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RESUMEN

Con el objetivo de diferenciar aislamientos del agente causal de la rofia del trigo
(Fusarium graminearum Shw. Petch), de acuerdo al grado de patogenicidad en espigas
inoculadas, asi como por huellas de ADN detectadas por la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), se evaluaron 10 aislamientos de F. graminearum, procedentes de
los estados de México, Michoacén, Jalisco, Tlaxcala y Puebla. La inoculacién se
realiz6 a una concentracién de 200,000 macroconidios por ml, en seis materiales de
trigo, manteniendo las plantas 72 h a humedad relativa aproximada a 100%. La
extraccion de ADN de los aislamientos se realizé por la técnica propuesta por George
et al. (1997), y fue amplificado por PCR utilizando iniciadores aleatorios. La prueba
de Tukey, para el analisis de patogenicidad muestra traslape entre aislamientos, sin
embargo el aislamiento procedente de Juchitepec se ubica como el aislamiento mas
patogénico y el de Tepatitlan como el menor. De acuerdo al Coeficiente de Similaridad
Genética estimado en el anélisis de ADN, todos los aislamientos estan relacionados,
formando tres grupoé; el primero formado por los aislamientos de Calpulalpan,
Potzumarén y Tepatitlan; el segundo por Chapingo, Juchitepec, Metepec I y Jests
Maria; y el tercero por Bonilla- y Metepec II. El aislamiento Cuyuaco no se ubica en
agrupacion alguna. Por lo anterior, se concluye que para poder diferenciar el grado de
patogenicidad entre aislamientos de diferentes regiones geograficas por PCR es

necesario utilizar un mayor nimero de aislamientos e iniciadores.

Palabras clave: Fusarium graminearum, patogenicidad, PCR, ADN, Coeficiente de Similaridad Genética.
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SUMMARY

With the objective to differentiate strains of the causal organism to the Fusarium head
scab (Fusarium graminearum Shw. Petch), according with the pathogenic leave on the
spikes inoculated, as well as for DNA marks detected by Polymerase Chain Reaction
(PCR), were evaluated 10 strains of F. graminearum, from México state, Michoacan,
Jalisco, Tlaxcala and Puebla. The inoculation was carry out to the next concentration of
200,000 macroconidias / ml, on six materials of wheat, the plants stayed 72 h to the
relative moisture among to the 100%. The extraction of DNA to the strains was carried
out for the technique proposal by George et. al. (1997), and was amplify in PCR, to used
randoms primers. The Tukey test for the pathogenic analysis showed overlap between
strains, however the strains from Juchitepec town was considered the more pathogenic
strain, and the Tepatitlén town strain was the minor pathogenic. According with the
Genetic Similar Coefficient to estimate on the ADN analysis, all the strains are related,
to formed three groups, the first is integrated for the Calpulalpan, Potzumaran, y
Tepatitlan strains, the second group are Chapingo, Juchitepec, Metepec I and Jests
Maria; and the last Metepec II and Bonilla. The strain Cuyuaco wasn’t located in some
group. Due to the previous, we conclude that if want differences the pathogenic leave
between strains from different geography’s regions by PCR, is necessary to use a larger

number of the strains and primers.

Key words: Fusarium graminearum, pathogenic, PCR, DNA, Genetic Similar Coefficient.
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1. INTRODUCCION

Fusarium graminearum Schwabe (estado sexual Gibberella zeae Shw., Petch) es
el agente causal de la roﬁé, tizon de la espiga de trigo o fusariosis. De acuerdo con
Parry er al. (1995) los primeros reportes de esta enfermedad se hicieron en Inglaterra
en 1884 por Smith, quien la atribuye a Fusisporum culmorum. En los Estados
Unidos, fue reportada en 1890 por Chester, en 1891 por Artur y en 1892 por Detmers
quien también atribuye la enfermedad a F. culmorum (Parry et al., 1995). En Japén
fue observada en 1902 (Ireta y Gilchrist, 1994). En la década de los veinte, diversos
autores como Johnson, Fogelman y Koehler, identificaron por primera vez como
principal agente causal de la rofia de la espiga a F. graminearum en los cultivos de
trigo de Estados Unidos (Parry ef al., 1995). En México esta enfermedad se observé
en 1977 en el area del Altiplano de Jalisco, aunque en esa ocasién no se preciso la

especie del patdgeno responsable (Huerta, citado por Ireta y Gilchrist, 1994).

En la actualidad, la rofia o tizén de la espiga se presenta en las regiones célido
humedas del mundo, como el Norte-Centro de Europa y Asia; principalmente en
China y Jap6n, donde se menciona como endémica (Arthur, citado por Ireta y
Gilchrist, 1994; McMullen et al.,1997). Se tienen reportes de su presencia en la zona
costera del Norte de Africa, Norte cie Estados Unidos y Sur de Canad4, asi como la
parte Sur del Continente americano (Arthur, citado por Ireta y Gilchrist, 1994). En
Meéxico esta enfermedad se encuentra con mayor incidencia en areas de temporal en

los estados de Jalisco, Michoacan, México, Tlaxcala e Hidalgo; también se ha



observado en trigo de riego durante el verano en la zona del Bajio en Guanajuato

(Ireta y Gilchrist, 1994).

La rofia o tizon de la espiga del trigo ha causado serios dafios econémicos en su
produccién. En el Valle del Yangtze China en una epidemia de dos afios en los 30’s,
causé pérdidas del 40%, y cada afio en este lugar afecta alrededor de siete millones
de hectareas y en uno de cada cinco afios las pérdidas alcanzan el 50%. En el periodo
de 1951 a 1985 el promedio de frecuencia de epifitias de la rofia fue de 54.2%, la
incidencia fue de 50 a 100% y la produccién se redujo en un 5 a 15% (Chaofei,
citado por Ireta y Gilchrist, 1994). En Japén se han reportado pérdidas hasta del 50%
(Galich, 1989). En Rumania se reportaron pérdidas en 1972 y 1981 de 70 y 40%
respectivamente y en Hungria hubo pérdidas de 40 a 50% en 1970 (Kiikedi, citado
por Parry et al., 1995). En Argentina han ocurrido epidemias en los afios 60’s, 70's y
80’s (McMullen et al., 1997). Durante 1978 las pérdidas en este pais se estimaron en
30% en el Este de las provincias de Santa Fe y Cordoba, mientras que en el Oeste de
la misma regién se estimaron en 10%; en 1985 las pérdidas en las areas Centro
Oeste, Centro Este y Centro Sur fueron de 9.3, 13.3 y 5.4%, respectivamente (Galich,

1989).

En Estados Unidos la rofia de la espiga fue encontrada en 31 de 40 estados
muestreados en 1917 y se estimé una pérdida de 288,000 toneladas, siendo mas
afectados los estados Ohio, Indiana e Illinois; en 1919 las pérdidas fueron de 2.18
millones de toneladas, mientras que en 1980 se dio una epidemia en los estados de
Kansas, Nebrasca, Missouri, Oklahoma, Iowa, Indiana y New York; en 1982

ocasiono una reduccién en la produccién total de trigo de 2.72 millones de toneladas



siendo esto un 4% del total de la produccion de este pais, y para 1996 se tuvieron
pérdidas en once estados, afectando 6.1 millones de hectareas de las 29.1 millones
que fueron sembradas, dando como resultado casi un 25% del total (McMullen et al.,

1997).

En las regiones productoras de trigo de temporal en México, como en la Sierra
Tarasca en Michoacén, la region de los Altos de Jalisco, Sierra del Tigre y Tapalpa,
asi como en el Valle de Toluca y la region de Jicotepec, estado de México, la
presencia de la rofia de la espiga es alta; también en los Valles Altos de Tlaxcala e
Hidalgo tiene una presencia importante. Su incidencia se ha incrementado en los
ltimos afios debido a que en estas regiones se practica la rotacién maiz- trigo, y este
kongo ataca a los dos hospedantes, presentando incidencias hasta del 60% a nivel
poblacional y del 10 a 15% a nivel individual o de espiga. Esto constituye un dafio
moderado en el rendimiento, aunque cuando se presenta en variedades susceptibles,
puede disminuir la produccién comercial hasta en un 17% (Ireta, 1986; Ireta y
Gilchrist, 1994).

En México se cultivan 227 299 hectreas de trigo en condiciones de temporal
(SAGAR, 1997). En estas siembras la rofia o tizén de la espiga F. graminearum es
una enfermedad importante, sobre todo en lugares donde se tiene humedad relativa
continua, y un rango de temperatura de 25 a 30°C (SARH, 1992; McMullen et al.,
1997).

La mejor opcién de control para F. graminearum es el uso de variedades
resistentes de trigo de temporal (SARH, 1992; Ireta y Gilchrist, 1994; Parry et al.,

1995; McMullen et al., 1997). Se han detectado genotipos de trigo con buen grado de



resistencia, principalmente los trigos suaves; sin embargo, la versatilidad de
comportamiento de F. graminearum a dificultado su control (Ireta y Gilchrist, 1994).
El mantener la resistencia de la mayoria de los trigos comerciales, seria a expensas
del rendimiento y calidad (McMullen et al., 1997). Diversos autores de diferentes
partes del mundo como Miller en 1985 de Canada, Hanson en 1950, Bai et al. en
1989, Wilcoxson en 1992 de Estados Unidos, Saur en 1991 de Francia, Mielke en
1980, Miedaner y Walther en 1987 de Alemania, Tomasovic en 1989 de Yugoslavia,
Liu 'y Wang en 1991 de China y Brahma en 1988 de la India, concluyen que no hay
cultivares de trigo inmunes a F. graminearum la gran mayoria son susceptibles y
unos pocos son moderadamente resistentes (Parry et al., 1995).

