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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es una planta ampliamente cultivada en el mundo y se considera como
uno de los alimentos de consumo basico de distintas poblaciones. En México gran parte del
territorio es propicio para la produccion del cultivo, siendo Sinaloa el principal productor.
Estudios previos han consignado a algunas especies de Fusarium como agentes causales de
pudricion de raiz y con en este cultivo, donde causan pérdidas que varian de 30% a 60%. En
Sinaloa son pocos los estudios donde se han identificado especies de Fusarium asociadas a
esta enfermedad, por lo que el objetivo de este trabajo fue caracterizar molecular,
morfolégica y patogénicamente a especies de Fusarium asociadas a la pudricion de raiz y
tallo. Los aislados incluidos en el presente estudio fueron proporcionados por Centro
Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Sinaloa y
Universidad Autonoma de Occidente. Los aislados se caracterizaron molecular y
morfolégicamente para su identificacién empleando un andlisis multigénico con RPB2, TEF
la e ITS. Esto permitid la identificacion de Fusarium fredkrugeri, Fusarium falciformis.
También se identifico a Fusarium sp. (F2R) como posible nueva especie asociada a la
pudricion de raiz y tallo del maiz; de igual forma, Fusarium sp. (F6R), Fusarium sp. (F14R)
y Fusarium sp. (F16T) no se determiné su identidad a nivel especie, por lo que se requieren
estudios moleculares adicionales para determinar su identidad. Las caracteristicas
morfologicas de cada especie correspondieron a las reportadas dentro del complejo de
especies de Fusarium burgessii, complejo de especies de Fusarium sambucinum, complejo
de especies de Fusarium fujikoroi, complejo de especies de Fusarium solani y complejo de
especies de Fusarium incarnatum-equiseti. Se observo variacion en la patogenicidad de las

especies de Fusarium en mencién considerando las variables altura, grosor de base del tallo,



numero de hojas, porcentaje de pudricion de raiz, peso seco de raiz, peso seco del follaje,
longitud de mazorcas, didmetro de mazorcas y produccion de grano (g) en las plantas que
crecieron en suelo infestado artificialmente con las especies de Fusarium en condiciones de
invernadero. Fusarium verticillioides se utiliz6 como testigo positivo cuya virulencia fue
comparable a algunas de las especies de Fusarium incluidas en este estudio. En este trabajo
se consignan nuevas especies de Fusarium como causantes de pudricion de raiz y tallo del
maiz en Sinaloa, lo cual contribuira a la implementacion de estrategias de manejo de la

enfermedad en el futuro.

Palabras clave: Fusarium spp., patogenicidad, maiz, pudricion, raiz, tallo



ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) is a widely cultivated plant in the world and is considered one of the
staple foods of different populations. In Mexico, a large part of the territory is suitable for
the production of this crop, including Sinaloa as the main producer. Previous studies have
reported some species of Fusarium as causal agents of root and stalk rot in this crop, causing
losses ranging from 30% to 60%. In Sinaloa, studies on Fusarium species associated with
this disease are incipient; thus, the objectives of this study was to characterize molecular,
morphological and pathogenic Fusarium species associated with root and stalk rot of maize.
The isolates included in this study were provided by Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional, Sinaloa and Universidad Autdnoma de
Occidente. The isolates were molecularly and morphologically characterized for
identification using multigenic analysis with the primers RPB2, TEF la and ITS. This
allowed for the identification of Fusarium fredkrugeri, Fusarium falciformis. Fusarium sp.
(F2R) was also identified as a possible new species associated with root and stalk rot of
maize; similarly, Fusarium sp. (F6R), Fusarium sp. (F14R) and Fusarium sp. (F16T) were
not identified at the species level; therefore, additional molecular studies are required to
determine their identity at speciel level. The morphological characteristics of each species
corresponded to those reported within the Fusarium burgessii species complex, Fusarium
sambucinum species complex, Fusarium fujikoroi species complex, Fusarium solani species
complex and Fusarium incarnatum-equiseti species complex. The pathogenicity of the
above-mentioned species of Fusarium was demonstrated considering height of plants, stalk
thickness, number of leaves, percentage of root rot, root dry weight, foliage dry weight, ear

length, ear diameter and kernel weight in plants grown in artificially infested soil under



greenhouse conditions. Fusarium verticillioides was used as a positive control. Fusarium
species included in the present study had a significant effect on plant growth and yield. In
this work, new species of Fusarium are reported causing root and stalk rot of maize in
Sinaloa, which will contribute to the implementation of management strategies for the disease

in the future.

Keywords: Fusarium spp., pathogenicity, maize, rot, root, stalk
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. INTRODUCCION GENERAL

El maiz (Zea mays L.) es una planta ampliamente cultivada en el mundo, considerada uno de
los alimentos de consumo bésico de distintas poblaciones; pertenece a la familia Poaceae y
es una especie monocotiledonea de crecimiento anual y un ciclo vegetativo muy amplio
(FAO, 1993; Grande y Orozco, 2013). Su origen se remonta al Valle de Tehuacan, Puebla
México hace 7, 000 afios, lo cual generd diversidad genética con aproximadamente 59 razas,
las cuales se dispersaron hacia muchas partes del mundo (Grande-Tovar et al., 2013; Ramirez

et al., 2014; Fernandez-Suarez et al., 2013).

A nivel mundial, el maiz es el tercer cultivo mas importante después del trigo y el arroz, con
una produccion de 1,462.4 millones de toneladas (FAO, 2023). México ocupa el octavo lugar
en produccién de maiz, después de paises como Estados Unidos, China, Brasil, Argentina,

India, Rusia y Ucrania (USDA, 2022).

En el ciclo otofio-invierno 2022 se sembraron 1,424,651 ha en Mexico, de las cuales se
cosecharon 1,422,163.94 ha con un valor de la produccion de 12,685,844 millones de
toneladas (SIAP, 2022). Gran parte del territorio nacional es propicio para la produccion del
cultivo, por lo que en los 32 estados de la republica mexicana se produce maiz para grano,
obteniendo rendimientos promedio de 8.92 t/ha. El principal estado con la mayor produccion

es Sinaloa con 5,253,631 t y rendimientos de 12.18 t ha™* (SIAP, 2022).

Sin embargo, el rendimiento del cultivo puede verse afectado por factores bioticos y
abioticos, ocasionando pérdidas que oscilan entre 30% y 60% (Zacamo-Velazquez et al.,
2022). Dentro de los factores bidticos destacan las enfermedades causadas por hongos como

la roya (Puccinia sorghi), el tizon foliar (Exserohilum turcicum), la mancha foliar



(Phyllachora maydis), la marchitez tardia (Cephalosporium maydis), pudricion de tallo y raiz
(Macrophomina spp., Pythium spp., Colletotrichum graminicola, Stenocarpella spp.,
Rhizoctonia solani y Fusarium spp., siendo este Gltimo el mas comun en el cultivo (Paris et

al., 2014; Tagele et al., 2019).

Fusarium es uno de los principales géneros que afectan al cultivo de maiz, destacando a las
especies del complejo de Fusarium fujikuroi, el que a su vez incluye a F. verticillioides, F.
subglutinans y F. proliferatum causantes de una alta incidencia de pudricion de la mazorca,
del tallo y de la raiz, generando disminucion del rendimiento entre un 6.7% y un 9.3% (Zhao
etal., 2021; Wang et al., 2021; Simdes et al., 2022). Mdltiples organismos se han aislado de
plantas de maiz sintomaticas e incluyen a especies de Fusarium, Rhizoctonia y Pythium
(Matthiesen et al., 2016). Entre las especies de Fusarium asociadas a la pudricién de raiz y
el tallo del maiz se mencionan a F. acuminatum, F. chlamydosporum, F. culmorum, F.
equiseti, F. graminearum, F. poae, F.proliferatum, F. redolens, F. semitectum, F. solani, F.

subglutinans, Fusarium temperatum y F. verticillioides (Okello et al., 2019).

En los ciclos agricolas recientes en algunos lotes comerciales de maiz en el estado de Sinaloa,
se ha observado la presencia de sintomas de pudricion de raiz y tallo en los que se han
encontrado asociadas de manera consistente especies de Fusarium, lo que representa pérdidas
para los agricultores. Considerando lo anterior, se realizaron aislamientos de hongos
presentes en plantas con sintomas de pudricion de raiz y tallo y se procedio a la
caracterizacion morfoldgica, molecular y patogénica de especies de Fusarium causantes de
la enfermedad en diferentes regiones de Sinaloa, logrando con ello generar informacion que
permita establecer alternativas de control para disminuir la incidencia del patogeno en el

cultivo.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 Origen y distribucion del cultivo

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales de mayor consumo a nivel mundial después del
trigo y el arroz (Ortega-Sanchez, 2014). Su ancestro es el Teocintle, que es originario de
México, debido a que la primera planta fue sembrada en el Valle de Tehuacan hace unos
7.000 afios, lo que genero diversidad genética que se difundid en todo el continente
americano y después en el resto del mundo (Grande-Tovar et al., 2013; Ramirez et al., 2014).
La domesticacidon del maiz la iniciaron las etnias indigenas quienes a partir del Teocintle
seleccionaron plantas que ofrecian caracteristicas como la forma y tipo del grano para ser
aprovechadas en la alimentacion porque suministraban elementos nutritivos como almidon
(62%), proteina (7.8%) y aceite (3.8%) (Gonzalez-Castro et al., 2013). Ademas, es una
materia prima basica de la industria ya que a partir de la molienda se pueden obtener una
amplia variedad de productos intermedios como sémola de particulas de diferentes tamarios,
sémola en escamas, harina y harina fina (Grande-Tovar et al., 2013).

Actualmente en México, la diversidad genética del maiz es de fundamental trascendencia en
la seguridad alimentaria, debido a que hay 60 razas con caracteristicas morfologicas
diferentes, equivalentes a un alto porcentaje del total de razas existentes en el mundo
(Sanchez et al., 2000; CONABIO, 2013; Fernandez Suarez et al., 2013). Las 60 razas, estan
distribuidas en seis regiones como principales centros de diversidad: Oaxaca, Chiapas, centro
occidente (Jalisco, Michoacan y Guerrero), centro oriente (México, Puebla y Tlaxcala) y
noroeste (Sinaloa, Sonora) y Chihuahua (Perales-Rivera y Golicher, 2011). Debido a la

distribucion y diversidad de maices en México, es importante la preservacion de los



materiales nativos como reservorio de genes para desarrollar nuevas variedades y se pueda

hacer un adecuado manejo en el cultivo (Fernandez-Suérez et al., 2013).

2.2 Descripcidn taxonomica y botanica

La planta de maiz es una especie monocotiledonea de crecimiento anual. Presenta
inflorescencias masculinas y femeninas que se ubican en diferentes partes de la planta y esto
hace que su polinizacion sea cruzada. El ciclo vegetativo es amplio dependiendo de la
variedad, su desarrollo puede durar de 80 a 200 dias, que contempla desde la siembra hasta

la cosecha (Fenalce, 2012; Grande-Tovar et al., 2013).

