Centro de Investigacion en Alimentacion y
= Desarrollo, A.C.

RESPUESTA DE GENOTIPOS DE GARBANZO A LA
MARCHITEZ CAUSADA POR UN COMPLEJO DE HONGOS
FITOPATOGENOS EN EL NOROESTE DE MEXICO

Por:

Carlos Ivan Cota Barreras

TESIS APROBADA POR LA

COORDINACION DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE PRODUCTOS AGRICOLAS DE
ZONAS TROPICALES Y SUBTROPICALES

Como requisito parcial para obtener el grado de

DOCTOR EN CIENCIAS

Culiacan, Sinaloa Septiembre, 2022



APROBACION

Los miembros del comité designado para la revision de la tesis de Carlos Ivan Cota

Barreras, la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito parcial

para obtener el grado de Doctor en Ciencias.

Dr. JuarrManuel Tovar Pedraza
Director de tesis

Dr. Raymundo/Saul Garcia Estrada
Integrante de comité de tesis

Dra. Josefina Ledn Félix
Integrante de comité de tesis

Dr. Victor Valenzuela Herrera
Integrante de comité de tesis



DECLARACION INSTITUCIONAL

La informacion generada en la tesis “Respuesta de Genotipos de Garbanzo a la Marchitez
Causada por un Complejo de Hongos Fitopatogenos en el Noroeste de México” es propiedad
intelectual del Centro de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD). Se permiten y
agradecen las citas breves del material contenido en esta tesis sin permiso especial del autor Carlos
Ivan Cota Barreras, siempre y cuando se dé crédito correspondiente. Para la reproduccion parcial
o total de la tesis con fines académicos, se debera contar con la autorizacién escrita de quien ocupe

la titularidad de la Direccion General del CIAD.

La publicacion en comunicaciones cientificas o de divulgacion popular de los datos contenidos en

esta tesis, debera dar los créditos al CIAD, previa autorizacion escrita del director(a) de tesis.

CENTRO DE INVESTIGACION EN
ALIMENTACION Y DESARROLLO, A.C.
Coordinacion de Programas Académicos

C 1AD Dr. Pablo g Gonz lez

Director General



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Cienciay Tecnologia (CONACYT), por el apoyo prestado durante
el posgrado.
Al Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, A.C. (CIAD), por el apoyo brindado
durante la estancia para poder culminar el doctorado.
Al Laboratorio de Fitopatologia por su apoyo técnico y cientifico para poder cumplir con los
objetivos planteados en el presente proyecto de investigacion.
A mi director de tesis el Dr. Juan Manuel Tovar Pedraza por su confianza y apoyo durante este
proceso. Ademas, le agradezco su tiempo y conocimiento que siempre manifesto, asi como sus
consejos.
Al Dr. Raymundo Saul Garcia Estrada por su sinceridad desde que me recibié en el CIAD, su
apoyo y su conocimiento aportado para las diferentes actividades realizadas durante mi estancia
doctoral.
A la Dra. Josefina Leon Félix por sus valiosas contribuciones en las diferentes etapas del proyecto,
en los diferentes escritos, su conocimiento y ensefianza en las diferentes materias en las cuales me
impartio clases, como mostrar disposicion para apoyarme.
Al Dr. Victor Valenzuela Herrera por mostrarse siempre disponible para apoyarme y
proporcionarme material para los diferentes experimentos realizados en el presente trabajo de tesis.
A mis amigos de laboratorio: Rosalia Lépez Corrales, Alsino Wong Villarreal, Ricardo Vega
Hernandez, Edén Guerrero Soto, Ana Maria Lopez Lopez, Alfonso Guerrero y también para mis
amigos de generacion Roberto Aguirre, Brisceida, Sara Aviles, Marilyn Criollo y Monica. A todos
ellos gracias por ayudarme y hacerme una mejor persona.
A mis amigos Christian Navarro, Raul Calderon, Aldo y Hernan Plasencia, Jorge Palomino, Jorge
Hodger, Edgar Moreno, Mario Sanchez, Luis Guevara, Ricardo Sevilla, Tarquino Soveranes,
Armando y Jahir Castillejos, asi como a Rocio Gonzalez, Christian Morgan, Viridiana Lizarraga 'y

July Grande por su sincera amistad y sus palabras de aliento.



DEDICATORIA

A mi esposa Dalinda Sanchez e hijas (Emma Victoria, Emilia Inés y Eileen Natalia) por todo el

amor, carifio y motivacion.

A mis padres: José de Jesus Cota Cruz y Josefina Barreras Garcia por su amor incondicional en

todo momento y apoyo en este proceso.

A mis hermanos Rommel de Jesus Cota Barreras y Victor Alejandro Cota Barrersa por su gran

carifio incondicional y por alentarme a seguir creciendo.

A cufiadas y sobrinos(as): Gloria Cervantes Carreén, Rommel Deodato, Ma. Del Rocio Gonzéalez

Gutiérrez, Alondra y Regina por su carifio y los todos los momentos.

A mi tia Maria del Rosario Barreras Garcia (Q. E. P. D) por su amor, por ensefiarme a trabajar e

incentivarme a crecer.



CONTENIDO

APROBACION. ... .ottt ettt 2
DECLARACION INSTITUCIONAL ...cocoveieecceeieeeeeveee et es st enes s essssensstss s ssnnens 3
AGRADECIMIENTOS ..ot bbbttt bbb b s e 4
D (7 N @ ] ST 5
CONTENIDO ...ttt bbbttt b e bbbt b e et e et st e bbb ans 6
LISTA DE FIGURAS ..ottt b et e s e e et ntestenbenneene e 8
RESUIMEN ... .ottt sttt b bt b et e s et et bbbt e b e e Rt e st e st et e benaesbe st e nbeane e 9
N SIS I ¥ SR 11
L SINOPSIS ..ttt bt R Rttt bbb b ne e 12
I N ) o= Tod o o S 12
A N g1 (<ol To (=T (=SSOSR P PR 15
1.2.1. Importancia del GarbanzZo...........cccooiiiiiiiiiiee s 15
1.2.2. Enfermedades del Garbanzo ..........cccooeviiiiiiiiieeiee e 16
1.2.3. Enfermedades del Garbanzo Causada por BaCterias ...........ccoovvvvreerenencnenesesenns 16
1.2.4. Enfermedades del Garbanzo Causadas por Nematodos ...........c.cccevvevieieeiecriesnenne. 17
1.2.5. Enfermedades del Garbanzo Causadas por VIrUS...........coereririnienenenenene s 17
1.2.6. Enfermedades del Garbanzo Causada por Hongos y Oomicetes...........cccceevevveruenee. 18
1.2.7. Importancia y Distribucion de la Marchitez ............ccoooveriiiiininiieeeeeee 18
1.2.8. Sintomas Causados por cada FItopatdgeno ..........ccccveveieeieeiie i 20
1.2.9. Condiciones Favorables para el Desarrollo de la Enfermedad.............ccccocevvrennnnne. 21
1.2.10. Control Cultura de la Enfermedad............ccocveieiieniieicceceeeee s 22
1.2.11. Control Biologico de la Enfermedad ...........cccooveiiiiineiniiiiiece e 22
1.2.12. Control Quimico de la Enfermedad.........c..ccoceevieiiiiiiciiiccec e 23
1.2.13. Uso de Cultivares Tolerantes para el Manejo de la Marchitez.............cccccocevvnenne. 24

IR TR 1T 010 (] OSSP USSPOPUSON 24
1.4, ODJELIVO GENEIAL ..ottt bbb 25
1.5. ODbjetivos ESPECITICOS ......iiviiiiieieiiccie ettt sra e 25
1.6. Seccion Integradora del TrabajO..........covevierieireieieese e 25
1.7, RETEIBINCIAS ...ttt ettt re et et e e e sbesbesbennenreas 27

2. MOLECULAR DETECTION, VIRULENCE, AND MYCELIAL

COMPATIBILITY OF Macrophomina phaseolina ISOLATES
ASSOCIATED WITH CHICKPEA WILT IN SINALOA Y SONORA, MEXICO........ 33

3. FIRST REPORT OF Clonostachys chloroleuca CAUSING

CHICKPEA WILT IN MEXICO ...ttt 43

4. FILOGENIA 'Y VIRULENCIA DE AISLADOS DE Fusarium SPP. Y

Neocosmospora falciformis ASOCIADOS A LA MARCHITEZ DEL
GARBANZO EN EL NOROESTE DE MEXICO .....c.coiviiireiieeeseceeeesesesees s, 50



CONTENIDO (continuacion)

5. RESPUESTA DE GENOTIPOS DE GARBANZO AL COMPLEJO DE

HONGOS CAUSANTES DE LA MARCHITEZ ..o 79
6. CONCLUSIONES GENERALES ... 91
7. RECOMENDACIONES ... .ot 92



Figura
1.
2.

LISTA DE FIGURAS

Lotes comerciales de garbanzo con sintomas de marchitez en Sinaloa

Sintomas de amarillamiento y marchitez en plantas de garbanzo ........



RESUMEN

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la tercera leguminosa mas importante a nivel mundial
y México ocupa el décimo lugar en produccion; En México, Sinaloa y Sonora son los principales
estados productores. Este cultivo es susceptible a un gran nimero de enfermedades, dentro de ellas,
la mas importante es la marchitez causada por un complejo de hongos con origen en el suelo. Con
base en lo anterior, los objetivos del presente estudio fueron caracterizar morfologica, molecular y
patogénicamente a los hongos causantes de la marchitez del garbanzo en campos de Sinaloa,
Sonora y Baja California Sur, ademas de evaluar la respuesta de diversos genotipos de garbanzo a
la infeccion por estos patdgenos. Durante el ciclo 2018-2019, se recolectaron plantas de garbanzo
con sintomas tipicos de amarillamiento y marchitez en 40 lotes comerciales distribuidos en diversos
municipios de Sinaloa, Sonora y Baja California Sur. Se obtuvieron un total de 120 aislados
fangicos (29 de Fusarium spp., 15 de Neocosmospora sp., 4 de Clonostachys sp., 58
Macrophomina sp., 5 Sclerotium rolfsii, 5 Rhizoctonia solani y 4 de Sclerotinia sclerotiorum)
asociados a las raices sintomaticas. La identificacion de especies de los aislados de Fusarium,
Neocosmospora y Clonostachys se realiz6 mediante analisis filogenéticos con secuencias de
fragmentos de los genes TEF1l-a y rpb2; mientras que, para Macrophomina se utilizaron
iniciadores especificos para un fragmento del gen TEF1-a. Las pruebas de patogenicidad y
virulencia se llevaron a cabo mediante la inmersién de raices de plantas de garbanzo con 15 dias
de edad de la variedad Blanco Sinaloa 92. Las raices se colocaron en una suspension de inoculo de
cada uno de los aislados fungicos. La evaluacion de la respuesta a la enfermedad causada por los
hongos fitopatdgenos asociados a la marchitez del garbanzo se realizé con 10 diferentes genotipos
de garbanzo, siguiendo la misma metodologia que la prueba de patogenicidad. Los resultados de
la identificacion filogenética mostraron que las especies identificadas fueron Fusarium
languescens, F. nirenbergiae, F. verticillioides, Neocosmospora falciformis y Clonostachys
chloroleuca. También, se identifico a Macrophomina phaseolina mediante el uso de iniciadores
especificos. Respecto a las pruebas de patogenicidad, todos los aislados fungicos usados en este
estudio fueron patogénicos y presentaron diferencia en la virulencia. Asimismo, los 10 genotipos
de garbanzo fueron susceptibles a todas las especies de hongos fitopatogenos, encontrando que S.

rolfsii y S. sclerotiorum fueron los que indujeron mayor severidad de la enfermedad en todos los



genotipos.

Palabras clave: Cicer arietinum, complejo de especies, molecular, virulencia, genotipos, aislados.
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ABSTRACT

Chickpea (Cicer arietinum L.) is the third most important legume worldwide and Mexico
ranks tenth in production. In Mexico, Sinaloa and Sonora are the main producing states. This crop
Is susceptible to a large number of diseases, among them, the most important is the wilt caused by
a complex of soil-borne fungi. The aims of this study were to characterize fungi causing chickpea
wilt in fields of Sinaloa, Sonora, and Baja California Sur, as well as to evaluate the response of
chickpea genotypes to the infection by these pathogens. During the 2018-2019 cycle, chickpea
plants with typical symptoms of yellowing and wilting were collected in 40 commercial lots
distributed in various municipalities of Sinaloa, Sonora, and Baja California Sur. A total of 120
fungal isolates (29 Fusarium spp., 15 Neocosmospora sp., 4 Clonostachys sp., 58 Macrophomina
sp., 5 Sclerotium rolfsii, 5 Rhizoctonia solani, and 4 Sclerotinia sclerotiorum) associated with
symptomatic roots were obtained. The species identification of the Fusarium, Neocosmospora and
Clonostachys isolates was performed by phylogenetic analysis with partial sequences of the TEF1-
o and rpb2 genes; while for Macrophomina specific primers were used for a fragment of the TEF1-
a gene. The pathogenicity and virulence tests were carried out by immersing the roots of 15-day-
old chickpea plants cv. Blanco Sinaloa-92. The roots were placed in an inoculum suspension of
each of the fungal isolates. The response to the disease caused by fungi associated with chickpea
wilt was evaluated with 10 different chickpea genotypes, following the same methodology as the
pathogenicity test. The results of the phylogenetic analysis showed that the identified species were
Fusarium languescens, F. nirenbergiae, F. verticillioides, Neocosmospora falciformis, and
Clonostachys chloroleuca. Also, Macrophomina phaseolina was identified through the use of
specific primers. Regarding the pathogenicity tests, all the fungi isolated in this study were
pathogenic and there was a difference in virulence. Likewise, the 10 chickpea genotypes were
susceptible to all species of plant pathogenic fungi, finding that S. rolfsii and S. sclerotiorum

induced the greatest severity of the disease in all genotypes.

Key word: Cicer arietinum, species complex, molecular, virulence, genotypes, isolates.
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1. SINOPSIS

1.1. Justificacion

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la unica especie cultivable del género Cicer y se produce
principalmente en areas aridas y semiaridas alrededor del mundo (Millan et al., 2006; Korbu et al.,
2021). Esta leguminosa, es la tercera més importante después del frijol y chicharo (Fierro et al.,
2019; Faruk y Khatun, 2020; Shekhawat et al., 2021), por ser una excelente fuente de proteina
comestible de alta calidad, especialmente para la poblacion desfavorecida (Korbu et al., 2021), lo
que hace del cultivo de una gran importancia para la seguridad alimentaria en paises en desarrollo
(Jiménez-Diaz et al., 2015). Ademas, es bajo en grasa y sodio y es una excelente fuente de fibra
tanto soluble como insoluble, asi como de carbohidratos complejos, vitaminas y minerales (Ali 'y
Terefe, 2021).

El cultivo de garbanzo es una excelente opcion para incrementar la fertilidad del suelo, mediante
la fijacion del nitrogeno (Jendoubi et al., 2017; Pachauri y Sikarwar, 2022); sin embargo, el
rendimiento es obstruido criticamente por diversos factores bidticos y abioticos (Suresh et al.,
2022). Entre los factores abidticos que afectan al garbanzo se encuentran principalmente la
salinidad y la sequia, asi como el calor y el frio extremos (Bhar et al., 2021). Por otra parte, los
factores bioticos que afectan al garbanzo incluyen de una serie de agentes patogenos como son
hongos, bacterias, virus, micoplasmas y nematodos (Dhawale y Dhale, 2021). En este sentido, se
han registrado alrededor de 172 patdgenos (67 hongos, 22 virus, 3 bacterias, 80 nematodos,
micoplasmas y fitoplasma) infecciosos en todo el mundo que son dafiinos para el garbanzo
(Nandeesha et al., 2020; Dhawale y Dhale, 2021; Nandeesha y Huilgol, 2021; Shekhawat et al.,
2021).

Entre las principales limitantes que afectan la produccion del garbanzo a nivel mundial como en
México, es principalmente la enfermedad de la marchitez, causada por un complejo de hongos
fitopatdgenos, entre los cuales se han reportado a: F. oxysporum, F. solani, M. phaseolina, S. rolfsii
y R. solani; entre los que destacan F. oxysporum y F. solani por ser predominantes (Trapero y
Jiménez-Diaz, 1985; Padilla-Valenzuela et al., 2008; Paredes-Escalante et al., 2009; Avila-
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Miramontes et al., 2015; Ortega-Murrieta et al., 2016; Fierros et al., 2019). Ademas, esta
enfermedad ha sido reportada en regiones productoras de Asia, Africa, sur de Europa y America;
este complejo de hongos reduce el rendimiento hasta en un 80% en México (Padilla-Valenzuela et
al., 2008; Azevedo et al., 2017).

En general, las enfermedades causadas por hongos con origen en el suelo como son la marchitez
por Fusarium (F. oxysporum) (Sunkad et al., 2021; Suresh et al., 2022), pudricion de raiz por
Macrophomina phaseolina (Gaikwad et al., 2020; Basbagci y Dolar, 2022), pudricion del cuello
ocasionada por Sclerotium rolfsii (Shahzaman et al., 2020; Babariya y Nath, 2021), la pudricion de
raiz negra producida por Fusarium solani (Azevedo et al., 2017; Yogesh y Vandana, 2021) y el
moho blanco causado por Sclerotinia sclerotiorum (Sheshma et al., 2022a; Sheshma et al., 2022b)
son los principales factores limitantes en la produccion de garbanzo alrededor del mundo (Fierros-
Leyva et al., 2019).

