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Resumen

La vainilla es originaria de América Tropical y la iinica orquidea que produce una esencia
consumible Ilamada vainillina; pero, su produccién es mermada y amenazada debido a las
ataques de microorganismos fitopatogenos. Fusarium axysporu por ser considerado el
principal hongo causante de enfermedades en el cultivo y por la diversidad de formas
especiales que ha evalucionado, es necesario profundizar més en su identificacion v el nivel
de dafio que ocasiona en esta especie. Este estudio tuvo como objetiv determinr Ia
variabilidad morfoldgica, molecular y patogénica de Fusarium sp. asociado a pudricion de
Vanilla sp. del estado de Nayarit, Meéxico. La caracterizacion morfologica se basé en el colar
de colonia y velocidad de crecimiento en PDA; las microconidias, macroconidias y
clamidosporas se analizaron en medios de cultivos SNA y CLA. Lo molecular consistié en
analizar las sceuencias de lz region ITS1-5.85-1TS2 ((DNA) mediante BLAST (GenBank) y
el algoritmo de méxima veromilitud y el gen de factor de elongacion la el cual se comparo
con sectencias e otros hongos para formar un arbol de méxima parsimonia. La prucba de
‘patogenicidad se realizé tanto en hojas sanas inaculadas con micelio del honga camo en tallos
earaizados regados con esporas y plantados bajo un disefo experimental de bloques al azar.
La mayoria de las colonias aisladas presentaron coloracion vialeta y blanco y un parsn de
crecimiento répido. En el patron de crecimiento predominaron las cepas que presentaran

répido cresimiento. Por la variacion en Ja forma de los macroconidios, microconidios y

clamidosporas, de las 40 colonias aisladas se identific que, 38 cepas fueron Fusarium
oxysporum con una similivud de 98 y 100 % y 2 F. solani, aunque, de las dos cepas de F.

solani, molecularmente una se alined a Fusarium sp y la otra como F. oxysporum con un




valor de similitud de 78 y 89 %. De las 40 cepas aisladas 19 fueron patogénicas en foliaje
desde los 4 dias y en tallo a los 90 dias después de la inoculacion. La mayoria de los hongos

que desarrollaron pudrici6n en las plantas de Nayarit fueron miembros de £ oxysporum.

lave: Hong sgeno, i in morfolégica y molecular,



Summary
Vaniila s native to tropical America and the only orchid that produces a consumable essence
called vanitlin; but its praduction is undermined and threatened because of the attacks of
pathogenic micaorganisims. Fusarium oxysporum 1o be considered the main disease-causing
fungus in culture and diversity that has evolved special forms, you need to dig deeper in their
identification and the level of damage caused in this species. This study aimed to determine
the morphological, molecular and pathogenic variability of Fusarium sp. rot associated with
Vanilla sp. the state of Nayarit, Mexico. The morphological characterization was based on
colony colorand growth rate an PDA; microconidia, macroconidia and chlamydospores were
analyzed in culture media SNA and CLA. The melecular involved analyzing the sequences
ofthe ITS?2 tegion ITS1-5.85-(-DNA) by BLAST (GenBank) and the maximum veromilitud
algorithm and the gene for elongation factar 1 which was compared with sequences of other
fungi 1o form a maximum parsimony tree. The pathogenicity test was conducted in both
healthy leaves inoculated with mushroom mycelium and spores irrigated with stems rooted
and planted under an experimental randomized block design. Most of the isolated colonies
had white and violet color and a pattern of rapid growth. The growth pattern predominant
strains classified dese fast, moderate and slow. By variation in the form of macroconidia,
microconidia and chlamydospores, of 40 isolated colonies it was identified that were 38
strains Fusarium oxysporum with a similarity of 98% aad 2 to 100 £, solani: although the
1w sirains of £ sofani, molecularly aligned one 1o Fusarivn and other fike F. oxysporum
with a similarity value of 78 and 89%. Of the 40 isolates were. pathogenic in foliage 19 from

the stem 4 days and 90 days after inoculation. Most fungi that damage plants developed

were members of F. oxysporun.



L INTRODUCCION

La vainilla pertencee al géncro Vanilla de la familia Orchidaceee, l2 cual estd formada por
mis de 800 géneros distribuidos en més de 25,000 especies (Bory et al. 2008); el género
Vanilla posee més de 107 especies donde solo . planifolia. V. tahitensis y V. pompona son

cultivadas (Soto y Dressler, 2010).

Vanilla es la planta de donde se extrae naturalmente Ia vainillina; aromatizante y saborizante
empleado en la industria alimenticia, cosmetoldgica y farmacéutica, enire oos wsos
{Ordoftez et al, 2012),

Todas las especies de vainilla son atacadas por difereates enfermedades fiingicas como son
pudsiciones basales, marchitamiento vascular, necrosis y antracnosis, esto debido a la gran
presencia de hongos asociadas a la vainilla dado el nicho ecoldgico en que se desarrollan
Entre ellos: Fusarium oxysporum, Calospora vaniliae, Sclerotitm sp., Colletatrichum vanilla
¥ Phytophthora meadii este ultimo actualmente no es considerado un hongo si no un

Oomycete (Pinaria et al . 2010)

Fusarium oxysporum €5 un patégeno vascular que sfects muchos cultivos (Talubnak y
Saytang, 2010), y es la especie mas estudiada en vainilla.por ser el causante de la pudricién
de tallo y raiz, y por presentar una amplia distribucién en dreas donde este cultivo estd
eswblecido (Bhai y Dhanesh, 2008). £ oxysporum forma especial (1. sp.) vaniliae puede
ocasionar pérdidas de mias del 80 % del cultiva (Pinaria er af.. 2010) o llegar a destruir
plantaciones enteras, haciendo imposible el crecimiento d¢ cualquier cultivar de vainilla

conacido (Xia-Hong, 2007).



La implementacién de estrategias para el control de los fitopatdgenos requiere de un amplio
conocimiento de estos (Gangadhara et al. 2010); debido a que las caraceristicas
‘morfologicas, en patdgenos fingicos, no son lo suficientemente concluyentes para poder
analizar diferencias entre distintas cepas, por lo taato, se ha recurrido al andlisis a nivel

molecular del ADN (Riveros ef al., 2000)

Las téenicas moleculares pueden wsarse para estudiar la estructura de la poblacion mediante
el examen de algunos rasgos que revelar informacion que no se puede obtener por oiros
métodos. Para analizar la relacién taxondmica eatre especies, son necesarias las secuencias
genéticas de uno o varios genes, como son ¢l gen del factor de elongacion |-« o partes de fa

regi6n codificante del ADN ribosomal (1) (Stewart ef af, 2006).

El control de este tipo de patbgenos es posible en medida limitada mediante sustancias
fungicidas, no obstante, estos productos destriyen tanto a patdgenos como & organismos
benéficos; adems de ser peligrosos para el hombre y el ambiente, de alli que sea necesario
conocer més sobre este patégeno, de tal modo que se apoye la bisqueda de otcas altemativas

que puedan ser empleadas para su control.

Por otro lado, dado que en el estado de Nayarit se encuentran establecidas de forma natural
poblaciones pequenas de ¥ pompona, determinada con base & la morfologia de los individuos
(Soto y Dressler, 2010), se considera que este recurso podria representar una oportunidad de

cultivo altern;

 para el Estado, ya que los frutos tienen especial interés en la industria

alimenticia y cosmética.

Por lo anterior, y dado que México es el centro de origen del material genético de muchos de



los cultivos de vainilla a nivel mundial, se considera que estd abierta la aportunidad para

iniciar I formulacion de estrategias para el manjo de la enfermedad. Dichas estrategias
deberdn ser respaldadas en un conocimiento solidn de los aspectos biolgicos y ecolégicos

del patogeno, sin descuidar los aspectos favorables de la vainills



0. OBJETIVOS E HIPOTESIS
2.1 Objetivo general

Determinar fa variabilidad morfolégica, genética y patogénica de Fusarium sp. asociado a

pudricién de Vanilla sp. del estado de Nayarit, México.

2.1.1 Objefivo Especificos

Caracterizar ¢ identificar morfoldgicamente las cepas de Fusarium sp. aisladas a
partr de Fanilla sp. originaria de Nayarit. México.
* Determinar mediante anilisis molecular la especie de las cepas de Fusarium sp.

aislado de Vanslla sp. originaria de Nayarit, México.

Evaluar la patogenicidad de cepas de Fusarium sp. en vanilla sp.

2.2 Hipétesis

Fusarium wxysporum es ¢l principal patdgeno de Vanilla sp. en poblaciones silvestres en
Nayarit, México y de igual manera como se ha encontrada en otras formas especiales del

patogeno, los ejemplares poseen una amplia diversidad genética, morfoldgica y patogénica.



UL REVISION DE LITERATURA

3.1 Generalidudes de vai

la

3.1.1 Descripeion Taxonémica

La familia Orchidaceae posee més de 800 géneros distribuidos en mis de 25,000 especies
(Bory ef al, 2008), dentro de Ia cual se encuentra la subfamilia vanilloidea cuya aparicion
s estima en 62 millones de afios, que contiene 200 especies en 15 géneros trapicales
(Cameron. 2011). Estos géneras, se localizan en la mayoria de los continentes, entee 27° de

latitud norte y sur (Soto y Dressler, 2010).

Esta subfamilia se divide en dos

ibus pogonieae y vainiliaear, esta ltima pose nueve
géneros, dentro de eflos se encuentra Vanilla sp., el cual posee de 103 a 110 especies siendo
el més diverso de la subfamilia (Soto y Cribb, 2010).

La mayoria de las especies se encuentran en América tropical (Cameron, 2011), (Figura 1)
seguido por el sudeste de Asia y Nueva Guinea, Africa (Figura 2). las islas del Océano Indico
y del Pacifico (Minoo et al., 2007; Bory ef al., 2007). No todas las especies son aromaticas,
pues solo se reconocen 35 con esta caracteristica, la mayoria de ellas con origen en América

(Soto y Cribb, 2010).

3.1.2 Deseripcion boténica

La descripcidn del género agrupa especies herbdceas epifitas, hemiepifitas y terrestres.
Presentan formacion de raices en los entrenudos, de forma prolongada y cilindrica, las cuales

s¢ encuentran libres o adheridas a un drbol, cuando estin en suelo son gruesas y pubescentes



Los tallos son gruesos y suculentos, de forma prolongada y cilindrica o cuadrangular. Las
hojas no articuladas, coridceas o camosas; sésiles o atenuadas en un pseudopeciolo. La
inflorescencia axilar o terminal, tara vez subterminal, de flores efimeras, generalmente
grandes y vistosas; sépalos y pétalos similares, labelo entero o trilobado; columna alargada,
la antera ligada a los bordes del clinandro, inctmbete, convexa, semiglobosa o algo cénica,
polinios pulverulentos o granulosos. Frutos alargados, carnosos, algunas veces aromticos

(Soto y Dressler, 2003).