Las etapas de crecimiento del maiz se dividen en vegetativa (V) y reproductiva (R). Ademas,
las etapas de crecimiento se pueden agrupar en cuatro periodos: crecimiento de plantulas (VE
y V1), crecimiento vegetativo (etapas V2, V3...Vn), floracion y fecundacion (etapas VT, RO

y R1), llenado de grano y madurez (etapa R2 a R6) (cuadro 1) (Singh et al., 2010).

Cuadro 1. Etapas fenoldgicas del cultivo de maiz.

ETAPAS DIAS CARACTERISTICAS

VE 5 El coledptilo emerge de la
superficie del suelo

V1 9 Es visible el cuello de la
primera hoja

V2 12 Es visible el cuello de la

segunda hoja



Vn

VT

RO

R1
R2

R3

R4

55

57

59
71

80

90

Es visible el cuello de la hoja
numero “n” (“n” e el nmimero
definitive de hojas que tiene la
planta; “n”  generalmente
fluctia entre 16 y 22, pero
para la floracién se habran
perdido las 4 o 5 hojas de mas
abajo)

Es completamente visible la

Gltima rama de la espiga

Antesis o floracién masculina

Son visibles los estigmas
Etapa de ampulla. Los granos
se llenan con un liquido claro
y se ve el embrién

Etapa lechosa. Los granos se
llenan con un liquid lechoso
blanco

Etapa masosa. Los granos se
Ilenan con una pasta blanca. El
embrién tiene
aproximadamente la mitad del

ancho del grano



R5 102 Etapa dentada. La parte
superior de los granos se llena
con almidon sélido, cuando el
genotipo es dentado, los
granos adquieren la forma
dentada. En los tipos tanto
cristalinos como dentados es
visible un “linea de leche”
cuando se observa el grano
desde el costado

R6 112 Madurez fisioldica. Una capa
Negra es visible en la base del
grano. La humedad del grano
es generalmente alrededor del
35%

Fuente: (CYMMYT, 2004)

2.2.1 Taxonomia del maiz (GBIF, 2021):
Divisién: Tracheophyta

Clase: Liliopsida
Orden: Poales
Familia: Poaceae
Género: Zea

Especie: Zea mays L.

2.3 Importancia mundial y nacional

La planta de maiz es aprovechable en cualquier etapa del desarrollo. Es un cultivo
representativo de México por su importancia econdémica, social y cultural. Su produccion se

divide en amarillo y blanco, siendo el maiz amarillo destinado a la industria o la fabricacién



de alimentos balanceados para la produccién pecuaria, mientras que la produccién de maiz
blanco se destina principalmente al consumo humano (ASERCA, 2018). El maiz se consume
en varias formas: en elote, en tlaxcal, tamales, bebidas fermentadas, pero principalmente en
forma de tortilla, con un consumo per cépita de 325 kg de maiz al afio (Gonzélez-Cortés et

al., 2016).

A nivel mundial se producen 1,462 millones de ton (FAO, 2023) y México ocupa el noveno
lugar en produccion después de paises como Estados Unidos, China, Unién Europea, Brasil,
Argentina, India, Rusia y Ucrania (FAO, 2023). A nivel nacional, la produccion de maiz es
de 12,685,844 millones de t, el area sembrada es de 1,424,651 ha, se cosechan 1,422,163.94
hay el rendimiento promedio es de 8.92 t/ha (SIAP, 2023). Gran parte del territorio nacional
es propicio para la produccion de maiz, por lo que en los 32 estados de la RepUblica Mexicana
se produce grano. Los estados con la mayor produccion de maiz son: Sinaloa (5,253,631 t),
Chihuahua (1,642,603 t), Guanajuato (1,494,295 t), Michoacan (926,495 t), Hidalgo

(435,705 t), Tamaulipas (394,612 t) (SIAP, 2022).

2.4 Requerimientos edafoclimaticos

El cultivo de maiz requiere temperaturas dptimas de germinacién de 20 °C con humedad baja
y de 35 °C con humedad alta, debiendo estar por encima de 10 °C (MAGRAMA, 2013). Las
plantas tienen un mejor crecimiento en suelos arenosos, con pH entre 5.5- 7.8 y 25 mm de
agua por semana durante el crecimiento vegetativo, mientras que para la formacién de
mazorca requieren 40 mm, por ello, la falta de humedad es un factor limitante, lo que provoca

pérdidas en el rendimiento, ademas de afectar la polinizacion (MAGRAMA, 2013; Violic,



2001). Es importante el suministro de nutrientes al cultivo como el fésforo, potasio y

nitrégeno, para obtener una buena produccion (Ortega-Sanchez, 2014).

2.5 Problemas fitosanitarios

El cultivo maiz esta expuesto a factores adversos de origen biotico y abidtico que lo afectan.
Los factores abidticos tienen relacion con el ambiente, como la temperatura, la humedad
relativa, estrés hidrico, salinidad, alcalinidad o acidez del suelo (SAGARPA, 2011). Entre
los factores bidticos, esta la presencia de plagas y enfermedades que ocasionan la mayor parte

de las pérdidas en el cultivo (Minaya-Huerta y Reyes-Huaman, 2017).

Las plagas presentes en el cultivo del maiz se clasifican de acuerdo con la parte de la planta
que atacan: se encuentran algunas plagas del suelo como Agrotis ipsilon y Elasmopalpu
lignosellus; otras son plagas chupadoras como Rhopalosiphum maydis, Dalbulus maydis y
Peregrinus maydis; plagas masticadoras como Spodoptera frugiperda y Helicoverpa zea; y,
por ultimo, plagas barrenadoras como Diatraea saccharalis y Ostrini furnacalis (\Varon de

Agudelo et al., 2022; Rahmawati et al., 2020).

Por otro lado, entre las enfermedades causadas por patdgenos en el cultivo se destacan el
carbon de la espiga causado por Sphacelotheca reiliana; manchas foliares causadas por
Cercospora spp., Phylachola maydis, Curvularia lunata, el tizon foliar del maiz causado por
Exserohilum turcicum, la roya del maiz causada por Puccinia sorghi; pudricion de la raiz y
tallo causado por Pythium aphanidermatum, Diplodia maydis, Macrophomina phaseolina, y
Fusarium spp. (Minaya-Huerta y Reyes-Huaman, 2017; Felix-Gastéelum et al., 2018;

Rahmawati et al., 2020).



2.5.1 Enfermedades causadas por patogenos con origen en el suelo

Una parte importante de la produccion de maiz se concentra en los trépicos, donde existen
hongos fitopatdgenos que afectan al cultivo aun cuando no se haya sembrado maiz durante
un periodos prolongado de tiempo, gracias a que los hongos pueden sobrevivir durante un
largo tiempo en el suelo o en residuos de cosecha, mediante ciertas estructuras de resistencia
que se dispersan a través del agua y el viento y puestas sobre alguna parte de las plantas, en

la que germinan, penetran e infectan (Varén de Agudelo et al., 2022).

Las enfermedades fungicas con origen en el suelo que atacan al cultivo presentan diferente
grado de severidad cada afio, debido a las variaciones climaticas lo que las hace importantes
a la hora de buscar alternativas de control; dentro de las enfermedades mas comunes en el
cultivo de maiz se encuentran la pudricion de raiz y tallo causada por hongos como
Macrophomina spp., Pythium spp., Colletotrichum graminicola, Stenocarpella spp. y
especies del género Fusarium como Fusarium verticillioides, F. nygamai, F. andiyazi y F.

thapsinum (CIMMYT, 2004; Paris et al., 2014; Leyva-Madrigal et al., 2014)

2.6 Enfermedad de estudio

Existe una diversidad de patdgenos que afectan a la raiz y al tallo del cultivo de maiz, siendo
alin mas importantes por su extensa distribucién en areas tropicales y subtropicales, sobre
todo, por su alta capacidad para sobrevivir en condiciones adversas y su alto nivel de

virulencia (Minaya-Huerta y Reyes-Huaman, 2017).

Algunos de los patogenos reportados que afectan raices y tallos en el maiz son: Sclerotium
sp., Rhizoctonia spp., Macrophomina phaseolina, Cephalosporium spp. y Fusarium spp.,

siendo las especies de este ultimo las causantes de pudricion de raiz y tallo en maiz (Varon



de Agudelo et al., 2022). Dentro de las especies de Fusarium, destacan las del complejo de
especies de Fusarium fujikuroi, como F. verticillioides, F. subglutinans y F. proliferatum los
cuales causan una alta incidencia de pudricion del tallo y pudricion de la raiz, generando la
disminucion del rendimiento entre un 6,75% y un 9,36% (Zhao et al., 2021; Wang et al.,

2021; Simdes et al., 2022).

Estos patdgenos son habitantes naturales del suelo y sobreviven por largos periodos de
tiempo mediante estructuras de resistencia, que en presencia del cultivo germinan e infectan
plantas jovenes, las cuales muestran sintomas evidentes hasta la etapa reproductiva, en

especial, en la floracion y produccion de mazorca (Varon de Agudelo et al., 2022).

2.6.1 Clasificacion taxonomica de Fusarium (EPPO, 2020)

Phylum: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Especie: Fusarium spp.

2.6.2 Descripcion morfolégica del patdgeno

Las especies de Fusarium se caracterizan a nivel macroscopico por producir colonias de
crecimiento rapido con micelio aéreo compactos a algodonosos. Las colonias presentan
pigmentacion variada segun la especie, el medio de cultivo utilizado y las condiciones de
incubacion. Para la determinacién del complejo al que pertenece la especie de estudio, es
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necesario caracterizar morfolégicamente las estructuras reproductivas considerando: la
presencia ausencia de clamidosporas, la longitud, ancho y forma de macroconidios, el
numero, la forma y la disposicion de los microconidios (Windels, 1992; Leslie and

summerell, 2006;).

Por lo general, los conidios se generan a partir de los esporodoquios que son estructuras
viscosas que se forman en el medio de cultivo. Los macroconidios son esporas multicelulares
formadas por septos transversales, fusiformes, con célula apical puntiaguda o no
dependiendo de la especie y la célula basal puede o no estar en forma de pie. Los
microconidios son producidos por algunas especies de Fusarium y en la mayoria son
unicelulares, pudiendo tener en algunos casos de tres a cinco células que varian de forma
globosa, oval y fusiforme. Pocas especies producen microconidios en cadenas (Bahadur,

2022).

2.6.3 Sintomas y ciclo de vida

2.6.3.1 Sintomatologia de la enfermedad

La pudricion de raiz y tallo en el cultivo de maiz ocasiona acame. Cuando la enfermedad ya
estd avanzada, las plantas se marchitan y mueren de forma rapida, el sistema radicular se
torna de color café y las raices primarias muestran pudricién. En los tallos aparecen lesiones
de color café a nivel del suelo, invadiendo el sistema vascular y cuando hay suficiente

humedad, se observa la esporulacién del hongo sobre las lesiones (Seminis, 2020).

