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PATOGENESIS Y CARACTERIZACION DE ESPECIES DE Fusarium ASOCIADAS AL
“AMARILLAMIENTO O MADUREZ PREMATURA” DE TRIGO (Triticum aestivum).

PATHOGENESIS AND CHARACTERIZATION Fusarium SPECIES ASSOCIATED WITH
"YELLOWING OR MATURITY EARLY" OF WHEAT (Triticum aestivum).

'Rangel Castillo Ana Eugenia y °Lozoya Saldafia Héctor

Resumen

La madurez prematura del trigo es una
enfermedad causada por un complejo de
hongos del género Fusarium, la cual ataca a
la semilla, raiz, tallo y espiga. El objetivo fue
evaluar y caracterizar la patogenicidad de
las especies de Fusarium asociadas al
amarillamiento o madurez prematura en el
cultivo de trigo. Se realizaron muestreos de
plantas con sintomas de la enfermedad en el
estado de Guanajuato. Se aislaron vy
purificaron por cultivo monospoérico los
hongos presentes en raiz, tallo y espiga. Los
microorganismos se identificaron mediante
las técnicas RFLPs e ISSRs. Como
resultado se obtuvieron 116 aislamientos del
género Fusarium. Los RFLPs arrojaron 16
agrupamientos, de los cuales se utilizé un
organismo de cada grupo para hacer
pruebas de patogenicidad en semilla de trigo
variedad Cortazar S94. Con base al
resultado de los ISSRs se seleccionaron 30
cepas que se secuenciaron y se construyo
un arbol filogenético.

Palabras clave adicionales: ISSRs,
RFLPs, Fusarium, patogenicidad, &rbol
filogenético.

Tesista

’Director

Abstract

The wheat early maturity of is a disease
caused by a complex of Fusarium, which
attacks seed, root, stem and spike. The
objective of this study was to evaluate and to
characterize the Fusarium species
pathogenicity associated with the early
maturity of wheat. Plant samples with
symptoms of the disease in the state of
Guanajuato were collected. Fungi present in
root, stem and spike were isolated and
purified by single-spore culture. The
microorganisms were identified by RFLPs
and ISSRs techniques. As a result, 116
Fusarium isolations were obtained. The
result of RFLP vyielded 16 clusters, one
isolate from each group was used to test
pathogenicity in Cortazar S94 wheat seed
variety. Thirty strains based on the result of
the ISSRs were selected to be sequenced
and a phylogenetic tree was constructed.

Additional key words: ISSRs, RFLPs,
Fusarium, pathogenicity, phylogenetic tree.
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| INTRODUCCION

El cultivo de trigo es uno de los mas importantes para el consumo humano,
ocupa el cuarto lugar en produccion a nivel mundial. Su valor nutricional es muy
importante y se encuentra presente en la dieta basica de millones de personas
alrededor del mundo. Existen diversas variedades de trigo que han sido
desarrolladas para poder ser cultivadas en diferentes regiones y bajo diferentes
condiciones agroclimaticas. Todo esto propicia que el cultivo este expuesto a
una amplia gama de plagas y enfermedades, mermando asi, la calidad y
produccion. En México, el trigo ha sido sembrado desde que los espafioles lo
introdujeron en el siglo XVI, y desde entonces, el Bajio se habia mantenido
como una de las regiones productoras mas importantes del pais, hasta
mediados del siglo pasado. Desde el afio 2000 se ha reportado la enfermedad
conocida como “amarillamiento y madurez prematura” en el cultivo de trigo,
dentro de los municipios de Pueblo Nuevo, Salamanca, Valle de Santiago,
Pénjamo, Yuriria, lrapuato y Acambaro, en el estado de Guanajuato.
Actualmente este problema se ha detectado en todo el Bajio; en campo se
presenta en forma de manchones con sintomas de dafio en raiz, corona y tallo;
cuando se presenta en grandes extensiones puede llegar a causar pérdidas
totales. Este problema se ha asociado principalmente con un complejo de
especies del género Fusarium (Delgadillo, 2008; FAOSTAT, 2015; SARH, 1992;
Villasefior y Espitia, 2000). Es importante identificar las especies de Fusarium,

para entender la relacion que tienen entre si en el desarrollo de la enfermedad.
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Por tal motivo se plantearon los siguientes objetivos para la presente

investigacion.

1.1 Objetivo general

Evaluar y caracterizar la patogenicidad de las especies de Fusarium asociadas

al amarillamiento o madurez prematura en el cultivo de trigo.

1.2 Objetivos especificos

Evaluar la patogenicidad de las especies de Fusarium para determinar el efecto

individual o en conjunto en el desarrollo la enfermedad.

Caracterizar morfolégica y molecularmente las cepas de Fusarium aisladas del
cultivo de trigo, para identificar las especies asociadas al amarillamiento o

madurez prematura.

1.3 Hipotesis

e Ho: Todos los aislados de Fusarium e incluso su combinacion inducen el
mismo sintoma en trigo.
e Ha: Al menos uno de los aislados de Fusarium e incluso su combinacion

induce sintomas en trigo.



ll. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen y distribucién de trigo

La palabra «trigo» proviene del vocablo latino triticum, que significa ‘quebrado’,
‘triturado’ o ‘trillado’, haciendo referencia a la actividad que se debe realizar
para separar el grano de trigo de la cascarilla que lo recubre. El trigo tiene sus
origenes en la antigua Mesopotamia. Las mas antiguas evidencias
arqueoldgicas del cultivo de trigo vienen de Siria, Jordania, Turquia e Irak.
Existen hallazgos de restos carbonizados de granos de trigo almidonero
(Triticum dicoccoides) y huellas de granos en barro cocido en Jarmo (Iraq
septentrional), que datan del afio 6700 a.C. (SARH, 1992, Villasefior y Espitia,

2000).

Los espafioles introdujeron el trigo a México en el siglo XVI a principios de la
década de los veinte, poco después de su llegada. No obstante, el maiz que ya
era cultivado extensamente por los indigenas cuando llegaron los espafioles, el
trigo se mantuvo como el Unico cereal para elaboracion de pan. Esa cualidad le
permiti6 ampliar el a&rea sembrada durante los siglos XVII al XIX, debido a que
la demanda de su grano por la poblacion, sobre todo de origen europeo, se
incrementd con el paso del tiempo. Fue asi como las areas temporaleras de los
Valles Altos de México y de la region del Bajio se convirtieron en la principal

zona productora de trigo durante el tiempo de la colonia. Es un alimento de gran
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importancia en el mundo, como fuente de carbohidratos, proteinas, vitaminas y

minerales. El 20% de las calorias alimenticias en el mundo provienen del trigo y

es un alimento basico para mas de 1000 millones de personas en el mundo

(SARH, 1992, Villasefior y Espitia, 2000).

2.2 Importancia del cultivo de trigo

2.2.1 Importancia a nivel mundial

De acuerdo a la FAOSTAT (2015), el trigo es el cuarto cultivo que se siembra a

nivel mundial, tan solo por detrds de los cultivos de cafia de azulcar, maiz y

arroz (Figura 1).
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Figura 1. Principales cultivos sembrados en el mundo (FAOSTAT, 2015).

El principal pais productor de trigo en el 2013 fue China, con una produccién de

121, 926,400.00 t, el segundo lugar lo tuvo India con una producciéon de 93,



10,000.00 t (Figura 2). México ocupo el lugar numero 31, con una produccion de

3, 357,307.00 t. (FAOSTAT, 2015).
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Figura 2. Principales paises productores de trigo (FAOSTAT, 2015).

En el aflo 2013 la FAOSTAT (2015) registr6 una produccién total de 715,

909,258.46 t.

2.2.2 Importancia nacional

En el afio 2013, el trigo ocupd el quinto lugar de importancia de acuerdo a

produccion en toneladas en el pais (Figura 3).
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Figura 3. Principales cultivos sembrados en México (FAOSTAT, 2015).

De acuerdo a datos del Sistema de Informacion Agroalimentaria y Pesquera
(SIAP), en el 2013 la produccion del trigo en México fue de 3, 357,306.90 t, con
una superficie sembrada de 683,044.42 Ha, una superficie cosechada de
634,240.99 Ha, con un rendimiento promedio de 5.29 t ha-1, ademas de que el

valor de la produccion alcanzé los 11, 923, 675, 180 pesos (SIAP, 2015).

En México los principales estados productores de trigo son Sonora, Baja
California y Chihuahua. La mitad de la produccion de trigo proviene de Sonora,
en el afio 2013, dicho estado aport6 2, 089,841.43 t, con un rendimiento de 6.86

t ha-1 (SIAP, 2015).

El estado de Guanajuato ocup6 el 7° lugar en cuanto a produccion nacional, con

valores de 74,575.03 t, obtuvo un rendimiento promedio de 2.43 t ha-1.La



superficie sembrada fue de 55,360.20 Ha, la superficie cosechada fue de

30,626.50 Ha y el valor de la produccion fue de 265,596.58 pesos (SIAP, 2015).

Dentro del estado de Guanajuato, los principales municipios productores de
trigo fueron Cortazar, Dolores Hidalgo, Celaya, Ledn y San Luis de la Paz. El
municipio de Cortazar ocup6 el primer lugar, con una produccion de 56,035.81 t

y se obtuvo un rendimiento promedio de 3.55 t ha-1 (SIAP, 2015).

2.3 Principales enfermedades fungosas que atacan al cultivo de trigo

Los hongos pertenecen a reino Fungi, se distinguen de las plantas porque no
tienen clorofila y, por consiguiente, carecen de la capacidad de fotosintesis. En
lugar de elaborar su propio alimento, los hongos absorben nutrientes del tejido
muerto o vivo de su hospedero. Se propagan en muchas formas: pueden ser
transmitidos por semillas o el suelo, o por el viento, el agua (lluvia, agua de

riego), insectos, animales y el hombre (Prescott, et al., 1986; Romero, 1999).

