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RESUMEN

La marchitez vascular o fusariosis es una de las enfermedades fingicas a nivel mundial
mas importantes en el cultivo de sandia (Citrullus lanatus), y es causada por el hongo de suelo
Fusarium oxysporum f. sp. niveum (FON). La presencia de FON en plantas de sandia provoca
cuantiosas pérdidas econdmicas, ya que ocasiona la muerte en un periodo de 2 a 4 semanas, por
lo que se le considera uno de los factores que mas limita la produccion de frutos en este cultivo.
En este estudio se plante6 identificar y cuantificar la presencia de FON en suelos de cultivos de
sandia ubicados en la Costa de Hermosillo y el Valle de Guaymas-Empalme, Sonora, México.
Para el aislamiento del patogeno, se colectaron cinco muestras por cada campo muestreado; en
zonas donde las plantas de sandia previamente habian manifestado sintomas de la enfermedad.
Para el aislamiento y cuantificacion de indculo del patdgeno, se realizaron diluciones seriales por
cuenta en placa, utilizando medio agar Komada. De los aislados obtenidos, se seleccionaron
aquellas colonias que cumplieron con las caracteristicas morfologicas a Fusarium oxysporum
(FO). La patogenicidad de los aislados obtenidos, se evalud en plantulas de sandia de la variedad
Sugar Baby con una suspension de esporas de 1x10° esporas mL™' de cada aislado. La
identificacion molecular se realizd6 mediante la técnica de PCR anidado; en la primera ronda se
utilizaron los cebadores ITS1/ITS4 y para la segunda los cebadores especificos de FON (Fon-
1/Fon-2). De las muestras de suelo analizadas, se encontr6 que la densidad de indculo de FO
oscild entre 50 y 490 UFC g!' de suelo seco. Se obtuvieron 8 aislamientos con caracteristicas
morfoldgicas de FO, que provocaron sintomas de marchitez mayor (p < 0.05) al 50% en las
plantas inoculadas. Los cebadores universales para hongos amplificaron un fragmento de 545 pb,
mientras que los especificos amplificaron un fragmento de 174 pb, las secuencias se analizaron
con el programa BLAST y se compararon con las secuencias reportadas en el banco de genes
(GeneBank) del NCBI, mostrando 99.21% de identidad con FON. Con este resultado pudimos
confirmar la presencia de FON en los suelos de cultivo de sandia de la region de la Costa de

Hermosillo y el Valle de Guaymas-Empalme en Sonora, México.

Palabras clave: Citrullus lanatus, marchitez vascular, fusariosis, Fusarium oxysporum f. sp.

niveum
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ABSTRACT

Vascular wilt or Fusarium wilt is one of the most important fungal diseases worldwide in
the cultivation of watermelon (Citrullus lanatus), and is caused by the soil fungus Fusarium
oxysporum f. sp. niveum (FON). The presence of FON in watermelon plants causes considerable
economic losses, since it causes death in a period of 2 to 4 weeks, which is why it is considered
one of the factors that most limits the production of fruits in this crop. In this study, it was
proposed to identify and quantify the presence of FON in soils of watermelon crops located on
the Coast of Hermosillo and the Guaymas-Empalme bay, Sonora, Mexico. For the isolation of the
pathogen, five samples were collected for each sampled field; in areas where watermelon plants
had previously shown symptoms of the disease. For the isolation and quantification of the
pathogen inoculum, serial dilutions were made per plate count, using Komada agar medium.
From the isolates obtained, those colonies that met the morphological characteristics of Fusarium
oxysporum (FO) were selected. The pathogenicity of the isolates obtained was evaluated in
watermelon seedlings of the Sugar Baby variety with a spore suspension of 1x106 mL"! spores of
each isolate. Molecular identification was performed using the nested PCR technique; ITS1 /
ITS4 primers were used in the first round and FON-specific primers (Fon-1 / Fon-2) for the
second. From the soil samples analyzed, it was found that the density of the inoculum of FO
ranged between 50 and 490 CFU g! of dry soil. 8 isolates with morphological characteristics of
FO were obtained, which caused symptoms of greater wilting (p <0.05) at 50% in the inoculated
plants. The universal primers for fungi amplified a 545 bp fragment, while the specific ones
amplified a 174 bp fragment, the sequences were analyzed with the BLAST algorithm and
compared with the sequences reported in the NCBI gene bank (GeneBank), showing 99.21%
identity with FON. With this result, we were able to confirm the presence of FON in the
watermelon growing soils of the Costa de Hermosillo region and the Guaymas-Empalme bay in

Sonora, Mexico.

Key words: Citrullus lanatus, vascular wilt, Fusarium wilt, Fusarium oxysporum f. sp. Niveum
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1. INTRODUCCION

Sonora es el principal productor de sandia (Citrullus lanatus) en México, aportando el
38% de la produccion nacional. Con el paso del tiempo, los cultivos de sandia en Sonora han
presentado cuantiosas pérdidas econdmicas debido a diversas enfermedades de origen fungico
(SIAP, 2020). En los ultimos afios, se ha reportado la presencia de hongos patdégenos asociados
con la marchitez de la sandia en las dos zonas de mayor produccion del estado de Sonora,
Meéxico; La Costa de Hermosillo y el Valle de Guaymas-Empalme (Renteria et al., 2018). La
marchitez vascular es una enfermedad causada por el hongo Fusarium oxysporum (FO),
provocando sintomas caracteristicos como clorosis de las hojas, marchitamiento general o parcial
de las plantas, adelgazamiento del tallo y necrosis en el xilema del tallo (Ortega et al., 2015). FO
es definido fenotipicamente como un hongo asexual que produce tres tipos de esporas;
microconidias, macroconidias y clamidosporas. Dentro de la misma especie se han encontrado
formas patogénicas (f. sp.), segiin los hospederos que parasitan; algunos se subdividen a su vez
en razas (Gordon, 2017). El marchitamiento en plantas de sandia a nivel mundial, est4 asociada a
la presencia de Fusarium oxysporum f. sp. niveum (FON), considerado como uno de los
problemas mas graves que enfrentan los productores de sandias, provocando entre el 30 al 80%
de pérdidas en la produccion (Rahman et al., 2021). Una vez que los campos estan infestados por
este hongo, puede sobrevivir durante muchos afios en los suelos en forma de clamidospora o de
forma saprofita en plantas (Costa et al., 2018). Una practica para controlar el marchitamiento por
FON es el uso de portainjertos, pero requiere demandas intensivas de mano de obra y reduce la
calidad. Otra estrategia utilizada, es la siembra de plantas con resistencia genética, debido a que
ha demostrado ser el método de control mas efectivo contra un gran espectro de fitopatdgenos
(Thies y Levi, 2007; Schwarz et al., 2010). En la actualidad existen cuatro razas de FON que han
sido reportadas: raza 0, 1, 2 y 3. Descritas en funcion de su capacidad para causar enfermedad en
los diferentes genotipos de plantas de sandia (Zhou ef al., 2010). En México de manera general, y
en el estado de Sonora de manera particular, no se conoce la presencia ni la distribuciéon de FON
en los suelos de cultivos, por este motivo es relevante identificar y cuantificar la presencia de
FON en algunos de los campos agricolas donde se cultiva la sandia de las dos regiones

principales productoras del estado de Sonora, México.
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2. ANTECEDENTES

2.1. El Cultivo de la Sandia (Citrullus lanatus)

Las plantas de la familia Cucurbitaceas, forman un grupo de diversas especies que se cultivan en
todo el mundo, bajo muchas condiciones diferentes y para muchos propositos diferentes. Son
consideradas como plantas enredaderas de crecimiento rapido, herbaceas, de multiples ramas,
procumbentes o trepadoras, su habitat se encuentra en regiones templadas y tropicales del mundo.
Los principales tipos de frutos mas cultivados son; pepino, melon, sandia, calabaza, calabacin,
entre otros (McCreight, 2017). Las plantas de sandias, pertenecen al género Citrullus
(Cucurbitaceae), consideradas nativas de Africa debido a sus registros en la historia, aunque se
conoce que estos cultivos son utilizados desde la antigiiedad (a.c.) (Jeffrey, 2001; Levi et al.,
2017). Dentro del género Citrullus se encuentran cinco especies como; C. lanatus, C. colocynthis,
C. ecirrhosus, C. naudinianus y C. rehmii. Citrullus lanatus (Thunb) Matsum & Nakai (sin. C.
vulgaris Schrad.) es considerado por dar lugar a la produccion de frutos de gran tamafio, produce
una pulpa dulce de carne roja, es bien aceptada por la sociedad debido a que son ricos en
vitamina A, B y C, asi como también contiene minerales como potasio magnesio, hierro, fésforo.
Se conoce que poseen propiedades antiinflamatorias y analgésicas (Wasylikowa y van der Veen,
2004; Paris, 2015; Dieng et al., 2017). En los ultimos afios se ha incrementado la produccion de
sandias de tamafio reducido, debido a una demanda creciente de este fruto. En la India se han
desarrollado y lanzado varias selecciones de variedades e hibridos para cultivo comercial. Entre
ellas, Sugar Baby, lanzada por el Instituto de Investigacion Agricola de la India (ICAR), es una
de las variedades mas populares principalmente a su pequefio tamafio y sabor dulce. La fruta
tarda 85 dias en madurar, es de forma redonda con céscara negra azulada y pulpa de color rosa
intenso, pesa entre 3 'y 5 kg (PP et al., 2021). Ultimamente muchos institutos han desarrollado
nuevos cultivos de sandia con cualidades mejoradas entre ellas, el desarrollo de frutos sin semilla
o con semillas pequenas que no presenten sabor amargo (Orduz et al., 2000). La sandia (Citrullus
lanatus Thunb) es un cultivo frutal de gran importancia econdémica en la actualidad, como en la

generacion de ingresos y en la provision de valor nutricional. En los Gltimos cuatro afios se ha
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reportado una producciéon de 29.6 millones de toneladas producidas en todo el mundo (Verma y

Tomar, 2017).