2.6.3.2 Ciclo de la enfermedad
La infeccidn del hongo ocurre en las etapas tempranas del cultivo a partir del indculo primario
que se encuentra en el suelo o en residuos de cosecha. En presencia de raices, los conidios y
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clamidosporas germinan e invaden las plantas susceptibles; luego, el patdgeno ingresa via
xilema ocasionando taponamiento del tejido reduciendo el movimiento del agua al interior
de la planta causando su posterior marchitez y muerte. La enfermedad es policiclica y las
pérdidas dependen de la cantidad de inoculo presente en los lotes al momento de la siembra

(Koike et al., 2019).

2.6.4 Importancia y distribucién de los patégenos asociados a la pudricion de raiz y

tallo del maiz

El género Fusarium es importante porque presenta una distribucion cosmopolita y muchas
especies de plantas se ven afectadas por este patogeno (Nelson et al., 1981; Mendoza et al.,
2003; Leslie y Summerell, 2006). En el maiz, Fusarium ataca especificamente ciertas partes
de la planta como mazorcas, raices y/o tallos, causando enfermedades que afectan el
rendimiento y la calidad de la produccion (Montiel-Gonzalez et al., 2005; Hernandez et al.,

2007; Lamprecht et al., 2011).

Fusarium tiene la capacidad de sobrevivir en el suelo, en residuos de cosecha, en plantas
infectadas mediante clamidosporas (estructuras de resistencia) (Haruhisa y Hyakumachi,
2004). La infeccion primaria puede ocurrir a través de la semilla de plantas infectadas (Koike

etal., 2019).

Por otra parte, las especies de Fusarium tienen mecanismos de dispersion eficientes como la
propagacion de conidios a través de suelo, maquinaria agricola, el agua de riego y el aire, a
partir de los cuales infecta a las plantas (Seminis, 2020; Buechel, 2018; Koike et al., 2019;

Mokobi, 2020).
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2.6.5 Manejo de la pudricién de raiz y tallo

Para las enfermedades causadas por patdégenos con origen en el suelo como Fusarium spp.,
se deben tener en cuenta estrategias de manejo que ayuden a excluir al patdgeno o a reducir
la cantidad de inoculo inicial. Dentro de las estrategias de manejo se encuentran; control

cultural, control fisico, control biolégico y control quimico (Jiménez-Diaz, 2009).

2.6.5.1 Control cultural

La incidencia de la enfermedad esta ligada al manejo de hibridos y condiciones a las que se
sometan. Dentro de las condiciones se debe considerar buen drenaje, rotar cultivos para
disminuir el indculo primario y mantener un balance nutricional adecuado de nitrégeno y

potasio (Jiménez-Diaz y Jimenez Gasco, 2011; Koike et al., 2019).

2.6.5.2 Control fisico

El saneamiento es un practica a la que se puede recurrir donde se incineran las posibles
fuentes de in6culo; la solarizacion que es un proceso hidrotérmico en el cual se cubre el suelo
hamedo durante cierto periodo de tiempo con temperatura y radiacién solar alta para reducir
las poblaciones de patdgenos presentes en el suelo; y por Gltimo la inundacién la cual reduce
la mayor cantidad disponibilidad de oxigeno presente en el suelo y se aumenta la
concentracion de didxido de carbono, lo cual es tdxico para patdgenos en procesos anaerobios

(Jiménez y Gasco, 2011).

2.6.5.3 Control bioldgico

Existen géneros de bacterias dentro de la rizosfera con funciones benéficas para el desarrollo
y salud de las plantas, a traves del crecimiento vegetal y de su proteccion como antagonistas

de Fusarium spp., dichos géneros son: Bacillus spp., Azospirillum, Burkholderia,
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Citrobacter, Pantoea, Pseudomonas, Staphylococcus y Streptomyces sp. (Méndez-Bravo et
al., 2018; Reverchon et al., 2019). Streptomyces griseoviridis se usa como biofungicida en

campo e invernadero (Koike et al., 2019).

Los hongos que inhiben el crecimiento de Fusarium spp., a traves de la combinacion de
diversos mecanismos como la produccién de metabolitos secundarios antimicrobianos son
Macrolepiotas sp., Beauveria sp., Irpex sp., Xylaria sp. y Trichoderma sp. (Sdnchez-Ortiz et
al., 2016). Trichoderma harzianum es el principal agente de biocontrol contra Fusarium spp.,
debido a que ha tenido un efecto antagonico contra las especies que causan pudricion en raiz

y tallo (Mokobi, 2020).

2.6.5.4 Control quimico

La cantidad de inéculo presente en suelo puede reducirse con la aplicacion de productos
quimicos aplicado directo en la siembra de segln las indicaciones del fabricante. Sin
embargo, la aplicacion de los productos quimicos esta determinada por las propiedades del
ingrediente activo, el patdgeno a tratar y el impacto ambiental que se pueda generar (Makobi,

2020).
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1. JUSTIFICACION

En ciclos agricolas recientes, la produccion y calidad del maiz en Sinaloa se han visto
limitadas de manera significativa por enfermedades causadas por algunas especies del género
Fusarium que muestran alta incidencia y severidad en la pudricion de raiz, esto derivado del
monocultivo al que se someten los suelos de Sinaloa. Existen reportes de especies de
Fusarium como F. verticillioides, F. nygamai, F. andiyazi y F. thapsinum causando
pudricion de raiz y tallo en el maiz en Sinaloa, sin embargo, este estudio se enfoca en la
busqueda de especies de Fusarium no reportadas como causantes de la enfermedad para asi
lograr su identificacion morfoldgica, molecular y la determinacion de su patogenicidad en
condiciones de invernadero. El presente trabajo se justifica a plenitud como esencial en los
enfoques para el manejo de la enfermedad donde sobresalen el mejoramiento genético, el

control biolégico y rotaciones de cultivos.
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IV. HIPOTESIS

Las especies de Fusarium aisladas son las causantes de la pudricién de raiz del maiz en

Sinaloa y muestran variacién en la severidad en condiciones de invernadero.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Caracterizar molecular, morfoldgica y patogénicamente a las especies de Fusarium asociadas

a la pudricion de raiz en maiz en Sinaloa.

5.2 Objetivos especificos

e Identificar molecularmente los aislados de Fusarium asociadas a la enfermedad.
e Caracterizar morfol6gicamente a los aislados de Fusarium asociados a la pudricién
de raiz en maiz.

e Determinar la patogenicidad de los aislados de Fusarium en plantas en invernadero.

16



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion de aislados fungicos

Para la presente investigacion, se utilizaron seis aislados fungicos obtenidos de raiz y tallo
de plantas de maiz con sintomas de pudricion en diferentes zonas de produccion del estado
de Sinaloa (cuadro 2). Los aislados se identificaron de forma preliminar amplificando el gen
factor de elongacion 1a, lo que permitié ubicarlos dentro del género Fusarium. Los aislados
fueron proporcionados por el Dr. Rubén Félix Gastélum de la Universidad Autobnoma de
Occidente (UAdeO) y el Dr. Ignacio Maldonado del Centro Interdisciplinario de
Investigacion para el Desarrollo Integral Regional (CIIDIR-IPN Unidad Sinaloa). El presente
trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Interaccion Planta-Patdgeno de la Unidad

Regional Los Mochis de la Universidad Autonoma de Occidente.

Cuadro 2. Informacidn del origen de los seis aislados de Fusarium spp. obtenidos de plantas

de maiz con sintomas de pudricién de raiz y tallo en Sinaloa.

Fecha de Cadigo Coordenadas Parte de la Localidad de
muestreo planta donde  muestreo/Municipio
se aislo

16/04/22 F6R N 24° 43' 39" Raiz Bachihualatillo,
0O 107° 29' 30" Culiacan

14/04/22 F2R N 25° 39' 19" Raiz Las Moras; Guasave
W 108° 27" 37"

21/04/22 F11R N 24° 45 02" Raiz Ejido Nuevo Cosald,
W 107° 40' 59" Navolato

29/04/22 F14R N 25° 56' 38" Raiz Constancia, El Fuerte
0108° 53" 35"

03/05/22 F15R N 25° 39' 03" Raiz Las Moras; Guasave
W 108° 27' 36"

03/05/22 F16T N 25° 43' 56" Tallo La Trinidad,Guasave
W 108° 28' 44"
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6.2 Purificacion de hongos asociados a la pudricion de raiz y tallo en maiz

Se realizo el procedimiento modificado de Crous et al. (2021). Los aislados se transfirieron
a medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA, Bioxon®) y con ayuda de un sacabocados
estéril, se cortaron discos de micelio (5 mm diametro). Las cajas se incubaron a 252 °C
durante 7 dias en una incubadora (DLAB® HB 120-s). En seguida, dentro de la campana de
flujo laminar, a cada una de las cajas de Petri con los aislados flngicos, se depositaron 10
mL de agua destilada y con espatula se rasp6 el micelio de cada aislado con cuidado de no
desprender medio de cultivo, y la suspension de conidios se depositd en un vaso de
precipitado de 250 mL; posteriormente, se hicieron diluciones seriadas en microtubos
(Eppendorf ®) de 2 mL desde 10 hasta 10°%; cada tubo contenia 900 pL de agua destilada
estéril y partiendo de tomar 100 pL de la solucion madre, se depositd en el primer tubo (10
1, luego de este primer tubo, se tomaron 100 pL y se depositaron en el segundo tubo (1072)

y asi sucesivamente hasta llegar a la dilucion 10°®.

Al finalizar, se tomaron 150 pL de las diluciones 10y 10 de cada aislado, para dispersarlas
con ayuda de una espéatula de Digralsky, dentro de dos cajas de Petri con medio cultivo agua-
agar (AA), las cajas se incubaron durante 24 horas a 25+2 °C; enseguida se visualiz6 la
germinacién de un conidio mediante un microscopio estereoscopico (Carl Zeiss® Werk

Gottingen, Germany).

Una vez visualizado el conidio, con una aguja de insulina, se tomo el conidio y se transfirio
a medio de cultivo PDA vy las cajas se incubaron durante 7 dias a 25+2 °C. Para la
caracterizacion cultural de las colonias y la morfologia de las estructuras reproductivas de
los aislados monosporicos, éstos se transfirieron a PDA sintetico, PDA natural, Agar
Specieller Nahrstoffarmer (SNA) y hoja de clavel agar (CLA).
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A partir de los cultivos monosporicos se tomaron discos de medio (5 mm didmetro) y se
transfirieron a microtubos de 2 mL que contenian 1 mL de glicerol al 10% y se conservaron

en un refrigerador (LG®) a 4+2 °C para utilizarse en estudios subsiguientes.

6.3 Identificaciéon molecular de los aislados de Fusarium

La identificacion molecular de los aislados fungicos obtenidos a partir tejido con sintomas
de pudricién de raiz y tallo en maiz, se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia y
Biologia Molecular en la Universidad Auténoma de Occidente, Unidad Regional Los

Mochis.

