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La vain ilia es originaria de America Tropical y la imica orquidea que produceunaesencia

consumible lIamada vainillina; pero, su produccion es mermada y amenazada debido a los

ataques de microorganismos fitopatogenos. Fusarium oxysporum por ser considerado el

principalhongocausantedeenfermedadesenelcultivoyporladiversidaddeformas

especialesquehaevolucionado,esnecesarioprofundizarmasensuidentificacionyelnivel

de dano que ocasiona en esta especie. Este estudio tuvo como objetivo determinar la

variabilidadmorfologica, molecular y patogenica de Fusarium sp. asociado a pudricion de

Vanillasp. del estado de Nayarit, Mexico. Lacaracterizacionmorfologicase baso enel color

de colonia y velocidad de crecimiento en POA; las microconidias, macroconidias y

clamidosporas se analizaron en medios de cultivos SNA y CLA. Lo molecular consistio en

analizar las secuencias de la region ITS l-5.8s-ITS2 (rONA) mediante BLAST (GenBank) y

el algoritmo de maxima veromilitud y el gen de factor de elongacion \ll el cual se comparo

consecuenciasdeotroshongosparaformarunarboldemaximaparsimonia.Lapruebade

patogenicidadserealizotantoenhojassanasinoculadasconmiceliodelhongocomoentallos

enraizadosregadosconesporasyplantadosbajoundiseiioexperimentaldebloquesalazar.

Lamayoriade las colonias aisladaspresentaron coloracion violetay blancoy un patton de

crecirnienrorapido.En elpatton de crecimientopredominaron lascepasquepresentaron

rapidocresimiento. Porlavariaci6n en la forma de los macroconidios, microconidiosy

clamidosporas, de las 40 colonias aisladas se identifico que, 38 cepas fueron Fusarium

oxysporumcon una sirnilitud de 98y 100%y2F. solani;aunque,de las doscepasde F.

solani, molecularmente una se aline6 a Fusarium sp y la otra como F. oxysporum con un



valordesimilitudde78y89%.Delas40cepasaisladas19fueronpatogenicasenfollaje

desdelos4diasyentalloalos90dfasdespuesdelainoculaci6n.Lamayoriadeloshongos

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

Palabrasclave: Hongo fitopat6geno,identificaci6nmorfol6gicaymolecular,patogenicidad.



Summary

Vanilla is native to tropical America and the only orchid thatproducesaconsumableessence

called vanillin; but its production is undermined and threatenedbecauseofthe attacks of

pathogenic microorganisms. Fusarium oxysporum to be considered the main disease-causing

fungus in culture and diversity that has evolved special forms, you needto 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 color and growth rate on PDA; microconidia, macroconidia and chlamydospores were

analyzed in culture media SNA and CLA. The molecular involved analyzing the sequences

of the ITS2 region ITSl-5.8S-(rDNA) by BLAST (GenBank) and the maximum veromilitud

algorithm and the gene for elongation factor In which was compared with sequences ofother

fungi to 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 ofthe 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,

microconidiaandchlarnydospores,of40 isolated colonies it was identified that were 38

strains Fusarium oxysporum with a similarity of 98% and 2 to 100 F. solani; although the

two strains of F. solani, 'molecularly aligned one to Fusarium and other like F. oxysporum

with a similarity value of78 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

Nayarit were members of F. oxysporum.



INTRODUCCION

La vainilla pertenece al genero Vanilla de la familia Orchidaceae, lacualestaformadapor

mas de 800 generosdistribuidos en mas de 25,000 especies (Bory et al., 2008);elgenero

Vanilla posee mas de 107 especies donde solo V planifolia, V tahitensis y V pompona son

cultivadas (Soto y Dressler, 2010).

Vanillaeslaplanladedondeseextraenaturalmentelavainillina;aromatizanteysaborizante

empleado en la industria alimenticia, cosmetol6gica y farmaceutica, entre otros usos

(Ordoi'iezetal., 2012).

Todas las especies de vainilla son alacadas pordiferentes enfermedadesfungicascomoson

pudricionesbasales,marchitamientovascular, necrosis y antracnosis,estodebidoa lagran

presenciadehongosasociadosalavainilladadoelnichoecol6gicoenquesedesarrollan.

Entre ellos: Fusarium oxysporum, Calospora vanillae, Sclerotium sp., Colletolrichum vanilla

y Phytophthora meadii este ultimo actualmente no es considerado un hongo si no un

Oomycete(Pinariaetal., 2010).

Fusarium oxysporum es un pat6geno vascular que afecta muchos cultivos (Talubnak y

Soytong,2010),yes laespecie mas estudiada en vainilla porserelcausantedelapudrici6n

de lallo y ralz, y por"presenlar una amplia distribuci6n en areas donde este cultivo esta

eSlablecido(Bhai yDhanesh,2008). F oxysporum forma especial (f. sp.) vanillae puede

ocasionarperdidas de mlls del 80 % del cultivo (Pinaria etal., 2010)0 lIegaradestruir

plantacionesenteras, haciendo imposible el crecimientodecualquiercultivardevainilla

conocido(Xia-Hong,2007).



Laimplementaci6ndeestrategiasparaelcontroldelosfitopat6genosrequieredeunamplio

conocimiento de estos (Gangadhara el aI., 2010); debido a que las caracterfsticas

morfoI6gicas,enpat6genos fUngicos, no son 10 suficientemente concluyentespara poder

analizardiferenciasentredistintas cepas, por 10 tanto, seharecurridoal analisisanivel

moleculardelADN (Riveroselal.,2000).

Las tecnicas moleculares pueden usarseparaestudiarlaestructurade lapoblaci6nmediante

el examen de algunos rasgos que revelar inforrnaci6n que no se puede obtenerporotros

metodos. Para analizar la relaci6n taxon6micaentre especies, son neeesariaslassecuencias

geneticasde uno 0 varios genes, como son el gendel factordeelongaci6nl-o.opartesdela

regi6n codificante del ADN ribosomal (ITS) (Stewart el al., 2006).

El control de estetipo depat6genosesposible en medida Iimitadamediante sustancias

fungicidas,noobstante,estosproductosdestruyentantoapat6genoscomoaorganismos

beneficos; ademlisde serpeligrosos para el hombreyel ambiente,deal Ii que sea necesario

conocermassobre este pat6geno, de tal modo que seapoye labUsqueda deotrasaltemativas

quepuedan serempleadas para su control.

Porotrolado,dadoqueenelestadodeNayaritseencuentranestablecidas de forrnanatural

poblaciones pequeilas de v'pompona, deterrninadacon base a lamorfologfadelosindividuos

(SotoyDressler,2010),seconsideraqueesterecursopodrfarepresentaruna oportunidad de

cultivo alternativo parael Estado, ya que los frutos tienen especial interes en la industria

alimenticiaycosmetica.

Por 10 anterior, y dado que Mexicoes el centro de origen del material genetico de muchosde



loscultivosdevainillaanivelmundial,seconsideraqueestiabiertalaoportunidadpara

iniciarlaformulaci6ndeestrategiasparael manejodelaenfermedad. Dichasestrategias

deberanserrespaldadas en un conocimiento s6lido de los aspectos bio16gicosyecologicos

delpatogeno,sindescuidarlosaspectosfavorablesdelavainilla.



n. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.IObjetivogeneral

Detenninarlavariabilidadmorfol6gica, genetica ypatogenica de Fusariumsp.asociadoa

pudrici6ndeVanillasp.delestadodeNayarit,Mexico.

2.1.10bjetivoEspecificos

• Caractenzar e identificar morfol6gicamente las cepas de Fusarium sp. aisladas a

partir de Vanillasp. originaria de Nayaril, Mexico.

• Detenninar mediante anal isis molecular la especie de las cepas de Fusarium sp.

aisladodeVanillasp.originariadeNayarit,Mexico.

• Evaluar lapatogenicidad de cepas de Fusariumsp. envanillasp.

2.2 Hip6tesis

Fusarium oxysporum es el principal pat6genode Vanilla sp. en poblacionessilvestres en

Nayarit,Mexicoydeigualmaneracomosehaencontradoenotrasfonnasespecialesdel

pat6geno,Iosejempiaresposeenunaampiiadiversidad genetica, morfol6gicaypatogenica.



III. REVISION DE L1TERATURA

3.1.1 Descripci6nTaxon6mica

La familia Orchidaceae posee mas de 800 generos distribuidos en mas de 25,000 especies

(Boryetal.,2008),dentrodelacualseencuentralasubfamiliavanilloideaecuyaaparici6n

se estima en 62 millones de anos, que contiene 200 especies en 15 generos tropicales

(Cameron, 2011). Estosgeneros, se localizan en la mayoria de los continentes,entre27°de

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

Esta subfamiliase divide en dos tribuspogonieae y vainillaeae, esta ultima pose nueve

generos,dentrodeellosseencuentra Vanillasp.,elcualposeede 103a 110 especiessiendo

el mas diverso de la subfamilia(Soto y Cribb, 2010).

La mayoria de las especies se encuentran en America tropical (Cameron, 20 II), (Figura I)

seguido por el sudeste de Asia y Nueva Guinea, Africa (Figura 2), las islas del Oceano indico

y del Pacffico (Minoo et aI., 2007; Bory et al., 2007). No todas las especies son aromaticas,

pues solo se reconocen 35 con esta caracteristica, la mayoria de ellas con origen en America

(Soto yCribb. 2010).

3.1.2 Descripci6n botanica

La descripci6n del genero agrupa especies herbaceas epifitas, hemiepffitas y terrestres.

Presentanfonnaci6nderaicesenlosentrenudos,deforrnaprolongadaycilfndrica,lascuales

seencuentranlibresoadheridasaunarbol,cuandoestanensuelosongruesasypubescentes.



Lostallos son gruesos ysuculentos, de forma prolongada y cilindricao cuadrangular.Las

hojasnoarticuladas,coriliceasocamosas; sesilesoatenuadasenunpseudopeciolo. La

inflorescenciaaxilar ° terminal, rara vez subterminal, de flores efimeras, generalmente

grandesyvistosas; sepalos ypetalos simi lares, labeloenterootrilobado;columnaalargada,

Iaanteraligadaalosbordesdelclinandro,inclimbete,convexa, semiglobosaoalgoc6nica,

poliniospulverulentosogranulosos.Frutosalargados,camosos,a19unasvecesaromaticos

(SotoyDressler,2003).

DeacuerdoconBerger(2007),lavainillaesunaplantaperennesuculenta,querequierede

un arbol 0 unaayuda artificial conocida como tutor para producirse. Lasraicesadventicias

seabrazanalarbolconmuchafacilidad.LaplantapuedealcanzarunaalturadeIOa20m.,

aunquealgunossugierenquepuedenalcanzarhasta35m.;enloscultivarescomercialeslas

plantassemantienenenpOrlebajoparahacermasfacillapolinizaci6nmanualylacosecha

de los frutos.