En 1984 cuando Mesterhazy inoculé espigas de trigo de dos genotipos con
aislamientos de F. graminearum encontré que la diferencia entre la patogenicidad de
los aislamientos se debia a la resistencia que presentaba cada uno de los genotipos.
Otros autores reportan que la variacién en la patogenicidad puede ser atribuida a la
edad y condicion del aislamiento, més que a la determinacion genética del patdégeno
(Parry et al., 1995).

Estudios recientes en la biisqueda de fuentes de resistencia a la rofia o tizén de la
espiga involucran técnicas moleculares como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para identificar individuos genéticamente resistentes basados en
Marcadores Moleculares de PCR (Gilbert et al., 1996). Sin embargo, también se ha
utilizado PCR en la deteccién y cuantificacion de especies de Fusarium (Nicholson
et al, 1996), mas no asi para la identificacion de razas fisiolégicas en
F graminearum sobre todo, cuando no se cuenta con plantas diferenciales de trigo

para la identificacién de razas fisioldgicas de este hongo.



En México uno de los estudios maés recientes en variacién genética de hongos
fitopatégenos donde se involucran técnicas moleculares como polimorfismo en
fragmentos de restriccion del ADN (RFLPs), fue realizado por Leyva (1998) en
Septoria tritici, donde se evidencia una vez mas la variacién fisiol6gica entre
aislamientos. Con este antecedente y ya que en México no se tienen estudios
anteriores de la diferenciacion de aislamientos de F. graminearum con alguna técnica
molecular, se establecieron los siguientes objetivos:

1) Observar el comportamiento de seis genotipos de trigo de temporal
tolerantes y susceptibles, inoculado con diferentes aislamientos de
F. graminearum

2) Diferenciar aislamientos de F. graminearum de acuerdo al nivel de
virulencia en trigo

3)  Definir los protocolos para la extraccion de ADN de F. graminearum'y
la técnica de RAPD's para futuros trabajos.

4) Diferenciar aislamientos de F. graminearum por medio de RAPD’s -

PCR



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Morfologia y fisiologia de F. graminearum

F. graminearum presenta fidlides laterales cortos de 3.5p X 10u a 14p y
macroconidios en forma de canoa de 2.5u - 5p - 6p con 3 a 7 septas. Una caracteristica
distintiva de los macroconidios de este hongo es la célula basal en forma de pie; esta
especie no produce microconidios. La produccién de macroconidios en medio de cultivo
se realiza sobre fialides simples, que pueden o no estar sobre conidiéforos ramificados o
agrupados formando un esporodoquio. Produce abundante micelio aéreo que se torna
rosa hasta rojo intenso o purpura cuando hace contacto con el agar (Ireta y Gilchrist,
1994).

Fusarium produce esporas sexuales e inverna en el suelo o restos de plantas en forma
de micelio; las esporas asexuales de pared gruesa son denominadas clamidosporas
(Agrios, 1985). La formacion de clamidosporas se puede observar en forma intercalada
o terminal en el micelio o en los macroconidios; las clamidosporas son de forma
globosa, llegando a medir de 10p a 12p de diametro (Ireta y Gilchrist, 1994).

F. graminearum es de las pocas especies que produce peritecios en condiciones de
campo. Los peritecios representan la fase sexual del hongo (Gibberella zeae) y se les
observa sobre las glumas del trigo, emergiendo del tejido de éste. Dichos peritecios
juegan un papel importante en la supervivencia del patégeno de un afio a otro, ya que

junto con el micelio que permanece sobre los restos del cultivo anterior, representan la



fuente de in6culo inicial de la fusariosis; los peritecios son de color pirpura a negro y se
forman a partir de un estroma inconspicuo o ligero; son de forma ovoide, papilada, con
un diametro de 150p a 350p . Cada peritecio posee ocho ascas distribuidas en su
interior, las ascas son de forma clavada y llegan a medir 8 pallpX 60pa85u. De igual
forma, cada asca posee en su interior ocho ascosporas que miden de 3p a Sp X 17p a
25p y presentan de una a cuatro septas. Las ascosporas son de color subhialino a

ligeramente amarillo-café, con las puntas redondeadas (Ireta y Gilchrist, 1994).

2.2. Hospederos

Los hospederos mas comunes de F. graminearum, ademés del trigo, son la cebada, la
avena, el centeno, el maiz, la alfalfa y el triticale (Ireta y Gilchrist, 1994). También se
han reportado gramineas silvestres como Brachiaria plantaginea (LK.) Hitch,
Pennisetum purpureum Chumach, P. clandestinum Chiov., Digitaria sanguinalis (L.)
Scap, Paspalum spp., Andropogon- bicornis L. y Eryathus sp., como hospederos

secundarios o sustratos saprofiticos (Ries, 1989).

2.3. Epidemiologia
2.3.1. Sobrevivencia

El in6culo sobrevive como micelio o clamidosporas de forma sapréfita en el suelo y
es considerado como el principal reservorio (Parry et al. , 1995). Otra fuente importante
de inéculo son los granos de trigo infectados que quedan en el suelo después de la
cosecha, ya que debido a su bajo peso, los granos son arrojados junto con la paja de

trigo, donde permanecen hasta el siguiente ciclo (Ireta y Gilchrist,1994). En el caso de



Gibberella zeae la fuente principal de inéculo son las ascosporas producidas en el

interior de los peritecios (Ireta y Gilchrist, 1994; Parry et al., 1995).

2.3.2. Diseminacién de inéculo

La lluvia es un importante medio de dispersion, asi como el agua de riego y el viento
(Parry et al., 1995). La mayoria de las semillas infectadas son eliminadas por la
trilladora y caen al suelo, donde se mantienen en la superficie y son fuente de indculo
para el cultivo del afio siguiente (Ireta y Gilchrist, 1994). Los conidios no son adaptados
a la diseminacion anemofila por estar embebidos en una sustancia gelatinosa que los
protege de la desecacion, y que sélo es disuelta por el agua. Por lo tanto, este tipo de
inéculo es diseminado por la salpicadura de la lluvia y consecuentemente a corta
distancia. Contrariamente, las ascosporas contenidas en los peritecios requieren agua
para ser lanzadas al aire y transportadas por el viento en todas direcciones (Ries, 1989).
Windel, citado por Parry er al. (1995) reporta que el escarabajo Glischrochilus
quadrisignatus podria ser un insecto muy importante en la diseminacién de inéculo de

Fusarium.

2.3.3. Condiciones ambientales

Las condiciones apropiadas para la producciéon del in6culo son humedad relativa
elevada y una temperatura ligeramente caliente (McMullen et al., 1997). Cook y
Christen, citados por Parry et al. (1995), reportan que F. graminearum tiene un
crecimiento 6ptimo entre 20 y 30 °C; por otra parte Miller y Trenholm (1994),
mencionan que se desarrolla mejor en areas hiimedas y con temperaturas de 30 °C. La

temperatura requerida para la formacién de macroconidios es de 16 a 36 °C, con un



optimo de 32 °C. La formacion de peritecios en campo se observa de cuatro a cinco
semanas después de las primeras infecciones, siempre y cuando las condiciones
ambientales se mantengan favorables. Se ha observado que las ascosporas se pueden
producir con temperaturas de 13 a 33 °C, con un éptimo de 25 a 28 °C (Reis, 1989; Ireta
y Gilchrist, 1994). La luz ultravioleta es un factor importante en la formacién de
peritecios (Reis, 1989). Bajo condiciones de las Sierras de Jalisco y de Michoacén se ha
observado que la humedad relativa alta es més determinante que la temperatura alta para

la produccidn de los sintomas del tizén de la espiga (Ireta y Gilchrist, 1994).

2.3.4. Infeccion y colonizacién de espigas

El in6culo al ser diseminado por el viento es depositado sobre las anteras de trigo que
salen de la flor después de la antesis, se trata de una infeccién floral (Ries, 1989; Ireta y
Gilchrist, 1994). Las primeras infecciones se pueden iniciar indistintamente a partir de
ascosporas o macroconidios (Ireta y Gilchrist, 1994). Una vez sobre las anteras, con
humedad relativa alta y temperatura de 25 a 28 °C, las esporas germinan y penetran
rapidamente en la flor de trigo usando los filamentos como vehiculo para pasar del
exterior al interior de la flor (Ries, 1989). La infeccién ocurre después de 24 h de
humedad relativa del 100% y temperatura de 25 °C (Parry et al., 1995). Ireta y
Gilchrist (1994) reportan que una temperatura de 10 a 30° C y humedad relativa mayor
de 95% durante 40 a 60 h son suficientes para que la infeccién con macroconidios en las
espigas tenga éxito; sin embargo, en el Valle de Toluca en el estado de México, los
sintomas sélo se pueden observar hasta después de 72 h de la inoculacién.

Se ha indicado que el hongo necesita de las anteras como base sapréfita para poder

penetrar en la flor, debido a que F. graminearum es saproéfito facultativo y parasito bajo



ciertas condiciones (Ireta y Gilchrist, 1994). El périodo de susceptibilidad del trigo es
principalmente durante la floracion, por lo tanto si no hay anteras expuestas, el hongo
dificilmente llegara al interior de la flor (Ries, 1989). En caso de que aun no hayan
salido las anteras, las esporas pueden permanecer viables por algunos dias en espera de
las anteras, para posteriormente iniciar el proceso de penetracion (Ireta, 1986). También
existe evidencia preliminar de que los conidios, una vez que han germinado, pueden
penetrar directamente a través de las glumas (Ireta, 1986; Parry ef al., 1995).