6.3.1 Extraccion de ADN

El ADN genomico de los seis aislados de Fusarium en estudio se realizé mediante el raspado
directo del micelio aéreo a partir de colonias de 8 dias de crecidas en PDA y se coloco
individualmente en microtubos de 1.5 mL.

La extraccion de ADN se llevo a cabo mediante el método CTAB. Para esto, a los tubos que
contenian el micelio de los aislados se agregaron 600 uL de solucion buffer CTAB (Tris 100
mM, pH 8; 20 mM de EDTA, pH 8; NaCl 1.4 M; 2% CTAB y 2-mercaptoethanol al 0.2%)
y 6 de 2-mercaptoethanol, luego se realizo6 el macerado para cada tubo con ayuda de un pistilo
estéril hasta que no quedaran grumos.

Después de la maceracion, los tubos se incubaron a 65 °C por 30 min; enseguida, los tubos
se sacaron y se dejaron enfriar a temperatura ambiente por diez minutos y se agregaron 200
uL de cloroformo a cada uno y se mezclaron por inversion dos veces para someterles a vortex

por 30 s hasta que se observara una coloracion blanquecina.
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Al finalizar la agitacion, los tubos se centrifugaron a 13,000 revoluciones por minuto (rpm)
durante 10 min. Una vez terminada la centrifugacion, el sobrenadante de cada tubo se
transfirid a otro tubo de 1.5 mL sin perturbar el precipitado. Una vez transferido el
sobrenadante al segundo tubo, se agregaron 350 ulL de isopropanol a cada tubo con el
precipitado anterior y se incubaron a -20 °C durante 30 min. Transcurrido este tiempo, se
mezclaron por inversion y se volvieron a centrifugar a 13 000 rpm por 10 min. Después de
la centrifugacion, se decanto el liquido de cada tubo y se agregaron 200 pL de etanol al 75%,
se les dio vortex a cada tubo durante 1 min y se centrifugaron a 10 000 rpm durante 5 min.
Finalmente, se decantd el liquido de cada tubo y se dejaron secar invertidos dentro de la
campana de flujo laminar durante 24 h. Trascurrido el tiempo, se agregaron 30 puL de agua
ultrapura a 40°C en cada uno de los tubos con ADN y estos mismos tubos fueron incubados
a 40 °C durante 10 min y al pasar este tiempo, se dejaron templar a temperatura ambiente por

5 min y como parte final del proceso de depositaron en congelador del laboratorio a -20°C.

6.3.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)

La mezcla de reaccion para la PCR se prepard con un volumen final de 40 puL, con 0,77 pL
de la enzima Taq DNA Polymerase de Invitrogen®, 7 puL de cada iniciador a 10 uM, 189 pL
de agua ultrapura, 28 uL de buffer (solucion amortiguadora 10X), 9,1 uL de MgCl,a 50 Mm,
9,1 uL de ANTPS 10 uM, y 4 uL de ADN genémico. La PCR se realiz6 en un termociclador

(C1000™, BIO-RAD).

Los aislados de Fusarium spp., F2R, F6R, F11R. F14R, F15R Y F16T, se analizaron con la
amplificacion de la region del espaciador transcrito interno (ITS), con los iniciadores ITS1:

5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3" e ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3, las
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condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion durante 5 minutos, 30 ciclos a 95°C
por 40 s, alineamiento a 57°C por 40 s, extension a 72°C por 40 s y extension final de 72°C
por 10 min, con una temperatura de mantenimiento de 4°C. También, se amplifico la segunda
subunidad mas grande del RNA polimerasa Il (RPB2) con los iniciadores RPB2-5f2 (5°-
GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3’) y RPB2-7cr (5’-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-
3’), las condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos,
40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 40 segundos, alineamiento a 57 °C por 40 segundos
y extension a 72 °C por 70 segundos con una extension final de 72 °C por 5 minutos, con una

temperatura de mantenimiento de 12 °C (modificado de Crous et al., 2021).

6.3.2.1 Electroforesis

Los productos de PCR se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con
buffer de corrida TAE 1X, tefiido con bromuro de etidio, para lo cual se usaron 3 pL del
producto de PCR y 2 uL de buffer de carga por cada pozo; como referencia se usé un
marcador de peso molecular de 1 kb, con fragmentos con 100 pb (Promega Corporation,
Madison, WI). La electroforesis se llevo a cabo a 80 voltios por 30 min. Al finalizar, el gel

se observo en un transiluminador (GELDOC, BIORAD).

6.3.3 Purificacion y secuenciacion

Los productos de PCR se purificaron en el laboratorio del CIIDIR-IPN unidad Sinaloa,
usando el kit de purificacion de PCR QIAquick (QIAGEN) y se cuantificaron con el kit
Quant-it dsSDNA HS (Invitrogen™). Luego, se enviaron a secuenciar a Langebio del Centro

de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (Cinvestav) Irapuato.
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6.3.4 Analisis filogenéticos

Las secuencias obtenidas se editaron en el programa BioEdit version 7.2.5 (Hall, 1999). Las
secuencias se compararon con secuencias reportadas en el Banco de Genes (Genbank), del
Centro Internacional para la Informacion en Biotecnologia (NCBI, por su abreviatura en

inglés, con el algoritmo BLASTN.

Las secuencias se alinearon con el programa MUSCLE (Edgar, 2004) implementado en
MEGA-X version 10.2.4 (Kumar et al., 2018). La reconstruccion filogenética de los seis
aislados del género, se realizd a partir del alineamiento concatenado de la region ITS y de los
genes TEF, y del gen RPB2 cuando se contaba con dicha secuencia. La concatenacion de los
alineamientos individuales se realizo en MEGA-X version 10.2.4. Para evaluar las
particiones de los alineamientos concatenados se utilizé el software PartitionFinder version
1.1.1. (Lanfear et al. 2016) y la reconstruccion filogenética se realizo6 con el software RAXML
version 7.2.8., empleando el método de Maxima Verosimilitud, el modelo GTRGAMMAI y
1000 réplicas Bootstrap (Stamatakis, 2006). Los filogramas se editaron con el software

FigTree version 1.4.0. (Rambaut and Drummond, 2008).

6.4 Caracterizacion cultural de los aislados de Fusarium

Las colonias de los seis aislados de Fusarium se caracterizaron mediante los procedimientos
de Crous et al. (2021). Las caracteristicas que se tuvieron en cuenta fueron el color de la
colonia, produccion de pigmentos, tipo de margen, tipo de micelio, tipos de conidios, textura,
forma de la colonia y tasa de crecimiento. Las caracteristicas fenotipicas de las colonias se
determinaron en PDA natural después de 14 d de incubacién a 25+2 °C, con regimenes de

12 h'luz'y 12 h oscuridad.
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La tasa de crecimiento micelial (mm dia™?) de los aislados se midi6 cada 24 h de manera

radial con un vernier digital (Truper, México) en PDA empleando la formula:

Donde: Cf indica el crecimiento final; Ci el crecimiento inicial; Tf el tiempo final y Ti el
tiempo inicial (Rojas y Hormaza. 2014). Para cada aislado se realizaron tres réplicas (tres

cajas de Petri) y los tratamientos se distribuyeron en un arreglo completamente al azar.

Los resultados fueron sometidos a prueba de normalidad y comparacién de medias mediane

el programa InfoStat© (Universidad Nacional de Cérdoba ©(FCA-UNC)).

6.5 Morfometria de los aislados de Fusarium asociados a la pudricion de raiz y tallo

Las caracteristicas morfométricas se observaron con ayuda de un microscopio compuesto
(Zeiss®, Axiostar plus); para esto se realizaron preparaciones permanentes, las cuales se
obtuvieron a partir de una gota de &cido lactico puesta sobre un portaobjeto, luego, del
micelio de las colonias de 14 d de edad, se tomé una pequefia cantidad de micelio y
estructuras reproductivas con ayuda de una aguja estéril y se mezcl6 sobre la gota de acido

lactico, enseguida la preparacion se sell6 con un cubreobjetos y cera.

La morfometria de los seis aislados de Fusarium se determind mediante procedimientos
desarrollados por Crous et al. (2021). Los aislados se desarrollaron en los medios SNA y
CLA e incubaron a 25+2 °C durante 14 d con regimenes de 12 h luz y 12 h oscuridad. Se
determind la presencia de esporodoquios, fialides (monofialides o polifialides), macro y

microconidios, clamidosporas, asi como su forma, ademas de la forma de la célula basal y
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apical, septacion de los macros y microconidios. De los macros y microconidios, fialides y

clamidosporas se midieron 50 estructuras.

6.6 Pruebas de patogenicidad

6.6.1 Experimentos en invernadero

6.6.1.1 Desinfestacion de las semillas

Semillas comerciales de maiz del hibrido Hipop6tamo (ASGROW®) se desinfestaron
mediante lo descrito por Leyva-Madrigal et al. (2015) y Mérquez-Licona et al. (2018). Las
semillas se sumergieron por diez minutos en una solucion de Tween al 20%. Finalmente, la
semilla se sumergio por cinco minutos en una solucion de KOH con 100 mL de agua destilada
(pH 11), para inactivar la accién del fungicida con el que se traté la semilla por el proveedor
y luego se sumergieron en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) al 1.5%
(CLORALEX®) por 2 min. Al finalizar, las semillas se lavaron tres veces con agua destilada

estéril y se secaron dentro de la campana de flujo laminar.

6.6.1.2 Preparacion de inoculo

Los siete aislados fungicos (F2R, F6R, F11R, F14R, F15R, F16T y testigo positivo) se
cultivaron en medio PDA, incubados a 25+2 °C durante ocho dias; luego, se tomaron discos
de micelio (5 mm de diametro) y se depositaron dentro de bolsas de plastico de polipapel que
contenian 300 g de maiz molido previamente esterilizado durante cuatro horas (dos horas
primer dia'y dos horas 24 horas después) para que los hongos colonizaran todo el maiz molido
y se incubaron a 25+2 °C con fotoperiodo de 12h luz/12h oscuridad (modificado de Chagas

et al., 2017). Transcurridos 14 dias de incubacion, se pes6 un gramo de maiz inoculado de
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cada aislado y se disolvio en diez mL de agua destilada estéril para desprender los conidios
en los granos molidos de maiz y determinar la cantidad de conidios por gramo. Enseguida,

se ajusto la concentracion para cada aislado entre 6x108 y 6x10%conidios/300 g de maiz.

Para el ajuste de las suspensiones a una concentracion de 6x108 y 6x10°conidios se utilizo la

ecuacion:

Clvl=C2Vv2

Donde:

C1: concentracion inicial.

V1: volumen inicial.

C2: Concentracion final.

V/2: volumen final.