La infeccion por hongos patégenos depende de varios factores: por lo general
se requieren la presencia de agua libre en la superficie de la planta hospedera,
sensibilidad del hospedante, densidad de inoculo y cierta temperatura ambiente,
ademas de otros factores del medio. Algunos hongos atacan s6lo a una o
algunas especies hospedantes, pero otros atacan a muchas. Los sintomas y el

desarrollo de la enfermedad dependen de la interaccion entre el parasito y el



hospedero. Los sintomas pueden ser similares o distintos segun los hongos

involucrados (Prescott, et al., 1986; Romero, 1999).

En los cereales, los patdogenos del suelo producen enfermedades asociadas
con la inhibicién o la destruccion del sistema radical de las plantas. Aunque
resulta dificil identificar todos los problemas que estos patdégenos pueden
provocar, es factible agrupar estos hongos en forma general, segun las zonas
climaticas donde predominan. Por ejemplo, las especies de los géneros
Bipolaris, Fusarium y Pythium son importantes en climas templados, S. rolfsii lo
es en el subtrépico y Gaeumannomyces graminis prevalece en zonas frias y
lluviosas. En general, los efectos de estos patdgenos en la planta son un
crecimiento menor, se reduce el nimero de macollos y se produce una madurez
prematura (espigas blancas). Asimismo, se observa una distribucion irregular de
grupos de plantas enfermas en el campo (manchones). Las principales
enfermedades del trigo se mencionan en el Cuadro 1. Los hongos fitopatdgenos
causan enfermedades en los cultivo, y el cultivo de trigo no es la excepcion,
siendo susceptible a estos dependiendo del estado fenolégico (Figura 4), tipo
de suelo, humedad y temperatura (Delgadillo, 2008; Gilchrist et al. 2005;

Saunders y Hettel, 1994).



Cuadro 1. Principales enfermedades de origen fangico del trigo.

Nombre comun

Microorganismo causante

Roya de la hoja (roya café)
Roya del tallo (roya negra)
Roya lineal (roya amarilla)
Carbones comunes o carb6n apestoso
Carbon parcial

Carbon volador

Carbén de bandera

Mildiu polvoriento

Tizon foliar

Tizén de la gluma causado
Tizon

Tizon foliar

Mancha amarilla de la hoja
Manchas foliares

Manchas foliares (moho blanco)
Rofia (tizén de la espiga)
Ergot, cornezuelo

Punta negra del grano
Mildiu velloso

Mal del pie

Mancha ocular

Mancha ocular y pudricion de la raiz

Puccinia recéndita

Puccinia graminis f. sp. Tritici
Puccini astriiformis

Tilletia caries, T. foetida, T. controversa
Tiletia indica Sin. Neovossia indica
Ustilago tritici

Urocystis agropyri

Erysiphe graminis, sp. Tritici
Septoria tritici

Septoria nodorum

Septoria avenae

Helminthosporium sativus
Helminthosporium tritici-repenti
Alternaria triticina

Fusarium nivale

Fusarium spp.

Claviceps purpurea,

Alternaria, Helminthosporium y Fusarium spp.

Sclerophthora macrospora
Gaeumannomycesgraminis f. sp. Tritici
Cercosporella herpotrichoides

Rhizoetonia solani

Pudricién comun de la raiz y de la corona Helminthosporium, Fusarium y pythium spp.

Marchitez de los cereales tizén surefio Sclerotium rolfsii

Fuente: Gilchrist et al. 2005; Prescott, et al., 1986; Wiese, 1987; Wilcoxson y

Saari, 1996.

En trigo, las infecciones por hongos del suelo no son especificas y se
manifiestan como una pudricion de las raices y de la corona, manchas en las

hojas y muerte de plantulas (Delgadillo, 2008).
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Figura 4. Etapas donde atacan las diversas plagas y enfermedades en el ciclo

del cultivo (CESAVEG, 2010).

2.4 El amarillamiento o madurez prematura

El amarillamiento o madurez prematura es una enfermedad causada por una o
mas especies del género Fusarium como F. verticillioides (= F. moniliforme)
(Gibberella fujikuroi), F. graminearum (G. zeae), entre otros. Presente en
Ameérica del norte y sur, Africa y Asia. Ataca cereales como trigo, cebada,
centeno, avena, maiz, sorgo, triticale y forrajes. Otros hospederos son frijol,
soya y girasol. Las especies F. culmorum y F. graminearum, son las que
principalmente estdn asociadas a trigos con estrés hidrico. Las especies F.
avenaceum, F. acuminatum, F. crookwellense y F. poae, son menos virulentas y
mayormente asociadas a las pudriciones de raiz y corona. La especie F.
graminearum del Grupo Il también se asocia a estas pudriciones. Las seis
especies antes mencionadas sobreviven en el suelo y en rastrojos como
clamidosporas (Delgadillo, 2008; Gilchrist et al. 2005; Saunders y Hettel, 1994,

wall, 1987).
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2.4.1 Antecedentes de la enfermedad en el Bajio.

Desde el afio 2000 en los municipios de Pueblo Nuevo, Salamanca, Valle de
Santiago, Pénjamo, Yuriria, Irapuato y Acambaro, en el estado de Guanajuato,
se ha presentado la enfermedad conocida como “amarillamiento o madurez
prematura” en trigo. Actualmente esta enfermedad continta diseminandose por
todas las zonas trigueras del Bajio. En el 2006-2008, el INIFAP-CEBAJ realizo
una investigacion de surgimiento de la enfermedad en areas productoras de
cebada y trigo en el estado de Guanajuato, donde se logré aislar a Sclerotium
rolfsii, Rhizoctonia sp., y con mayor frecuencia al hongo Fusarium spp., donde
se identificaron las especies; F. subglutinans, F. proliferatum, F. oxysporumy F.

acuminatum (CESAVEG, 2010; Delgadillo, 2008).

2.4.2 Sintomas de la enfermedad

En general, los efectos son: baja germinacion de semilla, crecimiento menor en
la planta, reduccién y muerte de macollos y se produce una madurez prematura
(espigas blancas); en algunos casos la planta no llega a producir espiga, se
queda vana o con grano chupado; las plantas se dafian en la raiz, coronay tallo
por pudriciones. Asi mismo, se observa una distribucién irregular de grupos de
plantas enfermas en el campo (manchones) y cuando se presenta en grandes
extensiones causa peérdidas totales para el productor (CESAVEG, 2010;

Delgadillo, 2008).
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En el caso de Fusarium spp., este hongo puede estar en las espigas y en la
semilla; y puede atacar diferentes partes de la planta en diferentes etapas de
desarrollo. Una fase severa de la enfermedad se expresa como un
debilitamiento y una coloracion rosada o café de la base del tallo en plantas con
estrés hidrico, denominada “pudricion de la corona” asociada a zonas aridas
(dryland foot rot, en inglés). La pudricibn de la corona y de raices son las
principales enfermedades del trigo cuando la humedad es deficiente (Delgadillo

2008; Gilchrist et al., 2005; Saunders y Hettel, 1994; Wiese, 1987).

2.4.3 Condiciones que favorecen a la enfermedad

Los rastrojos son una fuente importante de inoculo ya que pueden tener
conidios, micelio, clamidosporas y ascosporas, los que pueden sobrevivir por
varios afos. Inviernos secos y calidos, provocan estrés hidrico en la planta. Si
dicho estrés se presenta durante la floracion y llenado de grano, aunado a
temperaturas altas del suelo (entre 20 — 30 °C) y temperaturas ambientales
calidas, predisponen a la planta de trigo al ataque de este complejo de
especies. El problema se acentia después de realizar el segundo y tercer riego,
en condiciones de altas temperaturas, de esta manera las raices mueren por
falta de ventilacion en el suelo y se presentan pudricion de raiz (CESAVEG,

2015; Wall, 1987; Wiese, 1987; UC, 1990).
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En el Bajio las siguientes practicas agrondmicas usuales predisponen al cultivo
al ataque de hongos del suelo que causan pudriciones de raiz, corona, tallo y
muerte en preemergencia:

e El monocultivo de cereales

¢ Rotacién de un cereal con otro cereal

e Permanencia del rastrojo en el terreno (labranza de conservacion)

e Aplicacion de riegos pesados

e Mala nivelacion del terreno

e Fertilizaciones con dosis mayores a 50 t ha-1.

Otros factores que interviene son el suelo predominante en la region el cual es
tipo vertisol, rico en arcillas; ademas del tipo de clima que va del templado al
semi seco (Fernandez y Conner, 2011; CESAVEG, 2015; Delgadillo, 2008;

Wayne, 2008).

2.4.4 Efecto de la temperatura y distribucion de las especies en la

incidencia de la enfermedad

Debido a que los sintomas de “la madurez prematura” son el resultado de un
complejo de especies de Fusarium, la relacibn entre la temperatura y la
incidencia de la enfermedad no es tan simple del todo. Por ejemplo, la
ocurrencia de la pudricion de la corona, causada por un complejo de Fusarium

en el Reino Unido esta normalmente asociada con climas célidos y altas
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incidencias de la enfermedad con brotes dispersos de sintomas severos que
han sido reportados en afios calidos. Pero ademas, altas incidencias de la
enfermedad fueron reportadas en afios frios tanto como en afios calidos (Pettitt

y Parry, 2001).