Paraquelaplantadevainillaconsigaalcanzarlaetapareproductiva,necesitadedosacuatro

ailosdesdesuestablecimientohastaempezarconlaproducci6ndefloresyenconsecuencia

de frutos; a partir de este proceso, laplanta puedeproducir por un periododecincoaseis

aiios.Cadaplantaproduceunpromediode IOa20racimosde flores,deloscualespueden

surgirde15a20floresporcadauno.



Figura I. Diversidadmorfol6gicadeespeciesdel genero Vanil/apresemeenelcontinemc

Americano: (a) Vanilla cribbiana, (b) V. dress/eri Soto-Arenas, (c) V. ca/ycll/a/a, (d) V.

guianensis Splitg., (e) V. har/ii,(f) V. phaeantha,(g, h) V. p/anifo/ia, (i) V insignis, Ul V.

phaeantha.(k) V. odora/a2. (I) V. pa/marum2 (Salzm. ex Lind!.) Lind!., (m) V. inodora2. (n)

V.mexicana. Fuente: Sotoy Dressler,20JO.



Figura 2. Diversidad morfol6gica de especies del Europa, Asia y Africa: (a) Vanilla africana

Lind/., (b) V. albida Blume, (c) V. aphylla Blume, (d) V. imperiolis Kraenz/., (e) V. h/lmblolii

Rchb.f.. (I) V. madagoscariensis Rolfe, (g) V. pili/era2 Holttum, (h) V. perrieri Schltr.. (i) V.

bahiana Hoehne, Ul V. claviculara Sw., (k) V. barbellara Rchb.f., (I) V. polylepis Summerh

Fuente: Bory2008.



Soto y Dressler (2010) describen la vainilla de ,Nayarit como vainil/a pompona con las

siguientescaracterfsticas: Hemiepifitas,trepadoras,pocoramificadas, foliosas,hastade 16

mdealtura. Tallosterete, liso, verdetenue,palidosalpicadodecotorblanquecino,10-24mm

degrosor;entrenudos 11-14.5 cmde largo. Raicesaereaslibresgruesas;raicesterrestres

pilosas, 4 mm de grosor; rafcesfijadores notoriamenteaplanadaen lasuperficieinferior,

blanco-verdoso. Hojas subsesiles; lamina de varias formas, ovadas, ampliamente elipticas,

oblongas-falcadas,baseampliamenteredondeadasasubcordadas.lnflorescenciaenracimos

desietea20flores,hastade20cmdelargo(Figura3);fraganciamuyfuerte,picante,como

Figura 3. Dibujo de Vanilla pompano Shieder. Fuente: Soto y Dressler, 2010.



3.1.30rigen

En Mexico, lavainillasecultivadesdetiemposprehispanicos,seIeconsideracomoespecie

agricolarara. Estaespecie sedesarrollaen c1imatropical comoel que predomina en la

Huastecadelpafs(Barreraeta/.. 2009). Las principales zonas productoras se localizanen

Veracruz y Puebla, con c1ima humedo tropical (Hernandez, 2005).

Lafuenteprincipaldelavainillacomercialprovienede V p/anifo/ia, especie vegetal que se

distribuye desde Mexico hasta el sur de Sudamerica (Grisoni et aI., 2007; Minoa et al.. 2007),

tarnbienapareceenmuchasreferenciascomo Vjragrans.Otraespeciemenosconocidaes

la vainilla de las Indias Occidentales, V pompona, que tambien tiene potencial en la

extracci6n de vainilla comercial. En su estado natural V p/anifo/ia es una orquidea

hemiepflitatrepadoracuyosfrutosproducenlavainillina,segundaespeciadeprecioaltoen

elmercadomundial,despuesdelazafran(Divakaraneta/., 2011),queeselsaborizantey

aromatizantede mayoruso en la industria alimenticia (Bucellato, 2OIl).

En Mexico, en la regi6n Totonacapan (Papantla, Gutierrez Zamora, y sus alrededores)

comprendidaentre los estados de Veracruz y Puebla,existencuatrosistemasdeproducci6n

devainilla:en acahual(tradicional),bajosombradepichoco (Eritrinasp.),ennaranjo(Citrus

sinensis L. Osbeck) y en malla (con 50 % de luminosidad); cada uno de ellos muestra un

niveldetecnificaci6nyusodelconocimientotradicionalenelmanejodelcultivo(Diazet

a/.• 2oo8).

La distribuci6n del genero en este pais, abarca los estados de ayarit, Jalisco, Colima,

Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Puebla, Veracruz, Chiapas, Tabasco, Campeche, Yucatlin y



Quintana Roo (Salazar-Rojas elal.• 2012).

3.2Plagasdevainilla

Lasplagasenlavainillanocausan daiios severos, sin embargo, esmuy necesariotenerlasen

cuenta para evitar las mermas que puedan ocasionar cuando se manifiesten. Entre las

principalesplagasseencuentran:

Piojo colorado de la vainilla: (Euricipitis veslilus champ.) se localiza normalmente en el

enves de lahojayen rarasocasionesenel tallo, supresencia no afecta demaneraecon6mica,

yaque solo aparece en periodos, sin embargo las lesiones que causa ayudan al desarrollo de

enfermedadesfiingicas. Aunqueno son muy frecuentes los ataques hacia las plantas de

vainilla,tambienseconsideranplagas:torcedoras(Clysiasp.),1asorugas suelen comerse las

capsulas, las chinches (Spinas sp., Nezara sp.). Las plantaciones de vainilla pueden ser

atacados por el gusano perro (Papilio polyxenes), tambien por el piojo lanudo (Eriosoma sp.)

y la escama osti6n (Lepidisaphes gloverii). Algunas veces por las condiciones de excesiva

humedad,sedetectaninfestacionesdecaracolesybabosas(Vanithaelal.. 2011).

Una de lascausas deenfermeClades de la vainilla son los virus entre loscualesseencuentran:



Vanilla Mosaic Virus (VMV), Cymbidium Mosaic Virus (CyMV) y Toma/o Ringspo/ Virus

(TRY). Los cuales son causantes de la distorsi6n en las hojas y mosaico en la V. planijolia,

V. pompono y V. tahitensis. Una de las formas en que el virus es expandido es a traves de los

esquejescontaminadosqueseusanparalapropagaci6ndelavainilla(Farreyrole/al.,2006).

3.3.2 Hongos

Estecultivoesatacadopordiferentesenfermedades, como son pudriciones basales, necrosis

ytizonesfoliares.Estudiosrealizadosendiferentespaisesasiaticosyafricanos,reportaronla

presencia de un gran numerodehongos asociados a dichas sintomato logias Bhai yDhanesh,

(2008)yPinariaetal., (2010) reportan que las principales enfermedadescausadasporhongos

sonlassiguientes:

Antracnosis de la vainilla: producida por el hongo Colle/otrichum vainillae, se presenta como

manchascircularesenlashojas,deuncoloroscuro,quemuchasveceslleganacombinarse

y forman una mancha mas amplia, a medida que se desarrolla la enfermedad, estas manchas

sevansecando,observandosepequeilospuntosnegrosquesonloscuerpos fructiferos del

hongo.

Viruela de la vain ilia: causada por el hongo Nectria vainillicola, se manifiesta como

pequeilasmanchasirregularesylocalizadasindistintamenteenlosladosde las hojas,tienen

unacoloraci6ncafeoscuraypuedenalcanzarundiametrodehasta5mm.

Herrumbre de la vainilla: ocasionada por el hongo Pucciniasinamonea forma pequeilas

manchas 0 puntos de color amarillo oscuro al reverso de la hoja, de donde sale la

fructificaci6ndelhongo.



Podredumbredelaraiz:estaenfennedadescausadaporhongosdelosgenerosFusariumy

Phytophtoramomandoseen los primeros aiios de vida de laplanta. Enlasraicesj6venesse

presentacomo pequeiios puntos de color cafe oscuro, que seoscurecen paulatinamente

confonne laenfennedad se desarrolla; ocasiona la muerte de los tejidos afectados que

tenninan pordesprenderse del resto de la planta. Deestos dos hongos el perteneciente al

generoFusariumeselcausantedelmayordaiioalasplantacionesdevainilla.

3.4.ElgeneroFusarium

Comunmenteasociado con laaparici6n de enfennedades en plantas tropicales; el genero

Fusarium ocasiona daiios en coronas, yemas y raices de estas plantas (Leslie y Summerell,

2006)asicomoendeficitsdecrecimientomanifestadoenladisminuci6ndesuporte,vigor

yproducci6nbajadeflores(Ploetz,2006).

Estegeneroesresponsabledeproducirpudricionesvascularesoderaizenmuchoscultivos

yomamentales. Lasenfennedadesvascularesdisminuyenlacapacidadde laplantaparala

translocaci6n de agua y nutrientes hasta un 95 %, 0 que ocasiona marchitezyporsiguiente

la muerte de la planta(Agrios, 2005).

Lapenetraci6nde Fusarium enlaplantaes a traves de heridas naturales dejadasporlospelos

radicales 0 por las raiceJl secundarias al emerger de las raices primarias, por heridas

ocasionadaspor insectos, nematodos y labores culturales. EI hongo se desarrolla a una

temperatura 6ptima que va desde 25 a 30 DC, perc se han reportado infecciones a

temperaturas menares (Leslie y Summerell, 2006).



EI nivel de humedad del suelo es otro factor importante pues cuando hay exceso,las

estructuras de reproducci6n como son macroconidios, microconidios y c1amidosporas

germinanypenetranflipidamenteenlaplanta. La propagaci6n del pat6genose lIevaacabo

atravesdelusodeplantasinfectadas,laboresenelsuelodecultivo,materialcontaminadoy

encontactoconrafcesquecrezcanalrededordelaplantayestenbajocontaminaci6n,no

obstanteelvientoyelaguaderiegoestancatalogadoscomolosprincipalesdispersoresen

areascercanas.Elhongoescapazdesobreviviratravesdesufasesaprofitaenelsuelopor

tiempoindefmido(Agrios,2005),perotambienpuedesobrevivirgraciasasusestructurasde

resistenciacomoeselcasodelasclamidosporas,lascualeslleganasoportaruntiempode

3.5. Identificaci6n deespeciesdelgeneroFusarium

3.5.1 Tecnicas morfol6gicas para la identificaci6n del generoFusarium

En la morfologia de Fusarium su caracteristica principal es la forma y el tamano de las

esporas,lascualesestlindispersasenelmicelioaereooenmasaslimosas.

Los macroconidios son pluriseptados, curvados, poseen una celula apical mas 0 menos

puntiagudayenalgunasespeciesconunacelulabasalenformadepie,poseenunalongitud

mayor a los 25 11m, preseniantresseptosyuna ligeracurvatura(Figura 5).Cuandolascepas

soncultivadasenmediodepapadextrosaagar(PDA)presentanvariabilidadconrespectoa

laabundancia,aspectoycol~rdelmicelio,elcualpuedeirdesdeblancohastavioletapalido

(Seifert, 200 I). Las microconidias de Fusarium sp. son comunmente fusiformes.



c1aviformes, elipsoidaleso subglobosos, sin ningUn septo y con unaextensi6naproximada

de5 I'm generadas en monofialides que crecen directamentede las hifas (Figura 4) (Leslie y

Surnmerell,2006).

