cepas
restantes con Fusarium Sublutinans (ZIR19, TANS5, TAN6, LRE3, ZAM11, ZAMI10,
TIR17, ZIH20, TAN4 y TIR18). El total de las cepas fue capaz de producir sintomas en las
plantas de arandano; necrosis apical, enrollamiento de bordes de hojas, amarillamiento y

muerte de ramas.

Palabras clave: Morfologia, biologia molecular, genes, analisis filogético, patogenicidad.



SUMMARY

In the present investigation the aim was to determine the presence, characterize morphological,
molecular and pathogenically Fusarium spp., associated to the rot of cranberry (Vaccinium
corymbosum L.) in the producing region of Michoacan, México. The collection of diseased plants
was made in seven municipalities, in eight communities (five orchards for community). 23 strains
were obtained. The morphological characterization was made by its cultural characteristics in PDA
nutrient medium and growth rate, and the microscopic presence and absence of macroconidia,
microconidia, clamidospores and rolled hyphae in CLA nutrient medium. Molecularly it was
characterized by DNA extraction of the strains, later a fragment of the extracted DNA was amplified,
based on the initiators that codifies for the region ITS1 and 4 (rDNA), CaM, H3 and EF-1a. The
pathogenicity of the strains was evaluated to determinate the interaction phytopathogen host, by tests
made in plants of cranberry obtained from in vitro propagation to assure its health, five plants by
strain were inoculated with a solution of conidia. The virulence and severity of the damage presented
in the foliage was evaluated. The morphological analysis indicated that the 23 strains belong to the
gender Fusarium. With the amplified sequences of DNA by the gens ITS1 and 4 (rDNA), CaM, H3
and EF-la 13 strains that belongs to Fusarium oxysporum Schl, were identified which correspond
to the strains LRE1, ZIH21, ZIR12, ZIR13, LRE2, SANS, TAC16, SAN9, TAC15, ZIH22, ZIR 14,
ZIH23 and SAN7, of this the strains LRE1, ZIH21, ZIR12, ZIR 13 with F. oxysporum f. sp fragarriae
and SAN9 with F. oxysporum f. sp opuntiarum. The remaining 10 strains with Fusarium Sublutinans
(ZIR19, TANS, TAN6, LRE3, ZAM11, ZAM10, TIR17, ZIH20, TAN4 y TIR18). The total of the
strains was able to produce symptoms on the cranberry plants; apical necrosis, leaf edge curl,

yellowing and death of branches.

Key words: morphology, molecular biology, gens and phylogenetic analysis.
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I INTRODUCCION

El género Fusarium, también conocido por sus teleomorfos Nectria y Gibberella es uno de
los géneros mas ampliamente distribuidos del reino de los hongos, comprende un gran
diversidad morfologica y filogenética, (Michielse y Martijn, 2009; Leslie y Summerell 2006;
Aokietal., 2014). Muchas especies de Fusarium son fitopatogenos de plantas, pero también
pueden actuar como parasitos secundarios, oportunistas, invasores y numerosas especies son
importantes productores de micotoxinas que pueden contaminar los alimentos,

especialmente en semillas almacenadas (Bhat et al., 2009).

Las especies del género Fusarium son reconocidas por presentar alta diversidad morfologica,
debido a esto se han estandarizado métodos junto con datos moleculares multi-locus, que
actualmente son requeridos para una identificacion segura a nivel de especie (Torbati et al.,
2018; O’Donnell et al., 2009). Los rasgos morfologicos utiles incluyen las caracteristicas
generales de la colonia (forma, color y presencia de pigmentos difusibles), forma y desarrollo
de las clamidosporas, presencia o ausencia de esporodoquio, y tipo de macro y microconidos
(Leslie y Summerell 2006; Torbati et al., 2018). Fusarium posee diversidad de caracteres
que pueden ser usados para separarlo de otros géneros; pero las diferencias entre especies
pueden resultar complicadas, aunque muchos conceptos morfologicos han cambiado, otros
han permanecido estables aun cuando son confrontados con criterios genéticos y moleculares

(Leslie y Summerell, 2006).

Analisis filogenéticos comparativos han revelado que el genoma de Fusarium esta dividido
en regiones responsables del metabolismo primario y la reproduccion (genoma central); y la
virulencia, especializacion del huésped y posiblemente otras funciones (genoma adaptativo).
Los genes implicados en la virulencia y la especializacion del hospedero se encuentran en
los cromosomas de patogenicidad dentro de cepas fitopatdgenas, por ejemplo para el tomate
(F. oxysporum f. sp. lycopersici) y el chicharo (Fusarium solani f. sp. pisi). La transferencia
experimental de cromosomas de patogenicidad de F. oxysporum f. sp. lycopersici en un no
fitopatogeno transformo este Ultimo en un fitopatdogeno de tomate, por lo tanto, la
transferencia horizontal puede explicar los origenes polifiléticos de la especificidad del

huésped dentro del género, (Li-Jun et al., 2013).

A la fecha no se tienen reportes de que el cultivo de arandano sea hospedero de especies del
género Fusarim, sin embargo en plantaciones se han reportados pudriciones radiculares

debido a esto y a la importancia que el ardndano ha tenido en México, se hace necesario



conocer las principales enfermedades que lo afectan. En Michoacan el cultivo esta
distribuido en diferentes areas agroecologicas (Gutiérrez-Contreras et al., 2010), esto hace
que este influenciado por diversos factores que limitan su produccion y afectan su calidad,
uno de ellos son las enfermedades de la raiz de tipo fungoso, sin embargo hasta ahora no se
cuenta con informacién sobre su diversidad fenotipica y patogénica de su agente causal,
informacién que permitirda la implementacion de un manejo orientado a desarrollar
variedades resistentes y productivas adaptadas a las condiciones de Michoacan, que
contribuyan a un manejo eficaz de la enfermedad. Por lo anterior en el siguiente trabajo de

investigacion se plante6 la siguiente hipdtesis y objetivos:

HIPOTESIS

Fusarium spp., se encuentra asociado al sintoma de marchitez arandano (Vaccinium

corymbosum L.).
OBJETIVOS
Objetivo general

Determinar las especies de Fusarium spp., aisladas de raiz de arandano (Vaccinium
corymbosum L.) en la region productora de Michoacan, mediante su caracterizacion

morfoldgica y molecular para analizar su patogenicidad
Objetivos especificos:

1. Obtener cepas de hongos de raices de arandano (Vaccinium corymbosum L.) con
sintomas de pudricion radicular.

2. Caracterizar e identificar morfoldgica y molecularmente las cepas obtenidas a
partir de raices de arandano (Vaccinium corymbosum L.).

3. Determinar la virulencia y severidad de las cepas caracterizadas e identificadas,

inoculadas en plantas de arandano.



II REVISION DE LITERATURA
2.1 Importancia del cultivo del arandano a nivel mundial

El arandano ha tenido una rapida aceptacion por parte de los consumidores de todo el mundo
por su tamafo, facilidad de coccidon y una larga vida de anaquel, estas cualidades ademas de
su sabor unico han sido los detonantes para el desarrollo de su produccion industrial. Esta
baya tiene importancia cultural en Norte América, quienes han generado variedades y
practicas de cultivo en zonas especificas para reducir las enfermedades, los ataques de
insectos y disminuir el estrés de algunas variedades provocado por temperaturas extremas,
inundaciones y heladas. Por esto, Estados Unidos de Norte América es el principal
productor, consumidor, exportador e importador de arandanos del mundo y junto a Canada
abarcan 90 % del area productiva total (Victoriano, 2010) seguidos de México, Polonia,

Alemania y Francia (FAOSTAT, 2016).

Entre el 2000 y el 2010, el area cultivada de ardndanos aument6 globalmente en un 275 %,
e incluyd tanto 4reas tradicionales como no tradicionales de cultivo (Bafiados, 2006; Finn et
al., 2014). En América Latina, en Chile, Argentina, Uruguay y México se ha experimentado

un fuerte auge en la produccion de arandanos (Bafiados, 2006).

2.2 Hongos fitopatégenos que afectan el cultivo del arandano

En el ciclo productivo del arandano, éste es afectado por distintos fitopatdgenos que
disminuyen el rendimiento final de su produccion o calidad del fruto. Las condiciones y el
manejo del cultivo son factores que favorecen la incidencia de fitopatégenos. Uno de los
patdégenos mas importante que afecta a este cultivo son; Phytophthora cinnamomi, hongo
que produce pudricion de la raiz, y la cual es favorecida por el exceso de agua y temperaturas
altas en el suelo. La enfermedad puede comenzar desde el vivero, donde se produce la muerte
de brotes, la necrosis de la base del tallo y una falta de desarrollo radical. En los huertos, los
sintomas son clorosis y necrosis del borde de las hojas, follaje rojizo, defoliacion, menor
crecimiento y falta de vigor. Las plantas enfermas tienen mayor aborto floral, producen fruta
mas pequefia y dcida. El sistema radical muestra necrosis parcial o total de raices secundarias
que pueden progresar hasta dejarlas completamente negras, la corteza de la raiz se desprende
con facilidad, exhibiendo un centro de tonalidades café oscura. Actualmente no hay una

variedad resistente a este agente causal.



El moho gris (Botrytis cinérea) cuando esta presente en las flores las destruye, en periodos
de lluvia o dias nublados que ocurren en la etapa de floracion. Se caracteriza por una
pudricion himeda, de color marrén que en condiciones de alta humedad se cubre con esporas

de color grises con aspecto algodonoso.

Botryosphaeria dothidea o mildiu del tallo, muestra decoloracion al interior y tejido
necrotico, las hojas se tornan clordticas y eventualmente hay senescencia de manera

decedente en la planta hasta que paulatinamente muere (Williamson y Lyrene, 2004).

Puccianiastrum vaccini produce la roya del arandano, los sintomas son hojas amarillas al
inicio y si la enfermedad es severa, la hoja muere eventualmente al tornarse necrotica, las
hojas infectadas caen prematuramente y una defoliacion severa reduce la siguiente

produccién de fruta (Caruso y Ramsdell, 2007).

Armillaria mellea o armilariosis, este hongo causa que las plantas sufren un lento
decaimiento junto con clorosis o follaje rojizo de algunas o todas las ramas. El cuello de las
plantas se torna de un aspecto corchoso, la corteza se desprende con facilidad y bajo ésta se
observa abundante micelio, de color blanco y dispuesto en forma de abanicos, también puede
ser visible hacia el interior de la corona. En las raices primarias se producen rizomorfos de
color negro, los que corresponden a micelio entrelazado hasta formar estructuras tipo
cordones que son utilizadas por el hongo para colonizar plantas nuevas. Los sintomas se

hacen mas evidentes en verano cuando ocurre la muerte repentina de ramas o toda la planta.

Verticillium dhaliae, produce marchitez y clorosis moderada del follaje, seguido de un
rapido desecamiento del borde de las hojas durante el verano; similar a la falta de agua. Esta
marchitez o necrosis de hojas puede ser parcial dentro de las ramas o dentro del arbusto. La
mayor intensidad de sintomas se produce en verano y se caracteriza por obstruir el sistema
vascular (xilema) impidiendo el paso de agua y nutrientes hacia el follaje, lo que induce la
marchitez. Al cortar los tallos afectados se observan anillos necréticos que pueden ser
parciales o completos. También, ocurre pudricion de raices y desarrollo de un micelio

plomizo alrededor del cuello y raices primarias de las plantas enfermas.

La muerte regresiva es causada por Phomopsis vaccinii, (Diaporthe vaccinii) en las ramas
terminales hasta llegar a la base de la rama de la temporada anterior produciendo una
coloracion negra brillante. También, desarrolla cancros superficiales y lisos, sobre los cuales

se pueden formar picnidios que estan inmersos en la corteza; los picnidios son estructuras



huecas con forma de pera en cuyo interior se producen los conidios, pero que se observan
como pequenos puntos negros en la superficie de la rama enferma. La muerte de ramas afecta

la produccion de la proxima temporada.

La ntracnosis del fruto ocasionada por Colletotrichum acutatum, muestra sintomas los cuales
se observan principalmente en postcosecha, apareciendo pequefios acérvulos de color
anaranjado en la epidermis de la fruta. Bajo condiciones de alta humedad relativa, el hongo
aumenta la produccion de conidios. A medida que se desarrolla el hongo se produce la
deshidratacion del fruto y este termina momificado y cubierto por los conidios del patdgeno.
Este organismo también puede afectar las flores, pero su dafio pasa inadvertido. Si bien la
infeccion parte desde la floracion, la mayor expresion de sintomas se observa en

postcosecha. (Cisternas y France, 2009).