2.5 Fusarium

El género Fusarium fue descrito por Link (1809) para las especies con esporas
fusiformes no septadas nacidas en un estroma y se bas6 en Fusarium roseum.
A diferencia de algunos otros hongos, no esta claro cual es el centro de origen
de Fusarium. La diversidad de las especies de Fusarium y sus telemorfos
sugieren que es un antiguo grupo que probablemente aparecié bastante
temprano en la evolucion de los Ascomicetos. De cualquier forma, no hay
registros fésiles que sustenten esto. Representantes del género han sido
encontrados en areas del sub antértico, anteriormente al circulo artico, asi que
las especies de Fusarium probablemente se dispersaron a todos los continentes
antes de la aparicion de la actividad humana (Backhouse et al.,, 2001). Los
microconidos y las clamidosporas terminales o intercalares pueden estar
presentes o ausentes. El estado peritecial cuando se conoce, pertenece a los
Hipocreales. Las especies de Fusarium estan ampliamente distribuidas en el
suelo y en sustratos organicos y han sido aislados desde las capas gruesas de

hielo en el Artico hasta la arena del Sahara (Booth, 1971).
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El anamorfo Fusarium (fase asexual) posee macroconidios (esporas
asexuales) que se derivan de células productoras de conidios llamados
fidlides. Las fidlides se agrupan en formato de masas conocido como
esporodoquios. Los macroconidios son hialinos, en forma de canoa, por lo
general con tabiques. El micelio es extensivo y algodonoso en medio de cultivo,

frecuentemente con pigmentaciones rosa, morado o amarillo (APS, 2015).

2.5.1 Clasificacion taxondémica (Zhang et al., 2006)

Reyno: Eumycota

Phyllum: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes
Subclase Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae,

Género: Giberella (anamorfo Fusarium).

Dentro del género Fusarium las especies que mas se conocen son:. F.
avenaceum, F. culmorum, F. graminearum, F. poae, F. semitectum, F.
sporotrichioides y F. tricinctum, las cuales se han encontrado en cereales; F.
nygamai, F. subglutinans y F. verticilloides en maiz; F. thapsinum y F.
chlamydosporum en sorgo; mientras que F. nygamai y F. fujikuroi se hallan en
arroz. En legumbres se observan F. chlamydosporum y F. tumidum; y en papa

F. solani. Las especies F. acuminatum, F. equiseti, F. oxysporum, F.
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proliferatum, F. sambucinum y F. solani se encuentran en diversos substratos,
sin mencionar otras especies que se encuentran como saproéfitos del suelo

(Booth, 1971; Delgadillo 2008; Leslie y Summerell, 2006; Nelson et al., 1983).

2.5.2 Ciclo de vida

Fusarium spp., sobrevive el invierno en los residuos de cosecha infectados
(tallos, paja de trigo y otros hospederos) (Figura 5). En éstos, el hongo produce
esporas asexuales (macroconidios) que se difunden hacia las semillas, plantas
u otros desechos por salpicadura de la lluvia o el viento. En condiciones de
calor y alta humedad, el estado sexual del hongo se desarrolla en desechos
infectados. Forma peritecios en la superficie de estos residuos, se liberan las
esporas sexuales (ascosporas) en el ambiente (estas ascosporas, se dispersan

por el viento, se puede propagar a través de largas distancias) (APS, 2015).
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Figura 5. Ciclo de vida de Fusarium en trigo. Fuente: APS (2015).
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2.5.3 Climay distribucion de las especies de Fusarium

En una escala local, los factores tales como tipo de suelo y microambiente, la
tierra que se usa y el tipo de vegetacion tendran una gran influencia. Muchas
especies de Fusarium aparecen para tener distribuciones controladas por el
clima. La relacibn entre el clima y la distribucion han sido tipicamente
expresadas en términos cualitativos. Por ejemplo una especie dada puede estar
presente en areas mas calidas o humedas, o tener una distribucion tropical.
Podemos decirlo de dos maneras: mediante la blusqueda de descripciones
cuantitativas de la distribucion climatica, y vinculando estas a aspectos
cuantitativos de la biologia de los hongos. Por ejemplo, es tipico que F.
culmorum y F. avenaceum se encuentren en climas mas frios, hiumedos y
maritimos; mientras que F. graminearum y F pseudograminearum se
encuentran en climas mas calidos y continentales. A nivel del organismo, la
persistencia en un area en particular dependera del balance entre la
supervivencia, la colonizacion competitiva de substrato y la reproduccion. Cada
uno de estos estara afectado por la temperatura y el agua. A grandes rasgos, la
distribucion de las especies patogénicas esta obviamente ligada a la

distribucion de sus hospedantes (Backhouse et al., 2001; Booth, 1971).
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2.6 Métodos para detectar variacion genética

Las estrategias clasicas para el estudio de la variabilidad genética tales como
anatomia comparativa, morfologia, embriologia fisiologia se han visto
complementadas de gran manera por las técnicas  moleculares. Los
“marcadores moleculares”, estan basados en los polimorfismos encontrados en

proteinas o DNA (Doyle y Doyle, 1987; Gonzalez y Simpson, 1997).

2.6.1 Marcadores morfoldgicos y fisiolégicos

Las caracteristicas morfolégicas se han usado para estimar los niveles de
variabilidad, ya que permiten determinar la respuesta a la seleccion y su fondo
genético. Los criterios morfolégicos pueden ser evaluados en cualquier etapa
del ciclo de vida. La diversidad genética pude ser evaluada en hongos con la
observacion de diferentes caracteristicas morfolégicas como por ejemplo: nivel
de organizacion celular, caracteristicas de talo, caracteristicas del micelio como
tamafo, forma, septo, situacidén, aspecto, color, consistencia, funcién, etc.
Algunos de los caracteres son bastante estables, pero la gran mayoria son muy
variables, ya que son fuertemente influenciables por el ambiente por lo que
muchas clasificaciones son ambiguas y poco confiables provocando divergencia
entre investigadores, ademas, es frecuentemente dificil encontrar suficientes
marcadores morfolégicos para realizar un estudio de variabilidad confiable

(Flores et al., 1997; Gonzéalez y Simpson, 1997).
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2.6.2 Marcadores moleculares

Se usan principalmente para detectar variabilidad genética y cambios en el

genoma, o para detectar la estructura de poblaciones en animales, plantas y

microorganismos. Permiten estudiar el origen y distribucion de razas dentro,

facilitando la identificacion de genes de interés y la construccion de mapas

génicos. Existen dos tipos de marcadores los proteinicos y de DNA (Flores et

al., 1997).El nivel de variacion que detectan difiere considerablemente entre

ellos; sin embargo, presentan varias ventajas con respecto a los marcadores

morfologicos, algunas de ellas son (Gonzalez y Simpson, 1997):

Se pueden emplear en cualquier tipo de organismo.

Presentan una herencia del tipo Mendeliano.

Algunos son codominantes (lo cual permite discriminar los estados
homo- y heterocigotes en organismos diploides).

En lo general se pueden detectar alto grado de polimorfismo.

Son detectados en todo tipo de tejidos y en todos los estados de
desarrollo.

Son abundantes y estan distribuidos en todo el genoma.

Son selectivamente neutros (no tienen efectos pleiotrépicos, letales, etc.)
Son de facil acceso.

Procedimientos faciles y rapidos.

Alta reproducibilidad.

Facil intercambio de datos entre laboratorios.
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2.6.3 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Este es uno de los métodos moleculares de mayor eficiencia porque es rapida y
versatil en el diagnoéstico de enfermedades vegetales. La mezcla de PCR ésta
compuesta de: la muestra a analizar (DNA blanco), agua, amortiguadores,
sales, nucleétidos, iniciadores o primers (pequefios oligonucledtidos de DNA) y
DNA polimerasa termoestable. Esta técnica cosiste en la amplificacion
exponencial de secuencias especificas de DNA. Se siguen tres etapas dentro
de un ciclo, cada una caracterizada por una temperatura y duracién especifica,
las cuales son: desnaturalizacion (94 °C), alineamiento (entre 55 y 60 °C) y
extension (72 °C) (Flores et al., 1997; Martinez y Alvarado, 1997; Valadez y

Kahl, 2005).

2.6.4 Espaciadores internos transcritos (ITS = Internal Trancribed Spacer)

Los espaciadores internos transcritos o ITS consisten en dos regiones variables
no codificantes de aminoacidos llamadas ITS1 e ITS2; estan localizadas entre
los genes del RNA ribosémico 18S y 58S y entre el 58S y 28S
respectivamente las cuales se transcriben y se emplean para la distincion entre
especies de hongos filamentosos y han desarrollo sondas o iniciadores
especificos para la deteccion y diferenciacion de hongos. La region ITS tiene un
tamafio de aproximadamente 600 pb (Flores et al., 1997; Gonzalez, 2009;

Ramirez, 2013).

20



Los ribosomas son estructuras responsables de la sintesis proteica, es decir de
la traduccidn del cédigo genético. Estan hechos por el 65% de RNA ribosomal
(rRNA) y 35% de proteinas. El RNA ribosomal esta codificado por la porcion de
DNA nuclear llamada DNA ribosomal. Una de las regiones mas empleadas
actualmente para la distincion entre especies de hongos, es la del DNA
ribosomal (rDNA). Los genes que codifican para rRNA en eucariotas estan
repetidos en grupos con varios cientos de copias por genoma. Cada copia
consiste en regiones altamente conservadas intraespecificamente, pero variable
entre diferentes especies. Estas regiones generan un importante polimorfismo
también dentro de la misma entidad taxonémica, en particular para los géneros
y la especie (Eguiarte et al., 2007; Flores et al., 1997; Gonzélez, 2009; Ramirez,

2013).