Figura 4: Caracteristicas morfol6gicas de las esporas utilizadas en la identificaci6n de
especie de Fusarium. Los dibujos no necesariamente son ala misma escala. A-D: formas de
los Macroconidios. A: macroconidio Fusarium tipica. Celular apical a la izquierda, a la

~er:~::c:~~u~ ~a:~~:~O~~d~oel;:~O~:~a~~r~~o~~~~~~~~,id~~rC~j~~;f:ji. p:;u1s:~.p~~
Macroconidio con el ladodorsal mas curvadaque laventral,porejemplo, F.crookwellense.
E-H: Macroconidio formas de celulas apicales. E: Blunt, por ejemplo. F. culmorum. F:
papilados, porejemplo, F. ·sambucinum. G. Hooked, por ejemplo, F. lalerilium. H: La puesta
apunto,porejemplo,F.equiseli.I·L:Macroconidio,formasdecelulas basales. I: en forma
de pie., por ejemplo, F. crookwellense. J: la forma del pie alargado, por ejemplo, F. longipes.
K. Claramente muescas, por ejemplo, F. avenaceum. L. Apenas muescas, por ejemplo, F.
solani. M·T: microconidios tormas de esporas. M: Oval. N: Dos unicelular oval. 0: Tres
unicelularovaI.P:Reniforme.Q:obovoideconuntruncadobase.R:piriforme. S: napiforme.
T: globoso. Fuente LeslieySummerell,(2006).



Las c1amidosporas pueden ser tenninales, laterales e intercalares, las celulas conidiales

algunasvecessetrasfonnanenclamidosporas.Ciertasespeciespresentan zonas concentricas

condistintamorfologiamacrosc6picaestasedebealasecuenciadeluz-oscuridad(Samuels

et 01..2001). Clamidosporas se fonnan en CLA por 10 regular en un periodo de dos a cuatro

semanas despues de la inoculaci6n, los cultivos en CLA por 10 general se inician

nonnalmenteapartirde lagenninaci6ndeconidios (Figura 5) (LeslieySummerell,2006).

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

D: clamidosporas de F. compaclum. E: Cadena de clamidosporas verrugosas de F.

compactum. F: c1amidos~ras de paredes lisas, de F. solani. G: clamidosporas de F. scirpi.

H: clamidosporas de F. compactum. I: clamidosporas de paredes lisas, de F. scirpi. J y L:

Cadenas de clamidosporas verrugosas de F. compactum. K: Cadena de clamidosporas

verrugosas de F. sCirpi. A-E: Barra de escala = 50 m; F-L: Barra de escala = 25 1'. Fuente

LeslieySummerell,(2006).



La morfologiade lascoloniasesmuydislinta ypresenladOSlipos: una caraclerizadaporla

producci6ndeabundantemicelioaereo,algodonoso,presenlacoloraci6nvariablepuedeser

de blanco a un rosado duraznoperopor 10 regular con un linle violela mas fueneen la

superficiedelagarypocasmicroconidias lIamadasdeilipomiceliaryotroconformaci6n

depocoonadademicelioaereoyabundantesmicroconidiasdenominadasdeltipopionatal

(figura6)(Summeller,2003).

Figura 6: Morfologia de las ~olonias de especies de Fusarium en papa dexlrosa agar. La

placasuperioreslasuperficiesuperiory laplacainferioreslapartebaja.A:F.poae. B:F.

oxysporum. C: F. acuminado. D: F. nelsonii. E: F. subglutinans. F: F. nygamai. G: F.

pseudonygamai. H: F. lateritium. I: F. thapsinum. J: F. decemcel/ulare. K: F. verticil/ioides.

L:F.culmorom.FuenleSummeller(2003).



A partirdetejido de Vplanifoiia se han aislado especies de F oxysporum, F solani, F

proliferatum y F desencelulare, de estas,las especie de importancia palogenica son F

oxysporumyFsolani siendode mayorrelevancia Foxysporumporsupresenciaanivel

global (pinariaelal., 2010).

3.5.1.1 Fusariumoxysporum

F.oxysporumesunodelospal6genoscosmopolitascausanlesdeenfennedadesen mulliples

Cullivosquelimitaseverarnenlelaproducci6nenlodoelmundo.Susfonnaspalogenicas

parasitanmasdelOOespeciesdeplantasgimnospennasyangiospennas,esloporlosdislinlos

mecanismos que liene el hongo para penetrar las defensas de muchas plantas y que Ie

pennitencolonizarlostejidosvascularesdeloscullivosydarlugaralainlerrupci6ndela

translocaci6n de agua de los lejidos, que en consecuencia causa los sinlomas de

marchitamienlo(Linelal.. 2010).

F oxysporum es caraclerizadoporproducircoloniasde rapido desarrollo con una lasa de

desarrollodiarioqueseacercaalcm(LeslieySummerell,2006).

3.5.1.1.1 Formas especiales de Fusarium oxysporum

ESle pal6genoliene variasjormasespeciales (f sp.) de acuerdocon los hospedenles que

infecta,respeclivamenle. Lafsp. correspondeacepascuyascaraclerislicasmorfol6gicasson

indistinguiblesperoposendi;erenlespropiedadesfisiol6gicasparaparasitarunhospedero

especifico.Laf.sp.seempleaparacalegorizaraislamienlosconeImismolipodehospedanle,

exislenreportesdemasde70 f sp.de esle pal6geno (Leslie y Summerell. 2006). Para

vainilla,laf.sp.sedenominaF.oxysporumfsp.vanillae.



Las f. sp. de F. oxysporum a su vez se subdividen en razas fisiol6gicas, con base a su

especificidadpatogenicasobredistintasvariedadesdelamismaespeciedeplanta(Garces,

2001).

Lasrazassevandeterminandodeacuerdoaloscultivaresdelamismaespecie; una vez que

son infectadosporelpat6genoseleconocecomoraza I,aldeterminarlos cultivares que son

resistentes a estaraza, se empiezan a cultivarhasta que son atacados porel pat6geno y

produzcaperdidas, estanuevaespeciese Ie conoce como raza 2. Los sintomas que presenta

laplanta tambien varian deacuerdo a la razapor la que esatacada, puede presentar

amarrillamiento en hojas ytallo 0 solo presentarpudrici6n de raiz. La forma de lacolonia

tambienpuedeserdiferenteentrelasrazas.Enalgunoscasossepresentanrazasfalsascomo

eselcasodeF. oxysporumf.sp.ciIbensesub.razatropicaI4,lacualnopresentasintomas

en zonas de clima templado (Nash,2007).

Es caracterizado porpresentarcolonias de color crema a durazno, con leve coloraci6n

purpura.esdecrecimientonipido,lIegaaserde9cmalosochodiasdespuesdelasiembra

en PDA. Las microconidias se forman abundantemente sobre microconidioforos largos, en

falsas cabezas cilindricas, de unaodoscelulas. Lasmacroconidiasseformanenconidi6foros

bien desarrollados, ramificad~s 0 no ramificados, monofialides, de cilindricas a falcadas, es

decirque, forman una curvatura semejante a lade una hoz, con celulas basales y apicales

diferentesalasdelaconidia.Lasclarnidosporaspuedenserredondasuovaladas,



presentan paredes lisas 0 rugosas, se presentan por 10 general en pares terminaleso

intercaladas (Sanabria, eta/., 2002; Agrios, 2005).

Conformaungrupoconmlisde50especies,loscualestienendiversaspropiedadesbiol6gicas

entre elias, son causantes de enfermar a mlis de 100 especiesdeplantas (Coleman eta/.,

2009). F. solanisonorganismosdificilesdediferenciarentreellosyaquesonmuysimilares

morfoI6gicayfilogenicamente.Fso/aniesunpat6genoquecausadaiioenlaraiz,produce

necrosis por la introducci6nde sus hifasa las partes intemasde este6rganoeinvadeloshaces

vascularesdelaplanta,loqueconllevaalaperdidadelaraizcausandoelmarchitamientoy

la muerte de laplanta (Zhang eto/., 2006)

3.5.1.2.1 Formasespeciales

Las formasespecialesde Fusarium solani no son tan especificascomolasdeFoxysporum,

que ademlis de atacar mas de un cultivo como F solani f. sp. g/ycines que ademas de tener

comohospedantealasoyatambieninfectadistintostiposdeporotos; Fso/anifsp.phaseoli

elcualhasidomencionadocomocausantedelapodredumbreradicalen diferentesgeneros

deleguminosas.

3.5.2Tecnicasmolecularesparalaidentificaci6ndelgeneroFusorium

Debido a que las caracteristicasmorfol6gicas no son losuficientemente concluyentes para

poder analizar diferencias entr.e cepas, se ha recurrido al analisis molecular del DNA (Riveros

eta/., 2000).

Lastecnicasmolecularespuedenusarseparaestudiarlaestructuradelapoblaci6nmediante

elexamendealgunosrasgosyrevelarinformaci6nquenosepuedeobtenerporotros



metodos.Losmarcadoresmolecularesseutilizanparacompararregionesgeneticasenlos

gruposde hongos. Estudios previos utilizaron tecnicas moleculares para diferenciar las

forrnasespecialespatogenasdelasnopatogenas(StewartetaJ.,2006).

La tecnica molecular usada es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas

en Ingles), la cual fue descrita por el grupo de Khorana en 1972 y 1974, aunque

sorpresivarnente paso desapercibidadurante un tiempo; fueretomadaen 1983 porKaryB.

Mullisyllegoaserunarevolucionen lacienciadelavida; latecnicaseautomatizoy

popularizo en 1988 mediante el empleo de un ADN polimerasa terrnoestable (Caballero et

al., 2001).

La PCR se realiza mediante la amplificacion selectiva y exponencial de una region del ADN

molde. Esta reaccion es catalizada por una enzima AD polimerasa terrnoestable, en

presencia de dos iniciadores,denominados iniciadoresdiseiiadosparaque se adhieran a los

extremos de la region a amplificar. Los iniciadores hibridan con ADN desnaturalizado en dos

puntos del mismo, para crear dos fragmentos que ceban a la ADN polimerasa y delimitan la

region que se amplifica. Por tanto, 1a ADN polimerasa duplica un fragmento de ADN y, al

repetirelciclovariasvecesseconsigueunamultiplicaciondelfragmentoquedejanunagran

cantidad de ADN observable de una sola molecula (Ward, 1994).

Paraanalizarlarelaciontaxonomicaentreespecies,sonnecesariaslassecuenciasgeneticas

de uno 0 varios genes, entre los'quecomunmenteseutilizan, seencuentran partes de laregion

codificante del DNA ribosomal (espacios transcritos intemos, ITS, par sus siglas en ingles)

oelfactordee10ngacionl--{l.