6.6.2.3 Preparacion de suelo

El suelo se pasteurizo en un tonel de 200 L. En el tonel se colocaron costales de 50 kg de
suelo arcilloso. Previo a la pasteurizacion, el suelo se humedeci6 y los costales con el suelo
se sometieron a vapor de agua durante cuatro horas y media, luego, el suelo pasteurizado se

dejo reposando durante 24 h antes de colocarse en macetas en el invernadero.

6.6.2.4 Inoculacion y evaluacion de patogenicidad de plantas en invernadero

El suelo previamente pasteurizado se mezclé de manera uniforme y se infesté de manera
separada con 300 g de maiz molido colonizado con los aislados de Fusarium (F2R, F6R,

F11R, F14R, F15R, F16T y testigo positivo), y se coloco en macetas de 35 cm de didmetro.
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Enseguida, se depositaron dos semillas de maiz previamente desinfestadas, en cada maceta a
2 cm de profundidad del suelo con la finalidad de dejar la que germinara. Cuando se observo
la emergencia de ambas semillas, se dejo una sola por cada maceta para que no hubiera
competencia por especio y nutrientes. Durante el tiempo del experimento, las macetas se
regaron segun sus requerimientos hidricos. Las plantas se fertilizaron cada 5 d con Plant Food
(Miracle Gro®) segun las instrucciones del fabricante. Los tratamientos se distribuyeron en
un disefio completamente al azar con cuatro repeticiones (cuatro macetas con una planta cada
una). El experimento se realiz6 dos veces en el invernadero. La temperatura del invernadero

oscilé entre 13°C y 18°C en el primer y segundo experimento, respectivamente.

Para evaluar la patogenicidad de los aislados se consideraron las siguientes variables:
didmetro del tallo al nivel del suelo (medido con un vernier en cm), altura de las plantas
(medida desde la base del tallo hasta la parte media apical), porcentaje de pudricion de raiz
(utilizando una escala de severidad de seis clases donde: 0= sana, 1= 1-10%, 2= 11-25%, 3=
26-50%, 4= 51-75%, 5= 76-100% de pudricion) (modificado de Rivas-Valenciaet al., 2011),
peso seco de raiz y follaje de las plantas, largo y ancho de las mazorcas y peso del grano al
momento de la cosecha. Para cumplir los postulados de Koch, al concluir los periodos
experimentales, los hongos fueron reaislados de las plantas inoculadas y su identidad fue

confirmada por medio de la identificacion morfoldgica de los aislados.

6.7 Analisis estadistico de datos
Los datos sobre las variables a evaluar se sometieron a pruebas de normalidad en el software
InfoStat© v2020 (Di Rienzo et al., 2020). En el ensayo con los seis aislados se realiz6 una

prueba de Kruskal-Wallis (0=0.05) seguido de una comparacion de pares de Conover.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Identificacién Molecular de los aislados

La comparacion de secuencias en BLAST mostré alta similitud del aislado F2R con la
especie F. algeriense; con el TEF-1a mostré una similitud del 99.10% con las cepas NRRL
66653 (MF120516.1), NRRL 66647 (MF120510.1); con el gen RPB2 mostr6 similitud del
99.74% con las cepas NRRL 6652 (MF120504.1), NRRL 66651 (MF120503.1), NRRL
66649 (MF120501.1) y NRRL 66646 (MF120498.1); y con la region ITS mostré una
similitud del 100.00% con las cepas NRRL 66652 (MF120482.1) y NRRL 66649
(MF120479.1). Esta comparacion ubico al aislado F2R dentro del complejo de especies de
Fusarium burgessii (FBSC). El andlisis concatenado de las secuencias parciales de los genes
TEF-loy RPB2, y la region ITS determind que el aislado F2R podria ser una nueva especie

del complejo F. burgessii (figura 1).

Con respecto al aislado F11R, la comparacion en BLAST mostr6 una alta similitud con la
especie Fusarium fredkrugeri; con el TEF-1a mostrd una similitud entre 99.85% y 100.00%
con las cepas de FO11 (OP273041.1) y LLC3865 (OP487005.1); con el gen RPB2 mostro
una similitud del 100% con las cepas LLC3864 (OP486573.1), LLC3334 (OP486551.1) y
LLC3128 (OP486540.1); con la region ITS el mismo aislado mostré una similitud de 100%
con las cepas LLC13631 (MW016430.1) y LLC13632 (MW016431.1). Esta comparacion
ubicé al aislado F11R dentro del complejo de especies Fusarium fujikoroi (FFSC). El anélisis
concatenado de las secuencias parciales de los genes TEF-1o y RPB2, y la region ITS
identificd al aislado F11R como F. fredkrugeri, ya que se agrupd con la secuencia de

referencia NRRL 26152 con buen soporte Bootstrap (figura 2).
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Figura 1. Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud del complejo de especies de Fusarium
burgessii, inferido a partir de la concatenacion de las secuencias ITS — TEF y RPB2. La secuencia del
aislado Fusarium arcuatisporum LC12147 se utilizd como grupo externo. Se usaron los valores
bootstrap >50%. La escala representa el nimero de sustituciones nucleotidicas. En azul se resalta el

aislado obtenido en el presente trabajo con las secuencias que se agrupa.

Para el aislado F6R, la comparacion en BLAST mostr6 una similitud con la especie Fusarium
brachygibbosum; para el TEF-1a la similitud fue de 99.83% con respecto a la cepa BC-1
(MN784798.1) en tanto que para la regién ITS la similitud fue del 100.00% con las cepas
PF10a (MT393975.1) y 24B (MK752430.1). Esta comparacion ubicé al aislado F6R dentro
del complejo de especies de Fusarium sambucinum (FSAMSC). El analisis concatenado de
las secuencias parciales del gen TEF-1a y la region ITS determind que el aislado F6R podria
ser una nueva especie del complejo, muy cercana a F. brachygibbosum y F. transvalense

(figura 3).
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Figura 2. Arbol filogenético de Méaxima Verosimilitud del complejo de especies de Fusarium fujikoroi
inferido a partir de la concatenacion de las secuencias ITS — TEF y RPB2. La secuencia del aislado
Fusarium nirenbergiae CBS 744.97 se utiliz6 como grupo externo. Se usaron los valores bootstrap
>50%. La escala representa el nimero de sustituciones nucleotidicas. En rosado se resalta el aislado

obtenido en el presente trabajo con las secuencias que se agrupa. 29
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Figura 3. Arbol filogenético de Méxima Verosimilitud del complejo de especies de Fusarium
sambucinum, inferido a partir de la concatenacion de las secuencias ITS — TEF. La secuencia del aislado
Fusarium nelsonii NRRL 13338 se utilizé6 como grupo externo. Se usaron los valores bootstrap >50%.
La escala representa el nimero de sustituciones nucleotidicas. En rojo se resalta el aislado obtenido en

el presente trabajo con las secuencias que se agrupa.
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La comparacion de secuencias en BLAST mostro similitud del aislado F14R con distintas
especies del complejo Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC); con el TEF-1a mostro una
similitud entre 99.85% y 100.00% con Fusarium bullatum cepas CC08-53S-4 (JX268999.1)
y CC06-3S-2 (JX268977.1) respectivamente, y para la secuencia de ITS mostré 100.00% de
similitud con las cepas de F. equiseti y Fusarium sp. F2a (0Q799131.1) y Ec026
(0OQ756163.1) respectivamente. El andlisis concatenado de las secuencias parciales del gen
TEF-1a y laregion ITS no determind la especie del aislado F14R, ya que lo agrup6 con las
secuencias de referencia de Fusarium nanum LC 12168 y Fusarium cf. bullatum 706ES

(figura 4).

La comparacion en BLAST mostré una alta similitud del aislado F16T con la especie
Fusarium incarnatum; para el gen TEF-10 mostr6 una similitud del 98.97% con la cepa H02-
787S-2(GQ339789.1) y para la region ITS mostrd un 97.81% de similitud con la cepa
FINCAR (MN544938.1). Esta comparacion ubico al aislado F16T dentro del complejo de
especies de Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC). El analisis concatenado de las
secuencias parciales del gen TEF-1a y la region ITS, no logr6 determinar la especie de los
aislados F14R y F16T, ya que se observo una politomia, es decir, una falta de discriminacion
entre las especies Fusarium nanum LC 12168 y Fusarium cf. bullatum 706ES, con las que

los aislados analizados forman un clado con alto soporte bootstrap (figura 4).

Por ultimo, para el aislado F15R, la comparacion en BLAST mostrd una alta similitud con la
especie N. solani y N. falciformis; para el TEF-1a mostré una similitud del 100.00% con la
cepade SZMC 11402 (HE647904.1) y para la secuencia ITS mostré una similitud de 97.26%
con la cepa de W_KSSO2_1 9 (MK595212.1). Esta comparacion ubicé al aislado F15R

dentro del género Neocosmospora. El andlisis concatenado de las secuencias parciales del
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gen TEF-1a y la region ITS identifico al aislado F15R como Neocosmospora falciformis, ya
que se agrupd con la secuencia de referencia N. falciformis CBS 475.67 con buen soporte

Bootstrap (figura 5).
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Fusarium sulawense NRRL 34004
B4 Fusarium luffae LC12167
L Fusarium irrequlare LC7188
Fusarium pemambucanum URM 7559
Fusarium multiceps NRRL 43639
Fusarium caatingaense URM 6779
— Fusarium monophialidicum NRRL 54973
981 Fusarium bubalinum CBS 161.25
814 Fusarium guilinense LC12160
3N Fusarium tanahbumbuense NRRL 43297
Fusarium incarnatum CBS 132.73
— Fusarium coffeatum CBS 635.76
- F16T
99| Fusarium cf. Bullatum 706ES
¢7| | Fusarium nanum LC12168
F14R
= Fusarium persicinum CBS 479.83
Fusarium hainanense NRRL 28714
= Fusarium aberrans CBS 131385
Fusarium fasciculatum CBS 131382
N 'E Fusarium citri NRRL 25084
Fusarium humuli CQ1039
Fusarium mucidum CBS 102395
a | Fusarium croceum CBS 131777
\' {Fusarium ipomoeae LC12165
86\ INF Fusarium compactum NRRL 28029
H- Fusarium duofalcatisporum NRRL 36448
~ Fusarium lacertarum NRRL 20423
— Fusarium clavus CBS 126202
Fusarium cateniforme CBS 150.25
Fusarium scirpi NRRL 36478
— Fusarium serpentinum CBS 119880
91\ =~ Fusarium neoscirpi NRRL 26922
8 Fusarium arcuatisporum LC12147
Fusarium sp. NRRL 52758
Fusarium brevicaudatum NRRL 43638
Fusarium longifundum NRRL 36372
Fusarium gracilipes NRRL 43635
Fusarium flagefliforme NRRL 36269
Fusarium sp. MRC 2435 FIESC 34-a
100 Fusarium equiseti NRRL 26419
Fusarium foxicum CBS 406.86
Fusarium concolor NRRL 13459
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Figura 4. Arbol filogenético de Maxima Verosimilitud del complejo de especies de Fusarium
incarnatum-equiseti inferido a partir de la concatenacion de las secuencias ITS — TEF. La
secuencia del aislado Fusarium concolor NRRL 13459 se utiliz6 como grupo externo. Se usaron
los valores bootstrap >50%. La escala representa el nimero de sustituciones nucleotidicas. En

naranja se resalta el aislado obtenido en el presente trabajo con las secuencias que se agrupa.
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¥, Neacosmospera faleiformis LC13827
Neacosmospora falciformis LC13830
8 Fq.'g%cosmuspura falciformis CBS 475.67
Neocosmospora falciformis LC11569
Neacosmospora suttoniana NRRL 32858
Neocosmospora brevicona CBS 204.31
Neocosmospora gamtoosensis CBS 146502
Neocosmospora solani CBS 140079
Neocosmospora crassa CBS 144386