La muerte de esquejes y el atizonamiento de tallos son sintomas ocasionado por Fusarium
spp. Las especies de este género de hongo reducen su crecimiento, causan marchitamiento,

muerte de la planta y un escaso desarrollo de raices (Wright y Cotta, 1996).
2.3 Enfermedades causadas por hongos del género Fusarium

Las enfermedades en las plantas ocasionadas por especies de Fusarium en los tropicos han
tomado gran importancia con los sistemas de produccion de alto rendimiento y cultivares

genéticamente uniformes (Salleh, 1994).

Comunmente asociado a la induccion de enfermedades en muchas plantas de importancia
econdmica ya sean ornamentales o de cualquier otro cultivo, el género Fusarium ocasiona
pudriciones en coronas, yemas y raices (Noda et al., 1991; Raabe et al., 1981; Barile y
Esguerra, 1984; Paull et al., 1988; Leslie y Summerell, 2006; Kraft et al., 1981; Linderman,
1981; Nelson et al., 1981). Los sintomas que presentan las plantas afectadas generalmente
son un crecimiento anormal manifestado en la disminucién de su porte, vigor y produccion
(Ploetz, 2007). Las enfermedades vasculares reducen la capacidad de translocacion de agua
y nutrientes en la planta en mas del 95 % lo que ocasiona marchitez en un inicio y

eventualmente su muerte, (Agrios, 2005).

La diseminacion del fitopatdogeno ocurre a través de la siembra de materiales vegetales
infectados, movimiento de suelo, hojas contaminadas y raices que crecen alrededor de
plantas enfermas, aunque el viento y el agua de escorrentia o riego son los principales

diseminadores entre 4reas cercanas. El hongo sobrevive en su fase saprofita en el suelo por
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tiempo indefinido favorecido por alta humedad y lluvias frecuentes (Agrios 2005; Ploetz,

2007).
2.3.1 Sintomas ocasionados por el género Fusarium en cultivos

Las especies del genero Fusarium se encuentran entre los fitopatdgenos mas importantes
para la agricultura porque estan ampliamente distribuidos en el suelo y sustratos orgéanicos,
generalmente en suelos localizados en regiones templadas y tropicales (Booth, 1986).
Algunas especies de este género producen micotoxinas en alimentos almacenados y causan
enfermedades a animales y al hombre, entre las especies involucradas se destacan: F. solani,
F. oxysporum, F. verticillioides, F. moniliforme, F. proliferatum, F. chlamydiosporum, F.
dimerum y F. antophilum. (Ortoneda et al., 2003; Rabodonirina et al., 1994). El género
Fusarium esta ampliamente dotado con formas de sobrevivencia y uno de los mecanismos
que posee es la capacidad de cambio rapido tanto de hospedero como de su morfologia y
comportamiento (Booth, 1986; Alves-Santos et al., 2002; Katan y Di Primo, 1999; Ortoneda
et al., 2003).

Uno de los cultivos que ataca este género es Gladiolus grandiflorus, la sintomatologia en
este cultivo ornamental es un marchitamiento conocido como fusariosis. De acuerdo con la
parte afectada se pueden distinguir sintomas como: pudricion de cormo, amarillamiento y
marchitez del follaje y por ultimo, obscurecimiento y muerte de raices. Las plantas infectadas
pierden su vigor y la floracion es tardia, producen tallos de color verde obscuro, las flores
son mas pequenas y se desarrollan a un solo lado de la espiga, hojas angostas, frecuentemente
amarillas y curvadas, el cuello de la planta se torna putrescente, lo que ocasiona que las hojas
se separen del cormo (Olalde et al., 2017). Los cormos infectados presentan manchas
hundidas de color café, en el suelo la pudricion tiene apariencia suave, pero después de su
cosecha, los tejidos se secan durante el almacenamiento y se momifican, los cortes del cormo
enfermo muestran frecuentemente un color obscuro, las condiciones favorables para que se
desarrollen estos sintomas son una temperatura de 18 a 25 °C y una humedad relativa alta

(Bailey, 1998).

En Solanum esculentum el Fusarium reduce el crecimiento en la planta, posteriormente las
plantas se marchitan y eventualmente mueren, los principales sintomas visibles en la planta
son una ligera decoloracion en las nervaduras de los foliolos jovenes, seguido de la epinastia

de las hojas senescentes. Por lo general, estos sintomas aparecen solo en uno de los lados del



tallo y avanzan de manera ascendente hasta destruir el follaje, ocasionan la muerte de la

planta, los sintomas son similares a los que causa el estrés hidrico (Agrios, 2005).

En Allium sativum ocasiona la pudricion basal, este fitopatogeno afecta al ajo desde que se
encuentra en plantula (Quiroz et al., 2008; Velasquez y Medina, 2004). El ataque de
Fusarium sp en Triticum aestivum causa reduccion en el rendimiento del cultivo, pero
ademas afecta la calidad del grano. En ataques tempranos puede provocar aborto de granos,
limitando el nimero total que producira la espiga o bien cuando el grano estd formado limita
su desarrollo, quedando arrugados y en consecuencia muy livianos, con bajo peso. En el
cultivo se pueden observar espiguillas y espigas de color blanquecinas en contraste con las
no afectadas de color verde. El tegumento adquiere un color blanquecino, puede tener zonas

color rosado y el endospermo presentar un aspecto duro de color blanco intenso (Cuniberti,
2001).

2.3.2 Caracteristicas morfolégicas de Fusarium spp.

El género Fusarium posee un gran nimero de caracteres que pueden ser usados para
diferenciarlo de otros géneros, sin embargo, entre especies puede resultar complicado,
aunque muchos conceptos morfologicos de las especies han cambiado, otros han
permanecido estables aun cuando son desafiados con criterios genéticos y moleculares

(Leslie y Summerell, 2006).

En medio de cultivo el género Fusarium presenta un patrén de crecimiento radial en sus
colonias, extenso y algodonoso, incoloro en un principio conforme madura se torna de
coloracion blanco, crema, amarillo, rosa hasta purpura, su micelio es aéreo, septado.
Tipicamente este hongo produce a partir de fialosporas (fidlides) dos tipos de conidios
denominados, macroconidios y microconidios debido a sus respectivos tamafos, los
macroconidios son largos y curvados, multiseptados en forma de canoa y se originan de
conidioforos dispuestos en esporodoquios, aunque también se pueden originar en
conididforos separados, este es el caracter morfologico mas importante para la identificacion
de especies. Los microconidios no son producidos por todas las especies de Fusarium por lo
que su sola presencia es un caracter taxondmico importante, generalmente son unicelulares
y en forma ovalada, piriforme, fusiforme o esferoidal. En ocasiones los hay de apariencia

intermedia (Summerell et al., 2003; Leslie y Summerell, 2006).



La presencia de clamidosporas es un caracter importante en la descripcion de varias especies
de Fusarium. Estas pueden ser sencillas, dobles, en masas y en cadenas, 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).
Micelio

Con un patrén de crecimiento radial en sus colonias, extenso y algodonoso, aéreo, septado,
hialino al principio, conforme madura adquiere un color blanco, crema, amarillo, rosa y hasta

purpura (Leslie y Summerell, 2006).
Macroconidios

Es el caracter morfologico mas importante para la identificacion de especies del género
Fusarium. En algunos casos la morfologia de los macroconidios es suficiente para la
identificacion del aislamiento. Se recomienda el uso del medio (Carnation Leaf-piece Agar)
CLA para su observacion. El primer caracter observable es el tamafio, que en la mayoria de
los casos es relativamente constante y las variaciones en su longitud pueden significar que
hay problemas con el medio de cultivo utilizado, o puede ser una especie diferente. El
namero de septos presentes se ve determinado por el rango de su tamafio, 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 con frecuencia son importantes para la determinacion morfoldgica. La forma
de la célula apical y la del pie puede usarse para delimitar especies. Existen cuatro formas
de células apicales: forma obtusa, papilado, gancho y como huso. La célula basal o pie
también tiene cuatro formas: en forma de pie, pie largo, muesca y muesca ligera (Leslie y

Summerell, 2006; Toussonun, y Nelson, 1975).
Microconidios

Los microconidios no son producidos por todas las especies del genero Fusarium, por lo que
su sola presencia es un caracter importante. El tamafo, forma y nimero de septos de los
microconidios, las células conidi6foras en las cuales nacen y su arreglo en los conididéforos
son caracteres importantes y potenciales para un diagnostico. El niimero de septos

usualmente es cero o uno, pero algunas especies pueden producir conidios con dos septos.
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Las formas mas comunes son: reniforme, ovalada, piriforme, napiforme, globoso, esférico y

fusiforme (Leslie y Summerell, 2006).
Clamidosporas

La presencia de clamidosporas es un caracter importante en la descripcion de varias especies
del género Fusarium. Las clamidosporas pueden ser sencillas, dobles, en masas y en cadenas.
Se les puede encontrar en mayor cantidad en medio CLA que en SNA (medio de cultivo
Spezieller Néhrstoffarmer) 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).
Otros caracteres

Existen otros caracteres que 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 nutritivo PDA (Leslie y Summerell, 2006). El teleomorfo (estado sexual) puede ser
un caracter definitivo en definir 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;

Toussonun y Nelson, 1975).
2.4 Técnicas moleculares

Tradicionalmente las especies de los hongos han sido identificadas por técnicas
morfologicas, sin embargo, la identificacion basada en la comparacion de caracteres
morfolégicos a menudo es complicada y tardada ya que se aplican la observacion y el
reconocimiento de las caracteristicas de los aislados (Watanabe et al., 2011). Técnicas de
diagnoéstico alternativas, como las herramientas moleculares, han sido desarrolladas en las
ultimas décadas, protocolos basados en PCR e iniciadores especificos proporcionan un
diagndstico con mejor fundamento y permiten identificaciones taxondmicas a nivel especie

(Edwards et al., 2002).

En la actualidad, el estudio de la variacion genética entre individuos, poblaciones y especies

para explicar patrones y procesos ecoldgico-evolutivos se aborda mediante marcadores



moleculares, segmentos de ADN con o sin funcidon conocida que proporcionan informacion
sobre la variacion alélica y permiten distinguir individuos (Schlotterer, 2004). Los datos
moleculares han permitido estudiar con mayor precision los patrones de diversidad genética
y su distribucion, el comportamiento, la seleccion natural, las interacciones biologicas, la
composicion, funcionamiento y dindmica de comunidades microbianas, las relaciones
filogenéticas, entre otros (Sunnucks, 2000; Schlotterer, 2004; Hudson, 2008). La aplicacion
de técnicas moleculares inicia con la extraccion de ADN y la obtencion exitosa de datos

confiables y reproducibles depende en gran medida de la extraccion de ADN integro y puro.

2.4.1 Extraccion de ADN

La extraccion consiste en el aislamiento y purificacion de moléculas de ADN y se basa en
las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula. El ADN esté constituido por dos cadenas
de nucledtidos unidas entre si, formando una doble hélice. Los nucledtidos estan integrados
por un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada. La union de los
nucledtidos ocurre entre el grupo fosfato y el azicar, mediante enlaces fosfodiéster, dando
lugar al esqueleto de la molécula. Las bases de cadenas opuestas se unen mediante puentes
de hidrogeno y mantienen estable la estructura helicoidal. Los grupos fosfato estan cargados
negativamente y son polares, lo que le confiere al ADN una carga neta negativa y lo hace
altamente polar, caracteristicas que son aprovechadas para su extraccion. Los grupos fosfato
tienen una fuerte tendencia a repelerse, debido a su carga negativa, lo que permite disolver
al ADN en soluciones acuosas y formar una capa hidratante alrededor de la molécula. Pero,
en presencia de etanol se rompe la capa hidratante y quedan expuestos los grupos fosfato.
Bajo estas condiciones se favorece la union con cationes como Na+ que reducen las fuerzas
repulsivas entre las cadenas de nucleétidos y permiten que el ADN precipite (Sambrook et
al., 1989). Por otro lado, la carga neta negativa del ADN le permite unirse a moléculas y
matrices inorganicas cargadas positivamente (Nason, 1965; Travaglini 1973; Sambrook et
al., 1989; Sinden, 1994). A través del tiempo se han disefiado distintos protocolos con la
finalidad de obtener una cantidad y calidad de ADN adecuados, asi como garantizar la
eliminacion de inhibidores potenciales que dificulten el tratamiento posterior de la molécula.
Los métodos tradicionales, desarrollados en los afios 50, utilizan solventes orgédnicos para
separar a las proteinas del ADN vy, una vez suspendido en la fase acuosa, aislarlo por
precipitacion con etanol. Estos métodos requieren preparar soluciones y la extraccion puede

tomar desde unas horas hasta varios dias por los numerosos pasos que deben realizarse.

10



2.4.2 Reaccion en cadena polimerasa (PCR)

La gran complejidad de los procesos biologicos en los seres vivos ha sido por afios la razon
por la que los investigadores han centrado su atencion en descifrar los mecanismos que se
esconden detras de esos procesos. Desde el descubrimiento de la estructura de ADN, se ha
mostrado un gran interés por desarrollar métodos sensibles y reproducibles que permitan
estudiar los acidos nucleicos. Es asi como han aparecido diferentes tecnologias cuyos
protocolos estan dirigidos a esto; probablemente, la mas importante sea la reaccion en cadena
de la polimerasa que revoluciono6 la biologia molecular y la forma en como se estudiaban los

acidos nucleicos (Mullis, 1990).