La region ITS contienedosregionesno codificantesvariables que se10calizandentrodelas

repeticionesaltarnenteconservadasdeADNr,entrelasubunidadpequefia,laregionparaS.8S

y los genes de lasubunidadgrande (Gardes y Bruns, 1993)

Los ITS son secuencias espaciadoras situadas entre los genes 18S, S.8S Y 28S del ADN

ribosomal(Figura7),nosonregionescodificantesparticularesyporlotanto,tienenunagran

variabilidad.Laregiones ITSpresenrancaracteristicasque los hacenidealesparalosestudios

depolimorfismogeneticoentreespecies,debido a que una secuencia nucleotidicacortade

300 a 600 pares de bases es facilmente amplificable con la reaccion en cadena de la

polimerasa(pCR) (Ciaccio, 2011).

Figora7: Localizaci6ndelosespacios ITS.

Porsuparteelfactordeelongaci6nl--{l(EF-!--{l),esunaproteinamuyconservadaimplicada

enlatraducci6n,quetienepropiedadesnecesariasparalainfluenciafilogeneticay



La traducci6n 0 sintesis proteica se divide en tres partes: iniciaci6n, elongaci6n y

terrninaci6n; laelongaci6nrequiere devariasydiferentesproteinas solublesdenominadas

factoresdeelongaci6n. Eneucariotas, el alargamiento de lacadenapolipeptidicarequierela

acci6norquestadadetresfactores,sugiriendolaimportanciadelEF-laenlaintegridaddel

citoesqueleto(pittmanetal., 2009).

Se ha demostrado que los genes factores de elongaci6n de los organismos poseen una

composici6ndenucle6tidosaltamentesesgada,se hasugerido queen particularelEF-l-u

puedeaportarunaestimaci6nmuys6lidadelasrelacionesentrelosprincipalesgruposde

eucariotas(Rogeretal., 2014).

En laactualidadel EF-Iaseconsideracomo un gen esencial en elanalisis multigenetico por

lasrazonessiguientes:1)lapresenciadeunacopiaunicaenelgenomade Fusarium, 2) lano

detecci6ndecopiasort610gas,3)suriquezaderegionesintr6nicasyalto nivelde

polimorfismoentreespeciesestrechamentecercanasy4)laposibilidaddegenerarcebadores

universales (Figura 8) que perrniten estudios a traves de los limitesfilogeneticos del genero

(O'Donnelletal., 2004).



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Localizaci6n geognlfica del area de estudio

El estudio se realiz6 en eJ Laboratorio de Alta Tecnologia de Xalapa (LATEX) de la

Universidad Veracruzana ubicada en Xalapa, Veracruz, Mexico y en el Laboratorio de

Parasitologia situado en la Unidad Academica de Agricultura de la Universidad Aut6noma

de Nayarit

Elmaterialvegetal fue vainilia silvestre con sintomasdepudrici6n ysanascolectadas en

predios de los municipios de Xalisco y Ruiz del estado de Nayarit, Mexico. La referencia

geognificadecadaprediosepresentaenelTablal.

Tabla 1. Ubicaci6ngeognificade los predios seleccionadoscon plantas de vainillasilvestres
enfermas en Nayarit.

Localizacion Geografica Altitud (msnm)

N:21.37223 W: 105.04379 639

N:21.37172W:105.04180 717

N:21.36900W:I05.03957 716

N:21.37707W:104.98861

OrejadeRat6n N:21.42811 W:I04.88986

Predios de Ruiz, Nayarit Localizaci6n Geognlfica Altitud (msnm)

Cord6ndelJilgueroA

Cord6ndelJilgueroB

N:21.9103W:I04.95421

N:21.9103W:I04.95421

msnm= metrossobreeinlvel del mar



4.2 Material vegetal

Decadaprediosecolectarontresraices(dosraicesconpudrici6nyuna sana), unaporci6n

de tallo con sintomas de amarillamiento cortadoa los 30 cm despues del niveldelsueloy

ocho hojas conmanifestaci6n de necrosis. Estematerialserecolect6deplantasde Vanilla

sp.desarrolladademanerasilvestre.

Las muestras de raices, hojas y tallos se cosecharon con tijeras podadoras previamente

desinfectadasensoluci6ndehipocloritodesodioal 5 %. EI material vegetal recolectado se

empaquet6enbolsasplasticasconcierreherrneticodebidamentemarcadasycolocadasen

neverasdeunicelparasutransporteaILATEX(referidoenelpunto4.1).

4.3 Desiofestaci6oy establecimieoto de las muestras

Enellaboratorio,cadamuestrafueprocesadademaneradiferenteendependenciadesu

naturaleza:lostallosyhojasseenjuagaronconaguadestiladaysecortaronenfragmentos

de3 a5 rnm con apoyo de bisturi,considerando que el fragmento contuviera una parte de

tejidosanoyunapartedanada. La parte interrnediadel fragmento,es decir, parte sana de la

muestra (verde) y parte danada de la misma (oscurecida). Posteriormente, los fragmentos se

desinfestarondentrode lacampanade flujo laminar,sumergiendolas en una soluci6nde

hipocloritodesodioal2 % durante 5 min; este procedimiento se realiz6dosveces,seguido

detresenjuaguesconaguadestiladaesteril.

Lasmuestrasdetallosyhojassecortaronenfraccionesde3a5mmenlazonaperifericade

la lesi6n y cada fragmento se coloc6 en cajas Petri con medio PDA (39 g de papa dextrosa

agarporlOOOmLdeaguadestilada)previamenteesterilizadoenautoclave a



120 °C/lS Ib/lS min. Las cajas inoculadas se almacenaron en estufa de incubaci6n a

temperaturade2S °c durante cincodfasen condiciones de oscuridad.

Con el fm dedetenninarladistribuci6n de Fusarium a 10 largo de lasraices de vain ilia, estas

semidieronapartirde la parte aerea (20 a40 cm a partir del suelo) donde se originadeltallo

de la vainilia hasta la punta 0 cofia de la raiz. Solamente se midi61a raiz principal

descartandoselasraicessecundariasyterciarias.

Cada raiz, se seccion6 en treszonas: zona 1)loslOcmdetejidoderaizcercanoaltallo,zona

2) los 10 cm de tejido de raiz de la zona apical yzona3)eltejidoderaiz intennedioentre las

zonas I y2.Acontinuaci6n,el tejidode las zonas I y2 fue seccionado en fragmentosde I

cm. Para el aislamiento de hongos a partirdetejido de raizde lazona 3 (zona intennedia) se

seccion6lcmporcadadistanciadelOcmdetejidoderaiz,Losfragmentosde I cmseles

aplicounadesinfecci6nconunasoluci6ndehipocloritodesodioal2 % durante S min,

despuessesumergieronenalcoholal70%durante2minyselesaplicarontresenjuagues

conaguadestiladaesteril;parasuestablecimientoen lascajas Petri conPDApreparadoy

esterilizadopreviamente,alosfragmentosde I cm se lesretiraron los prirnerosyultimos2

mmderaizyserealiz6uncortelongitudinalparadividirlosfragmentosen dos parte. Las

cajasconmedioPDAque fuerondispuestasenestufaincubadoraa2S °Chastaobservarel



4.4Ai5lamientoyobtenciondecultivosfUngicospuros

Unavez que seobservoel desarrollo del micelio, se seleccionaron aquellos cuerposrungicos

que presentaron coloraciondesde blanco-cremahastaun violetaoscuro. Unamuestra de

micelio de acuerdo al color se resembro en cajas petri con medio PDA,

Despuesdel desarrollo de lacolonia,paragarantizarlapurezagenetica del aislamiento de

Fusariumsp.sellev6acabo unaislamientomonosp6rico;esdecir,seestableci6unasola

esporaenunacajade Petri con PDA. Larealizaci6nde este metodose lIev6acabode la

siguiente manera: una porcion del micelio se coloco en una caja nueva con PDA, se Ie

adicionarontresgotasdeaguadestiladaesteril,esparciendosedentrodelacajaconayudade

una barrilla de metal con forma triangular. Las cajas sembradas se incubaron a una

temperatura de 25 Co por 24 h. Cumplido eltiempo, con ayuda del microscopic compuesto

colocadoenelobjetiv04x,seprocedi6aextraerunaesporagerrninadaconunasade

disecci6nysecoloc6en una caja nueva con SNA. Las cajas sesellaronysecolocaronenla

estufa de incubaci6n Scorpion Scientific XMT6·808, a temperatura de 26°C durante cuatro

dias, posteriormente, se pasaron adiferentes medios de cultivo, papa dextrosaagar (PDA),

agar c1avel (CLA) y agar sintctico nutricional (SNA), los cuales fueron preparados como se

EI medio PDA se prepar6 pesando 39 g de PDA para 1 L de agua destilada y se esteriliz6 a

120°C por20 minutos en una autoclave (Felisa). Este medio se utiliz6 paraobservar las

caracterlsticasdelacolonia.

EimedioCLAseprepar6pesando20gdeagaragarparal Ldeaguaunavezesterilizadose



vaci6acajasdePetriyselecoiocaronfragmentosdehojadeciaveipreviarnenteesterilizadas

en el centro de la caja. EI CLA se utiliz6 para la producci6n de clomidosporas asi como la

obtenci6ndeesporocarpiosdelhongo.

EI medio SNA se prepar6 pesando I g de HK2P04, I g de KNOl, 0.5 g de MgS04-7H20,

0.5g de KCI,O.2 gde Glucosa, 0.2 gde Sacarosay 13.2gdeagar,paradisolverlosen I L

deaguadestiiadaesteril.Estemedioseutiliz6paraiaproducci6ndemicroconidiasasicomo

paradistinguirlasdistintasformasdehifas.

4.5ldentificaci6nmorfol6gica

Laidentificaci6ndelosaislamientossellev6acabosiguiendolametodologiadeLesliey

Summerell (2006). Las caracterfsticas de la colonia de hongos crecidos en PDA que se

tomaronencuentafueron:colordecolonialacualsetom6deacuerdoalacoloraci6nque

presentaronlascepas,paraellosseutiliz6uncriteriodecoloraci6n basadosen presencia de

pigmentaci6n, y crecimiento determinado a los 10 dias tomandose como rapido crecimiento

lascepasquealcanzaronmasde8cmenlascaja,moderadocrecimientoaquelias que su

crecimiento fue de 7a 8 cm y lento las cepasquepresentaron<6cm. Lasestructuras

microsc6picas en los hongos se observaron en colonias crecidas en medios CLA y S A a los

10 a 15 dras, incubados a 26 ·C. Cada caja se observ6 con ayuda de un microscopio

compuesto marca ZEISS modele LCS KF2. Se tom6 en cuenta la conformaci6n de las hifas

(monofialides 0 polifialides), asi como la forma de las macroconidios (tamano, numero de

septos, forma apical y basal) y la forma de los microconidios, asicomo en la forma en laque

seproducian(falsascabezas,cadenascortasycadenaslargas).Delmismomodo,



lafonnaci6ndeclamidosporasenel micelioaereoylafonnaenquese presentaban(simples,

pares,cadenasogrupos).