La enfermedad de marchitez, causada por Fusarium spp., estd ampliamente distribuida en las areas
donde se cultiva garbanzo alrededor del mundo y se ha reportado en al menos en 33 paises. El
patdgeno entra a través de las raices y provoca pudricion al invadir el sistema vascular de la planta
(Dandale et al., 2021), provocando la aparicién de los sintomas caracteristicos de la enfermedad
como son amarillamiento y marchitez de la planta (Hale et al., 2020).

La pudricién seca de raiz producida por M. phaseolina es una enfermedad emergente y una
amenaza muy importante para la produccién de garbanzo a nivel mundial. Esta enfermedad se
presenta principalmente en floracién tardia y en etapa de vaina. La planta afectada se marchita en
forma progresiva hasta secarse completamente (Patidar et al., 2019). Los sintomas mas comunes
observados en las plantas de garbanzo son: amarillamiento en peciolos y foliolos., Inicialmente la
clorosis presenta en la parte superior de la planta. Las hojas y tallos de las plantas afectadas
alquieren primero un color amarillo y posteriormente son de color café. La raiz principal se torna
oscura y con pudricion; ademas, las raices muertas estan fragiles y muestran dafiada la corteza
(Sharma et al., 2016).

La pudricion del cuello causada por Sclerotium rolfsii es una enfermedad devastadora (Kumari et
al., 2020; Babariya y Nath, 2021), convirtiéndose mas seria en etapa de plantula. Las plantulas
afectadas se tornan amarillas y mueren, estas colapsan y muestran pudricion en la region del cuello
y por debajo del mismo. Para el diagnostico de la enfermedad, el signo del hongo incluye micelio
blanco caracteristico y esclerocios de color café que se extienden en el tejido infectado, asi como
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también en el suelo. Este patdgeno sobrevive en material de plantas muertas y en el suelo en forma
de esclerocios, los cuales germinan e infectan a plantas jovenes, causando necrosis por el ataque a
la pared celular (Kumari et al., 2020).

La pudricion negra de la raiz causada por Fusarium solani es una de las enfermedades mas severas
en el cultivo de garbanzo, la cual puede causar pérdidas de rendimiento hasta de 80%, ademas
presenta sintoma de marchitez y pudricion de raiz. En un inicio las plantas no presentan sintomas
externos, pero sus raices presentan manchas oscuras de pudricion en el tejido interno. Los
principales sintomas de las plantas enfermas son retraso de crecimiento, amarillamiento, secado de
hojas y oscurecimiento del haz vascular (Yogesh y Vandana, 2021). El sistema radical se pudre
con la mayoria de las raices finas destruidas (Harveson, 2011).

Sclerotinia sclerotiorum es un hongo fitopatdgeno necrotréfico con un amplio rango de plantas
hospedantes y es una de las especies causales de la enfermedad de la pudricion del tallo del
garbanzo. Los sintomas incluyen marchitamiento y caida de hojas, pudricion blanda acuosa,
lesiones secas sobre el tallo y ramas (Lamont y Bennett, 2019). Las lesiones usualmente se
desarrollan dentro del tejido necrético que posteriormente producen parches de micelio blanco
esponjoso, el cual es el signo mas obvio en plantas infectadas. Los esclerocios son formados
tipicamente dentro del tejido infectado, a menudo en la medula del tallo, pero pueden formarse en
la superficie del tejido durante condiciones de alta humedad (Bolton et al., 2006).

El manejo de la marchitez causada por Fusarium spp. es dificil a pesar de la rotacion de cultivo o
aplicacion de fungicidas debido que es un patdgeno ampliamente distribuido en el suelo, caso
similar ocurre con M. phaseolina, S. rolfsii y S. sclerotiorum que no pueden ser controlados
mediante el uso de fungicidas o estrategias fisicas y culturales debido a su amplio rango de
hospedantes y a que sobrevive en el suelo por largos periodos de tiempo en forma de esclerocios;
por lo cual, el método con mayor efectividad, factible y econémicamente viable, es el uso de
genotipos tolerantes de garbanzo (Kumari y Ghatak, 2018; Patidar et al., 2019; Dandale et al.,
2021; Sheshma et al., 2022).

Fusarium oxysporum es considerado un complejo de diferentes especies indistinguibles por
morfologia. Varios miembros de linajes filogenéticos del complejo de especies de Fusarium
oxysporum (FOSC) son conocidos por causar enfermedades importantes como marchitez vascular
en varias plantas de interés econémico (Azevedo et al., 2017).

El término de “complejo de especies” se introdujo como una manera de nombrar clados
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filogenéticos (Yilmaz et al., 2021). Otras especies de Fusarium impactantes en la agricultura
incluyen F. subglutinans y F. verticillioides, asi como Neocosmospora solani (sin. Fusarium
solani) y Neocosmospora falciformis (sin. Fusarium falciforme) (Sandoval-Denis et al., 2018). El
género Neocosmospora incluye hongos que se encuentran comunmente en el suelo, restos de
plantas, material vegetal vivo, aire y agua (Sandoval-Denis et al., 2019). EI complejo de especies
de Fusarium fujikuroi (FFSC por su sigla en inglés) es uno de los complejos de especies mas grande
y mejor estudiados dentro del género que muestra varias ecologias, incluye al menos 50 especies
distintas que se agrupan dentro de tres clados: americana, africana y asiatica (Yilmaz et al., 2021).
La identificacion de especies de Macrophomina por andlisis morfoldgicos es considerado
ineficiente, esto debido principalmente a la superposicion de la dimension de los caracteres entre
especies (Santos et al., 2020). EI género Macrophomina hasta hace poco era representado por una
sola especie, Macrophomina phaseolina y fue solo siguiendo un enfoque polifasico utilizando
datos de multiples genes de ADN y morfologia, que una nueva especie, M. pseudophaseolina se
distinguid de aislados previamente identificados como M. phaseolina. Actualmente, la distincidn
de especies de Macrophomina esta basado en analisis filogenético multilocus de secuencias de la
region del espacio transcrito interno (ITS), asi como de fragmentos de los genes actina (act). -
tubulina (B7), calmondulina (cal) y factor de elongacion de traduccion (TEF-/«) (Machado et al.,
2019).

1.2. Antecedentes

1.2.1. Importancia del Garbanzo

Cicer arietinum es cultivada en al menos 60 paises alrededor del mundo con una cantidad de
produccién de 17.2 millones de ton de un éarea de 17.8 millones ha en 2018 (FAOSTAT, 2020).
Dentro de los 10 principales productores de garbanzo a nivel mundial se encuentra la India, con
una produccion de 11,080,000 ton, seguido de Turquia, Pakistan, Myanmar, Etiopia, Rusia,
Australia, Iran, Canadd y EE. UU (FAOSTAT, 2022). Entretanto, Mexico se ubica como decimo
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productor a nivel mundial, con una produccion de 125,823 ton y los principales estados productores
de este cultivo son: Sinaloa, Sonora, Michoacan, Guanajuato, Baja California Sur, Jalisco,
Guerrero, Oaxaca, Hidalgo y Querétaro. De ellos, Sinaloa es la principal entidad productora de
garbanzo, en la cual nueve municipios generaron la totalidad del valor de la produccién de la
entidad con mil 238 millones de pesos, lo que representd el 65% del valor de la produccién nacional
(SIAP, 2021).

1.2.2. Enfermedades del Garbanzo

Se han registrado alrededor de 172 patogenos (67 hongos, 22 virus, 3 bacterias, 80 nematodos,
micoplasmas y fitoplasma) infecciosos en todo el mundo que son dafiinos para el garbanzo
(Nandeesha et al., 2020; Dhawale y Dhale, 2021; Nandeesha y Huilgol, 2021; Shekhawat et al.,
2021). No obstante, solo unos pocos tienen el potencial para devastar al cultivo. Algunas de las
enfermedades son problemas persistentes en la produccion del garbanzo en extensas areas
geogréficas, mientras que otras son esporadicas en su aparicién o endémicas en distribucion. Las
enfermedades con distribucion limitada pueden ser econdmicamente importantes localmente; sin
embargo, debido a los cambios en las practicas culturales, la mano del hombre y el cambio
climatico, algunas de las enfermedades menores pueden convertirse en econémicamente

importantes (Nene et al., 2012).

1.2.3. Enfermedades del Garbanzo Causadas por Bacterias

Las enfermedades causadas por bacterias que se han reportado como causantes de dafio en garbanzo
son: el tizon bacteriano causado por Xanthomonas campestris pv. cassiae y el cancro del tallo
causado por Pseudomonas andropogonis (Caruso, 1984; Nene et al., 2012). El tizén causado por
Xanthomonas es una enfermedad menor reportada solamente en la India. Ademas, se han reportado

pudriciones de raices causada por Pseudomonas radiciperda, asi como la enfermedad de la semilla
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rosa causada por Erwinia rhapontici (Chen et al., 2011).

1.2.4. Enfermedades del Garbanzo Causadas por Nematodos

Muchas especies de nematodos parasitos de plantas se han reportado en las raices y rizosfera del
garbanzo en las principales regiones cultivadas en el mundo. Sin embargo, solo ciertas especies de
nematodos son considerados limitantes en la produccion del garbanzo, causando un estimado de
14% de pérdidas anuales en rendimiento. Los sintomas causados por el ataque de nematodos son
inespecificos, y en gran medida son consecuencia de la interrupcion de los procesos normales de
crecimiento de las plantas; la absorcion y translocacidn de agua y nutrientes (Castillo et al., 2008).
Los nematodos patdgenos mas importantes en el garbanzo incluyen a nematodos agalladores
(Meloidogyne spp.), nematodos lesionadores de raiz (Pratylenchus spp.), nematodos formadores
de quistes (Heterodera spp.) y el nematodo reniforme (Rotylenchulus reniformis) (Siddiqui y
Mahmood, 1994, Castillo et al., 2008; Pradhan et al., 2021).

1.2.5. Enfermedades del Garbanzo Causadas por Virus

Cerca de 22 virus se han reportado en garbanzo, pero solo algunos de ellos estan ampliamente
distribuidos y causan dafio econdémico significativo. Los virus mas importantes en garbanzo son:
alfalfa mosaic virus, bean leaf roll virus, beet western yellows virus, chickpea chlorotic dwarf virus,
cucumber mosaic virus y faba vean necrotic yellows virus (Kumar et al., 2008; Chen et al., 2011;
Kanakala y Kuria, 2019). Varios virus transmitidos por insectos se han asociado a enfermedades
en garbanzo bajo condiciones de campo. Algunos transmitidos por afidos, incluyen especies dentro
de las familias Bromoviridae, Luteoviridae, Nanoviridae y Potyviridae; mientras que, los
transmitidos por mosca blanca, como es el caso de virus de la familia Geminiviridae, pueden

conducir a pérdidas econdmicas significativas (Kanakala y Kuria, 2019).
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1.2.6. Enfermedades del Garbanzo Causada por Hongos y Oomicetes

Entre las enfermedades fungicas que impactan la produccion del garbanzo estan la marchitez y
amarillamiento por Fusarium spp., pudricion seca de la raiz por Macrophomina phaseolina,
pudricion de raiz por Rhizoctonia solani, pudricion del cuello por Sclerotium rolfsii, tizén o rabia
por Ascochyta rabiei, moho blanco causado por Sclerotinia sclerotiorum, pudricion de semilla o
damping off por Pythium spp., pudricién de raiz por Phytophthora spp., y moho gris por Botrytis
spp. (Jiménez-Fernandez et al., 2011; Moparthi et al., 2020; Bekele et al., 2021; Wang et al., 2021,
Dron et al., 2022; Sheshma et al., 2022b).

1.2.7. Importancia y Distribucion de la Marchitez

Entre las principales limitantes en la produccién de garbanzo estan las pudriciones en raices y
marchitez (Figura 1) producidas por un complejo de hongos con origen en el suelo, entre ellos:
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Macrophomina phaseolina, Sclerotium rolfsii y
Rhizoctonia solani (Fierros-Leyva et al., 2019). Este complejo fdngico puede reducir el
rendimiento hasta el 80% (Padilla-Valenzuela et al., 2008).

A continuacion, se describe la importancia y distribucion cada uno de los hongos fitopatdégenos
asociados al complejo causante de la marchitez del garbanzo:

La marchitez por Fusarium spp. es una enfermedad seria en Pakistan, Nepal, Burma, Espafia y
México. Esta enfermedad causa hasta 61% de dafio en etapa de plantula y puede causar cerca de
43% de dafio en etapa de floracidn. Por otra parte, durante la etapa vegetativa y reproductiva, la
enfermedad reduce la produccién del cultivo al disminuir el rendimiento y el peso de la semilla.
Las pérdidas anuales de la enfermedad se estimaron en aproximadamente de 10 al 15% en India 'y
Espafia, de un 40% en Tlnez, pero hasta 70% de la pérdida del cultivo puede ocurrir en afios con
epidemias severas (Jiménez-Diaz et al., 2015; Fatima et al., 2022).

La pudricion de la raiz causada por M. phaseolina se presenta cominmente en etapa de floracion
tardia y formacion de vaina, y la planta afectada se marchita, muere y permanece completamente
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seca. Este hongo fitopatdgeno puede causar pérdidas anuales de 10 a 20% en el rendimiento
(Manjunatha y Saifulla, 2018; Patidar et al., 2019). Asimismo, se ha observado que la incidencia
de la enfermedad es mas alta 86.6% en suelos arenosos comparado con suelos arcillosos (61.6%)
y puede alcanzar hasta el 100% de pérdidas en variedades susceptibles bajo condiciones favorables
para el patdgeno. La pudricion de raiz por M. phaseolina estan ampliamente distribuida en regiones
cultivadas de garbanzo como en el sur de Asia, Africa, Iran, México, EE. UU y Espafia (Rai et al.,
2022).

La pudricion negra causada por F. solani es una enfermedad que se ha reportado en Argentina,
Chile, India, México, Espafia, Siriay EE. UU (Nene et al., 2012). Yogesh y Vandana mencionaron
que esta enfermedad es seria, la cual puede causar pérdidas en rendimiento de hasta 80%, ademas,
la enfermedad se puede presentar en cualquier etapa fenoldgica del cultivo.

La pudricion de la raiz causada por R. solani se ha registrado en varios partes de mundo incluyendo
India, Pakistan, Turquia, Tunez, Canada y Polonia (Al-Noman y lbrahim, 2020). Se presenta
comunmente en etapa de plantula (hasta seis semanas después de la siembra) y en garbanzos bajo
diferentes esquemas de riego, la enfermedad se puede presentar en etapas tardias (Nene et al.,
2012).

La pudricion del cuello causada por S. rolfsii es una enfermedad devastadora convirtiéndose méas
seria en etapa de plantula y estd presente en cada region donde se siembra garbanzo. Es una
amenaza seria en garbanzo ya que puede causar de 55 a 95 % de mortalidad de plantas en el cultivo
bajo condiciones ambientales favorables para el patdgeno (Akram et al., 2008; Nene et al., 2012;
Babariya y Nath, 2021).

La pudricién del tallo causada por S. sclerotiorum puede causar hasta 100% de pérdidas en
rendimiento en el cultivo de garbanzo y se considera uno de los hongos fitopatdgenos mas

devastadores y distribuidos alrededor del mundo (Bolton et al., 2006; Mwape et al., 2021).
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Figura 1. Lotes comerciales de garbanzo con sintomas de amarillamiento y marchitez en Sinaloa,
México. (A) Lote comercial de garbanzo sin sintomas de marchitez. (B) Lote con 20% de
incidencia de marchitez. (C) Lote con 60% de incidencia de la enfermedad. (D) Lote con sintomas
severos de marchitez.

1.2.8. Sintomas Causados por cada Fitopatégeno

Los sintomas que mayormente presenta el cultivo de garbanzo al ser infectado por el complejo de
hongos (Fusarium spp., M. phaseolina, Neocosmospora spp., R. solani, S. rolfsii y S. sclerotiorum)
con origen en el suelo son: amarillamiento tanto de planta como de hojas, asi como caida de hojas
secas (Figura 2). Para el caso de Fusarium spp. y Neocosmospora spp., ho se observa pudricion en
la parte externa de la raiz, ademas hay presencia de hifas y micelio en xilema de la planta,
colonizando el sistema vascular del hospedante. En el caso de M. phaseolina, ademéas de los
sintomas anteriormente mencionados, hay un desprendimiento del tejido cortical de la parte baja
del tallo y de la raiz principal que pueden resultar en la muerte prematura de la planta; asimismo,
la apariencia gris en estos tejidos es debido a la abundante formacion de microesclerocios. En el

caso de S. rolfsii, este patdgeno afecta principalmente a las plantulas, observandose pudricion en
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la region del cuello y colapso de las mismas. Finalmente, S. sclerotiorum provoca dafio en tallos y

las lesiones se desarrollan dentro del tejido necrético que posteriormente desarrollan micelio blanco
(Bolton et al., 2006; Lamont y Bennett, 2019; Hale et al., 2020; Babariya y Nath, 2021; Dandale
et al., 2021; Marquez et al., 2021; Yogesh y Vandana, 2021).

Figura 2. Sintomas de amarillamiento y marchitez en plantas de garbanzo. (A) Dafo en raiz
causada por los hongos fitopatdgenos. (B) Sintoma de amarillamiento en planta de garbanzo. (C)
Sintoma de marchitez en planta de garbanzo. (D) Muerte prematura de planta de garbanzo.