La presencia del patogeno sobre la flor de trigo incrementa la concentracién de
glucosa y fructuosa en las glumas, sin embargo el efecto de estas sustancias sobre
F. graminearum no ha sido aclarado (Parry et al., 1995). Strange, citado por Parry et al.
(1995) reporta que la betaina y colina, estimulan el desarrollo del patogeno. Dichas
sustancias se encuentran en forma normal en la planta, principalmente en las anteras y en
el ovario de la flor, pero bajo las infecciones de F. graminearum aumentan su
concentracion, lo que determina la especificidad del hongo para los 6rganos florales del

trigo (Ries, 1989; Ireta y Gilchrist, 1994).

2.3.5. Sintomatologia

La infeccidn inicial aparece como una pequefia mancha obscura en las glumas de las
espiguillas del tercio medio de la espiga o sobre el raquis (Parry et al., 1995). La
espiguilla infectada pierde clorofila rapidamente y se torna descolorida. Posteriormente
el crecimiento del micelio del hongo sobre las bandas y base de las glumas le da un
aspecto algodonoso de color rosa salmén a rojo. Si la severidad del ataque es moderado,
los granos pueden quedar chupados y bajos de peso, ademas de tomar una coloracién

blanquecina (Parry et al., 1995).
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La formacién de peritecios es asociada con Gibberella zeae y se puede observar
cuando el cultivo en general ha llegado o est4 préximo a la madurez. Es entonces cuando
sobre las espiguillas enfermas aparecen manchas de peritecios de color negro que
parecen emerger de los tejidos infectados (Ireta y Gilchrist, 1994; Parry et al., 1995).

En las localidades de México donde se presenta la enfermedad en las siembras de
trigo de temporal, s6lo se han observado peritecios en el trigo cultivado en la Sierra del

Tigre y en los Altos de Jalisco (Ireta y Gilchrist, 1994).

2.4. Daiios

Los dafios mas intensos estan relacionados con la muerte de las plléntulas, la reduccién
del rendimiento debido al aborto de las flores o la produccién de granos huecos o
chupados, variando en intensidad segtin las condiciones climaticas del afio o de las
regiones sembradas.

En el Valle del Yangtze en China ocasiona pérdidas en uno de cada cinco afios del
50% (Chaofei, citado por Ireta y Gilchrist, 1994). Los efectos en la calidad del grano son
la reduccién de proteina bajando la calidad de harina, ademds del riesgo de las
micotoxinas, en donde la toxina m4s comunmente asociada con la infeccién de F.
graminearum es deoxynivalenol y zearalenona (Mesterhazy, 1996; Piifieiro, 1996;

McMullen et al., 1997).

2.4.1. Contaminacién por toxinas
El término micotoxina se refiere a metabolitos fingicos que son tdxicos para los
animales, incluyendo al hombre. Afectan de diferentes maneras, causando desde

pérdidas de peso, temblores musculares y pérdida de la coordinacién muscular, hasta
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cancer y muerte del animal; son efectivos en cantidades muy pequefias (Ulloa y Hanlin,
1978). Las micotoxinas se incluyen en el grupo de los tricotecenos. El género Fusarium
es uno de los mas prolificos en la produccién de micotoxinas; especialmente cuando
ataca cereales como el maiz, el trigo, el arroz o el sorgo (Ireta y Gilchrist, 1994). La
toxicidad genétiga de especies de Fusarium es ahora reconocida como uno de los
mayores problemas en la agricultura. Las extensivas investigaciones de las dos décadas
pasadas han revelado un gran nimero de metabolitos secundarios téxicos (Miller y
Trenholm, 1994).

F. graminearum produce metabolitos que tienen diversos origenes biogénicos y
toxicos. Algunos de estos compuestos son micotoxinas y a otros no se les conoce su
funcién (Ireta y Gilchrist, 1994). Las micotoxinas que mas produce este patégeno son
deoxynivalenol (DON), nivalenol (vomitoxinas) y zearalenona (ZEA); produciendo en
mayor cantidad DON (Reid et al., 1996; McMullen et al., 1997; Bowden y Leslie, 1999;
Nyvall et al., 1999; Du Toit y Pataky, 1999; Salas et al., 1999).

Salas et al. (1999) mencionan que todos los aislamientos de F. graminearum
produjeron DON en un rango de 14.4 a 56 ppm y 15 acetyldeoxynivalenol en un rango
de 1.4 a 7.0 ppm. Por otra parte, Mesterhazy (1996) reporta que DON se encontré en
concentraciones de < 80 a >1 000 mg kg ™' y los niveles de ZEA < 100 mg kg 7.

Los efectos toxicos de los metabolitos son variados, dependiendo del consumidor.
Los cerdos muestran ser los mas afectados, seguidos por el ganado vacuno y finalmente,
por el ganado aviar (Ireta y Gilchrist, 1994).

La toxina DON puede inducir vémitos en cerdos, pérdida de apetito y de peso (Reid,

1996). En concentraciones de > 2 mg kg™ en alimento producen inapetencia y



disminuci6n de la ganancia de peso, vomito y rechazo en concentraciones de > 20 mg
kg de alimento (Ireta y Gilchrist, 1994). Induce también espasmos musculares y
vomitos en humanos (Nyvall ez al., 1999).

Zearalerona es un estrégeno (Ries, 1996), que puede ocasionar enrojecimiento e

hinchamiento de vulva, prolapso vaginal y en ocasiones prolapso rectal en los cerdos; las
lechonas pueden presentar problemas de fecundidad (Ireta y Gilchrist, 1994).
La toxina T, es aproximadamente 10 veces mas toxica que el deoxinivalenol para
mamiferos, ocasionando disminucién de la ingestion de alimentos, irritacién cutdnea y
gastrointestinal, neurotoxicidad, crias con anomalias, mayor sensibilidad a enfermedades
y hemorragias; sin embargo, es menos téxica para las variedades de trigo (Ireta y
Gilchrist, 1994).

Existen algunos reportes en Rusia, Argentina, Japén y China del efecto que causa el
grano dafiado al ser consumido por seres humanos. En china se han realizado estudios
epidemioldgicos del cancer esofagico y se ha encontrado que est4 ligado a la exposicién
de altas dosis de F. moniliforme, el cual se ha demostrado que produce una gran cantidad
de toxinas. La ingestién crénica de pequeiias cantidades de tricotecenos puede provocar
efectos secundarios importantes como la supresién del sistema inmunolégico a la
predisposicion a enfermedades infecciosas. Se deben tomar precauciones para no inhalar
el polvo o esporas de Fusarium y evitar el contacto directo de la piel con granos
infectados. La regulacién de manejo del grano infectado se realiza s6lo en algunos
paises. En Estados Unidos los niveles admitidos por la Administraciéon de Alimentos y
Drogas (Food and Drug Administration) en grano y harina de trigo son de 2.0 y 1.0 mg

kg 7, respectivamente (Ireta y Gilchrist, 1994). En la naturaleza, la patogenicidad sobre
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las mazorcas de maiz y espigas de trigo parece estar correlacionada con la produccion de
DON y 15 acetildeoxinivalenol (15- ADON) (Ireta y Gilchrist, 1994).

Reid et al. (1996) y Salas er al. (1999) reportan que los niveles de toxina estan
correlacionados con la evaluacién visual de la severidad de la enfermedad. La
contaminacion de los granos con toxinas es proporcional a 1a severidad de la infeccion
de los granos de la espiga. Cuando no se observa infeccion, la concentracién de DON no
es detectable (Mesterhazy, 1996). Los altos niveles de DON sélo se encuentran en
plantas severamente infectadas y los bajos niveles de toxina se relacionan con una baja
incidencia en campo de la enfermedad (Pifieiro, 1996). La invasién de los granos por
Fusarium destruye los granulos de almidén, el almacenamiento de las proteinas y la

pared celular, dando por resultado un producto de baja calidad (Ireta y Gilchrist, 1994).

2.5. Control

Para reducir el riesgo de una epidemia se deben realizar medidas de control como por
ejemplo: las técnicas culturales, el uso de fungicidas, ademas de las variedades
resistentes, con las cuales se disminuye la cantidad de inéculo, se previene su dispersién
y se protege de la infeccion a la espiga (Parry ef al., 1995).

La importancia de la rotacién de trigo con cultivos tales como trébol, alfalfa, papa,
lino y maiz para el control del tizén de la espiga fue propuesto por Bolley desde 1913.
Las recientes investigaciones sugieren que la rotacién maiz-trigo incrementa la
incidencia de la enfermedad (Abramson, citado por Parry et al., 1995); Pero el enterrar
o eliminar los residuos de cosecha disminuye la viabilidad del patégeno (Wilcoxson,
citado por Parry et al., 1995). Aunque la transmisién por ‘semilla no es un factor

importante en la diseminacion de la enfermedad, es conveniente usar semilla
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certificada, pues de esta manera se controla mejor la incidencia de cualquier patégeno y
S¢ ascgura un mayor vigor (Ireta y Gilchrist, 1994).