El ADN se extrajo de acuerdo a la tecnica de bromuro de hexadeciltrimetilamonio tambien

conocida por sus siglas en ingles (CTAB) (Stewart y Via, 1993). Cada hongo fue desarrollado

en PDA durante ocho dfas. A cada caja de cultivo se adicion6 2 mL de soluci6n

amortiguadora STE (100 mM NaCl, 10 mM TrislHCI, 1 mM EDTA, pH 8) para resuspender

Setomaron40",Ldelasuspensi6ncelularysecolocaronenmorteroesteriI. A continuaci6n

se Ie agrego 600 ",L de buffer de extracci6n (CTAB 2 %, NaCI 1.42 M, EDTA 20 mM, Tris

HCI I M, pH 8, PVP 40 al2 %, acido asc6rbico) EI tejido se homogeniz6 con un pistilo

congelado,elhomogenizadosetrasfiri6auntuboparacentrifugaesteril,paraadicionar800

I-'ldesoluci6nclorofonno-alcoholisomilico (24:lviv),lasoluci6nseagit6hastamezclar

homogenearnente,centrifugaraI000xgdurante5minutos.

EI sobrenadante se trasfiri6 de 500 a 600 I-'l a un tubo esteril, se adicionaron 700 I-'l de

isopropanol,se incub6porcinco min a temperatura arnbiente, despues se centrifug6al4000

xgpor20min;elsobremidanteseverti6ysepusoasecarelpellet;paraello,lostubosse

invirtieronsobretoalIasdepapel,elpelIetseresuspendi6enl00l-'ldeagualibrede

EI grado de integridad del ADNseobserv6 mediante electroforesis en gelesdeagarosaal0.8

%, en una camara de electroforesis horizontal marca BioRad modelo Pawerpac Basic a 90



V. Los geles se tineron en 100 mL de solucion TBE Ix adicionado con 2 III de bromuro de

metilo (10 mg mL'\) durante 20 min. Estos, se visualizaron en un fotodocumentador bio-

imagen system macrobis. La cuantificacion del ADN se realizo en un biofotometro BioRad

dondesecolocaron999j!ldeaguadestiladaesterilyll'LdelADNextraido;lacalidaddel

ADN se medio mediante el calculo de la relacion AUilJ/A2&o.

4.7 Amplificacion del DNA por peR

Para el analisis molecular de los hongos se amplificaron los genes comUnmente usados para

Fusarium: gen DNA ribosomal (ITS 1-5.8S-ITS2) Yel factor de elongacion Ia (EF-Ia).

4.7.1 Amplificacion D A ribosomal (lTS1,lTS2 y el gen 5.8 S rRNA)

Las recomendaciones de Batie-Viera y Perez-Vicente (2009) se siguieron. La mezcla de

reaccion contiene 20 pM de cada oligonucleotido ITS I (5 'TCC GTA GGT GAA GCT GCG

G-'3) e ITS4 (5'TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC'3), 1.5 mM de MgCb, 0.25 mM de

dNTPs, Ix de tampon Taq DNA pol y 1 U de Taq DNA pol (Promega), EI volumen final de

reaccionfuede25 ilL.

Seaplicounadesnaturalizacioniniciala95°Cdurante 15minyposteriorrnenle35ciclosde

desnaturalizaci6n a 94°C por I min, alineamiento a 55.5 °C por 2 min, extension a 72 °C

por2minyunaextensionfinala72°CporIOmin.

4.7.2Amplificaci6ndelgen.EF-la

Las amplificacionesse lIevaronacabo mediante lametodologiapropuestaporPinariaeral.

(2010)conalgunasmodificaciones.Lareaccionserealizoenunvolumende25 ilL que



contiene Ix de TaqDNA buffer, 2.5 rnM de MgCIz, 0.20 mM de dNTPs, I U de Taq D Apol

(promega), 20 pM de cada primer EF-I (ATGGGTAAGGARGACAAGAC) Y EF-2

(GGARGTACCAGTG/CATCATGTT), y -50-100 ng de ADN gen6mico. La reacci6n se

desarro1l6bajoelprogramadeciclostermicossiguiente: unadesnaturalizaci6n inicialde2

min a 97°C, 35 ciclos de desnaturalizaci6n a 96°C por I min, alineamiento a 58°C por 1

min yextensi6n a 72°Cdurante I min,seguidoporunaextensi6n final a 72 °C durante 7

4.7.3Secuenciaci6nyanalisisdelosamplificados

Los productos de amplificaci6n se purificaron con el metodo de gel Wizard~ SV Gel and

PCR Clean-Up System (Promega) y se cuantificaron con un espectrofot6metro sobre la base

de que una unidad de absorbanciaa A260nmcorresponden a 50 ng/llL. Se cont6 con los

servicios de secuenciaci6n del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional

Aut6noma de Mexico. Las secuencias se editaron con el programa BioEdi!. Se utilizara el

procedimiento Alineamiento Multiple (Bootstraps = 1000; Gap Open Penalties= 15; Gap

Extend Penalties = 3) del software BioEdit 7.1.3.0 (Hall, 1999).

Elanalisisdelasecuenciasehizoporduplicadoconcadaaislamientofungico. Los datos de

secuencias se analizaron en el GenBank del National Center for Biotechnology Information

(NCB I) mediante el sistema Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) {Geiser et al.,

2004).

Las secuenciasde ITS se alinearoncon el programa BioEdit, se determin6 el modelo de

evoluci6n con el software JModelTest. Se realiz61a busqueda del arbol de maxima



verosimililud (Maximum Likelihood) con ayuda del software RxmLguI y se visualizo en el

software Figtree. Se incluyeronsecuencias reportadas para lasespeciesde Fusariumyse

realizoelanalisisfilogenelicoconsiderandounbootstrapconlOOOpermutaciones.

ElmodelodeevolucionqueseobtubofueeIJukesandCanlor(JC)(1969),el cual dice que

lodas las bases nilrogenadas pueden sufrir la misma tasa de mutacion (A=0.25, C=0.25,

T=O.25yG=0.25)esleesunodelosmodelosmassenciliosquenosindica un solo lipo de

suslitucion en nucleolidos y el numero de paramelros es el mismo numero de longilud de

arbol,

www.uam.es/docencia/ocw/cursos/valcarcelfilogeniatrexlo_2_I pdf

Lareconstruccionfilogenelicadelaregiondelfaclordeelongacionlaserealizoenel

software Tree Analysis Using New Technology (T.N.T. 1.0) (Goloboff, 2000). Se realizo

una busqueda heurislica (5000 replicas) ulilizando TBR (Tree BiseclionReconnection). Se

lIevoacabounremueslreo(IOOObootslraps)paraevaluarelsoportedelalopologiagenerada.

Se obtuvieron secuencias de diferenles especies del genero Fusarium, incluidas dos

secuenciasde F. oxysporum f.sp. vanillaereportadasporPinariaelal. (2010) (nOacceso

Genbank KM115183, KMI15186). Se ulilizo una secuencia de Cyanonectria buxi CBS

125547 (nO acceso Genbank HQ728152) al ser el genero mas cercano a Fusarium sp.

(Lombard et al.. 2015).

4.8 Pruebas de patogeDicidad

Unavezrealizadalacaraclerizacionmorfol6gicaymoleculardeloshongos,seprocedioa

evaluarsu grado de palogenic'idad en Vainil/apompona. Paraello, seobtuvo material vegetal

de vainilla(hojas y tallo) de lazona de estudio. Para laprueba, demanera previa, se realiz6

un analisisparaasegurarlasanidaddelmalerial.



Se emplearon los melodos propueslos por Adame-Garcia et 01., (2011) que se describen a

4.8.1 Pruebade patogeoicidad eo bojas

Lashojasdevainillaselavaronconunasoluci6ndejab6nliquidoysedesinfectaronpor

inmersi6n en soluci6n de hipoclorito de sodioal2 % (v/v) durante 2 min.Serealizarondos

enjuaguesconaguadesliiadaesteril.Lashojassecolocaronencamarahumedaelaborada

conplatosdesechablesdeunicel,papelabsorbenteesterilyenvolturadeplasticocleanpack.

Por cada hoja se colocaron cuatro fragmenlos de agar con micelio del hongo (-5 mm de

diametro) crecido en medio PDA durante 10 dias de incubaci6n a 25±1 ·C. Tomando como

referencialanervaduracenlral,acadahojaselehicierondosincisionesdelladoizquierdoal

momento de la inoculaci6n. Como lestigo se emple6 una hoja de vainilla sana con cuatro

fragmentos de PDA libre del hongo. Las camaras humedas (100 % de humedad relativa) se

colocarona25±1 ·Cdurante 12diasysehicieronmonitoreosdiariosparadeteclarlascepas

quegenerarondaiioaltejido.Comopruebaconfirmativasere-aisI6elhongoen cuesti6na

partirdeaquellasmuestrasdondeseobserv6dailo.

4.8.2 Pruebas de patogenicidad eo tallosenraizados

Paraestapruebalostratamientosseestablecieronenbolsasnegras(IOxl5em) con 500 gde

sueloinoculadoconlOmLdesuspensi6ndeesporas(106 esporasmL.1) de Fusarium sp. de

12 dias de crecimiento en PDA a 26±1 ·C. La suspensi6n de conidios inicial se prepar6

afladiendo 2 mL de soluci6n de Tween 20 (20 %) a la caja Petri que contiene el micelio.



Cadasuspensi6ndeconidiossevacfoentubosdeensayocon8mLdeaguadestiladaesteril

y se mezcl6 con ayudade un vortex. A partir de estas se realiz6 de manera individual,

suspensiones de esporas a una concentraci6n de 106 mL· 1determinadas por conteo en camara

de Neubauer. Seprepar6ademasunasoluci6ntestigosin in6culo fimgico,conteniendo2mL

deTween20(20%)y8mLdeaguadestiiadaesteril.

Tallosenraizadosde-30cmlongitudcondosnudosseutilizaron.Losbrotessesembraron

dosdiasdespuesdelainoculaci6ndelhongoalsuelo.Momentosantesdelasiembra,con

unanavajaesterilserealiz6unaincisi6nde I cmdelongitudalaraizyalaporci6ndel

esquejequeestarfaencontactoconelsuelo.Lostallosseregarontresvecesporsemana.EI

ensayoseestableci6bajoundiseilodebloquesalazarcontresrepeticiones.Seevalu6el

niveldedailoalos60dfasdespuesdelasiembradelostallos.Sedetermin6sienesqueje

presentabadailo 0 no. Los postulados de Koch se aplicaron para confirmarlapresenciadel

hongoinocuJado.



v. RESULTADOS Y D1SCUSIO

Lasmuestrasempleadasparaesteestudiosecolectaronen losprediosdel Cordon del Jilguero

del municipio de Ruiz y el predio Italiano, Oreja de Raton y EI Malinal del municipio de

Xalisco del estado de Nayarit (Cuadro J). Se reconoce que estos materiales pueden estar

emparentadoscon Vanillapomponade acuerdo a lascaracteristicaspropuestas porSotoy

Cribb (2010), quienes encontraron poblaciones de esta especie en cI municipio de Ruiz. Sin

embargo, para los materiales del municipio de Xalisco, no se puede indicar 10 mismo ya que

noseencuentranantecedentessobrelapresenciadeindividuosdeestaespecieenesta

comunidad,porlotanto,hacenfaltaeslUdiosmorfologicosymoleculares para determinar si

estas vainillas tambien corresponden a la especie pompono. Debido a 10 anterior, estas

vainillasaun sepueden considerar como genotipos silvestres (Figura8).