2.2. Importancia Socioecondémica del Cultivo de Sandia

La apertura comercial y la liberalizacion econémica, mediante la firma del Tratado De Libre
Comercio De América del Norte en la década de 1990, provocd que la agricultura mexicana se
profundizard en la globalizacion, por lo que experimentdé un cambio en beneficios del sector
primario y la economia (Hernandez, 2019). Reporte segiin la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), China ocupa el primer lugar a nivel mundial
en la produccion de sandia con el 76% de productividad, seguido de Turquia, India y Brasil,
posicionando a México en el décimo lugar (FAO, 2020). La superficie cosechada de sandia en
México es de aproximadamente 42 mil ha, con una produccién aproximada 1,345,705 t en el
periodo de primavera-verano y otofio-invierno (SIAP, 2020). El principal estado productor de
sandia es Sonora con una produccion de 514,232 t, seguido de Chihuahua con una cantidad de
163,691 t y Veracruz con 95,701 t. Los principales municipios del estado de Sonora con mayor
produccion son: la Costa de Hermosillo aportando un volumen de 288,031 t, seguido de
Empalme con 83,070 t y Guaymas con 78,591 t (SIAP, 2020). Los productos agricolas
mexicanos han logrado posicionarse en el mundo en gran parte por los acuerdos comerciales que
se tienen con otros paises entre ellos, Estados Unidos, Alemania y Canada, principales
importadores. A principios del afio 2018 y 2019, se exportaron aproximadamente 1,320,269 t de
frutas frescas, con un valor de $5.1 millones de dolares anuales (SIAP, 2018; ODEPA, 2019). El
volumen en produccion de sandia ha permitido generar el séptimo mayor monto de divisas en
nuestro pais, convirtiéndose en uno de los cultivos de gran explotacion e importancia economica,
asi como por la mano de obra que genera y su rentabilidad (Saiz et al., 2017; Inforural, 2019). La
Encuesta Nacional Agropecuaria (ENA) reportd un total de 11.8 millones de puestos de trabajo
(contratos) como jornaleros en las unidades de produccion (INEGI, 2017). Sin embargo, uno de
los factores limitantes en la produccion de sandia en Sonora, son las enfermedades que se

presentan en las plantas. En 2013, plantaciones de sandia localizadas en los Valles de Guaymas-
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Empalme y la Costa de Hermosillo, areas que concentran mas del 96% de la superficie en el
cultivo de la sandia, se observo que antes de la madurez fisioldgica, ciertas plantas presentaban
amarillamiento y marchitez de hojas; dias después, las plantas murieron. Un analisis visual
mostro la presencia de lesiones en la corteza de la base del tallo y en la parte superior de la raiz,
asi como podredumbre en las raices principales y secundarias, propias de enfermedades causadas

por hongos (Meza-Moller et al., 2014).

2.3. Problemas Fitosanitarios en el Cultivo de Sandia

La agricultura a nivel nacional e internacional, se ha visto afectada a través de los afios por los
problemas fitosanitarios causados principalmente por bacterias, hongos, neméatodos, fitoplasmas,
micoplasmas y virus (Alvarado, 2009). Una de las causas mas comunes es por la falta de rotacion
del cultivo, debido a la plantacion de la misma familia botanica aportando nutrientes a los suelos
que facilitan el desarrollo del patogeno en el siguiente ciclo de cultivo, causando pérdidas
econdmicas, provocando que los agricultores abandonen sus terrenos (Crawford, 2017; Xiong et
al., 2016). En la actualidad el control de las enfermedades en las plantas depende en gran medida
del equilibrio en el uso de agroquimicos, injertos, cultivos resistentes y proteccion a través del
manejo integrado de plagas (Vega, 2017). En el estado de Sonora, México y particularmente en el
caso de sandia, la problematica fitosanitaria es de gran impacto debido a la falta de informacion
que tienen los agricultores, sobre enfermedades presentes en las plantas de sandias, provocando el
uso discriminado de agentes nocivos, ocasionando numerosos dafios tanto a las plantas como a
los suelos (Silveira et al. 2018; Ferrefian y Enrique, 2019). Una de las enfermedades mas
importantes en los cultivos de sandia, son causados por hongos de suelo, es por lo que
actualmente se estan empleando diferentes estrategias para identificar y erradicar al patogeno en
los campos agricolas (Fernandez et al., 2013). Los fungicidas de amplio espectro como el
carbendazim, son aplicados antes de plantar por lo que puede prevenir la infeccion, pero no puede
controlar la enfermedad de la planta una vez infectada. Una advertencia en el uso de estos
compuestos, es que afectan la microbiota beneficiosa de los suelos, por esta razon muchos

productos estan prohibidos en México por la COFEPRIS, ya que son altamente peligrosos para la
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salud humana y el ambiente segun el PAN International (Villon, 2011; Vargas et al., 2016). El
uso de injertos en plantas de sandia ha demostrado eficiencia ya que mejora la tolerancia de
nematodos y las enfermedades del suelo, ayuda a la resistencia de sequias, mejora la absorcion de
agua como de nutrientes, cuyo resultado es un mayor rendimiento de las plantas favoreciendo el
desarrollo de la agricultura, pero requiere demandas intensivas de mano de obra y reduce la
calidad. Otro método de mayor eficiencia es la siembra de plantas con resistencia genética ya
que, ha demostrado ser el método de control mas efectivo contra un gran espectro de
fitopatdégenos (Thies y Levi, 2007; Loépez et al.,2008; Schwarz et al., 2010). Un estudio de
analisis morfoldgico de suelos con cultivo de sandia en el estado de Sonora, México, revel6 la
presencia de tres géneros de hongos; Fusarium spp. (74%), Ceratobasidium spp. (20%) y
Rhizoctonia spp. (6%), asociados a la pudricion de la planta de sandia (Renteria et al., 2018). La
mayoria de los trabajos sefialan a Fusarium spp. como el principal responsable de la muerte por
marchitez y pudricién del tallo en plantas de sandias. Se conoce a Fusarium oxysporum f. sp.
niveum como el patdogeno mas importante causante de la enfermedad de la marchitez vascular o
fusariosis en los cultivos de sandia de todo el mundo (Egel y Martyn, 2007; Zhou et al., 2010).
Actualmente una de las estrategias que se utilizan para considerar el manejo o control de un
microorganismo altamente patogénico, es recurrir al uso de plantas genéticamente mejoradas

como una efectiva medida de control (Fernandez et al., 2012).

2.4. Caracteristicas Generales de Fusarium oxysporum

El género Fusarium spp. pertenece a la clase Ascomycetes, orden Hypocreales, fue descrito por
primera vez por Link en 1809. Es conocido como uno de los grupos de hongos patogénicos mas
importantes en la agricultura y horticultura, causantes de una variedad de enfermedades en
innumerables cultivos, considerados oportunistas (Snyder y Hansen, 1945; Zemankoa y Lebeda,
2001; Zabka y Pavela, 2018). Algunas de sus especies producen toxinas que afectan a hombres,
plantas y animales. En la actualidad se conocen mas de 100 especies de Fusarium spp. descritas
que parasitan a las plantas, s6lo 12 de ellas pueden considerarse altamente patogenas, entre ellas

destacan: F. solani 'y F. oxysporum (FO) (Tapia y Amaro, 2014; Gordon, 2017). F. solani afecta
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principalmente al sistema de raices de muchas plantas hospedantes, causando sintomas conocidos
como pudricion de la raiz en muchos cultivos de importancia agricola como, por ejemplo; plantas
de papas, tomates, calabaza, entre otros miembros de la familia de las cucurbiticeas (Zhang et al.,
2006). Las enfermedades provocadas por FO es una de las mas graves, por lo que es considerada
como limitante en la produccion de cultivos en todo el mundo, bajo diversos climas,
manifestandose en una variedad de plantas cucurbiticeas entre ellas a las plantas de sandia. Uno
de los sintomas que manifiesta la planta, distintivo de los demas, es la necrosis del xilema con el
adelgazamiento del tallo (Lombard et al., 2019). Histéricamente FO ha sido definido
fenotipicamente como un hongo asexual, debido a que ain no se ha descubierto una forma
reproductiva sexual (Arie et al., 2000; Yun et al., 2000; Aoki et al., 2014). Se sabe que es un
hongo cosmopolita, de aspecto filamentoso con micelios aéreos bien desarrollado el cual, puede
variar en la produccion de escasos a abundantes. Produce pigmentos en el centro de la colonia de
color rosado, violeta o purpura ampliandose a medida que el hongo va envejeciendo. Su
desarrollo 6ptimo oscila a una temperatura de 25 °C a 28 °C. Por arriba de 33 °C y por debajo de
17 °C produce enzimas inhibidoras de crecimiento que mantienen su desarrollo de forma latente
(Booth, 1971; Nelson, 1991; Sinha et al., 2018). FO produce tres tipos de esporas reproductivas;
microconidios, macroconidios y clamidosporas. Las microconidias poseen varias formas (ovales
o esféricas), es la espora mas pequena del hongo (Figura 1-a), las macroconidias se presentan en
forma de medialuna hialinas, son anchas, largas y curvadas, contienen septas en su estructura
interna que varian de 3 a 4 segun su tamano (Figura 1-b). FO es considerado principalmente
como un hongo de campo, ya que causan un sin nimero de enfermedades en los cultivos (Leslie
y Summerell 2006; Sumalan et al., 2013). Este hongo puede sobrevivir por muchos afios en el
suelo o de manera saprofita en plantas, considerado resistente a medios ambientes extremos,
debido a su estructura fisiologica de resistencia denominada clamidospora. Su caracteristica es de
doble pared gruesa, lisa o rugosa (Figura 2), lo que vuelve ineficaz la rotacion de cultivos a corto
plazo (Lacy et al., 1996; Daugovish et al., 2008). Tienen la capacidad de infectar especies
vegetales cuando sufren algin tipo de desbalance, colonizando las partes aéreas y subterraneas de
las plantas (Leslie y Summerell, 2006). Estudios realizados en el Estado de Sonora, México
indican que el principal agente causal de la marchitez de la planta de sandia en campos de cultivo
de la Costa de Hermosillo es por Fusarium oxysporum con una incidencia del 91% (Fernandez et

al., 2013).
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Figura 1. Esporas de Fusarium oxysporum. a) Microconidias b) Macroconidias (Lombard et al.,
2019)

. !

Figura 2. Clamidospora de Fusarium oxysporum (Lombrd etal., 2019)

2.5. Caracteristicas de Fusarium oxysporum f. sp. niveum

La marchitez vascular o fusariosis en plantas de sandia, es causada por Fusarium oxysporum f.
sp. niveum (FON), una enfermedad descrita por primera vez en Carolina del Sur y Georgia de los
Estados Unidos. FON es reportado como un patdgeno especializado que ocasionar la muerte en
plantas de sandias (Smith, 1894). La supervivencia del hongo se encuentra entre 5 a 6 afos de
forma saprofita en plantas, incluso en ausencia de las plantas hospederas, se ha reportado que
pueden sobrevivir en forma de clamidospora por mas de 10 afios en suelos, debido a que su
estructura de pared gruesa, le permite resistir temperaturas extremas (Martyn y Netzer, 1991; Li
et al., 2011). La enfermedad causada por FON es una de las menos controlables, ya que el
patogeno se hospeda dentro del sistema vascular de la planta, manifestando sintomas a corto
plazo de marchitez, provocando grandes pérdidas a nivel econdmicos, ya a que un estudio

reportd, una disminucion del 30 a 80% en productividad de cultivos de sandia a causa de esta
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enfermedad (Rahman et al., 2021). Se conocen tres razas descritas de FON: razas 0, 1 y 2. La
raza 0 es la menos agresiva y solo causa marchitez en cultivares mas viejos y en plantas sin genes
de resistencia. La raza 1 es mas virulenta que la raza 0 debido a que, causa un marchitamiento
leve a moderado en la mayoria de los cultivares que se clasifican como resistentes a la marchitez
vascular o fusariosis. La raza 2 fue observada por primera vez en Israel en 1973, conocida por
ser, altamente virulenta ya que puede afectar a cultivares resistentes, afecta a todo los cultivares
comerciales de sandia disponibles actualmente (Netzer, 1976, Netzer y Dishon, 1973; Zhou y
Everts, 2003). Un estudio propone la existencia de una raza 3, manifestandose como la mas
virulenta de FON descrito hasta la fecha, debido a que enferma a todas las plantas de sandias,
incluyendo a las que presentan mayor cantidad de genes de resistencia contra el patégeno (Zhou
et al., 2010). En el Cuadro 1 se muestran las susceptibilidad y resistencia (S=susceptibilidad y

R=resistencia) de algunos cultivares o genotipos de sandias a las distintas razas (0, 1, 2,y 3).