El uso de fungicidas es una medida complementaria de control cuando las
condiciones ambientales son favorables para el desarrollo de la enfermedad en la
floracion de trigo (Galich, 1996). Uno de los fungicidas mas efectivos es tebuconazole
(triazole) (Galich, 1996; Parry et al., 1995). Pbr otra parte, Dill-Macky (1996) reporta
que Benlate (benomyl) es de los fungicidas mas efectivos y esta registrado su uso en
trigo en los Estados Unidos. Sin embargo, Parry et al. (1996) reportan que en una prueba
de efectividad, rango de efectividad y rango de aplicacion de fungicidas en invernadero,
el tebuconazole y prochloraz aplicado 7 dias antes de la inoculacién, fueron los mas
efectivos en el tratamiento pre-inoculacién; en el tratamiento post-inoculacion
tebuconazole, chlorothalonil y prochloraz presentaron una reduccion significativa de la
severidad de la enfermedad; en el tratamiento de 5 dias post-inoculacion sélo prochloraz
redujo significativamente la severidad. Los fungicidas triazole, triadimefon vy
propiconazole redujeron la enfermedad en un 39 a 61%, y también redujeron la
concentracién de DON en 34 a 79% (Parry et al., 1995). Se tienen reportes de que
tridemorph en 6 a 8 ppm inhibe Ila produccién de la micotoxina T, para
F. sporotrichioides, pero incrementa el crecimiento fungoso; con altas concentraciones
de 30 a 50 ppm el fungicida inhibe el crecimiento fungoso alrededor del 50%, pero
estimula la concentracién de micotoxina T, (Moss y Frank, citado por Parry et al.,
1995). Uedo y Yoshizawa en 1988 encontraron que thiophanate-methyl aplicado a la
emergencia de espigas y antesis reduce la incidencia de la enfermedad y la

contaminaciéon por DON y nivalenol (Parry et al., 1995). En Brasil Neto y Giordani
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(1989) reportan que la aplicacién de tiabendazol (500 g i.a. ha') y carbendazim (250 g
i.a. ha™) resultaron con el menor porcentaje de granos infectados.

El uso de variedades resistentes es el método de control mas utilizado. Se han
reportado tres mecanismos de resistencia en las plantas de trigo. La del tipo 1 referida a
la resistencia de penetracion, que previene la penetracion inicial del hongo; la del tipo 2
es resistencia a la expansion, en donde el crecimiento del hongo se reduce al punto de.
penetracion (al grano); la de tipo 3 est4 relacionada a la resistencia bioquimica en donde
las toxinas producidas por el hongo son degradadas por la planta (Gilchrist et al., 1996).
Sin embargo, Wan y Miller, citados por Parry et al. (1995). reportan que existe
resistencia de tipo 4 que es la tolerancia a altas concentraciones de DON.

Se considera que la heredabilidad de la resistencia a F. graminearum es de tipo
poligénico (Ireta y Gilchrist, 1994). Algunos autores proponen que existe un gen
dominante y algunos menores en la variedad Sumai 3, mientras que otros reportan dos o
tres genes mayores; esto concluye que la resistencia esta controlada sélo por unos pocos
cromosomas (Buerstmayr et al., 1996). Snijder reporta que el nimero de genes
segregantes que gobierna la resistencia es entre uno y seis (Parry ef al., 1995).

La resistencia a Fusarium es cuantitativa, debido a que la resistencia completa no se
ha descubierto. La resistencia en plantas es controlada por dos a cinco genes mayores y
el resto son genes menores (Miller y Trenholm, 1994).

Por muchos afios, la resistencia al tizén de la espiga se ha concentrado en el tipo1y?2
(Gilchrist et al., 1996). La baja compatibilidad de la resistencia, caracteristicas
agrondmicas pobres y baja calidad de las fuentes de resistencia conocidas, asi como los
problemas de la seleccién por el método convencional (Galich, 1996), han ocasionado la

busqueda de otros métodos para obtener material resistente, como el uso de la ingenieria
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genética en la introduccién de genes exdgenos en trigos duros, destacando la produccién
de mutantes transformados con el gen tri5, el cual es responsable de la produccién de
tricotecenos (Desjardins et al., 1996).

En la actualidad en la mayoria de las lineas resistentes de China, se ha encontrado que
altos niveles de resistencia (expresados como una baja severidad de la enfermedad), se
combina con bajos niveles de concentracién de DON. El seleccionar estas lineas y
utilizar técnicas moleculares para identificar los genes de resistencia de tipo 3, deben ser
la pauta a seguir en la bisqueda de resistencia al tizén de la espiga del trigo (Pifieiro,

1996).

2.6. Especializacién patogénica

Existe una especializacién patogénica de F. graminearum en relacion con su lugar de
ataque en las plantas de trigo; esta situacién ha dado lugar a la formacién de dos
poblaciones del hongo denominadas Grupo I 6 heterotalico y Grupo II u homotalico
(Kommedahl, citado por Ireta y Gilchrist, 1994).

El grupo I es un hongo del suelo que ocasiona pudriciones de la raiz y corona del
trigo y otros granos. Se encuentra en gran cantidad en las régiones de Australia, Sur de
Africa y Estados Unidos. No se obtienen peritecios de cultivos monoconidiales, se dice
que este grupo es heterotalico y / o infértil (Francis, citado por Bowden y Leslie, 1996;
Smiley y Patterson, 1996).

El grupo II es un patdgeno aéreo que ocasiona la enfermedad del tizén de la espiga
de trigo y ataca a otros granos pequefios. Los miembros de este grupo son homotalicos,
producen abundantes peritecios en campo y bajo condiciones de laboratorio (Francis,

citado por Bowden y Leslie, 1996).

17



Cullen e al., citados por Bowden y Leslie (1996) diferenciaron dos subgrupos de
G. zeae para la rofia de la mazorca en maiz, El tipo A es patogénico a maiz, de rapido
crecimiento, produce colonias con pigmentaciones rojas, abundante micelio aéreo y
variacién en los niveles de zearalenona. El tipo B es no patogénico a maiz de bajo
crecimiento y produce apresorios, colonias de coloracién amarillo obscuro y altos
niveles de zearalenona. La relacion de los aislamientos A y B no se conoce, pero es
posible que el tipo sea infectado por un mycovirus; sélo se ha reportado esta evidencia
de especializacién patogénica en G. zeae.

Las observaciones realizadas en los aislamientos colectados en los estados de Jalisco,
Michoacan y México, indican que el grupo Il de F. graminearum es el que prevalece en
estas regiones. Los dafios siempre se han observado en las espigas y ocasionalmente
sobre las raices y corona. En algunas areas como el estado de México (Juchitepec,
Ozumba y Temamatla) se le ha encontrado asociado con otros hongos, ocasionando

dafios a la raiz y corona (Ireta y Gilchrist, 1994).

2.7. Especializacion fisiologica

Mesterhazy, citado por Parry et al. (1995) reporta el trabajo de cuatro cultivares de
trigo y dos especies de Fusarium encontrando una respuesta similar de los cultivares a
F. graminearumy  F. culmorum. Por otra parte, en una serie de experimentos donde se
inoculé a especies de Fusarium en cultivares de trigo, se observaron pequefias
diferencias en respuesta a F. graminearum y F. culmorum (Stack y McMullen, citados
por Parry et al., 1995).

Es facil observar en los medios de cultivo las diferencias entre los hongos del tizén de

la espiga colectados en distintas regiones. Esas diferencias conciernen principalmente al
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color de la colonia, la tasa de crecimiento, la produccién de peritecios, etc. Hasta el
momento no han sido concluyentes los informes relacionados con las diferencias en
cuanto a la patogenicidad o razas fisiolgicas (Kohli, 1989).

En China se reportan diferencias significativas de patogenicidad entre aislamientos de
F. graminearum que se dividieron en tres tipos: fuerte, moderado y débilmente
patogénico. Estos resultados muestran diferencias significativas de patogenicidad entre
aislamientos de F. graminearum para lugares con diferentes regiones ecolégicas que
presentan frecuencia de epidemias. La incidencia de aislamientos altamente patogénicos
para las regiones de alta frecuencia de epidemias, fue mucho maés alta que para las
regiones con baja frecuencia de epidemias (Wang, 1996).

En la provincia de Jiangsu, la virulencia de 102 aislamientos de F graminearum fue
determinada en nueve cultivares de trigo. Se encontraron diferencias en el grado de
virulencia de los aislamientos y grado de resistencia de los cultivares de trigo; sin
embargo, cuando los grados de virulencia de los aislamientos fueron promediados por
regiones, la diferencia no fue significativa por regién de colecta. Los resultados de este
trabajo indican que no se encontré especificidad patogénica de aislamientos (Wang,
1996). Chen et al. (1996), también reportan diferencias significativas de aislamientos de
F. graminearum para diferentes regiones, sin embargo, estas diferencias no indican
especializacion fisiologica.

Snijders, citado por Parry et al. (1995) separ6 aislamientos de F. culmorum dentro de
tres grupos patogénicos y los inoculé en 18 genotipos de trigo, donde identificé siete
aislamientos con genes especificos de razas; sin embargo, en trabajos posteriores
Snijders, Van Ecuwijk y Mesterhazy, citados por Parry et al. (1995) reportan que la

interaccién aislamiento-genotipo fue significativa en el patosistema, pero esta relacion
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no fue estable en otros experimentos y sélo afectd un pequefio rango de cultivares;.esto
no determina la presencia de razas en las especies de Fusarium que atacan al trigo.
Miller y Trenholm (1994) mencionan que no se han encontrado evidencias de que
existan razas de F. graminearum y F. culmorum adaptadas a diferentes genotipos de
trigo.

En experimentos realizados en Uruguay durante los afios 1991-1993 para identificar
variabilidad patogénica de F. graminearum, se obtuvieron 14 aislamientos monosporicos
de colectas y fueron inoculados en tres lineas diferenciales de trigo; cada una reacciond
diferente bajo condiciones de campo. Estas diferencias fueron probadas en invernadero,
10 de los 14 aislamientos monospéricos durante los tres afios de estudio de variabilidad
patogénica mostraron diferencias significativas entre aislamientos pero no entre
cultivares; la interaccién entre cultivar/afio fue altamente signiﬁcativa,. mostrando
variacion en el nivel de infeccién de algunos cultivares de un afio a otro; las
interaccidnes entre aislamiento/cultivar y aislamiento/afio no fueron significativas. Estos
resultados confirman estudios anteriores, donde indican que las diferencias significativas
de aislamientos de F. graminearum son por agresividad mas no por virulencia.