1.2.9. Condiciones Favorables para el Desarrollo de la Enfermedad

El desarrollo de marchitez causada por Fusarium oxysporum sensu lato, en garbanzo puede estar
influenciada por la virulencia del patdgeno, densidad de inoculo y condiciones ambientales, dado
que las altas temperaturas son criticas para el desarrollo de la marchitez y la severidad de la
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enfermedad es mas alta a 25 y 30°C que a 15 a 20°C (Nene et al., 2012; Chen et al., 2011). En el
caso de M. phaseolina, este hongo puede causar pérdidas en rendimiento en altas temperaturas (30
—35°C) y baja humedad (< 60%) del suelo (Sharmaet al., 2016; Marquez et al., 2021). Rhizoctonia
solani se puede ver en las primeras etapas fenoldgicas del cultivo, cuando la humedad del suelo es
alta y puede causar infeccion en cada etapa de crecimiento de una planta (Basbagci et al., 2019).
Sclerotium rolfsii es importante en &reas donde la plantula esta expuesta a altas temperatura (25-
30°C) y alta humedad en el suelo (Srividya et al., 2020; Singh et al., 2022). En el caso de S.
sclerotiorum, la enfermedad es favorecidas por temperaturas debajo de los 28°C y condiciones de
humedad superficial continua por 40—112 h (Willbur et al., 2019).

1.2.10. Control Cultural de la Enfermedad

Los factores ambientales como temperatura, nutrientes y pH del suelo pueden influir
significativamente el desarrollo de la marchitez, una eleccion apropiada de practicas culturales que
aprovechen dicha influencia puede contribuir a un buen manejo de la enfermedad. Diversos autores
mencionan que la manipulacion de la fecha de siembra es una opcion para evitar condiciones
climéticas calientes en el momento de la maduracion del cultivo. Ademas, se recomienda labranza
profunda para reducir la densidad de inoculo en el suelo, ya que con este método se remueve las
plantas secas infectadas como fuente inoculo, asi como las estructuras de resistencia como son los
esclerocios y clamidosporas. Otra practica es la solarizacion, la cual es efectiva para el control de
la enfermedad (Punja, 1985; Kamal et al., 2016; Sharma et al., 2016; Jendoubi et al., 2017; Sunkad
etal., 2019).

1.2.11. Control Bioldgico de la Enfermedad

El uso de microorganismos para suprimir enfermedades de las plantas fue observado hace casi un
siglo, y desde entonces se ha intentado aplicar agentes de control biolégico naturales para el manejo

de importantes enfermedades en plantas. Se han examinado una amplia gama de microorganismos
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recuperados de la rizosfera, filosfera, esclerocios y otros habitats para detectar antagonismo de
agentes potenciales de control bioldgico. La competencia en la rizésfera por parte del antagonista
por la fuente de alimentos y nutrientes es muy importante por su antagonismo contra varios
patdgenos de plantas con origen en el suelo. Se ha demostrado que la deteccion de organismos
antagonicos en el suelo o en el tejido vegetal, en lugar de medios de nutrientes artificiales predice
mejor el potencial del agente, ya que los ensayos de campo son costosos y poco practicos para un
gran numero de aislados. Diversos estudios han reportado el uso de diferentes agentes de control
bioldgico contra los patdégenos asociados a la marchitez del garbanzo, incluyendo a Trichoderma
spp. pseudomonas flourescens, Bacillus subtilis, entre otros (Punja, 1985; Kamal et al., 2016;
Sharma et al., 2016; Jendoubi et al., 2017; Sunkad et al., 2019).

1.2.12. Control Quimico de la Enfermedad

El tratamiento a la semilla con fungicida es efectivo hasta cierto punto para reducir las pérdidas
por marchitez en cultivos que son particularmente vulnerables en etapa de plantula. Diversos
estudios han reportado el uso de carboxin + thiram (tratamiento a la semillay experimento in vitro)
para controlar a Fusarium oxysporum, M. phaseolina y S. rolfsii; mientras que, para S. sclerotiorum
se ha reportado aplicaciones foliares de fungicidas para su control. Cabe mencionar que, la
eficiencia de los fungicidas foliares depende de varios factores, incluido el momento de aplicacion,
la fenologia del cultivo, las condiciones climéticas, el ciclo de la enfermedad, la cobertura de la
aspersion y la duracion de la protecciéon (Kamal et al., 2016; Sharma et al., 2016; Shirsole et al.,
2019; Sunkad et al., 2019; Pawar et al., 2021). Actualmente, syngenta cuenta con dos productos
Vibrance® (sedaxane + metalaxil + fludioxonil) y Cruiser Maxx® (fludioxonil + metalaxil +
thiametoxam) y la empresa Bayer cuenta con Trilex® (penflufen + trifloxystrobin + metalaxil) para
tratamiento de semilla para combatir enfermedades transmitidas por semilla y suelo como son: R.

solani, Fusarium spp., y Pythium spp., asi como a Botrytis y Ascochyta.

23



1.2.13. Uso de Cultivares Tolerantes para el Manejo de la Marchitez

El manejo de la marchitez causada por Fusarium es dificil a pesar de la rotacion de cultivo o
aplicacion de fungicidas, caso similar ocurre con M. phaseolina, S. rolfsii y S. sclerotiorum que no
pueden ser controlados mediante el uso de control quimico, fisico y cultural debido a su amplio
rango de hospedantes, ademas que sobreviven en el suelo por largos periodos de tiempo en forma
de esclerocios, por lo cual, el método con mayor efectividad, factible y econémicamente viable, es
el uso de genotipos de garbanzo tolerantes (Kumari y Ghatak, 2018; Patidar et al., 2019; Dandale
et al., 2021; Sheshma et al., 2022a).

El entendimiento de la resistencia genética para la identificacion de fuentes de resistencia contra
los patdgenos es muy importante. Diversos estudios se han llevado acabo para buscar fuentes de
resistencia a F. oxysporum (Yadav y Kumar, 2019), M. phaseolina (Al-Taae et al., 2021), S.
sclerotiorum (Mwape et al., 2021) y S. rolfsii (Vishruta y Nath, 2021) en genotipos de Cicer spp.,
sin embargo, Unicamente se han encontrado algunos genotipos de garbanzo con cierta tolerancia a

F. oxysporum (Yadav y Kumar, 2019).

1.3. Hipotesis

1. Fusarium spp. y Macrophomina spp., son los principales hongos causantes de la marchitez del
garbanzo en el noroeste de México.

2. Todos los hongos asociados a los sintomas de marchitez son patogénicos, y existe diferencia en
la virulencia de los diferentes aislados de los hongos.

3. Al menos dos grupos de compatibilidad vegetativa se encontraran en los aislados de M.
phaseolina asociados a la enfermedad.

4. Al menos un genotipo de garbanzo presentara tolerancia al complejo de hongos los causantes de

la marchitez.
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1.4. Objetivo General

Caracterizar morfoldgica, molecular y patogénicamente a los hongos asociados a la marchitez del
garbanzo en Sinaloa, Sonora y Baja California Sur, asi como evaluar la respuesta de los diversos

genotipos a la infeccion por estos patdgenos.

1.5. Objetivos Especificos

1. Determinar la identidad de las especies de hongos asociados al complejo de la marchitez
mediante analisis filogenéticos usando secuencias de ADN.

2. Determinar la patogenicidad y virulencia de los hongos asociados al complejo de la marchitez
en un genotipo de garbanzo susceptible.

3. Caracterizar morfologicamente a los aislados representativos de cada una de las especies de
hongos causantes de la marchitez del garbanzo.

4. Determinar los grupos de compatibilidad vegetativa de los aislados de Macrophomina
phaseolina.

5. Evaluar la respuesta de 10 genotipos de garbanzo al complejo de hongos causantes de la

enfermedad.

1.6. Seccion Integradora del Trabajo

En esta tesis se incluyen cuatro articulos de investigacion, de los cuales: el primero ya fue
publicado, el segundo ya se envio a la revista, el tercero y cuarto estan en preparacion para enviarse
a las revistas pertinentes. El primer articulo se publicé en Canadian Journal of Plant Pathology y
se identificaron aislados de Macrophomina phaseolina obtenidos de diversos muestreos dirigido
en plantas de garbanzo con sintomas de amarillamiento y marchitez en el ciclo 2018-2019 en lotes
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comerciales de Sinaloa y Sonora. Las muestras se llevaron al laboratorio de Fitopatologia de CIAD,
Coordinacion Regional Culiacén, en donde se aislaron, purificaron y conservaron. Posteriormente
se realizé la identificacion molecular de estos aislados usando iniciadores especificos del gen
TEF1-a, ademas se realizaron las pruebas de patogenicidad y virulencia mediante inmersion de
raices de plantulas cv. Blanco Sinaloa 92 en una suspension micelial de los aislados previamente
identificados. Finalmente, se realizaron ensayos para determinar los grupos de compatibilidad
vegetativa de 58 aislados y se determinaron seis grupos de compatibilidad vegetativa entre los
aislados. Este articulo aporta informacion relevante para cumplir con el objetivo general, ya que se
hace una caracterizacion molecular y patogénica de la especie M. phaseolina, lo cual cumple en
parte con los objetivos 1, 2 y 4 de esta tesis.

El segundo articulo cumplié con los objetivos 1, 2 y 3 en la presente tesis. Este se envid a la revista
New Disease Reports. Se realizaron diversos muestreos dirigidos en plantas de garbanzo con
sintomas de amarillamiento y marchitez en el ciclo 2018-2019 en lotes comerciales de Sinaloa y
Baja California Sur, de las cuales se realizaron pequefios cortes para aislar, purificar y conservar
los aislados fungicos. Posteriormente, se realizé la identificacion molecular de los aislados usando
secuencias de ADN de un fragmento del gen TEF1-a y la regién espaciadora interna (ITS), y esta
identificacion se complement6 con informacion de las caracteristicas morfologicas. Ademas, se
realiz6 prueba de patogenicidad y virulencia mediante inmersion de raices de plantulas cv. Blanco
Sinaloa 92 en una suspension micelial de los aislados previamente identificados.

El tercer articulo cumplié con los objetivos 1, 2 y 3. Actualmente, se encuentra en preparacion para
ser enviado a la revista de Plant Disease. Se realizaron muestreos dirigidos en plantas de garbanzo
con sintomas de amarillamiento y marchitez en el ciclo 2018-2019 en lotes comerciales de Sinaloa,
Sonora y Baja California Sur. Se identificaron aislados pertenecientes a Fusarium spp. y
Neocomospora falciformis mediante analisis filogenético usando secuencias de ADN de
fragmentos de los genes TEF1-a y rpb2, se complementé la informacidn de estas especies con sus
caracteristicas morfoldgicas. Ademés, se realizaron pruebas de patogenicidad y virulencia
mediante inmersion de raices de plantulas cv. Blanco Sinaloa 92 en una suspension micelial de los
aislados previamente identificados.

El cuarto articulo cumplié con el objetivo 5, este articulo se encuentra en preparacién para ser
enviado a la Revista Mexicana de Ciencias Agricolas. En este articulo se utilizaron dos aislados:

uno de virulencia alta y uno de virulencia baja, de cuatro especies de hongos fitopatdgenos
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asociados al complejo causante de la marchitez en garbanzo, los cuales fueron: Fusarium
languescens, M. phaseolina, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum. Se evaluo la respuesta
de 10 genotipos diferentes de garbanzo contra las especies de hongos anteriormente mencionados,
mediante la inmersion de raices en suspension micelial. Los resultados sefialan que los aislados de
virulencia mostraron diferencia significativa, que las especies de S. rolfsii y S. sclerotiorum fueron
mas virulentas que F. languescens y M. phaseolina. Finalmente, todos los genotipos de garbanzo

mostraron susceptibilidad a las especies de hongos fitopatdgenos.
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Abstract: Three Macrophomina species (M. phaseolina, M. pseudophaseolina. and M. euphorbiicola) associated with various crops worldwide
have been distinguished to date by DNA sequence analysis: however, no studies have been conducted to identify Macrophomina species occurring
on chickpea in Mexico. The aims of this study were to identify Macrophomina isolates associated with chickpea wilt through the use of species-
specific primers, as well as to determine their vinulence and mycelial compatibility. During the 2019 growing season, 58 Macrophomina isolates
were obtained from symptomatic plants collected from 19 chickpea crops distributed in the states of Sinaloa and Sonora. Mexico. The identity of all
58 isolates was determined by PCR using three sets of pnmers specific to three Maciophomina species (M. phaseolina, M. pseudophaseolina, and
M. euphorbiicola). Virulence was determined by inoculating chickpea seedling roots with a mycelial suspension and disease severity was assessed
30 days after inoculation. Molecular detection with species-specific primers indicated that all isolates belong to M. phaseolina. with significant
differences found in their virulence. Mycelial compatibility testing showed that there are at least six mycelial compatbility groups of M. phaseolina
distributed in chickpea fields in Sinaloa and Sonora. This information will serve as a basis for future studies on the epidemiology and management
of the disease caused by M. phaseolina on chickpea in Mexico.

Keywords: Cicer ariennum, Macrophomina phaseolina, mycelial compatibility, pathogenicity. species-specific primers

Résumé: Trois espéces de Macrophomina (M. phaseolina, M. pseudophaseolina et M. euphorbiicola), associées a diverses cultures dans le monde,
ont été différenciées a ce jour par I'analyse des séquences de I'ADN. Toutefois, aucune étude n'a été menée pour identifier I'espéce de
Macrophomina qui vit sur les pois chiches au Mexique. Les buts de cette étude éraient d'identifier les isolats de Macrophomina associés a la
flétrissure du pois chiche grace a I'utilisation d’amorces spécifiques des espéces, de méme que de déterminer leur virulence et leur compatibilité
mycélienne. Durant la saison de croissance de 2019, 58 isolats de Macrophomina ont été obtenus de plants symptomatiques collectés dans 19
cultures de pois chiches des Etats du Sinaloa et du Sonora, au Mexique. L'identité des 58 isolats a été détenminée par PCR en utilisant trois jeux
d’amorces spécifiques de trois espéces de Macrophomina (M. phaseolina, M. pseudophaseolina et M. euphorbiicola). La virulence a été établie en
inoculant des racines de plantules de pois chiches avec une suspension de mycélium, puis la gravité de la maladie a été évaluée 30 jours aprés
I'inoculation. La détection moléculaire avec les amorces spécifiques des espéces a indiqué que tous les isolats appartenaient & M. phaseolina, mais
que leur degré de virulence vanait significativement. Les essais sur la compatibilité mycélienne ont démontré qu’il y a au moins six groupes de
compatibilité mycélienne de M. phaseolina répartis dans les champs de pois chiches du Sinaloa et du Sonora. Cette information servira de référence
aux prochaines études sur 1'épidémiologie et la gestion de la maladie causée par M. phaseolina chez les pois chiches au Mexique.

Mots clés: Cicer ariefinum, Macrophomina phaseolina, pathogénicité, compatibilité mycélienne, amorces spécifiques des espéces
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Introduction

Chickpea (Cicer arietinum L.). the only cultivated
species of the genus Cicer. is native 1o eastern
Turkey. It is also the third most important legume
worldwide. with 96% of production in developing
countries. Mexico ranks 8" in the world with
a production 0f202846tons; the main producing states
include Sinaloa. Sonora. Michoacan. Guanajuato. and
Baja California Sur. with the first two contributing
the highest percentage (79%) of production (SIAP
2020). Chickpea is valued for the high protein con-
tent in its seed and is used increasingly as a substitute
for animal protein (Shinde and Hunje 2019). There
are two different types of chickpeas: desi and kabuli
(white): the latter is considered economically more
important and receives a higher price in the market
compared with the desi type (Jendoubi et al. 2017).

Among the main limiting factors in chickpea pro-
duction are root rot and wilt caused by a complex of
soilborne  fungi such as  Fusarium  spp..
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.. Sclerotium
rolfsii Sacc., and Rhizoctonia solani Kiithn (Fierros-
Leyva et al. 2019). This complex of fungi can cause
yield losses of up to 80% in Mexico (Padilla-
Valenzuela et al. 2008).

Macrophomina phaseolina is a seed- and soilbome fun-
gus with great morphological, physiological. pathogenic.
and genetic variability, which increases its adaptability to
various environmental conditions (Beas-Fernandez et al.
2006: Reyes-Franco et al. 2006: Marquez et al. 2021). This
fungus belongs to the family Botryosphaeriaceae and
attacks more than 500 plant species (Kaur et al. 2012:
Sarr et al. 2014), including economically important hosts
such as soybean (Ghcine max (L.) Merr.), common bean
(Phaseolus vulgaris L.), potato (Solamum tuberosum L.),
maize (Zea mays L.). sorghum (Sorghum bicolor (L.)
Monch.). peanut (drachis Inpogaea L.), chilli (Capsictm
anmuum L), chickpea, cotton (Gossypium hirsutum L.),
and canola (Brassica napus L.) (Leyva-Mir et al. 2015).
Disease symptoms caused by M. phaseolina include poor
growth, yellowing, and wilting (Dhingra and Sinclair 1978:
Manjunatha and Saifulla 2018): these occur because the
pathogen affects the roots and invades the xylem vessels,
thereby blocking the water flow in the plant (Muoz-
Cabanas et al. 2005). In addition, phytotoxic metabolites
produced by M. phaseolina have been described. including
phaseolinon, botryodiplodin, and parulin, which are
believed to play a role in the initial stages of infection.
causing wilting of seedlings and formation of necrotic
lesions on leaves and roots (Abbas et al. 2020: Salvatore
et al. 2020: Marquez et al. 2021).