Cuadro 1. Susceptibilidad de cultivares de sandia a las distintas razas (0, 1, 2 y 3) de FON (Zhou

et al.,2010).
Raza 0 Raza 1 Raza 2 Raza 3 Cultivares
S S S S Black Daimond (Sugar Baby)
R S S S Charleston Gray (Crimson Sweet)
R R S S Calhoun Gray
R R R S PI-296341-FR

2.5.1. Ciclo de Vida de Fusarium oxysporum

FON es un hongo predominante, monociclico, transmitido por el suelo y diversificado en todo el
mundo, que incluye entidades saprofitas y patogenas. Es un patogeno que se ha especializado
para parasitar las plantas de sandias ya que no se ha reportado que parasite a otras plantas de la
familia cucurbitaceas (LeBlanc et al., 2017; Xiong y Zhan, 2018). El agua y los equipos agricolas
contaminados, son un medio de propagacion para el patdgeno a distancias cortas y en areas
extensas, normalmente una vez que una region se contamina, persiste de manera latente en
suelos, cerca o lejos de la radicula de la planta (Egel y Martyn, 2013). Se considera como el

primer contacto entre el hongo y la planta de sandia, por medio de secreciones de la raiz captadas
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por las esporas del patogeno, considerando a los acidos fendlicos con una funcién como
moléculas senal o atrayentes aleloquimicos el cual, depende de las concentraciones fendlicas en
virtud a que brindan la mayor atraccion al patégeno (Hong et al., 2009; Gordon, 2017). Una vez
que el hongo se encuentra en la pared de la radicula, las hifas penetran el tejido vascular,
comienzan a producir microconidias y se desplazan por el xilema con ayuda del flujo del agua.
Colonizando el tejido vascular adyacente del parénquima hasta provocar la oclusion del
transporte de agua y nutrientes hacia las partes apicales de la planta manifestando una pérdida de
turgencia en las hojas (Di Pietro et al., 2003; Zhang et al., 2015). Posteriormente, se produce una
infeccion por el patdogeno que habitualmente permanece hasta la muerte o descomposicion de la
planta, completando el ciclo de vida parasitico como se muestra en la Figura 3. La enfermedad de
marchitez por FON se logra generalmente mediante la propagacion de espora (microconidias,
macroconidias) dentro del sistema vascular de la planta, y las clamidosporas funge su funcion
para brindar una supervivencia a largo plazo en suelos, ya que son el atributo manejable mas bajo
de la infeccion del patogeno (Agrios, 2007; Egel y Martyn, 2007). Se menciona que la
propagacion del patdgeno no se realiza de planta a planta dentro de una misma temporada, debido
a la ausencia de produccion de esporas sobre el suelo en el campo, sin embargo, estudios indican
una rapida propagacion transmitida por semillas infectadas (Haglund y Kraft, 2001; Martyn y
Vakalounakis, 2017).

.

1
Figura 3. Ciclo de vida de Fusarium oxysporum. 1) Hongo presente en el suelo, 2) penetracion a
la raiz, 3) colonizacién en la raiz, 4) penetracion de hifas al tejido vascular, 5) colonizacién de

microconidios en los tejidos vasculares, 6) sintomas en las plantas, 7) germinacion de esporas
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dentro del tejido, 8) muerte de la planta, 9) presencia de estructuras del hongo en el suelo
(Kanzan y Gardiner, 2018).
Estudios mencionan que las conidias de Fusarium spp., poseen altas cantidades de compuestos

grasos y requieren de un sustrato rico en carbono, asi como también, nitrogeno para la
germinacion de microconidias (Palmero ef al., 2008). Las macroconidias se han relacionado con
la diseminacion aérea, lo que produce mas de un ciclo de infeccion por ciclo del cultivo, no
comun en patégenos habitantes del suelo (Véazquez et al., 2017). El hongo produce clamidosporas
cuando los niveles de carbohidratos disminuyen en el tejido necrotico y son liberadas al suelo
junto a restos de hifas cuando la planta muere (Beckman, 1987). La raza de FON que no causa
patogenicidad en algunas variedades de plantas de sandia, se debe a que, son incapaces de
colonizar la raiz, ya que no pueden penetrar en el sistema vascular, debido a que, la planta
desencadena una eficaz combinacidon de interacciones celulares y refuerzo de determinadas
estructuras del tejido permitiendo una respuesta de defensa al patdégeno. Existen diferentes
maneras en las que penetra el hongo a la planta susceptible y desencadena una variedad de
enzimas que provocan la infeccion; pectoliticas, celuloliticas, hemicelulosas, amilasas, lipoliticas
y toxinas como; ophiobolin, lycomarasmin, piricularin, victorin, colletotin, entre otras (Castafio,
1978). Ante esto la planta reconoce algunos patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs), y desencadena una respuesta de defensa para evitar la infeccion como la produccion de
geles, gomas y/o tilosas. Por tanto, algunas razas de FON pueden combatir el mecanismo de
defensa de la planta, produciendo ciertos efectores y factores de patogenicidad de forma que el
patogeno puede colonizar los tejidos de su huésped formando sus estructuras de reproduccion

(Ortiz, et al., 2014).

2.5.2. Sintomas de la Marchitez en Plantas de Sandia

FON se ha convertido en un problema serio ya que producen metabolitos toxicos provocando
sintomas severos que ponen en peligro a las plantas de sandia. El desarrollo de la enfermedad se
manifiesta mas rapido cuando hay un ataque de nematodos, debido a que las plantas presentan
heridas en el tallo o en la raiz, favoreciendo la entrada del hongo a las partes internas del tejido,

incrementando la severidad de los sintomas (Varon ef al., 2014). El hongo puede mantenerse de
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forma latente tanto en la parte externa como interna de la semilla de sandia, presentando sintomas
hasta el momento de la germinacion. En plantas jovenes que desarrollan sus primeras hojas
verdaderas, regularmente una de las caracteristicas que se diferencia de las demas plantas sanas
es un retraso en el crecimiento, evitando el desarrollo de la floracién y por tanto que los frutos se
desarrollen (Boughalleb y Mahjoub, 2006; Kleczewski y Egel, 2011). Los sintomas inicialmente
se presentan como una clorosis o amarillamiento foliar en algunas hojas de la planta y a medida
que la enfermedad progresa, el amarillamiento se observa de forma gradual en la mayor parte del
follaje (Acosta y E.A., 2019). En la situacion de que el hongo presente mayor virulencia, se
observa que el tejido vascular de la base del tallo presenta grietas con coloracion castafio oscuro,
extendiéndose hasta los extremos apicales de la planta, se observa la coloracion parda en la parte
interna del tallo caracteristico de la enfermedad de FO, por lo que es utilizado para su
identificacion como se muestra en la Figura 4 (Jones y Jiménez, 2001). En las plantas adultas,
causa el bloqueo de los vasos del xilema causando el adelgazamiento como la necrosis en la parte
unilateral del tallo por lo que, a medida que avanza la enfermedad, el marchitamiento se vuelve

permanente y las plantas pueden morir (Ortega et al., 2015).

Figura 4. Lesiones en el sistema vascular de las plantas de sandia; decoloracion y pudricion de
haces vasculares, tipicas de sintomas de dafios por FON (Fernandez-Herrrera ef al., 2021).

Hasta la fecha no se tiene conocimiento de trabajos publicados sobre FON relacionados con la
marchitez en plantas de sandia cultivadas en Sonora, México, sin embargo, con frecuencia se

menciona que las enfermedades de las plantas de sandias, producidas en las zonas de la Costa de
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Hermosillo y el Valle Guaymas-Empalme, se deben al ataque de FO (comunicacion personal con
técnicos de campo). Al diagnosticar al patdogeno, generalmente se basan en los sintomas del
cultivo y en el mejor de los casos, en la morfologia de las colonias, asi como la observacion de
las estructuras reproductivas. Estos andlisis requieren de un gran conocimiento taxonomico de
Fusarium spp. Ademas, la identificacion del patégeno con microscopia es ineficaz y no es un
método adecuado para detectar al patégeno en tejidos de plantas infectadas, no es posible
determinar la forma especial (f. sp.) sin el previo uso de una prueba de patogenicidad utilizando
los postulados de koch el cual consiste: 1) Todas las plantas que presenten los sintomas de la
enfermedad contiene al patdogeno y todas las plantas donde esté presente el patdgeno muestra
sintomas de la enfermedad 2) El patdégeno debe aislarse en cultivo puro 3) Toda planta inoculada
artificialmente con el patdogeno debe presentar los sintomas propios de la enfermedad 4) El
patogeno debe poder aislarse de las plantas inoculadas artificialmente y coincidir con el patogeno
que hemos inoculado inicialmente (Zhang et al., 2005; Martyn, 2014). La amplificacion de
nucleotidos con reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es eficaz, especifica y su alta
sensibilidad permite una identificacion directa del patogeno en mezclas complejas. El uso de los
conjuntos de cebadores especificos (Fon-1/Fon-2), para la identificacion molecular de FON son
mas confiables (Jurado et al., 2006; Lin et al., 2010). La finalidad del presente estudio, nos lleva
a la correcta identificacion del hongo, siguiendo la metodologia antes mencionada. Los
resultados, nos ayudardn a tener un mejor control fitosanitario, mirandose favorecidos los
agricultores en la produccion de los cultivos de sandia, aportando un volumen significativo, que

se aprecia en beneficio de la economia de nuestro pais.
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3. HIPOTESIS

La identificacion morfologica y moleculares de aislados de suelos donde se cultiva sandia
(Citrullus lanatus), con sintomas de marchitez, confirma la presencia de Fusarium oxysporum f.
sp. niveum, como agente causal de la enfermedad denominada marchitez vascular, distribuida en

zonas de cultivo de la Costa de Hermosillo y el Valle de Guaymas-Empalme, Sonora, México.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Identificar a Fusarium oxysporum f. sp. niveum en suelos de zonas productoras de sandia

(Citrullus lanatus) de la Costa de Hermosillo y el Valle de Guaymas-Empalme, Sonora.