De acuerdo con Berger (2007), la vainilla es una planta perenne suculenta, que requiere de
un drbol o una ayuda artificial conocida como tutor para producise. Las raices adventicias
Se abrazan al drbol con mucha facilidad. La planta puede alcanzar una altra de 102 20 m.,
aunque algunos sugieren que pueden alcanzar hasta 35 m.; en los cultivares comerciales las
plantas se mantienen en porte bajo para hacer més ficil la polinizacion manual y la cosecha

de los frutos.

Para que la planta de vainilla consiga alcanzar la et iva, necesita de d
aflos desde su establecimiento hasta empezar con Ia produccion de flores y en consecuencia
de frutos; a partir de este proceso, la planta puede producir por un periodo de cinco a seis
aiios. Cada planta produce un promedio de 10 a 20 racimos de flores, de los cuales pueden

surgir de 15 a 20 flores por cada no.



Figura 1. Diversidad morfologica de especies del wénero Vanillu presente en el continente

Americano: (a) Ve vibbiana, (h) ¥ dressleri Soto-Arenas, (¢) V. calyculata, (d) ¥

quianensis Splitg. (e) V. hartii, (1) V' phacanihe, (2. hy V. planif

. (i) V. insignis. ) 1

phacantha (K) V- odorata2, (1) V. paimarum? (Salzm, ex LindL) Lindl., (m) . modora. (n)

V. mexicana. Fuente: Soto y Dressler, 2010



Figura 2. Diversidad morfologica de especies del Europa, Asia v Africa: (a) Vanmilla africana

Lindl., (b) V. albida Blume, (¢} V- aphylla Blume. (d) V- imperialis Kraenzl.. (e) V. Jumblotii

Rehb.L. (1) V' madagascariensis RoMe. () V" pilifera2 Holwum, (h) V. perriers Schie. (i) 1

bahiana Hoehre, (i) V- claviculata Sw. (k) V. barbellara Rehb.L, {1) V. polylepis Summer,

fuente: Bory 2008



Soto y Dressler (2010) describen Ja vainilla de Nayarit come vainifla pompona con las
siguientes caracteristicas: Hemiepifitas, trepadoras, poco ramificadas, foliosas, hesta de 16
m de alwee, Tallos terete, liso. verde teaue, patido salpicado de color blanguecino, 10-24 mm
de grosor; entrenudos 11-14.5 cm de largo. Raices aéreas libres gruesas; raices terrestres
pilasas, 4 mm de grosor; raices fijadores notoriamente aplanada en la superficie inferior,
blanco-verdoso. Hojas subsésiles; lamina de varias formes, ovadss, ampliamente elipticas,

blongas-falcadas, i redondeadas 2 subcordadl ia en racimos

de siete a 20 flores, hasta de 20 cm de largo (Figura 3); fragancia muy fuerte, picante, como

menta,

Figura 3. Dibujo de Vanitia pompona Shieder, Fuente: Sota y Dressler, 2010.



3.1.3 Origen

En México, la vainilla se cultiva desde tiempos prehispénicas, se le considera como especie
agricola rara. Esta especie se desarralla en clima tropical como el que predomina en la
Huasteca del pais (Barrera ef al, 2009). Las priacipales zonas productoras se Jocalizan en

Veracruz y Puzbla, con clima himedo wopical (Herdndee, 2005).

La fuente principal de L vainilla comercial proviene de V. planifolia, especie vegetal que se
distribuye desde México hasta el sur de Sudamérica (Grisoni et al, 2007, Minoo et al, 2007),
también aparece en muchas referencias como I fragrans. Otra especie menos conocida os
la vainilla de tos Indiss Occidentales, V. pompona, que también tiene potencial en la
exraccion de vainilla comercial. En su estado nawral ¥ planifoli es una orquidea
hemiepifita trepadora cuyos frutos producen la vainillina, segunda especia de precio alto en
el mercado mundial, después del azafrin (Divakaran ef al, 2011), que es el saborizante y

aromatizante de mayor uso en la industria alimenticia (Bucellato, 2011),

En México, en la region Totonacapan (Papantla, Gutiérrez Zamora, y sus alrededores)
comprendida entre los estados de Veracruz y Puebla, existen cuatro sistemas de praduccion
de vainilla: en acahual (tradicianal), bajo sombra de pichoca (Eritrina sp.), en naranjo (Citrus
sinensis L. Osbeck) y en malla (con 50 % de luminosidad); cada uno de ellos muestra un
nivel de tecaificacion y uso del conocimiento tradicional en el manejo del cultivo (Dfaz er

al, 2008).

La distribucién del género en este pais, sbarca los estados de Nayarit, Jalisco, Colima.

Michoacén, Guerrera, Oaxaca, Pucbla, Veracruz, Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatdn y
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Quintana Roo (Salazar-Rojas ef al. 2012)

3.2 Plagas de vainilla

Las plages enla vainilla no causan dafios severos, sin embargo, €5 muy necesario tenerlas en
cuenta para evitar las mermas quc puedan ocasionar cuando se manifiesten. Entre las

principales plagas se encuentran

3.2.1 Tusectos

Piojo colorado de la vainilla: (Euricipiis vestitus champ.) se lacaliza normalmente en e
envés de la hoja y en raras ocasiones en ¢l tallo, su presencia no afecta de maners econdmnica,
ya que solo aparcce en periodos, sin embargo las lesiones que causa ayudan al desarroila de
enfermedades fiingicas. Aunque no son muy frecuentes los ataques hacia las plantas de
vainilla, también se consideran plagas: torcedoras (Clysia sp.), las orugas suelen comerse las
capsulas, las chinches (Spinas sp., Nezara sp.). Las plantaciones de vainilla pueden ser
atacados por el gusana perro (Papifio polyxenes), también por el piojo lanudo (Eriosoma sp.)
¥ la escama ostion (Lepidisaphes gloverii). Algunas veces por las condiciones de excesiva

humedad, se detecian infestacianes de caracoles y babosas (Vanitha ef af., 2011).
3.3 Enfermedades de vainilla
3.3.1 Virus

Una de las causas de enfermedades de la vainilta son los virus entre los cuales se encuentran:



Vanilla Mosaic Virus (VMV), Cymbidium Mosaic Virus (CyMV) y Tomato Ringspot Virus
(TRV). Los cuales son causantes de fa distorsion en las hojas y mosaico en fa V. planifolia,
V. pompona y V. tahitensis. Una de las formas en que el virus es expandido s a ravés de los

esquejes contaminados que se usan para la propagacion de la vainilla (Farreyrol ef al,, 2006).
332 Hongos

Este cultivo es atacado por diferentes enfermedades, como son pudriciones basales, necrosis
y tizones foliares. Estudios realizados en diferentes paises asidticos y afficanos, reportaron la
presencia de un gran nlimera de hongas asaciados a dichas sintomatologias Bhai y Dhanesh,

(2008) y Pinaria et al,, (. las pri por hangos

son las siguientes:

Antcacnosis de la vainilla: producida por el hongo Colletorrichum vainillae, se presenta como
manchas circulares en las hojas, e un color oscuro, que muchas veces llegan & combinarse
¥ forman una mancha mas amplia, a medida que s desarrolla la cnfermedad, estas manchas
se van secando, observandose pequeios puntos negros que son los cuerpos fructiferos del
hongo

Viruela de la vainilla: causada por el hongo Nectria vainillicola, se manifiesta como
pequefias manchas irregulares y localizadas indistintamente en los lados de fas hojas, tienen
una coloracian eafé oscura y pueden alcanzar un didmetro de hasta § mm.

Herrumbre de la vainilla: oeasionada por el hongo Puccinia sinamonea forma pequenias
manchas o puntos de color amarillo oscuro al reverso de la hoje, de donde sale la

fructificacion del hongo.



Podredumbre de la raiz: esta enfermedad es causada por hongos de los géneros Fusarium y
Phytophtora mostréndose en los primeros afos de vida de la planta. En las raices jovenes se
presenta como pequeiios puntos de color café oscuro, que se oscurecen paulatinamente
conforme Iz enfermedad se desarrolla; ocasiona la muerte de los tejidos afectados que
terminan por desprenderse del resto de la planta. De estos dos hangos el pertencciente al
‘género Fusarium es el causante del mayor dafto a las plantaciones de vainilla

3.4. El género Fusarium

Cominmente asociado con la aparicién de enfermedades en plantas tropicales; ¢l género

Fusarium ocasiona dafios en coronas, yemas y raices de estas plantas (Leslie y Summerell,
2006) asi como en déficits de crecimiento manifestado en la disminucion de su porte, vigor

y produccién baja de flores (Ploetz, 2006)

Este género es responsable de producir pudriciones vasculares o de raiz en muchos cultivos
 omamentales. Las enfermedades vasculares disminuyen la capacidad de la planta para la
translocacion de agua y nutientes hasta un 95 %, 0 que ocasiona marchitez y por siguiente

la muerte de la planta (Agrios, 2005).

La penetracion de Fusariun en la planta es a través de heridas naturales dejadas por los pelos
radicales o por las raices secundarias al emerger de las raices primarias, por heridas
ocasionadas por insectos, nematodos y labores culturales. EI hongo se desarrolla a una

temperawra Gptima que va desde 25 a 30

. pero se han reporiado infecciones a

temperaturas menores (Leslie y Summerell, 2006).



El nivel de humedad del sucio es otro factor importante pucs cuanda hay exceso, las

estructuras de én camo son ¥

germinan y penetran rapidamente en Ja planta. 1a propagacion del patgeno se lleva a cabo

a través de) uso de plantas infectadas, labores en el sueto de cultivo. material contaminado y
en contacto con raices que erezcan alrededor de la planta y estén bajo contaminacién, no

obsiante ¢l viento y el agua de riego estén catalogados como los principales dispersores en

areas cercanas. El hongo es capaz de sobrevivic a través de su fase saprofita en el sucla por

tiempo indefinido (Agrios, 2005), pero también puede sohrevivir pracias a sus estructuras de

resistencia como es el caso de las clamidosporas, las cuales llegan & sopartar un tiempo de

latencia de 30 afios o mds
3.5. Identificacién de especies del género Fusarium
3.5.1 Téenicas morfoldgicas para Ia identificacion del género Fusarium

En la morfologia de Fusarium su caracteristica principal s la forma y ¢l tamafio de las

esporas, las cuales estin dispersas en el micelio aérea o en masas limosas.