Neocosmospora bafaticola CBS 144398
Neocosmospora hen?yangense 11235

Neacosmospora elegans CBS 144396
Neacosmospora tonkinensis CBS 115.40
Neocosmospora merkxiana CBS 146525
Neacosmospora ampla CBS 202.32
Neocosmospora cifricola CBS 146513
Neacosmospora martif CBS 115659
Neocosmospora noneumartii CBS 115658

Neacosmaspora ipomoeae CBS 353.87
Neocosmospora kerafoplastica CBS 490.63
83 Neocosmospora cucurbitae CBS 616.66
Neocosmospora riograndense HCF3
Neocosmospora protoensiforme NRRL 22178
971 Neocosmospora tuaranense NRRL 22231
Neocosmospora kuroshium 251-2-1
Neocosmospora euwallaceae CBS 135854
Neocosmospora floridana NRRL 62628
Neocosmospora rekanum CMW54737
Neocosmospara ambrosia CBS 571.94
Neocosmospora obliquiseptatum NRRL 62611
MNeocasmospora pseudensiformis CBS 130.78
Neocosmospora acutispora CBS 145461
Neocosmospora cryploseptata CBS 145463
Neocosmospora keleraja CBS 125720
Neocesmospora mahasenii CBS 119594

Neocosmospora recfiphorum CBS 125727
Neocosmospora illudens NRRL 22090
Neocosmospora haematococca CBS 119600
H 100, Neocosmospora borneensis CBS 145462
Neocosmospora borneense NRRL 22579
— Neocosmospora lichenicola CBS 623.92
Neocosmospora vasinfecta GBS 446.93

E Neocosmospora 3uercacoia CBS 141.90
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Neocosmospora agdoensis CBS 146510
Neocosmospora mefavorans CBS 135789
Neocosmospora pisi CBS 123669
Neocasmospora nelsonii CBS 308.75
Neocosmospora neerlandica CBS 232.34
Neocosmespora brevis NRRL 28009
Neocosmospora mor NRRL 22230
Neacosmospora diminuta CBS 518.82
Neocosmospora gamsii NRRL 32323
Neacosmospora silvicola LC5482
Neocosmospora liiodendri NC21553
Neocosmospora bostrycoides CBS 144.25
Neocosmospora oblonga NRRL 28008
Neocosmospara paraeumartii LC13836
Neocosmospora petrofiphila NRRL 28546
Neocosmospora hypothenemi CBS 145464
MNeacosmospora pseudaradicicola NRRL 25137
Neacosmospora parceramosa CBS 115695
aow| |Neocosmospora cyanescens CBS 518,82
Neocosmospora Spathulata NRRL 28541
81 Neocosmaspora macrospora CBS 142424
Neacosmospora ferruginea NRRL 32437
Neocosmospora catenata NRRL 54993

Neocosmospora epipeda CBS 146523
Gegjayessia celfidicola CBS 125502

0.03
Figura 5. Arbol filogenético de Méaxima Verosimilitud del género Neocosmospora inferido a partir de la

concatenacion de las secuencias ITS — TEF. La secuencia del aislado Geejayessia celtidicola CBS 122202
se utilizé como grupo externo. Se usaron los valores bootstrap >50%. La escala representa el nimero de

sustituciones nucleotidicas. En verde se resalta el aislado obtenido en el presente trabajo con las secuencias

que se agrupa.
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7.2 Caracterizacion morfologica

Los seis aislados obtenidos de plantas de maiz con sintomas de pudricién de raiz y tallos se
sometieron a estudios morfoldgicos. Con base en las caracteristicas macroscépicas y
microscopicas de los aislados cultivados en PDA'y CLA, e incubados durante 14 dias a 25°C,
se identificaron cuatro complejos de especies de Fusarium y al género Neocosmospora. Los
aislados se ubicaron en los complejos: FBSC para el aislado F2R, FSAMSC para el aislado
F6R, FFSC para el aislado F11R, FSSC para el aislado F15R y FIESC para los aislados F14R

y F16T.

En PDA natural las colonias Fusarium sp. (F2R) produjeron micelio aéreo ralo con bordes
irregulares; el anverso y reverso de las colonias fue morado claro y presentaron una tasa de
crecimiento de 2.9 mm/dia en PDA. Las células conididgenas ocurrieron en monofialides.
Los microconidios eran abundantes y se presentaban en falsas cabezas hialinas, ovoides,
aseptadas, de 6.2 um de largox2.8 um de ancho de media (n=50). Los macroconidios eran
esbeltos sin curvatura, hialinos, con una célula apical en forma de gancho, sin septos de 31.9
pum de largox3.7 um de ancho. No se encontraron esporodoquios ni clamidosporas (cuadro

3y figura 6).

En Fusarium sp. (F6R) al anverso de la colonia mostré micelio aéreo de color blanco que se
volvia rojo con el tiempo, al reverso se observé coloracion roja con bordes blancos. La tasa
de crecimiento fue 7.6 mm/dia en PDA. No se observaron conidiéforos, esporodoquios ni
microconidios. Los macroconidios eran abundantes y grandes, con una célula apical en forma
de gancho, la célula basal con forma de pie poco desarrollada, de uno a cinco septos, y de
33.3 um de largox4.6 um de ancho (n = 50). Las clamidosporas eran abundantes agrupadas,
simples, pares y cadenas (cuadro 3y figura 7).
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Figura 6. Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium sp. (F2R) en medio PDA natural 14 dias
después de incubacion a 25 +2 °C. A) Colonia al anverso y reverso. B) Microconidios formando

cabezas falsas. C) Microconidios. Barra de escala= 20pum.

Figura 7. Caracteristicas morfologicas de Fusarium sp. (F6R) en medio PDA natural 14

dias después de incubacion a 25 +2 °C. A) Colonia al anverso y reverso. B) Clamidosporas

en grupo. C) Macroconidios. Barra de escala= 20pum.

Respecto a Fusarium fredkrugeri (F11R), este produjo micelio aéreo lila claro y al reverso
de la caja la coloracion era blanquecina. La tasa de crecimiento micelial fue de 5.5 mm/dia
en PDA. Los esporodoquios aparecian como masas de color crema sobre las hojas de clavel
en CLA, mientras que las células conididgenas se dividieron en polifialides simples. Los
microconidios eran de forma ovoide sin septos de 4.5 um de largo 2.4 Im de largo x 2.5 pm
de ancho (n = 50). Los macroconidios eran relativamente largos, delgados, ligeramente
curvos, de cero a tres septos y de 30.7 um de largo 4.4 um de ancho (n = 50). No se

observaron clamidosporas (cuadro 3y figura 8).
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Figura 8. Caracteristicas morfologicas de Fusarium fredkrugeri (F11R) en medio PDA
natural 14 dias después de incubacion a 25 £2 °C. A) Colonia al anverso y reverso. B)
Macroconidios y microconidios. C) Polifidlide. D) Esporodoquios. Barra de escala=

20pm.

Fusarium sp. (F14R) produjo micelio aéreo amarillo mostaza con bordes blancos, al reverso
de la caja mostro una coloracion amarillo mostaza. La tasa media de crecimiento micelial fue
de 3.8 mm/dia en PDA. Los esporodoquios se presentaban como masas irregulares de color
naranja sobre las hojas de clavel en CLA, mientras que las polifialides tenian mdltiples
células conididgenas. No se observaron microconidios ni clamidosporas. Los macroconidios
tenian forma dorsoventral, con dos a cinco septos y de 29.2 um de largo x 3.9 um de ancho
(n =50), célula apical en forma de gancho y célula basar en forma de pie (cuadro 3y figura

9).
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14 dias después de incubacion a 25 +2 °C. A) Colonia al anverso y reverso. B)

Macroconidios y microconidios. C) Polifialide. D) Esporodoquios. Barra de escala=

20pm.

Neocosmospora falciformis (F15R) en PDA natural produjo micelio aéreo color blanco que
con el tiempo se torn6 crema, el reverso de la colonia era crema. La tasa de crecimiento fue
de 5.1 mm/dia en PDA. Se produjeron esporodoquios de color crema sobre las hojas de clavel
en CLA. Las células conididgenas producidas en monofialides largas. Los microconidios
eran ovoides, formaban falsas cabezas; ademas, con dimension de 13.5 um de largo x 4.7
um de ancho de media (n = 50). Macroconidios con la zona ventral recta, célula apical

papilada, célula basal sin forma de pie, de tres a cinco septos y de 24.3 um de largo x 5.1 um
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de ancho (n = 50). Habia clamidosporas en simples, en cadenas y agrupadas (cuadro 3 y

figura 10).

' p by
Bt A

Figura 10. Caracteristicas morfologicas de Neocosmospora falciformis (F15R) en
medio PDA natural 14 dias después de incubacion a 25 £2 °C. A) Colonia al anverso
y reverso. B) Macroconidios y microconidios. C) Monofidlide. D) Esporodoquios.

Barra de escala= 20pm.

Por Gltimo, Fusarium sp. (F16T) mostré coloracion de blanca a amarillo mostaza, al reverso
de la caja se observd sélo coloracién amarillo mostaza. La tasa media de crecimiento fue de
3.4 mm/dia en PDA. No se observaron esporodoquios, clamidosporas ni microconidios. Las

polifidlides tenian multiples células conidiégenas. Los macroconidios eran ligeramente
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curvos, con una célula apical despuntada, una célula basal con forma de pie, de tres a cinco

septos y de 26.8 um de lago x 4.6 um de ancho (n = 50) (cuadro 3y figura 11).

Figura 11. Caracteristicas morfologicas de Fusarium sp. (F16T) en medio PDA natural 14 dias
después de incubacion a 25 £2 °C. A) Colonia al anverso y reverso. B) Polifialide. C)

Macroconidio y microconidio. Barra de escala= 20pm.
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Cuadro 3. Caracteristicas morfoldgicas de las especies de Fusarium obtenidas de plantas de maiz con sintomas de pudricion de raiz y

tallo en Sinaloa.