En recientes experimentos se han utilizado técnicas moleculares como solubilidad de
proteinas, isoenzimas, polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién de
ADN (RFLP’s) y polimorfismos de ADN amplificados al azar (RAPD’s), para analizar
la variabilidad patogénica entre aislamientos de F. graminearum. Pritch, citado por Diaz
de Ackerma y Kohli (1996), menciona que por medio de RAPD’s se lograron observar
dos bandas OPV-05/3 y OPV-19/9 que identifican aislamientos de F. graminearum .

Por lo reportado en la literatura, el uso de RAPD’s ha sido muy amplio para la

identificacién, cuantificacién y especializacion fisiolégica de especies, tanto de
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Fusarium como de otros géneros de hongos, pero no para analizar posible variabilidad
patogénica en aislamientos de F. graminearum.

Asi pues McDonald, citado por Leyva (1998) menciona la existencia de una gran
diversidad en la cadena de ADN entre aislamientos y poblaciones de S. tritici sin indicar
la posible correlacién entre esta diversidad genotipica con caracteristicas de virulencia o

agresividad del hongo en variedades de trigo.

2.8. Utilizacién de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa en Fusarium (PCR)

La PCR es un proceso bioquimico in vitro, mediante el cual las cadenas individuales
de ADN blanco son duplicadas por la ADN polimerasa en cada uno de los ciclos que
integran la reaccion; al final de cada ciclo las nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas
por la misma enzima, lograndose una produccién exponencial de millones de copias del
gen o segmento de ADN especifico sometido al proceso. En general, los componentes
requeridos para PCR son: ADN, iniciadores que flanquean el gen o segmento que acttia
como blanco para la amplificacién, mezcla de desorribonucleétidos (ANTP’s),
amortiguador y ADN polimerasa. Cada uno de los ciclos de la reaccién consta de tres
pasos que estan determinados por temperaturas y tiempos especificos que son:
desnaturalizacién (92 a 98 °C, 30 a 90 seg.) en el cual se separan las dos cadenas
complementarias del ADN blanco; alineamiento (50 a 60 °C, 30 a 60 seg.), en el que se
realiza el pareamiento especifico entre los iniciadores y las cadenas simples del
segmento de ADN blanco desnaturalizado; extension (70 a 74 °C, 30 a90 seg.) en el que
la ADN polimerasa extiende la longitud de los iniciadores pareados al ADN blanco, al ir
polimerizando los desorribonucleotidos libres resultando nuevas cadenas

complementarias a las dos cadenas sencillas libres (McPherson et al., 1992).
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La utilizacién de las técnicas moleculares segun Dill-Macky (1996), es una de las
principales herramientas para la busqueda de material resistente al tizén de la espiga del
trigo en donde destaca el empleo de marcadores moleculares en genes que confieren
resistencia, asi como el mapeo gendémico del material resistente. Otro de los objetivos es
el desarrollo de marcadores moleculares que distingan entre F culmorum,
F. graminearum vy otras especies de Fusarium, ademas de que sean capaces de
identificar aislamientos individuales y razas fisiologicas de F. graminearum.

Las pruebas de PCR son muy sensibles y selectivas para detectar especies
individuales de Fusarium, tomando muestras de cualquier parte de tejido infectado de la
planta y en diferentes grados de severidad. Ademas puede ser una prueba invaluable en
el diagnéstico y estudio epidemiolégico y especialmente util para analizar la
competencia entre diferentes especies de patégenos durante la invasién y colonizacién
de la enfermedad (Schilling et al., 1996).

Gilbert et al. citado por Buerstmayr ef al (1996) utilizaron 600 iniciadores de RAPD s
y encontraron una banda posiblemente asociada con resistencia en el cultivar chino
Sumai 3

Por su parte, Ban (1996) utiliz6 RAPD's para la seleccion indirecta de genes de
resistencia o0 QTLs,. de los 65 iniciadores que analiz6 en lineas de doble haploidia F1, se
encontré respuesta con cuatro marcadores: OP2-10¢30, OPAG-18649, OPAF-06345 y
OPW-1334s.

También Nicholson et al. (1996) mencionan el uso de PCR para la identificacion de
especies de Fusarium del complejo de la enfermedad, asi como para detectar la cantidad
de patégenos presentes en los tejidos de la planta; esta técnica ademas evalia efectos de

los factores como la variedad cultivada, tratamientos fungicidas y las condiciones de
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cada hongo, reportando que es posible el desarrollar estrategias de control. Ademas,
mencionan el uso de RAPD’s y RFLP para investigar la distribucién y polimorfismo
dentro de rangos homoélogos del gene Tri5 en especies de Fusarium. El gene Tri5 es
considerado el responsable de la produccion de los tricocenos, relacionados con el nivel
de virulencia de los aislamientos de F: usarium.

Otras investigaciones donde se ha hecho uso de RAPD’s, es la identificacién de
especies y genotipos de F. culmorum y F. graminearum con el iniciador 17 del Kit “T”
de OPERON, reportando una variabilidad genética intraespecifica altamente
significativa de 0.59 y 0.87 respectivamente, y una facil y rapida identificacién de
especies (Schilling ef al., 1994).

Nicholson er al. (1998) desarrollaron iniciadores especificos para F. culmorum y
F. graminearum FcO1F/R y Fg16F/R, respectivamente para la deteccién y cuantificacién
del patégeno utilizando los iniciadores OPERON (OP-TO1, OP-T16 y OP-U17), y
sondas de hibridacién y digestion (EcoRI); los productos fraccionados fueron
amplificados y clonados en E. Coli, los clones se secuenciaron y analizaron por medio
del laser automatico fluorescente de secuencias de ADN; los datos obtenidos se llevaron
a un programa de seleccion de iniciadores de PCR. Este trabajo evidencia una fuerte
relacion entre estas dos especies , por ejemplo el andlisis de los espacios de transcriptasa
interna (ITS), regiéon de ADNr muestra que no existen diferencias entre F. culmorum,
F. graminearum y F. crookwellense. Estudios de esta region sefialan que la ADNr de
28S no presenfa alguna diferencia para poder separar especies. Analisis de secuencias
similares a la regién de ADNr 28S revelan que F. culmorum y F. graminearum difieren

por solo 4 de 352 nucleétidos (1.1%).
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Doohan er al. (1998), mostraron la sensibilidad de PCR en la identificacién de las
especies de Fusarium atin en muestras asintomdticas y sugieren su utilizacién en pruebas
de diagnéstico, ya que se ha logrado identificar un iniciador especifico Fp82 F R para
detectar aislamientos de F Ppoae, aun cuando se encuentren en asociacién con otras
especies de Fusarium (Parry y Nicholson, 1996).

También se ha utilizado PCR como un método inequivoco de identificacién de
aislamientos de F. oxysporum f. sp. basilici y diferenciacién de especies saprofitas de
Fusarium (Chiocchetti et al., 1999).

En 54 aislamientos de F poae de diferentes regiones geograficas, donde se utilizé el
Kit E (Operon technologies Inc.), con los iniciadores OPE-03, OPE-07, OPE-15 Y OPE-
18, se encontré una subdivisién intraespecifica, atin cuando es un hongo oportunista que
no esta sujeto a una presion se seleccion (Kerenyi et al., 1997)

La diferenciacién de F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum y F. oxysporum f. sp.
cucumerinum se basaba sélo en diferencias en sintomas y temperaturas 6ptimas para el
desarrollo de la enfermedad; un cstudio mas objetivo fue el correlacionar las diferencias
en el desarrollo de la enfermedad por medio de RAPD's utilizando 22 iniciadores al azar
OPA-01, OPB-01 a OPB-20 y OPF-05 (Operon Technologies, Inc.) obteniendo
productos de 0.2 a 2.3 Kb. Los resultados revelan fuerte correlacién entre caracteristicas,
indicando que estas dos formas especiales son genéticamente distintas (Vakalounakis y
Fragkiadakis, 1998).

Por medio de pruebas de RAPD’s con el Kit A (Operon Technologies, Inc.), se
caracterizaron aislamientos de F. oxysporum f. sp. licopersici raza 1, mostrando una

subdivisién de aislamientos de acuerdo a la presencia o ausencia de un gen avirulento
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que corresponde al gen -2 de resistencia en los cultivares de tomate; esto nos dice que
se trata de una resistencia gen a gen (Mess et al., 1998).

La diferenciacion de especies sapréfitas Y patogénicas de F. solani f sp. phaseoli se
logré utilizando RAPD’s con los iniciadores OPE-01 a OPB-19, OPE-02 a OPE-05,
OPE-07 a OPE-09, OPE-11 a OPE-17 (Operon Technologies Inc.) (Achenbach et al.,

1996).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Colecta de semilla

El inéculo se obtuvo de semilla enferma colectada en los siguientes sitios:
Potzumardn, Mich., Chapingo, Méx., Juchitepec, Méx., Calpulalpan, Tlax.,
Tepatitlan, Jal., Cuyuaco, Pue., Bonilla, Mich., Jests Maria, Jal., y Metepec, Méx.,

donde se cultiva trigo de temporal.