Los macroconidios son pluriseptados, curvados, poseen una célula apical més o menos
puntiaguda y en algunas especies con una célula basal en forma de pie. poseen una longitud
‘mayar & los 25 um, presentan tres septos y una ligers curvatura (Figura 5). Cuando las cepas
son cultivadas en medio de papa dextrosa agac (PDA) presentan varishilidad con respeeta a
Ia abundancia, aspecto y color del micelio, el cual pucde ir desde blanco hasta vialeta palida

(Seifert, 2001}, Las microconidias de Fusariur sp. san cominmente fusiformes.



claviformes, elipsoidales o subglobosos, sin ningln septo y con una extension aproximada

de S pm generad slides que erecen de las hifas (Figura 4) (Leslie y

Summerell, 2006).
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Figura 4: Caracteristicas morfologicas de las esporas utilizadas en la identificacion de
especie de Fusarium. Los dibujos no necesariamente son a la misma escala. A-D: formas de
fos Macroconidios. A: macroconidio Fusarium tipica. Celular apical a la izquierda, a la
derecha de células basales. B: Delgado, recta, casi macroconidio como aguja, por jemplo,
F."avenaceum. C: Macroconidio con curvatura dorsiventral, por ejemplo, F. equiseti. D:
Macroconidio con el lado dorsal mas curvada que la ventral, por ejemplo, F. crookwellense.
E-H: Macroconidio formas de células apicales. E: Blunt, por cjemplo, £ culmarum. F:
papilados, por ejemplo, F. sambucinum. G, Hooked, por cjemplo, F- ateritium. H: La puesta
a punto, por ejemplo, . equiseii. 1-L: Macroconidio, formas de células basales. I: cn forma
de pie., por ejemplo, £. crookwellense. J: la forma del pie alnrgada pm'ejcmple F. longipes.
K. Claramente muescas, por ejemplo, /. avenacewm. L. A jemplo, F
solani. M-T: mlcmcomdlas Tormas de Lsporas M: Oval. N DﬁS un elnlar ovul O: Tres
: Reniforme. Q: o base. R: piriforme. S: napiforme.
T: glnbnse Fucnl: Leslie y Summerell, (2006).




Las clamidosporas pueden ser terminales, laterales ¢ intercalares, las células conidiales

slgunas en clami c ies presentan
con distinta morfologia macroseapica esta se debe a la secuencia de luz-oscuridad (Samuels
etal, 2001). Clamidosporas se forman en CLA por lo regular en un periodo de dos a cuatro
semanas después de la inoculacidn, los cultivas en CLA por lo general se inician

normalmente a partir de la germinacion de canidios ( Figura 5) (Leslie y Summecell, 2006).

Figura 5. Las clamidosporas de especies de Fusarium. A-B: clamidosporas de F. solani. C-

D: clamidosporas de £ compactum. E: Cadena de clamidosporas verrugosa, de F.
compactum. ¥ clamidosporas de parcdes lisas, de £ solani. G: clamidosporas de £. scirpi
H: clamidosporas de F compacrum. 1: clamidosporas de paredes lisas, de F. scirpi. J y L
Cadenas de clamidosporas verrugosas de £ compacrum. K: Cadena de clamidosporas
verrugosas de F. scirpi. A-E: Barra de escala = 50 m; F-L: Barra de escala = 25 . Fuene
Leslie y Summerell, (2006)



La morfologia de las colonias es muy distinta y presenta dos 1ipos una caracterizada por la
produccion de abundante micelio acreo, algodonso, presenta coloracion variable puede ser
de blanco a un rosado durazno pero por lo regular con un tinte violeta mis fucrie en la
superficie del agar y pocas microconidias llamadas del tipo miceliar y otro con fomacion

de poco o nada de micelio aéreo y abundantes microconidias denominadas del tipo pionatal

(figura 6) (Summeller, 2003).

ssusds

s \‘
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Figura 6: Morfologia de las colonias de especies de Fusarium en papa dexirosa agar. La
placa superior es la superficie superior y la placa inferior es la parte baja. A: F. poae. B: £.
oxysporum. C: F. acuminado. D: F. nelsonii. E: F. subglutinans. F: F. nygamai. G: F
pseudonygamai. W: F. lateritium. 1. F. thapsinum. J: F. decemeellulare. K: F. verticillioides.
L: F. culmorum.Fuente Summeller (2003)



A partis de tejido de ¥, planifolia se han aislado especies de . oxysporum, F. solani, F.
proliferatum y F. desencelulare, de esias, las especie de importancia patogénica son F.
oxysporum y F. soluni siendo de mayor relevancia £, oxysporum por su presencia a nivel
global (Pinaia ef al, 2010).

3.5.0.1 Fusorium oxysporum

F. oxysporum ¢s uno e los patbgenos cosmapolilas causantes de enfermedades en maltiples
cultivos que limita severamente la produccion en todo el mundo. Sus formas patogénicas

patasitan més de 10 de plaites gi y

8 esto por los distintos
mecanismos que tiene el hongo para penetrar las defensas de muchas plantas y que le
permiten colonizar los tejidos vascalares de los cultivos y dar lugar a la interrupcion de la

wranslocacién de agua de los tcidos. que en consecuencia causa los sintomas de

marchitamiento (Lin et al.. 2010).

F. oxysporum es caractecizado por producir colonias de rapido desarrollo con una tasa de

desarollo diario que s #cercaa | em (Leslie y Summereil, 2006).
3.5.1.1.1 Farmas especiales de Fusarium oxysporum

Este patogeno tiene varias formas especiales (£ sp.) de acuerdo con los hospedentes que

infecta, iafsp. ponde ac i gicas son
indistinguibles pero pusen diferentes propiedades fisiologicas para parasitar un hospedero

especifico. La . sp. 3¢ emplea {mismo tipo

existen reportes de mids de 70 1. sp. de éste patogeno (Leslie y Summerell, 2006). Para

vainilla, a £ sp. se denomina £ oxysporum [, sp. vanillae.
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3.5.1.12 Razas

Las £ sp. de F. oxysporum a su vez se subdividen en razas fisiolgicas. con base a su

especificidad patogénica sobre distintas variedades de la misma especie de planta (Gasces,

2001).

Las razas se van determinando de acuerdo 2 los cultivares de la misma especie; una vez que
son infectados por el patdgena s le conoce como raza 1, al deteaninar los cultivares que son
resistentes  esta raza, se empiezan a cultivar hasta que son atacados por ¢l patgeno
produzca perdidas, esta nueva especie se le conace como raza 2. Los sintomas gue presenta
2 plama también verian de acuerdo a la rasa por la que es atacada, puede preseatar
amartillamiento en hojas y tallo o solo presentar pudricidn de raiz. La forma de Ja colonia
también puede ser diferente entre las cazas. En alganos casos se presentan razas falsas como
es el caso de F. oxysporun I, sp. cubense sub. taza tropical 4, la cual no presenta sintomas

en zonas de clima templado (Nash, 2007).
3.5.12 Fusarium solani

Es caracterizada por presentar colonias de color crema a durazno, con leve colaracitn
purpura, es de crecimiento ripido, llega  ser de 9 em a los ocho dias después de la siembra

en PDA. Las fas se forman sobre mi largos, en

Lulas. Las macroconidias se forman en conidioforas

falsas cabezas cilindricas, de una o dos
bien desarrollados, ramificados o no ramificados, monafialides, de cilindricas a Falcadas, es
decir que, forman una curvatura semejante a la de una hoz, con células basales y spicales

diferentes a las de la conidia. Las clamidosporas pueden ser redondas u ovaladas,
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presentan paredes lisas o rugosas, se presentan por lo general en pares temminales o

intercaladas (Sanabria, er al., 2002; Agrios, 2005).

Conforma un grupo con mis de 50 especies, los cuales tienen diversas propiedades biolégicas
enire ellas, son causantes de enfermar a mis de 100 especies de plantas (Coleman ef al.,
2009). F. solani son organismos diffciles de diferenciar entre ellos ya que son muy similares

morfolégica y filogénicamente. . solani es un patbgeno que causa dafio en la raiz, produce

necrosis por la introd: de sus hifas a las partes internas de este 6rgano ¢ invade los haces
vasculares de la planta, lo que conlleva a la pérdida de la raiz causando el marchitamiento y

la muerte de la planta (Zhang et al,, 2006)
3.5.1.2.1 Formas especiales

Las formas especiales de Fusarium solani no son tan especificas como las de £ oxysporum,
que ademis de atacar mis de un cultivo como F. solani f. sp. glycines que ademis de tener
como hospedante a la soya también infecta distintos tipos de porotos; £ solani f sp. phaseoli
el cual ha sido mencionado como causante de la podredumbre radical en diferentes géneros

de leguminosas.
3.5.2 Técnicas moleculares para la identificacion del género Fusarium

Debido a que las

0 50 lo sufici para
poder analizar diferencias entre cepas, se ha recurrido al andlisis molccular del DNA (Riveros
et al,, 2000).

Las técnicas moleculares pueden usarse para estudiar la estructura de la poblacion mediante

¢l examen de algunos rasgos y revelar informacion que no se pucde oblener por otros
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métodos. Los marcadores moleculares se utilizan pare comparar regiones gensticas en fos
grepos de hongos. Estudios previos utilizaron tenicas moleculares para diferenciar las

formas especiales patogenas de fas no patégenas (Stewart et al, 2006).

La técnica molecular usada es la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas
en Inglés), la cual fue descrita por el grupo de Khorzna en 1972 y 1974, aunque
sorpresivamente pasd desapercibida durante un tiempo: fue retomada en 1983 por Kary B.
Mullis y llego a ser una revolucién en la ciencia de la vida: la técnica se automatizd y
popularizs en 1988 mediante el empleo de un ADN polimerasa termoestable (Caballera er

al., 2001).

La PCR se realiza mediante la amplificacin ~alectiva y expenencial de una region del ADN
molde. Fsta reaceion es catalizada por una enzima ADN polimerasa termocstable, en
presencia de dos iniciadores, denominados iniciadores disefiados para que se adhieran a los
extremos de |2 region a amplificar. Los iniciadores hibridan con ADN desnaturalizado en dos
puntos del mismo, para crear dos fragmentos qut ceban a la ADN polimerasa y delimitan la
regidn que se amplifica. Por tanto, Ja ADN polimerasa duplica un fragmento de ADN y, 2)
sepetic el ciclo varias veces se consigue una muliplicacion del fragmenta que dejan una gran

santidad de ADN abservable de una sala moléeula (Ward, 1994)

Para analizar fa relacion taxondmica entre especies, son necesarias las secuencias yendticas
de uno o varios genes, entre losque comGnmente se utilizan, se encuentean partes de la region
codificante del DNA ribosomal (espacios transcritos intemos, ITS, por sus siglas en inglés)

ol factor de elongacion 1-a,



La regién ITS contiene dos regiones no codificantes variables que se localizan dentro de las

de ADN, entre pequeiia, la regién para 5.8
¥ los genes de lz subunidad grande (Gardes y Bruns, 1993)

Los [TS son secuencias espaciadoras situadas entre 1os genes 185, 58S y 285 del ADN

ribosomal (Figuea 7), no son regiones codificantes particulares y por Jo tanto, ticnen una gran

variabilidad. La tegiones ITS presentan caracteristicas que los hacen ideales paca los estudios
de polimorfismo genético entre especis, debido a que una secuencia nucleotidica corta de
300 a 600 pares de bases es ficilmente amplificable con la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR) (Ciaceio, 2011).