La “Reaccion en Cadena de la Polimerasa” (PCR) fue descrita en 1972 y 1974 por el grupo
de Khorana aunque pas6 sorpresivamente desapercibida durante afios. Su reinvencion por
Kary B. Mullis ha representado una de las mayores revoluciones en las ciencias de la vida.
Finalmente, la técnica fue automatizada y popularizada en 1988 mediante el empleo de una
ADN polimerasa termoestable (Saiki et al., 1998). La PCR se basa en la amplificacion
selectiva y exponencial de una region del ADN molde. Esta reaccion es catalizada por una
enzima ADN polimerasa termoestable, en presencia de dos oligonucleotidos (18-30
nucledtidos) denominados iniciadores o primers disefiados para que se unan a los extremos
de la region a amplificar. Los iniciadores hibridan con el ADN desnaturalizado en dos zonas
del mismo, creando asi dos fragmentos de ADN de doble cadena que ceban a la ADN
polimerasa y delimitan la regién que se amplifica. De esta manera la ADN polimerasa
duplica un fragmento de ADN, y repitiendo el ciclo varias veces se consigue una
multiplicacién exponencial del fragmento, que permite obtener una cantidad de ADN visible
a partir de una sola molécula del mismo (Ward, 1994). Partiendo de este principio, la
reaccion en cadena polimerasa se basa en la repeticion de un ciclo formado por tres etapas:
1. desnaturalizacion, aqui la doble hélice del ADN se separa en dos hebras, para ello se
realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas (92-96 °C). 2. Hibridacion: en esta
etapa los cebadores se unen a las zonas complementarias que flanquean el fragmento que
queremos amplificar, esto ocurre a una temperatura que va de 50 a 65 °C. Por ultimo la etapa
3. La extension: en ella se produce la sintesis de una cadena sencilla y por
complementariedad se produce un fragmento de doble cadena en direccion 5>3" mediante
la enzima DNA polimerasa, la cual incorpora los dNTP’s presentes en el medio siguiendo la
cadena molde, (Figural). Estas etapas constituyen un ciclo y esto se repite por lo menos 30

ciclos lo cual genera inicialmente en el primer ciclo 2 moléculas, en el segundo 4, en el
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tercero 8 y asi progresivamente hasta en el ciclo 30 obtener de millones de moléculas de

fragmento amplificado.

Figura 1: Pasos basicos de la PCR (Andy, 1999).
2.4.3 Herramientas biotecnolégicas para la caracterizacion del género Fusarium

El sistema taxondémico del género Fusarium se ha basado en las caracteristica morfologicas
de macroconidios, microconidios y clamidosporas, asi como metabolitos secundarios
(Thrane, 2001). Estas caracteristicas morfologicas son clave para la taxonomia e
identificacion de Fusarium (Shahnazi et al., 2012). Actualmente las especies de Fusarium
se identifican principalmente con base a sus caracteristicas morfoldgicas, biologicas y
filogenéticas. Por lo tanto, resulta un reto acertar el estatus taxonémico de las especies de

este género al tomar en cuenta simplemente sus caracteristicas fenotipicas (Moretti, 2004).

A menudo, son utilizados marcadores moleculares para la caracterizacion de especies de

Fusarium, usualmente secuencias de ADN y por lo tanto se dispone de caracteres relevantes,

12



independientemente del estatus morfoldgico o fertilidad sexual de la cepa. Sin embargo, en
la actualidad se utiliza la informacién molecular en combinacion con caracteres
morfologicos distintivos, para identificar grupos que anteriormente fueran descritos como

especies separadas (Marasas et al., 2001; Zeller et al., 2003).

Las técnicas basadas en ADN se han convertido en una herramienta por excelencia para la
cuantificacion y entendimiento de la diversidad genética y de la filogenia de las especies de
Fusarium. Dicha herramienta ha sido utilizada para descubrir un gran nimero de especies
en complejos como el de Gibberella fujikuroi el cual es un linajes monofilético rico en
especies con anamorfos en el género Fusarium (O’Donnell y Cigelnik, 1997; O’Donnell et
al., 1999). Los limites de especie dentro de este complejo han sido objeto de mucho debate
durante los ultimos treinta afios (Boot, 1971; Nirenberg, 1976; Gerlach y Nirenberg, 1982;
Nelson et al., 1983), se han estudiado utilizando la morfologia (Nirenberg y O’Donnell,
1998; Nirenberg et al., 1998), experimento de apareamiento (Leslie, 1995; Leslie y
Summerell, 2006) y analisis filogenéticos de datos de secuencias de ADN (O’Donnell et al.,
2000; O’Donnell et al., 1998).

Los estudios moleculares y de sistematica han revelado la perfecta concordancia entre las
especies filogenéticas resueltas como poblaciones o linajes dentro de los arboles de genes y
las poblaciones de apareamiento o las especies bioldgicas, lo que indica que estos dos

conceptos de especies identifican las mismas unidades taxondémicas fundamentales,

(O’Donnell et al., 2000).

Se ha investigado la taxonomia ¢ identificacion de especies del género Fusarium, con base
a varios marcadores genéticos, sin embargo, ain no ha sido posible encontrar un marcador
adecuado para la identificacion de todas las especies (Watanabe et al., 2011), el alto grado
de variabilidad dentro de la especie F. oxysporum ha sido asociada con la complejidad de

las especies (Baayen et al., 2000).

Varios marcadores moleculares se han utilizado para analizar la diversidad de especies del
género Fusarium patogenas de plantas a nivel genoma: AFLPs, en Fusarium graminearum
y F. asiaticum (Qu et al., 2008), RAPD e ISSR en Fusarium graminearum y Fusarium
culmorum (Vogelgsang et al., 2008; Mishra et al., 2003).

Se ha intentado caracterizar lineas de F. oxysporum por diferentes técnicas, como regiones

IGS e ITS, sin embargo esto no ha proporcionado resultados favorecedores (Thangavelu et
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al., 2012). Los genes del ARN ribosomal se han usado en estudios filogenéticos, sin embargo
no se ha estado de acuerdo con ello, porque estos marcadores, no permiten una buena
separacion filogenética ya que estas regiones presentan tasas de evolucion desiguales entre
diferentes especies lo que no permite un buen agrupamiento en los arboles filogenéticos.
Para disminuir estas criticas, varios genes codificantes de proteinas se han explorado como

marcadores filogenéticos (Knutsen et al., 2004).

Se ha demostrado que filogenias obtenidas del factor de elongacion (EF-1a) son congruentes
con otras filogenias moleculares en la recuperacion de la monofilia de grupos tales como
Metazoa, Fungi, Magnoliophyta y Euglenozoa, este marcador es importante por proveer una
seccion altamente informativa entre especies muy relacionadas (Knutsen et al., 2004; Geiser
et al., 2004). También secuencias codificantes de genes como calmodulina (CaM), utilizada
por O’Donnel et al. (2000), han sido utilizadas para el analisis filogenético molecular del

complejo Fusarium fujikuroiu y otras especies de Fusarium.

En los ultimos afios, uno de los cebadores mas empleados en la identificacidén molecular de
hongos del género Fusarium es el factor de elongacion de la traduccion la (TEF-1a), que
muestra un alto nivel de polimorfismo entre especies estrechamente relacionadas, cuando se
comparan con genes que codifican proteinas como la calmodulina,  tubulina y la histona
H3. Estos fueron inicialmente desarrollados en los hongos para investigar linajes dentro del

complejo Fusarium oxysporum (O’Donnell et al., 1998; Aoki et al., 2014).
2.5 Patogenicidad del género Fusarium

Fusarium es uno de los géneros que contiene mayor cantidad de especies fitopatogenas. Este
hongo pasa a través de cambios morfoldgicos y fisiolégicos para adaptarse a nuevos
ambientes, puede sobrevivir en forma de micelio o clamidosporas se encuentra distribuido

en el suelo y materia organica de todo el mundo (Leslie y Summerell 2006; Castillo et al.,

2005).

La patogenicidad ha sido definida como la capacidad relativa que tiene un microorganismo
fitopatdogeno para producir una enfermedad (Agrios, 2005). Cuando se cree que un
microorganismo puede ser la causa de una enfermedad y no existen estudios previos que lo
comprueben, se sigue la metodologia de los postulados de Koch (1876), para verificar o no
la hipdtesis que ¢l o los microorganismos son la causa para que se produzca la enfermedad

y determinar la relacion planta-fitopatégeno (Herndndez, 2010).
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Algunas especies del género Fusarium son habitantes del suelo, se reconocen por su impacto
econémico negativo en la agricultura mundial, ya que son los agentes causales del
marchitamiento vascular y pudricién basal de una gran variedad de plantas. Fusarium
oxysporum, cumple dos fases importantes: una saprofita muy activa durante la que puede
vivir en el suelo y en los residuos vegetales por espacio de 20 afios y puede inhabilitar el uso
del suelo para nuevos cultivos hospederos y, una fase parasitica patogena de las plantas
(Garcia, 2011; Gonzéles-Cardenas, 2005). Esta especie sin duda, es una de las mas

importantes econémicamente de todo el género Fusarium (Leslie y Summerell, 2006).
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III MATERIALES Y METODOS

3.1 Area de estudio y muestreo: Se hicieron recolecciones de plantas de ardandano en ocho
comunidades y se realizaron muestreos 5 huertos por cada comunidad. Dichas comunidades
pertenecen a los municipios de Los Reyes, Tacambaro, Tangancicuaro, Zamora de Hidalgo,
Ziracuaretiro, Salvador Escalante y Morelia. Michoacan, México, la seleccion de los huertos
de arandano fue al azar, basicamente seconsidero a quellos en donde se observaron plantas
con sintomas de enfermedad o muertas, entre los sintomas detectados fueron amarillamiento,

clorosis y necrosis de hojas.

3.2 Ubicacion del area experimental
El presente trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de fitopatologia de la Facultad de
Agrobiologia “Presidente Juarez” de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo,

en Uruapan, Michoacan y en los huertos de las comunidades mencionadas.

3.3 Muestreo del material biolégico

Por cada sitio de muestreo, las plantas de arandano fueron recolectadas completas y solo las
que presentaban sintomas de la enfermedad, y variaba entre 3 a 5 plantas por sitio de
muestreo. Cada planta enferma fue depositada en una bolsas de pléstico Ziploc® y fue
etiquetada de acuerdo al sitio de recoleccion, comunidad y municipio, fecha de recolecta y

posteriormente fueron traladadas al laboratorio para procesarlas.
3.4 Elaboracion de medios de cultivo

Los medios utilizados en este estudio fueron los recomendados por Leslie y Summerell
(20006), para el analisis y caracterizacion del género Fusarium: PDA (papa-dextrosa-agar),
AA (agar-agua 2 %), CLA (agar hojas de clavel), SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar),
estos medios se utilizaron para reproducir la morfologia descrita reportada para este género.
Se prepararon los medios se esterilizaron con ayuda de una autoclave, a 121 °C durante 20
minutos. Los medios se vaciaron en cajas Petri Klinikus® de 100 x 15 mmy 60 x 15 mm en
una campana de flujo laminar y se expusieron a luz UV (luz ultravioleta) hasta que se

solidificaron, posteriormente se almacenaron a una temperatura de 4 °C hasta su uso.
3.5 Aislamiento de fitopatogenos

Se utilizd6 campana de flojo laminar para realizar los aislamientos a partir de las partes

afectadas de la planta en especial de raices y corona, de acuerdo al protocolo de Agrios



(2005). Los fragmentos de raices y corona de cada planta infectada fueron lavados y
desinfectados con hipoclorito de sodio al 33 % elaborado a partir de una solucién comercial,
después se colocaron cinco trozos del material de forma equidistante en una caja de Petri

con medio de cultivo PDA.
3.5.1 Purificacion de cepas

Cuando se observo crecimiento micelial en PDA, se separaron las diferentes colonias de
hongos que crecieron, mediante cortes delgados con un bisturi, los cuales se pasaron a
nuevas cajas Petri con el mismo medio de cultivo para dejarles crecer a una temperatura
ambiente.