2.6.5 Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP

= Restriction Fragment Length Polymorphism)

Los marcadores de DNA son secuencias gendmicas localizadas en un mismo
locus pero que difieren en su secuencia de bases nitrogenadas. Estas
variaciones son consecuencia de varios eventos de mutaciones (sustituciones
simples de pares de bases, adiciones o0 deleciones, o cambios cromosémicos
de gruesos como inserciones o traslocaciones) que se manifiestan en los
genomas que se comparan. Para detectar algunas de estas mutaciones se
utiliza la técnica de RFLPs, expresa diferencias en sitios especificos del DNA

que fueron reconocidos por enzimas de restriccion particulares
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(endonucleasas). Los patrones producidos por las enzimas de restriccion se
obtienen de una sola regiébn genomica, previamente amplificada con primers o
iniciadores especificos. Cada una de las endonucleasas, cuyo origen es
bacteriano, reconocen y cortan solamente una secuencia especifica de bases
nitrogenadas en el DNA. El DNA es reconocido y cortado en fragmentos de
longitud definida; cualquier mutacion dentro de esos sitios, podria cambiar el
patréon del fragmento y permitir que se detecte un RFLP al comparar dos o mas
genomas. Los fragmentos resultantes se separan en un gel de agarosa o
poliacrilamida, para después tefiirse con bromuro de etidio o sales de plata.
Dependiendo de la regién amplificada, su tamafio o nivel de variabilidad se
aplica para la diferenciacion de cepas o linajes a nivel intraespecifico, o entre
especies o géneros. En el caso de hongos filamentosos, se ha empleado para
distinguir especies del genero Fusarium (Eguiarte et al., 2007; Flores et al.,

1997; Gonzalez, 2009; Valadez y Kahl, 2005).

2.6.6 ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

La técnica de Secuencias Internas Simples Repetidas (ISSR), utiliza un solo
iniciador que consiste en repeticiones de di o trinucle6tidos abundantes en el
genoma. Los iniciadores ISSRs son ligeramente mayores que otros (16-20
pares de bases) por lo que pueden alinearse mejor al DNA y mejorar la
fiabilidad y reproducibilidad del sistema. Ademas, los ISSRs son marcadores

moleculares significativamente mas baratos que otros. También son
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marcadores semi-arbitrarios amplificados por la reaccidbn en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de la presencia de un oligonucleétido o primer
complementario a un microsatélite, disefiado para unirse a los motivos repetidos
de di y trinucleétidos complementario a la secuencia del microsatélite. En
ocasiones es posible agregar a esta secuencia un par de nucleétidos extras
arbitrarios en el extremo 3' o en el 5, que jugaran el papel de “anclas”
asegurando asi que la amplificacion inicie siempre en el extremo 5’ o0 en el 3’
del microsatélite, respectivamente. Se ha visto que los ISSRs frecuentemente
amplifican de 25 a 50 bandas en una sola reaccién. Este patrén caracteristico
de productos de PCR se considera la “huella digital genética” de cada uno de
los individuos analizados. El polimorfismo entre individuos de la misma
poblacion puede detectarse, ya que el analisis es sensible a la
presencia/ausencia del elemento gendmico reconocido por el primer y a la
longitud de la secuencia intermedia amplificada. Las bandas de ISSRs son
consideradas marcadores dominantes. La presencia de la banda representa el
genotipo dominante (homocigo o heterécigo), mientras que su ausencia
representa el genotipo homaocigo recesivo. Se asume que existen dos alelos por
locus. La ausencia de una banda puede deberse a varios factores: la no
existencia de un sitio de unién completo al primer debido a una mutacién; re
arreglos estructurales en el cromosoma durante la meiosis; inserciones o
deleciones suficientemente grandes como para aumentar o disminuir el tamafo
de la banda, de manera que se identifica como un locus diferente (Eguiarte et

al., 2007; Ramirez, 2013; Sanchez et al., 2012).
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2.6.7 Secuenciacion

Los andlisis més detallados de diferenciacion de DNA pueden obtenerse
secuenciando la region de interés para diferentes individuos. Generalmente la
secuenciacion es un procedimiento relativamente facil, gracias a desarrollo de
equipos automatizados de electroforesis capilar. Estos producen una serie de
moléculas que difieren en longitud por un nucleétido, indicando mediante
fluorescencia la ultima base modificada adicionada en la cadena, con la cual se
determina la secuencia del fragmento original (Eguiarte et al., 2007; Ramirez,

2013).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del area de trabajo y muestreo

El muestreo se realizé en el ciclo otofio-invierno del afio 2012 en el estado de
Guanajuato (Cuadro 2). El aislamiento de los patdgenos se realizO6 en el
Laboratorio de Fitopatologia de Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo Experimental Bajio (CEBAJ), Celaya,
Guanajuato, México. La purificacion de los hongos se realizé en el laboratorio
de Usos Mdltiples y los andlisis moleculares se realizaron en el laboratorio de
Biologia Molecular, ambos en el departamento de Fitotecnia de la Universidad

Auténoma Chapingo, Edo. De México.

Cuadro 2. Localizaciéon de los sitios de muestreo.

No. Lugar de muestreo Coordenadas

1 Las Jaras, Pénjamo, Gto. 20.376630 -101.919090, 1674 msnm
2 La Estrella, Pénjamo, Gto. 20.37656 -101.92329, 1675 msnm

3 La Estrella, Pénjamo, Gto. 20.37656 -101.92329, 1675 msnm

4 Colorado de Herrera, Pénjamo, Gto. 20.31386 -101.83695, 1685 msnm

5 La Estacién, Pénjamo, Gto. 20.38724 -101.70074, 1704 msnm

6 Vista hermosa, Pénjamo, Gto. 20.38581 -101.69075, 1701 msnm

7 Maritas, Abasolo, Gto. 20.32413 -101.59092, 1716 msnm

8 Los Prietos, Salamanca, Gto. 20.60720 -101.26907, 1713 msnm
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3.2 Aislamiento de microorganismos (adaptado de French y Hebert, 1982)

Al material colectado, dependiendo de la parte de la planta, (raiz, espiga o tallo)
se procedio a hacer un lavado superficial con agua corriente para quitar el
exceso de tierra. Se realizaron cortes de aproximadamente 0.5 cm de tejido de
raiz, espiga y tallo de cada muestra y se realizé un primer lavado con hipoclorito
de sodio 25% durante unos segundos, hasta que estuviera bien mojado el
tejido. Después se hizo otro lavado con alcohol etilico 70% durante unos
segundos. Entre cada lavado se efectuaron enjuagues con agua destilada
estéril. Los fragmentos de tejido se escurrieron sobre papel absorbente para
eliminar el exceso de agua. Los trozos de tejido se sembraron en cajas Petri
con medio de papa dextrosa agar (PDA) con acido lactico. Las cajas Petri se
incubaron a 27 °C. Una vez localizados los crecimientos fungicos se
transfirieron a nuevas cajas Petri con PDA y se incubaron a 27 °C para su

crecimiento.

3.3 Purificacion (adaptado de French y Hebert, 1982)

Se utilizé la técnica de cultivos monospéricos que consisti6 en extraer las
esporas de cada cepa con 20 mL de agua destilada estéril, para obtener una
suspension de cada cepa. De la suspension inicial, se tomé 1 mL y se vacio en
un tubo con 9 mL de agua destilada estéril para obtener una dilucion de 1x10°
! De la dilucién 1x10™ se tomé 1 mL y se vacié en otro tubo con 9 mL de agua

destilada estéril para obtener la dilucién 1x1072.El procedimiento se repitié hasta
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obtener la dilucién 1x10™ 6 1x10™° dependiendo de la concentracién de conidios
de la suspension inicial. De las diluciones 1x10™ 6 1x10° se tomaron 100 pL y
se colocaron en una caja con medio PDA, se dispersaron con una varilla de
vidrio y se dejaron incubar a temperatura ambiente. Al tercer dia se realizaron
observaciones en el microscopio para detectar los primeros conidios
germinados. De cada cepa se transfirié un conidio a una caja nueva con medio

PDA 'y Se incub6 a 27 °C.

3.4 Caracterizacion e Identificaciéon morfoldgica

Consistié en sembrar un fragmento de 0.5 cm? de cada cepa en el centro de
una caja Petri, en los medios PDA, Agar agua y medio CZAPEK, donde se
observé la coloracion. También se sembraron en el medio hoja de clavel, lo cual
consistié en transferir un fragmento de 0.5 cm? del microorganismo deseado en
el centro de una caja Petri con agar agua; y, alrededor del fragmento, a una
distancia de 1.5 cm, se colocaron fragmentos de 2 cm de hojas de clavel
previamente esterilizadas. Se incubaron a 27 °C hasta que el hongo crecié
sobre las hojas de clavel, en donde se observaron estructuras. Para la
identificacion de los aislados de utilizaron las claves taxonémicas de Barnett y

Hunter (1972).
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3.5 Técnicas moleculares

3.5.1 Extraccion de DNA método CTAB 2% y acetato de sodio (adaptado

de Doyle y Doyle, 1987; Weising et. al., 2005)

El CTAB 2% se calenté a 60 °C, y se colocaron 1000 pL en tubos Eppendorf de
2 mL. Con una espatula estéril se extrajo micelio de la cepa purificada y se
colocé dentro del tubo con CTAB. Se incub6 a 80 °C durante 60 min, mezclado
a intervalos de 10 min con aparato vortex. Al término de la incubacion se
centrifugé durante 5 min a 11,200 rpm. En un tubo Eppendorf nuevo se
transfirid6 el sobrenadante. Se adicionaron 500 pL de cloroformo-isoamilico
(24:1). Se mezcl6é durante 10 min por inversion a temperatura ambiente y se
centrifug6 por 10 min a 11,200 rpm. El sobrenadante se pasé a un tubo nuevo y
se lavo con 700 pL de cloroformo-isoamilico (24:1). Nuevamente se mezcld
durante 10 min por inversion a temperatura ambiente y se centrifugd por 10 min
a 11,200 rpm. El sobrenadantes se llevo a otro tubo con 950 pL de etanol
100% previamente enfriado a -20 °C. Se mezclé suavemente por inversion
durante 15 s. Se llevo a incubar por 2 h a -20 °C. Se centrifugé a 11,200 rpm
por 30 min. Se decantd el sobrenadante evitando perder la pastilla. Se
resuspendio la pastilla en 400 pL de TE y se incub6 a 55 °C por 15 min. Se
afnadieron 34 pL de acetato de sodio 3 molar mas 1 mL de etanol 95%. Se
incubo a -20 °C por 1 hora. Se centrifugd a 11,200 rpm por 5 min y se descarto

el sobrenadante. La pastilla se lavdo con 600 pL de isopropanol 70%. Se
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centrifugd por 5 min y se dejé secar a temperatura ambiente. Se resuspendio la

pastilla con 100 pL de TE y se almacend a -20 °C.