Figura 7: Localizacidn de los espacios ITS.

Porsu parte el fuctor de elongacion [~ (EF-1a), es una proteina muy conservada implicada
en la traduccion, que tiene propiedades necesarias para la influencia filogendtica y

taxonomica.



La traduccion o sintesis proteica se divide en tres partes: iniciacion, elongacién y
terminacion; la elongacion requiere de varias y diferentes proteinas solubles denominadas
factores de elongacion. En eucariotas, el alargamiento de la cadena polipeptidica requiere la
accion orquestada de tres factores, sugiriendo la importancia del EF-1a en la integridad del

citoesqueleto (Pittman et al,, 2009).

Se ha demostrado que los genes factores de elongacion de los organismos poseen una
composicién de nucledtidos altamente sesgada, se ha sugerido que en particular el EF-1-
puede aportar una estimacion muy sdlida de las relaciones entre los principales grupos de
eucariotas (Roger er al, 2014).

En la actualidad el EF-la s¢ considera como un gen esencial en el anlisis multigenético por

las razones siguientes: 1) la presencia de una copia inica en ¢l genoma de Fusarium, 2) la no

deteccion de copias ortélogas, 3) su riqueza de regiones intronicas y alto nivel de

cercanas y 4) la posibilidad de generar cebadores
universales (Figura 8) que permiten estudios a wavés de los limites filogenéticos del género

(0" Donnell et al, 2004).



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizacion geografica del drea de estudio

El estudio se realizé en el Laboratorio de Ala Tecnologia de Xalapa (LATEX) de la
Universidad Veracruzana ubicada en Xolapa, Veracruz, México y en el Laboratorio de
Parasitologia situado en la Unidad Académica de Agricultura de la Universidad Auténoma
de Nayarit

El material vegetal fue vainilla silvestre con sintomas de pudricién y sanas colectadas en
predios de los municipios de Xalisco y Ruiz del estado de Nayarit, México. La referencia

geogrifica de cada predio se presenta en ¢l Tabla |

Tabla 1. Ubicacién seografica de los predios seleccionados con plantas de vainilla silvestres
enfermas en Nayarit,

Predios de Xalisco Tocalizacion Geografica _ Altitud (msam)
Malinal A N21.37225 W:105.04379 639
Malinal B N:21.37172 W:105.04180 77
Malinal C N:21.36900 W:105.03957 716
El laliano N:21.37707 W:104.98861 985
Oreja de Ratén N:21.42811 W:104.88986 1005
Predios de Ruiz, Nayarit _ Localizacion Geografica  Altitud (msnm)
Cordén del Jilguero A N:21.9103 W:104 95421 Bl
Cordén del Jilguero B N:21.9103 W:104.95421 531

msnm= metros sobre el nivel del mar



42 Material vegetal

De cada predio se colectaron tres rajces (dos raices con pudricion y una sana), una porcion
de talio con sintomas de amarillamicnto cortado  los 30 cm después del nivel del suelo y
ocho hojas con manifestacién de necrosis. Este material se recolectd de plantas de Vamila

sp. desarvollada de manera silvestre.

Las muestras de raices, hojas v tallos se cosecharon con tijeras podadoras previamente
desinfectadas en solucién de hipaclorito de sadio al 5 %. E material vegetal recolectado se
empaquetd en holsas plésticas con cierre hermético debidamente marcadas y colocadas en

neveras de unicel para su transporte al LATEX (referido en el punto 4.1).

4.3 Desinfestacion y establecimiento de las muestras

En el laboratario, cada muestra fue procesada de menera diferente en dependencia de su
naturaleza: los tallos v hojas se enjuagaron con agua destilada y se cortaron en fragmentos
de 3 a5 mm con apayo de bisturi, considerando que el fragmento contuviera una parte de
tejido sano y una parte dafiada. La parte intermedia del fragmento, es decic, parte sana de la
muestra (verde) y parte dafiada de ta misma (oscurecida). Posteriormente, los fragmentos se
desinfestaron dentro de fa campana de fluja laminar, sumergiéndolas en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2 % durante 5 min; este procedimiento se realizd dos veces, seguido

de tres enjuagues con agua destilada estéril

Las muestras de tallos y hojas se cortaron en fracciones de 3 2 S mm en la zona periférica de
Ia lesion y cada fragmento se colocé en cajas Petri con medio PDA (39 g de papa dextrosa

agar por 1000 mL de agua destilada) previamente esterilizado en autoclave a
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120 “C/15 1b/15 min. Las cajas inoculadas se almacenaron en estufa de incubacion a

temperatura de 25 °C durante cinco dias en condiciones de oscuridad.

Con el fin de determinar la distribucion de Fusarium a lo largo de las raices de vainilla, estas
se midieron a partic de la parte aéres (20 4 40 ¢m 2 partic del suelo) donde se origina del tallo
de la vainilla hasia la punta o cofia de la raiz. Solamente se midié la raiz principat

descartandose las raices secundarias y terciarias.

Cada taiz. se secciond en tres zonas: zana 1) los 10 em de tejido de raiz cercana al tallo, zona
2)los 10 em de tejido de raiz de la zona apical y zona 3) el tejida de raiz intermedio ene las
zonas [y 2. A cantinuacion, el tejido de las zanes | y 2 fue seccianado en fragmentos de |

cm. Para el aislamiento de hongos a partir de t€jido de raiz de la zona 3 (zona intermedia) se

\ secciond | em por cada distancia de 10 cm de tejido de raiz, Los fragmentos de | cm se les
l aplico una desinfeccion con una solucién de hipoclocito de sodio al 2 % durante 5 min,
| despuss se sumergicron en stohol al 70 % durante 2 min y se les aplicaron res enusgucs
| con agua destilada estéril; pars su establecimiento en las cajas Petri con PDA preparado y
[ esterilizado previamente, a los fragmentos de | cm se les retiraron los primeros y dltimos 2
' mm de raiz y se realiz un corte longitudinal para dividir los fragmentos en dos parte. Las
cajas con medio PDA que fueron dispuestas en estufa incubadora a 25 °C hasta observar el

desarrollo de micelio,




4.4 Aislamiento y obtencion de cultivos fangicos puros

Una vez que se observo el desarollo del micelio, se seleccionaron aquellos cuerpos fingicos
que presentaron coloracion desde blanco-crema hasta un violeta oseuso. Una muesira de

micelio de acuerdo al color se resembro en cajas pelri can medio PDA,

Después del desarrolio de la colonia, para garantizar la pureza genética del aislamiento de
Fusarium sp. s llevé a cabo un aislamiento manaspérico; es decir. se establecis una sola
espora en una caja de Petri con PDA. La realizacion de este método sc llevd acabo de ta
siguiente manera: una porcion del micelio se coloco en una caja nueva con PDA, s le
adicionaron tres gotas de agua destilada estéril, esparciéndose dentra de la caja con ayuda de
una barrilla de metal con forma triangular. Las cajas sembradas se incubsron a una
temperatura de 25 C° por 24 h. Cumplido el tiempo, con ayuda del microscopio compuesto
colocado en el objetivo 4x, se procedi6 a extraer una espora gecminada con un asa de
diseccion y se colocé en una ceja nueva con SNA. Las cajas se sellaron y se colocaron en la
estufa de incubacion Scorpion Scientific XMT6-808,  temperatura de 26 *C durante cuatro
dias, posteriormente, se pasaron a diferentes medios de cultivo, papa dextrosa agar (PDAJ.
agar clavel (CLA) y agar sintético nutricional (SNA), fos cuales fucron preparados como se

indica a continuacion.

E) medio PDA se preparé pesanca 39 g de PDA para | L de agua destilada y se esterilizd a
126°C por 20 minutus en une autaclave (Felisa). Este medio st wilizs para abservar las

caracteristicas de la colonia.
E] medio CLA se prepard pesando 20 g de agar agar para [ L de agua una vez esterilizado sc.
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vaci6 a cajas de Petri y se le colocaron fi de hoja de clavel p crilizad:

en el centro de la caja. I CLA se wtilizd para la produccidn de clomidosporas asi como la

abiencién de esporocarpios del hongo.

El medio SNA se preparé pesando 1 g de HK2POs, | g de KNO3, 0.5 g de MgSO4-7Hx

05g de KCI,0.2 g de Glucosa, 0.2 g de Sacarosa y 13.2 g de agar, para disolverlos en | L

de agua destilada estéril. Este medio se wilizé para la produceisn de microconidias
pac distinguic las distintss formas de hifas.

4.5 ldentificacion morfologica

La identifieacisn de fos aislamientos se lievdi a eabo siguiendo la metodologia de Leslie y
Summerelt (2006). Las caracteristicas de 1a colonia de hongos crecidos en PDA que se
tomaron en cuenta fueron: color de coloaia ta cual se lomd de acuerdo a la coloracion que

presentaron las cepas. para ellos se utilizo un criterio de coloracién basados en presencia de

¥ erecimiento d alos 10 dias ripido crecimiento
las cepas que lcanzaron mas de & cm en las caja, moderado crecimiento aquellas que su
crecimiento fue de 7 a 8 cm y lento las cepas que presentaron <6 cm. Las estructuras
microscopicas en los hongos se abservaron en colonias crecidas en medios CLA y SNA 2 los
10 a [5 dias, incubados a 26 °C. Cada caja se observo con ayuda de un microscopio
compuesto marca ZEISS modelo LCS KF2. Se tomd en cuenta la conformacion de las hifas
(monofidlides o polifilides) asi como la forma de las macroconidios (tamafo, nimero de
septos, forma apical y basal) y la form de fos microconidios, asi camo en la forma en la que

se producian (falsas cabezas, cadenas cartas y cadenas largas). Del misma modo,
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la farmacion i ¥la forma en que se p ples,

pares, cadenas 0 grupos).
4.6 Extraccion de ADN

£ ADN se extrajo de acverdo & la téenica de bromuro de hexadeciltrimetilamonio también
conocida por sus siglas en inglés (CTAB) (Stewart y Via, 1993). Cada hongo fue desarrollado
en PDA durante ocho diss. A cada caja de cultivo se adiciond 2 mi de solucion
amortiguadara STE (100 mM NaCl, 10 mM TrisHCI, | mM EDTA, pH 8) para resuspender

el micelio

Se tomaron 40 L de la suspension celular y se colocaran en mortero estécil. A cantinuacion
se te agrego 600 L. de buffer de extraccion (CTAB 2%, NaCl 142 M, EDTA 20 mM, Tris
HCL 1 M, pH 8. PYP 40 al 2 %, dcido ascérbico) El tejido se homogenizd con un pistilo
congelado, el homogenizado se trasfiri a un tubo para centrifuga estéril, para adicionar 800
KL de solucion cloraformo-alechal isomilico (24:1 v/v), la solucion se agité hasta mezclar

hamogéneamente, centrifugar a 1000 xg durante 5 minutos

€1 sobrenadante se trasfiri de 500 a 600 uL 2 un wbo estéril, se adicionaron 700 uL de
isoprapanal, se incubd por cinco min a temperaiura ambiente, después se centrifugd & 14000
xg por 20 min; el sobrenadante se vertid y se puso a secar ef pellet; para ello, los tubos se
invirtieron sobre toallas de papel. el pellet se resuspendio en 100 uL de agua libre de

nucleasas.