De las cepas obtenidas se observo el tipo de crecimiento y coloracidon e hicieron
preparaciones en laminillas, se observaron al microscopio con la finalidad de hacer una
discriminacion y separar aquellas que tienen 6 no similitud. Se observaron caracteristicas
similares a las descritas para el género Fusarium, estas cepas se transfirieron a partir de
puntas de hifas a cajas Petri con medio de cultivo SNA en las cuales crecieron durante tres

semanas.
3.5.2 Cultivos monosporicos y preservacion del patégeno

De las cajas de medio SNA con tres semanas de crecimiento se tom6 micelio con ayuda de
un sacabocados, se colocaron en tubos de ensayo con 5 mL de agua destilada estéril, se
agitaron manualmente para obtener una suspension de conidios, de la cual se tomaron 30 pL
con una micropipeta y se colocaron en cajas Petri con medio AA. Las cajas se incubaron a
25 °C por un periodo de 20 horas, al término de este tiempo se transfirieron por separado
conidios germinados a medio de cultivo SNA, al cual se le colocaron dos piezas de un cm?
de papel filtro (Whatman No. 4) estéril sobre la superficie del medio nutritivo, esto con la
finalidad de que desarrollara un mayor niimero de estructuras reproductivas. Se depositd un

conidio por caja y se incubaron a 25 °C por tres semanas (Leslie y Summerell, 2006; Avila,

2009; Olalde-Lira et al., 2017).
3.6 Caracterizacion cultural y morfolégica del género Fusarium

Para la caracterizacion se considerd el crecimiento, color y forma de las colonias, asi como
las caracteristicas microscopicas de las estructuras reproductivas del patdogeno (conidios,

fialides, clamidosporas, hifas y conididforos).
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3.6.1 Caracteristicas culturales en medio PDA

Se inocularon 2 pL. de la suspension de conidios en glicerol a 25 % en medio PDA, se
determino el tipo y espesor del micelio, el color de la colonia y pigmentacion del agar. Se

hicieron revisiones a los 15 dias.
3.6.2 Caracteristicas morfolégicas en medio CLA

De igual manera se inocularon 2 pL de la suspension de conidios en glicerol al 25 % en
medio CLA. Se hicieron preparaciones fijas en portaobjetos a los 10, 30 y 60 dias de la
inoculacion, para medir el tamafio (largo y ancho) de macroconidios, microconidios y
clamidosporas en caso de presentarse. Se determin6 la forma, tipo de célula basal, tipo de

célula apical y nimero de septos de los macroconidios y microconidios.
3.6.3 Tasa de crecimiento

Para cada aislamiento estudiado se inocularon 2 pL de la suspension de conidios en glicerol
al 25 % en cajas con medio PDA, Las cajas se incubaron a 25 °C en oscuridad hasta que
llenaron de micelio toda la superficie del medio. Se tomaron discos de micelio de 1 cm de
diametro y se colocaron en cinco cajas Petri con medio PDA, éstas se incubaron a 25 °C, el

crecimiento se midi6 a las 72 horas con ayuda de un Vernier.
3.7 Extraccion de ADN

Para la produccion de micelio, se transfirieron 2ul de suspension monoconidial a cajas Petri
con medio de cultivo PDA, se incubaron a 25 °C durante 72 horas, el micelio se pulveriz6
en morteros con nitrégeno liquido para lograr la ruptura de las células de manera mecénica,
el polvo obtenido se guard6 en tubos eppendorf. E1 ADN se extrajo con buffer bromuro de

hexadeciltrimetilamonio (CTAB 3 %) de acuerdo al protocolo de Doyle y Doyle (1990).
3.7.1 Cuantificacion y analisis de calidad del ADN

La calidad del producto de extraccion se valoré en un gel de agarosa al 1 % tefiido con
bromuro de etidio, mediante electroforesis a 80 volts por 30 minutos y se observo en un
transiluminador. La concentracion y pureza se midieron con ayuda de un espectrofotometro

Smart Spec® de BioRad®.
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3.7.2 Reaccion en cadena de la polimerasa

El proceso de PCR multiple se llevo a cabo con la utilizacidon de primers especificos, (Cuadro

1.

Cuadro 1. Primers usados para la identificacion de cepas de Fusarium spp., de plantas de

arandano.
PRIMERS SECUENCIAS (5°-3”) References
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al. 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
H3-1a ACTAAGCAGACCGCCCGCAGG Glass and Donaldson,

1995

H3-1b GCGGGCGAGCTGGATGTCCTT
Cal-228F GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC | O’Donnell, et al. 2000
Cal-737F CATCTTTCTGGCCATCATGG
EF-1a ATGGGTAAGGARGACAAGAC O’Donnell et al. 1998
EF-2 GGARGTACCAGTSATCATGGT

En cada muestra se le adicion6 200 ng del ADN de cada cepa, 2.5 ul de primer forward, 2.5
puL de primer reverse a una concentracion final de 200 nM, se le adicionaron 44 pul de la

mezcla de reaccion Platinum® PCR SuperMix®.

La PCR se llevo a cabo en un termociclador Thermal Cycler C1000® de BIORAD® bajo
las siguientes condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 95 °C por 4 minutos, 35
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 10 segundos, alineamiento a 57 °C por 30 segundos,
extension a 72 °C por 1 min y 1 ciclo de extension final a 72 °C por 2 min. La amplificacion
se valord en un gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio, mediante electroforesis.
Para la amplificacion se utilizé el protocolo estandarizado para hongos por Ordaz (2017) en

el laboratorio de fitopatologia de la facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez”.
3.7.3 Secuenciacion

El producto de la PCR se envi6 al laboratorio de Macrogen Inc. en Setl, Corea del Sur, para

su purificacion y secuenciacion, las secuencias se corrieron bidireccionalmente.
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3.7.4 Analisis filogenético

Las secuencias fueron editadas con el software MEGAvV7.0.26 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis Version 7.0.26 for Bigger Datasets) (Kumar et al., 2016; Tamura, 2015)
y comparadas con secuencias del NCBI (National Center for Biotechnology International)
por medio de analisis del software BLAST-N, y se bajaron las secuencias homologas y se
alinearon con programa MAFFT v7 version en linea, se recortaron con el programa BioEdit
7.2 (Hall, 1999), los arboles filogenéticos fueron construidos usando el método neighbour
joining (NJ) y los modelos de sustitucion para ITS1 y 4 (rDNA) Jukes-Cantor (JC); H3
Tamura Ney (TN93+G), CaM y EF-1a Kimura (K2) con base a los analisis de maxima

parsimonia y maxima verosimilitud con el programa MEGA v7.0.26.
Concatenado

Los arboles de distancia derivados de la combinacion de secuencias parciales de los genes
ITS1 y 4 (rDNA), H3, CaM y EF-1a, obtenidas de las cepas del genero Fusarium, se
construyeron con el método Méxima verosimilitud y Méxima parsimonia y el modelo de
sustitucion General Time Reversible con distribucion gamma (GTR+G) con 1000
repeticiones en bootstrap y 2047 caracteres. El arbol inicial para la biisqueda heuristica se

obtuvo automaticamente con la aplicacion del algoritmo neighbor-join (NJ).
3.8 Caracterizacion patogénica

Las cepas obtenidas del género Fusarium a partir de plantas con sintomas de enfermedad se
caracterizaron patogénicamente, donde las variables respuestas fueron: virulencia de las
cepas y severidad de la enfermedad. Para determinar la virulencia de las cepas se tomaron
en cuenta los dias que transcurrieron desde la inoculacion hasta la aparicion del primer
sintoma en la planta. Para determinar la severidad de la enfermedad se tom6 en cuenta la
escala descrita por Lara (2008) la cual representan los grados: planta sana (0), flacidez (1),

amarillamiento (2), marchitez apical (3) y muerte de la planta (4).
3.8.1 Obtencion del material vegetativo

Las plantas de arandano se obtuvieron a través del laboratorio de propagacion in vitro
perteneciente a la Facultad de Agrobiologia “Presidente Juarez”, para garantizar que la

planta estuviera sana y libre de fitopatogenos.
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3.8.2 Preparacion del indculo

De la suspension monoconidial preservada en glicerol al 25 % se transfirieron 2ul de cada
cepa a cajas Petri con medio de cultivo PDA, se incubaron a una temperatura de 25 °C hasta
que colonizo toda la superficie del medio, posteriormente para la inoculacion de las plantas
se utilizo el contenido de una caja Petri en 100 mL de agua destilada estéril y se mezclaron
con ayuda de un rotor mecanico durante cinco minutos, se realiz6 el conteo de conidios por

microlitro con ayuda de una cdmara de Neubauer.
3.8.3 Inoculacion

Una vez listo el indculo se procedié a inocular cinco plantas de arandano de dos meses de
edad a partir de su aclimatacion, se depositaron 20 mL de la solucion con el fitopatdgeno

cerca de la raiz de la planta, de tal manera de no ocasionar ningiin dafio en la misma.
3.9 Analisis de la informacion

Los datos obtenidos de las variables morfologicas: coloracion, forma de la colonia, tipo y
espesor de micelio, forma de los macro y microconidios, clamidosporas, hifas enrolladas,
fialides, monofialides y falsas cabezas, se analizaron en forma cualitativa. Mientras que para
las variables tasa de crecimiento de las cepas y datos de virulencia se sometieron a analisis
de varianza y comparacion de medias de Tukey (0=0.5). El disefio experimental utilizado
fue completamente al azar. Para el caso de tasa de crecimiento de las cepas se hicieron cinco
repeticiones, tomando como unidad experimental una caja Petri. Para virulencia se
inocularon cinco plantas por cepa, tomando como unidad experimental una planta.
Finalmente la severidad de la enfermedad se determiné con la escala de Lara (2008), en la
cual 0 = planta sana; 1 = flacidez; 2 = amarillamiento; 3 = marchitamiento y muerte de
puntas; 4 = muerte de planta. Los datos de virulencia se sometieron a un analisis de varianza,
las medias de los tratamientos se conmararon con Tukey (p<0.05) los analisis de varianza se

hicieron con el programa SAS (SAS, 2002) v9.

Las secuencias se editaron con el software MEGA 7.0.26 (Kumar et al., 2016; Tamura,
2015), se alinearon con el programa MAFFT V7 version en linea, se recortaron con el
programa BioEdit 7.2 (Hall, 1999) se buscé el mejor modelo de evolucion y se realizo la
construccion de los arboles de maxima versomilitud y méxima parsimonia con MEGA 7.
0.26. Para la concatenacion de los diferentes fragmentos se realizd con el programa Seaview

4 (Gouy et al., 2010).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En este estudio de identificacién y caracterizacion de Fusarium spp., fitopatogeno de
arandano (Vaccinium corymbosum L.), se present6 variacion en los resultados de acuerdo a
la hipotesis y objetivos planteados y metodologia empleada, a continuacion, se explica y

detalla cada uno de ellos.

4.1. Obtener cepas de raices de arandano (\VVaccinium corymbosum L.) con sintomas de

pudricion radicular en la region productora de Michoacan, México (Objetivo 1)

Los principales sintomas observados en campo por problemas en la raiz fueron:
marchitamiento de las hojas, este sintoma se presenta en forma generalizada en la planta de
manera descendente, posteriormente las hojas presentan un amarillamiento o plateado
brillante. Sin embargo, en ocasiones se acelera el sintoma y puede presentarse
amarillamiento o plateado sin pasar previamente por la marchitez, seguido de la abscision o
necrosis. La necrosis comienza por el borde de la hoja de manera concéntrica hasta que se
necrosa totalmente, conforme avanza la necrosis, el limbo se va enrollando del borde
paralelo a la nervadura primaria hacia el centro de tal manera que el envés queda expuesto
al sol. El tallo comienza a necrosarse de manera ascendente, se torna de un color café a
marrdn hasta secarse por completo y eventualmente muere. La sintomatologia en la planta
comienza en el apice de algunas de las ramas, esto quiere decir que la infeccion del
fitopatdogeno en el tallo es unilateral debido a que la diseminacion lateral y radial del hongo
es inhibida por las paredes celulares y otras barreras laterales (Baayen et al., 1985). En
verano es muy frecuente que se presente decaimiento lento de las plantas, acompafiado de
clorosis o follaje rojizo a plateado brillante de algunas o todas las ramas (Cisternas y France,

2009) (Figura 2).

Del material vegetativo con sintomas de enfermedad se obtuvieron 23 cepas, a cada aislado
se le asigno una clave de acuerdo a su procedencia y nimero de colecta, esto con la finalidad

de facilitar el manejo para su identificacion en el cepario que se integré (Cuadro 1).



Figura 2. Sintomas en follaje (A y B) y corona (C) en plantas de ardndano infectadas con

fitopatdgenos de la raiz.

Cuadro 2. Caracteristicas orograficas del sitio de recoleccion de 23 cepas de Fusarium spp.,
aisladas de plantas de arandano.