Several studies have associated M. phaseolina as the
only Macrophomina species causing root rot and wilt
symptoms in chickpea (Diaz-Franco and Montes-Garcia
2008: Avila-Miramontes et al. 2015: Khan et al. 2017:
Lakhran et al. 2018: Zivanov et al. 2019). In India, this
pathogen can cause yield losses of 10% to 25% in the crop
(Manjunatha et al. 2013). However. three cryptic species of
Macrophomina (M. phaseolina, M. pseudophaseolina
Crous, Sair & Ndiaye. and M. euphorbiicola Machado.
Soares & Pereira) have been recently recognized world-
wide. These species can only be distinguished by using
species-specific primers (Santos et al. 2020) or by multi-
locus phylogenetic analysis with combined sequence data
from the intemal transcribed spacer (ITS) region, as well as
fragments of genes such as actin (4C7T), p-tubulin (B7).
calmodulin (CAL), and translation elongation factor
1-alpha (TEF-la) (Sarr et al. 2014: Machado et al. 2019).

Mycelial compatibility has been used to assess
genetic diversity among M. phaseolina isolates in
various countries (Barzegar and Banihashemi 2019;
Csondes 2011: Csiillldg and Tarcali 2020). In Mexico,
there are no studies on the mycelial compatibility of
Macrophomina isolates, and the identity of the dif-
ferent species has not been verified with species-
specific primers for each of the three species
described worldwide. The objectives of this research
were to identify Macrophomina isolates associated
with root rot and wilt symptoms on chickpea plants
in fields in Sinaloa and Sonora, Mexico. by using
species-specific primers of the TEFI-a gene, in addi-
tion to estimating virulence and determining the
mycelial compatibility of fungal isolates.

Materials and methods
Sample collection

During the 2019 growing season, chickpea plants (cv. Blanco
Sinaloa ‘92) with chlorosis, root rot, and wilt symptoms
(Fig. 1) were collected from 18 commercial fields distributed
in the municipalities of Guasave, Mocorito, Salvador
Alvarado, Angostura, and Culiacan in the state of Sinaloa,
Mexico. In addition. diseased plants were collected from
a site located in the municipality of Hermosillo, Sonora,
Mexico. Samples were collected from each field at three
phenological stages (leaf growth. flowering. and pod fill).

Isolation, purification, and preservation of fungi

Macrophomina isolates were obtained using the procedures
described by Crous et al. (2009). For isolation, 5-mm long
pieces of diseased root tissue were cut, surface disinfested by
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Fig. 1 Chickpea wilt caused by Macrophomina phaseolina. (a-b) Chickpea fields with high disease incidence. (¢) Chickpea plants
showing chlorosis and wilt. (d) Early symptoms of stem and root rot. (¢) Advanced symptoms of stem and root rot.

immersion in 2% sodium hypochlorite (NaClO) for 2 min,
rinsed twice in sterile distilled water for 1 min, and dried
with sterile absorbent paper. Subsequently. the disinfested
pieces were placed in Petri dishes with potato dextrose agar
(PDA) culture medium (Difco®. USA). The Petri dishes
were incubated at 25°C in the dark for 72 h and then
mycelial plugs (5 mm in diameter) from the edge of actively
growing Macrophomina-like colonies were transferred to
Petri dishes with fresh PDA and incubated at 25°C for

seven days. To verify the identity of the isolates, morphology
of mycelia and microsclerotia of all isolates was examined
using light microscopy. Pure cultures were obtained using
the hyphal-tip technique on water agar (WA) culture med-
ium and transferred to plates with PDA medium. The
Macrophomina isolates used in this study were deposited
in the Culture Collection of Phytopathogenic Fungi at the
Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarollo
(Culiacan, Sinaloa, Mexico) under the accession nos.
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CCLF20 to CCLF77. Mycelial plugs of the fungal isolates
were maintained in sterile distilled water at 4°C and in 10%
glycerol at —80°C.

DNA extraction and PCR amplification

Genomic DNA was exfracted according to the CTAB
method (Doyle and Doyle 1990). Aerial mycelium from
7-day-old Macrophomina colonies cultured on PDA med-
ium was scraped with a sterile spatula, macerated in a sterile
mortar using liquid nitrogen, and transferred to a 1.5 mL
microcentrifuge tube containing 500 pL of buffer solution
(100 mM Tris, pH 8: 20 mM of EDTA, pH 8: 1.4 M NaCl:
3% CTAB: 0.2 mg mL ™" of proteinase K), vortexed for 10s
and incubated for 60 min at 65°C. Then, 700 pL of chloro-
form-isoamyl alcohol (24:1 v/v) was added, vortexed for 10s
and placed in a 5810 R centrifuge (Eppendorf®, USA)
at13000g for 10 min. The supernatant was transferred to
a 1.5 mL microcentrifuge tube and 700 pL of isopropanol
was added. The tubes were mixed by inversion four to five
times and stored at —20°C for 10 min, then centrifuged at13
000 g for 10 min and the supernatant was discarded.
Subsequently, 500 pL of 70% ethanol was added to each
tube, centrifuged at13 000 g for 5 min, and the supernatant
was again discarded. The tubes were placed on blotting
paper until the ethanol evaporated, and when the pellet was
dry, 100 pL of DNasa/RNasa-fiee distilled water was added.
DNA quality and concentration were quantified with a Q-
3000 UV spectrophotometer (Quawell®, USA). The DNA
was stored at —20°C for later use.

For the PCR analysis, we used species-specific primers
targeting the translation elongation factor 1-o (TEF1-a) gene
of M. phaseolina (MpTefF—~AAACACACTTTTCGCA
CTCCTGC. MpTefR— TATGCTCGCAGAGAAGAACA
CGA), M. pseudophaseolina (MsTefF—-GCACACTTTT
CGCGCTTCTGTA. MsTefR-TGTGCTCGCTGGGAAG
AACATGA), and M. euphorbiicola (MeTefF—AAGCAT
ACTTTTCGTGCTCCTGC. MeTefR— AAAGGAACAT
GAGTGGCCAAAAA), which were designed and reported
by Santos et al. (2020). The reaction mixture was prepared
with a final volume of 25 pL, Ix PCR buffer, 2.5 mM
MgClL, 0.2 mM dNTP, 0.4 puM of each primer, 0.04 U
DNA polymerase (Promega®, USA) and 4 ng of DNA.
PCR was carried out in a C-1000 thermal cycler (Bio-
Rad®, USA) under the following conditions: an initial
denaturation step at 95°C for 3 min, followed by 35 cycles
of denaturation at 95°C for 30s, annealing for 30s at 67, 69,
or 65°C for the primers MpTefF/MpTefR, MsTefF/MsTefR,
and MeTefF/MeTefR, respectively; extension at 72°C for
1 min and a final extension step at 72°C for 10 min. The
amplified products were verified by 1% agarose gel

electrophoresis with 1X TAE buffer and stained with ethi-
dium bromide. To run electrophoresis at 90 volts, 7 pL of the
PCR product and 3 pL of loading buffer were used. The gel
was analysed on a Gel Doc XR + Gel Documentation
System transilluminator (Bio-Rad®, USA). Positive con-
trols of DNA for M. phaseolina, M. pseudophaseolina, and
M. euphorbiicola were kindly provided by Dr. Sami Jorge
Michereff (Universidade Federal do Cariri, Brazil).

Pathogenicity and virulence test

The pathogenicity of Macrophomina isolates was
verified by inoculating chickpea seedlings of
a susceptible genotype (Blanco Sinaloa '92) under
greenhouse conditions according to the procedures
described by Robles-Yerena et al. (2016) and Jarek
et al. (2018), with some modifications. For inoculum
preparation, each Macrophomina isolate was cultured
in PDA medium at 25°C for 10 days. The mycelial
growth was scraped with a slide. placed in sterile
distilled water. and liquefied for 10s using a waring
blender. The inoculum suspension was adjusted to
a concentration of 1 x 10° mycelial fragments mL ™!
and Tween 20® was added. Chickpea seeds were
sown in 128-cavity polystyrene trays (60 mL per
cavity) containing an autoclaved mixture of peat
moss and sand (2:1). Seedlings were regularly
watered to keep the growth substrate in a wet condi-
tion. Fifteen-day-old chickpea seedlings were care-
fully removed from their cavities.

The roots were washed with sterile distilled water
and inoculated by immersion in the mycelial suspen-
sion for 30 min. Once the time had elapsed, the
seedlings were placed again in trays with sterile sub-
strate and kept in a greenhouse at a temperature of 25
to 35°C. Each isolate was inoculated on seven plants
and the experiment was repeated twice. The roots of
10 control seedlings were immersed in sterile dis-
tilled water.

The observation of symptom progress was performed
daily and the evaluation of disease severity was carried out
30 days after inoculation using a 5-category visual scale,
where 0 = no visible symptoms, 1 = less than 25% foliage
diseased, 2 = 25 to 50% foliage diseased, 3 = 50 to 75%
foliage diseased, 4 = more than 75% foliage diseased. The
scale values were transformed to percent values and viru-
lence assay data were analysed. Normality and homogene-
ity of variances were first checked through Shapiro—Wilk
test and Levene test, respectively. Variances of the two
experiments were not statistically different for each test;
therefore, the raw data for the two repeats of each
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experiment were combined for subsequent analysis. Then.
data were subjected to analyses of variance (ANOVA) and
means were compared by Fisher’s least significant differ-
ence (LSD) test, at 5% probability using PROC GLM in
SAS (version 9.3: SAS Institute, Cary, NC). Isolates were
treated as fixed effects. Uninoculated controls were
excluded from statistical analysis,

Mycelial compatibility

Mycelial compatibility tests for the S8 Macrophomina iso-
lates were carried out in Petni dishes (90 mm in diameter)
containing PDA medium. A mycelial plug (6 mm in dia-
meter) from five different isolates was individually placed on
the periphery of a Petri dish and one different isolate was
placed in the centre. The 58 Macrophomina isolates were
tested in combinations with three replicates for each combi-
nation. Each isolate was paired with 57 other isolates and
itself at least three times. Petri dishes were incubated at 25°C
in constant darkness and the union of colonies was evaluated
at 7, 10, and 14 days. The relationship was defined visually
based on Csondes (2011): it was considered compatible
when the mycelia grew into each other and one continuous
colony was created, whereas, the relationship was considered
incompatible when a clearly defined barrier (blocking zone)
was formed between the colonies and some of the hyphae
were destroyed. Mycelial compatibility groups (MCGs)
were identified based on data from compatible reactions
among tested isolates. The entire experiment was performed
twice. Isolates that had conflicting results between replica-
tions were paired with each other a fowrth time.
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Results
Fungal isolates

A total of 58 Macrophomina isolates were obtained from
chickpea plants with chlorosis and wilt symptoms across
19 fields distributed in the municipalities of Salvador
Alvarado (17 isolates), Mocorito (11 isolates), Guasave
(6 isolates). Angostura (3 isolates). Culiacén (1 isolate) in
Sinaloa, as well as in Hermosillo (20 isolates) in Sonora.

Identification with species-specific primers

Identification of Macrophonina isolates associated with
chickpea wilt in Sinaloa and Sonora, Mexico with species-
specific 7EF1-a gene primers indicated that all 58 isolates
were M. phaseolina. This was because only the expected
217-bp PCR amplicon of the species-specific primers for
M. phaseolina (MpTefF/MpTefR) was obtained (Santos
et al. 2020). but there was no amplification when using the
species-specific primers for M. pseudophaseolina (MsTefF/
MsTefR) and M. euphorbiicola (MeTefF/MeTefR).

Pathogenicity and virulence

All inoculated chickpea plants showed chlorosis symptoms,
wilting. and premature defoliation 30 days after inoculation
(Fig. 2a). while control plants remained disease-free
(Fig. 2b), confirming the pathogenicity of the 58
Macrophomina phaseolina isolates. Statistical analysis
showed significant differences (P < 0.05) between the viru-
lence of fungal isolates (Fig. 3). The most virulent isolates
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Fig. 2 Chickpea plants cv, Blanco Sinaloa 92 artificially inoculated with Macrophomina phaseolina. (a) Symptoms on chickpea

plants, 30 days after inoculation. (b) Control plants.
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Fig. 3 Disease severity caused by 58 Macrophomina phaseolina isolates associated with chickpea wilt in the Northwest region of
Mexico (States of Sinaloa and Sonora). 30 days after inoculation onto roots of chickpea cv. Blanco Sinaloa. Error bars represent
standard error. Columns with the same letter do not differ significantly. according to Fisher’s LSD test (P < 0.05).

(>70% severity) were recorded in chickpea fields in the
municipalities of Salvador Alvarado. Mocorito, and
Guasave, while the less virulent isolates (<60% severity)
occurred at Salvador Alvarado, Mocorito, Guasave, and
Angostura in the state of Sinaloa. Of the 20 isolates obtained
from a chickpea field in the municipality of Hermosillo, in
the state of Sonora, three showed a mean severity of greater
than 70%. 14 isolates had a mean of 60 to 70%. and three
isolates had a mean <60% (Fig. 3).

Mycelial comparibility

The compatibility tests among the 58 M. phaseolina isolates
showed a total of six MCGs, which are shown in Table 1.
Forty-two isolates (72.4%) were assigned to MCG-I, five
isolates (8.62%) to MCG-IL. four isolates (6.89%) to MCG-
IIL. three isolates (5.17%) to MCG-IV. two isolates (3.44%)
to MCG-V, and two isolates (3.44%) to MCG-VL

MCG-I had a wide geographical distribution and
occurred in all municipalities except at Culiacan, Sinaloa.
In contrast, the remaining five MCGs had a limited geo-
graphical distribution. MCG-II was found at Mocorito and
Angostura municipalities from Sinaloa state. as well as at
Hermosillo from Sonora state. MCG-III was recorded at
Culiacan. Salvador Alvarado. and Hermosillo (Sonora).
MCG-IV occurred only at Guasave, Sinaloa and
Hermosillo, Sonora. MCG-V was found only at Mocorito
and Salvador Alvarado in Sinaloa. MCG-VI was recorded
at Salvador Alvarado, Sinaloa and Hermosillo, Sonora.

Regarding sampled states, all MCGs were identified in
Sinaloa, whereas MCG-V was not present in Sonora; how-
ever. it was not possible to relate the mycelial compatibility

grouping and geographic distribution of the isolates
because of the small number of isolates analysed.

Discussion

This study detenmined. by using species-specific primers
amplifying the TEF-la gene. that M. phaseolina is the
predominant Macrophomina species in chickpea fields in
the states of Sinaloa and Sonora. Mexico. Previous studies
identified three Macrophomina species (M. phaseolina,
M. pseudophaseolina. and M. euphorbiicola) by multilocus
phylogenetic analyses using combined ITS, ACT, ST, CAL.
and TEF1-a sequence data (Sarr et al. 2014: Machado et al.
2019) as well as phylogenetic analyses using only
sequences from the ITS region (Wagan et al. 2019: Pandy
et al. 2020). However, Machado et al. (2019) and Santos
et al. (2020) indicated that ITS sequences are not sufficient
to distinguish between the three Macrophomina species.
Species-specific primers that amplify a fragment of the
TEFI-a gene are just as effective. but much cheaper. faster.
and easier to use compared to multilocus phylogenetic
analyses, which are laborious and expensive: they also
require time and knowledge of phylogenetic identification
for species distinction (Santos et al. 2020). Similarly,
Negreiros et al. (2019) reported that the use of species-
specific primers showed potential to be used as a tool to
identify known species of Macrophomina and other
Botryosphaeriaceae species.

All M. phaseolina isolates evaluated in this study were
pathogenic to inoculated chickpea plants and the symptoms
observed were root rot, chlorosis, and premature defoliation.
Regarding virulence, M. phaseolina isolates showed
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Table 1. Origin. mycelial compatibility groups (MCGs) of
Macrophomina phaseolina isolates collected from chickpea
plants in Sinaloa and Sonora, Mexico.