E! grado de integridad del ADN se observo mediante electroforesis en geles de agarosa al 0.8

%, en una cimara de electroforesis horizontal marca BioRad modelo Pawerpac Basic a 90
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V. Los geles se tifieron en 100 mL de solucién TBE 1x adicionado con 2 pL de bromuro de
metilo (10 mg mL"") durante 20 min. Estos, s¢ visualizaron en un fotodocumentador bio-
imagen system macrobis. La cusntificacion del ADN sc realizd ea un biofotsmetro BioRad
donde se colacaron 999 ul. de agua destilada estéril y | uL del ADN extraido; la calidad del

ADN se medié mediante el clculo de la relacion Aze/Ass
4.7 Amplificacidn del DNA por PCR

Para el andlisis molecutar de los hongos se amplificaron los genes cominmente usados pars
Fusarium: gen DNA ribosomal (ITS1-5 85-ITS2) y el factor de elongacién la (EF-1a)
4.7.1 Amplificacion DNA ribosomal (ITS1, ITS2 y el gen 5.8 S rRNA)

Las recomendaciones de Batle-Viera y Pérez-Vicente (2009) se siguieron. La mezcla de
reaccion contiene 20 pM de cada oligonucleétido ITST (5'TCC GTA GGT GAA GCT GCG
G-"3) ¢ ITS4 (5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC'3), 1.5 mM de MgClz, 0.25 mM de
GNTPs, Ix de tampén Tag DNA pol y 1 U de Tag DNA pol (Promega). El volumen final de

reaccién fue de 25 L.

St aplicd una desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 5 min y posteriormente 35 ciclos de

294 °C por 1 min, 55,5 °C por 2 min, extension a 72 °C

por 2 min y una extension final a 72 °C por 10 min.
4.7.2 Amplificacitn del gen EF-la

Las amplificaciones se Nevaron a cabo mediante la metodologia propuesta por Pinaria et al.

{2010) con algunas modificaciones. La reaccién s¢ realizi en un valumen de 25 pL que
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contiene x de TaqDNA buffer, 2.5 mM de MgCl:, 0.20 mM de dNTPs, 1 U de Taq PNApol
(promega), 20 pM de cada primer EF-1 (ATGGGTAAGGARGACAAGAC) y LF-2
(GGARGTACCAGTG/ICATCATGTT), y ~50-100 ng de ADN genémico. La reaccién s¢

desarroll bejo el programa de ciclos témmicos siguiente: una desaaturalizacion inicial de 2

min a 97 °C, 35 ciclos de 296 °C por | min, a58°Cpor |
min y extensién a 72 °C durante | min, seguido por una extension final a 72 °C durante 7

min
4.7.3 Secuenciacién y anslisis de los amplificados

Los productas de amplificacion s¢ purificaron con el método de gel Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promeza) y se cuantificaron con un espectrofotometro sobre la base

de que una unidad de absorbancia & Az nm carresponden 4 50 ng/uL. Se conté con los

servicios de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de ls Universidad N

Auténoma de México. Las secuencias se editaron coa el programa Biokdit. Se ut

pracedimiento Alineamiento Miltiple (Bootstraps = 1000; Gap Open Penaltics=

Extend Penaltics = 3) del software BioEdit 7.1.3.0 (Hall, 1999).
El andlisis de la secuencia se hizo por duplicado can cada aislamiento flingico. Los datos de
secuencias se analizaron en el GenBank del National Center for Biotechnology (nformation
NCBI) mediante el sistema Basic Local Alignment Search Taol (BLAST) (Gelser ef al,
2004)

Las secuencias de [TS se alinearon con el programa BioEdit, se determing el modelo de

evolucidn con el software JModelTest. Se realizs la busqueda del arho! de maxima
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verosimilitud (Maximum Likelthaod) con ayuda def software RxmLgul y se visualizo en el

software Fi

ree. Se incluyeron secuencias reportadas para las especies de Fusarium y se

realizé el anlisis filogenético considerando un beatstrap con 1000 permutaciones.

El modelo de evolucién que se obrubo fue el Jukes and Cantor (JC) (1969), el cual dice que

tadas las bases nitrogenadas pueden suffir la misma tasa de mutacion (A=0.25, C=0

T

=0.25 y G=0.25) estc es uno de los modelos mas sencillos que nos indica un salo tipo de

su 0 en nucleotidos y ¢l numero de parametros es ¢l mismo numero de !nngitud de
ramas del arbol, Valcireel abtenido de
s uam.es/docencia’ocw/cursos/valearcelfilogenia Texto_2_Lpaf.

La reconstruccion filogenética de la regién del factor de elongacion la se realizd en el
software Tree Analysis Using New Technology (TN.T. 1.0) (Goloboff, 2000). Se realizd
una biisqueda heuristica (5000 réplicas) utilizanda TBR (Tree Bisection Reconnection). Se
Hlev a cabe un remuestrea (1000 bootstraps) para evaluar el sopore de la topologia generada
Se obtuvieron secuencias Je diferentes especies del género Fusarium, incluidas dos
secuencias de £ osysporum 1. sp. vanidlae reportadas por Pinaria ef al. (2010) (" acceso
Genbank KM!15183, KMUIS186). Se uiilizé una secuencia de Cyanoncetria buxi CBS
125547 (o® scceso Geabank HQ728152) al ser el género mis cercano a Fusarium sp.
(Lombard et ai., 2015).

4.8 Pruchas de patogenicidad
Una vez realizada la caracterizacion morfoldgica y molecular de las hongos, se procedi a
evaluar su grado de patagenicidad en Vainilla pompona. Para ello, se obtuvo material vegetal
de vainilla (hojas y tallo) de Ja zona de estudio. Para la prueb, de manera previa, se realizé

un endlisis para asegurar la sanidad del material.
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Se emplearon los métados propuestos par Adame-Garcia ef at., (2011) que se deseriben &

continuacion

4.8.1 Prueba de patogenicidad en hojas

Las hojas de vainilla se lavaron con una solucion de jabén liquido y se desinfectaron por
inmersién en solucién de hipoclorito de sodio al 2 % (v/v) durante 2 min. Se realizaron dos
enjuagues con ague destilada cstéril. Las hojas se colocaron en cimara himeda elaborada
con platos descchables de unicel, papel bsorbente estéril y envolura de plstico cleanpack
Por cada hoja se calocaron cuatro fragmentos de agar con micelio del hongo (-5 mm de
diametro) crecido en medio PDA durante 10 dias de incubacién a 25£1 *C. Tomando como
referencia la nervadura central, a cada hoja se le hicieron dos incisiones del lade izquierdo al

momento de Ia inaculacion. Cama testigo se empled una hoja de vainilla sana con cuatro

fragmentos de PDA libre del honga. Las camaras himedas (100 % de humedad relativa) se
colocaron a 251 °C durarte 12 dias y se hicieron monitoreos diarios para detectar las cepas
que generaron daito al tejido. Como pruha canfirmativa se re-aislo el hango en cuestion &

partic de aquellas muestras donde se observé dafio.

4.8.2 Pruebas de patogen

ad en tallos enraizados

Para esta prueba los tratamientos se establecieron en bolsas negras (10x15 cm) con 500 g de

suelo inoculade con 10 ml. de suspension de esporas (10° esporas mL™') de Fusarium sp. de
12 dias de crecimicnto en PDA a 26<1 °C. La suspension de conidios inicial se prepara

aftadiendo 2 mL de solucion de Tween 20 (20 %) a la caja Petri que contiene el micelio.



Cada suspension de conidios se vacio en tubos de ensayo con 8 mL de agua destilada estéril
¥ se mezcld con ayuda de un vortex. A partic de éstas se realizé de manera individual,

deesporasa énde 10%mL" por

de Neubauer. Se prepard ademis una solucion testigo sin inéculo fingico, conteniendo 2 mL.

de Tween 20 (20 %) y 8 mL de agua destilada estéril

Tallos enraizados de ~30 cm longitud con dos nudos se utilizaron. Los brotes se sembraron

dos dias después de la inoculacion del hongo al suelo. Momentos antes de la siembra, con
una navaja estéril se realizo una incisién de I cm de longitud a la raiz y a la porcién del
esqueje que estaria en contacto con el suelo. Los tallos se regaron tres veces por semana. EJ
ensayo se establecid bajo un diseio de bloques al azar con tres repeticiones. Se evalug el
nivel de dafio a los 60 dias después de [z sicmbra de los tallos. Se determin si en esqueje
presentaba dafto 0 no. Los postulados de Koch se aplicaron para confirmar la presencia del

hongo inoculado.



V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Material colectado

Las muestras empleadas para este estudics e colectaron en [os predios del Corddn del filguero
del municipio de Ruiz y o predio laliano, Orcja de Raton y EI Malinal del municipio de
Xalisco del estado de Nayarit (Cuadro ). Se reconoce que extos materiales pueden estar
empareatados con Vanilla pompona de acuerdo a las caracterfsticas propuestas por Soto y
Cribb (2010), quienes encontraron poblaciones de esta especie en ol municipio de Ruiz. Sin
embargo, para los materiales del municipio de Xalisco, no se puede indicar lo mismo ya que
no se encuentran antecedentes sobre la presencia de individuos de esta especie en esia
comunidad, por lo tanto, hacen falta estudios morfologicos y moleculares para determinar si
estas vainillas también corresponden & la especie pompona. Debido a lo anteriar, estas

vainillas ain sc pueden considerar como genviipos silvestres (Figura 8)

Figura 8. Plantas de Vanilla sp. localizadas de manera silvestre: A) Municipio do Ruiz, B)

Municipio de Xalisca



La vainilla se encuentra sobre drholes netivos del lugar entre plantaciones de café o en medio
de la zona de bosque tropical donde no existe un cultivo establecido (Tabla 2). atgunas de

ellas se localizan en lugares muy poco accesibles, por o regular se localizan en zonas con un

cuerpo de agua ya sea un armoy0 o un nacimiento de agua.