3.2. Aislamiento e identificacién de Fusarium graminearum

Se utilizaron semillas que mostraron dafios tales como amigamiento y manchas de
color rojo o negro. Las semilla fueron desinfectadas con hipoclérito de sodio (1: 10)
durante 1 minuto y colocadas en cajas petri con medio nutritivo de jugo de tomate
( 90 mL de jugo de tomate, 20g de agar, 4g de Carbonato de Calcio), sembrando
ocho semillas por caja; se obtuvieron un total de 24 semillas por sitio muestreado
bajo luz continua. Después de 48 h se observé crecimiento de las colonias, se aisl6 a

F. graminearum, el cual se identificé de acuerdo a (Warham et al., *S.F).

3.3. Aislamientos monoconidiales

Con la finalidad de obtener aislamientos producidos a partir de un solo
macroconidio y evitar la variabilidad genética, se procedié a hacer aislamientos
monoconidiales. Para esto se utilizé una espatula estéril con la cual se rasp6 en el

aislamiento del cual se queria obtener el crecimiento de un solo macroconidio; este
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raspado se coloc6 en un tubo de ensayo con 10 mL de agua destilada estéril, se agito
para dispersar los macroconidios, y se tom6 1 mL de esta suspension, la cual se
agrego a un tubo con 9 mL de agua estéril, obteniéndose una dilucién de 1:10. De esa
suspension se tom6 1 mL con una pipeta estéril que se vertié en una caja de petri
sobre la superficie del medio de cultivo mojando toda el area y escurriendo el
exceso. Las cajas fueron selladas y se colocaron bajo luz constante; a las 48 h se
observo el crecimiento de las colonias , se‘ ubico aquella que estuviera aislada de las
demas, con lo que se evitd el intercambio de informacion genética y se asegurd que

provenia de un solo macroconidio y fue transferida a otra caja petri.

3.4. Produccién de inéculo

La produccién de indculo se realiz6 con la finalidad de obtener una suspension de
macroconidios viables a partir de un aislamientq monoconidial para la inoculacion de
espigas. En total se obtuvieron diez aislamientos etiquetados de la manera siguiente:
Al (Juchitepec), A2 (Metepec II), A3 (Metepec I), A4 (Bonilla), A5 (Jestis Maria),
A6 (Cuyuaco), A7 ( Chapingo), A8 (Calpulalpan), A9 (Potzumarin), A10
(Tepatitlan). Estos aislamientos provinieron de conidios individuales y se
desarrollaron en medio liquido nutritivo de frijol chino (se pone a hervir 20gr de
frijol chino durante 30 min, se toma el caldo y es aforado a 1L con agua destilada),
en matraces de 125 mL que contenian 100 mL de medio estéril, al que se le agrego
un pequefio trozo del aislamiento monoconidial. Posteriormente el matraz fue
colocado en un agitador en movimiento continuo a 800 rpm durante 15 dias bajo luz
continua a temperatura ambiente. El micelio crecié en forma globosa y los conidios

dispersos en el medio liquido.
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3.5. Hospedero

Fueron seleccionados seis genotipos de trigo harinero que fueron los siguientes:
Tolerantes: Buc/Alucan, Chil/Chum 18 y Milan; susceptibles: Galvez M87, Pavén
F76 y Zacatecas VT74. La semilla fue proporcionada por el programa de trigo del
Campo Experimental Valle de México (CEVAMEX) perteneciente al Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias y fue sembrada en
macetas en los invernaderos de Parasitologia Agricola en Abril de 1999, a manera de

dejar durante el amacollamiento cinco plantas por maceta.

3.6. Inoculacién

Se inocul6 un aislamiento por cada sitio de colecta; en total fueron diez
aislamientos monoconidiales. El indculo utilizado fue la suspensién de
macroconidios del medio liquido y se ajust6 a una concentracion de 200,000
macroconidios por mL. A cada suspension se le agregé Tween 20 como adherente y
las espigas inoculadas se encontraban en el estado fenélogico de antesis, considerado
el de mayor susceptibilidad. Se tomaron diez espigas por genotipo para cada
aislamiento y el método de inoculacién utilizado fue el del algoddn, que consiste en
implantar pequeiiisimos copetes de algodén impregnados con conidios bajo una de
las glumas de espiguillas ubicadas en el tercio medio de la espiga y luego cubrirlas
con bolsa de glacine, manteniendo a la planta durante 72 h en camara humeda, a una
humedad relativa de casi 100%. Después las macetas se colocaron a temperatura

ambiente entre 25 y 30 °C durante 18 dias.
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3.7. Evaluacién
La evaluacion del dafio se realizé 18 dias después de haber sido retiradas las
macetas de la cdmara himeda; se corté la espiga y se contd el niimero de espiguillas

enfermas por espiga. La escala utilizada se indica en el Cuadrol.

Cuadro 1. Escala de evaluacién para el tizén o rofia de la espiga del trigo
F. graminearum.

ESCALA ESPIGUILLAS ENFERMAS NIVEL DE RESISTENCIA
EN UNA ESPIGA
0 0 Inmune
T 1 Altamente resistente
1 1-2 Resistente
2 2-4 Moderadamente resistente
3 5-6 Moderadamente susceptible
4 >7 Susceptible
5 Toda la espiga Altamente susceptible

Tomado de: CIMMYT Report on Wheat Improvemnet , 1988.

3.8. Analisis de datos

El disefio experimental empleado para el analisis de datos fue el de parcelas
apareadas, donde la parcela consistié de las variedades y los bloques fueron las
repeticiones de los aislamientos. Se analizé por medio del programa SAS,
obteniendo andlisis de varianza y comparaciéon de medias mediante la prueba de

Tukey.

3.9. Extraccion de ADN de F. graminearum
Con la finalidad de observar las diferencias a nivel molecular de los diez

aislamientos de diferentes sitios de colecta,. se procedid a la extraccién de ADN
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utilizando el método de George et al.(1998), ajustandolo para F. graminearum. El
micelio utilizado para la extraccién de ADN fue producido de igual forma que el
utilizado en las inoculaciones de espigas, s6lo que este se produjo en oscuridad para
obtener mayor cantidad de micelio y menor de conidios.

Cosecha y congelacién. El micelio fue cosechado con una bomba de vacio
colocanco el crecimiento fungoso en un embudo buchner, sobre un matraz kitasato.
Una vez extraido el medio liquido, el micelio deshidratado se congeld con nitrogeno
liquido y se trituré en un mortero con pistilo, hasta obtener un polvo fino.

Extracciéon de ADN. Cada muestra fue de 500 mg de micelio deshidratado, que
una vez triturado se colocé en tubos eppendorf de 1.5 mL y resuspendido en 900 puL
de buffer de extraccién (100 mM Tris pH 8; 100 mM EDTA; 250 mM NaCl, y
Sulfato de Sodio Dodecil al 1% pt/vol) a 65 °C durante 1h en agitacién continua.

Las proteinas y residuos celulares se precipitaron con 300 uL de Acetato de
Potasio (3M Potasio y SM Acetato pH 4.8) en hielo durante 45 min a 1 h, los tubos
se centrifugarén durante 10 min a 8160 g, se recuperd el sobrenadante y se le agregé
% del volumen recuperado de Isopropanol frio (para precipitar el ADN), dejandolo a
=20 °C dﬁrante 45 min a 1h, después se centrifugé a 8160 g durante 5 min. Se
eliminé el sobrenadanfe (Isopropanol). |

El precipitado fue resuspendido en 150 uL de solucién para diluir (50 mM HCI
pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0). Una vez disuelto el ADN, se agregaron 2 uL de
ARNasa incubandolos durante 2 h a 37 °C para eliminar ARN presente.
Posteriormente a los tubos se les agregaron 50 pL de Acetato de Sodio 3M y 150 pL

de Isopropanol para precipitar al ADN a —20 °C. Después se centrifugaron a 8160 g
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durante 5 min, se eliming el sobrenadante y se agregaron 150 kL de Etanol al 70%,
para retirar el exceso de sales, se volvié a centrifugar a 8160 g durante 3 min. E]
sobrenadante fue eliminado y los tubos se dejaron de 20 a 30 min a temperatura
ambiente para secar al ADN, que finalmente se disolvié en 100 pL de TE (10 mM

HCI pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0).

3.10. Cuantificacién de ADN
La cuantificacién del ADN se realiz6 en un espectofotémetro Perkin Elmer uv/vis
LambdaBio a una absorbancia de 260 y 280 nm utilizando una dilucién de 1:10. La

calidad del mismo fue visualizada por electroforesis en un gel de agarosa al 8%.

3.11. Estandarizacién de los componentes de la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa

Se seleccionaron los iniciadores que mostraron amplificacién con el ADN de los
aislamientos. La cantidad y concentracién de los componentes que integran la mezcla
de reaccion fueron segin Kelly ef al. (1994): 3.35 uL de Agua bidestilada; 2.5 pL de
Amortiguador (10X) GIBCO BRL; 0.75 pL de MgCl, (1.5 mM) GIBCO BRL; 6.0
uL de ADN (25 ng/pl); 2.0 pL de Iniciador (20 pmol) ROTH; 0.4 uL. de ADN Taq.
Polimerasa. GIBCO BRL (2U).

En un tubo ependorf de 1.5 mL se preparé la mezcla de reaccién para 20
reacciones. Cada muestra de 25 pL fue cubierta con 25 KL de aceite mineral para
evitar pérdidas por evaporacién en el termociclador. Se evalué el kit de la serie “C”

marca ROHT (20 iniciadores). Cabe mencionar que todos los procesos se realizaron
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con guantes y cubreboca. La amplificacion se realizé en un termociclador Perkin
Elmer 480 bajo el programa que se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Programa de amplificacién de RAPD’s

Temperatura °C  Ciclo Tiempo segundos Fase
94 1 60 Pre-desnaturalizacién
94 38 30 Desnaturalizacion
35 30 Alineamiento
72 90 Extensién
72 1 150 Extension final

Los fragmentos de ADN amplificados se observaron por electroforesis en un gel
de agarosa al 1.2 % y TAE 1X, colocando en cada pozo 10 uL de cada reaccién, y
se dej6 lh 45” para la migracién y separacion de los fragmentos de ADN.
Posteriormente el gel se tifi6 con bromuro de etidio y se identificé a los iniciadores
con los que existi6 amplificacion. Se eligi6 a uno de éstos para hacer las pruebas de
estandarizacién 6ptima de ADN, MgCl, y enzima. Para ADN se hicieron pruebas de
100, 125 y 150 ng (nanogramos), con MgCl, de 1, 1.5, 2.0 y 2.5 mM y de enzima
1..5, 2.0 y 2.5 Unidades / reaccion. Todas estas pruebas se hicieron bajo las mismas
condiciones de ciclaje que fueron utilizadas para determinar los iniciadores; se

utiliz6 ADN de un solo aislamiento y el resultado se observé por electroforesis.
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3.12. Amplificacién de ADN de aislamientos de F. graminearum

Una vez obtenidas las condiciones 6ptimas de los componentes de la mezcla de
reaccion, se realizaron las amplificaciones con los iniciadores seleccionados bajo el
mismo programa del termociclador. Los fragmentos amplificado de ADN se
observaron en un gel de agarosa al 1.2% y TAE 1X por electroforesis, colocando en

cada pozo 10/25 pL de reaccién. Se incluyeron dos muestras de 3 pL (a una

concentracion de 300 ng / pL) de marcador de peso molecular GIBCO de 1000 pb en
los extremos del gel y se dejé correr 1h 45 min a 80 Volts. El gel se tifi6 en bromuro
de etidio y se observo en luz UV, los geles fueron documentados directamente en la

computadora en el programa de Kodak Digital SciencelD (KDS ID 2.0).