4.2. Objetivo Especificos

- Determinar la distribucion de Fusarium oxysporum f. sp. niveum mediante el aislamiento de
cepas en suelos de la Costa de Hermosillo y el Valle de Guaymas-Empalme.

- Identificar caracteristicas morfologicas y moleculares de aislados obtenidos de suelos
colectados de la Costa de Hermosillo y el Valle de Guaymas-Empalme.

- Evaluar la patogenicidad de la cepa aislada utilizando los postulados de Koch.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Muestreo de Suelos

La colecta de suelos se realizé en campos ubicados en las regiones de la Costa de Hermosillo y el
Valle de Guaymas-Empalme. Regiones en las que los cultivos de sandia (Citrullus lanatus)
presentaron antecedentes de la enfermedad conocida como marchitez vascular. Se realizd un
muestreo durante el periodo de preparacion para la siembra, en el ciclo primavera-verano, del afio
2020. Se colectaron 5 muestras/ha partiendo de las cuatro esquinas del campo seguido de una
muestra del centro (muestreo 5 de oros), cada muestra de aproximadamente 500 g, se tomo a una
profundidad de 20 cm sobre el suelo (Rodriguez et al., 2001). En cada sitio donde se colectd la
muestra de suelo, se tom6 una fotografia como geoposicionador del lugar. Las muestras fueron
colocadas en bolsas ziploc previamente etiquetadas con el nombre del campo y nimero muestras.
Posterior a la colecta, fueron conservadas en una hilera con geles congelados y transportadas al
departamento de Ciencias de los Alimentos del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, A.C. donde se realiz6 un proceso de secado a una temperatura 25 °C durante 5 dias,
en un horno convencional marca yamato, modelo Dx 300 con ello para remover la humedad, al
finalizar, las muestras se tamizaron y se almacenaron a una temperatura de 4°C antes de ser

utilizada, esto para conservar la concentracion del hongo (Villarino ef al., 2021).

5.2. Obtencion de Aislados Fusarium oxysporum (FO)

El aislamiento de FO se realizo partiendo de las muestras suelos previamente colectadas. Se
prepararon submuestras de 10 g de cada una de las cinco muestras de suelo, seguido las muestras
se vertieron en matraces Erlenmeyer de 500 mL, que contenian 90 mL de agua-agar al 0.1%
(solucion madre) y se agitaron durante 5 min. Se realizaron tres diluciones en serie (1:10, 1: 100

y 1: 1000), para poder realizar el recuento de las colonias y obtener la densidad de in6culo por
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muestra de suelo analizada. En tres tubos de ensayo, conteniendo 9 mL de agua-agar al 0.1%, se
agreg6 de cada dilucion correspondiente, ImL de solucion de suelo posterior, se tom6 1 mL de
cada dilucion y se aplicaron en placas Petri con medio cultivo selectivo agar Komada. El medio
de cultivo es selectivo para el género Fusarium spp., debido a que este medio contiene nutrientes
para el desarrollo fungico y reactivos inhibidores como la estreptomicina, que ayuda a suprimir el
desarrollo bacteriano y el pentacloronitrobenceno (PCNB) que inhiben algunos contaminantes
fngicos como Rhizoctonia solani (Komada, 1975). Una vez inoculada cada dilucion de suelo en
el medio, se extiende con ayuda de una varilla de vidrio sobre toda la placa y se incubaron a 27°C
durante 7-10 dias en la oscuridad. Transcurrido el tiempo de incubacion, se examinaron las
colonias emergentes en el medio bajo un microscopio de diseccion para analizar las
caracteristicas y poderlas contar con mayor precision. La densidad de poblacion observada se

expresa como el nimero de unidades formadoras de colonias por gramo (UFC g™) de suelo seco.

5.3. Identificacion Morfologica de Fusarium oxysporum (FO)

Se seleccionaron las colonias que presentaron caracteristicas morfologicas de FO, para ser
transferidas a un medio papa dextrosa (PDA) modificado con estreptomicina. Se incubaron las
colonias a una temperatura de 27 °C durante 7 dias, este medio de cultivo nos permiti6 observar,
la morfologia de forma macroscdpica y el tipo de pigmento (café, rojo, violeta, naranja, purpura,
blanco) que manifiesta la colonia (Tapia y Amaro, 2014). Se utilizé6 un microscopio marca Zeiss,
para la identificacion de cuerpos fructiferos como; macroconidias, microconidias y
clamidosporas. Se diferenciaron las colonias aisladas siguiendo las claves taxondmicas
propuestas por el manual de laboratorio de Fusarium (Leslie y Summerell, 2006). Para las
mediciones (um) de las microconidias, macroconidios como el numero de septas producidas, se
utilizé un lente digital adaptado al microscopio y la instalacion de un software Zeiss zen lite del

afno 2020 esto, para poder observar con mejor claridad la dimensiones y estructura de las esporas.
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5.3.1. Velocidad de Crecimiento en Medio PDA.

La velocidad de crecimiento es otro caricter secundario que es usado con frecuencia para la
caracterizacion de especies del género Fusarium spp. Para la realizacion de estos caracteres, se
usaron cajas Petri con 20 mL de medio de cultivo PDA, al cual se le coloc6 un pequefio cubo de
3 mm? de agar con micelio de los aislamientos que cumplieron con las caracteristicas de FO, se
colocd en el centro de la caja Petri y se incubd a una temperatura de 27°C durante 7 dias. Por
cada aislamiento se hicieron tres réplicas, realizdndose mediciones cada 24 horas hasta que el
aislamiento cumpliera su maximo desarrollo. El indice de crecimiento micelial (ICM) fue

determinado con la formula propuesta por Oliveira (1991):

me=2pl2 Gy
“N; N, N

=|H

Donde:
IMC= Indice de Crecimiento Micelial
C1,C2,Ch= Crecimiento micelial de los aislamientos en la primera, segunda y n evaluacion.

N1,N2,N,= Numero de dias.

5.3. Preservacion de Aislados en Papel Filtro

Se realizaron cortes de piezas circulares de papel filtro (Whatman No. 1) previamente esterilizado
y se colocaron en el centro de una caja Petri con medio de cultivo PDA. Después se colocaron 6
piezas con una medida de 3 mm? de agar con micelio, provenientes de un cultivo fungico de 7
dias de crecimiento. Las piezas se pusieron con la cara hacia abajo a distancias iguales, a unos
pocos mm de la circunferencia del papel filtro. Se incubd a 27 °C durante 7 dias en la oscuridad.

Una vez el papel filtro se cubrio completamente del micelio del hongo, se desprendio
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cuidadosamente del medio PDA, con ayuda de una pinza previamente esterilizada bajo el
mechero, dentro de una campana de flujo laminar. El papel filtro se colocd dentro de una caja
Petri estéril y se dejo en una incubadora durante 10 dias a 27 °C para su secado. Finalizando su
secado se cortd con tijeras estériles en forma de pequeiias tiras aproximadamente de 1 mm
posterior, se deposité en un tubo de ensayo seco, estéril, etiquetado con nombre y fecha del
aislamiento. Los tubos bien sellados con tapén de rosca, se envolvieron en papel aluminio para
evitar el contacto con la luz y se guardaron en el refrigerador a una temperatura de -10°C para su

conservacion, hasta el momento de su uso (Fong et al., 2000).

5.4. Preparacion de Indculo de Fusarium oxysporum (FO)

Se prepararon soluciones de esporas de los aislados previamente obtenidos, para poder continuar
con las pruebas de patogenicidad. Partiendo de una solucion de 50 mL de agua destilada estéril,
con Tween 20 al 0.1%. La solucion se aplico sobre la superficie del micelio desarrollado del
hongo crecido en PDA seguido, se realiz6 un raspado con un portaobjeto de vidrio de forma
suave para poder remover el micelio y esporas del medio de cultivo. La solucion obtenida del
raspado, se filtr6 sobre una gasa estéril para remover el excedente de micelio y solo tener un
concentrado de esporas. La solucion de esporas se ajusté hasta lograr una concentracion de 1x10°

esporas mL™! (Fernandez et al., 2007; Zhou et al., 2010).

5.5. Inoculacidn de las Plantas.

Para realizar las pruebas de patogenicidad, se utilizaron semillas de sandia de la variedad Sugar
Baby proporcionada por la empresa KristenSeed, debido a que muestran un 100% de
susceptibilidad al patogeno FON (Wechter et al., 2012). Se utilizaron 200 semillas que fueron
previamente lavadas con agua destilada hasta, remover el fungicida (Thiram) que recubre a las

semillas (Liu et al., 1994). Se inici6 el proceso de germinacioén incubandose durante 3 dias a 27
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°C, después, las semillas germinadas se sembraron a maceteros de plastico con sustrato estéril
(peat moss), se sembraron dos semillas por maceta en un analisis de 10 grupos de plantulas por
aislamiento inoculado. Las macetas se colocaron en una camara de crecimiento a una temperatura
de 20-27 °C / 24 h, 80% de humedad y con un fotoperiodo de 16 h de luz y 8h de oscuridad.
Después de la apariciéon de las primeras hojas verdaderas, se extrajeron las plantas de los
maceteros y se lavaron con abundante agua de la llave para remover posible sustrato que haya
quedado en las plantas. Con un bisturi se hicieron pequenas heridas en las raices y en la parte
inferior de los tallos de las plantulas para facilitar la entrada del patdogeno, posteriormente, se
realiz6 la inmersion de las plantas en 10 mL de solucion de esporas (1X10° esporas mL™!) durante
30 min en cada uno de los aislados obtenidos, tomando en cuenta las plantas testigo cual, solo se
le realizaron heridas en la raiz como al tallo y fueron colocadas en agua destilada estéril (Latin y
Snell, 1986). Una vez inoculadas las plantas con el hongo de interés, se trasplantaron nuevamente
a los maceteros con nuevo sustrato estéril y se colocaron nuevamente en la cdmara de
crecimiento. Las plantas de sandia se regaron con agua destilada, se observaron cada dos dias
durante 15 dias debido a que en este tiempo se esperd observar de manera visual, la
manifestacion de los sintomas ocasionadas por FO en las plantas, como clorosis o amarillamiento
en las hojas, defoliacion, enanismo, marchitez y necrosis como el adelgazamiento del tallo
(Gonzélez et al., 2020). Para el re-aislamiento del hongo inoculado se realizaron cortes del tallo
de las plantas inoculadas (cinco trozos de tejido). Primero, los trozos se desinfestaron en una
solucion de cloro (Cl) al 1%, después se lavaron tres veces en agua destilada estéril y se dejaron
secar por 10 min en gasas estéril bajo el mechero. Las piezas de tejido desinfectado se colocaron
en medio PDA adicionado con estreptomicina y se incubaron a 27 °C durante 7 dias. El
crecimiento micelial de FO presente en los tejidos, se recuperd en PDA, y sus caracteristicas
morfologicas fueron comparadas con las de los aislamientos inoculados para completar los

postulados de Koch (Kleczewski y Egel, 2011).