3.5.2 Cuantificacion y calidad del DNA

El DNA extraido se cuantificé utilizando un Nanodrop (espectrofotometro) y el
programa ND 1000® V3.5.2 (Accesolab S.A. de C. V., de acuerdo a las

instrucciones del equipo).

3.5.3 Gel de agarosa

Para determinar la calidad del DNA se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa 2% cargando 5 pL de la muestra de DNA Stock en cada pozo del gel,
previamente mezclado con 4 pL de buffer de carga y en una camara horizontal.
Se utilizaron marcadores de 100 pb, y 1kb para estimar el peso molecular de las
bandas producto. El tiempo de corrida generalmente fue de 45 a 60 min a 90
voltios. Para el revelado del gel de agarosa se sumergié en una solucién de
bromuro de etidio (0.5 pg/mL) durante 10 min, y después se enjuagé en agua
destilada por 10 min. Se llevé al foto documentador modelo Universal Hood I,

BIORAD®, con el programa QuantityOne®.
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3.5.4 Amplificacién region ITS con PCR

Para amplificar la region ribosomal del DNA de los hongos con la reaccion PCR-
ITS se utilizaron los siguientes iniciadores (primers) (Cuadro 3):

e |TS 5HP: 5’-GGA-AGG-AGA-AGT-CGT-AAC-AAG-G-3’

e ITS NL4: 5-GGT-CCG-TGT-TTC-AAG-ACG-G-3’
Las condiciones de termociclaje fueron: desnaturalizacion inicial de 95 °C por 4
min, 35 ciclos (94 °C por 1 min; 58 °C por 1 min; 72 °C por 2 min) y un ciclo de
extension final de 72 °C por 10 min. Los productos de la PCR se visualizaron en
geles de agarosa 2% acorde a la técnica antes mencionada. Las reacciones de
PCR-ITS se realizaron con un volumen final de 50 pL. La taq polimerasa
utilizada fue de la marca PROMEGA ® Se realizé un gel de agarosa para

determinar la calidad del fragmento amplificado.

Cuadro 3. Reactivos utilizados para la reaccion PCR-ITS.

Reactivo Concentracion Volumen/tubo Concentracion final
HPLC Ajustara50puyL 6.7puL 0 -

Buffer 5X 10 uL 1X

MgCl, 25 mM 5 pL 2.5mM

dNTP’s 500 mM 20 L 200 mM

Iniciador 5SHP 10 pM 1.5uL 15pM

Iniciador NL4 10 pM 1.5 uL 15pM

Taq polimerasa 5 U/uL 0.3 yuL 15U

DNA 20 ng 5puL 2ng
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3.5.5 RFLPs

Para la técnica de PCR-RFLPs se utilizé el producto de PCR de la region ITS
mas las enzimas de restriccion (Cuadro 4). La reaccion de digestion se prepard
de acuerdo a las especificaciones de cada fabricante y se incubaron a 37 °C por
un periodo de aproximadamente 12 h. Para la visualizacion de los cortes

producidos por las enzimas se utilizaron geles de acrilamida.

Cuadro 4. Enzimas de restriccion utilizadas para la técnica PCR-RFLP.

Enzima Secuenciadereconocimiento Fabricante

Hinf | G|ANTC Fermentas
Hha | GCG|C Promega
Haelll GG|CC Promega

3.5.6 ISSRs (Inter Sequence Simple Repeats)

Antes de iniciar la técnica de PCR-ISSR se realiz6 una prueba preliminar con
diferentes primers para seleccionar aquellos que arrojaran mayor informacion.
Los primers seleccionados fueron: (AC)8YG y AC(GACA),. Se utilizd un
termociclador automético (GeneAmp PCR System 9700 Ampplied Biosystems)
con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial de 95 °C por 3 min, 35
ciclos (95 °C por 30 s.; 55 0 46 °C por 45 s.; 72 °C por 2 min), y un ciclo de
extension final de 72 °C por 10 min. Las reacciones se realizaron con un

volumen final de 25 pL.
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Cuadro 5. Reactivos utilizados para la reaccion de PCR-ISSR.

Reactivos Concentracion Volumen/tubo Concentracion final
HPLC Ajustara25puyL 02pyL -

Buffer 5X 5uL 1X

MgCl, 25 mM 2.5 uL 25mM

dNTP’s 500 mM 10 L 200 mM

Primer 10 pM 2 uL 20pM

Taq polimerasa 5U 0.3 uL 15U

DNA 20 ng 5puL 4ng

Para la visualizacion de los productos de PCR-ISSR se utilizé el protocolo del

gel de acrilamida.

3.5.7 Gel de acrilamida

Para la separacién de los fragmentos amplificados, se utilizé una camara
vertical. Los cristales de la camara se limpiaron con etanol 70% y papel Kim
Wipes®. La preparacion del gel de poliacrilamida 6% se menciona en el Cuadro
6. Se vacio la poliacrilamida en los cristales y se coloc6 un peine con 50 pozos
y se dejo solidificar durante 40 min. Los cristales se colocaron en la camara, se
sujetaron con pinzas y se agrego el buffer de corrida TAE 1X. Se cargaron 5 uL
de cada muestra (mezcladas previamente con 6 pL buffer de carga), también se
colocaron marcadores peso de 100 pb y 1 kb como referencia. La camara se
conectd a una fuente de poder y se corrié a 200 voltios durante 2 h. Los geles
se revelaron con las siguientes soluciones en agitacion constante de acuerdo al
siguiente orden: 1) solucion fijadora de etanol 10% y acido acético 1%, durante

10 min y se retird. 2) solucion de tincion con nitrato de plata 0.2% durante 10
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min y se retird. 3) enjuague con agua destilada. 4) solucion reveladora de
Hidroxido de sodio 3% con formaldehido (100 yL por cada 100 mL) hasta la

visualizacion de las bandas.

Cuadro 6. Preparacion para una placa de 60 mL (Valadez, et. al., 2000).

Reactivos para gel de poliacrilamida 6 % Volumen
Acrilamida-bisacrilamida 30% 13 mL
Agua destilada 35 mL
TBE 5X 12 mL
APS (Persulfato de amonio) 10% 420 uL
TEMED (NNNN Tetramethylethylenediamine 99%) 35 uL

3.5.8 Bioestadistica: codificacion de geles y dendogramas

A partir del revelado de los geles del acrilamida se observaron bandas de los
productos de los RFLPs e ISSRs, las cuales se les calculé el peso de cada una
con respecto a los marcadores de 100 pb y 1 kb. Se generd una matriz binaria
(1= presencia de banda, 0= ausencia de banda) utilizando en programa
Microsoft® Office Exel®. La matriz binaria se llevé al programa FreeTree©
version 0.9.1.50 para ser analizada utilizando el indice Jaccard y el método de
construccion de arbol de agrupamiento par con media aritmética no ponderada
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) UPGMA. Para visualizar

el dendograma se utilizo el programa TreeView®© version 1.6.6.
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3.5.9. Proceso de secuenciacion

Las cepas que se secuenciaron, fueron seleccionadas acorde a las
caracteristicas que arrojaron las pruebas en diferentes medios de -cultivo,

RFLPs e ISSRs.

3.5.9.1 Amplificacién del gen de factor de elongacion y traduccion (TEF)

Para secuenciar las cepas de Fusarium, se amplifico el gen del factor de
elongacion y traduccion (TEF, por sus siglas en ingles), para lo cual se requirié
de dos iniciadores (Cuadro 7). Las condiciones de termociclaje fueron las
siguientes: un ciclo de 30 s a 94 °C; 40 ciclos de 30 sa 94 °C, 30 s a 62 °C, 15
min a 72 °C; y extension final de 2.5 min a 72 °C. Se preparé la mezcla de
reaccion acorde a la Cuadro 8 (20 uL de mezcla de reaccién y 5 uL de DNA).
Las amplificaciones se visualizaron en gel de agarosa 2 % durante 90 min a 90

voltios. Posteriormente se tifid con bromuro de etidio.

Cuadro 7. Secuencias de los iniciadores que amplifican el gen TEF.

Iniciador Secuencia de reconocimiento
EF-1 5 -ATGGGTAAGGAAGGACAAGAC-3’
EF-2 5 -GGAAGGTACCAGAGCGATCTCATG-3
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Cuadro 8. Reactivos utilizados en la mezcla de reaccion.