Figura 8. Plantas de Vanillasp. localizadas de manera silvestre: A) Municipio de Ruiz, B)

Municipio de Xalisco.



LavainilJaseencuentrasobrearbolesnativosdellugarentreplantacionesdecafeoenmedio

de lazonade bosque tropical donde no existe uncultivoestablecido(Tabla2),algunasde

elJasselocalizanenlugaresmuypocoaccesibles,porloregularselocalizan en zonas con un

cuerpodeaguayaseaunarroyoounnacimientodeagua.

Tabla 2: N6mero de plantasporpredio y tutor donde se desarrollan.

plantas

Roble (Quercus sp.)

Encino (Quercus

sp.)

LevadurayEncino

(Quercussp.)

OrejadeRat6n

Cord6n del JilgueroA

Cord6n del Jilguero B

CafeyTrompeta

(Cecropia

obtusifoliaBertoi

ArrayansilJoy

Tepeguacate



Lasvainillasestanadaptadasaesos lugares, pues se observa que sin laintervenci6nhumana

para lIevara cabo un procesode fecundaci6n, estas son capacesde producirsusfloresyen

consecuenciafrutos,caracteristicaque se ha perdido casi en su totalidad en plantaciones

comerciales extensivas de V. planifolia (Hemandez, 1997). Este fen6menopodriaexplicarse

porlapresenciade lospolinizadoresnaturalesde la vainilla en las zonas de estudio, sin

embargohacefaltaprofundizarenestepuntopuesmuestraunagranrelevancia,debidoaque

conestascondicionesfavorableslavainillapuedeconvertirseenuncultivorelevantepara

Nayarit, por la gran demandacomercial que tiene yporsereJ segundolugarenespecies

aromaticas despUl!sdelazafnin,loqueayudariaareducirloscostosdeproducci6npuesse

ahorrariaelgastoenlamanodeobrapararealizarlapolinizaci6n.

La vainilla en Nayarit no cuenta con ningiln mantenimiento por parte de los

propietariosdelospredios,enciertoscasosesconsideradacomo unaespecieparlisita 0

malezahaciasucultivo, 10 que ocasiona que Josproductores laseliminendesuplantaci6n.

Todas las plantas de vainillamostraron unacoloraci6namarillentaen lapartebaja

deltallo,lacualestliencontactoconelsueloymanchasnecr6ticasenlashojas.Granparte

de las rafcespresentaron pudricionesa 10 Jargo de elias (Figura9),en algunoscasos,Jaraiz

principal seencontr6 cortada con presencia de podredumbreen la parte terminal,estosetom6

encuentaparadenominarlacomoraizenfermaporFusarium.Laraizsanafueaquellaque

nopresent6dailoque~oncor~araconJosdailoscausadosporFusarium.



Figura 9: ASpecloquepresenlaron laraizyhojade Vanil/apomponaqueseulilizaronpara

elaislamienlodeFusariumsp.

S.2Aislamienloyobtenciondecultivosfungicospuros

De cada localidad seobluvieron diferenle nlimero de cepas, a lascualesselesasign6

unaclave(Tabla3)compuesladelelrasynumeros;lalelraindicasulugardeprocedenciay

el numeroel fragmenlode la raiz del que fueextraido. En IOlal se obluvieron 40 cepas de

Fusariumsp.

En hojas no se obluvieron cepasde Fusarium de ningun predio,posiblemenleporqueesle

hongoafectahojasj6venescomoloindicaUSAIO-RED(200S).Enlalio,porcuestionestecnicas

unicamente se aislaron dos cepas de esle tipo de hongo, estas fueron las cepas BCA I y BCB I

del municipio de Ruiz. Para el aislamienlo de Fusarium a partir de lejido de raiz se usaron

enlolal21 raices, de las cuales 7 fueron sanas 0 con dano levey 14enfermas.Delasraices

enfermas,dospresentarondeierioroavanzadoyaqueeldanocomprendia entre en 30-50%

delalongituddelaraiz,cincosemostraronmoderadamenteenferrnas(15-30%)ysietepoco

enfermas«lO%deda/lo).



Tabla 3. Claves que seutilizaron para identificar los hongoscadacepade hongo aislada

segUnelpredio, laraizyel fragmento.

OrejadeRaton

Cordon del JilgueroA

Cordon del Jilguero6

Numerode
fragmentos

Clavedehongo

AI, A2, A3, A4, A7, A8,
A9,AIO

BI,B2,63,B32.B7,610

CIO,CI6

RI-3,RI-5,RI-7,RI-9,
RI-IO,RI-15,RI-20,RI­

24,RI-25,RI-26,RI-28,
RI-28b

R2-I,R2-7, R2-9, R2-IO,

R2-II, R2-12, R2-16, R2­
21, R2-25, R2-26

Enlostresprediosmuestreados,lasplantaspresentarondailosparecidosalosprovocados

porFusarium;alteracionquepudoserocasionadoporelpropioproductoralpasarsobreellas

sincuidadooalhechodehacerlesheridasalcortarlasporserconsideradas plantas saprofitas

para el cultivo de cafe. En estetipo de lesionesespordonde Fusariumpenetraaltejidodel

vegetalpuesseconoceque-estehongosobreviveenelsuelohastaqueencuentraunhuesped,

dondelashifaspenetranporlasmagulladurascausandonecrosisenlapartedelaplantaque

infecta (Abawi, 1989; Abawi y Pastor-Corrales, 1990). Las matas con mayor lesion se

localizaronenMaJinal,especificamente, lasraicesmasenfermaspertenecieronalospredios

de Malinal AyC (Tabla 4)



Tabla 4. Zonas de aislamiento de Fusarium a 10 largo de las raices de vanilla pompona.
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En 10deias 14 raices enfermas fue posible aislarcepas de Fusarillm a partir de 10sprimeros

yuhimos IDem desu longitud (Figura 10), del total de segmentos de tejido intermedio

establecidosoloseencontr6crecimientodehongoendostrozosdeI em, 10 que indica que

enuntejidoconsideradoporsuaparienciaenfermonosolopuedeserafectadoporla

presencia de eSle hongo sino quetambien es posible sea poria influenciadeotrofactorbi6tico

oabi6ticoexistenteensuentornoyquenofueronidentiticadosenesteestudio.Lasraices

sanassolopresentaroncrecimientodehongosenlazonaapicalqueestaencontactoconel

suelo (Figura II). En muchos casos la parte apical (cotia) de las raices enfermas estuvo

ausente,locualestadescritocomounasintomatologiatipicadeinfeccionesocasionadaspor

los hongos del genero Fusa;;um, ya que sus hifas al invadir los haces vasculares en las

plantascreanuntaponamiento,Ioqueprovocaunapudrici6nyporconsiguientelaseparaci6n

de esta de la zona no funcional (Ploetz, 2007).



Figura 10. Zona de aislamiento de Fusarium sp. a partir de una raiz de Vanilla pompona

consintomasde pudrici6n.

Figura II. Zonas de aislamiento de Fusarium sp. a partir de una raiz de Vanilla pompona

sin sintomas de pudrici6n.



5.3IdentificacionmorfologicadeFusariumsp.

Pigmentaciondecepas. Lascoloniaspresentarondiferenciasdepigmentaci6nunicamente

en medio PDA (Figura 12), de acuerdo al cromatimo, las cepas se separaron para su

identificaci6nencuatrogrupos.Encoloraci6nblanco-cafe,detonalidad blanco, en rosa-

blancoy las de colorvioleta, donde estasultimas fueron las mas abundantes(Tabla 5).

PDA

SNA

CLA

Figura 12. Crecimiento de Fusarium en los diferentes medios de cultivo. A) y B) medio

PDA, C) YD) medio SNA, E) YF) medio CLA.



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

Grupo

fUngicos.

Fotografia del cultivo



En Fusarium, las condiciones del medio de cultivo son un factor importante para la

producci6nde pigmentos; algunasespeciesson fotosensibles, 10 que puede ocasionarque

varien ampliamente en sus coloraciones (Leslie y Summerell, 2006). Los aislamientos

obtenidospresentaronunacoloraci6nenvariastonalidadespurpuras; este tipo de coloraci6n

es caracterfstico de Fusarium (Britz etal., 2002) y se debe a que algunos metabolitos

secundarios esUin presentes en el hongo; entre los compuestos qufmicos naturales que

presentaestehongoseencuentraa bikeverin, beauvericin, fumonisinas,acido fusaricoy

fusarin C (Brown et al., 2012). EI pigmento rojizo del micelio es conocido con el nombre de

bikeverin,estacoloraci6npuedeserafectadaporlafuentedenitr6genoolaacidezdelmedio

(Wiemann et al., 2009). Para el caso de F. oxysporum, se presentaron colonias con micelio

aereoinicialmenteblancoyconcambioseneltiempoacolorrosapalidoovioleta,resultando

que en cierta fonnacoinciden con 10 reportadopor Diazetal.,(2007)almencionarquelas

colonias de Fusarium inicialmente son incoloras pero confonne maduran adquieren

coloraci6n cremao amarillopalido, pero que bajo ciertas condiciones puedenadquirir

coloracionesquevandeunrosapalidoaunvioletaobscuro.

Crecimiento. E1 crecimiento de Fusarium es detenninado por factores abi6ticos

como son latemperatura,-el pH y la luz, aunquetambiendepende de los nutrientesque

contenga el medio de cultivo como son nitr6geno y carbona (Kavanagh, 2005). En PDA, las

cepasprodujeronabundanteydensomicelioenlasuperficiedelmedio,deacuerdoLesliey

Summerell (2006),estoesdebido aqueeste sustrato es rico en carbohidratosquepenniteel

desarrollodeesasestructurasfUngicas.