5.5.1. Evaluacion de la Incidencia de 1a Enfermedad en Plantas de Sandia

Para determinar la incidencia de la enfermedad de cada aislamiento, se inicid la cuantificacion de
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plantas de sandias con presencia de marchitez. Esta cuantificacion se realiz6 partiendo de los 15
dias posteriores a la inoculacion de los aislamientos seleccionados. El método de incidencia es la
suma de las plantas que presentan la enfermedad con respecto al total evaluadas por aislamiento
inoculado (Castro et al., 2004). El valor de la incidencia se obtuvo a través de la siguiente

ecuacion:
n
0fy — [ —
la % (N)x1oo

Doénde: Ia (%)= Incidencia de la enfermedad en porcentaje
n= Numero de plantas enfermas por aislamiento experimental

N= Numero total de plantas evaluadas por aislamiento experimental
5.5.2. Grado de Severidad en Plantas de Sandia

Se evaluo el grado de dafio manifestado en las plantas de sandia, mediante el uso de una escala
hedonica (Estrada, 1989). Los criterios utilizados en la evaluacion de la enfermedad fueron: el
numero total de plantas infectadas (después de la inoculacion) y el grado de la lesion presente en
las hojas como en el tallo. Los datos de severidad en este ensayo y en todos los realizados en este

estudio, se convirtieron a porcentaje siguiendo la metodologia de Towsend y Heuberguer (1943).

Cuadro 2. Escala de severidad usada para evaluar el dafio causado por FO en plantas de sandia
(Estrada, 1989).

CLASE INTENSIDAD DE LA ENFERMEDAD

Sin sintomas visibles a la enfermedad

Hojas amarillas

Marchitez, hojas amarilla en el hipocotilo

Hojas amarillas, marchitez y disminucion en el crecimiento de la planta

Hojas amarillas, marchitez, defoliacion, lesiones necréticas y adelgazamiento del tallo
Muerte de la planta

N A RN=D
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5.6. Identificacion Molecular de Fusarium oxysporum f. sp. niveum

Se realiz6 la extraccion de ADN gendmico, de los aislamientos de hongos seleccionados como
FO, en base a las pruebas morfologicas y los resultados positivos de las pruebas de
patogenicidad. Partiendo de 100 mg de micelio fresco cual, se obtuvo de un previo raspado de un
medio PDA con FO desarrollado de 7 dias. Se colecté en un microtubo eppendorf de 1.5 mL para
posterior, seguir la metodologia de extraccion de ADN utilizando el kit Norgen Biotek Corp
(Kumar y Mugunthan, 2018). Se adicionaron 500 pL de Buffer lisis a 100 mg de micelio fresco
seguido, se realizd una molienda con una varilla azul estéril, para poder romper la pared celular
del hongo. Después, se agregé 1 uL de RNAsa para incubarse a una temperatura de 65 °C por 10
min, seguido se agregaron 100 pL de Buffer binding y se homogeneizo. Se incubd la muestra en
hielo por 5 min luego, se ensamblo la columna F (anillo blanco) al microtubo y se pipeteo el
lisado a la columna para centrifugar a 14,000 rpm por 2 min. Se midid el volumen de la muestra
centrifugada y se agregd el mismo volumen de etanol al 70 % para luego colocar la muestra en
una nueva columna F (anillo gris) para centrifugar a 1,000 rpm por 1 min. Se descarto el filtrado
y se realizd un lavado de la columna, adicionando 500 pL de solucion WN seguido, se centrifugo
a 10,000 rpm por 1 min, se descart6 el filtro y se adicionaron 500 pL de wash solution A (repetir
este lavado dos veces) y centrifugar por ultima vez a 14,000 rpm por 2 min. En la dilucién de
ADN se ensambla la columna en un tubo de elucion de 1.7 mL y se agregd 100 uLL de Buffer de
elucion B seguido, se incub6 a 25 °C por 1 min para después centrifugar la muestra a 10,000 rpm
por 1 min. Finalizando la muestra de ADN se coloc6 en un microtubo eppendorf de 1.5 mL y se
conservo a una temperatura de -20 °C, hasta el momento de su procesamiento. Una vez obtenido
el ADN del hongo se realizara la técnica reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada, el
cual incluy6 dos rondas de amplificacion, en la primera ronda se utilizaron los cebadores
universales ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') para la identificacion de FO (Panabieres ef al. 1989; White
et al.,1990; Li y Hartman 2003; Zhang et al. 2005). Para la segunda ronda se utilizaron
oligonucleotidos especificos para FON, los primer Fon-1 (5'-
CGATTAGCGAAGACATTCACAAGACT-3") y Fon-2 (5'-
ACGGTCAAGAAGATGCAGGGTAAAGGT -37), amplifican un fragmento de 174 pb (Lin et
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al., 2010). El PCR anidado se realiz6 partiendo de un volumen de reaccion de 25 pL: 5 pL de
Buffer, 2.5 uLL. de MgClo, 0.5 pL de dNTP, 1 de primer ITS1 (10 uM), 1 pL de primer ITS4 (10
uM), 0.125 uL de DNA polimerasa, 1 pL de ADN (50 a 100 ng/uL) y 13.875 uL de H>O. La
amplificacion se realizo en un termociclador convencional marca MJ Research modelo PTC-200.
Para la primera ronda (ITS1/ITS4) se programo para un ciclo de: 1) 94 °C por 5 min, 2) 94 °C por
30, 3) 58 °C por 30's, 4) 72 °C por 1 min, 5) ir al paso 2, 29 tiempos, 6) 72 °C por 10 miny 7) 4
°C para finalizar. Para la segunda ronda (Fon-1 / Fon-2) programado para un ciclo de: 1) 94 °C
por 5 min, 2) 94 °C por 30 s, 3) 54 °C por 30 s, 4) 72 °C por 1 min, 5) ir al paso 2, 29 tiempos, 6)
72 °C por 10 min y 7) 4 °C para finalizar. Los productos amplificados de PCR anidado, se
examinaron mediante una electroforesis con gel de agarosa al 1% (p / v), un marcador de peso
molecular de 100 a 1000 pares de bases (pb) y 4 mL de un marcador fluorescente (GelRed) para
su foto documentacion. Los fragmentos amplificados que se obtuvieron en el PCR de la segunda
ronda (Fon-1/Fon-2), se enviaron a secuenciar a un laboratorio de referencia (Macrogen's
sequencing service), posterior las secuencias se analizaron en el programa BLAST y se

compararon con las secuencias reportadas en el banco de genes (GeneBank).

5.7. Analisis Estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado y se empled un analisis de varianza de una via
(ANOVA) después de comprobar su normalidad con la prueba de D'Agostino Skewness. Las
comparaciones de medias se realizaron con la prueba de Fisher con un nivel de significancia de P
< 0.05. Todos los datos se analizaron utilizando el software estadistico NCSS 2021 (Kaysville,

UT, EE.UU).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Muestra de Suelo

Se colectaron 5 muestras de suelos de 500 g previo a la siembra en dos campos agricolas: uno
ubicado en la Costa de Hermosillo y otro en el Valle de Guaymas-Empalme; donde las plantas
presentaban antecedentes de marchitez. Para el muestreo, se realizd una abertura al plastico que
recubre el suelo, con una pala se retird la capa superficial (aprox. 5-10) y a una profundidad de 20
cm se tomo 500 g de suelo para cada una de las muestras. Las muestras colectadas fueron
previamente etiquetadas y se tomaron fotografias como referencia en los cinco lugares donde se
colectaron las muestras de suelo, mediante el uso de una aplicacion telefonica llamada GPSMap
camara, como se puede apreciar en la Figura 5. En la Cuadro 3 se muestran las coordenadas y

numero de muestras colectadas por municipio.

Figura 5. Fotografia capturada mediante el uso de la aplicacion telefonica GPS Map Camera.
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Cuadro 3. Georeferenciacion de muestras colectadas en la Costa de Hermosillo y Valle
Guaymas-Empalme.

Localidad Latitud Longitud Muestra (#)  Peso(g)  LPpode
muestra
28.8829 -111.3107 1 500 Suelo
Costa de Hermosillo  28.8829 -111.3105 2 500 Suelo
28.8830 -111.3106 3 500 Suelo
28.8830 -111.3106 4 500 Suelo
28.8831 -111.3107 5 500 Suelo
28.1437 -110.6692 1 500 Suelo
Valle de Guaymas-  28.1643 -110.6685 2 500 Suelo
Empalme 28.1577 -110.6889 3 500 Suelo
28.1431 -110.6665 4 500 Suelo
28.0118 -110.6301 5 500 Suelo

6.2. Aislados Obtenidos de Fusarium oxysporum

Las colonias fungicas desarrolladas en medio Komada, a partir del suelo colectado de la Costa de
Hermosillo y del Valle de Guaymas-Empalme, fue favorecido mediante el uso de este medio de
cultivo semi-selectivo para Fusarium spp., debido a que en los resultados, se pudo observar en las
primeras diluciones (1/10) de las 10 muestras de suelos analizadas, el desarrollo de abundantes y
pequefias colonias con estructura y coloraciones diferentes como se puede observar en la Figura
6, mientras que en las diluciones (1/100, 1/1000) no se observo crecimiento fingico.
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Muestra de

suelo Costa de Hermosillo Valle de Guaymas-Empalme

Figura 6. Vista general de crecimiento de colonias fungicas de la primera dilucién (1/10) de suelo
en medio de cultivo agar Komada.
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De los diferentes crecimientos fungicos obtenidos en medio Komada, se observé el desarrollo de
algunas colonias que presentaron el halo bien definido, micelio compacto (abundantes hifas
aéreas) y una coloracion blanca; que al observarlas al microscopico presentaban fidlides largas,
las cuales son caracteristicas de Fusarium solani (FS) (Figura 7-a). Por el contrario, otras
colonias desarrollaron un halo de forma irregular, micelio menos compacto (pocas hifas aéreas) y
de color rosadas; que al observarlas al microscopio presentan fidlides cortas, caracteristico de
Fusarium oxysporum (FO) (Figura 7-b). Lo anterior coincide con lo reportado por Leslie y
Summerell (2006), quienes sefialan que Fusarium oxysporum se diferencia de Fusarium solani
por el tamafio de las fidlides; largas para FS y cortas para FO. Adicionalmente, Nishimura (2007)
menciona que las colonias de FO presentan pigmentos de color violeta o rosado en el medio de
cultivo agar Komada, mirandose a la vez necesario una previa identificacion de forma visual

como a nivel microscopico, para poder diferenciar entre FS y FO.