Reactivo Concentracion Volumen/tubo Concentracion final
HPLC Ajustar a 25 uL 0.7uL -

Buffer 5X 5uL 1X

MgCl, 25 mM 2.5uL 2.5 mM

dNTP’s 500 mM 10 yL 200 mM

Iniciador EF-1 10 pM 2 uL 20pM

Iniciador EF-2 10 pM 2 uL 20pM

Taq polimerasa 5 U/uL 0.3 yuL 15U

DNA 40 ng 25puL 4ng

3.5.9.2 Limpieza de las amplificaciones

Antes de secuenciar las muestras amplificadas con el gen TEF, se procedi6 a
limpiarlas para eliminar los nucledétidos e iniciadores que quedaron del proceso
de la PCR. Se utilizé la enzima EXO-SAP (Shrimp Alakaline Phosphatase y
Exonuclease |) de Promega®. Se mezclaron 2 uL de la enzima ExoSAP con 5
ML del producto de PCR. La mezcla se incub6 durante 1h a 37 °C vy
posteriormente 15 min a 72 °C. Al finalizar, se cuantificé la concentracion de
DNA vy se realizaron los calculos pertinentes para tener una concentracion final

de 20 ng/uL.
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3.5.9.3 Secuenciacioén

Al finalizar la limpieza, se tomaron 10 yL de la mezcla de reaccién para
secuenciacion (Cuadro 9), a la cual se le adicionaron 10 yL de agua MiliQ y 30
ML de etanol 95% (frio) y se dio vortex, dejando reposar por 30 min a
temperatura ambiente y oscuridad. Al finalizar los 30 min se centrifugd la
muestra por 20 min a 14 000 rpm. Se inclin6 el tubo y se retiro la mezcla del
alcohol, con ayuda de una micropipeta colocando la punta del lado contrario al
pellet (cuidado de no perder la pastilla). Se lavd con 125 pL de etanol al 70% y
se centrifug6 por 10 min a 14,000 rpm; pasado el tiempo se retir6 el etanol. Se
dejé secar la pastilla en el termo-block (90 °C por 1minuto) para evaporar el
exceso de etanol y se resuspendi6 la pastilla en 10 yL de formamida. Se tomé

1uL de la reaccién y se coloco en el Secuenciador 3130X Applied Biosystems®.

Cuadro 9. Reactivos utilizados en la mezcla de reaccion para secuenciacion.

Reactivo 1X
Big Dye 1L
Buffer 5X 1.5uL
DNA-PCR 1L
Primer 4 uL
Agua MiliQ 25uL
Volumen total 10 uL
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3.5.9.4 Analisis de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias de las muestra de cada uno de los
microorganismo, se editaron empleando los programas Finch TV 1.4.0.© y Bio

Edit Secuence Aligment Editor© para alinear las secuencias obtenidas.

Se realiz6 una comparacion con las secuencias reportadas en el GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) mediante el programa BLAST. Ademas, se
tomaron secuencias reportadas por el GenBank y las obtenidas en este trabajo,

con las cuales se generé un arbol filogenético utilizando el programa Mega 6.

3.6 Prueba de patogenicidad

En base a los agrupamientos obtenidos con los RFLPs (Figura 16) y
caracteristicas morfoldgicas, se selecciond una cepa de cada agrupamiento y
asi, conformar los 15 primeros tratamientos evaluados. A partir del tratamiento
16 y hasta el tratamiento 27 se hicieron combinaciones entre representantes de
los agrupamientos. El tratamiento 28 fue el testigo negativo (Cuadro 10). Se
diseid un experimento completamente al azar con 4 repeticiones por
tratamiento y cada unidad experimental consistié en un vaso con 4 plantas de
trigo. La semilla de trigo, proporcionada por INIFAP, CEBAJ fue la variedad

Cortazar S94.
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Cuadro 10. Tratamientos evaluados en la prueba de patogenicidad.

Tratamiento Agrupamiento

Cepa utilizada

© 00 N o 0o B~ W N PP

N N NN NNMNDNRPRPRPRERPRPEPR PR R P PP
o 0o~ W NP O © © N O 0o M W N P O

27
28

1

© 00 N o o b~ W N

e =
A W N R O

15
3,4,5/6,7,8
10,11,12,13, 14,15
1,2

1,16

1,9

1,17

2,16

2,9

2,17

9, 16

16, 17

9,17
Testigo

ES.3

R 8.5

T1.13

T1.17

T5.10

R5.5

R5.7

R 6.7

T1.2

T1.15

R 6.10

ES5.1

E5.2

R 1.10

T6.1

T1.13,T1.17,T5.10,R55 R57,R6.7
T115R6.10,E5.1,E5.2,R1.10,T6.1

E53, R85

E53,T113,T1.17,T510,R55 R5.7,R6.7
E53,T1.2

E5.3,T1.15 R6.10,E5.1,E5.2,R1.10,T6.1
R85, T113,T1.17,T5.10,R55 R57,R6.7
R85, T1.2

R85, T1.15 R6.10,E5.1,E5.2,R1.10, T6.1
T12,T113,T1.17,T510,R55 R5.7,R6.7
T1.13,T1.17,T5.10,R5.5 R5.7,R6.7, T 1.15,
R6.10,E5.1,E5.2,R1.10, T 6.1
T12,T115R6.10,E5.1,E52,R1.10,T6.1
Agua
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3.6.1 Inoculacién y siembra

Para la preparacion del inoculo se increment6 cada hongo en medio PDA y se
incubaron a 27 °C durante 10 dias. Posteriormente, se extrajeron los conidios
agregando agua destilada estéril y con una varilla de vidrio. Se obtuvo una
suspension de conidios de cada cepa a las cuales se les realizaron conteos con
ayuda de una camara de Neubauer, de acuerdo a la técnica de French y
Herbert (1982), para estimar y obtener una concentracion de
1X10°microconidios/mL (Pastor y Abawi, 1987; Velasquez et al., 2002). Cada
suspension conidial representd un tratamiento, ademas se realizaron mezclas
de suspensiones. La semilla se desinfestd sumergiéndola en una solucion de
hipoclorito de sodio 2% durante un minuto y después se lavo tres veces con
agua estéril. Las semillas se sumergieron en cada tratamiento durante 10 min.
Posteriormente se sembraron 4 semillas por vaso de unicel no.10 con sustrato
vermiculita. Los vasos se mantuvieron en invernadero hasta su evaluacion y se
les dieron riegos de mantenimiento. Durante ese periodo se tomaron datos de

temperatura maxima y minima.

3.6.2 Evaluacion del experimento

Las plantas se retiraron de los vasos a los 30 dias, se lavaron las raices con
agua corriente y se secaron. Se midieron altura de planta y longitud de raices.

La severidad de la enfermedad se estim6 utilizando una escala de dafo
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generada a partir de los sintomas que presentaron las plantas (Cuadro 11 y

Figura 6).

Cuadro 11. Escala de dafio para evaluar el dafio por Fusarium en sistema

radical.
Escala Descripcion Porcentaje
1 Planta sana, sintomas no visibles en raiz y corona sin necrosis ni 0%
degradacion de raices.
2 Dafio inicial en la raiz, cambio de coloracién en una porcion de esta, 10%
corona sana.
3 Avance del dafio en raices mostrando un color café (inicio de 25 %

necrosis) y corona sana.

Degradacion de raices, necrosis e inicio dafio en cuello. 50 %
Necrosis avanzada del sistema radicular y cuello. 75 %
Corona y raiz completamente necrosada. 100 %

Figura 6. Sintomatologia de la escala de dafio.
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3.6.3 Analisis de datos

Las variables estudiadas fueron: Altura de planta, Longitud de raiz y porcentaje
de Severidad. Los datos obtenidos se les realizaron un analisis de varianza bajo
un disefio completo al azar. Utilizando el programa SAS (Statistical Analyses

System, version 8) y se les hizo comparaciones de medias (Tukey, a= 0.05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento de microorganismos

Se obtuvieron 116 cepas, de los cuales 46 fueron aisladas de raiz, 52 de tallo y

18 de espiga (Cuadro 12).

Cuadro 12. Numero de microorganismos obtenidos de la siembra de tejido de

trigo.

Lugar de muestreo Raiz Tallo Espiga
Las Jaras, Pénjamo, Gto. 9 16 2
La Estrella, Pénjamo, Gto. 2 0
La Estrella, Pénjamo, Gto. 4 0
Colorado de Herrera, Pénjamo, Gto. 3 1
La Estacién, Pénjamo, Gto. 7 10 7
Vista hermosa de la Trinidad, Pénjamo, Gto. 13 12 1
Maritas, Abasolo, Gto. 3 2
Los Prietos, Salamanca, Gto. 3 5

4.2 Purificacion

Con la técnica de cultivos monospadricos se lograron purificar de manera exitosa

los 116 aislamientos, esto fue imprescindible para continuar

caracterizaciones morfologica y molecular de los microorganismos.

las
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4.3 Caracterizacion morfolégica

En base a las claves taxondmicas se lograron identificar en las cepas aisladas,
las estructuras tipicas del género Fusarium, como son macroconidios,

microconidos y clamidosporas (Figura 7).

Figura 7. Estructuras de Fusarium sp., observadas al microscopio. a, b, c, d)

macroconidios en forma de canoa y microconidos. e) clamidosporas. f)

conidioéforos.
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En medio PDA, las coloraciones de las cepas tuvieron diferentes tonalidades de

morado, rosa, naranja, y blanco (Figura 8).

Figura 8. Diferentes coloraciones en algunas de las cepas de Fusarium.

4.4 Cuantificacion y calidad de DNA

La cantidad de DNA que se extrajo de todas las muestras se mantuvo entre los

rangos de 200 a 1000 ng/uL. Al analizar el DNA en el espectro de luz (260/280),

se obtuvo un rango de 1.7 a 2.
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4.5 Amplificacion region ITS con PCR

Los fragmentos, obtenidos de la region ITS que fue previamente amplificada
con los primers 5HP y NL4, fueron de aproximadamente 1,200 pares de bases,
como se muestra en la Figura 9, en donde se aprecia la uniformidad del
desplazamiento de las bandas, con lo que podemos suponer que los

organismos son del mismo tipo.