Isolate code Site Ongm Collection date  MCG
CCLF70 1 Moconto, Sialoa Jaguary 2019 I
CCLF72 1 Moconto, Sialoa January 2019 I
CCLF74 2 Moconto, Sinaloa February 2019 1
CCLF37 3 Moconto, Swnaloa February 2019 1
CCLF77 3 Moconto, Smaloa February 2019 1
CCLF20 4 Moconto, Swaloa January 2019 I
CCLF22 4 Moconto, Simaloa January 2019 1
CCLF35 4 Moconto, Sinaloa January 2019 I
CCLF25 4 Moconto, Smaloa January 2019 n
CCLF36 4  Moconto, Smaloa January 2019 1
CCLF71 S Moconto, Smaloa January 2019 \Y
CCLF32 6 Cubacan, Smaloa January 2019 m
CCLF40 7 Salvador Alvarado, Sinaloa January 2019 I
CCLF23 8§ Salvador Alvarado, Smaloa January 2019 I
CCLF26 8 Salvador Alvarado, Smaloa January 2019 1
CCLF68 8  Salvador Alvarado, Sinaloa January 2019 1
CCLFs3 9  Salvador Alvarado, Smaloa January 2019 I
CCLFS6 9  Salvador Alvarado, Swnaloa January 2019 1
CCLF41 9  Salvador Alvarado, Smaloa January 2019 m
CCLF75 9  Salvador Alvarado, Swnaloa January 2019 v
CCLF27 10 Salvador Alvarado, Sinaloa February 2019 I
CCLF28 10 Salvador Alvarado. Smnaloa February 2019 I
CCLF59 10 Salvador Alvarado, Smnaloa February 2019 1
CCLF49 10 Salvador Alvarado, Smaloa February 2019 m

CCLF38 10 Salvador Alvarado, Sinaloa February 2019 VI
CCLF24 11 Salvador Alvarado, Swnaloa February 2019 I
CCLF21 11 Salvador Alvarado, Smaloa February 2019 I
CCLF39 11 Salvador Alvarado, Smaloa February 2019 I
CCLF45 12 Salvador Alvarado, Smaloa February 2019 I
CCLF63 13 Guasave, Smaloa February 2019 I
CCLF48 14 Guasave, Smaloa January 2019 1
CCLF60 14 Guasave, Smaloa January 2019 I
CCLF54 14 Guasave, Smaloa January 2019 I
CCLF55 14 Guasave, Smaloa January 2019 I
CCLF66 15 Guasave, Smaloa February 2019 IV
CCLF33 16  Angostura, Sinaloa January 2019 I
CCLF46 17 Angostura, Smnaloa January 2019 I
CCLF47 18  Angostura, Sinaloa January 2019 n
CCLF31 19 Hemmosillo. Sonora June 2019 I
CCLF34 19 Hermosillo, Sonora June 2019 1
CCLF42 19  Hermosillo, Sonora June 2019 I
CCLF44 19 Hermosillo. Sonora June 2019 1
CCLF51 19 Hermosillo, Sonora June 2019 1
CCLF52 19 Hermosilio. Sonora June 2019 I
CCLF57 19 Hermosillo, Sonora June 2019 1
CCLF58 19  Hermosillo, Sonora June 2019 I
CCLF61 19 Hermosillo, Sonora June 2019 1
CCLF62 19 Hermosillo, Sonora June 2019 I
CCLF64 19 Hermosillo, Sonora June 2019 I
CCLF69 19 Hermosillo, Sonora June 2019 1
CCLF73 19 Hermosillo, Sonora June 2019 I
CCLF76 19 Hermosillo, Sonora June 2019 I
CCLF30 19 Hermosillo, Sonora June 2019 n
CCLF67 19 Hermosillo, Sonora June 2019 I
CCLF65 19  Hermosillo, Sonora June 2019 m
CCLF29 19 Hermosillo, Sonora June 2019 v
CCLF43 19 Hermosillo, Sonora June 2019 v
CCLFS0 19 Hermosillo, Sonora June 2019 Vi

significant differences and were grouped into three cate-
gories. These differences may be due to the fact that
M. phaseolina is highly variable because of the large number
of polykaryotic characteristics of the mycelium, mutation,
hyphal fusion. and mitotic recombination: this pathogenic
variability has been described in different hosts, including
soybean and sunflower (Helianthus annuus L.) (Dhingra and
Sinclair 1978: Junénez et al. 1983). There are several studies
similar to ours in which the pathogenicity M. phaseolina has
been reported in other plant hosts with differences in viru-
lence, which may vary depending on the region of origin of
the isolates (Echavez and Perdomo 1991; Mayek-Pérez et al.
2001: Muioz-Cabailas et al. 2005: Aghakhani et al. 2009;
Manjunatha and Saifulla 2018: Negreiros et al. 2019: Garcia
et al. 2019).

In the present study. six MCGs were identified. indicat-
ing a high level of genetic variability amoung Mexican
Macrophomina phaseolina isolates. Mayék-Pérez et al.
(2001) and Munoz-Cabaias et al. (2005) obtained high
percentages of polymorphism by means of AFLP analysis
in M. phaseolina isolates from Mexico, which revealed the
existence of great genetic diversity, showing the polykar-
yotic nature or the possibility of genetic recombination in
this plant pathogenic fungus. Similarly, Barzegar and
Banihashemi (2019) reported a total of 33 different
MCGs of M. phaseolina in Iran. showing the existence of
high genetic diversity among the fungal isolates. In con-
trast, Csondes (2011) registered high compatibility among
53 M. phaseolina isolates obtained from sunflower. maize,
and soybean in Serbia, Hungary, and Spain. This result is
significant since mycelial compatibility is a precondition
for DNA exchange through anastomosis between two com-
patible isolates. which increases the possibility of parasex-
ual recombination and therefore the maintenance of genetic
diversity in M. phaseolina (Almeida et al. 2003: Kmjaja
etal. 2013).

Our results showed that five of six MCGs occurred in
Sonora, and MCG-V was only present in Sinaloa, indicat-
ing that the MCGs could be distributed at different geogra-
phical sites in the states of Sinaloa and Sonora: however,
further studies examining a large number of isolates from
several MCGs are required in order to resolve this uncer-
tainty. The variability of a pathogen in a geographic area
can be estimated through this type of study. in addition to
other factors that can provide information on this variation,
such as rapid growth. mycelial dispersion, and the abundant
production of microsclerotia (Purkayastha et al. 2006).
Other authors such as Mihail and Taylor (1995).
Vandemark et al. (2000). Csondes (2011) Cstillsg and
Tarcali (2020). stated that identical or similar fungal geno-
types can spread over long distances via transport of
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infected seed and material with resistance structures
(microsclerotia) of the fungus, which play a very important
role in the dissemination and propagation.

In conclusion, molecular detection by amplification
of a fragment of the TEFI-a gene using species-
specific primers revealed that all 58 Macrophomina
isolates from chickpea were M. phaseolina.
Inoculation of the fungus onto chickpea roots indi-
cated that all isolates were pathogenic and there is
a difference in their virulence. In addition, the myce-
lial compatibility test showed that some isolates had
the ability to fuse hyphae, giving a total of six MCGs
among the 58 isolates of M. phaseolina obtained from
chickpea fields in the states of Sinaloa and Sonora,
Mexico. These findings have important implications
and further studies on the impact, epidemiology, fun-
gicide sensitivity, and disease resistance are needed
for the development of suitable management strate-
gies for the disease in Mexican chickpea fields.
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Chickpea (Cicer arietinum), is an important legume crop grown mainly in northwest Mexico. In
March 2019, wilt symptoms were observed in two fields of chickpea cv. Blanco Sinaloa-92 located
in the municipalities of Guasave (Sinaloa) and Comondu (Baja California Sur) in Mexico.
Diseased plants showed root rot, reduced growth, chlorosis and wilting of the entire plant (Figure

1). Disease incidence was 15 and 25% in Guasave and Comondu, respectively.

For fungal isolation, symptomatic root pieces were surface sterilised with 2% NaCIlO for two
minutes, rinsed in sterilised distilled water twice, placed on potato dextrose agar (PDA) medium,
and incubated at 25°C in darkness for five days. Fungal colonies that had similar morphology were
consistently obtained and eight isolates were purified. On PDA, fungal colonies were greenish-
white, cottony to felty, while the reverse of the colonies were pale yellow (Figure 2). Microscopic
examination showed dimorphic conidiophores (verticillium-like and penicillate). Phialides were
in whorls of 2 to 5, and were straight to slightly curved. Conidia (n=100) were hyaline, ellipsoidal,
slightly curved or asymmetrical, 5.9 to 9.2 X 4.9 to 6.6 um, with hilum laterally displaced (Figure
3). Chlamydospores were not observed. Morphological characters matched those of Clonostachys
chloroleuca (Moreira et al., 2016). Four representative isolates were deposited in the Culture
Collection of Phytopathogenic Fungi at the Research Center for Food and Development (Sinaloa,
Mexico) under Accession Nos. CCFL106, CCFL112, CCFL121, and CCFL139.

For molecular identification, genomic DNA was extracted, and the internal transcribed spacer
(ITS) region and partial sequences of translation elongation factor 1-alpha (EF1-«) gene were
amplified and sequenced with the primer sets ITS5/1TS4 (White et al., 1990) and EF1-728F/EF1-
986R (Carbone & Kohn, 1999), respectively. A phylogenetic tree, including published ITS and
EF1-a sequence datasets for Clonostachys spp. was constructed based on Maximum Likelihood
(Figure 4). The phylogenetic analysis placed isolates CCFL106, CCFL112, CCFL121, and
CCFL139 in the same clade as Clonostachys chloroleuca. The sequences were deposited in
GenBank under Accession Nos. ON495789-ON495792 for ITS and ON515492—-ON515495 for
EFl-a.
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Pathogenicity tests were performed on 20 healthy 15-day-old chickpea seedlings (cv. Blanco
Sinaloa-92) grown in pots with a sterile substrate. The roots were washed with sterile distilled
water and inoculated by immersion in a spore suspension (1 x 10° conidia/ml) for 10 minutes,
placed again in pots, and kept in a greenhouse at a temperature of 25 to 35°C for 30 days. Each
isolate was inoculated on five plants and the experiment was repeated twice. The roots of 10
control seedlings were immersed in sterile distilled water. Wilting symptoms were observed on
inoculated plants after 25 days, whereas control plants remained symptomless. Pathogenicity
testing was performed twice with similar results. The fungi were reisolated from the artificially

inoculated plants, thus fulfilling Koch’s postulates.

Clonostachys chloroleuca was originally isolated from soil in Brazil (Moreira et al., 2016);
however, only C. rhizophaga has been previously recorded to cause chickpea wilt in Syria (Abang
et al., 2009). To our knowledge, this is the first report of Clonostachys chloroleuca causing root
rot and wilt of chickpea in Mexico and worldwide.
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Figure 1: Symptoms caused by Clonostachys chloroleuca on chickpea plants: (a) Yellowing and
wilt symptoms. (b) Root rot symptom.
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Figure 2: Clonostachys chloroleuca (CCLF121): (a) Upper view of colony on PDA after 10 days
at 28 °C in the dark (b) Reverse view of colony.
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Figure 3: Morphological characters of Clonostachys chloroleuca: (a) Primary conidiophore. (b)
Secondary conidiophores. (c) Conidia. Scale bars = 20 pum.
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Figure 4: Maximum likelihood phylogenetic tree inferred from a combined alignment of ITS and
EF1-a sequence data for isolates of Clonostachys spp. Bootstrap support values for maximum
likelihood greater than 50% are indicated above the nodes. Calonectria ilicicola was used as
outgroup. Isolates from this study are indicated in orange.
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4. FILOGENIA Y VIRULENCIA DE AISLADOS DE Fusarium SPP. Y Neocosmospora
falciformis ASOCIADOS A LA MARCHITEZ DEL GARBANZO EN EL NOROESTE DE
MEXICO

Articulo en preparacion

Se pretende enviar a la Plant Disease
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4.1. Resumen

La marchitez es la enfermedad mas importante que afecta las areas de produccion de garbanzo
(Cicer arietinum L.) en México. Los sintomas incluyen pudricion de raiz, amarillamiento,
reduccion de crecimiento y muerte de plantas. Los objetivos de este estudio fueron identificar a las
especies de Fusarium y Neocosmospora asociadas con la marchitez del garbanzo en el noroeste de
México mediante analisis filogenético y caracterizacion morfoldgica, ademéas de determinar la
virulencia de los aislados. Un total de 44 aislados (29 de Fusarium y 15 de Neocosmospora)
representando las diferentes zonas geogréaficas (estados de Sinaloa, Sonora y Baja California Sur).
Los analisis filogenéticos se generaron con secuencias nucleotidicas de fragmentos de los genes
EF1-a y rpb2, mediante el método de Maxima Verosimilitud. La caracterizacion morfoldgica de
aislados representativos de cada especie se llevd a cabo registrando las caracteristicas cualitativas
y cuantitativas de macroconidios, microconidios, fidlides y clamidosporas. Las pruebas de
patogenicidad se realizaron en condiciones de invernadero, inoculando raices de plantas de
garbanzo cv. Blanco Sinaloa 92 con suspension de esporas. Los analisis filogenéticos generados
con los datos combinados de las secuencias EF1-a y rpb2, permitieron identificar a Fusarium
languescens, Neocosmospora falciformis, F. nirenbergiae y F. verticillioides. La prueba de
patogenicidad indicé que todos los aislados fueron patogénicos y se encontraron diferencias
significativas en la virulencia de los aislados. Este es el primer reporte de F. languescens, F.
nirenbergiae y F. verticillioides causando marchitez del garbanzo en México y a nivel mundial.
Palabras clave: Cicer arietinum, patogenicidad, morfologia, analisis de secuencias.
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4.2. Introduccion

El garbanzo (Cicer arietinum L.) pertenece a la familia Fabaceae y es la tercera leguminosa mas
importante a nivel mundial después del frijol (Phaseolus vulgaris) y el chicharo (Pisum sativum).
Asimismo, el garbanzo es una fuente vital de proteina comestible en muchos paises en desarrollo
(Faruk y Khatun, 2020). El area mas probable de origen del garbanzo se considera el sudoeste de
Turquia y areas cercanas a Siria (Samiksha et al., 2021; Dhawale y Dhale, 2021). México se ubica
como decimo productor mundial con una produccion de 125,823 toneladas, siendo las principales
entidades productoras: Sinaloa, Sonora, Michoacan, Guanajuato y Baja California Sur (SIAP,
2021).

Diferentes agentes bidticos y abidticos afectan de manera adversa la productividad del garbanzo
alrededor del mundo. Este cultivo es sensible a factores bioticos que engloban una amplia
diversidad de agentes patégenos como son hongos, bacterias, virus, fitoplasmas y nematodos. A la
fecha, se han reportado al menos 172 patdgenos infecciosos en el cultivo de garbanzo (Azevedo et
al., 2017; Al-Taae et al., 2021; Babariya y Nath, 2021; Dhawale y Dhale, 2021).

En general, la enfermedad conocida como marchitez, causada por hongos con origen en el suelo,
se han asociado principalmente a Fusarium y géneros altamente relacionados a Fusarium como es
el caso de Neocosmospora, los cuales son los principales factores limitantes en la produccién de
garbanzo (Babariya y Nath, 2021) y pueden infectar a la planta en cualquier etapa del ciclo del
cultivo (Zhou et al., 2021). La marchitez del garbanzo esté presente alrededor del mundo y se ha
registrado en paises como India, Burma, Bangladesh, Chile, Etiopia, Iran, México, Nepal, Pakistan,
entre otros (Dhawale y Dhale, 2021).

La marchitez es una enfermedad caracterizada por su aparicion en forma gradual, algunas veces
repentina, con sintomas que van desde amarillamiento foliar hasta caida de hojas secas seguido por
la marchitez completa de la planta o algunas veces de sus ramas (Hale et al., 2020). Los patdgenos
causantes de la enfermedad penetran a las raices provocando pudriciones e invaden el sistema
vascular. Generalmente invade solo tejido vivo de raices, conduciendo a la muerte de la planta y
luego prolifera en el tejido muerto (Dandale et al., 2021). Esta enfermedad reduce la produccién
de garbanzo por la disminucion del rendimiento y peso de grano. Las pérdidas pueden llegar hasta
70% del total de la cosecha (Jiménez-Diaz et al., 2015).
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La identificacion basada en morfologia de especies de Fusarium se apoyaba en un nimero limitado
de caracteres taxonomicos con diferencias menores en la morfologia y que estan influenciados por
las condiciones ambientales, lo cual hace dificil la identificacion a nivel de especie (Tekeoglu et
al., 2017; Younesi et al., 2021). Por lo tanto, las técnicas moleculares se usan para superar las
limitaciones de la identificacion mediante morfologia (Younesi et al., 2021), ya que son mas
confiables para la identificacion de especies conocidas, ademas evaluar la diversidad genética, y
para el descubrimiento de nuevas especies cripticas dentro de complejos de especies que
previamente se describieron como especies (Zhou et al., 2018; Dongzhen et al., 2020).

La identificacion de Fusarium a nivel de especie es esencial para clarificar al agente causal y con
ello determinar las estrategias de manejo de la enfermedad (Zhou et al., 2021). Para la
identificacion a nivel de especie, la region de los espaciadores transcritos internos (ITS) del ADNr
se han usado cominmente para muchas especies de hongos (Hadi y Inal, 2019); sin embargo,
actualmente la regién ITS no permite diferenciar a la gran diversidad de especies de Fusarium
filogenéticamente relacionadas, causando dificultad en la resolucion de especies cuando se utilizan
estas secuencias (Hadi y Inal, 2019; Crous et al., 2021; Zhou et al., 2021; Mirghasempour et al.,
2022).

El género Fusarium se incluyd en una lista dentro de los 10 géneros mas importantes de hongos
fitopatdgenos, basado en percepciones cientificas e importancia econdmica, en particular debido a
los complejos de especies filogenéticas de F. graminearum (FGSC) y F. oxysporum (FOSC) (Dean
etal., 2012). La evidencia filogenética mostro desde hace tiempo que F. oxysporum es un complejo
de multiples especies cripticas (Laurence et al., 2014); el término “complejo de especies” se
introdujo para nombrar clados filogenéticos (Yilmaz et al., 2021). Otras especies de Fusarium
impactantes incluyen a F. subglutinans y F. verticillioides, asi como Neocosmospora solani sensu
stricto y otros miembros del complejo de especies Neocosmospora solani (Anteriormente
Fusarium Solani Species Complex) (Sandoval-Denis et al., 2018).

El género Neocosmospora incluye hongos que estan presentes en todas partes y ampliamente
distribuidos en el suelo, restos de plantas, material vegetal vivo, aire y agua (Sandoval-Denis et al.,
2019). El complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC por sus siglas en inglés) es uno de los
complejos de especies mas grande y mejor estudiados dentro del género que muestra varias
ecologias e incluye al menos 50 especies distintas que se agrupan dentro de tres clados: americana,

africana y asiatica (Yilmaz et al., 2021).
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En México y a nivel mundial, se ha reportado comdnmente a F. oxysporum y F. solani como unos
de los principales agentes patdégenos causantes de la marchitez del garbanzo, sin embargo, no se
han realizado estudios detallados sobre la identidad filogenética y virulencia de las diversas
especies cripticas pertenecientes a los géneros Fusarium y Neocosmospora que pueden estar
involucradas. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar morfoldgica,
molecular y patogénicamente a diversos aislados de Fusarium y Neocosmospora asociados a la
marchitez del garbanzo en campos comerciales distribuidos en los estados de Sinaloa, Sonora y

Baja California Sur, México.