3.13. Evaluacién

El patrén de bandas detectado con cada iniciador para los diez aislamientos se
analizd, identificando la presencia o ausencia de un fragmento de ADN en particular,
para lo cual se asigno el valor de 1 si una banda en particular se encontraba y si esa
banda estaba ausente en otro individuo que se estaba comparando se daba el valor de
0; se realiz6 una matriz binaria con los datos de la amplificacién con todos los
iniciadores en los diez aislamientos. Esta matriz de datos con valores de 0 y 1 fue
analizada en el programa computacional NTSYS-PC 2.0 disefiado por Rohlf (1989),
generando una gréfica de agrupamientos de los aislamientos por similaridad de

bandas amplificadas entre ellos (Dendograma).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamientos de Fusarium graminearum

El crecimiento de micelio de los aislamientos presentd un aspecto algodonoso y de
color rosa a rojo, tal y como se observa en las Figuras 1 y 2. Los macroconidios
observados al microscopio fueron en forma de canoa, con la célula basal en forma de
pie, de 3 a 7 septas y de color hialino. Las estructuras observadas corresponden con lo

descrito por Warham et al., (S.F.) para F. graminearum.

4.2. Inoculacién de espigas

El genotipo Galvez y el genotipo Chil/Chum 18 inoculados con el aislamiento A1 se
observan en las Figuras 3 y 4. Los datos obtenidos en funcién del dafio presente en las
espigas fueron evaluados de acuerdo a la escala del Cuadro 1 y analizados por la prueba
de comparacion de medias de Tukey, mostrando los resultados en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Agrupacién de medias de Tukey de acuerdo al nivel de resistencia de las
variedades inoculadas con F. graminearum.

GENOTIPO MEDIA (# de espiguillas AGRUPAMIENTO
dafiadas por espiga) TUKEY
Galvez 4.30 A
Pavon 4.24 A
Zacatecas 4.16 A
Buc/Alucan 3.74 B
Milan 3.72 B
Chil/Chum 18 3.70 B
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Figura 1. Aislamiento A9 de F. graminearum Figura 2. Aislamiento A2 de F. graminearum.

Figura 3. Genotipo Gailvez inoculado con A1 Figura 4. Genotipo Chil/Chum 18 inoculado con Al



El Cuadro 3 muestra las dos agrupaciones formadas por los diferentes aislamientos,
el grupo A con una media de 4.2, considera como susceptibles a los genotipos Galvez,
Pavon y Zacatecas de acuerdo con la escala de evaluacién del Cuadro 1; lo cual
concuerda con lo reportado por CEVAMEX, 1999 en experimentos de campo. El
grupo B presenta una media de 3.7 y considera a los genotipos Buc/Alucan, Miléan y
Chil/Chum 18 como moderadarﬁente susceptibles a susceptibles, lo cual difiere por lo
reportado por CEVAMEX, 1999, que observo a estos genotipos como resistentes bajo
condiciones de campo Cuadro 4.

Cuadro 4. Porcentaje de area foliar dafiada bajo condiciones de campo por el complejo
de enfermedades foliares en genotipos de trigo, verano de 1999.

Genotipo % de area foliar dafiada Clasificacion
Galvez M 87 100 Susceptible
Pavén F 76 90 Susceptible
Zacatecas VT 74 90 Susceptible
Buc/Alucan 20 Resistentes
Milén 30 Resistentes
Chil/Chum 18 30 Susceptible

Fuente: Programa de trigo del CEVAMEX.
Dafio promedio de: Potzumaran, Mich., Bonilla, Mich., Metepec [ y II, Méx., en donde
predominé Fusarium sp.

De acuerdo con la literatura, se reporta que las mejores fuentes de resistencia son las
provenientes de China, como la linea Chumai 18 (Kohli, 1989; Ireta y Gilchrist, 1994).
Pero Dill-Macky (1996) menciona que una linea puede reportar un gran numero de
fuentes de resistencia bajo condiciones de campo, sin embargo estos niveles pueden
romperse cuando las condiciones son altamente favorables para el desarrollo de
F. graminearum como lo fue en este trabajo. Lo anterior lo confirman también

McMullec et al. (1997) al reportar que la resistencia puede ser rota cuando las
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condiciones ambientales son favorables para F. graminearum. Por otra parte, Campbell
y Lipps (1998) mencionan que la mayoria de los cultivares presentan resistencia
parcial, ya que escapan a la enfermedad o posiblemente se deba a que este patégeno no
es constante. Con base a este tipo de comportamiento Parry et al. (1995) han concluido
que no hay cultivares inmunes, que la mayoria son susceptibles, y s6lo unos pocos son
moderadamente resistentes. Por lo que Dill-Macky (1996) recomienda que ademas a las
fuentes de resistencia, se tiene que incluir la proteccién quimica y préacticas culturales
para reducir la presencia del inc')éulo.

Las inoculaciones de los diez aislamientos sobre los seis genotipos realizadas para
observar el grado de patogenicidad, mostraron los resultados que se presentan en el
Cuadro 5, los cuales fueron analizados por la prueba de comparacion de medias Tukey.

Cuadro 5. Agrupacién de medias Tukey al 5% de acuerdo al grado de patogenicidad de
los diez aislamientos de F. graminearum.

AISLAMIENTO MEDIA (# espiguillas AGRUPACION
dafiadas / espiga) TUKEY
Juchitepec (A1) 4.26 A
Metepec II (A2) 4.23 AB
Metepec I (A3) 4.20 ABC
Bonilla (A4) 4.06 ABC
Jesus Maria (A5) 4.03 ABC
Cuyuaco  (A6) 4.03 ABC
Chapingo (A7) 3.86 BCD
Calpulalpan (A8) 3.73 DC
Potzumaran (A9) 3.70 DC
Tepatitlan (A10) 3.63 D

En el Cuadro 5 se observa que el aislamiento A1 se ubica como el mas patogénico y
A10 como el menos patogénico, también se observa que A3, A4, AS y A6 exhibieron el
mismo grado de patogenicidad asi como A8 y A9 y que a su vez son los aislamientos

menos patogénicos junto con Al0. Sin embargo, existe traslape en la mayoria de los
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aislamientos, lo cual muestra que las diferencias de patogenicidad por regiones son
minimas. Estos resultados son similares a lo reportado por Wang (1996), donde
menciona que existe diferencia en los niveles de respuesta de diferentes cultivares de
trigo, no asi para la agresividad de los aislamientos por regién, donde no se encontrd
diferencia significativa. A su vez Diaz de Ackerman y Kohli (1996) reportan que en un
estudio de tres afios, la interaccién entre cultivar / afio fue altamente significativa,
mostrando variacién en los niveles de infeccién de un afio a otro, no asi la interaccién
aislamientos / cultivares y aislamientos / afios las cuales no fueron significativas. Estos
resultados confirman estudios anteriores que reportan diferencias significativas para

aislamientos de F. graminearum por agresividad, mas no por virulencia.

4.3. Deteccion de huellas gen6micas de ADN de F. graminearum

El protocolo utilizado para la extracciéon de ADN fue segun George et al. (1997),
ajustado para F. graminearum. La estandarizacion de los componentes de la mezcla de
la Reaccién en Cadena de la Polimerasa mostré que la concentracién donde se obtenian
las bandas con mayor nitidez fueron con : 125 ng de ADN, 2.0 mM de MgCl,, 2U de
Taq. Polimerasa, 200 uM de dNTP’s, 10X de Amortiguador, 2.0 mM de Iniciador.

La secuencia de los iniciadores con los que se obtuvo amplificacién para los
aislamientos es la siguiente: ROTH C-01 5°- TTC GAG CCAG - 3’; ROTH C-06
5’- GAA CGG ACTC -3’; ROTH C-12 5’- TGT CAT CCC C -3’; ROTH C-13
5’- AAG CCT CGTC -3’; ROTH C-15 5’- GAC GGA TCAG -3’; ROTH C-16

5’- CAC ACT ACT ACT CCAG -3’; ROTH C-20 5’- ACT TCG CCA C -3°.
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Los fragmentos amplificados con los iniciadores anteriormente mencionados del
genoma de cada uno de los aislamientos de F graminearum, asi como del ADN

utilizado como grupo comparador (garbanzo), se muestran en las figuras 5, 6, 7 y 8.
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Figura 5. Patrones de ADN detectados con RAPD's con los iniciadores ROTH-C-01 (izquierda) y ROTH-
C-06 (derecha) de los aislamientos A9, A7, Al, A8, A10, A6, A4, A5, A3, A2 y G (ADN de garbanzo) y

marcador de peso molecular 1 kb. Las flechas sefialan bandas polimérficas.