Enesteestudio, las cepas presentarondiferenciasen sus patronesde crecimiento,de modo

queestosseclasificaronentresgrupos:l)crecimientonipido,2)moderadoy3)lento(Figura

13); los resultados indican que de las 40 cepas obtenidas mas del 50% de lascolonias

mostraron rapido crecimiento (Tabla 6). De esta manera Santa el 01., (2012) encontraron en

tallos de vainilla, colonias de F. oxysporum de rapido crecimiento con micelio aereo

inicialmenteblancoyconcambiosenel tiempo a color purpura, porioqueseconsideraque

estehongoeselagentecausalde la pudricion de laparte basal del talIoyraizdeestaespecie

(Pinariaelal., 2010) y tanto en cultivares de ajo como en otros cultivos Fusarium esel

fitopatogeno mas com un (Ochoa efal., 2012). Esta informacion esun puntode partida para

realizarrecomendacionesdemanejo fitosanitario para minimizaro evitarperdidasen este

Figura 13: Aspecto de las cepas de Fusanum sp. alsladas de V pompona de acuerdo al

crecimiento en PDA a los 10 dias a 25°C. A) rapido, B) moderado y C) lento.



Tabla 6. Agrupaci6n de las cepas de Fusarium sp. aisladas de V. pompona de acuerdo al

crecimientoen PDA a los 10 dias despUl!s de la inoculaci6na25 °C.

cepas de

Crecimientorapido

Cepas Fusariumsp.

R2-IO,RI-28,R2-25,B-7,RI-16,

BCAI

RI-9, RI-26,R2-9,RI-7, B·IO,

A-7,C-16,RI-24,A-3,A-8,B-I,

RI-15,BCBI,RI-5,RI-IO,RI·

20,RI-25,A-l,A-4,A-2,R2-II,

A-9, R2-12, R2-2I, RI·3, R2-I,

R2-7,A-IO,B-2,B-3,C·IO

Estructuras microsc6picas. En medio SNA las 40 cepas presentaron macroconidios de tres

acincoseptos;en38colonias,estasestructurasseobservaronligeramentedelgados,curvos,

con una celula basal en forma de pie, coincidiendo con Fusarium oxysporum. Tambien se

encontraron doscepas con estructuras mas gruesas y con celula basal en formacilindrica

concordandoconFusariumsolani(Figura 14). Losmacroconidiossonunaestructuramuy

importante en la identificaci6n de especies del genero Fusarium,la morfologia de esta

estructuraenalgunoscasosessuficienteparaidentificarhastalaespecie (Agrios,2005). De

este modo se encontr6 que de las cepas aisladas, 38 se identificaron como Fusarium

oxysporumy doscepascomo.Fusariumsoiani



Figura 14: Estructuras microscopicas de Fusarium. A) esporocarpo B) masa de

macroconidios C) macroconidios de F oxysporum 0) macroconidios de F solani

EntodoslosaisladosdeFusarium, losmicroconidiosseobservarondemaneraabundante,

dispuestos en monofialidescon falsascabezas, loqueconcuerdacon J2 especiesde Fusarium

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

Fusarium oxysporum y Fusarium solani son especies asociados con vainilla que pueden

infectarycolonizarcomounhongopatogeno(Pinariaeral.,20JO).Paradistinguirestasdos

especiesseutilizocomoreferencialo largo de la fialidecon locual seencontraron 38cepas

confiaiidecortacorroborandoqueesFoxysporumy2confiaiideiargacoincidiendoconF

Losmicroconidiossemostrarondeforrnaoval sinseptos(Figura 15). Leslie y Summerell

(2006),describenlasmicroconidiasdeF oxysporum,deforrnaoval,elipticaoenforrnade

rinon, sin presencia de seplos, se presentan en el micelio aereo en falsas cabezas, en

monofialidescortas.Mientras'paraFsolanideforrnaoval,elipsoide,enforrnaderinony

fusiforrne, porlo general sin septos aunque ocasionalmente presenlan 1 02 septos, se

presentanen falsascabezasal final de monofialides largas.



Figura IS: Fonnadelasfialides.AyB)monofialidesconfalsascabezasdeF.oxysporumy

C)monofialidefalsacabeza deFsolani

En medio CLA, a los 17 dias se observaron las ciamidosporas, las cuales se presentaron en

lamayoriadelosaisladosdemaneraabundante,confonnaesfericaydefonnatenninale

intercalada en las hifas,presentandosede fonnasimple, en paresysoloendosaisladosse

mostraronclamidosporasencadenacortasdetresacuatro, los cuales sonB-7yR2-1 (Figura

16). Lasclamidosporassonimportantesparaladescripci6ndevarias especiesdeFusarium.

yaqueconbaseasupresenciaoausenciasepuededetenninarlaespeciedeestegenero,pero

tambienladisposici6nylafonnaenquesepresentanpuedetomarsecomounacaracteristica

parasuidentificaci6n(LeslieySummereJl,2006).Estasestructurasposeenlacapacidadde

en ausencia de plantas huesped (Freeman y Maymon 2000; Hennessy et 01.,2005) y

pennanecen latenleshastaqueencuentranlascondicionesapropiadasparagenninar(Morse

etal., 2000)



Figura J6: Tipo de c1amidosporas desrrolladas por Fusarium en medio CLA a 25°C durante

20 dias. A) Clamidospora en cadena, B) c1amidosporas simples y en pares.

De las muestras obtenidas se lograron identificar morfol6gicamente dos especies de

Fusarium(F. oxysporllmyF. solani) cuyas caracteristicas coinciden con las reportadaspor

Ochoaetal. (2012)tambien reconocidos comohongoscausalesde lapudrici6n basal en

cuhivaresdeajoyencereales(Strausbaughetal.,2005);conestosresuhadossecorrobora,

que estos generos son pat6genos comunes en plantas 0 semi lias dist intas.

Aun cuando se han logrado avances en la idenlificaci6n de muchos hongos, atin existe

dificultadparael adecuado reconocimiento de ciertos generos yespeciesdeestegrupode

organismos.Laidentificaci6nbasadaenlamorfologiapresentaenocasionesunimportante

gradodedificuhad,sobretodoparadistinguirespeciescercanas,concaracteristicas

fenotipicas muy similares (Ochoa et al., 2012). La identificaci6n por metodos moleculares es

unaopci6nparaconfirrnarlasidentidaddeestoshongosyresolverdudassobresutaxonomia

(Undaeta/., 201 I; Chandra el aI., 201 I); porello, en esteestudiose procedi6aamplificarla

regi6n ITS del gen RNA ribosomal y del gen factor de elongaci6n 1- a para corroborar la

identidadmorfol6gicadeioshongosdeFusarilimaisiadosde Vainilla sp de Nayarit.



£1 ADN extraido se observo en geles de agarosa (0.8 %) para deterrninar su integridad y se

cuantifico en el Biofotometro,dando valores de 200 a 3000 nglllL, con una relacion de

Los amplificados de ITS generaron un producto de400.S00pb,loqueconcuerdaconlo

obtenidopor Fraire (2010), Ochoa (2007) y Ochoa etal., (2012) parahongos del genero

Fusarium (Figura 17). £1 aOlilisis 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

morfologicamente como F solani dieron valores de similitud de 78% y 89% con Fusarium

sp. ya F. oxysporum respectivamente. Ademas de 3 cepas que aliniaron con F oxysporum f.

sp.Cicerisy9conFoxysporumf.sp.vanillae(Tabla7).Lassecuenciassecompararoncon

las secuencias de F. oxysporum f. sp. vanillae obtenidas por Adame-Garcia., et 01 (2015), a

partir de muestras de Veracruz, Mexico.

La identificacion morfologicadeterrnino que seencontrarondoscepasde F solani. pero

molecularrnente una cepa se alinea con F oxysporum. y la otra solo se reporta como

Fusarium sp. esto se debe a la alta variabilidad morfologica que presenta F. oxysporum en

los medios de cultivo, porconsiguiente varia en suscaracteristicasmorfologicas,porestoes

necesario recurrir a los analisis de ADN (Chandra et 01.,2011). Riveros et 01., (2001)

encontraron que en baseal analisisde ITS unacepaquese identificomorfologicamentecomo

F solani, se agrup6 geneticamente dentro del grupo de F oxysporum, 10 que concuerda con

elresultadoobtenidoenestetrabajo.



Tabla 7. Similitud de cada aislados de Fusarium sp. obtenidos a partir de Vanilla pompona,

en relaci6ncon secuenciasdelaregi6nITS registradasenGenBank.

Clave del aislado
fuogico

R2-7
R2-9

R2.1O
R2.\1
R2-12

R2-21
R2-25

A4
A7

810

C·IO

Ideotidad de la cepa similar

'OTllm
vanillae

loxYSporum
Fwariumoxysporum

Fusariumoxysporumf.sp.vanillae

Fwariumoxysporumf.sp.vanillae

Fusariumoxysporumf.sp.vanillae

Fusariumoxysporum

~Dorum

FusariumoxYsPoTllm

FU.JariumoxyspoTllm

Fusariumoxysporumf.sp.ciceris

H0696889.1
KM005088.1
KMOOS087.1
KMOO5086.1
KM980004.1

KM979990.1
KMOOS084.1

EU839371.1
KM005086.1

KM98000S.1

00906172.1

97%
100"10
100%
100%
100%

100%
100%

100%
99%

99%

99%



Figura 17: Productos de amplificaci6n de lasregiones ITS de las cepas de Fusariumsp.

aisladas de Vanilla pompana de Nayarit, Mexico.

EI lirbol resultante del amllisis de maxima verosimilitud (Maximum Likelihood) fue

enraizadoconlasecuenciaFvX94166delaregi6nlTSdelhongoF. verticilliaidesobtenida

de la base de datos del GenBank. La especie F. verticillioides es la mas cercana a F.

oxysporum(FiguraI8) (Maetal., 2010).

Adicionalmente,paraesteanal isis seincluyerondoscepasdeF. axysporumf.sp.vanillae:

la cepa AY387698 (Fof.sp.v.a) originaria de Colombia (Wang et al., 2010) y la cepa

KM005088 (Fof.sp.v.k) originaria de Veracruz (Adame-Garcia el al., 2015).

LassecuenciasobtenidasapartirdecepasdeF.solani,seagruparonaparteenunsoloclado,

mientraquelassecuenciasdeF.oxysporum. seubicaronendosgrandesclados,unodonde

se1ocalizanlascepasobtenida~deGenBankjuntoconcepasdeNayarityotrodondesolose

agrupan cepas de Nayarit, ambosclados no tienen cepas de un solo lugar, seencuentrancepas

detodoslossitios.



Fusariumprovienedeunancestroencomun,porloquehaevolucionadodeformadiferente

dependiendo del huesped al que infecta, de esta manera, se Ilegan a crear las formas

especiales de este genero,esto se debe a que las secuenciasdealgunosgenesnopresenta

cambiosencepasreportadascomopatogenicasycepasnopatogenicas,en esteestudio, esto

se confirm6 al hacer el arbol filogenetico donde los clados arrojados muestran cepas

patogenicas yno patogenicas,perono manifiestan un solo clado donde solo se agrupen

unicamentepatogenicas,si no que loscladosenbasealassecuencias son muysimilaresentre

las patogenicas y las no patogenicas. Inami el al.. (2014) describen que este resultado se

puededeberalatrasferenciahorizontaldegenesquesellevaacabodeunacepapatogenica

aunanopatogenica,dondeestacomparte los genes que causan laenfermedad,tambien

conocidos como genes SIX (Bastos elal.. 2015).