4.3. Materiales y méetodos

4.3.1. Recoleccion de muestras

Durante el ciclo 2018-2019, en 17 lotes comerciales distribuidos en los estados de Sinaloa, Sonora
y Baja California Sur, México (Figura 1), se realizaron cinco muestreos dirigidos y se recolectaron
plantas de garbanzo con sintomas de amarillamiento y marchitez, asi como pudricion de raices. Las
etapas en las que se realizaron los muestreos fueron en desarrollo, floracién y formacion de grano.
Ademas. se registraron las coordenadas con un GPS de cada uno de los lotes donde se realizo la

recoleccion de plantas sintomaticas.
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Figura 1. Sintomas en plantas de garbanzo causados por aislados de Fusariu

(B) Plantas con sintomas de amarillamiento. (C) Plantas con sintomas de marchitez y muerte. (D)
Lesién en tallo. (E) Pudricion de raiz.

4.3.2. Aislamiento, purificacion y conservacion de hongos

Los aislados fungicos del presente estudio se obtuvieron mediante los procedimientos descritos por
Crous et al. (2009). Para ello se cortaron piezas de raices de 5 mm de longitud de la zona de
transicion entre el tejido enfermo y sano, se desinfestaron por inmersion en hipoclorito de sodio
(NaClO) al 2% por 2 min, se enjuagaron dos veces en agua destilada estéril por 1 min y se secaron
con papel absorbente estéril. Posteriormente, las piezas desinfestadas se colocaron en placas Petri
con medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) (Difco, EE.UU.). Las placas Petri se mantuvieron
en incubacion a 25°C bajo condiciones de oscuridad durante 72 h. Una vez transcurrido el tiempo,
se transfirieron discos miceliales (5 mm de diametro) del borde de los crecimientos activos de

colonias con caracteristicas de Fusarium y Neocosmospora a placas Petri con PDA fresco y se
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incubaron a 25°C por siete dias. Los cultivos puros se obtuvieron mediante la técnica de cultivo

monosparico en medio de cultivo agua agar (AA) y se transfirieron a placas con medio PDA fresco.

Un total de 68 aislados usados en el presente estudio se encuentran conservados en el Laboratorio

de Fitopatologia del Centro en Investigacion en Alimentacion y Desarrollo, Coordinacion Regional

Culiacan (Culiacén, Sinaloa, México) con numero de acceso CCLF78-CCLF146. Discos

miceliales de los aislados fungicos se conservaron en agua destilada estéril a 4°C para

almacenamiento a corto plazo, ademéas de colocarse en tubos con arena, asi como en tubos

criogénicos de 2 mL de conteniendo glicerol al 10% y a -20°C para almacenamiento a largo plazo.

Del total de 68 aislados, de todos los lotes comerciales de garbanzo en las tres entidades, se

eligieron 44 aislados fungicos representativos (Cuadro 1) para los estudios de filogenia y

virulencia.

Cuadro 1. Datos de aislados fungicos obtenidos de plantas de garbanzo con sintomas de marchitez
en campos de Sinaloa, Sonora y Baja California Sur, México, durante el ciclo de cultivo 2018—

2019.

Cadigo de aislado Sitio Origen Fecha de recoleccion
CCLF78 14 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF79 5 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF80 10 Salvador Alvarado, Sinaloa Febrero 2019
CCLF81 9 Salvador Alvarado, Sinaloa Febrero 2019
CCLF82 12 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF84 17 Comondu, Baja California Sur Marzo 2019
CCLF85 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF88 17 Comondu, Baja California Sur Marzo 2019
CCLF90 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF91 7 Salvador Alvarado, Sinaloa Enero 2019
CCLF95 13 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF96 1 Culiacéan, Sinaloa Enero 2019
CCLF97 12 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF99 15 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF101 3 Angostura, Sinaloa Enero 2019
CCLF102 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF103 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF105 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF107 2 Mocorito, Sinaloa Enero 2019
CCLF110 6 Salvador Alvarado, Sinaloa Enero 2019
CCLF111 9 Salvador Alvarado, Sinaloa Febrero 2019
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CCLF113 1 Culiacan, Sinaloa Enero 2019
CCLF114 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF115 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF117 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF118 5 Guasave, Sinaloa Enero 2019
CCLF120 5 Guasave, Sinaloa Enero 2019
CCLF122 4 Salvador Alvarado, Sinaloa Enero 2019
CCLF123 12 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF124 17 Comondu, Baja California Sur Marzo 2019
CCLF125 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF127 13 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF128 15 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF129 8 Salvador Alvarado, Sinaloa Enero 2019
CCLF130 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF133 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF134 10 Salvador Alvarado, Sinaloa Febrero 2019
CCLF136 12 Guasave, Sinaloa Febrero 2019
CCLF137 11 Salvador Alvarado, Sinaloa Febrero 2019
CCLF138 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF142 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF144 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF145 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019
CCLF146 16 Hermosillo, Sonora Junio 2019

4.3.3. Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion

La extraccion del ADN se realizé a partir de colonias fungicas de 7 dias de edad y cultivadas en
medio PDA. El micelio de cada aislado se raspd con un portaobjetos estéril, se macerd en un
mortero estéril usando nitrégeno liquido y se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL
conteniendo 500 pL de solucion buffer (Tris 100 mM pH 8, 20 mM de EDTA pH 8, NaCl 1.4 M,
3% CTAB), se mezcl6 con vortex por 10 sy se incubd por 60 min a 65 °C. Se agregaron 700 pL
de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1v/v), se pasaron por vortex por 10 s y se coloco en una
centrifuga 5810 R (Eppendorf, EE. UU.) a 13000 g durante 10 min. Después, el sobrenadante se
transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se agregaron 700 L de isopropanol. Los tubos
se mezclaron por inversion de cuatro a cinco veces y se almacenaron a -20 °C durante 10 min.

Luego, se centrifugd a 13000 g durante 10 min para sedimentar el DNA y desechar el sobrenadante.
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Posteriormente, se agregaron 500 pL de etanol al 70 % a cada tubo, se centrifug6 a 13000 g por 5
min y se desech6 de nuevo el sobrenadante. Los tubos se colocaron sobre papel secante hasta que
el etanol se evapord, y cuando la pastilla se seco, se procedio a agregar 100 pL de agua estéril libre
de DNAsay RNAsa. La calidad y concentracion del ADN se cuantifico con un espectrofotometro—
Q-3000 UV (Quawell, EE. UU.). EI DNA se almacen6 a -20°C para su uso posterior.

Para la PCR se utilizaron los iniciadores correspondientes al factor de elongacion de la traduccion
1-a (TEF1-a) (EF1-728F-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG, EF1-986R-
ACTTGAAGGAACCCTTACC) (O'Donell et al., 1998) y para la segunda subunidad grande de la
ARN  polimerasa (rpb2) (RPB2-5F2-GGGGWGAYCAGAAGAAGGC), RPB2-7CR-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT) (Liu et al., 1999). La mezcla de reaccion se prepard con un
volumen final de 25 pL para la amplificacion de rpb2 y de 22 pL para la amplificacion de TEF-
la. Lamezcla contenia buffer de PCR 1x, 2.5 mM MgCl;, 0.2 mM dNTP, 0.4 uM de cada iniciador,
0.04 U DNA polimerasa (Promega, EE.UU.) y 4 ng de DNA. La PCR se llevo a cabo en un
termociclador C-1000 (Bio-Rad, EE. UU.) con las siguientes condiciones para la amplificacion de
un fragmento del gen TEF1-a: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C
por 1 min, 54°C por 1 min, 72 °C por 30 s; y una extension final a 72°C por 5 min; mientras que,
las condiciones para la amplificacion de parte del gen rpb2 fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial a 95°C por 5 min, 38 ciclos de 95°C por 40 s, 55°C por 40 s, 72°C por 1:15 min; y una
extension final de 72°C por 5 min. La temperatura de alineamiento para los iniciadores EF1-
728F/EF1-986R y RPB2-5F2/RPB2-7CR fueron 54 y 55°C, respectivamente. Los productos
amplificados se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % con buffer de corrida TAE
1X. Se usaron 7 pL del producto de PCR y 3 uL de buffer de carga, para llevar a electroforesis a
90 volts. El gel se analizé en un transiluminador Gel Doc XR+ Gel Documentation System (Bio-
Rad, EE. UU.). Los amplicones se purificaron usando el kit de purificacion de PCR QIAquick
(Qiagen EE. UU.) y ambas direcciones se secuenciaron en la empresa Macrogen (Macrogen Inc.,
Seul, Corea del Sur) usando los mismos iniciadores que se utilizaron para la amplificacion. Todas
las secuencias generadas en este estudio se depositaron en la base de datos del GenBank.
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4.3.4. Analisis filogenético

Las secuencias se editaron con el software BioEdit version 7.0.5.3 (Hall, 1999) y se compararon
en la base de datos del GenBank, utilizando el algoritmo BLASTN. Las secuencias de cada
region/gen se alinearon de manera independiente utilizando el alineador MUSCLE (Edgar, 2004)
implementado en MEGA 11 (Tamura et al., 2021). En todos los casos, se utilizaron como
referencia las secuencias de aislados pertenecientes a colecciones microbiologicas internacionales
y cuando fue posible, clasificados bajo la designacion nomenclatural Ex—tipo (T), Ex—epitipo (ET)
0 Neotipo (NT). Los alineamientos se concatenaron en MEGA 11 y el mejor esquema de
particiones para cada alineamiento se evalué en PartitionFinder v 1.1.1 (Lanfear et al. 2012),
empleando el algoritmo greedy y el criterio de informacion de Akaike corregido (AICc). La
reconstruccion filogenética se realizd mediante el método de Maxima Verosimilitud en RAXML v
7.2.8 (Stamatakis 2006), con el modelo GTRGAMMAI y 1000 bootstrap. Los filogramas se
editaron en FigTree v1.4.2 (Rambaut, 2014).

4.3.5. Prueba de patogenicidad y virulencia

La patogenicidad de los 44 aislados fungicos seleccionados se verifico mediante la inoculacién de
plantulas de garbanzo de un genotipo susceptible (Blanco Sinaloa 92) bajo condiciones de
invernadero. Para la preparacion del inoculo, cada aislado de Fusarium y Neocosmospora se
cultivaron en medio PDA a 25°C durante 10 dias. Después, el crecimiento micelial se raspé
superficialmente con un portaobjetos, se coloc6 en agua destilada estéril y se licué por 10 s. La
suspension del inoculo se ajustd a una concentracion de 1 x 10° fragmentos miceliales mL? y se le
adiciond Tween 20®. Las raices de plantulas de garbanzo de 15 dias de edad se inocularon por
inmersion en la suspension de fragmentos miceliales por 15 min. Una vez transcurrido el tiempo,
las plantulas se colocaron nuevamente en las charolas con sustrato estéril y se mantuvieron en un
invernadero a temperatura de 20 a 35°C.

La observacion del progreso de los sintomas se realizo diariamente y la evaluacion de la severidad
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de la enfermedad se realiz6 30 dias después de la inoculacién usando una escala visual de 5
categorias, donde 0 = sintomas no visibles, 1 =<25% de follaje enfermo, 2 = 25 a 50% de follaje
enfermo, 3 = 50 a 75% de follaje enfermo, 5 => 75% de follaje enfermo. Los valores de la escala
se transformaron a valores porcentuales y se analizaron. Primero se verificd la normalidad y
homogeneidad de la varianza mediante la prueba Shapiro-Wilk y la prueba Levene,
respectivamente. Las varianzas de los dos experimentos no fueron estadisticamente diferentes para
cada prueba; por lo tanto, los datos de las dos repeticiones de cada experimento se combinaron para
posteriores analisis. Posteriormente, los datos se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) y
las medias se compararon mediante la prueba de diferencia minima significativa de Fisher con una
probabilidad de 5%, usando PROC GLM en SAS (version 9.3; SAS Institute, Cary, NC). Los datos

de las plantas control (no inoculadas) se excluyeron del analisis estadistico.

4.3.6. Caracterizacion morfoldgica

Aislados representativos de cada especie de Fusarium y Neocosmospora identificadas mediante
filogenia, se caracterizaron con bases en sus caracteres culturales y morfolégicos. La morfologia
de la colonia, pigmentacién y tipo de micelio aéreo se observaron en los medios de cultivo PDA 'y
SNA. Las observaciones morfoldgicas incluyeron las caracteristicas cuantitativas y cualitativas de

macroconidios, microconidios, fialides y clamidosporas.

4.4. Resultados

4.4.1. Analisis filogenético

El andlisis filogenético inferido bajo el criterio de Maxima Verosimilitud proporciond suficiente

informacidn para distinguir entre especies cripticas de Fusarium y Neocosmospora utilizando
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secuencias de los genes TEF1-a y rpb2. De los 44 aislados analizados, 29 se agruparon al género
de Fusarium distribuidos en dos complejos de especies conocidos, incluyendo al complejo
Fusarium oxysporum (27 aislados) y F. fujikuroi (dos aislados). Dentro del complejo de especies
Fusarium oxysporum, 24 aislados (CCLF78, CCLF81, CCLF82, CCLF84, CCLF85, CCLF88,
CCLF90, CCLF91, CCLF95, CCLF96, CCLF97, CCLF99, CCLF107, CCLF117, CCLF120,
CCLF123, CCLF124. CCLF125, CCLF128, CCLF129, CCLF136, CCLF138, CCLF142 y
CCLF146) se agruparon con F. languescens y tres aislados (CCLF79, CCLF111y CCLF118) como
F. nirenbergiae (Figura 2). En el caso del complejo de especies de Fusarium fujikuroi, los dos
aislados (CCLF101 y CCLF113) se identificaron como F. verticillioides (Figura 3). Referente al
género Neocosmospora, el anélisis filogenético reveld que los 15 aislados (CCLF80, CCLF102,
CCLF103, CCLF105, CCLF110, CCLF114, CCLF115, CCLF122, CCLF127, CCLF130,
CCLF133, CCLF134, CCLF137, CCLF144, CCLF145) corresponden con la especie N. falciformis
(Figura 4).
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Figura 2. Arbol filogenético basado en el método de Maxima Verosimilitud e inferido de una
alineacion de datos combinados de secuencias rpb2 y TEF1-a para aislados pertenecientes al
complejo de especies Fusarium oxysporum. Los valores bootstrap superiores al 50% se indican en
los nodos. Como grupos externos se utilizaron a Fusarium foetens y F. udum. Los aislados de este
estudio se indican en rojo y verde.
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Figura 3. Arbol filogenético basado en el método de Maxima Verosimilitud e inferido de una
alineacion de datos combinados de secuencias rpb2 y TEF1-o para aislados pertenecientes al
complejo de especies Fusarium fujikuroi. Los valores bootstrap superiores al 50% se indican en
los nodos. Como grupo externo se utilizéd Fusarium nirenbergiae. Los aislados de este estudio se
indican en azul.
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Figura 4. Arbol filogenético basado en el método de Maxima Verosimilitud e inferido de una
alineacion de datos combinados de secuencias rpb2 y TEF1-o para aislados de Neocosmospora
spp. Los valores bootstrap superiores al 50% se indican en los nodos. Como grupo externo se utilizo
Geejayessia celtidicola. Los aislados de este estudio se indican en naranja.
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4.4.2. Distribucidon de especies fungicas

En el estado de Sinaloa, F. languescens se encontro en los municipios de Guasave, Mocorito,
Salvador Alvarado y Culiacan, siendo la especie mas comdn. Respecto a N. falciformis y F.
nirenbergiae, estas especies se presentaron en los municipios de Guasave y Salvador Alvarado.
Mientras que, F. verticillioides se distribuyd en los municipios de Angostura y Culiacan (Figura
5).

Guasave

8% w.._
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> »
nn

Maocorito Culiacin
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Figura 5. Distribucion de especies de Fusarium y Neocosmospora por municipio en el estado de
Sinaloa.

Fusarium languescens
Neocosmospora falciformis

Fusaritum nirenbergiae
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>

Fusarium verticillioides

En el estado de Sonora, Unicamente se recolectaron muestras de un sitio, en el cual se encontr6 a
F. languescens y N. falciformis, siendo esta ultima especie la mas comdn. En el caso de Baja

California Sur, solamente se identifico la presencia de F. languescens (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion de especie de Fusarium y Neocosmospora en los estados de Sonora y Baja
California Sur.

4.4.3. Caracterizacion morfologica

Fusarium languescens (aislado CCLF128) produjo colonias con crecimiento micelial de 7.4
mm/dia en medio PDA, ademas, mostro crecimiento micelial blanco al inicio, pero con el paso del
tiempo se tornd de color ligeramente violeta y con abundante micelio aéreo; mientras que, el color
del inverso de la colonia fue cremoso con ligera pigmentacion violeta. En medio SNA, las fialides
fueron subuliformes a subcilindricas con paredes lisas y delgadas. Los macroconidios fueron
falcados, de 32.5-44.1 x 3.0-3.7 um y curvados dorsoventralmente con lados casi paralelos que se
estrechan ligeramente hacia ambos extremos. Los microconidios se formaron en falsas cabezas
pequefias en la punta de las fidlides, y estos fueron hialinos, elipsoidales a falcados, de 5.0-7.6 x
2.0-3.1 um y con paredes lisas y delgadas. Las clamidosporas fueron globosas a subglobosas y
formadas terminalmente.