Complejo/ Macroconidios Microconidios Clamidosporas  Colorde  Esporedoguios Tasa de
especies de la colonia crecimiento
Fusarium/codigo (mm/dia)
Tamaio Forma Célula Célula Septos Fialides Fialides Tamaio (pm) Forma
{pm) Apical Basal (Min-  (um) (largo (forma) (largo x ancho)
(largo x max) 1 ancho)
anche)
FBSC/ 31.9=3.7 Esbelto sin Forma de Poco 0 24218 Monofialides 6.2x2.8 Crvoide Ausentes Morade Ausente 29a*
Fusarium curvatura gancho desarrollado, claro
sp/FIR en forma de
pie
FSAMSC/ 333%46 Masanchoen  Formade Poco 1-3 N/A N/A N/A Ausente En simples, en Blanco a Ausente 160
Fusarium un lade que en gancho desarrollade, pares y en cadenas Tojo
sp./ F6R. el cenfro en forma de
pie
FESCY 30.7#44  Ligeramente Papilado En forma de 0-3 173=28 Polifialides 435%24 Cvoide Ausentes Lila claro Presente 35¢
Fusarium Curvo pie sumples
fredirugeri F11E.
Neocosmospora! 243251  Zona ventral Papilado Obtuso, sin 3-5 53930 135=4.7 Orvoide Ensimplesyen  Blancoa Presente ile
Neocosmospora Tecta forma de pie Monofialides pares cTema
SalciformisF13R
FIESC/ 202x39 Dorsoventral Enformade  En formade 13 26.7%3.5 Polifialides NA Ausente Ausentes Amarilla Presente ifd
Fusarium gancho pie con multiples mostaza
sp./F14R conididgenos
Fusarium 268%46  Ligeramente  Despuntade  En forma de 3-3 24631 Polifiialides N/A Ausente Ausentes Blanco a Ausente 34ad
spF16T curvo pie con multiples Amarnllo
conididgenos mostaza

Fusarinm sp.(FXR) {complejo FBSC), Fusarium sp. (F6R) (complejo FSAMSC), Fusarium fredlrugert (complejo FFSC), Neocosmospora falciformis (género Neocormospora), Fusasium sp. (FI4E) y Fusanium sp. (F16T) (complejo
FIESC) *Medias con la misma letra no son significativamente diferentes segim el procedimiento de Tukey (P = 0.05)
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7.3 Pruebas de patogenicidad

7.3.1 Experimentos en invernadero

A partir de los 63 d después de la inoculacion, se empez0 a observar el efecto de las especies
evaluadas en invernadero sobre el desarrollo en las plantas de maiz y a su vez, mostraron

diferencia en la severidad de la enfermedad.

La altura de las plantas de maiz a los 63 dias oscilé entre 32.3 y 81.7 cm. El analisis
estadistico determind que, a los 63 dias todos los aislados disminuyeron la altura de las
plantas, puesto que todos los tratamientos mostraron diferencias significativas con respecto
al testigo sin inocular (p > 0.05). La altura de las plantas infectadas con todos los aislados,
excepto el aislado F6R, fueron estadisticamente iguales a las plantas infectadas con el aislado
de F. verticillioides (cuadro 4; figura 12), cuya patogenicidad y agresividad en maiz ha sido
corroborada en multiples ensayos in vitro, en invernadero y en campo. A los 119 dias, la
altura de las plantas oscil6 entre 70.4 y 274.8 cm, manteniendo la tendencia antes mencionada
a los 63 dias, con la excepcion de que las plantas infectadas con los aislados F16T, F6R y
F2R mostraron diferencias significativas con respecto a las plantas infectadas con F.

verticillioides (p > 0.05) (cuadro 5).

Con respecto al grosor de la base del tallo de las plantas, las medidas variaron de 1.0a 3.5y
de 1.0a 5.8 cmalos 63 y 119 dias después de la siembra. El anélisis estadistico indicé que
F. fredkrugeri obtuvo el menor grosor del tallo sin diferencias estadisticas significativas entre
tratamientos, excepto con Fusarium sp. (F6R) y Fusarium sp. (F16T). El testigo sin inocular
a los 63 d fue diferente estadisticamente a los tratamientos excepto a Fusarium sp. (F6R). A
los 119 dias F. fredkrugeri y F. verticillioides presentaron el menor grosor de tallo, sin

diferencias significativas (p > 0.05) entre ellos y N. falciformis, pero si las hubo con respecto
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al grosor del tallo de las plantas que crecieron en suelo infestado artificialmente con
Fusarium sp. (F14R), Fusarium sp. (F6R), Fusarium sp. (F16T), y Fusarium sp. (F2R). El
testigo sin inocular fue diferente a todos los tratamientos excepto a Fusarium sp. (F6R)

(cuadro 4 y cuadro 5).

Para el numero de hojas por plantas, las medidas oscilaron entre 4.1y 9.0 a 0s 63 dias y entre
4.8y 14.0 alos 119 dias después de la siembra en suelo infestado artificialmente. El analisis
estadistico a los 63 d no mostrd diferencias significativas entre F. verticillioides con respecto
a los demés tratamientos, pero si hubo diferencias entre F. verticillioides con respecto a
Fusarium sp. (F2R) y Fusarium sp. (F6R). El testigo sin inocular fue diferentes a todos los
tratamientos. A los 119 d, el anélisis estadistico no mostré diferencias significativas entre

tratamientos, pero si las hubo entre éstos y el testigo sin inocular.

Con respecto al porcentaje de la pudricion de raiz de las plantas inoculadas con las diferentes
especies de Fusarium, ésta varidé de 67.2 a 93.7 % al momento de la cosecha (176 dias
después de la siembra). El andlisis estadistico indicé que F. fredkrugeri fue el que mayor
porcentaje de pudricion tuvo, sin diferencias significativas con los demas aislados excepto
con Fusarium sp. (F6R). El testigo sin inocular tuvo diferencias estadisticamente
significativas con respecto a todos los aislados, lo que se observd en la excelente sanidad de

las raices de las plantas (cuadro 5y figura 13).

Para el peso seco de la raiz éste varid de 17.9 a 216.2 g. El analisis estadistico indicé que F.
fredkrugeri obtuvo el menor peso seco de la raiz, sin embargo, no hubo diferencias
significativas con respecto a los demas tratamientos. El peso de las plantas que crecieron en

suelo sin presencia de los hongos fue estadisticamente diferente al de las plantas que
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crecieron el suelo infestado con las diferentes especies de Fusarium, excepto con Fusarium

sp. (F14R) y Fusarium sp. (F16T).

En el caso de peso seco del follaje, éste varid de 36.2 a 449.7 g mostro que F. fredkrugeri fue
el que menor peso seco de follaje tuvo, sin embargo, no hubo diferencias significativas (p >
0.05) con las especies de Fusarium, excepto con Fusarium sp. (F6R). Las plantas testigo sin
inoculacidn, fueron diferentes estadisticamente con los tratamientos con Fusarium, excepto

con Fusarium sp. (F6R).

Con respecto a la longitud y diametro de las mazorcas obtenidas al momento de la cosecha,
las medidas variaron de 3.6 a 23.5 cm para el largo y 0.9 a 5.3cm para el ancho a los 119 dias
después de la siembra. El andlisis estadistico indico que las mazorcas producidas por plantas
crecidas en suelo infestado con F.verticillioides fueron las que menor longitud y diametro
tuvieron, sin diferencias significativas entre éste con respecto a los demas tratamientos en la
longitud de la mazorca, excepto con Fusarium sp. (F14R) y sin diferencias significativas en
el diametro de las mazorcas con los tratamientos, excepto con Fusarium sp. (F6R). En ambas
variables el testigo sin inocular fue estadisticamente diferente a los demas tratamientos en la
longitud y diametro de las mazorcas, excepto con respecto a Fusarim sp. (F14R) y Fusarium

sp. (F6R) respectivamente.

Finalmente, con respecto a la produccion de grano en las plantas inoculadas con las diferentes
especies de Fusarium y las plantas testigo sin inoculacion, se observé un efecto evidente en
el peso de los granos obtenidos. Las medias de produccion en las plantas inoculadas variaron
de 8.8 a 205.3 g por mazorca con diferencias significativas (p > 0.05) entre el testigo sin
inocular con respecto a los tratamientos, excepto con Fusarium sp. (F2R); por otro lado, entre
tratamientos, s6lo hubo diferencias entre Fusarium sp. (F6R) y Fusarium sp. (F14R) con
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respecto al testigo positivo. Las plantas que mostraron la menor produccion fueron aquellas
inoculadas con F. verticillioides y F. fredkrugeri en los que el rendimiento de granos fue de

8.8 y 39.0 g respectivamente (cuadro 5).

Los postulados de Koch se confirmaron reaislando a las especies de Fusarium de las distintas
plantas sintomaticas y comparando las morfologias de las colonias y las medidas de 20
macroconidios y 20 microconidios con las de los aislamientos originales. Los reaislamientos
de las hojas no inoculadas resultaron negativos en PDA para las especies de Fusarium

trabajadas en este estudio con PDA.

Cuadro 4. Efecto de Fusarium spp. sobre el desarrollo de plantas de maiz a los 63 dias después

de la siembra.
Especies /Cddigo de aislados Altura Grosor del tallo Numero de
(cm) (cm) hojas en las
plantas
Fusarium sp. (F6R) 537 b 2.2ab 6.0b
Fusarium sp. (F2R) 45.3 bc 1.7 bed 57b
Fusarium sp. (F16T) 41.7 be 1.7 bc 5.6 bc
Fusarium sp. (F14R) 42.5 be 1.6 bed 4.63 bc
Neocosmospora falciformis (F15R) 42.2 bc 1.6 bed 5.0 bc
F. fredkrugeri (F11R) 35.6¢ 09d 4.8 bc
F. verticillioides (Testigo positivo) 32.3¢c 1.0cd 4.1c
Testigo sin inoculacion 8l.7a* 35a 9.0a

*Medias en cada columna con la misma letra no difieren, segn la comparacion de pares de Conover (p > 0.05).
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Testigo  Fusariumsp. (F2R)  Testigo Fusariumsp. (F6R)  Testigo F fredkrugeri  Testigo Fusariumsp.(F14R)

\ b A

Testigo N falsiforme Testigc Fusariumsp.(F16T) Testigo F verticillioides  Testigo F verticillioides

Figura 12. Plantas de maiz inoculadas con los siete asilados de Fusarium después de 63 dias después

de inoculacion.
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Cuadro 5. Efecto de siete especies de Fusarium en el desarrollo de plantas de maiz, pudricion de raiz, peso seco de raiz y plantas y produccion.