Losamplificadosdelgenfactordeelongaci6n l-ageneraron un fragmento de 600-700 pb,

10 que concuerda con 100btenidoporPinariaelal., (2015) y Adarne-Garcia etal., (2015)

(en prensa) (Figura 19). EI analisis BLAST aline6 con cepas reportadas para Fusarium sp. y

F oxysporum (Tabla 8). Pinaria elal., (2010) identificaron mediante este gen, cepasde

Fusarium relacionadoscon la pudrici6n de la vainilla en Indonesiadondeencontraronque

lamayoriadeaisladosfueron Foxysporumyenmenorincidenciahallaron FsolaniyF

semileclumaunqueestosdosultimosnoresultaronpatogenicosparavainilla

Este gen forma pane de la ~aquinaria de las proteinas y posee una gran importancia

filogenetica debidoa quees altamente informativo en las especies del genero Fusarium

(Baayen etal., 2000).



Figura 18: Arbol filogem!tico basado en secuencias ITS del ADNr de cepas del genero

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



para la amplificacion de este gen seutilizaronoligonucleotidosdesarrollados por O'Donnell

elal.(1998),loscualesamplificaronunaregionde700pb(Figura29) con unadisposicion

detresintrones;estegenhasidoutilizadoparaFusariumenvainilIaporPinariaelal., (2010)

yAdame-Garciaetal., (2015).

700pb
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Figura 19: Productos de amplificacion del gen EF-Ill de los aislados de Fusarium

oxysparumf.sp.vanillae.

Tabla8.Porcentajedesimilitudeidentidaddelosaisladosfimgicogenerados a partir del

analisis BLAST con registros del GenBank para EF-la.

Clave del aislado Descripci6n ClavedesecuenciatD fndicede similitud
fUngi co ~tnb.Dk

Rl-5 Fusoriumoxys orum 84% 00435355.1
Rl-7 Fusoriumoxysporum 98% 00435355.1
Rl-9 Fusoriumoxysporum 78% NRRL38286
Rl-20 Fusariumoxysparum 97% KP710623.1
Rl-24 Fusariumsp. 96% EU091055.1
Rl-26 Fusariumsp. 99% KC113012.1
Rl-28 Fusarlumsp. 99% EU091045.1
R2-10 Fusar;umoxysporum 98% FJ895276.1
R2-16 Fusariumoxysporum 99% KM025417.1
R2·21 Fusariumaxysporum 98% KP400686.1
A7 Fusariumoxysparum 98% KP710623.1

B3 Fusariumaxysparum 97% 00465930.1
B-10 Fusariumoxysparum 98% 00465930.1



EI amilisis de las cepas patogenicas a Vanilla pompona gener6 7 arboles igualmente

parsimoniosos(L=859,IC=7I, IR = 82),en ellos se observa que las cepas se agrupan en

uncladoseparadojuntoconlassecuenciasdeFoxysporumf.sp.vanil/ae, dichocladose

subdividealavezendosclados(Figura20).

En este arbol se utiliz61a secuencia de Cyanonectria buxi paraenraizar el arbol porser

geneticamente la mas cercana al genero Fusarium, de este genero se utilizaron secuencias de

las especies F dencemcelulare, F solani, F poae, F graminearum, F mangifera, F

proliferatum, F subglutinans y F. verticil/iodes, para compararlas con secuencias obtenidas

de algunos hongos de este estudio, ademas se incluyeron secuencias F oxysporum fsp

vanil/ae(Pinariaetal., 2010).

Las secuencias obtenidas en este estudio se agruparon dentro de un c1adojunto con las

secuencias de F oxysporum f. sp. vanillae (Pinaria et aI., 2010), Pinaria et al., (2015)

plantean lahip6tesisde que los hongos que causan la enfermedad en la vain ilia de indonesia,

fuedistribuidaconlaplantaalmomentodetrasportarlaaestepais,debidoaqueexisten

reportes de que el centro de origen de la vainilla es Centroamerica (FAO, 2011), pudiera ser

que el hongo haya sido desplazadojunto con el hospedero de esta regi6n y como las

secuenciasdeestainvestigaci6nseagrupanconlasdeindonesia,sepodrfaconsideranesta

hip6tesiscomocierta.
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Figura 20: uno de los siete arboles mas parsimoniosos (L =859, IC = 71,lR = 82). EI
enraizado del lirbol se realiz6 mediante el procedimiento del gropo extemo (CBS 125547
Cyanonectria bID"). Valores superiores al 50 % de bootstrap se muestran por debajo de los
nodos.



5.5 Pruebasdepatogenicidaden bojas.

Las pruebas de patogenicidad en las hojasde vainilla mostraron que de 40 cepasaisladasde

laVanillasp.silvestredelestadodeNayaril, 19 mostraronserpatogenicasen estaparte dela

planta(Tabla9).Eldesarrollodeinfeccionseevidencioalos4diasdespuesdelainoculacion

eneltejidoyestavarioconfonneeltiempo.Lasinfeccionessecaracterizanporlapresencia

delesionesnecroticasdeaspectoacuosoconmicelioblanquecinoenlasuperficiefoliar.Cabe

destacar que la mayoria de los hongos identificados como patogenos son de rapido

crecimiento (Tabla 5)y provienen del municipio de Xalisco, especificamentedelospredios

EiltaiianoyOrejadeRatonubicadosaunaaititudde985y 1005m,respectivamente(Tabia

I). Las 21 cepas restantes no mostrarondailo a lahoja,por 10 quese consideraroncepasno

patogenicas(Figura21).

Delascepasquepresentaron patogenicidada los cuatro dias a partir de lainoculacionfueron:

A7, CI6, R2-1 y CIO, por 10 que se consideran colonias aparentemente mas agresivas a

Vanilla pompona. En el cuadro 10 se observa que dentro de los cultivos fungicos mas

frecuenteseneste periodo se identificoaF oxysporum f. sp. ciceris,aunquetambiense

presentaronen igualdad de circunstancias Fusarium spyF oxysporum f.sp vanillae;entanto

que a los cinco dias predominaron las cepas registradas como R2-9, R2-1 0, R2-II, B3 YB32,

todascorrespondientesaFoxys,Oorumf.sp.vanillae, delos6alos 11 dias,lascepasque

evidenciaronactividadpatogenicapertenecieronaF oxysporum. Entenninos generales se

puedemencionarquelamayoriadelosmicroorganismosfUngicosquedesarrollaronlesiones

en las plantas de vainilla de Nayarit fueron miembros de Fusarium oxysporum.
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Figura 21: Aspecto del dano causado por Fusarium sp. en hojas de Vanilla sp. A) Cepa no

patogenica y B) Cepa patogenica.

Adame-Garciaelal..(2011)seiialanqueI2diasessuficienteparadeterrninarsiunacepaes

patogenicaono;en esteesrudiose comprueba que mediante lapruebadepatogenicidadde

cepasenlashojasdevainillaexistelapresenciadecepaspatogenasyno patogenas 10 que

indica que en estas plantasseencuentra una diversidad de hongos tanto endofitos como

patogenicos.Algunasveceselambienteesmuyfavorableparaelcrecimientodeloshongos,

ytalsoloelhechodequeelsueloseasureceptaculonatural,sucapacidad de sobreviviren

latenda y su (lieil y pronta dispersion conidial (Agrios 2005); son razones que pueden

explicarsupresenciaenhojascomohabitanteynocomopatogenode las mismas.

Pinariaela/.(2010)seiialanquelapudriciondetallosyafeccionesseverasen hojasyraices

delavainiliaenlndonesiasedebeaF.oxysporum, loquetraecomoconsecuencialaperdida

significativa de vainilla poreste patogeno (Ashoka, 2005, He, 2007,Pinariaela/.,2010).En

pruebas de palogenicidad se encontro que F. oxysporum es el hongo patogenico (causa

sintomasdeenferrnedad)envainillay F.so/aniestareportadocomoendofiticoesdecirque

seintemaneneltejidodelaplantasinoriginarningimsintoma(Pinariaela/., 2010), UNIVlh,lu, ,:AmNAYA«~

SISTEUAOEBI8110lECA:



Tabla 9. Identificaci6nde los aislados de Fusarium sp. segun el periodo(diasdespuesdela

inoculaci6n) en que se inici6 el dailoen lashojasde Vanillapompona.

Hongospatogenicos Identificacion
morfol6gica

R2-1, F.s%ni
A7, F.oxysporum
C10, F.oxysporum
C16 F.oxysporum

Rl-1S, F.oxysporum
Rl-20, F.oxysporum
R2-9, F.oxysporum

R2-10, F.oxysporum
R2-11, F.oxysporum
B3, F.oxysporum
B3-2 F.oxysporum

Rl-26, F.oxysporum

Rl-28 F.oxysporum

Rl-24, F.oxysporum
Al, F.oxysporum

B2, F.oxysporum
B7 F.s%ni

aunqueestepuedeserinducidocuandolasplantassonsujetasasequiao aotro factor de

estres; losresultadosdeesteestudioaligualaloobtenidoporAdame-Garcfae/al.(2015)

(enprensa)muestranquenosoloF.oxysporumespatogenicoenvainilla,sinoquetambien

laespecieF. solani,aunque en este ultimo tanto lafrecuenciaconqueseaislaylaagresividad

es menor a F oxysporum.

5.6 Pruebasde patogenicidaden tallos.

Lostallosdevainillaenraizad~seinoculadosconlasoluci6ndeesporasdehongo,mostraron

sintomasdeinfecci6nlevesalostresmeses,posterioresalavacunaci6n;elprimersintoma

dedaiioapreciadoporFusariumfueunapequeilaclorosisenlabasedeestaestructura



morfologicadelaplanta.Similannente,Santaelal.(2012)encontraron a los 30 dias despues

de la inoculacion, que solamente los hongos identificados como miembros de la especie F.

oxysporum (MAI36_18 y MAI40_22) indujeron desarrollo de lesiones necroticas en los

tallosde las plantas de Vainillaplanijolia;estaslesionesnecroticaspresentaron unaspecto

acuosoconhaloscloroticosydesarrollocontendenciasdescendentesloqueprovocala

marchitesdelaplantayporconsiguientelamuenedelamisma.

Coincidentementelascepasquepresentaronpatogenicidadenhojasfueronlasmismasque

presentaron dana en tallos,loque demuestra que estas cepas son pa[ogenos de mata de

vainilla,resultadosqueconcuerdanconloobtenidosporAdame-Garciaelal.(2011),quienes

encontraron cepas altamente patogenicas, asi como cepas moderadamente patogenicas y

cepas nopatogenicas. Como pane de los postuladosde Koch, seobtuvieron crecimientos

caracteristicos de Fusarium en todos los lejidos de vainilla donde se inoculo eSle

microorganismo filopatogeno (Figura 22).

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