Comunidad Clave* Altitud Precipitacion | Coordenadas
(msnm) mL/m?
Los Reyes LREI 1240 900 N19°35"
W102°28’
Los Reyes LRE2 1240 900 N19°35"
W102°28’
Los Reyes LRE3 1240 900 N19°35"
W102°28°
Tangancicuaro TAN4 1700 1000 N19°53°
W102°12°
Tangancicuaro TANS 1700 1000 N19°53°
W102°12°
Tangancicuaro TANG6 1700 1000 N19°53°
W102°12°
San Angel SAN7 1609 1200 N19° 26
Zurumicapio W101° 53’
San Angel SANS 1609 1200 N19° 26
Zurumicapio W101° 53’
San Angel SAN9 1609 1200 N19° 26
Zurumicapio W101° 53’
Zamora de Hidalgo ZAM10 1560 1000 N19°59°
W102°17°
Zamora de Hidalgo ZAM11 1560 1000 N19°59°
W102°17’
Ziracuaretiro ZIR12 1340 1200 N19°26°
W101°55°
Ziracuaretiro ZIR13 1340 1200 N19°26°
W101°55°
Ziracuaretiro ZIR14 1340 1200 N19°26°
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WI101°55”
Tacambaro TACIS5 1640 1150 N19°14"
W 101°28°
Tacambaro TACI16 1640 1150 N19°14"
W 101°28°
Tiripetio TIR17 2020 1000 N 19°327
W 101°20°
Tiripetio TIR18 2020 1000 N 19°327
W 101°20°
Ziracuaretiro ZIR19 1340 1200 N19°26°
WI101°55°
Zirahuén ZIH20 2090 1118 N19°27"
W101°43°
Zirahuén ZIH21 2090 1200 N19°27"
W101°43°
Zirahuén ZIH22 2090 1118 N19°27"
W101°43’
Zirahuén ZIH23 2090 1118 N19°27"
W101°43°

*Indica la clave de la cepa de Fusarium spp., aislada; las tres letras mayusculas corresponden al nombre del
municipio y localidades, los nimeros arabigos corresponden al niimero consecutivo de recolecta de cepa;
LRE=Los Reyes, TAN=Tangancicuaro, SAN=San Angel Zurumucapio, ZAM=Zamora, ZIR=Ziracuaretiro,
TAC=Tacambaro, TIR=Tiripetio, ZIH=Zirahuen.

4.2. Caracterizar e identificar morfolégica y molecularmente las cepas obtenidas a

partir de raices de arandano (Vaccinium corymbosum L.) (Objetivo 2)

Las caracteristicas fueron muy variables entre si y estuvieron en funciéon de la especie

identificada como se detalla a continuacion.
4.2.1 Caracteristicas culturales en medio PDA

Las 23 cepas obtenidas presentaron crecimiento radial con micelio abundante y denso, esto
coincide con las caracteristicas reportadas por Leslie y Summerell (2006) y Summerell et al.
(2003), para el género Fusarium, mientras que las cepa TAN4 y TANG6 presentaron un
crecimiento escaso y postrado en el medio, también se observo crecimiento en circulos
concéntricos y estrias, para estas caracteristicas no existen reportes en este género, como
muestran los resultados es un factor de variacidon morfologica que puede ser analizado en
trabajos descriptivos similares. Las cepas que presentan estrias fueron: LRE1, 3, SANO,
ZIR13, ZIR14, TAC15, TANS y 6; ZAM10, y ZIR12. Circulos concéntricos: LRE2, TANS
y 6, TIR17 y 18, ZIR19, ZIH20, 21, 22, 23, en algunos casos tuvieron ambos crecimientos
como en la cepa TANS, debido a que el medio de cultivo PDA es rico en carbohidratos,
permite un desarrollo de micelio ideal para la observacion de sus caracteristicas (Leslie y
Summerell, 2006), asi los aislados a partir de planta de arandano, produjeron micelio

abundante, denso, algodonoso, aéreo, flocoso en algunos (Figuras 3 y 4).
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Figura 3. Estrias y circulos observados en micelio de Fusarium estrias (A): y circulos

conceéntricos (B).
4.2.2 Color de la colonia

El color anverso de las colonias se describid de acuerdo con las tablas de colores de Kornerup
y Wanscher, (1978), y fue la siguiente: 8.6 % presento un color blanco violeta, 8.6 %, rojo
palido, 34.7 % blanco, 30.4 % presentaron tonalidades naranja y 17.39 % blanco rojizo, se

formaron cinco grupos, (Cuadro, 1A).

Leslie y Summerel (2006) indican que la coloracion del micelio varia dependiendo de las
condiciones ambientales, luz, medios nutritivos y temperatura en las que se desarrollen las
cepas. Las colonias mostraron una alta variacion en el color de micelio con diferentes
tonalidades de blanco violeta, rojo palido, blanco, tonalidades naranja y blanco rojizo. La
variacion en el color de la colonia es una caracteristica del género Fusarium, pero no es
considerada determinante para la identificacion de las especies, las condiciones ambientas
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 puedan variar ampliamente en su coloracion (Leslie y

Summerel, 2006; Booth, 1975) (Figura 4).
4.2.3. Caracteristicas morfolégicas en medio CLA

Las 23 cepas de Fusarium presentaron variabilidad morfologica en cuanto al tamafio, forma
y posicion de estructuras como macro y microconidios, clamidosporas e hifas enrolladas,

como se detalla a continuacion:

25



Macroconidios

Los macroconidios fueron producidos en medio de cultivo CLA, se presentaron de manera
escasa en todas las cepas, estos se produjeron dispersos en el medio y no en estructuras que

aglutinaran los esporodoquios donde se producen.

Los macroconidios fueron alargados, ligeramente curvados y septados. El mimero de septos
observados fue de uno a cinco en una cepa que fue la ZIH22, y las restantes presentaron
desde uno a cuatro septos. Las cepas TAN4, ZAMI11, ZIR12, TIR18 y ZIH20 presentaron
un septo, y la TAC16 dos septos, tres septos LRE1, 2, 3, TANS, SAN7, y 8, ZAM10, ZIR 14,
TACI1S5, TIR17 y ZIH21y 23 y de cuatro septos las cepas TAN6, SAN9 y ZIR13, la ZIR19
no produjo macroconidios. La forma del &pice de los macroconidios fue de pie en la mayoria
a excepcion de las LRE1 y ZIR14 que presentaron forma de gancho, y la ZIH23 forma
papilada. En la célula basal se distingue claramente una muesca en forma de “pie”, en todos

los macroconidios producidos en todas las cepas (Figura 4; Cuadro 1A).

En este estudio se presentd alta variacion en la forma y niimero de septos de los
macroconidios. Estas estructuras son el caracter morfologico mas importante en la
identificacion de especies de Fusarium, en algunos casos la morfologia de la espora es
suficiente para identificar a nivel de especie. En medio de cultivo CLA suelen ser uniformes
y abundantes en especies como Fusarium oxysporum y F. solani, por lo que se recomienda
este medio para su caracterizacion (Leslie y Summerell, 2006; Ochoa et al., 2012; Martinez
etal., 2015), Fusarium oxysporum presenta usualmente tres septos y la célula basal en forma
de pie, célula apical conica curvada y algunas veces con un ligero gancho, la especie de F.
subglutinans sus macroconidios generalmente presentan tres septos, la célula apical de forma

curva y la basal poco desarrollada (Leslie y Summerell, 2006) (Figura 4).
Microconidios

Estas estructuras también fueron producidas en medio de cultivo CLA, la presencia de
microconidios es un caracter considerado importante para la identificacion de las especies
de Fusarium, debido a que no en todas se producen (Leslie y Summerell, 2006). En este
caso, la mayoria de las cepas estudiadas los produjeron de manera abundante, a excepcion
de las cepas SANS, 9 y la ZIR13 que presentaron en menor cantidad, fueron de forma
ovalada, reniforme, piriforme, y ovoide, con o sin septos y dispersos en el medio nutritivo,

ovaladas en las cepas LRE1,2, y3, TAN4, 5y 6, SAN7 y 9, ZAMI0, y 11, ZIR12 y 14,
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TACI15 y 16, TIR17 y 18, ZIR19, ZIH20, 21, 22 y 23, reniforme las cepas TANS, SANS,
ZIR13, ZIH22, piriforme LRE3, TAN6 y SANS8 ovoide. Algunos presentaron dos formas

como es el caso de la cepa LRE3 tuvo de forma oval y piriforme, (Cuadro 1A).

Caracteristicas que coinciden con lo reportado por Leslie y Summerell (2006); Britz et al.,
(2002) y Ochoa et al., (2012) para las especies de F. oxysporum debido a que presenta forma
oval, eliptica o reniforme y usualmente sin septos, asi como para la especie F. subglutinans
para la cual se reporta forma oval sin septos, sin embargo en el presente estudio solo nueve
cepas no presentaron septos (LRE2, 3 y 4, TAN4, SAN9, ZAMI10, ZIR19, ZIH20 y 23) y el

resto presentaron un septo (Figura 4, Cuadro 1A).
Clamidosporas

Se presentaron de manera abundante en la mayoria de las cepas, sin embargo las cepas
TAC16 y TIR17 no las produjeron. De forma esférica, terminales, intercalares y en cadena
en todas las cepas. Las clamidosporas son un caracter de importancia en la descripcion de
algunas especies de Fusarium (Leslie y Summerell, 2006). La presencia y abundancia de
clamidosporas coincide con las caracteristicas de Fusarium oxysporum que las produce de
manera abundante mientras que F. subglutinans, F. sterilihyphosum, F. circinatum y F.

pseudocircinatum carecen de este tipo de estructuras (Leslie y Summerell, 2006) (Figura 4).
Hifas enrolladas

Siete de las 23 cepas presentaron hifas enrolladas (LRE3, TAN4, SAN7, SAN9, ZIR14,
TAC16 yZH22) de manera escasa en el medio CLA, ya que es un medio pobre en nutrientes,

por lo tanto, limita la capacidad de producirlas (Figura 4).

Este caracter de mayor importancia respecto a la caracterizacidon morfologica, las hifas
enrolladas son producidas por algunas especies del género Fusariun se han reportado F.
sterilihyphosum y F. mexicanum, que causan malformacion en la inflorescencia del mango,
(Leslie y Summerel, 2006; Betancour et al., 2012; Rodriguez, 2012; Britz et al., 2002). Esta
caracteristica morfologica también se presenta en F. circinatum y F. pseudocircinatum, sin
embargo F. steririlihyphosum presenta conidios mas largos, delgados y clamidosporas
ausentes, Fusarium circinatum y F. pseudocircinatum presentan una pigmentacion violeta
en el medio de cultivo PDA y ausencia de clamidosporas (Leslie y Summerel, 2006). Las
cepas obtenidas en esta investigacion difieren de las reportadas porque presentan

clamidosporas, a excepcion de la TACI16, que presenta hifas enrolladas, pero ausencia de
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clamidosporas. La coloracion en el medio de cultivo PDA fue diferente a la reportada, los
aislados SAN7 y ZIR14 presentaron una coloraciéon blanco amarillenta, LRE3 amarilla,
TAN4 blanco grisacea y TAC16 café rojizo, (Kornerup y Wanscher, 1978), coloracién no
reportada para especies que presentan hifas enrolladas (Leslie y Summerell, 2006). Olalde
(2016), reporta esta caracteristica en la especie F. solani de color amarilla intenso y con

abundantes clamidosporas.

Figura 4. Caracteristicas culturales de cepas de Fusarium spp., en medio PDA y extructuras,

obtenidas de planta de arandano.
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Continuacion Figura 4. Caracteristicas culturales de cepas de Fusarium spp., en medio

PDA vy extructuras, obtenidas de planta de arandano.
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Continuacion Figura 4. Caracteristicas culturales de cepas de Fusarium spp., en medio

PDA vy extructuras, obtenidas de planta de arandano.
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Continuacion Figura 4. Caracteristicas culturales de cepas de Fusarium spp., en medio

PDA y extructuras, obtenidas de planta de arandano.

4.3. Tasa de crecimiento

Los diferentes aislamientos de Fusarium spp., no mostraron variacién en su tasa de
crecimiento micelial, con un rango 0.46-0.54 cm diarios, incubados a una temperatura de 25
°C en oscuridad, por lo que son consideradas de rapido crecimiento. Por lo general la tasa
de crecimiento 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, puedan presentarse
diferencias tanto en el crecimiento entre las repeticiones de un mismo aislamiento, como en

poblaciones distintas atin de la misma especie. (Summerell et al., 2003).

Especies de Fusarium spp., aisladas de raiz de aguacate presentaron variacion en su tasa de

crecimiento entre cepas con lento y rdpido crecimiento, se atribuy6 esta caracteristica a los
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diferentes sitios de colecta donde se obtuvieron cada una de las cepas (Olalde, 2016). En
especies de Fusarium obtenidas de malformacion de la inflorescencia de mango, la tasa de
crecimiento presento alta variacion entre cepas, de crecimiento rapido y lento evaluadas a
las 72 h incubadas a 25 °C, sin embargo se concluye que este caracter no es definitivo para

llegar hasta especie (Avila, 2009).