Tabla 2: Nimero de plantas por predio y twtor donde se desarrollan.

Predio Nimero de Tutor
plantas
Malinal A 1 Rable (Quercus sp.)
Matinal B i Jicarillo
Malingl C | Encino (Quercus
sp)
El ltalizno 3 Levadura y Encino

(Quercus sp)

Oreja de Ratsn 1 Jicarillo
Cordén del Jilguera A 3 Café y Trompeta
(Cecrapia

obtusifolia Bertol

Cordon del fitguero B 2 Amayansillo y

Tepeguacate




Las vainillas estin adaptadas a esos lugares, pues se observa que sin la intervencion humana
para tlever a cabo un praceso de fecundacion, estas son capaces de producir sus flores y en
consecuencia frutos, caracteristica que se ha perdido casi en su totalidad ea plantaciones
comerciales extensivas de ¥, planifolia (Heméndez, 1997). Este fendmeno podria explicarse
por Ia presencia de los polinizadores naturales de la vainilla en Jas zonas de estudio, sin
embargo hace falta profundizar en este punto pues muestra una gran relevancia, debido a que
con estas condiciones favorables ta vainilla puede convertirse en un cultivo relevante para
Nayarit, por la gran demanda comercial que tiene y por ser el segundo lugar en especics
aromiticas despuss del azafrin, lo que ayudsria a reducir iv. vustos de produccion pues se

ahorraria el gasto en fa mano de obra para reatizar la polinizacidn,

La vainilla en Nayarit no cuenta con ningin mantenimiento por parte de los
propietarios de los predios, en ciertos casos es considerada como una especie pardsita o
maleza hacia su cultivo, [0 que ocasiona que los productores las climinen de su plantacién.

Todas las plantas de vainilla mostraron una coloracidn amarillenta en fa parte baja
del tallo, Ia cual esté en contact con e suelo y manchas necriticas ¢n las bojas. Gran parte

de las caices presentaran pudriciones 3 Io largo de ellas (Fr2ura 9). en algunos casos, la raiz

principal se enc da con precncia de 1a parte terminal, csto se toms.
en cuenta para denominarla como raiz eaferma por Fusarium. L raiz sana fue aquella que

o presentd dafio que concardara con Los dafios causados por Fisartum,



Figura 9: Aspecto que presentaron la raiz y hoja de Vanilia pompona que se wilizaron para

el aislamiento de Fusarium sp.
5.2 Aislamiento y obtencion de cultivos fangicos puros.

De cada localidad se obtuvieron diferente numero de cepas, a las cuales se les asignd
una clave (Tabla 3) compuesta de letras y nimeros; la lewra indica su luger de procedencia y
el nimero el fragmento de Iz raiz del que fue extraido. En total se obtuvieron 40 cepas de
Fusarium sp.

En hojas no se obtuvicron cepas de Fusarium de ningin predio, posiblemente porque este

hongo afecta hojas jévenes como lo indica ). En tallo, por es tée

Gnicamente se aislaron dos cepas de este tipo de hongo, estas fueron las cepas BCAT y BCBI
del municipio de Ruiz. Para el aislamiento de Fusarium a partir de tejido de raiz se usaron
en total 21 raices, de las cuales 7 fueron sanas o con dafo leve y 14 enfermas. De las raices
enfermas, dos presentaron deterioro avanzado ya que el dafio comprendia entré n 30-50 %
de la longitud de 1a raiz, cinco se mostraron moderadamente enfermas (15-30 %) y sicte poco

enfermas (<10 % de dafo).



Tabla 3. Claves que sc utilizaron para identificar los hongos cada cepa de hongo aislada
segin el predio, la caiz y el fragmento.

Predio Nimero de Clave de hongo
fragmentos
Malinal A 10 AILAZ, A3, A4, AT, A8,
A9, A0
Malinal B 10 B1,B2. B3, B3 B7, BIO
Malinal C 16 clocle
El ltaliano 29 RI-3,RI-5, RI-7,R1-9,

RI-10, RI-15, R1-20, RI-
24, R1:25, R1-26, R1-28,

Ri-28b
Oreja de Ratén 2% R2-1, R2:7, R2:9, R2:10,
R2-11,R2-12, R2:16, R2-
21, R2:25, R2-26
Cordon del Jilguero A 10 BCAI

Cordon del Jilguero B 10 BCBL

En los tres predios muestreados, las plantas presentaron dafos parecidos a los provocados
por Fusarum: alteracién que pudo ser ocasionado por el propio productor al pasar sobre ellas
sin cuidado o al hecho de hacerles heridas al cortarlas por ser consideradas plantas saprofitas

para el cultivo de café. En este tipo de lesiones es por donde Fusarium penetra al tejido del

vegetal pues queeste b el suelo hasta g un huésped,
donde las hifas penetran por las magulladuras causando necrosis en la parte de la planta que
infecta (Abawi, 1989; Abawi y Pastor-Corrales, 1990). Las matas con mayor lesion se

localizaron en Malinal, especi las raices

alos predios

de Malinal A y C (Tabla 4)



Tabla 4. Zonas de aislamiento de Fusarium a fo Jargo de las raices de vanilla pompona.

En 10 de las 14 caices enfermas fue posible aislar cepas de Fusarium a partir de los primeros

v iltimos 10 em de su longitud (Figura 10), del total de segmentos de tejido intermedio
establecido solo se encontrd cretimiento de hongo e dos frozos de 1 cm, lo que indica que
en un tejido considerado por su apariencia enfermo no solo puede ser afectado por la

es posibl la bidtico

o abidtic existente en su enlomo y que no fueron identificados en este estudio. Las raices
sans solo presentaron crecimienta de hongos en la zona upical que estd en contacto con el
suelo (Figura 1), En muchos casos la parte apical (cofia) de las raices enfermas esravo
ausente, lo cual esté descrito como una sintomatologia tipica de infecciones ocasionadas por
los hongos del género Fusaiium, ya que sus hifas al invadir los haces vasculares en las
plantas crean un taponamiento, lo que provoca una pudricion y por consiguiente I separacion

de esta de la zona o funcional (Ploetz, 2007),
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Figura 10. Zona de aislamiento de Fusarium sp. a parlir de una raiz de Vanitla pompona

con sintomas de pudricion

Figura 11, Zonas de aislamiento de Fusarizm sp.a partir de una raiz de Vanilks pompona

sin sintomas de pudricion,



5.3 Identificacion morfolégica de Fusarium sp.

Pigmentacién de cep

. Las colonias presentaron diferencias de pigmentacion Gnicameate
en medio PDA (Figura 12), de acverdo al cromatime, los cepas se separaron para s
identificacion en cuatro grupos. En coloracién blanca-café, de tonafidad blanco, en rosa-

blanco y las de color violeta, donde estas dltimas fueron las mas abundanies (Table 5).

Figuea 12. Crecimiento de Fusariur en los diferentes medios dz culiivo. A) y B) medio

PDA, C) y D) medio SNA, E) y F) miedio CLA,



Tabla 5. Agrupacion de las cepas de Fusarium de acuerdo 2 la coloracion del micelio

desarroliado en medio PDA.

r

Grupo | Color | Namerode | Clavedels | Fotografia del cultivo
[ aislados cepa

fingicos.

Violew | 2

I
2 ‘ Blanco i

3 Blacocafe | 1

R27.62

a Rusa hlanca 2 X




En Fusarium, las condiciones del medio de cultivo san un factor imporiante para la

produccion de pigmentos; algunas especies sun fotosensibles, o que puede ocasionar que
varien ampliamente en sus coloraciones (Leslie y Summerell, 2006). Los aislamientos
obtenidos presentaron una coloracin en varias tonalidades pirpuras; este tipo de coloracidn
es caracteristico de Fusarium (Britz et al, 2002) y s debe a que algunos metabolitos
secundarios estin presentes en el hongo; entre los compuestos quimicos naturales que
presenta este hongo s¢ encuenira & bikeverin, beauvericin, fumonisinas, cido fusrico y
fusarin C (Brown et al., 2012). El pigmento rojizo de) micelio es conocido con ef nombre de
bikeverin, esta caloracién puede ser afectada por la fuente de nitrogeno o la acidez de) medio
tomindose desde un calor violeta oscura a unas tonalidades blanco a blanco durazno
(Wiemann ef af., 200%). Pasa el caso de /* axysporum, se presentaron colonias con micelio

agreo i

icialmente blanca y con cambios en el tiempo a color rosa plido o violeta, resultando
que en cierta forma coinciden con Io reportado por Diaz et al., (2007) al mencionar que las
colonias de Fusarium inicialmente son incoloras pero conforme maduran adquieren
coloracion crema o amarillo palido, pero que bajo ciertas condiciones pueden adquirir
coloraciones que van de un rosa pifido a un violets obscuro.

Crecimiento. £l crecimienta de Fusarium es determinado por factores abidticos
como son [a temperatura. el pHi y la luz, aunque también depende de los nutrientes que
contenga el medio de cultivo como son nitrdgeno y carbono (Kavanagh, 2005). En PDA, las
cepas produjeron abundante y denso micelio en la superficie del medio, de acuerdo Leslic y
Summerell (2006), esto ¢s debido a que este sustrato es rico en carbohidratos que permite el

desarrollo de esas estructuras fingicas.



En este estudio, las cepas presentaron diferencias en sus patrones de crecimiento, de modo

que estos se clasificaron en tres grupos: () crecimiento ripido, 2) moderado y 3) lento (Figura
13 las resultados indican que de Tas 40 cepas obtenidas mas del SO % de las colonias
mostraron eapida crecimiento (Tabla 6). De esta manera Sania e/ al., (2012) encontraran en
tllos de vainitla, colanias de 7. oxpsporum te ripido crecimiento con micelio a¢reo
inicialmente blanco y con cambios en ¢l tiempo a color purpura, por lo que se cansidera que
este hongo es el agente causal de la pudricién de la parte basal del 1allo y raiz de esta especie
(Pinaria er al. 2010} y tanto en cultivares de ajo como en otcos cultivos Fusarium es el
fitopatégeno mis comin (Ochoa ef al., 2012). Esta informacion es un punto de partids para
realizar recomendaciones de manejo filosanitario para minimizar o evitar pérdidas en este
cultivo,

—

Figura (3: Aspecto de las cepas de Fusarium sp. aisladas de V. pompona de acuerdo al

crecimiento en PDA a las [ dies a 25°C. A} rpido. B) moderado y C} lenta.
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Tabla 6. Agrupacion de las cepas de Fiusarium sp. aisladas de V. pompona de acuerdo al

crecimiento en PDA a los 10 dias después de la inoculacion a 25 °C.