En la Figura 5, el aislamiento A6 presenta- tres bandas detectadas con el iniciador
ROTH C-01 que no estuvieron presentes en el resto de los aislamientos, dichas bandas
presentan un peso aproximado de 3200, 2500 y 506 pb (pares de bases), ademas no
existi6 amplificacién del aislamiento A4 con este iniciador. El aislamiento A6 amplifico
con el iniciador ROTH C-06 dos bandas polimérficas de 3054 y 1300 pb, que no se
presentan en el resto de los aislamientos; el aislamiento A8 y Al0 amplificaron una
banda polimorfica de 450 pb con el iniciador ROTH-C-06, que no se observa en el resto
de los aislamientos para este iniciador.

En la Figura 6, se observa que el aislaﬁiento A6 presenta tres bandas, con un peso

aproximado de 2450, 2036 y 1300 pb que no amplificaron en el resto de los aislamientos
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con el iniciador ROTH-C-12; el aislamiento A4 no presenta amplificaciéon con este
iniciador. El iniciador ROHT C-13 detecté una mayor cantidad de polimorfismos en todos
los aislamientos por ejemplo el aislamiento A4 presenta bandas de un peso aproximado de
2200 y 1636 a 1018 que difieren de los otros, ademas, se aprecian bandas con bajo peso
molecular en los aislamientos A9, A8y A10.

M A9 A7 Al A8 A10 A6 A4 A5 A3 A2 G A9 A7 A1 A8A10A6A4A5 A3 A2 G M

Figura 6. Patrones de ADN detectados con RADP’s con los iniciadores ROTH-C-12 (izquierda) y
ROTH-C-13 (derecha) de los aislamientos A9, A7, Al, A8, A10, A6, A4, A5, A3, A2 y G (ADN de
garbanzo) y marcador de peso molecular 1 kb. Las flechas sefialan bandas polimérficas.

M A9 A7 Al A8 A10 A6 A4 8 A10 A6 A4 A5 A3 A2 G

Figura 7. Patrones de ADN detectados con RADP’s con los iniciadores ROTH-C-15 (izquierda) y
ROTH-C-16 (derecha) de los aislamientos A9, A7, Al, A8, A10, A6, A4, AS,. A?, A2y G (ADN de
garbanzo) y marcador de peso molecular 1 kb. Las flechas sefialan bandas polimorficas.
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El iniciador ROTH C-15, en la Figura 7 observa una banda en el aislamiento A10 de
menor peso molecular que no esta presente en el resto de los aislamientos; mientras que
con el iniciador ROTH C-16 el aislamiento A6, amplific6 una banda de 800 pb que difiere
de los demas, el aislamiento A4 no amplificé con ninguno de los dos iniciadores.

La Figura 8, que corresponde a la amplificacion para el iniciador ROTH C-20, se observa
gran polimorfismo entre los aislamientos; por ejemplo, una banda de aproximadamente
1450 pb para el aislamiento A6 que no repiten el resto; en general las bandas amplificadas
con todos los iniciadores utilizados fueron de 3200 a 450 pb y todos detectaron
polimorfismo, aunque no en todos los aislamientos, Schillin et al. (1994) reportan que
obtuvieron polimorfismo en los aislamientos de F graminearum con el iniciador 17 del

Kit T obteniendo bandas de 3500 a 250 pb.
M
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Figura 8. Patrones de ADN detectados con RADP’s con el iniciador ROTH-
C-20 de los aislamientos A9, A7, Al, A8, Al0, A6, A4, A5, A3, A2y G
(ADN de garbanzo) y marcador de peso molecular 1 kb. La flecha sefiala
una banda polimérfica.
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4.4. Dendograma de los aislamientos de F. graminearum
La matriz binaria de los datos aleatorios de la amplificaciéon de todos los iniciadores
con los aislamientos de F. graminearum fue analizada por el programa computacional

NTSYS, resultando las agrupaciones que se observan en la Figura 9.

DIFERENCIACION DE AISLAMIENTOS DE Fusarium graminearum

Potzumaran

Calpulalpan

Tepatitlan

__{ Chapingo

Juchitepec
— Metepecl

Jesus Ma.
Bonilla
— Metepecll
I Cuyuaco
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|
0.45 0.58 0.70 0.82 0.94
Coefficient

Figura 9. Agrupacion de aislamientos de F. graminearum de acuerdo a la similaridad de las
bandas amplificadas entre aislamientos.

Los nombres que se observan en el margen derecho de la Figura 9, corresponden a los
sitios, donde se hicieron, las colectas de la semilla infectada. En el margen inferior se
presenta el ranéo del Coeficiente de Similaridad, donde entre mas diferencia exista entre
los aislamientos, las barras de los grupos y subgrupos se desplazaran hacia cero,
disminuyendo asi la similaridad entre ellos.

De acuerdo con Schilling et al. (1994) los aislamientos de F' graminearum se ubican
entre un coeficiebte de 0.40 a 0.95 de Coeficiente. En este trabajo se obtuvo un rango de

0.45 a 0.94, lo cual indica que todos los aislamientos estan interrelacionados
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genéticamente, ya que pertenecen a un mismo género y especie; sin embargo, atn
dentro de este Coeficiente de Similaridad tan estrecho, se observan tres grupos bien
definidos y al aislamiento A6 (Cuyuaco) separado de estos, debido a que éste presenta
amplificacién de bandas de diferente peso molecular al del resto, ubicindose de manera
aislada.

El primer grupo conformado por A9, A8 y AlO, presenta bandas de igual peso
molecular con el iniciador ROTH C-13, mientras qué con el iniciador ROTH C-20
difieren sélo en una, estos aislamientos también comparten algunas bandas con los
iniciadores ROTH C-01 y ROTH C-06. A su vez, A8 y Al10 también comparten algunas
bandas con el iniciador ROTH C-16, debido a esto se encuentran ubicados en un mismo
grupo.

En el segundo grupo se tiene que A7 y Al forman un subgrupo idéntico, ya que
comparten bandas de igual peso molecular con casi todos los iniciadores, a excepcion
del ROTH C-15 y C-20. El aislamiento A3 presenta bandas de igual peso molecular a
A7y Al con los iniciadores ROTH C-06, C-12 y C-16, por lo que pertenece a un
subgrupo muy cercano. El aislamiento A5 es diferente de A3 con los iniciadores ROTH
C-13 'y C-20. Los aislamientos A4 y A2 fueron los que menos amplificaron; A4 no
amplificd con los iniciadores ROTH C-01, C-12, C-15 y C-16, y el aislamiento A2 sélo
presenta una banda para los iniciadores ROTH C-01, C-06,C-12, C-15 y C-16.

Los resultados de esta investigacion muestran que los aislamientos de
F. graminearum son muy similares genéticamente; las posibles diferencias que existan
en base a regiones geograficas son minimas, y sugirieren que para analizar alguna
variabilidad patogénica es necesario el uso de técnicas moleculares mas finas, o

posiblemente se lograria observar alguna diferencia utilizando un mayor niimero de
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iniciadores y aislamientos, ya que los RADP's son muy utilizados en Fusarium para
diferenciar especies. Por ejemplo Nicholson ( 1996) utiliz6 un iniciador especifico para
amplificar la regién del gen Tri5 que se le asocia con la produccion de micotoxinas que
son las que determinan la virulencia de los aislamientos de Fusarium, combinandolo con
RFLP's para obtener un grupo homélogo de especies de Fusarium patogenicas. Asi
como también Leyva (1998) utilizé la técnica de polimorfismo en los fragmentos de
restriccibn de ADN (RFLP's) para identificar las diferencias de virulencia de
aislamientos de Septoria tritici en trigo, esta técnica también podria ser utilizada para

patogenicidad en aislamientos de F. graminearum.
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S. CONCLUSIONES

Bajo condiciones naturales de campo los genotipos Galvez, Pavon y Zacatecas se
comportan como susceptibles a Fusarium graminearum, mientras que Buc/Alucan,
Milén y Chil/Chum 18 se comportan como resistentes, sin embargo el nivel de
resistencia de estos ultimos se pierde cuando son evaluados bajo invernadero, en

condiciones ambientales favorables para el desarrollo de F. graminearum.

Los genotipos utilizados muestran resistencia del tipo 1, la cual es la resistencia a la

penetracion del patogeno.

La variacion de patogenicidad de los diez aislamientos es minima; sin embargo el
aislamiento Al (Juchipepec) se ubica como el mas patogénico y el aislamiento A10

(Tepatitlan) como el menos patogénico.

Las condiciones de los componentes de la PCR para F. graminearum fueron: 125 ng de

ADN, 2.0 mM MgCl,, 2U Taq. Polimerasa, 200 pM dNTP’s, 10X Amortiguador, 2.0

UM Iniciador.

El Kit de iniciadores ROTH “C” muestra siete iniciadores, €l 01, 06, 12, 13, 15, 16 y 20

que amplifican secuencias del genoma de F. graminearum.
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De acuerdo a la similaridad de las bandas amplificadas de los aislamientos, se forman
tres grupos inter-relacionados: el grupo 1 formado por Potzumaran, Calpulalpan,
Tepatitlan, el grupo 2 por Chapingo, Juchitepec, Metepec I, Jesus Maria, y el grupo 3
por Bonilla y} Metepec II, y el aislamiento Cuyuaco, que fue el que mostré mas

polimorfismo no se ubica dentro de ningtn grupo.
Para poder observar el grado de patogenicidad entre aislamientos de F. graminerum por

PCR es necesario utilizar mayor niimero de iniciadores y aislamientos, asi como otras

técnicas moleculares.
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