Fusarium oxysporum es considerado de rapido crecimiento, debido a que puede crecer hasta
1 cm diario (Garcés de Granada et al., 2001). Asi al comparar las tasas de crecimiento
micelial de las cepas de esta investigacion se observo que todas son de crecimiento rapido.
Sin embargo esta similitud con F. oxysporum por si sola no es indicativa de que se trate de
la misma especie, unicamente se tiene una coincidencia entre ambas en su tasa de

crecimiento.

4.4 Caracterizacion Molecular

El ADN genomico obtenido fue verificado en su integridad mediante electroforesis en gel
de agarosa, (Figura 5). La presencia de una banda de alto peso molecular y la ausencia de

barrido en los geles nos demuestran que se obtuvo un DNA integro.
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Figura 5. Gel de agarosa al 1 % para visualizacion de la integridad del DNA gendémico
extraido de cepas de Fusarium spp., obtenidas de raiz de arandano con sintomas

de pudricion.

4.4.1 Reaccion en cadena de la polimerasa

Las muestras de DNA gendmico se emplearon para amplificar por PCR la region ITS del
AND ribosomal obtenido un amplicon de 550 pb, de igual manera para los genes CaM y H3
se obtuvieron amplicones de 550 pb y para EF-1a de 750 pb. La amplificacion se visualizd
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio, (Figura

6).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2 % y tincidon con bromuro de etidio para
visualizar los amplicones para A) ITS DNA ribosomal (primers ITS1 eITS); B)
H3; C) CaM; D) EF-1a.

4.4.2 Analisis filogenético

Las secuencias obtenidas se compararon en homologia con las secuencias en el GenBank
por medio de un analisis BLAST-N, de donde se obtuvieron las que presentaron mayor
indice de similitud, asi como aquellas que presentaron caracteristicas morfologicas y con

antecedentes relevantes para el estudio.
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ITS1y 4 (rDNA)

En el caso de los ITS1 y 4 (rDNA) de la region codificante, el andlisis filogenético se realizo
con base a 514 caracteres en un modelo de sustitucion Jukes-Cantor (JC), el arbol obtenido
en maxima parsimonia mostro una resolucion con cinco grupos monofiléticos, dos de ellos
para distintas lineas de F. oxysporum Schl con nueve cepas (TANS, SAN7, SANS, SANO,
ZIR12, ZIR13, TACI15, TAC16 y ZIH22) y un grupo monofiléticos para F. verticillioides
Nirenberg con dos cepas (ZIR19 y ZIH23) y nueve cepas no se agruparon (LREI1, LRE2,
LRE3, TAN4, TAN6, ZAM10, ZAM11, TIR17 y TIR18) (Figura 7).

El arbol para maxima verosimilitud mostroé topologia distinta, solamente cuatro grupos
monofileticos, dos para de F. oxysporum Schl con las cepas (LRE1, LRE2, LRE3, TAN4,
TANS, TAN6, SANS, ZAM10, ZAM11, ZIR12, TAC16, TIR17, ZIH22), el resto de las

cepas no se agruporaron, las cepas ZIH20 y ZIH21 no amplificaron (Figura 8).
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Figura 7. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales del genero Fusarium
codificantes para ITS1 y 4 (rDNA), con el método Méxima Parsimonia y el modelo
de sustitucion Jukes-Cantor (JC) con 1000 repeticiones en bootstrap y 514

caracteres. El arbol inicial para la busqueda heuristica se obtuvo automaticamente
aplicando algoritmos neighbor-join (NJ).
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Figura 8. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales del genero Fusarium
codificantes para ITS1 y 4 (rDNA), con el método Maxima Verosimilitud y el
modelo de sustitucion Jukes-Cantor (JC) con 1000 repeticiones en bootstrap y
514 caracteres. El arbol inicial para la busqueda heuristica se obtuvo
automaticamente aplicando algoritmos neighbor-join (NJ)
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Histona (H3)

Para el andlisis filogenético de la region codificante para histona (H3) se realizd con base a
445 caracteres y un modelo de sustituciéon Tamura Ney con distribucion gama (TN93+G).

Los arboles obtenidos del analisis de maxima parsimonia y maxima verosimilitud.

En el arbol de maxima verosimilitud se tuvo una resolucion con seis grupos monofileticos
uno de ellos para Fusarium oxysporum con las cepas (LRE1, LRE2, ZIR12, ZIR13, ZIR 14,
TACI15, ZIH21, ZIH22 y ZIH23), tres para las especies de Fusarium tomadas del GenBank
que comparten el caracter de hifa enrollada (F. circinatum, F. pseudocircinatum, F.
steririlihyphosum, F. subglutinans y F. mexicanum) que no se agrupo con las cepas de este
estudio. El resto de las cepas no se agruparon con ninguna especie del género Fusarium
(LRE3, TANS, TAN6, SAN7, SANS, ZAM10, TAC16, TIR17, TIR18, ZIR19 y ZIH20)
(Figura 9).

El arbol de méxima parsimonia difiridé con el anterior, ya que tuvo una resolucion con solo
cinco grupos monofiléticos, uno de ellos para Fusarium oxysporum con las cepas (LREI,
LRE2, SANS, ZIR12, ZIR13, ZIR14, TAC1S5, TAC16, ZIH21, ZIH22 y ZIH23), tres para
las especies de Fusarium tomadas del GenBank que comparten el caracter de hifa enrollada
(F. circinatum, F. pseudocircinatum, F. steririlihyphosum, F. subglutinans y F. mexicanum)
que no se agrupo con las cepas de este estudio y un grupo monofiletico que agrupo las cepas
(LRE3, TANS, TAN6, SAN7, ZAM10, TIR17, TIR18, ZIR19 y ZIH20) (Figura 10).Y las
cepas TAN4, SAN9 y ZAM11 no amplificaron con este gén.
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Figura 9. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales de H3 obtenidas de las cepas
del género Fusarium, se construyd con el método Maxima Verosimilitud y el
modelo de sustitucidon Tamura-Nei con distribucién gamma (TN93+G) con 1000
repeticiones en sbootstrap y 445 caracteres. El arbol inicial para la busqueda
heuristica se obtuvo automaticamente aplicando algoritmos neighbor-join (NJ).
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Figura 10. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales de H3 obtenidas de cepas del
género Fusarium, se construyé con el método Maxima Parsimonia y el modelo
de sustitucion Tamura-Nei con distribucion gamma (TN93+G) con 1000
repeticiones en sbootstrap y 445 caracteres. El arbol inicial para la bisqueda
heuristica se obtuvo automaticamente aplicando algoritmos neighbor-join (NJ).
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Calmodulina (CaM)

El analisis filogenético de la region codificante para CaM se realizd con base a 412 caracteres
y un modelo de sustitucion Kimura (K2). Los arboles obtenidos del analisis de maxima
parsimonia y maxima verosimilitud fueron similares, presentan una resolucion con tres
grupos monofiléticos, uno para 14 cepas que se agrupan con F. oxysporum (LRE1, LRE2,
SAN7, SANS, ZAM11, ZIR12, ZIR13, ZIR14, TACI15, TACI16, ZIR19, ZIH21, ZIH22 y
ZIH23), los otros dos grupo para las secuencias tomadas como referencia en el GenBank que
comparten el caracter de hifas enrolladas (F. circinatum, F. pseudocircinatum, F.
steririlihyphosum, F. subglutinans y F. mexicanum). Y las cepas LRE3, TAN4, TANS,
TANG6, SAN9, ZAM10, TIR17, TIR18 y ZIH20 no amplificaron con CaM (Figuras 11 y 12).
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Figura 11. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales de CaM obtenidas de cepas
del género Fusarium, se construy6 con el método Maxima Verosimilitud y el
modelo de sustitucion Kimura 2-parametros con distribucion gamma (K2+G)
con 1000 repeticiones en sbootstrap y 412 caracteres. El arbol inicial para la

busqueda heuristica se obtuvo automaticamente aplicando algoritmos neighbor-
join (NJ).
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Figura 12. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales de CaM obtenidas de cepas
del género Fusarium, se construyé con el método Maxima Parsimonia y el
modelo de sustitucion Kimura 2-parametros con distribucion gamma (K2+G)
con 1000 repeticiones en sbootstrap y 412 caracteres. El arbol inicial para la
busqueda heuristica se obtuvo automaticamente aplicando algoritmos neighbor-
join (NJ).
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Factor de elongacion (EF-1a)

El analisis filogenético de la region codificante para EF-la se realizd con base a 676
caracteres y un modelo de sustitucion Tamura-Nei (TN) el arbol producto del andlisis de
maxima verosimilitud y maxima parsimonia presentaron una resolucion igual con 8 grupos
monofiléticos. Donde dos grupos fueron para F. oxysporum con las cepas (LRE2, SAN7,
SANS, ZIR14, TACI1S5, TACI16, ZIH22 y ZIH23). Un grupo para F. oxysporum f. sp.
opuntiarum que agrupo a la cepa SAN9, un grupo formado por F. oxysporum f. sp. fragariae,
con las cepas (LRE1, ZIR12, ZIR13 y ZIH21). Un grupo con Fusarium subglutinans con las
cepas (LRE3, TAN4, TANS, ZAM10, ZAMI11, TIR17, TIR18, ZIR19 y ZIH20), los tres
grupo restantes fueron para las secuencias tomadas como referencia en el GenBank que
comparten el caracter de hifas enrolladas (F. circinatum, F. pseudocircinatum, F.
steririlihyphosum y F. mexicanum), con este gen no amplifico la cepa TANG6 (Figuras 13 y
14)
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Figura 13. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales del genero Fusarium
codificantes para EF-1a, se construyd con el método Maxima Verosimilitud y
el modelo de sustitucion Tamura-Nei con distribuciéon gamma (TN93+G) con
1000 repeticiones en bootstrap y 676 caracteres. El arbol inicial para la

busqueda heuristica se obtuvo automaticamente aplicando algoritmos
neighbor-join (NJ).
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Figura 14. Arbol de distancia derivado de secuencias parciales del genero Fusarium
codificantes para EF-1a se construy6 con el método Méaxima Parsimonia y el
modelo de sustituciéon Tamura-Nei con distribucion gamma (TN93+G) con
1000 repeticiones en bootstrap y 676 caracteres. El arbol inicial para la

busqueda heuristica se obtuvo automaticamente aplicando algoritmos
neighbor-join (NJ).
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El andlisis filogenético de arreglos concatenados a partir de secuencias de ADN de
multilocus conservados ITS1 y 4 (rDNA), H3, CaM y EF-1a se realizd con base a 2047
caracteres y un modelo de sustitucion General Time Reversible (GTR), el arbol producto del
analisis de maxima verosimilitud presento una resolucién de ocho grupos monofiléticos, uno
para F. subglutinans (LRE3, TAN4, TANS, TAN6, ZAM10, ZAMI11, TIR17, TIR18, ZIR19
y ZIH20), dos para F. oxysporum (LRE2, SANS, ZIR14, TAC15, TAC16, ZIH22 y ZIH23)
uno para F. oxysporum f. sp. Fragariae (LRE1, ZIR12, ZIR13y ZIH21) uno mas para F.
oxysporum f. sp. opuntiarum (SAN9) y dos de ellos para las secuencias tomadas como
referencia del GenBank por compartir el caracter de hifas enrolladas (F. circinatum, F.
pseudocircinatum, F. steririlihyphosum, y F. mexicanum) y otro mas formado por F. solani

y F. sporotrichioides que tapoco se agruparon con ningua cepa de este estudio (Figura 15).