Neocosmospora falciformis (aislado CCLF133) present6 un crecimiento micelial de 7.9 mm/dia en
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PDA vy exhibio crecimiento micelial principalmente blanco, con ligero micelio aéreo, y el color
inverso de la colonia fue cremoso. En SNA, las fialides fueron subcilindricas y con 1 a 3
monofialides. Los macroconidios fueron ligeramente fusoides, de 32.7—47.1 x 3.2-5.1 um, con 2
a 3 septos y con células terminales curvadas o dobladas. Los microconidios fueron elipticos y
midieron 7.4—13.6 x 2.6-4.9 um. Las clamidosporas fueron globosas a subglobosas, de 6.4-8.4 x
6.5-10.2 um, con paredes gruesas y lisas, se observaron individualmente o en cadenas cortas.
Fusarium nirenbergiae (aislado CCLF111) produjo colonias con crecimiento micelial de 7.8
mm/dia en PDA y mostré un crecimiento inicialmente blanco, pero se torno de color ligeramente
violeta después de 5 dias, con abundante micelio aéreo y el color del inverso de la colonia fue
cremoso con pigmentacion violeta. En SNA, las fidlides fueron subuliformes a subcilindricas, de
paredes lisas y delgadas. Los macroconidios fueron falcados, de 21.6-35.4 x 2.5-4.1 um, curvados
dorsoventralmente con los lados casi paralelos que se estrechan ligeramente en ambos extremos.
Los microconidios fueron abundantes, ovalados, de 4.2-8.7 x 1.6-2.7 um, con 1 a 2 células y
desarrollados en monofialides cortas. Las clamidosporas fueron globosas, de 4.2—14.2 x 4.1-14.5
pum, con paredes lisas y gruesas, intercaladas o solitarias, cominmente solas, pero a veces en
cadena.

Fusarium verticillioides (aislado CCLF113) present6 colonias con crecimiento micelial de 8.0
mm/dia en PDA y se exhibi6 un crecimiento micelial blanco, pero con el paso del tiempo cambio
a rosaceo-violeta, con abundante micelio aéreo afelpado; mientras que, el color inverso de la
colonia fue naranja-amarillento. Las fidlides estuvieron dispuestas en cadenas largas y
monofiadlides. Los macroconidios fueron ligeramente falcados a casi rectos y midieron de 30.3—
44.6 x 3.5-4.7 um. Los microconidios fueron ovalados con la base aplanada y midieron 13.5-18.6

x 2.7-3.9 um (Figura 7). No se observaron clamidosporas.
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Figura 7. Morfologia de colonias de los aislados de Fusarium spp., y Neocosmospora falciformis.
(A) F. verticillioides (CCLF113) parte superior de la colonia. (B) F. verticillioides (CCLF113)
parte inferior. (C) N. falciformis (CCLF133) parte superior de la colonia. (D) N. Falciformis
(CCLF133) parte inferior. (E) F. languescens (CCLF128) parte superior de la colonia. (F) F.
languescens (CCLF128) parte inferior. (G) F. nirenbergiae (CCLF111) parte superior de la
colonia. (H) F. nirenbergiae (CCLF111) parte inferior.
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4.4.4. Patogenicidad y virulencia

Todas las plantas de garbanzo inoculadas presentaron sintomas de amarillamiento y defoliacion
prematura a los 30 dias después de la inoculacién, mientras que las plantas control (no inoculadas)
permanecieron libres de la enfermedad, lo que confirmé la patogenicidad de los aislados de
Fusarium spp. y Neocosmospora falciformis (Figura 8).

El andlisis estadistico mostro diferencia significativa (P <0.05) en la virulencia de los aislados de
Fusarium spp. y Neocosmospora falciformis. Los aislados que presentaron mayor grado de
virulencia fueron: CCLF115 (N. falciformis), CCLF85 (F. languescens), CCLF99 (F.
languescens), CCLF144 (N. falciformis) y CCLF123 (F. languescens) con valores de severidad de
82.13, 80.36, 78.57, 78.57 y 78.57%, respectivamente. Cabe mencionar, que los aislados
CCLF115, CCLF85 y CCLF144 se obtuvieron de Sonora, mientras que, los aislados CCLF99 y
CCLF123 se obtuvieron de campos de Sinaloa. Los aislados que presentaron menor grado de
virulencia fueron: CCLF134 (N. falciformis), CCLF133 (N. falciformis), CCLF130 (N.
falciformis), CCLF125 (F. languescens) y CCLF128 (F. languescens) con porcentajes de severidad
de 48.21, 48.21, 48.21, 46.43 y 42.86%, respectivamente. Dentro de estos, los aislados CCLF133,
CCLF130 y CCLF125 se obtuvieron de Sonora, mientras que, los aislados CCLF134 y CCLF128

se obtuvieron de Sinaloa (Figura 9).
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Figura 8. Plantas de garbanzo cv. Blanco Sinaloa 92 inoculadas artificialmente con Fusarium
languescens. (A) Sintomas en plantas de garbanzo, 30 dias después de la inoculacién. (B) Plantas
control (no inoculadas).
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Figura 9. Severidad de la enfermedad 30 dias después de la inoculacion en raices de garbanzo cv.
Blanco Sinaloa 92 causada por aislados de F. languescens, N. falciformis, F. nirenbergiae y F.
verticillioides obtenidos de lotes comerciales en Sinaloa, Sonora y Baja California Sur. Las barras
de error representan el error estandar. Columnas con la misma letra no muestran diferencia
significativa, de acuerdo a la prueba LSD de Fisher (P <0.05).

4.5. Discusién

En este estudio, se comprobd que Fusarium spp. y Neocosmospora falciformis son parte del
complejo de hongos causantes de amarillamiento y marchitez en plantas de garbanzo en el noroeste
de México. De manera similar, diversos estudios a nivel mundial reportaron a especies de Fusarium
y Neocosmospora como causantes de diversas enfermedades, incluyendo pudricion en especies de
la familia Cactaceae, pudricion de corona y cancro del tallo en pistacho, asi como marchitez,
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pudricion de raiz, clorosis de hojas y damping-off en ornamentales (Sandoval-Denis et al., 2018;
Crespo et al., 2019; Guarnaccia et al., 2019; Kamali-Sarvestani et al., 2022).

De manera general, en este trabajo se obtuvieron aislados pertenecientes al género de Fusarium en
una mayor proporcién en comparacion a los del género Neocosmospora. No obstante, en los
aislados obtenidos del estado de Sonora, se obtuvo un mayor porcentaje de aislados de
Neocosmospora que de Fusarium. Esto contrasta a lo reportado por Fierros-Leyva et al. (2019),
quienes registraron un mayor numero de aislados de Fusarium asociados a sintomas de marchitez
en garbanzo, en comparacion con aislados de F. solani (actualmente Neocosmospora). Esto se debe
estudiar en investigaciones posteriores para poder determinar la situacion y distribucion de ambos
géneros de hongos fitopatdgenos.

Los andlisis filogenéticos realizados en este estudio con secuencias concatenadas TEF1-a y rpb2,
permitieron distinguir con alto soporte a F. languescens, F. nirenbergiae, F. verticillioides y
Neocosmospora falciformis, como las especies asociadas a la marchitez del garbanzo. En este
sentido, algunos estudios recientes han identificado especies de Fusarium y Neocosmospora con
base en analisis filogenético multilocus usando un conjunto de datos de secuencias de los
marcadores Cal, TEF1-a, IGS, rpb2 y Tub2; sin embargo, se ha demostrado que las secuencias
TEF1-ay rpb2 son las que proporcionan la mejor resolucion filogenética para discriminar especies
cripticas dentro de ambos géneros de hongos (Crespo et al., 2019; Lombard et al., 2019; Zhou et
al., 2021; Crous et al., 2021; Mirghasempour et al., 2022).

Dentro de las especies de Fusarium identificadas filogenéticamente, en este estudio F. languescens
fue la especie méas frecuentemente aislada y distribuida en las muestras de los tres estados del
noroeste de México. Asimismo, todos los caracteres culturales y morfoldgicos del aislado
representativo coincidieron con los reportados por Lombard et al. (2019). Esta especie fungica se
describié por primera vez como asociada a marchitez de tomate (Solanum lycopersicum) en
Marruecos, Israel y Paises Bajos, asi como en maiz en Sudafrica (Lombard et al., 2019). Por lo
que, para nuestro conocimiento, este es el primer reporte a nivel mundial de F. languescens como
patogeno del garbanzo.

Respecto a la inoculacién de los 29 aislados de Fusarium spp. y 15 de Neocosmospora en plantas
de garbanzo, se comprob6 que todos fueron patogénicos y causaron los sintomas tipicos de la
enfermedad observada en campo. Similarmente, en otros estudios previos se ha determinado la

patogenicidad de aislados de F. oxysporum sensu lato en el cultivo de garbanzo, y se observaron
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los mismos sintomas a los reportados en el presente estudio (Ali et al., 2002; Arvayo-Ortiz et al.,
2012; Guerreo-Aguilar et al., 2015; Ayana et al., 2019; Yadav y Kumar, 2019; Manasa et al., 2020;
Mohamed y Mohamed, 2020; Aslam et al., 2021; Dandale et al., 2021). Aunque las pruebas de
patogenicidad en plantas de garbanzo mostraron que algunos aislados de F. languescens y N.
falciformis fueron mas virulentos en comparacion a los aislados de F. nirenbergiae y F.
verticillioides, no se pudo determinar que exista una especie con una mayor virulencia en
comparacion a las demas.

Referente a N. falciformis, las caracteristicas de la colonia coincidieron con las reportadas por
Kamali-Sarvestani et al. (2022); ademas, las caracteristicas de las fidlides, microconidios,
macroconidios y clamidosporas coincidieron con las descritas por Crespo et al. (2019). En el caso
del complejo de especies de Fusarium solani (FSSC), diversos estudios a nivel mundial lo
mencionan como agente causante de la marchitez en garbanzo (Avila-Miramontes et al., 2015;
Ortega-Murrieta et al., 2016; Cabral et al., 2016; Fierros-Leyva et al., 2019; Yogesh y Vandana,
2021). El género Neocosmospora, es un género muy diverso que contiene hasta la fecha 86 especies
filogenéticamente distintas y muchas de ellas son importantes especies fitopatogenas, incluyendo
agentes de la pudricion de fruto, pudricion de raiz y marchitez de plantulas en diferentes
hospedantes (Sandoval-Denis y Crous, 2018; Guarnaccia et al., 2019; Sandoval-Denis et al., 2019;
Crous et al., 2021). Las especies mayormente reportadas corresponden a N. falciformis y N. solani
(Sandoval-Denis y Crous, 2018). En México, Félix-Velarde et al. (2022) recientemente reportaron
a N. falciformis ocasionando pudricion de raiz en garbanzo, tal como en este estudio. Por otra parte,
se ha asociado a N. falciformis a la enfermedad de la marchitez en guayaba (Psidium guajava)
(Gangaraj et al., 2021).

Fusarium nirenberigiae fue descrito por Lombard et al. (2019) en clavel (Dianthus caryophyllus)
en Paises Bajos. Los caracteres morfologicos observados en este estudio concuerdan claramente
con los reportados por Aiello et al. (2021). Asimismo, los tres aislados de F. nirenbergiae fueron
patogénicos en plantas de garbanzo y ocasionaron marchitez. De manera similar, también se ha
registrado el sintoma de marchitez en plantas de maracuya (Passiflora edulis) en Italia, en frijol
(Phaseolus vulgaris) en Brasil, yam (Dioscorea polystachya), un arbol tipo maple (Acer negundo)
y la pudricion del cormo en saffron (Crocus sativus) en China inoculadas artificialmente con esta
especie (Zhao et al., 2019; Dongzhen et al., 2020; Aiello et al., 2021; De Carvalho et al., 2022;

Mirghasempour et al., 2022; Mirghasempour et al., 2022). Hasta el momento; esta es la escasa
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informacion disponible sobre la patogenicidad y rango de hospedantes afectados por F.
nirenbergiae. Por este motivo, consideramos que este es el primer reporte de F. nirenbergiae como
agente causal de la marchitez en garbanzo en México y a nivel mundial.

En el presente estudio se identificaron dos aislados de F. verticillioides, perteneciente al complejo
de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC), dicho complejo es uno de los mejores estudiados y
contiene més de 60 especies filogenéticamente distintas reconocidas y distribuidas en diferentes
ecologias (Yilmaz et al., 2021). Las caracteristicas de la colonia de F. verticillioides coincidieron
a las descritas por Guo et al. (2021); mientras que, las mediciones de las fidlides, microconidios y
macroconidios son similares a las reportadas por Yilmaz et al. (2021). Diversos estudios han
registrado F. verticillioides causando sintomas de marchitez en fiame, pudricion de raiz en tabaco
(Nicotiana tabacum) y marchitez en guayaba (Psidium guajava) (Dongzhen et al., 2020; Gai et al.,
2021; Gangaraj et al., 2021). Sin embargo, este es el primer reporte de F. verticillioides como

agente causal de la marchitez en garbanzo en México y a nivel mundial.

4.6. Conclusiones

El presente estudio nos muestra un nuevo panorama dentro de la biodiversidad, taxonomia y
patogenicidad de especies de Fusarium y Neocosmospora causantes de la marchitez del garbanzo
en el noroeste de México. Se identifico a F. languescens, F. nirenbergiae, F. verticillioides y
Neocosmospora falciformis con base en analisis filogenéticos usando secuencias de ADN con
alineamientos combinados de fragmentos de los genes de TEF1-a y rpb2 complementado con
caracteristicas morfoldgicas. Este es el primer registro de F. languescens, F. nirenbergiae y F.
verticillioides como causantes de la marchitez del garbanzo en México. En la prueba de
patogenicidad con los diferentes aislados de Fusarium spp. y Neocosmospora falciformis en
plantulas de garbanzo revelo, que F. languescens y N. falciformis fueron las especies con mayor

grado de virulencia.
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5. RESPUESTA DE GENOTIPOS DE GARBANZO AL COMPLEJO DE HONGOS
CAUSANTES DE LA MARCHITEZ

Articulo en preparacion

Se pretende enviar a la Revista Mexicana de Ciencias Agricolas
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5.1. Resumen

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la Unica especie cultivada dentro del género Cicer y ocupa el
tercer lugar en produccion dentro de las leguminosas. Entre las principales limitantes en la
produccion de este cultivo estan la pudricion de raiz y marchitez, causada por un complejo de
hongos con origen en el suelo, incluyendo a especies cripticas pertenecientes al complejo Fusarium
oxysporum (FOSC), Macrophomina phaseolina, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum. Esta
enfermedad se debe manejar con la combinacién de diferentes estrategias entre las que sobresale
el uso de variedades tolerantes. Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue evaluar la
respuesta de 10 genotipos de garbanzo provenientes del programa de mejoramiento del INIFAP, al
dafo causado por el complejo de hongos fitopatdgenos. Plantulas de 15 dias de edad de 10
genotipos (BS’92, Blanoro, Combo 743, CUGA2054, HOGA067, CUGA3168, CUGA08-1210,
CUGA09-3160, R-12-1509 y R-12-1507) se inocularon mediante inmersion de raices en una
suspension de fragmentos miceliales de dos aislados (virulencia alta y baja) de cada uno de los
hongos Fusarium languescens, M. phaseolina, S. rolfsii y S. sclerotiorum. La evaluacion de la
severidad de la enfermedad se realiz6 30 dias después de la inoculacion. El experimento completo
se realizd dos veces con resultados similares. Los genotipos mostraron mayor susceptibilidad a S.
sclerotiorum y S. rolfsii comparados con F. languescens y M. phaseolina. Los aislados altamente
virulentos provocaron diferencia significativa en la severidad de la enfermedad en los genotipos
evaluados. Ademas, los genotipos se clasificaron en tres grupos de acuerdo a su susceptibilidad
hacia las cuatro especies de hongos fitopatdgenos.

Palabras clave: Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia, Sclerotium, genotipos, susceptibilidad.
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5.2. Introduccion

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la tercera leguminosa mas importante a nivel mundial después
del frijol y el chicharo (Vishruta y Nath, 2021) y se siembra en més de 50 paises (Sunkad et al.,
2019). Es la tnica especie del genero Cicer que es cultivable y tiene la capacidad de incrementar
la fertilidad del suelo, particularmente en suelo seco por medio de la fijacion del nitrogeno
atmosférico (Jendoubi et al., 2017). Nutricionalmente, el garbanzo es alto en proteina, fibra dietaria
y minerales esenciales, por lo tanto, juega un papel critico en la lucha para reducir el hambre y la
desnutricion en paises en desarrollo (Jha et al., 2020; Mwape et al., 2021). Diferentes factores
bioticos y abioticos afectan de manera negativa la produccion del garbanzo a nivel mundial. Entre
las principales limitantes en la produccién de este cultivo se encuentra la pudricion de raices y
marchitez causadas por un complejo de hongos con origen en el suelo, incluyendo a Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum, hongos que
pueden reducir el rendimiento del cultivo hasta 80% (Padilla-Valenzuela et al., 2008; Fierros-
Leyva et al., 2019; Vishruta y Nath, 2021; Babariya and Nath, 2021). La marchitez causada por
Fusarium es una de las enfermedades méas severas en este cultivo, provocando pérdidas en
rendimiento hasta de 100% en condiciones favorables para la infeccion (Younesi et al., 2021). La
enfermedad se ha asociado principalmente a Fusarium oxysporum; sin embargo, la evidencia
filogenética sefiala que Fusarium oxysporum es un complejo de especies cripticas (Laurence et al.,
2014). Cabe resaltar que el género Fusarium comprende al menos 300 especies filogenéticamente
distintas (Dongzhen et al., 2020). Por otra parte, M. phaseolina y S. rolfsii estan presentes en todo
el mundo afectando a méas de 500 especies de plantas en mas de 100 familias (Marquez et al., 2021;
Napte et al., 2021). Entretanto, S. sclerotiorum es un hongo necrotréfico con un rango de
hospedantes cerca de 600 especies de plantas, y puede causar hasta 100% de pérdidas en garbanzo
(Mwape et al., 2021).