Sebpeldsnabalbebe
\ 1000 pb

Figura 9. Gel de agarosa con los fragmentos amplificados de la region ITS. La

flecha sefiala el marcador de 1000 pares de bases.
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4.6 RFLPs

Los patrones producidos por las enzimas de restriccion Hha I, Hae Ill y Hinf |
obtenidos de la region ITS, mostraron algunos polimorfismos en los perfiles al
haber sido cortados con dichas enzimas y ser separados en geles de
poliacrilamida 6% (Figuras 10, 11 y 12).Por ejemplo, en las Figuras 10 y 11 se
puede apreciar que las enzimas Hha | y Hae Ill produjeron tres tipos de
polimorfismo, los cuales estan resaltados con flechas. Mientras que en la Figura
12, se observa que la enzima Hinf | produjo dos tipos de polimorfismos, también
se resaltan con flechas. Estas diferencias demostraron la presencia de

diferentes especies de Fusarium.

Figura 10. Perfiles obtenidos con la enzima Hha |, las bandas esperadas se

ubican dentro del recuadro en rojo. Las flechas de color resaltan un tipo de

polimorfismo.
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Figura 11. Perfiles obtenidos con la enzima Hae lll, las bandas esperadas se
ubican dentro del recuadro en rojo. Las flechas de color resaltan un tipo de

polimorfismo.
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Figura 12. Perfiles obtenidos con la enzima Hinf |, las bandas esperadas se
ubican dentro del recuadro en rojo. Las flechas de color resaltan un tipo de

polimorfismo.
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Derivado de lo anterior, los dendogramas generados a partir del analisis de los
cortes con la enzima Hha | se formaron 6 agrupaciones (Figura 13).Mientras
que las enzimas Hae lll y Hinf | formaron 7 agrupaciones (Figuras 14 y 15).
Cabe destacar que cada enzima agrup6 de forma distinta a las cepas. Al hacer
un cuarto dendograma integrando los datos de las tres enzimas, se originaron
15 agrupamientos (Figura 16).A pesar de utilizar RFLPs no se aprecio
claramente una separacion que coincidiera con caracteristicas morfologicas
(tipo de micelio, color, etc.). No obstante, los 15 agrupamientos resultantes se
emplearon para la prueba de patogenicidad en invernadero, seleccionando una

cepa de cada agrupamiento.
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Figura 13. Dendograma generado a partir de los cortes realizados con la

enzima Hha I.
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Figura 14. Dendograma generado a partir de los cortes realizados con la

enzima Hae IlI.
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Figura 15. Dendograma generado a partir de los cortes realizados con la

enzima Hinf I.
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enzimas Hha I, Hae lll y Hinf I, en el cual, se generaron 15 agrupamientos al

Figura 16. Dendograma creado con la informacion de los cortes con las

haber realizado un corte con una perpendicular.



4.7 ISSRs

En las Figuras 17 y 18 se presentan los perfiles que produjeron los iniciadores
(AC)8YG y AC(GACA), al ser separados en geles de poliacrilamida 6%.Para el
analisis del iniciador (AC)8YGse consideraron todas las bandas entre 400 y
2000 pb (Figura 17). Para el iniciador AC(GACA),se consideraron las bandas
entre 400 y 1500 pb (Figura 18).Las bandas generadas produjeron una
diversidad de patrones, el registro de la ausencia o presencia de ellas detectd
variantes (polimorfismos) dentro de individuos de una misma especie, estos
polimorfismos los podemos traducir como mutaciones. En la Figura 17, las
bandas dentro del recuadro azul indican una similitud entre las cepas de
Fusarium, mientras que las bandas fuera del mismo recuadro indican
diferencias entre las cepas. En la Figura 18,a pesar de que con el iniciador
AC(GACA)sse visualizan mayor numero de bandas esto significa mayor
informacion con respecto al iniciador anterior; sin embargo, no se aprecia un

patrén de bandas uniformes, lo que representa diferencias entre las cepas.

Al observar los dendogramas de los iniciadores (AC)8YGy AC(GACA)4(Figuras
19 y 20), se aprecia la complejidad de los polimorfismos ya que ya que los
grupos estan conformados por varias especies, esto puede ser a causa de una
amplia diversidad genética debido a cambios en su estructura genética
(mutaciones). En la Figura 21 se observa un dendograma hecho con la
informacion de los dos iniciadores, donde Se conformaron 14 agrupamientos; al

contrastar estos con las caracteristicas morfoloégicas como coloracion y forma
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de micelio, no se encontrd ningun tipo de relacion o similitud, lo que quiere decir
que las cepas que comparten un mismo grupo varian en cuanto a forma de

micelio, coloracion y velocidad de crecimiento.

Figura 17. Perfiles obtenidos con el iniciador (AC)8YG, dentro del recuadro rojo
se encuentran las bandas tomadas en cuenta para el andlisis. En el recuadro

azul se aprecia un perfil de bandas semejante.

Figura 18. Perfiles obtenidos con el iniciador AC(GACA)4, en el recuadro rojo se

encuentran las bandas tomadas en cuenta para el analisis.
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Figura 19. Dendograma generado con el primer (AC)8YG.
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Figura 20. Dendograma generado con el primer AC(GACA),.
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los primers (AC)8YG vy

Figura 21. Dendograma generado a partir de

AC(GACA),, al realizar un corte transversal se distinguen 14 grupos.
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4.8 Prueba de patogenicidad

4.8.1 Evaluacion de altura de planta

De acuerdo al analisis de varianza (a = 0.05) (Cuadro 17 del Apéndice) la
prueba de comparacion de medias (Tukey), no detectd diferencia significativa
entre tratamientos, lo que significa que no existe variacion sobre la altura de
planta, por lo tanto la presencia de Fusarium no afecta claramente a esta

variable, al menos hasta los 30 dias de la planta (Cuadro 13).

4.8.2 Evaluacion de longitud de raiz

El analisis de varianza (a = 0.05) (Cuadro 18 del Apéndice) y la prueba de
comparacién de medias (Tukey), mostraron que existe diferencia significativa
entre tratamientos, lo que significa que la longitud de raiz varié dependiendo del

tratamiento, por lo tanto Fusarium puede afectar al sistema radical (Cuadro 14).
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Cuadro 13. Comparacion de medias con Tukey (a= 0.05) de la altura de planta.

Tratamiento Media Agrupamiento*
T4 20.25 A
T3 20.125 A
T6 20 A
T8 19.8 A
T7 19.75 A
T9 19.675 A

T16 19.375 A
T2 19.375 A
T5 19.25 A

T10 19.125 A

T11 19 A
Tl 18.875 A

T17 18.875 A

T15 18.875 A

T23 18.875 A

T26 18.75 A

T14 18.75 A

T24 18.625 A

T18 18.625 A

T21 18.625 A

T13 18.375 A

T22 18.375 A

T27 18.375 A

T12 18.325 A

T20 18.25 A

T25 17.875 A

T28 17.85 A

T19 17.625 A

*Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales.
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Cuadro 14. Comparacion de medias con Tukey (a=0.05) de la longitud de raiz.

Tratamiento Media Agrupamiento*

T28 11.625 A

T2 11.125 A B

T3 10.875 A B C
T4 10.625 A B C
T10 10.5 A B C
T21 10.5 A B C
T1 10 A B C
T26 10 A B C
T22 10 A B C
T13 9.875 A B C
T14 9.75 A B C
T23 9.625 A B C
T24 9.5 A B C
T20 9.375 A B C
T25 9.25 A B C
T19 9.25 A B C
T27 9.125 A B C
T5 9 A B C
T15 9 A B C
T6 9 A B C
T9 8.75 A B C
T18 8.75 A B C
T17 8.75 A B C
T16 8.625 B C
T12 8.325 B C
T8 8.25 B C
T7 8.25 B C

*Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales.
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4.8.3 Evaluacion de severidad de la enfermedad

El analisis de varianza (a = 0.05) (cuadro 19 del Apéndice) y la prueba de
comparacion de medias (Tukey), mostraron que existe diferencia significativa
entre tratamientos, lo que indicé variabilidad en el grado de severidad de la
enfermedad en los tratamientos, por lo tanto Fusarium puede afectar al sistema

radical, causando diferentes porcentajes de severidad en el cultivo de trigo.

Por lo tanto, se rechaza la Ho y se acepta la Ha, la cual indica que al menos
uno de los aislados de Fusarium e incluso su combinacién induce sintomas en

trigo.

Los tratamientos 5 y 18 fueron los que produjeron mayor dafio a las raices de
trigo, el que produjo menor dafio fue el tratamiento 4, el tratamiento 28 fue el
testigo. El tratamiento 5 estuvo conformado por la cepa T 5.10, el tratamiento 18
lo conformaron las variantes E 5.3 y R 8.5, aunque estos organismos por Si
solos no representaron un dafio considerable (tratamientos 1 y 2

respectivamente).

Dentro del agrupamiento B se encontraron tratamientos que fueron
conformados por varias cepas, las cuales fueron 22, 24, 27 y 23; también se
encontraron tratamientos compuestos por un solo aislamiento, los cuales fueron
6, 7,8 y 9. Cabe destacar que en los tratamientos 23 y 27 se encontro también

la cepa del tratamiento 9 (Cuadro 15) (cuadro 3 del Apéndice).
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Cuadro 15. Comparacion de medias con Tukey (a=0.05) de la severidad de la

enfermedad.

Tratamiento % de severidad (media) Agrupamiento*
T5 39.75 A
T18 27 A B
T22 225 B
T9 18 B
T7 16.5 B
T6 16.25 B
T24 15.75 B
T27 15.25 B
T23 14.75 B
T8 13.5 B C
T13 12 C
T15 11.25 C
T12 11 C
T25 9.5 C
T2 9.5 C
T16 9 C
T19 8.75 C
T26 8 C
T14 7.75 C
T21 7.5 C
T3 7.5 C
T11 6.5 C
T1 5.75 C
T10 55 C
T17 5.25 C
T20 4 C
T4 2.25 C
T28 0 C

*Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales.
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4.9 Resultados de secuenciacion

Para secuenciar, se tomaron organismos representantes de acuerdo a los
perfiles obtenidos de los RFLPs (Figural6) e ISSRs (Figura 21); también se
tomaron en cuenta aquellos organismos utilizados en la prueba de

patogenicidad (Cuadro 10).