El arbol para Méaxima Parsimonia mostrd una topologia con siete grupos monofileticos en
total, uno para F. subglutinans que agrupo a las cepas (LRE3, TAN4, TANS5, TANG,
ZAM10, ZAM11, TIR17, TIR18, ZIR19 y ZIH20) dos para F. oxysporum que incluyo las
cepas (LRE2, SANS, ZIR14, TAC1S5, TAC16, ZIH22 y ZIH23), otro para F. oxysporum f.
sp. Fragariae las cepas que se agrupan en esta especie son (LREI1, ZIR12, ZIR13 y ZIH21)
uno mas para F. oxysporum f. sp. opuntiarum con las cepas (SAN7y SAN9) dos grupos para
las secuencias tomadas del GenBank como referencia y que comparten el caracter de hifa
enrollada (F. circinatum, F. pseudocircinatum, F. steririlihyphosum, y F. mexicanum)
(Figura 16).
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Figura 15. Arbol de distancia derivado de la combinacién de secuencias parciales de los
genes ITS1 y 4 (rDNA), H3, CaM y EF-1la, obtenidas de cepas del genero
Fusarium, se construyd con el método Maxima Verosimilitud y el modelo de
sustitucion General Time Reversible con distribucion gamma (GTR+G) con
1000 repeticiones en bootstrap y 2047 caracteres. El arbol inicial para la
busqueda heuristica se obtuvo automaticamente aplicando algoritmos neighbor-

join (NJ).
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Figura 16. Arbol de distancia derivado de la combinacién de secuencias parciales de los
genes ITS1 y 4 (rDNA), H3, CaM y EF-1la, obtenidas de cepas del genero
Fusarium se construyd con el método Maxima Parsimonia y el modelo de
sustitucion General Time Reversible con distribucion gamma (GTR+G) con
1000 repeticiones en bootstrap y 2047 caracteres. El arbol inicial para la
busqueda heuristica se obtuvo automaticamente aplicando algoritmos
neighbor-join (NJ).
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El analisis filogenético a partir de secuencias de ADN de multilocus conservados ITS1 y 4
(rDNA), H3, CaM y EF-1a fue diferente para cada primers. La region ITS1 y 4 (rDNA) han
sido utilizados ampliamente para solucionar las relaciones taxondmicas a nivel de especie
(Alves-Santos et al., 2002), el arbol resuelto por esta region, tuvo una topologia consistente
entre ellos, sin embargo difiere al resto de los arboles resueltos por los otros genes ya que
solo incluye a F. oxysporum y a F. veriticillioides (Figura 8). Estos resultados son similares
a los reportados por Ochoa et al. (2012), Salazar-Gonzalez et al. (2016) Moreno et al. (2005)
Pérez et al. (2005) quienes identificaron a F. oxysporum y F. verticillioides, usando esta
region. Sin embargo difieren de los de Leyva-Mir et al. (2017), y.quienes mencionan que
esta region I'TS del ADN ribosomal es universales por lo que no es suficiente para identificar

adecuadamente las especies del género Fusarium.

El EF-1a fue el que presento una mejor resolucion para las cepas de este estudio, coincide
con Gupta et al., (2011); Watanabe et al., (2011) y Madania et al., (2013), quienes
manifiestan que los analisis filogenéticos realizados con base a marcadores codificantes para
proteinas y en especial la region para la que codifica factor de elongacion, tiene una
resolucion superior a otros iniciadores como ITS, H3 y CaM. Es altamente informativo a
nivel de especie del género Fusarium, debido al alto nivel de secuencias polimorficas que
muestran entre especies estrechamente relacionadas; ya que codifica una parte esencial de
las proteinas involucradas en la maquinaria de traduccion (O’Donnell et al., 1998; Geiser et

al., 2004; Steenkamp et al. (2002; Leyva-Mir et al., 2016).

Se han hecho investigaciones similares a la nuestra con buenos resultados con este primers
como; en trigo se identificaron, F. oxysporum, F. verticillioides y F. proliferatum, (Leyva-
Mir et al., 2017), en banano F. verticillioides con una identidad de 100 % (Hirata et al.,
2001), en maiz F. verticillioides, F. nygamai, F. andiyazi y F. thapsinum (Leyva-Madrigal
et al., 2014), en escoba de bruja de mango, F. mexicanum (Betancourt et al., 2012). En
aislados asociados a la pudricion basal del fruto de pitahaya, F. oxysporum, (Salazar-

Gonzalez et al., 2016), en la raiz aguacate F. oxysporum y F. solani (Olalde, 2016).

De acuerdo con estos resultados revela que primers usados, ITS1 y 4 (rDNA), H3, CaM y
EF-1a). El arbol de distancia basado en secuencias parciales del gen EF-1a fue consistente
tuvo la mayor resolucion permitio la identificacion todos los aislamientos, con las siguientes
especies del género Fusarium; F. subglutinans, F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. fragariae

y F. oxysporum f. sp. opuntiarum. Esto no fue posible con los demas primers, el analisis de
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concatenacion reafirma que EF-1a muestra una resolucion superior en comparacion con los
demas genes probados, (Kvas et al., 2009; Dal Pra et al., 2010; Wulffet al. 2010; O’Donnell
et al., 1998; Geiser et al., 2004). Resultados que coinciden con los obtenidos por Leyva-
Madrigal et al. (2014), mencionan que el analisis de concatenacion (CaMA + EF-1a) mejora

el soporte de arranque del arbol.

Actualmente EF-1a es mas utilizado para la identificacion a nivel de especie en el género
Fusarium, sin embargo otras regiones también estudiadas con este mismo fin incluyen genes
de apareamiento (MAT), genes que codifican para la Celobiosa-C y la Topoisomerasa II, el
gen que codifica para para la B-tubulina entre otros (Atkins y Clark, 2004; Hatsch et al.,
2004; Hinojo et al., 2004; Wil et al., 2004; Bogale et al., 2006; Dyavaiah et al., 2007,
Alustre-Izquierdo et al., 2008), se ha demostrado la poca utilidad de las regiones ribosomales
para la identificacion del genero Fusarium a nivel especie por ser demasiado conservadas y
por ende tienen menor capacidad de resolucion lo que ha generado filogenia erronea de poca
confiabilidad en el proceso de identificacion (Sakai et al., 2006; Dyavaiah et al., 2007,
Zacardelli et al., 2008). En esta investigacion con EF-la permitio identificar las cepas
obtenidad de pudricion de raiz de arandano en dos especies (F. subglutinans, F. oxysporum,
F. oxysporum f. sp. fragariae y F. oxysporum f. sp. opuntiarum) las cuales no habian sido

reportadas en arandano.
Hifas enrolladas

La caracterizacion molecular y el analisis filogenético de las secuencias amplificadas con
los diferentes primers usados en esta investigacion determinaron que los aislados con el
caracter de hifas enrolladas se identificaron en las especie de; F. subglutinans con las cepas
LRE3, y TAN4, F. oxysporum con SAN7, ZIR14 y TAC16, y en F. oxysporum f. sp.
opuntiarum la cepa SANO, caracteristica no reportada para estas especies (Leslie y
Summerell, 2006), sin embargo Zheng y Ploetz (2002) reportan a F. subglutinans obtenido
de malformacion de la inflorescencia de mango, con esta caracteristica morfoldgica de hifas

enrolladas.
4.5 Caracterizacion patogénica

Las pruebas patogénicas en plantas permiten demostrar la relacion planta-fitopatégeno. La
concentracion de conidios en las soluciones de indculo fue de acuerdo a la cepa, se usaron

cepas de 72 h crecidas en medio nutritivo PDA (Cuadro 2).
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Cuadro 3. Concentracion de conidios, virulencia y severidad de la enfermedad de 23 cepas

de Fusarium spp.

Clave Concentracion Virulencia Severidad de la
(conidios/mL) (Dias) enfermedad
LREI 39,300 43.2 Flacidez de las hojas
LRE2 53,800 41.8 Amarillamiento
LRE3 65,300 41.8 Amarillamiento
TAN4 36,400 39.8 Amarillamiento
TANS 39,600 39.4 Muerte de la planta
TANG6 31,600 40.6 Amarillamiento
SAN7 27,900 39.2 Apices muertos
SANS 160,400 38.2 Amarillamiento
SAN9 23,600 41 Apices muertos
ZAM10 160,000 39.4 Apices muertos
ZAM11 12,200 40.6 Amarillamiento
ZIR12 20,600 40.8 Apices muertos
ZIR13 35,400 41.4 Flacidez de las hojas
ZIR14 18,000 42.6 Flacidez de las hojas
TACI15 49,200 42.2 Amarillamiento
TAC16 133,400 43 Amarillamiento
TIR17 67,600 40.8 Apices muertos
TIR18 51,400 39.6 Apices muertos
ZIR19 62,000 40.8 Apices muertos
ZIH20 86,000 41 Amarillamiento
ZIH21 61,600 394 Amarillamiento
ZIH22 78,000 40.2 Flacidez de las hojas
ZIH23 132,200 38.2 Amarillamiento
TESTIGO 0 - Planta sana

Los sintomas que se presentaron en invernadero fueron similares a los observados en campo,

las plantas comenzaron a adquirir una coloracion plateada en el haz de las hojas maduras, en

las hojas jovenes como en los retofios se presentd una coloracion rojiza o blanquecina,

también hubo un amarillamiento en toda la planta o en algunos casos solo en ramas (Figura

17).
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Figura 17. Sintomas iniciales observados en plantas de arandano: a) retofios blanquecinos,
b) hojas maduras color plateadas, ¢) parte de la planta presenta color plateado,

d) retofos rojizo-blanquecino, €) amarillamiento uniforme de ramas.

4.5.1. Virulencia de las cepas de Fusarium spp.

La virulencia de las cepas se presentd de manera homogénea estadisticamente, sin diferencia
significativa, donde de las 23 cepas inoculadas a las plantas de arandano fueron virulentas,
las cepas SANS y ZHI23 presentaron mas rapido los sintomas de flacidez, amarillamiento y
deformacion de hojas, esto fue a los 38 dias después de haber sido inoculado, solo la cepa
TANS presento el grado IV que muestra muerte de alguna de sus ramas de acuerdo a la
escala de Lara (2008) a los 39 dias de haber sido inoculada. La cepa LRE1 y TACI6
necesitaron mas tiempo que el resto de las cepas para producir sintomas en plantas de

arandano y fue has los 43 dias de haber sido inoculadas (Figura 18).
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Figura 18. Severidad y virulencia de 23 cepas de Fusarium spp., inoculadas a plantas de

arandano.
4.5.2. Severidad de la enfermedad de las cepas inoculadas en plantas de arandano

La severidad de la enfermedad determinada en las plantas de arandano, inoculada con cada
una de las 23 cepas, indicd que existe variabilidad de acuerdo con la escala de Lara (2008)
en los cuatro grados de enfermedad producida. La cepa TANS presentd una capacidad para
producir la muerte de las plantas a los 39 dias posteriores a la inoculacion (grado V) (Figuras
19 y 23). E131 % de las cepas inoculadas en plantas de arandano provocaron una severidad
menor con respecto a la cepa anterior, los sintomas que presentaron fueron: hojas y puntas
de las ramas secas color café a marrén, grado III, en la escala de Lara (2008), las cepas que
presentaron este sintoma fueron: SAN7, SAN 9, ZAM10, ZIR12, TIR17, TIR18 y ZIR19
(Figuras 20 y 23). Un tercer grupo ocasioné menor severidad, los sintomas observados
fueron; hojas amarillas y algunas con el borde seco y enrollamiento de los bordes paralelos
a la nervadura primaria hacia el centro de la hoja (grado II) en la escala de Lara (2008), las
cepas que produjeron este sintoma fueron LRE2, LRE3, TAN4, TAN6, SANS, ZAMI1,
TAC15, TAC16 y ZIH20, las cuales representan el 48 % del total de las cepas (Figuras 21 y
23). Finalmente un cuarto grupo conformado con las cepas LREI, ZIR13 y ZIR14, las
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plantas presentaron; flacidez, necrosis en las puntas o amarillamiento de algunas de las hojas

de las plantas de arandano (grado I) en la escala de Lara (2008) (Figuras 22 y 23).

Figura 19. Sintoma de muerte (grado IV en la escala de Lara, 2008): a) Planta completa con
rama muerta. b) Rama muerta.

Figura 20. Sintomas de la planta con el grado III en la escala de Lara (2008): a) Planta
completa con apice muerto. b) Hojas secas de la parte media de la planta. c)
Apice de las ramas muertas.

55



Figura 21. Sintomas que presentaron con el grado II en la escala de Lara (2008): a) Planta
completa amarilla. b) Hojas amarillas. ¢) Enrollamiento de los bordes hacia el
centro de la hoja.

Figura 22. Grado I en la escala de Lara (2008): a) Planta completa. b) Flacidez. c) Necrosis
en el pice de las hojas. d) Amarillamiento de hojas poco marcado.
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Figura 23. Porcentaje de cepas de Fusarium spp., aisladas de raiz de arandano agrupadas

por cada grado de severidad de la enfermedad de acuerdo a la escala de Lara
(2008).

Estos sintomas coinciden con los reportados por Koyyappurath et al. (2015) y Gaetan et al.
(2007), quienes observaron que Fusarium oxysporum ocasion6 decaimiento general, clorosis
y necrosis en los tallos de esparrago. Por otra parte, Tomoika et al. (2011) reportan que F.
solani en lisianthus (Eustoma grandiflorum), produjo ademas de marchitez, defoliacion y
posterior muerte de la planta. Figueroa-Rivera et al., (2010) mencionan que de un conjunto
de especies de Fusarium aisladas de maiz, F. subglutinans y F. verticillioides, fueron las
mas patogénicas y produjeron sintomas similares a los observados en este estudio al inicio.
Kenneth et al. (2018), al inocular F. oxysporum en plantas de apio, observaron a los 30 dias
senecencia y marchitez en las plantas tratadas, los dafios fueron mas severos a los 35 dias y
provoco la muerte de las plantas. Holalde (2018) al inocular plantulas de aguacate con F.
oxysporum y F. solania obsevo variacién en los sintomas en cuanto al tiempo, pero todas las
plantas inoculadas con ambas especies produjeron sintomas, amarillamieto marchitez y
necrosis en la parte aérea de las plantas. El tiempo que tardan las especies de Fusarium en

provocar los sintomas variaron de acuerdo a los observados en este estudio.
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V. CONCLUSIONES
Con base en los objetivos e hipotesis planteadas y procedimientos aplicados en la presente

investigacion, se concluye lo siguiente:

Las especies de Fusarium spp., aisladas de raiz de arandano presentaron variacion

morfologica.