El manejo de las pudriciones y marchitez del garbanzo es dificil, ya que no existe una medida de
control eficaz y esta se deberia hacer a través manejo integrado incluyendo el uso de variedades
tolerantes a la enfermedad y con alto rendimiento (Manasa et al., 2020; Mohamed and Mohamed,
2020). Por lo antes sefialado, el objetivo del presente estudio fue evaluar la respuesta de 10
genotipos de garbanzo provenientes del programa de mejoramiento del Instituto Nacional de
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Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), al dafio causado por el complejo de

hongos fitopatdgenos.

5.3. Materiales y métodos

Para la preparacion del inoculo, se cultivaron en medio PDA a 25°C durante 10 dias, dos aislados
fangicos de Fusarium languescens (perteneciente al complejo de especies F. oxysporum), M.
phaseolina, S. rolfsii y S. sclerotiorum. Los aislados de cada especie, previamente fueron
caracterizados de acuerdo a su grado de virulencia. En este estudio, uno de los aislados con
virulencia alta y el otro con baja virulencia. La suspension del inoculo se ajust6 a una concentracion
de 1 x 10° fragmentos miceliales mL™ y se le adicion6 Tween 20®. Las raices de plantulas de los
diferentes genotipos de garbanzo de 15 dias de edad (BS’92, Blanoro, Combo 743, CUGA 2054,
HOGA 067, CUGA 3168, CUGA08-1210, CUGA09-3160, R-12-1509 y R-12-1507), se
inocularon por inmersion en la suspension de fragmentos miceliales durante 15 min. Una vez
transcurrido el tiempo, las plantulas de los diferentes genotipos se trasplantaron en macetas con
sustrato esterilizado y se mantuvieron en un invernadero a temperatura de 15 a 35°C por 30 dias.
La evaluacion de la severidad de la enfermedad se llevd a cabo con una escala visual de 5
categorias, donde O= planta sana, 1= 1-25%, 2= 26-50%, 3= 51-75%, 4= 76-100%. El
experimento constd de un disefio de bloques completos al azar con arreglo en parcelas divididas (4
patdgenos x 10 genotipos) con 12 réplicas. Los datos obtenidos se analizaron mediante un analisis
de varianza y la comparacién de medias se realizd con la prueba de Tukey (P < 0.05) utilizando el
paquete estadistico SAS (version 9.3). Las variedades se clasificaron mediante el método
estadistico de analisis de conglomerados de medias, para lo cual se utilizaron como variables de

agrupacién los aislados fangicos y su grado de virulencia.
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5.4. Resultados y discusion

Todos los genotipos de garbanzo evaluados mostraron susceptibilidad hacia las cuatro especies de
hongos fitopatogenos, y presentaron sintomas de amarillamiento y marchitez. Estos sintomas se
han reportado en diversos estudios con inoculaciones artificiales de Fusarium oxysporum sensu
lato, M. phaseolina, S. rolfsii y S. sclerotiorum en el cultivo de garbanzo (Manjunatha y Saifulla,
2018; Lamont y Bennett, 2019; Hale et al., 2020; Babariya y Nath, 2021). Se encontro diferencia
significativa entre los genotipos de garbanzo que fueron inoculados con aislados altamente
virulentos, y no se observé diferencia significativa entre los genotipos evaluados con aislados de
baja virulencia (Cuadro 1). Ademas, hubo diferencia entre los aislados de alta y baja virulencia de
cada una de las especies de hongos inoculados (Cuadros 2 y 3). La diferencia entre los dos niveles
de virulencia y entre las especies de hongos evaluados puede deberse a las diferentes toxinas
producidas por los fitopatégenos para invadir a su hospedante en las diferentes etapas del cultivo
(Rampersad, 2020; Singh et al., 2021).

El desarrollo de la marchitez causada por Fusarium oxysporum s. ., en garbanzo puede estar
influenciada por la virulencia, densidad de inoculo y condiciones ambientales. Las altas
temperaturas son criticas para el desarrollo de la marchitez y la severidad de la enfermedad es
mayor a 25 y 30°C que a 15 a 20°C (Chen et al., 2016). Respecto a M. phaseolina, este hongo
puede causar pérdidas en rendimiento a altas temperaturas (30 — 35°C) y baja humedad en el suelo
(<60%) (Sharma et al., 2016; Marquez et al., 2021). Similarmente, la enfermedad causada por S.
rolfsii es importante en areas donde la plantula esta expuesta a altas temperatura y alta humedad en
el suelo (Singh et al., 2022). En el caso de Sclerotinia sclerotiorum, la enfermedad es favorecidas
por temperaturas <28°C y condiciones de alta humedad (Willbur et al., 2019).

Diversos estudios mencionan la produccién de enzimas degradadoras de la pared celular por parte
del complejo de hongos asociados a la marchitez del garbanzo. En el caso de Fusarium (FOSC),
esta produccién de enzimas le permite la formacion de una masa gelatinosa que bloguea el sistema
de transporte de nutrientes y agua de la planta, provocando la decoloracion del sistema vascular de
la raiz (Sunkad et al., 2019). De manera similar, M. phaseolina libera diferentes toxinas y las
enzimas anteriormente mencionadas dentro del hospedante, interrumpiendo la defensa de la planta

y resultando en células muertas y establecimiento de la enfermedad (Marquez et al., 2021). En el
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caso de S. rolfsii, este hongo produce acido oxalico, reaccionando sinérgicamente con enzimas que
causan maceracion en el tejido de la planta, ademas, induce la produccién de especies reactivas de
oxigeno incluyendo el superoxido radical, peroxido de hidrogeno y radical hidroxilo, los cuales
dafian la membrana y destruyen organelos celulares (Kumari et al., 2020). Mientras que, S.
sclerotiorum secreta enzimas degradadoras de la pared celular que facilita la penetracion,
maceracion del tejido y degradacion de componentes de la pared celular del hospedante (Bolton et
al., 2006).

Cuadro 1. Severidad de la enfermedad causada por aislados de cuatro hongos fitopatdgenos con
diferente nivel de virulencia en 10 genotipos de garbanzo.
Severidad de la enfermedad

Genotipo Aislados altamente virulentos Aislados poco virulentos
Blanco Sinaloa 92 3.63 ab* 3.56 a
Blanoro 3.52b 3.56 a
HOGAO067 3.63ab 3.54a
Combo 743 3.65 ab 342a
CUGA2054 3.66 ab 3.54a
CUGA09-3160 3.88a 3.68 a
CUGA-3168 3.8la 3.68 a
CUGA08-1210 3.63ab 3.54a
R-12-1507 3.65ab 3.68a
R-12-1509 3.65b 3.60a

*= Medias con una letra comin en la misma columna, no son significativamente diferentes de
acuerdo a la prueba de Tukey (P > 0.05).

Cuadro 2. Comparacion de medias de severidad de la enfermedad causada por aislados de cuatro
hongos fitopatdgenos altamente virulentos en 10 genotipos de garbanzo.
Severidad de la enfermedad

Genotipo F. languescens M. phaseolina S. rolfsii S. sclerotiorum
Blanoro 3.42 abcd* 2.83d 3.83 abc 4.00a
Blanco Sinaloa’92 3.50 abcd 3.33 abcd 3.75 abc 3.92 ab
Combo 743 3.25 abcd 3.33 abcd 4.00a 4.00a
CUGA2054 3.33 abcd 3.50 abcd 4.00a 3.83 abc
CUGA-3168 3.83 abc 3.58 abcd 3.92 ab 3.92 ab
CUGA09-3160 3.83 abc 3.67 abc 4.00 a 4.00 a
HOGAO067 3.42 abcd 3.33 abcd 3.92ab 3.83 abc
CUGAO08-1210 3.58 abcd 3.08 cd 3.92 ab 3.92 ab
R-12-1507 3.42 abcd 3.17 bed 4.00 a 4.00 a
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R-12-1509 3.42 abcd 3.17 bcd 4.00 a 4.00a
*= Medias con una letra comun en la misma columna, no son significativamente diferentes de
acuerdo a la prueba de Tukey (P > 0.05).

Cuadro 3. Comparacion de medias de severidad de la enfermedad causada por aislados de cuatro
hongos fitopatdgenos con baja virulencia en 10 genotipos de garbanzo.
Severidad de la enfermedad

Genotipo F. languescens M. phaseolina S. rolfsii S. sclerotiorum
Blanoro 3.42ab* 3.00b 3.83ab 4.00 a
Blanco Sinaloa’92 3.25ab 3.75ab 3.75 ab 3.50 ab
Combo 743 3.08 ab 3.00b 3.67 ab 3.92 ab
CUGA2054 3.17 ab 3.67 ab 3.50 ab 3.83ab
CUGA-3168 3.92ab 3.17 ab 4.00a 3.67 ab
CUGA09-3160 3.25ab 3.58 ab 3.92 ab 4.00a
HOGAO067 3.58ab 3.17ab 3.67 ab 3.75ab
CUGAO08-1210 3.33ab 3.50 ab 3.42 ab 3.92ab
R-12-1507 3.33ab 3.58 ab 4.00 a 3.83ab
R-12-1509 3.00b 3.42 ab 4.00 a 4.00 a

*= Medias con una letra comdn en la misma columna, no son significativamente diferentes de
acuerdo a la prueba de Tukey (P > 0.05).

De acuerdo a los resultados, el aislado de virulencia alta de S. rolfsii ocasion6 la mayor severidad
de la enfermedad en los genotipos de garbanzo Combo—743, CUGA-2054, CUGA09-3160, R-12-
1507 y R-12-1509, lo cual se puede deber a su crecimiento micelial prolifico y habito necrotrofico
(Akram et al., 2008; Shirsole et al., 2019). Un comportamiento similar se observo con los aislados
de S. sclerotiorum hacia los genotipos Blanoro, Combo 743, CUGA09-3160, R-12-1507 y R-12-
15009, lo cual se pudo deber a su conocida agresividad y su habilidad para atacar, colonizar y causar
dafio (Mwape et al., 2021). En caso contrario, el aislado de virulencia alta de M. phaseolina
ocasion6 menor nivel de severidad hacia el genotipo de Blanoro, aunque Sharma et al. (2016)
mencionan que la variabilidad patogénica de Macrophomina se debe a mutaciones, fusién de hifas
y recombinacion mitotica (Manjunatha y Saifulla, 2018).

Diversos estudios han reportado la produccion de esclerocios por parte de S. rolfsii (Akram et al.,
2008; Kumari y Ghatak, 2018), S. sclerotiorum (Bolton et al., 2006) y M. phaseolina (Sharma et
al., 2016), los cuales son estructuras de resistencia, asi como fuente primaria de inoculo para el

desarrollo de la enfermedad. Sharma et al. (2016) reportaron para M. phaseolina, una relacion
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significativa entre la formacion de esclerocios, la densidad y la severidad de la enfermedad. En el
caso de Fusarium oxysporum s. |., este produce clamidosporas y el suelo infestado por estas
estructuras es fuente de inoculo primario para el desarrollo de la marchitez (Jiménez-Diaz et al.,
2015).

Con base en el andlisis de conglomerados integrado por genotipos en funcion de cada especie de
hongo fitopatdgeno evaluado y su grado de virulencia, se observaron tres grupos, el conglomerado
1 que agrupd 2 genotipos (Blanoro y Combo 743), el conglomerado 2 que agrupd 7 genotipos
(BS’92, CUGA-2054, HOGA-067, CUGA08-1210, R-12-1507, R-12-1509 y CUGA09-3160) y el
3 que agrupd solo al genotipo CUGA-3168. En dicho analisis, Blanoro y Combo 743 fueron los
genotipos que presentaron menor grado de susceptibilidad a los fitopatdgenos, mientras que el
genotipo CUGA-3168 mostrd el mayor grado de susceptibilidad (Figura 1).
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Figura 1. Numero de grupos integrados entre variedades en funcion de las especies de hongos y
aislados evaluados.

El manejo de la marchitez causada por Fusarium (FOSC) es dificil a pesar de la rotacion de cultivos
0 aplicacién de fungicidas debido a la naturaleza del patégeno con origen en el suelo. En M.
phaseolina, S. rolfsii y S. sclerotiorum, ocurre algo similar a la descrito en Fusarium, debido a que

este grupo de hongos no pueden ser controlados eficazmente mediante el uso de control quimico,
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fisico y cultural debido a su amplio rango de hospedantes y su sobrevivencia en el suelo por largos
periodos de tiempo en forma de esclerocios. Por lo cual, el método con mayor efectividad factible
y economicamente viable, es el uso de genotipos tolerantes de garbanzo (Kumari and Ghatak, 2018;
Patidar et al., 2019; Dandale et al., 2021; Sheshma et al., 2022).

Diversos estudios se han realizado para la busqueda de fuentes de resistencia a F. oxysporum s. .
(Yadavy Kumar, 2019), M. phaseolina (Al-Taae et al., 2021), S. sclerotiorum (Mwape et al., 2021)
y S. rolfsii (Vishruta y Nath, 2021) en genotipos de Cicer spp., sin embargo, Unicamente se han
encontrado algunos genotipos de garbanzo con resistencia a F. oxysporum s. I. (Yadav y Kumar,
2019). Por lo anterior, se requiere continuar con la busqueda de fuentes de resistencia a los diversos
hongos con origen en el suelo que afectan al cultivo de garbanzo con la finalidad de incluir dicha

resistencia a las futuras variedades de garbanzo a desarrollar en México.

5.5. Conclusiones

Los aislados altamente virentos de F. languescens, M. phaseolina, S. rolfsii y S. sclerotiorum
ocasionaron mayor grado de severidad de la enfermedad en los diferentes genotipos de garbanzo,
respecto al dafio causado por los aislados con baja virulencia.

Los aislados de S. rolfsii y S. sclerotiorum provocaron mayor severidad de la enfermedad en los
diferentes genotipos de garbanzo en comparacién con los aislados de F. languescens y M.
phaseolina.

Los genotipos Blanoro y Combo 743 fueron los que presentaron menor nivel de susceptibilidad en
respuesta a la infeccion causada por las cuatro especies de hongos fitopatégenos, mientras que, el

genotipo CUGA-3168 fue el mas susceptible entre los 10 genotipos evaluados.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

Actualmente la identificacion molecular es parte primordial para el diagndstico de
enfermedades, en el caso de garbanzo (Cicer arietinum), su produccion es afectada por la
enfermedad de la marchitez asociada a un complejo de hongos fitopatdgenos con origen en el suelo.
En esta investigacion, se identificaron molecularmente a nivel de especie a las diferentes especies
asociadas a la marchitez del garbanzo, entre ellas: Fusarium languescens, F. nirenbergiae, F.
verticillioides y Neocosmospora falciformis mediante analisis filogenético con alineamientos
combinados de fragmentos de ADN de los genes TEF1-a y rpb2; mientras que, Clonostachys
chloroleuca se utilizaron TEF1-a y la region ITS. En el caso de Macrophomina phaseolina, este
se identifico mediante iniciadores especificos del fragmento de gen TEF1-«. Una vez identificadas
las especies, se realizaron las pruebas de patogenicidad y virulencia de cada una de las especies
previamente identificadas con diferente nimero de aislados, mostrando asi que todas las especies
F. languescens, F. nirenbergiae, F. verticillioides, N. falciformis, C. chloroleuca y M. phaseolina
son responsables de causar amarillamiento y marchitez en garbanzo, ademas, mostraron diferencia
en la virulencia. Asimismo, las caracteristicas morfologicas y culturales de los aislados
representativos de Fusarium spp. y Neocosmospora falciformis indicaron que los aislados
obtenidos de tejido de raiz de garbanzo pertenecen a diferentes especies de Fusarium y a
Neocosmospora falciformis, sin embargo, los caracteres morfolégicos de las estructuras de
reproduccion y de las colonias no fueron Utiles para discriminar a nivel de especie. Referente a M.
phaseolina, Unicamente en esta especie se realizaron pruebas de compatibilidad micelial,
mostrando que todos los aislados de M. phaseolina tuvieron la habilidad de fusionar hifas, y se
obtuvieron seis grupos de compatibilidad micelial entre los aislados de esta especie obtenidos de
lotes de garbanzo de Sinaloa y Sonora. Finalmente, se realizaron evaluaciones de diferentes
genotipos de garbanzo contra los diferentes hongos fitopatdgenos asociados al complejo de la
marchitez. Se determind que los aislados altamente virulento ocasionaron mayor grado de
severidad de la enfermedad comparado con los aislados de baja virulencia. Ademas, los aislados
de Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum provocaron mayor grado de severidad en los
diferentes genotipos de garbanzo y se ratificd que todos los genotipos de garbanzo fueron
susceptibles contra todos los hongos fitopatdgenos asociados al complejo de la marchitez en

garbanzo.
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7. RECOMENDACIONES

Estos hallazgos tienen implicaciones importantes y se necesitan mas estudios sobre el
impacto, la epidemiologia, la sensibilidad a fungicidas y resistencia a la enfermedad para el
desarrollo de estrategias adecuadas para el manejo de la enfermedad en los campos de garbanzo en
México.

Se requiere continuar con la busqueda de fuentes de resistencia a los diversos hongos con origen
en el suelo que afectan al cultivo de garbanzo con la finalidad de incluir dicha resistencia a las

futuras variedades de garbanzo a desarrollar en México.
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