Figura 7. Diferencia entre las colonias de Fusarium solani y Fusarium oxysporum. a) colonia con
halo bien definido (abundantes hifas aéreas) b) colonias con halo irregulares y escasos (pocas
hifas aéreas).

La severidad de la marchitez por FO, se ve afectada debido a la densidad del indculo que se
encuentra presente en el suelo, asi como también por el nivel de virulencia del patdégeno. En el
presente estudio se observd el crecimiento de colonias fungicas solo en la primera dilucion
(1/10), de cada una de las muestras analizadas de los dos campos muestreados. La densidad de

in6culo en los lotes de suelo previamente colectado mostrd una diferencia en cargas de indculo,
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presentando una variacion de 50 a 490 UFC g!' de suelo seco (Cuadro 4). Se observd mayor
concentracion de FO en las muestras de suelo del Valle de Guaymas-Empalme con una carga
méxima de 490 UFC g y una minima de 50 UFC g!, a diferencia de la region de la Costa de
Hermosillo, con una carga maxima de 270 UFC g y una minima de 70 UFC g!. Resultados
similares a los nuestros fueron reportados por Boughalleb y El Mahjoub (2006) en campos de
sandia en Africa, presentando una concentracién de FO entre 0 a 200 UFC g™ de suelo seco.
Estos autores indican que en suelos con una densidad de inéculo entre 99 a 200 UFC g de suelo
seco, la incidencia de la enfermedad por FO oscila entre 54 y 67%. Por otra parte, Netzer (1976)
realiz6 un estudio de la densidad de indculo de FON en un campo de sandia (var. Sugar Baby) en
Israel, reportando una concentracion entre 400 y 1400 UFC g™ de suelo seco. Este mismo autor
indica que atn con 400 UFC g de suelo seco, la incidencia y la severidad de la enfermedad
oscila entre el 95 y el 100% de las plantas de sandia. Estos estudios resaltan la importancia de
conocer y estudiar la densidad de indculo presente en los diferentes campos agricolas donde se
cultiva la sandia. Con base en lo anterior, se puede considerar que en nuestro estudio las
densidades de in6culo en los suelos de los campos de la Costa de Hermosillo presentan una
concentracion baja, mientras que los campos del Valle de Guaymas-Empalme son medianas; lo
que puede estar estrechamente relacionado con la incidencia y la severidad de la enfermedad en

las plantas de sandia de los diferentes sectores analizados.

Cuadro 4. Densidad de indculo de las 10 muestras de suelo colectadas de los 2 campos de cultivo de
sandia evaluados durante el afio 2020.

Localidad Muestra de suelo (#) Densidad de inéculo (UFC g)

1 250

2 280

Costa de Hermosillo 3 70
4 270

5 110

1 163

2 490

Valle de Guaymas-Empalme 3 50
4 350

5 260
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Las colonias que presentaron mayor similitud a FO se seleccionaron de forma arbitraria; 16
colonias que cumplieron con las caracteristicas morfologicas del hongo. Se realizaron una serie
de aislamientos en medios de cultivo PDA adicionado con estreptomicina, para observar su
maximo desarrollo durante un periodo de 7 dias a 27 °C; los aislamientos variaron en su
pigmentacion. Las colonias presentaron generalmente, una coloracién azul opaca no muy
pronunciada en el centro de la colonia, se mostrd crecimiento de micelios con aspecto algodonoso
envejecido (Cuadro 5). Al respecto, Ansari y Butt (2011) mencionan que esta causa (colonia
envejecida) se pueden deber a la degeneracion de las colonias, lo cual es una de las caracteristicas
mas comunes en la mayoria de los hongos en cultivos con medios artificiales, o comunmente a
través de realizar subcultivos sucesivos repetidos. De igual manera, Chang y col. (2020)
mencionan que los factores de resiembra pueden ocasionar cambios como la degeneracion
fenotipica y la atenuacion de la virulencia. Por lo anterior, es posible que alguno de los
aislamientos obtenidos en el presente estudio hayan desarrollado un crecimiento anormal, debido
al tiempo de almacenamiento y resiembra frecuentes en medios de cultivo artificiales durante su

manejo.

Cuadro 5. Aislados con caracteristicas morfologicas de Fusarium oxysporum (Leslie y Summerell, 2006)

Localidad Muestra Aislado Imagen

Hermosillo,
muestra numero
dos, dilucién uno
(HM2D1)

A3

Costa de Hermosillo

Hermosillo,
muestra numero
dos, dilucién uno
(HM2D1)

A4
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Hermosillo,
muestra nimero
dos, dilucién uno

(HM2D1)

Hermosillo,
muestra nimero
dos, dilucién uno

(HM2D1)

Hermosillo,
muestra nimero
cuatro, dilucion uno
(HM4D1)

Hermosillo,
muestra nimero
dos, dilucion dos

(HM2D2)

Hermosillo,
muestra naimero
dos, dilucion dos

(HM2D2)

Hermosillo,
muestra nimero
cuatro, dilucion uno
(HM4D1)

AS

Ab

Ab

A7

A8

All
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Valle
Guaymas/Empalme

Empalme, muestra
numero dos,
dilucién uno

(EM2D1)

Empalme, muestra
numero dos,
dilucién uno

(EM2D1)

Empalme, muestra
numero cuatro,
dilucién uno
(EM4D1)

Empalme, muestra
namero cinco,
dilucién uno
(EM5D1)

Empalme, muestra
namero cinco,
dilucién uno
(EM5D1)

Empalme, muestra
numero seis,
dilucién uno

(EM5D1)

A2

A4

A8

All

Al2

Al5
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Empalme, muestra
numero dos,
dilucién uno

(EM2D1)

Al8

Empalme, muestra
namero dos,
dilucién uno

(EM2D1)

Al9

6.3. Pruebas de Patogenicidad

Al iniciar los postulados de Koch, todas las plantas fueron retiradas de sus macetas y se pusieron
en un contenedor de vidrio que contenia agua destilada, para mantener a las plantas hidratadas
(Figura 8-a). Posterior se realizaron pequefias heridas en las raices y el tallo de las plantas con un
bisturi estéril (Figura 8-b). Se prepard una suspension de esporas de 50 mL ajustado a una
concentracion de 1x10°® esporas mL™! de cada uno de los aislamientos previamente seleccionados
para inocularlas a las plantas. Se utilizé el método por inmersion, colocando dos plantas en tubo
de vidrio con 10 mL de suspension de esporas durante 30 min (Figura 8-c). Inicialmente las
plantas de sandia presentaron entristecimiento de las hojas y flacidez en el tallo, debido a su
extraccion de las macetas y heridas que se le realizaron, sufriendo un proceso de estrés
restableciéndose posterior a su trasplante (Figura 8-d). La manifestacion de los sintoma
previamente mencionados, puede deberse al cierre de estomas en una respuesta rdpida y bien
estudiada de las hojas al presentar un estrés hidrico, este mecanismo fisiologico se utiliza para
prevenir la pérdida excesiva de agua al disminuir la tasa de transpiracion segun el estudio

realizado por Else y col. (2001).
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Figura 7. Plantas de sandia (var. Sgr Baby) infectadas con FO. a) plantas de sandia en

recipiente con agua destilada, b) herida en tallo y raices con bisturi, ¢) tubos con 10 mL de
suspension de 1x10° esporas mL™!, d) plantas inoculadas y restablecidas en maceteros.

6.3.1. Evaluacion de Sintomas en Plantas de Sandia infectadas con Aislados de Suelos.

Se realizo diariamente el analisis de los sintomas, en los grupos de diez plantas de sandia por
aislamiento inoculado (Figura 9-a). Se consideraron sintomas por efecto del hongo aquellos que
se presentaron sintomas en un tiempo de 2 a 3 semanas posterior a la inoculacion del hongo a las
plantulas. El grupo de plantas testigo (sin infestar) crecieron normalmente hasta el momento de la
floracidon, no presentaron sintomas a la enfermedad cual se esperaba, ya que solo fueron regadas
con agua destilada (Figura 9-b). Algunas plantas de sandia que presentaban in6culo de hongo, se
observo a inicios de la segunda semana sintomas de clorosis en las hojas y una diferencia en el
crecimiento (Figura 9-c). En la tercera y cuarta semana, se observo la marchitez parcial en las
hojas, defoliacion y el adelgazamiento del tallo (figura 9-d). Algunas plantas manifestaron
sintomas mas severos en el transcurso de la primera semana como el cambio de color marrén
oscuro en la medula del tallo con grietas de 2 a 5 cm (Figura 9-¢), marchitez, disminucion en su
crecimiento y necrosis en las partes laterales del tallo como en hojas (Figura 9-f). Resultados
similares reportados por Elmer y col. (2018), mencionan que la manifestacion de sintomas en
plantas de sandia como: retraso del crecimiento, clorosis en hojas y defoliacion, pueden
ocurrieron en un periodo de 2 a 4 semanas posterior a la inoculacion del patdégeno. De igual
forma, Kleczewski y Egel, (2011) mencionan que los sintomas pueden variar en funcion a las
razas, ya que las plantas de sandia que presentan una enfermedad severa pueden morir en un

periodo menor a los 10 dias.
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Figura 8. Evolucion de sintomas en plantas de sandia variedad Sugar Baby. a) 2 plantas de sandia
por maceta, en un estudio de 10 plantas por aislamiento, b) plantas testigo asintomaticas, c)
clorosis en hojas y enanismo, e) defoliacion y adelgazamiento del tallo, e) herida en tallode 2 a 5
cm, f) necrosis y adelgazamiento del tallo en plantas de sandia.