Mediante la combinacion de caracteristicas morfologicas y moleculares, se identifico a F.
oxysporum, F. oxysporum f. sp. fragariae y F. subglutinans, F. subglutinans f. sp.
opuntiarum como especies causantes del sintoma de pudricion de raiz en plantas de arandano

en la zona productora del estado de Michoacan, México.

El iniciador que codifica para EF-1a, present6 una resolucion superior a los iniciadores que

codifican para ITS rDNA, CaM y H3 en especies de Fusarium.

Todas cepas fueron patogénicas al ser inoculadas en plantas de ardndano, vario su virulencia

y la severidad de la enfermedad.
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VII APENDICE

Cuadro 1A. Comparacion de secuencias de ADN en homologia con secuencias de base de
datos del banco de genes (NCBI GenBank) mediante software BLAST-N.

CEPA ESPECIE COVERTURA | VALOR % DE NUMERO DE
% DE “E” | IDENTIDAD ACCESION
LRE1 | F. oxysporum f. sp. fragariae 99 % 0.0 100 % KX456095
LRE2 | F. oxysporum 98 % 0.0 99.71 % KP840551
LRE3 | F. subglutinans 94 % 0.0 100 % KU508365
TAN4 | F. subglutinans 94 % 0.0 100 % KU508365
TANS | F. subglutinans 92 % 0.0 100 % KU508365
TANG6 | F. oxysporum 97 % 0.0 98.83 MK158493
SAN7 | F. oxysporum 100 % 0.0 100 % MG196641
SANS8 | F. oxysporum 98 % 0.0 99.71 % KP840551
SAN9 | F. oxysporum f. sp. opuntiarum | 100 % 0.0 99.71 % DQ837689
ZAMIO | F. subglutinans 94 % 0.0 100 % KU508365
ZAMLI1 | F. subglutinans 93 % 0.0 100 % KU508365
ZIR12 | F, oxysporum f. sp. fragariae 98 % 0.0 100 % KX456095
ZIR13 | F. oxysporum f. sp. fragariae 100 % 0.0 100 % KX456095
ZIR14 | F. oxysporum 100 % 0.0 100 % MG196641
TACIS | F. oxysporum 100 % 0.0 100 % MG196641
TACI6 | F. oxysporum 99 % 0.0 99.71% KP840551
TIR17 | F. subglutinans 94 % 0.0 100 % KU508365
TIRI8 | F. subglutinans 94 % 0.0 100 % KU508365
ZIR19 | F. subglutinans 94 % 0.0 100 % KU508365
ZIH20 | F. subglutinans 94 % 0.0 100 % KU508365
ZIH21 | F. oxysporum f. sp. fragariae 100 % 0.0 100 % KX456095
ZIH22 | F. oxysporum 100 % 0.0 100 % MG196641
ZIH23 | F. oxysporum 100 % 0.0 100 % MG196641

E=Valor estadistico, cuanto menor sea el valor de “E”, mas mejor o mas homologo es su
alineamiento.



Cuadro 2A. Caracteristicas morfoldgicas y culturales de cepas del género Fusarium., obtenidas de plantas de arandano con sintomas de pudricion de raiz.

Cepa Macroconidios Microconidios Fialide | Clamidos- Formay Color de la Hifas Especie Cepas
poras Colonia enrolladas
Tamafio | Forma Apice Pie Tamafo | Forma Anverso Reverso
LREI 1472 ym | Lado dorsal | Gancho Pie 8.45um | Ovalun Cortas | Terminales | Anverso blanco violeta (17, Ausentes F. oxysporum
X mas curvado X septo y e A2), flocoso, aéreo. Reverso f. sp.
435 um | que el ventral 4.14 um largas | intercalares | blanco amarillento (3,A2) fragariae
1-3 septos Crecimiento
LRE2 18.52 um | Esvelto Embotada Pie 945 um | Oval Cortas | En cadena Anverso rojo palido (7, A3) Ausentes F. oxysporum
X derecho como X y terminales en el centro blanco(5, Al),
4.19 um | una aguja 3.47 pm largas flocoso, aéreo.
3septos Reverso blanco amarillento
(2,A5)
LRE3 13.34 um | Ellado dorsal | Embotada Pie 8.09 um | Oval Largas | En cadena Anverso blanco (5, Al) Presente F.
X mas curvado X periforme terminales algodonoso-flocoso aéreo. subglutinans
4.18 um | que el ventral 3.18 um intercalares | Reverso amarillo claro en el
3 semptos centro (2,A5)
TAN4 16.58 um | Ellado dorsal | Embotada Pie 8.89 um | Oval Largas | Encadenas | Anverso blanco (5 Al) Presente F.
X mas curvado X terminales flocoso abundante aéreo. subglutinans
433 um | que el ventral 3.18 pm Reverso blanco grisaceo
1 septo (12,B1)
TANS 27.17 pm | Esvelto Embotada Pie 9.0 um Reniforme Largas | En pares Anverso naranja palido (5, Ausente F.
X derecho como X Un septo Pares lisas A3), blanco amarillento en el subglutinans
443 um | unaaguja 3.13 Oval centro (2, A2) flocoso aéreo.
1-3 septos Reverso amarillo claro en el
centro (2, AS)
TANG6 30.21 pum | Lado dorsal Largo, Pie 991 um | Ovoboide Cortas Simple Anverso blanco (5, Al) y en Ausentes F.
X mas curvo disminuyen X Oval y el centro Naranja persa (6, subglutinans
17.38 um | que lado do enun 431 um | Un septo largas A7) algodonoso-flocoso.
ventral punto, Reverso centro naranja claro
1-4 septos Embotada (5, A7)
SAN7 22.51 pm | Ellado dorsal | Embotada Pie 10.31 um | Oval Cortas En pares de | Anverso blanco (5, Al) Presente F. oxysporum
X mas curvado X Un septo y pared lisa algodonoso-flocoso aéreo.
523 um | que el ventral 3.95 um largas Reverso blanco amarillento
3 septos (1, A2)
SANS 11.09 um | Ovoides Largas | Simple Anverso blanco (5, Al) Ausente F. oxysporum
22.55 um Elrlado dorsal X Reniformes algodonoso-flocoso aéreo,
X mas curvado Embotada Pie 4.58 um | Un septo Reverso blanco amarillento
que el ventral
5.14 pm (1,A2)
3 septos




Continuacion Cuadro 2A.

Cepa Macroconidios Microconidios Fialide | Clamidos- | Formay Color de la Colonia hifas Especie Cepas
poras enrolladas
Tamafio | Forma Apice Pie Tamafo | Forma Anverso Reverso
SAN9 50.56 um | Esvelto, recto | Embotada Pie 12.35 pm | Oval Largas | Simple Anverso blanco (5, Al) en el Presente F. oxysporum
X Lado dorsal X centro blanco anaranjado (5, f. sp.
5.88 um | mas curvado 4.03 um A2) flocoso-algodonoso aéreo. opuntiarum
que el ventral Reverso blanco con centro
0-4 septos marrén naranja (7, C3)
ZAM 23.27 um | Corto, lado Embotada Pie 9.38 um | Oval Largas | En cadena Anverso Naranja claro (5, A4) Ausente F.
10 X dorsal mas X y en el centro blanco (5, Al) subglutinans
4.87 um | curvado que 3.63 pm cortas flocoso-algodonoso aéreo,
el ventral Reverso: anillos blanco
Escasos amarillento (3, A4) café
1-3 septos grisaseo (8, F3)
ZAM 13.68 um | Ellado dorsal | Embotada Pie 8.97 um | Oval Cortas En cadena Anverso blanco (5, Al) en el Ausente F.
11 X més curvado X Un septo Simples centro color violeta palido (17, subglutinans
425 pum | que el ventral 3.83 pm A3) algodonoso-flocoso aéreo.
1 septo Reverso amarillo dorado (
4,B4)
ZIR12 23.10 um | Ellado dorsal | Embotada Pie 9.53 um | Oval Cortas En pares Anverso, blanco (5, Al) Ausente F. oxysporum
X mas curvado X Un septo Mono flocoso aéreo. f. sp.
426 um | que el ventral 3.46 pm Reverso blanco amarillento (1, fragariae
1 septo A2)
ZIR13 23.32 um | Esvelto, Embotada Pie 12.42 um | Reniforme Largas | Pared Anverso blanco rojizo (8, A2) Ausente F. oxysporum
X derecho como X Un septo y verrucosa flocoso aéreo. f. sp.
4.86 um | una aguja 3.95 pm cortas Reverso café rojizo (9, D4) fragariae
1-4 septos
ZIR14 20.92 um | Ellado dorsal | Gancho Pie 10.11 pm | Oval Cortas En cadena Anverso blanco (5, Al) Presente F. oxysporum
X mas curvado X Un septo flocoso-algodonoso aereo,
4.83 um | que el ventral 3.69 pm reverso blanco amarillento
1-3 septos (1,A2)
TACIS5 | 23.19 um | Ellado dorsal | Embotada Pie 11.14 um | Oval Cortas En pares Anverso radial, blanco (5, Al) Ausente F. oxysporum
X mas curvado X Un septo Lisa algodonoso-flocoso, aéreo
474 um | que el ventral 4.04 um reverso blanco amarillento
Muy escasos (1,A2)
TACI16 | 20.76 um | Ellado dorsal | Embotada Pie 8.94 um | Oval Largas | Ausentes Anverso blanco (5, Al) en el Presente F. oxysporum
X mas curvado X Un septo y centro color rojo palido (8, A3)
474 um | que el ventral 3.86 um cortas flocoso aéreo.
1-2 septos Reverso café rojizo (9,D,4)




Continuacion Cuadro 2A.

Cepa Macroconidios Microconidios Fialide | Clamidos- | Formay Color de la Colonia hifas Especie Cepas
poras enrolladas
Tamafio | Forma Apice Pie Tamafo | Forma Anverso Reverso
TIR17 46.99 um | Ellado dorsal | Embotada Pie 14.05 um | Oval Largas | Ausentes Anverso blanco (5, Al) con Ausente F.
X més curvado X Un septo y anillo concentrico color naranja subglutinans
5.51 um | que el ventral 4.20 um cortas palido (5, A3) flocoso aéreo.
Esbelto Reverso, amarillo claro (4,B5)
0-3 septos
TIR18 29.38 um | Esvelto, recto | Embotada Pie 12.44 um | Oval Largas | En pares Anverso blanco (5, Al) anillo Ausente F.
X Robusto X Un septo Pared lisa concéntrico naranja (6, A6) subglutinans
472 ym | Ligeramente 4.09 um flocoso, aéreo.
curvado Reverso amarillento café (5,
1 septo D6)
ZIR19 9.60 um | Oval Largas | Encadenas | Anverso blanco anaranjado (5, Ausente F.
X A2) algodonoso-flocoso. subglutinans
Ausentes 3.82 pm Reverso amarillo grisaceo
(3,B4)
ZIH20 20.61 um | Esbelto, recto | Embotada Pie 9.27 um | Oval Cortas En cadenas | Anverso blanco rojizo (13, A2) | Ausente F.
X como aguja X flocoso aéreo, subglutinans
5.08 pm | Escasos 3.71 pm Reverso blanco amarillento (1,
1 septo A2) centro café rojizo (8,E4)
Escasos
ZIH21 2532 um | Ellado dorsal | Embotada Pie 10.99 um | Oval Cortas Simples Anverso blanco rojizo (13, A2) | Ausente F. oxysporum
X mas curvado X Un septo y Pares algodonoso flocoso, f. sp.
4.56 um | que el ventral 3.80 pm largas Reverso blanco amarillento (1, fragariae
3 septos A2) con centro café rojizo (8,
E4)
ZIH22 25.51 pm | Ellado dorsal | Embotada Pie 10.21 um | Oval Cortas Simples Anverso blanco (5, Al) con Ausente F. oxysporum
X mas curvado X Reniforme y En pares centro color blanco rojizo (13,
446 um | que el ventral 4.08 um | Un septo largas Verrucosas | A2) algodonoso-flocoso aéreo.
Recto Reverso blanco amarillento (1,
0-5 septos A2) café en el centro (6, E3)
ZIH23 26.40 um | Ellado dorsal | Papilado Pie 9.79 um | Oval Cortas Simples Anverso blanco (5, Al) Ausente F. oxysporum
X mas curvado X En pares flocoso- algodonoso aéreo,
444 um | que el ventral 3.95 um Verrucosa reverso blanco amarillento (1,
0-3 septos A2) violeta opaco en el centro
(16, E3)
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