Velocidad de crecimiento  Namerode  Clave de cepas  de
Cepas Fusarium sp.
Crecimienta lento 3 R0, RI-28,R2.25, B9, RI-16,
BeAl
Crecimiento moderado il RI9, RI26, R29, RI-T, B-10,
ATCA6RI2E, AL AS, B,
Crecimiento ripido 2 RI-1S, BCBI, RIS, RI-10, RI

20,R1-25, A1, A, A2, R2:1|
A9, R212, R2:21, RIS, R2-L,
R27, A+10, B2, B-3,C-10

En medio SNA Is idios de tres

acinco seplos; en 38 colonias, estas estructuras se observaron ligeramente delgados, curvos,
con una célula basal en forma de pie, coincidiendo con Fusarium oxysporum. También se
encontraron dos cepas con estructuras mds gruesas y con célula basal en forma cilindrica
concordando con Fusarium solani (Figura 14). Los macroconidios son una estructura muy
importante en la identificacion de especies del género Fusarium, la morfologia de esta
estructura en algunos casos es suficicnte para identificar hasta la especie (Agrios, 2005). De
este modo se encontrd que de las cepas aisladas, 38 se identificaron como Fusarium

oxysporum y dos cepas como, Fusartum solani.



Figura 14; Estructuras microscopicas de Fusarium. A) esporocarpo B) masa de
macroconidios C) macraconidios de F. axysporum D) macroconidios de £ solani

En todos los aislados de Fusarium, los microconidios se observaron de manera abundante,

5 12 especies de Fusarium

de acuerdo a las caracteristicas reportadas por Leslie y Summerell (2006), pero solo

Fusarium axysporum y Fusarium solani son especies asociados con vainilla que pucden
infectar y colonizar como un hongo patogeno (Pinaria er al., 2010). Para distinguir estas dos
especies sc utilizo como referencia lo largo de la fialide con lo cual se encontraron 38 cepas

con fialide cona corraborando que cs £ oxysporun y 2 con fidlide lurza coincidiendo con £.

solani

Los microconidios se mostraron d forma oval sin septos (Figura 15). Leslie y Summerell

(2006), describen las microconidias e £ axysporum, de forma oval, eliptica o en forma de

rifion, sin presencia de seplos, se presentan en el micelio aéreo en falsas cabezas, en

monofialides cortas. Mientras para £ salani de forma oval, clipsoide, en forma de rifén y
fusiforme, por lo general sin septos aunque ocasionalmente presentan | 0 2 seplos, se
presentan en falsas cabezas al final de monofialides largas.
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Figura 15: Forma de lus fialides. A y B) monofialides con falsas cabezas de £ oxysparunt y
C) monofidlide falsa cabeza de £ solani.

En medio CLA. a los 17 dias se observaron las clamidosporas, las cuales se presentaron en
la mayoria de los aislados de manera abundante, con forma wsférica y de forma terminal e

intercalada en las hifas, presentindose de forma simple, en pares y solo en dos aislados se

d s de tres a cuatro, los cuales son B-7 y R2-1 (Figura

16). Las clamidosporas son importantes para la descripeidn de varias especies de Fusarium
Ya que con base a su presencia o ausencia sc puede determinar Ia especie de este género, pero
también Ia disposicién y la forma en que se pre-entan puede tomarse como una caracteristica
para su identificacion (Leslic y Summerell, 2006). Estas estructures poseen la capacidad de
sabrevivir inactivas en el suelo durante varios afos en condiciones desfavorables ¢ incluso
en ausencia de plantas huésped (Freeman y Maymon 2000; Hennessy of al., 2005) y
permanecen laientes hasta que encuentran lus condiciones apropiadas para germinar (Morse

etal, 2000)



Figura 16: Tipo de clamidosporas desrrolladas por Fusarium en medio CLA 25 °C durante

20 dias. A) Clamidospora en cadena, B) clamidosporas simples y en pares.

De las muestras obtenidas s lograron identificar morfologicamente dos especies de

Fusarium (F. oxysporum y F. solani) cuyas caracteristicas coinciden con las reportadas por
Ochoa e al. (2012) también reconocidos como hongos causales de la pudricion basal en

cultivares de ajo y en cercales (Strausbaugh er al, 2005); con estos resultados se corrobora,

que estos géneros son patégenos comunes en plantas o semillas distintas.

Aun cuando se han logrado avances en la identificacion de muchos hongos, ain existe
dificultad para el adecuado recanacimiento de ciertos géncros y especies de este grupo de
organismos. La identificacion hasada en la morfologia presenta en ocasiones un importante
grado de dificultad, sobre todo para distinguir especies cercanas, con caraceristicas
fenotipicas muy similares (Ochoa ef al., 2012). La identificacion por métodos moleculares es
una opcién pars confirmar las identidad de estos hongos y resolver dudas sobre su taxonomia
(Unda eal, 201 1; Chandra et ai., 201 1); por ello, en este estudio se procedié a amplificar la
region ITS del gen RNA ribosomal y del gen factor de elongacion |- a para corroborar la

identidad morfologica de los hongos de Fusarium aislados de Vainilla sp de Nayarit.
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5.4 Analisis molecular

EI ADN extraido se abservé en geles de agarosa (0.8 %) para determinar su integridad y se
cuantificé en el Biofotdmetro, dando valores de 200 a 3000 ng/uL, con una relacion de

260/280 entre 12 2.20.

Los amplificados de ITS generaron un producto de 400-500 pb, lo que concuerda con lo
obtenido por Fraire (2010), Ochoa (2007) y Ochoa et al., (2012) para hangos del género
Fusarium (Figura 17). E analisis BLAST dio una similitud de 98 % a 100 % con secuencias
de F. oxysporum f sp. vanillae y F. oxysporum. pero las secuencias de B7 y R2-1 reportadas
morfolégicamente como £. solani dieron valores de similitud de 78% y 89% con Fusarium

sp.y a F. oxysporum respectivamente. Adems de 3 cepa. que aliniaron con . oxysporum

sp. Ciceris y 9 con F. oxysporum {. sp. vaniflae (Tabla 7). Las secuencias se compararon con
las secuencias de F. oxysporum f. sp. vanillac obtenidas por Adame-Garcia., et al (2015),a

pastir de muestras de Veracruz, México
La identificacién morfolégica determing que se encontraron dos cepas de . solan, pero
molecularmente una cepa se alinea con £ oxysporum. y la otea solo se reporta como

Fusarium sp. esto se debe a la alta variabilidad morfologica que presenta £. oxyspurum en

los medios de cultivo, por consiguiente varia en sus isti 6 por esto es
necesario recurtir a los anlisis de ADN (Chandra ef al, 2011). Riveros er al., (2001)

encontraron que en base al anilisis de IS v 2 identifico

F. solani, se agrupé genéticamente dentro del grupo de F- oxysporum, lo que concuerda con

el resultado obtenido en este trabajo.



Tabla 7. Similitud de cada aislados de Fusarium sp. abtenidos a partir de Vanilia pompona,

en relacion con secuencias de la region [TS registradas en GenBank.

G w e de
fingico

= Geabaok Similitad

E Fusirium dxysporm T 5p_ciceris QU7 o5

5 wartum oxsporum Krai (76 1 5

B wsarium ogysporun Kn379995 1 o

g Fusariam ogysporam. KM93000S 1

E Pusarium pxysporum

Fusarium sp

“Fasarium ocysporum

P Tom maporues {4 vl

Fusarium axysporum € sp_vamilac |

Fusartum oxysporum € sp_vanilla
i

Fusariun oxysporum

Ex Fitzium axysporu (. sp. vaillae
% ciuo axssporum
T Fusorium oxysporim
z Fusarium oxysporum
5 Fusarium ozysgorum
I 0 Fuarium axysporum
7 Fusarium axysporum  sp.vanilac
Ad sarium oysporum
rY) Fusarium ozysporum Kisassar
10 Fisarium aysporum { sp.varilla KMDOSO87.T
Fusarium oxysporum IX519337.0
Fusartum axysparun | KP6E7801 |
Fasrium omsporim £ 5. arliae | KAiD03086 1
Fusariun oxysporam 1 sp vanilac KA005087 1
Fusarium oxysporum € sp. vailloe Kvous08o.1
"~ Fasarium axysporum QI3 T 3
[ Fioarium oxysparum Kr276620.1 o0
Fusarum oxysporum — KM98000S.1 99
[ Fusarium oxysparum . sp. ciceris — DQYseiTaL 95
RMZ0T88 1

—LC040906.1 100% _

D961 72.1

e |
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Figura 17: Productos de amplificacion de las regiones ITS de las cepas de Fusarium sp.

aisladas de Vanilla pompona de Nayarit, México

EI drbol resultante del anlisis de méxima verosimilitud (Meximum Likelihood) fue
enraizado con a secuencia FvX94166 de la region ITS del hongo £ verticillioides obtenida
de la base de datos del GenBank. La especic £, verricillioides es la mas cercana a F.

oxysporum (Figura 18) (Ma et al., 2010)

Adicionalmente, para este andlisis se incluyeron dos cepas de £ oxysporum . sp. vanillae
la cepa AY387698 (Fofsp.v.a) originaria de Colombia (Wang ef al.. 2010) y la cepa

KMO05088 (Fof sp.v.k) oriinaria de Veracruz (Adame-Garcia er al., 2015)

Las secuencias obtenidas apartir de cepas de £ solani, se agruparon aparte en un solo clado,
mientra que las secuencias de F. oxysporum. se ubicaron en dos grandes clados, uno donde
s¢ localizan las cepas obtenidas de GenBank junto con cepas de Nayarit y otro donde solo s
agrupan cepas de Nayarit, ambos clados no tienen cepas de un solo lugar, se encuentran cepas

de todos los sitios.



Fusarium proviene de un ancestro en comun, por 10 que ha evolucionado de forma diferente
dependiendo del hucsped al que infecta, de esia manera, se llegan a crear las formas
especiales de este género, esto se debe a que las secuencias de algunos genes no presenta
cambios en cepas reportadas como patogénicas y cepas no patogénicas, en este estudio, esto
se confirmé al hacer el drbol filagenético donde los clados arojados muestran cepas

patogénicas  no patogénicas, pero no manifiestan un solo clado donde solo se agrupen

5ino que los clados en base
las patogénicas y las no patogénicas. Inami et al. (2014) describen que esie resultado se

puede deber a la trasferencia horizontal de genes que se lleva acabo de una cepa patogénica

4 una no patogénica, donde ésta comparte los genes que causan la enfermedad, ambién

conocidos como genes SIX (Bastos ef al, 2015).