Especies /Codigo de Altura¥  GrosorY Numero¥ Porcentaje?  Peso Peso Longitud’ Diametro?  Pesode
aislados (cm) del tallo  de hojas de seco’de  seco” del de de los
(cm) en las pudricién raiz(g) follaje (g) mazorcas  mazorcas granos®
plantas de raiz (%) (cm) (cm) (@)
Fusarium sp. (F16T) 166.5 b* 28D 9.0b 71.2 bc 121.6abc 1929 bc 10.6 bc 2.2 bc 82.8 bc
Fusarium sp. (F6R) 163.8b 3.2ab 11.3b 67.2b 154.8ab  204.6 ab 14.2 bc 35b 99.8 b
Fusarium sp. (F2R) 150.4 bc 28b 104b 83.7 bc 64.4 bc 88.9 bc 13.6 bc 3.4 bc 109.0 ab
Fusarium sp. (F14R) 140.0 bed 2.6b 9.3b 71.0 bc 221.8ab  197.4 bc 14.0 ab 2.8 bc 103.3b
N. falciformis (F15R) 144.9 bed 2.5bc 99b 72.6 bc 173.2bc  178.7 bc 9.0 bc 1.7 bc 67.8 bc
F. fredkrugeri (F11R) 72.0 cd 10c 48b 93.7¢ 179¢ 36.2¢ 10.0 be 2.5bc 39.0 be
F. verticillioides (Testigo 70.4d 13c 9.1b 86.2 bc 81.8 bc 78.8 bc 36¢C 09c 8.8 ¢
positivo)
Testigo sin inoculacion 2748 a 58a 140a 0.0a 216.2a 449.7 a 235a 53a 205.3a

*Medias en cada columna con la misma letra no difieren, segiin la comparacion de pares de Conover (P > 0.05). ¥ variables determinadas a los 119 dias en las

plantas cuando éstas cesaron su desarrollo vegetativo. Z Variables determinadas a los 176 dias después de la siembra.

47



Figura 13. Raices de plantas de maiz inoculadas con los siete asilados de Fusarium 176 dias

después de la siembra. Barra de escala =20 cm.

VIII. DISCUSION

El uso de los marcadores moleculares ITS, TEF y RPB2 determiné que el aislado Fusarium
sp. (F2R) es una posible nueva especie, ya que segun lo reportado por O’Donnell et al. (2010)
con estos marcadores es suficiente para llegar a nivel de especie, por lo que seria necesario
continuar realizando estudios a nivel molecular para poder determinar de qué especie se trata.
Las caracteristicas culturales y morfométricas observadas para Fusarium sp. (F2R) coinciden
segun lo reportado por Laurence et al. (2011) para especies dentro del complejo Fuarium
burgessii. Con respecto a las pruebas de patogenicidad, algunas especies dentro del complejo
estan reportadas principalmente causando pudricidn de raiz y base del tallo del trigo en
Algeria (Laraba et al., 2017), en papa (en Libano) (Saad et al., 2022) y pudricion de raiz en

cebada en Kirguistan (Zholdoshbekova et al., 2022).
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La concatenacion del gen TEF y la region ITS no determing la especie a la que pertenece el
aislado F6R, por lo que se reporta como Fusarium sp. Las caracteristicas morfoldgicas de
este aislado; produccion de clamidosporas en grupo, simples y en cadenas, asi como la
ausencia de microconidios en CLA, color de colonia rojiza, coinciden con las caracteristicas
consignadas por Laraba et al. (2021) para especies dentro del complejo complejo Fusarium
sambucinum. Para confirmar la identidad de este aislado y discernir entre F. brachygibbosum
y F. transvalense, sera necesario usar otros marcadores moleculares que den mas resolucion
a nivel de especies dentro de este complejo, como el RPB2 y el RPB1 (O’Donnell et al, 2010;
Crous et al, 2021). Por otro lado, especies dentro del complejo Fusarium sabucinum han sido
identificados como patégenos en soya en el noreste de China (Wang et al., 2021),
ocasionando pudricion en tubérculos de papa en Italia (Jasarevic et al., 2022); también se han
identificado como patdgenos en plantas de palma datilera (Al-Sadi et al., 2012), plantas
medicinales (Gashgari et al., 2016), almendro (Stack et al., 2017), olivo (Trabelsi et al.,
2017), girasol (Xia et al., 2018), remolacha azucarera (Cao et al., 2018) y en el cultivo de
maiz en China (Shan et al., 2017). Sin embargo, Renteria-Martinez (2018) reportaron por
primera vez a F. brachygibbosum especie cercana al aislado F6R causando pudricion de raiz
y tallo en sandia en Sonora, México. De igual manera, Shang et al. (2017) reportaron por
primera vez a F. brachygibbosum causando pudricién de raiz y tallo en maiz en China, sin

mostrar informacion sobre su impacto en el desarrollo y rendimiento en plantas de maiz.

La utilizacion de las secuencias ITS junto con TEF y RPB2 fue efectiva para identificacion
a nivel especie del aislado F11R como F. fredkrugeri lo que concuerda con lo reportado por
Felix-Gastelum et al. (2022), que mencionan que el complejo de especies de Fusarium

fujikoroi contiene un largo nimero de especies cripticas por lo que es necesario hacer uso de
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secuencias parciales de diferentes genes codificantes, siendo el TEF el més aceptado para
discriminar entre especies de Fusarium. El tamafio de los macroconidios y microconidios,
asi como el color de las colonias, la produccion de esporodoquios y la tasa de crecimiento
para el aislado Fusarium fredkrugeri, fueron similares a lo reportado para esta especie por
Yilmaz et al. (2021) que se incluye la especie dentro del complejo de especies Fusarium
fujikoroi. Fusarium fredkrugeri, fue la especie mas virulenta ya que su efecto fue similar en
casi todas las variables al de F. verticillioides el cual ya ha sido consignado causando dafios
en maiz (Leyva-Madrigal et al., 2015). A la fecha no se conocen estudios donde se evalue
el efecto del hongo sobre otras variables en plantas de maiz, pero si sobre el efecto que tiene
en la pudricion de raiz y tallo en plantas como Melhania acuminata en Africa del sur

(Sandoval-Denis et al., 2018) y maiz en Nigeria (Sobowale et al., 2022).

Para Fusarium sp. (F14R) y Fusarium sp. (F16T), el uso de las secuencias concatenadas de
ITS y TEF no fue suficiente para determinar la especie. En el filograma obtenido se observo
una politomia con las especies especies Fusarium nanum y Fusarium cf. Bullatum, por lo
gue sera necesario recurrir a un mayor nimero de marcadores moleculares para aumentar la
resolucion. En la més reciente revision de especies del complejo Fusarium incarnatum-
equiseti, se analizaron secuencias parciales de la calmodulina, RPB2 y TEF, las cuales dan
mayor resolucion y permiten discernir entre las especies del complejo (Xia et al. 2019), de
tal forma que la inclusion de estos marcadores en el analisis filogenético podria romper la
politomia observada y determinar la especie a la que pertenecen los aislados F14R y F16T.
Las caracteristicas culturales y morfométricas para Fusarium sp. (F14R) y Fusarium sp.
(F16T) son similares a lo reportado por Xia et al. (2019) para especies del complejo Fusarium

incarnatum-equiseti. A la fecha se han aislado algunas especies de este complejo, de plantas
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de maiz donde causan pudricion de raiz en Iran (Rahjoo et al., 2008), soya en Iran (Glycine
max (L.) Merrill) (Mokhtari y Ali, 2022), pudricién poscosecha de melén en Tailandia
(Wonglom y Sunpapao, 2020), pudricién de raiz y tallo en Gerbera jame sonii en China
(Chen et al., 2021), en Trichosanthes dioica (Malaui-Africa) y Triticum sp. (Iran) (Xia et al.,
2019); también se han encontrado como endofiticos en sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench)
(Funnell-Harris et al., 2010).

Para Neocosmospora falciformis Sousa et al. (2017) reportaron algunas caracteristicas que
coinciden con la especie como fialides largas, microconidios formando cabezas falsas y
coloracion de la colonia crema; ademas mencionan que esta especie se encuentra dentro del
género Neocosmospora. Esta especie es clinicamente importante porque se asocia
mayormente a infecciones en animales y humanos (Sabahi et al., 2023); sin embargo,
también se ha notado su presencia en algunos cultivos como frijol lima en Brasil (Phaseolus
lunatus) (Sousa et al.,2017), soya en Brasil (Glycine max) (Sandoval-Denis et al., 2019), en
meldn en Espafia (Cucumis melo L.) (Gonzélez et al., 2020) y en algunas plantas suculentas
de la familia Cactaceae en Irdn (Aeonium arboreum L., Echinocactus grusonii Hildm,
Mammillaria bernalensis Repp, Mammillaria spinosissima Lem, Opuntia ficus-indica L.

(Kamali-Sarvestani et al., 2022).

A nivel mundial existen algunos estudios que indican que algunas de las especies de
Fusarium causan pudricion de raiz, tallo y mazorcas en el maiz, destacando a
F.verticillioides, F. subglutinans y F. proliferatum causantes de estas enfermedades (Sim&es
et al., 2022). Sin embargo, de las especies de Fusarium incluidas en el presente trabajo, F.
fredkrugeri, N. falciformis y Fusarium sp. (F2R), ésta ultima por ser una posible nueva

especie, no se han consignado causando enfermedad en esta Poaceae, por lo que futuras lineas
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de investigacion deberian de orientarse hacia la determinacién de la incidencia de estas
especies en lotes comerciales de maiz e incursionar en la determinacién del rango de
hospedantes de las mismas, pues esto contribuira a la implementacion de medidas de control
de la pudricion de raiz de plantas de maiz causada por estas especies de Fusarium patgenas

en Sinaloa.

IX. CONCLUSIONES
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1. Se confirmé la identidad del aislado F11R como Fusarium fredkrugeri, y del aislado F15R
como Neocosmospora falciformis. El analisis filogenético del resto de los aislados no logro
determinar su identidad, sin embargo, se logr6 resolver que el aislado F2R pertenece al
complejo de especies Fusarium burgessii, el aislado F6R pertenece al complejo Fusarium
sambucinum,; F16T y F14R pertenecen al complejo Fusarium incarnatum-equiseti. La
secuenciacion de otros marcadores moleculares sera necesario para robustecer el analisis
filogenético para eliminar politomias y corroborar si los aislados F2R y F6R corresponden a

nuevas especies dentro del género.

2. Las caracteristicas morfoldgicas de F.fredkrugeri y N. falciformis permitieron corroborar
su identidad. Las caracteristicas de los demas aislados, permitieron asociarlos con algunas

especies incluidas dentro de complejos de especies de Fusarium.

3. Se confirmd la patogenicidad de todos los aislados en plantas de maiz. Este seria el primer
reporte de Fusarium fredkrugeri y Neocosmospora falciformis como agentes causales de
pudricion de raiz en México y el mundo. Se requiere determinar las identidades, a nivel de
especie, del resto de los aislados para poder evaluar si se trata de especies nuevas y primeros
reportes de patdgenos en maiz, tanto en México como en el mundo.

4. De todas las variables evaluadas en las plantas de maiz con las diferentes especies de
Fusarium, Fusarium fredkrugeri fue la especie que mas afect6 el desarrollo y rendimiento

del maiz.
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