6.3.2. Incidencia de Marchitez Vascular en Plantas de Sandia Inoculadas con Aislados de

Suelo

Los grupos de plantas de sandia que fueron infectadas con el hongo, presentaron una diferencia
significativa (p < 0.05) con las plantas que no manifestaron sintomas, aprecidandose de forma
clara en un periodo de 15 dias posterior de la inoculaciéon del hongo. La incidencia de la
enfermedad en las plantas de sandias correspondiente a los aislamientos de la Costa de
Hermosillo y del Valle de Guaymas-Empalme mostraron una variacion del 20% al 100% (Figura
10). En los resultados podemos observar tres aislado de la costa de Hermosillo (HM2D1 A5,
HM2D1 A6, HM4D1 A6) y cinco aislados del Valle de Guaymas-Empalme (EM4D1 AS,
EMS5D1A12, EM5D1 Al5, EM2D1 A18 y EM2D1 A19) que presentaron una incidencia de la
enfermedad (>50%) representativa en plantas de sandia. Los aislamientos EM4D1 A6, EM4D1
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A8, EM5D1 A15 y EM2D1 A19 mostraron los valores de incidencia mas altos (>90%), con un
diferencia significativa (p < 0.05) respecto a los aislamientos; HM2D1 A3, HM2D1 A4, HM2D1
A7, HM2D2 A8, HM4DI1 All correspondientes a los suelos colectados de la Costa de
Hermosillo y los aislamientos; EM2D1 A2, EM2D1 A4, EM5DI1 All a los suelos del valle de
Guaymas-Empalme, manifestando una incidencia <30% no representativa en las plantas
analizada, descartdndose al momento de continuar con el estudio. Los aislamientos HM2D1 A3y
EM2D1 A2 no mostraron una diferencia significativa en relacion al control, considerando a las
plantas como resistentes al patdgeno por lo que también se descartaron. Por otra parte, Zhou y col
(2010) mencionan que al inocular a FON en plantas de sandia var. Sugar baby, presentan una alta
incidencia de marchitez (>67%), mientras que estudios realizados por kurt y col (2008) en plantas
de sandia (Crimson Sweet, Crimson Tide, Crisby y 'Emperor) inoculadas con FON, reportaron
una incidencia media (46%). Estas diferencias en la manifestacion de sintomas pueden verse
afectados por multiples factores como: la concentracion del indculo, la edad de las plantas
inoculadas, las condiciones ambientales, el método de inoculacion y el genotipo de la planta

expuesto al patogeno.
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Figura 9. Incidencia de la enfermedad (%) en plantas de sandia, bajo el efecto de los aislamientos
empleados en el estudio. Los datos graficados representan la media + desviacion estandar (n= 3).
Letras distintas entre barras indican diferencias presentes entre los aislamientos (P < 0.05).
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6.3.3. Severidad de la Marchitez Vascular en Plantas de Sandia Provocada por Aislados

Obtenidos de Suelos.

Los aislamientos; HM2D1 A5, HM2D1 A6, HM4D1 A6, EM4D1 A8, EM5D1A12, EM5D1
Al5, EM2D1 Al18 y EM2DI1 A19, causaron una severidad mayor al 50% de las plantas de
sandia, manifestando sintomas como: marchitez, clorosis en hojas, defoliacion, enanismo y
necrosis en el tallo. Los aislados EM4D1 A8, EM5D1 A15 y EM2D1 A19 se consideran como
los mas agresivos (>90%), manifestando en las plantas sintomas como; defoliacion, marchitez,
adelgazamiento del tallo y necrosis, llevando a la planta hasta la muerte en un periodo menor a
los 10 dias. Los aislamientos HM2D1 AS, HM2D1 A6, HM4D1 A6, EM5D1A12 y EM2D1 A18
presentaron una severidad moderada (50-80%) en un periodo de 2 a 3 semanas, presentando
sintomas como: clorosis en las hojas, defoliacién, enanismo y marchitez. Los aislamientos
HM2D1 A4, HM2D1 A7, HM2D2 A8, HM4D1 All, EM2D1 A4 y EM5D1 A1l manifestaron
severidad débil (<30%) en las plantas analizadas; sintomas como clorosis en las hojas de los
hipocoétilo. Los aislamientos HM2D1 A3 y EM2D1 A2 no manifestaron sintomas durante las 4
semanas analizadas por lo que se descartaron del estudio. Asimismo, Fulton y col (2021)
agruparon a FON en cuatro grupos de agresividad segtn el indice de gravedad de la enfermedad;
no agresivo, débil, moderado y grave, que corresponde a 0%, 1-32%, 33—-67% y 68-100% en
todas las plantas examinadas, respectivamente. Previo resultado menciona que FON presenta
diferentes niveles de agresividad, debido a las diferentes subespecies dentro de la misma forma
especial de FON. Con estos resultados podemos concluir que la severidad del patéogeno es
diversa, posiblemente por factores como: la carga de indculo presente en suelos donde se cultiva
la sandia y el nivel de virulencia que presenta FON en las regiones de la Costa de Hermosillo y el

Valle de Guaymas-Empalme.
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Figura 10. Porcentaje de severidad de la enfermedad (%) en plantas de sandia, bajo el efecto de

los aislamientos empleados en el estudio. Los datos graficados representan la media + desviacion
estandar (n= 3). Letras distintas entre barras indican diferencias entre los aislamientos (P < 0.05).

6.3.4. Re-aislamiento de Tejido de la Planta de Sandia Infectadas con Aislados Obtenidos de

Suelos.

Las plantas inoculadas que manifestaron una incidencia y una severidad mayor al 50% de la
enfermedad, se retiraron de sus macetas y se lavaron con agua destilada para retirar posible
sustrato (peat moss) que pueda contener el tallo sobre su superficie (Figura 12-a). Se realizaron
dos cortes al tallo de forma vertical en la parte inferior del hipocotilo dividiendo el tallo en dos
partes iguales, observar en las plantas enfermas, necrosis en la parte interna del tejido y dafio en
los haces vasculares caracteristico de FO, a diferencia del tejido testigo el cual se observaron
totalmente sanos (Figura 12-b). Los tejidos se fraccionaron en partes de 0.5 mm aproximado y
posteriormente se realiz6é una limpieza del tejido en cuatro secciones; el primer lavado fue con
cloro al 0.1% por un minuto, seguido de tres lavados con agua destilada estéril de 1 minuto cada
uno. Este proceso sirvio de utilidad para eliminar cualquier microorganismo o contaminante que

pueda encontrarse en la epidermis de la planta pudiendo contaminar el medio de cultivo o bien
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inhibir el desarrollo de hongo de interés (Figura 12-c). Posterior al lavado, las muestras de tejido
se colocaron en una gasa estéril, bajo un mechero durante 30 min esto, para que la gasa pueda
absorber el exceso de humedad que pueda contener el tejido. Al finalizar los tejidos fueron

cultivados en medio PDA y se incubaron a 27 °C durante 7 dias.
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Figura 11. Re-aislamiento a partir de plantas de sandia inoculadas. a) corte de 3 cm en la parte
inferior del hipocétilo, b) diferencia del tejido enfermo y tejido de plantas sanas, c) lavado y
secado del tejido.

Se incubaron los tejidos de las plantas testigos y los tejidos de las plantas que fueron inoculadas
con los 8 aislamientos (HM2D1 A5, HM2D1 A6, HM4D1 A6, EM4D1 A8, EM5DI1A12,
EMS5D1 Al5, EM2D1 A18 y EM2D1 A19), se colocaron en medio de cultivo PDA a 27 °C
durante 7 dias. Al tercer dia de incubacion, se aprecid el crecimiento de pequefios filamentos
sobre el tallo, manifestando una pigmentacion color blanca, caracteristico del hongo que
habiamos aislado la primera vez, mientras que las plantas testigo no presentaron desarrollo de
ningun tipo de contaminante (Figura 13). Los estudios fueron realizados con éxito completando

asi los postulados de Koch.
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Figura 12. Aislamiento de tallos de planta de sandia sanas e infectadas con el hongo en medio
PDA. *= tejido con desarrollo de hongo Y= tejido testigo sin desarrollo de hongo.

6.5. Analisis Morfolodgico de los Aislamientos Obtenidos de Suelo

Los parametros morfoldgicos que se evaluaron fueron: el color de las colonias, la tasa de
crecimiento por dia y la caracterizacion de esporas en medio de cultivo PDA. Las colonias
presentaron crecimiento de forma circular, el didmetro de las colonias al cumplir los 7 dias de
incubacion fue diferente manifestando una variacion de 63 a 73 mm de diametro, con un
promedio 66.75 mm. La velocidad de crecimiento radial varié de 8.39 a 9.09 mm/dia, con un
promedio de 8.65 mm/dia (Cuadro 6). La velocidad de crecimiento radial guarda relacion con los
resultados obtenidos por Clavijo (2014), analizando aislamientos de Fusarium spp. procedentes
de plantas del género Capsicum, presentaron un rapido crecimiento en medio PDA, con una
velocidad de crecimiento radial de 5.55 a 12.85 mm/dia. Estos datos nos indican que los aislados
del fitopatogeno al presentar una alta velocidad de crecimiento permiten una mayor y eficaz
colonizacion de los suelos, llegando a producir pérdidas mayores en plantas de sandia cultivadas
como se evidencio en la zona del Valle de Guaymas-Empalme, siendo congruentes con los dafios

reportados donde se realizaron los muestreos.
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Cuadro 6. Crecimiento de Fusarium oxysporum en medio de cultivo PDA: datos colectados diariamente y
a los siete dias en milimetros.

Aislamiento 7° dia (mm)* Por dia (mm)*
HM2D1 A5 70 8.64
HM2D1 A6 66 8.74
HM4D1 A6 63 8.86
HM4D1 A8 65 8.49
EMS5DI1 Al12 65 8.59
EMSDI1 Al5 65 8.43
EM2D1 A18 67 8.39
EM2D1 A19 73 9.09
Promedio 66.75 8.65

*= Los valores representan la media (n=3) de cada uno de los aislamientos.

El crecimiento micelial en medio PDA inicialmente produjo micelio velloso de color blanco
algodonoso, al paso de la primera semana de la incubacién se manifestdé una coloracion en su
centro, a un color purpura o violeta. En la parte inferior o reverso de la placa, se observo el
crecimiento inicialmente blanco y al pasar de los dias la coloracion del centro cambio a café o
negro como también, la formacion de anillos conforme el hongo se desarrollaba (Figura 14).
Ademas, estos resultados coinciden con los estudios realizados por Villanueva y col. (2013) y los
de Retana y col. (2018), quienes mencionan que en medios de cultivos sintéticos como PDA, FO
pueden presentar pigmentacion, violeta, rosado, rojo carmin, rojo vino e incluso azul, esta
pigmentacion se relaciona con la difusion en el medio de cultivo a partir del micelio y puede

variar el cambio de pigmento producido dependiendo del desarrollo del hongo.
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Figura 13. Crecimiento de Fusarium oxysporum en medio PDA al séptimo dia. a) parte superior:
crecimiento anverso micelial, b) parte inferior: crecimiento en el reverso en medio PDA.