En el cuadro 16 se puede apreciar que el organismo con mayor presencia fue
Fusarium proliferatum, seguido de Fusarium subglutinans y Fusarium

oxysporum.

El organismo que caus6 mayor dafo en raices fuel el T5.10, correspondiente a
F. proliferatum, el cual caus6 un 39.75% de severidad a los 30 dias después de

la siembra del cultivo.

En el tratamiento 18, el organismo R8.5 también correspondio a F. proliferatum,

el cual caus6 un 27% de severidad.

En la Figura 22 se muestra el arbol filogenético, el cual fue construido a partir
de las cepas secuenciadas utilizando el gen TEF, donde se puede observar la
agrupacion por especies y utilizando secuencias del GenBank como referencia.
Dentro del recuadro se aprecian diferentes especies de Fusarium (F.

subglutinans, F. proliferatum y F. thapsinum).
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Cuadro 16. Identidad de los organismos secuenciados.

Muestra Organismo identificado % de identidad

T8.1 Fusarium proliferatum 100
T1.2 Fusarium proliferatum 100
T5.2 Fusarium proliferatum 100
T5.7 Fusarium proliferatum 100
T6.3 Fusarium proliferatum 100
T3.2 Fusarium proliferatum 100
R8.4 Fusarium proliferatum 100
R7.3 Fusarium proliferatum 100
R6.5 Fusarium proliferatum 100

R6.10 Fusarium proliferatum 100

R8.5 Fusarium proliferatum 100
R5.5 Fusarium proliferatum 100
R5.7 Fusarium proliferatum 100

T5.10 Fusarium proliferatum 100
T6.1 Fusarium subglutinans 99
T3.3 Fusarium subglutinans 99
R1.10 Fusarium subglutinans 99
T1.15 Fusarium subglutinans 99

R 6.10 Fusarium subglutinans 99

T1.17 Fusarium oxysporum 99
R6.7 Fusarium oxysporum 99
R4.2 Fusarium oxysporum 99
T1.10 Fusarium oxysporum 99
T7.2 Fusarium oxysporum 99
T1.8 Fusarium oxysporum 99
T6.10 Fusarium thapsinum 99
T1.13 Fusarium thapsinum 100
T6.1 Fusarium thapsinum 99
T21 Fusarium andiyazi 99
E5.2 Fusarium incarnatum 99

E5.1 Fusarium equiseti 98




T3.2 Fusarium proliferatum
T5.7 Fusarium proliferatum
R8.5 Fusarium proliferatum
R6.5 Fusarium proliferatum
R5.7 Fusarium proliferatum
KF715258.1 Fusarium proliferatum
T8.1 Fusarium proliferatum
KF939498.1 Fusarium proliferatum

R5.5 Fusarium proliferatum

R7.3 Fusarium proliferatum

R8.4 Fusarium proliferatum

T5.2 Fusarium proliferatum

_| T1.12 Fusarium proliferatum
T5.10 Fusarium proliferatum

R6.7 Fuasrium oxysporum

DQ435354.1 Fusarium oxysporum

T1.8 Fusarium oxysporum

R4.2 Fusarium oxysporum

T1.17 Fusarium oxysporum

KM462919.1 Fusarium andiyazi

EU091074.1 Fusarium subglutinans
R1.10 Fusarium subglutinans
R6.10 Fusarium proliferatum
T1.15 Fusarium subglutinans
T1.2 Fusarium proliferatum
T3.3 Fusarium subglutinans
T6.1 Fusarium thapsinum
|JX512465.1 Fusarium thapsinum

— E5.2 Fusarium incarnatum

|Tl.13 Fusarium thapsinum
T6.10 Fusarium thapsinum

1GU116579.1 Fusarium cf. incarnatum

E5.1 Fusarium equiseti

Figura

22.

0.05

Arbol

filogenético

generado

a

partir

de

las

cepas

KP008819.1 Trichoderma aff. harzianum

secuenciadas de Fusarium sp.
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4.10 Discusion general

Dentro de las especies de Fusarium que se identificaron se encontraron F.
subglutinans, F. proliferatum, F. oxysporum, las cuales coinciden con lo
reportado por Delgadillo (2008); pero ademas se identificaron las especies F.
thapsinum, F. andiyazi, F. incarnatum y F. equiseti. Leslie y Summerell (2006),
reportaron que F. thapsinum y F. andiyazi, han sido comunmente identificadas
como F. verticillioides en los cultivos de sorgo y mijo. F. incarnatum y F. equiseti
han sido reportados por Castelld y Cabafies (2014) como un complejo que
ataca al cultivo de trigo en Espafia. Ademas, de acuerdo a lo reportado por
Burgess et. al. (2001), F. equiseti puede estar presente en tejido senescente y
es considerado como saprofito, el cual actia como un colonizador agresivo

secundario.

La taxonomia de género Fusarium se ha caracterizado por ser controversial,
como ejemplo es que hasta la fecha, se han publicado cerca de 10 propuestas
diferentes de clasificacion (Leslie y Summerell, 2006). Hasta hace unos afios
solo se basaba en caracteristicas morfoldgicas, haciéndola complicada al
utilizar métodos laboriosos y aun asi, ineficiente para diferenciar a hongos
estrechamente relacionados (Guarro et al., 1999). Es por ello que la biologia
molecular es una herramienta Util que complementa la identificacion vy

clasificacion de seres vivos de un modo eficiente.
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De acuerdo a lo reportado por O’'Donnell et al. (2008), las secuencias del factor
de elongacion (TEF) son las mas apropiadas para la taxonomia, filogenia e

identificacion de especies de Fusarium.

El analisis filogenético ha propiciado la identificacion de especies filogenéticas
dentro de especies morfologicas (el grupo més reducido de individuos
reconocibles que comparten un linaje monofilético), de manera que éstas
constituyen verdaderos complejos de especies. Ejemplos de complejos de
especies son F. oxysporum, F. solani, Gibberella fujikuroi, G. zeae, entre otras
(O’Donnell, 2000; O’Donnell et al., 1998; 2004). Asi, en el complejo de especies
G. fujikuroi se han identificado 43 especies, ocho de las cuales corresponden
con las especies biologicas caracterizadas por Leslie y Summerell (2006), y en
la morfo-especie F. graminearum (teleomorfo Gibberella zeae) asociada a la
Necrosis de la espiga de cebada y trigo se han diferenciado nueve especies, de
las cuales la denominacion F. graminearum se ha mantenido para la especie

méas comunmente asociada con la enfermedad (O’Donnell et al., 2004).
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V. CONCLUSIONES

Las cepas de Fusarium no tuvieron el mismo efecto de patogenicidad al ser

evaluadas de forma individual que en conjunto.

La mayor patogenicidad se identifico en la cepa T5.10 (F. proliferatum) y el
efecto conjunto de R8.5 (F. proliferatum) y E5.3 (no identificado), causando mas

dafio en las raices a los 30 dias después de la siembra.

Las distancias genéticas producidas en los RFLPs, conformaron
agrupamientos, los cuales, sirvieron para seleccionar las cepas de Fusarium

que se utilizaron en la prueba de patogenicidad.

Las agrupaciones generadas por los RFLPs e ISSRs al contrastarlos con

caracteristicas morfolégicas, no produjeron algun tipo de similitud.

Las especies que se identificaron con la secuenciacién fueron F. proliferatum, F.
subglutinans, F. oxysporum, F. thapsinum, F. andiyazi, F. incarnatum y F.

equiseti.
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APENDICE

Cuadro 17. Analisis de varianza efectuado a la altura de planta, con el programa

SAS version 8.

iependent Variable: altu

Source
Model
Error

Corrected Total

Source

TRAT

R=-Square
0.343674

The GLM Procedure

Sum of
DF Squares Mean Square F Value
27 51.7060714 1.9150397 1.63
84 98.7450000 1.1755357
111 150.4510714
Coeff Var Root MSE altu Hean
5.731746 1.084221 18.91607
DF Type 111 55 Hean Square F Value
27 E1.70607143 1.91503968 1.63

Pr > F
0.0478

Pr > F
0.0478

Cuadro 18. Andlisis de varianza efectuado a la longitud de raiz, con el programa

SAS version 8.

ependent Variable: raiz

Source
Mode1
Error

Corrected Total

Source

TRAT

R=Square
0.493083

DF
27
84

DF
27

The GLH Procedure

Sum of
Squares Mean Square F Value
92.643125%0 3.4312269 3.03
95.2425000 1.1338393
187.8856250
Coeff Var Aoot MSE raiz Mean
11.21600 1.064819 9.493750
Type 111 55 Mean Square F Value
92.64312500 3.43122685 3.03

Pr > F
<. 0001

Pr > F
C.0001
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Cuadro 19. Analisis de varianza de la severidad de la enfermedad con el

programa SAS version 8.

lependent Variable: severi

Source
Hode 1
Error

Corrected Total

R=-Square
0.756190

Source

TRAT

DF
27
84
111

[

DF
27

The GLM Procedure

Sum of
Squares Hean
T125.026786 263.
2297.25%0000 27.
9422 276786
oeff Var Root MSE
44 ,33837 5.229552
Type 111 55 Mean
7T125.026786 263.

Square F Value Pr > F
gaags1 9.65 <.0001
348214
sever i Mean

11.79464
Square F Value Pr > F
gaags1 9.65 <.0001
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