Los amplificados del gen factor de elongacién 1-a generaron un fragmento de 600-700 pb,
1o que concuerda con lo obtenido por Pinaria e al., (2015) y Adame-Garcia et al., (2015)
(en prensa) (Figura 19). 1 | sndlisis BI 15 ¢ alined con cepas reportadas para Fusarium sp. y
F oxysporum (Tabla 8). Pinaria er al., (2010) identificaron mediante este gen, cepas de

Fusarium relacionados cun la pudricidn de la vainilla en Indonesia donde encontraron que

la mayoria de aislados fueron £ oxysporum y en menar incidencia hallaron F. solani y F.
semitectum aunque estos dos iltimos no resultaron patogénicos para vainilla

Este gen forma parte de la maquinaria de las proteinas y posee una gran importancia
filogenética debido a que es altamente informativo en las especies del género Fusarium

(Baayen et al., 2000).



Figura 18: Arbol filogenético basado en secuencias ITS del ADNr de cepas del género

Fusarium aislados de vainilla en Nayarit y de cepas del GenBank.



para la amplificacidn de este gen se utilizaron oligonucledtidos desarrollados poc O*Donnelt
et al. (1998), los cuales amplificaron una regién de 700 pb (Figura 29) con una disposicién
de tres intrones; este gen ha sido utilizado para Fusarium en vainilla por Pinacia eral,, (2010)

¥ Adame-Garcia etal,, (2015)

70080

iy

ura 19: Productos de amplificacion del gen EF-la de los aislados de Fusarium

oxysporum £. sp. vanillae

Tabla 8. Porcentaje de similitud e identidad de los islados fingico generados a partir del

anilisis BLAST con registros del GenBank para EF-1a.

Clave del aislado Descripcién Clave de secueacia en | Indice de similtud
ingico genbank |
Fusarium axysporum _| B4% DQ435355.1 |

5 Fusarium oxysporum_| 97%

5 Fusarium sp. 9%
5 Fusarium sp. 9%%
5 [ Fusarturm sp. 99%

- | Fusarium oxysporum | 98%

5 Fusarium oxysporum_| 89%

5 [ Fusariom oxysporum | 98%

[ | Fusarium oxysporum | 8%

| Fusarium oxysporum_| 97% DQ365930.1

-10 | Fusarium oxysporum | 98% __| DAe6s930 1
5




de las cepas patogénicas a Vanilla pompona generd 7 dcboles igualmente
parsimoniosos (L =859, IC = 71, IR = 82), en ellos se observa que las cepas se agrupan en
un clado separado junto con las secuencias de F. oxysporum f. sp. vanillae, dicho clado se

subdivide a la vez en dos clados (Figura 20)

En este drbol se utilizo la secuencia de Cyanonectria buxi para encaizar el drbol por ser
‘genéticamente la mas cercana al género Fusarium, de este género se ilizaron secuencias de
las especies F. dencemcelulare, F. solani, E. poae, F. graminearum, F. mangifera, F.
proliferatum, F. subglutinans y F. verticilliodes, para compararlas con secuencias obtenidas
de algunos hongos de este estudio, ademis se incluyeron secuencias . oxysporum f sp

vaniliae (Pinaria et al., 2010)

Las secuencias obtenidas en este estudio s agruparon dentro de un clado junto con las
secuencias de F. oxysporum f. sp. vanillae (Pinaria et al. 2010), Pinaria ef al, (2015)
plantean la hipotesis de que los hongos que causan la enfermedad en la vainilla de indonesia,
fue distribuida con la planta al momento de trasportarla a este pais, debido a que existen
reportes de que el centra de origen de [ vainilla es Centroamérica (FAO, 201 1), pudiera ser
que el hongo haya sido desplazado junto con el hospedero de esta regién y como las
secuencias de esta investigacion se agrupan con las de indonesia, se podria consideran esta

hiptesis como cierta



AFIH28 Frubgtears
ABATA2AS Frutgtrans
D0 Prccllicns
KCE08228 Frartiilioides.

— R

Figura 20: uno de los siete arboles mas parsimoniosos (L =859, IC = 71, [R = §2). El
enraizado del drbol sc realiz6 mediante el procedimiento del grupo extemo (CBS 125547
Cyanoneciria buci). Valores supeciores al 50 % de bootstrap se muestran por debajo de los
nados.
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5.5 Pruebas de patogenicidad en hojas.

Las pruebas de patogenicidad en las hojas de vainitla mostraran que de 40 cepas isladas de

ta Vanilla sp. silveste def estado de Nayarit, 19 mostraran ser patogénicas en esta parte defa

planta (Tabla9). EI lo de infeccion Tos 4 di és de la inoculacion
en el tejido y est vario conforme el tiempo. Las infecciones s¢ caracterizan por la presencia
de lesiones necrdticas de aspecto acu0so con micelio blanguecino en Ja superficie foliar. Cabe
destacar que la mayoria de los horys identificadas como patigenos son de ripido
crecimiento (Tabla 5) y provienen del municipio de Xalisco, especificamente de los predios
Fl ltaliano y Oreja de Ratdn ubicados a una altitud de 985 y 1005 m. respectivamente (Tabla
1), Las 21 cepis restantes no mostraron daio a la hoja, por [0 que se consideraran cepas no

patogénicas (Figura 21)

De las cepas que presentarnn patogenicidad a las cuatro dias a partir de la inoculacion fueran:
A7, Clo, R2-1y C10, por o que se consideran colonias apareqtemente mis aaresivas o
Vanilla pompona. En el cuadro 10 se observa que dentro de los cultivos flingicos mas
frecuentes en este periodo se identificé a F. oxysporum €. sp. ciceris, aungue fambién se
presentaron en igualdad de circunstancias Fusarium sp y F. oxpsporum (. sp varilluz, :ntama
que a las cinco dias predominaron las cepas registradas como R2-9, R2-10, R2-11, B3 y B3y,
todas correspondientes a £, oxysporum . sp. vanillae, de tos 6 a los 11 dias, las cepas que
evidenciaron actividad patogénica pertenecieron a £ oxysporum. En términos generales se
puede mencionar que ln mayoria de los micaorganismos flingicos que desarrollaron lesiones
en las plantas de vainilla de Nayarit fueron miembros de Fusarium oxysporum.
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Figura 21: Aspecto del dafio causado por Firsarium sp. en hojas de Vanilla sp. A) Cepa no
patogénica y B) Cepa patogenica.
Adame-Garcia ef al., (2011) sefislen que 12 dias es suficiente pasa determinar si una cepa es

patogénica o no; en cste estudio se comprucba que mediante la prucba de patogenicidad de

cepas en las hojas de vainilla existe la presencia de cepas patogenas y 6o patogends lo que

indica que en estas planiss se encuentra una diversidad de hongos tanto endofitos coma

palogénicos. Algunas veces el amhiente es muy favorable para el crecimiento de los hangos,

¥ 1ak solo el hecho de que el suelo sea su recepticulo natural, su capacidad de sobrevivir en

latencia y su facil y promta dispersion conidial (Agrios 2005); son razones que pueden

explicar su presencia en hojas com habitante y no como patogeno de las mismas,

Pinaria et /(20101 ..ralan que fa pudricion de 1allo: y sfecciones severas en hojas y fance
de la vainilla en Indonesa se debe a £ avysporum. 1o que trae como consuencia fa pérdida
sigmificativa de vainilla por este putéizeuo (Ashoka, 2005, He, 2007, Pinaria cr al., 2010). En
pruchas de paiogenicidad se enconito que £ e es el hono pagnicy (causa

sintamas de enfermedad) en vainilla y £ soluri <14 reportado como endofitico es decir que

[
se intemnan en ol tejida de la planta sin odiginar ningin sintoma (Pinaria s al., 2010),
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Tabla 9. [dentificacion de los aislados de Fusarium sp. segin el periodo (dias después de la

inoculacion) en que se inicid el daio en las hajas de Vanilla pompona.

Dias Hongos patogénicos _ Identificacin
morfolégica
7 A2 F. solan:
A7, F. oxysporum
o, £. oxysporum
cs _Fosysporum
5 R1-LS Fosysporum
R1-20, F.oxysporum
R29, £ oxysporum
R2-10, F. oxysporum
R211, F. oxysporum
B3, F.oxysporum
832 F oxysporu
3 R1-26, Foxysporum
RL28 F. oxysporum
B R124, F-oxysporum
AL F. oxysporu
82, F. oxysporum
87 F soloni
i a3 F_oxysporum

aungue este puede ser inducido cunndo las plantas son sujetss a sequia o 3 otro factor de
esteés: los resultados de este estudio al igual a lo obtenido por Adame-Garcia et al. (2015)
{en prensa) muestran que 0o solo F. oxysporum es patogénico en vainilla, sino que también
la especit F. solani, aunque en estc dltimo tanto la frecuencia con que se aisla y la agresividad

es menor a F. oxysporum
5.6 Pruebas de patogenicidad en tallos.

Los tallos de vainilla enraizados ¢ inoculados con la solucién de esporas de hongo, mostraron
sintomas de infeccida leves a los tres meses, posteriores a la vacunacién; el primer sintoma

de daflo apreciado por Fusarium fue una pequeda clorosis en Ja base de esta estructura
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morfolégica de ka planta. Similacmenne, Sania o7 . (2012) encontraron a los 30 diu despus
de Ia inoculacion, que solamente los hongos identificados como miembros de la especie £
axysporum (MA136_18 y MA140.22) indujeron desamallo de lesiones necroticas en los
tallos de las plantas de Vainitla planifoli: estas lesiones necroticas presentaran un aspecto
acuoso con halos clordticas y desarrollo can tendencias descendentes fo que provoca la

marchites de Ia planta y por consiguiente la mueric de la misima

Coincidentemente fas cepas que presentaron parogenicidad en hojas fueron las mismas que

presentaron dafio en tallos, (o que demuesicn que estas cepas son patogenos de mata de
vainilla, resultados que cancuerdan con lo obtenidos por Adame-CGiarcia ef al. (2011). quienes

encontraron cepis altamente patogénicas, asi como cepas moderadamente patogénicas y

cepas no patogénicas. Como parte de los postulados de Koch, se ubluvieron crecimientos
caracteristicos de Fusarium en todos los tejidos de vainilla donde se inoculd este

‘microorganismo fitopatégeno (Figura 22).

Figura 22: A) Vainillas inoculadas y B) Siembra de las vainillas.