Los aislamientos fueron analizados microscOpicamente para poder observar los cuerpos
fructiferos como: macroconidias, microconidias, clamidosporas y la produccion de fialides. Los 8
aislamientos, presentaron crecimiento de abundantes microconidias aceptadas, algunos
soportados por monofialides cortas, la mayoria presentaron forma ovalada, mientras que algunas
presentan formas reniformes (Figura 15-a). Se observaron macroconidias largas, en forma de

media luna, moderadamente curvadas y con septas transversales (3 a 4) (Figura 15-b). Se aprecio
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el desarrollo escasas clamidosporas con estructura de pared gruesa, en posiciones terminales o
intercalares en la pared (Figura 15-c). La presencia de fidlides cortas intercaladas entre las
paredes de las hifas es una de las estructuras representativas de FO que se diferencia a las demas
especies del género (Figura 15-d). De igual manera, Leslie y Summerell (2006) describen de
forma clara a las esporas de FO para diferenciarlas de otras especies ya que, muchos
investigadores confunden a FS con FO. Otra diferencia a la mencionada anteriormente es que los
microconidios de FS tienden a ser mas anchos, ovales y con paredes mas gruesas que los
microconidios de FO. Ademas, FS presenta microconidios con hasta dos septos, mientras que los

de FS generalmente son sin septos.

o /' &I".ﬂu

Figura 14. Produccion de esporas y cuerpos fructiferos de F uSarium_ows.poruni. zi) Microconidia
aceptado b) Macroconidia con 4 septas c¢) Clamidosporas de pared gruesa intercalada en las
paredes de las fialides d) Fialides cortas.

Se analizaron las dimensiones de las esporas, tomando en cuenta las microconidias y las

macroconidias. La medicion (Longitud x Anchura) de los microconidios oscil6 entre 2.27 x 0.67
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a 5.51 x 1.49 pum con un tamafno promedio de 3.82 x 1.03 um. Las macroconidias variaron entre
12.96 x 2.48 a 39.06 x 3.48um, con un tamafio promedio de 22.96 x 2.96 um (Cuadro 7). Estudio
similar realizado por Nath y col (2017), argumentan que la medicion de las microconidias y
macroconidias de FO presentaron variaciones respecto a los tamafios; se observo que la longitud
de las microconidias presenta una oscilacion de 1.00 a 4.00 um y que las macroconidias
presentan una oscilacion de 9.00 a 26.00 pm con un nimero de septas que oscila de 1 a 5. Las
diferencias obtenidas de este estudio podrian atribuirse a su composicion genética. Asi mismo,
Din y col (2020) mencionan que las medidas de las microconidias oscilan de 3.8 x 2.9 a 15.7 x
4.9 um, las macroconidias de 14.8 x 2.4 a 38.5 x 5.7 um y el nimero de septas fue de 1 a 4.
Refiriéndose esta variacion de tamafios, al tiempo del desarrollo de la colonia asi como el tipo de
medio sintético que se utilice. Por lo anterior, estos resultados, hacen una inferencia a los
nuestros ya que las mediciones coinciden con las estructuras morfoldgicas (macro y

microconidias) de FO, asi como en la produccion de anillo concéntrico color violeta o morado.

Cuadro 7. Medicion (Largo x Ancho) de microconidias, macroconidias y numero de septas.

Macroconidias (um) Microconidias (um)

Alslamiento Largo* Ancho* Septa Largo* Ancho*

HM2D1 A5 15.26+1.8% 3.48+0.40* 3+1 2.72+0.43% 1£0.11°

HM2D1 A6 39.06+0.58¢ 2.80+0.43* 3+1 2.27+0.38% 0.84+0.11%
HM4D1 A6 26.36+3.66¢ 2.62+0.36* 3+1 3.48+0.32% 0.67+0.09*
EMA4DI1 A8 20.26+3.48%¢ 2.76+0.36" 3+1 3.95+0.39% 0.90+0.112®
EM5D1 Al12 23.20+3.28" 3.22+0.38* 3+1 3.51+0.15% 0.87+0.13%
EM5DI1 A15 25.70+2.76% 2.80+0.20* 3+1 4.48+0.39° 1.30+£0.19%4
EM2DI1 A18 12.96+1.64* 2.58+0.12* 3+1 5.51+0.87 1.49+0.16%
EM2D1 A19 20.9042.584%¢ 3.48+0.28* 3+1 4.71£0.57% 1.2240.09
Promedio’ 22.96+2.47 2.96+ 0.34 3.82+0.43 1.03 £0.12

x=Los datos representan la media &+ desviacion estdndar (n= 7). Letras diferentes indican
diferencia significativa (p<0.05). y= Promedio de las mediciones de microconidias y

macroconidias.

6.6. Identificacion Molecular de Fusarium oxysporum f. sp. niveum (FON)

Los 8 aislamientos que cumplieron con las caracteristicas morfoldgicas a FO y que presentaron



resultados positivos a las pruebas de patogenicidad en plantas de sandia. Se les realizo la
extraccion de ADN partiendo de muestras de micelio posterior, se ajustd el templado a una
concentracion de 50-100 ng en una mezcla de reaccion de 25ul, y se finalizd realizando la
técnica de PCR anidado primera ronda. Se logrd obtener productos especificos utilizando primers
que se encuentran en las regiones de los espaciadores transcritos internos (ITS1/ITS4), ubicados
entre los genes 18S ADNr, 5.8S ADNr y 28S ADNr. En los resultados de electroforesis, se
observo que los carriles 1-8 (aislamientos obtenidos de suelo) y el carril 10 (control + a FO),
manifestaron una banda fluorescente de aproximadamente 545 pb, mientras que el carril 9
(control -) no mostré ninguna banda, debido a que no se adiciono el templado (ADN) al momento
de realizar el PCR (Figura 16). Estudio realizado por Kim y col (2020), quienes mencionan con el
fin de respaldar la identificacion morfoldégica como molecular del patogeno FO, aislado de la
fresa, demostraron por la técnica de PCR, utilizando el par de cebadores ITS1 e ITS4, la
amplificacion de forma reproducible, de un fragmento de aproximadamente 545 pb con una
homologia del 100% con FO (No. MAFF744009). Esto nos indica que los cebadores utilizados
amplificaron un fragmento que pertenece a FO, ya que al iniciar previamente una busqueda en el
banco de genes (GenBank) del NCBI, se encontr6 un registro de un fragmento de 545 pb con No.

NJLS1301, presentando una identidad del 99.8% a FO.

545 pb

Figura 16. Primers ITS1/ITS4. Carril M, marcador molecular de ADN de 100 a 1000 pb; Carriles
1-8, productos amplificados utilizando ADN 5 pL de una reaccion de PCR de 25 pL. Carril 9 sin
templado (-). Carril 10 muestra con templado de FO (+).
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Para obtener una mayor especificidad en el sistema de deteccion molecular de FON, se utilizaron
los productos de amplificacion de la primera ronda como templado para la segunda ronda de PCR
anidado utilizando los cebadores especificos Fon-1/Fon-2, secuencias que se encuentran dentro
de las regiones de espaciadores internos (ITS1/ITS4). Este conjunto de cebadores especificos fue
capaz de amplificar un fragmento de ADN de 174 pb (Figura 17). Trabajo reportado por Keinath
y col (2020), mencionan los cebadores Fon-1 / Fon-2 pueden ser una alternativa 1til a las pruebas
de patogenicidad con Sugar Baby para identificar aislamientos de FON dentro de una coleccion
de FO. Estos resultados indicaron que los aislados obtenidos de los suelos de la Costa de

Hermosillo y el Valle de Guaymas-Empalme, muy probablemente sea FON.

__174pb

Figura 17. Los cebadores Fon-1/Fon-2 amplificaron fragmentos de 174 pb resultante de la
reaccion de PCR anidada segunda ronda, usando como templado el fragmento de 545 pb de la
primera reaccion de PCR. Carril M, marcador molecular de 100 a 1000 pb; Carriles 1-8,
productos amplificados utilizando 5 pL de fragmento de 545 pb de reaccion previa de reaccion de
PCR.

Los resultados obtenidos por parte del laboratorio de referencia (Macrogen's sequencing service),
se sometid a una busqueda en BLAST para asignar la identidad putativa; designacion de unidades
taxondmicas operativas basadas en medidas de similitud de secuencia e inferencia filogenética.
Luego se aline6 con otras secuencias similares de FON para determinar su posible relacion por su
secuencia genomica. Por esto, se sometid a una busqueda en el banco de genes (GenBank) del
NCBI, el cual se encontr6 una variacion en los porcentajes de identidad, con un méanimo de
95.98% y un maximo de 99.21% de identidad que comparte una cobertura de secuencia similar a
FON, confirmando asi la identidad del patogeno (Cuadro 8). En el aislamiento EM2D1 A18 no se
encontro ninguna similitud significativa a FON, debido a que el fragmento de amplificacion no

complica con las concentraciones adecuadas por lo que no se logré secuenciar.
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Cuadro 8. Andlisis de secuencia genémica y nlimero de acceso al GenBank

Aislamiento Direcciéon” P,u l}to Cobertl.lra od ®  Identidad (%) No. de acceso
maximo secuencia (%)

HM2D1 A5 FON 778 97 98.29 KY786126.1

HM2D1 A6 FON 767 99 96.55 KY786126.1

HM4D1 A6 FON 913 97 99.21 EU588397.1

EM4D1 A8 FON 752 99 96.70 MN423183.1
EMS5D1 A12 FON 606 82 95.98 MN423234.1
EMS5DI1 Al15 FON 760 98 97.53 KY786126.1

EM2DI1 A18 No se encontrd ninguna similitud significativa

EM2D1 A19 FON 809 99 98.90 KY786126.1

*= Fusarium oxysporum f. sp. niveum (FON)
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7. CONCLUSION

A partir del aislamiento del patogeno de suelos cultivados con sandia, se logré demostrar
supatogenicidad mediante los postulados de Koch, identificando morfolégica y molecularmente
la presencia de Fusarium oxysporum f.sp. niveum (FON). Con nuestros resultados, se confirma
que la infeccion de FON es favorecida por la presencia de heridas en el tallo o aberturas naturales
en el sistema radical. La infestacion de las plantas en una solucién de 1x106 esporas mL-1,
provoca el desarrollo del hongo en los tejidos con sintomas mas pronunciados en un lapso de
tiempo menor a las dos semanas. Lo anterior coincide con la incidencia y severidad de la
enfermedad reportada por FON ya que las plantas manifestaron los sintomas caracteristicos de la
marchitez o fusariosis como: clorosis, disminucion en el crecimiento, adelgazamiento como
heridas en el tallo y necrosis. Estos resultados nos permitieron generar un diagnéstico inicial
sobre la presencia y el problema que representa FON en los campos de cultivo de sandia en las

dos regiones estudiadas.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar una investigacion mas amplia de los diferentes campos de cultivo
de sandia pertenecientes a la Costa de Hermosillo como al Valle de Guaymas-Empalme, que
permita encontrar diferencias entre variedades de plantas de sandia que se vean afectadas por
FON, determinando la resistencia de cada variedad sobre el patogeno de estudio. Asi mismo
identificar cuales razas de FON estan establecidas en los cultivos de sandia pertenecientes a los

campos de estas dos regiones
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