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CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE LAS
ESPECIES DE Fusarium CAUSANTES DEL TIZON DE LA ESPIGA
DEL TRIGO EN MEXICO

Minely Ceron Bustamante, M.C
Colegio de Posgraduados, 2014

El tizon de la espiga por Fusarium es una de las principales enfermedades que afecta la
produccion y rendimiento del trigo en zonas templadas y semitropicales de México. La
afectacion del trigo resulta en severas pérdidas en la produccién, calidad del grano y
contaminacién con micotoxinas, principalmente tricotecenos. Aunque mas de 30 especies
diferentes han sido asociadas al tizon de la espiga, F. graminearum es el principal agente
causal en todo el mundo. Muchas de las especies son capaces de producir micotoxinas tipo
tricotecenos tales como el nivalenol (NIV), deoxinivalenol (DON) y sus derivados acetilados
15-ADON y 3-ADON. Los objetivos del presente estudio fueron: 1) Identificar morfoldgica 'y
molecularmente las especies de Fusarium causantes del tizén de la espiga en trigo en tres
regiones de la Republica Mexicana.,2) Determinar el tipo de tricotecenos producidas por los
mismas 3) Estudiar las relaciones filogenéticas dentro de la poblacion del tizon de la espiga.
Durante los ciclos de cultivo de 2013-2014, se colectaron semillas de trigo de diversas
variedades en el Bajio, sur (region Mixteca) y Valle Altos de México. Los aislados se
identificaron molecularmente con base en la secuenciacion del gen factor de elongacion 1-o
(EF1- ). El quimiotipo de las especies pertenecientes al clado B se determiné a través del
ensayo de genotipificacion multilocus (MLGT). La relacion filogenética entre los aislamientos
se determind con el alineamiento del gen codificante para la subunidad grande la ARN
polimerasa Il (RPB2) usando el método de maxima verosimilitud (ML). Se obtuvieron 116
aislamientos, los cuales pertenecen a los complejos FTSC (56%) y FSSC (33. 3%), con una
proporcién menor de las especies de los complejos FSSC (5.5%), FFSC (4.5%), FIESC (2.5%)
y FOSC (2%). El quimiotipo predominante entre las especies pertenecientes al clado B fue 15
-ADON (82 %) y NIV (18%). Ningun aislamiento presento el quimiotipo 3-ADON. Este
estudio provee el anélisis mas completo de la diversidad de especies causantes del tizon de la

espiga en trigo en México.

Palabras clave: tizon de la espiga, quimiotipo de tricotecenos, F. boothii, 15-ADON, NIV.
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MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION
OF Fusarium SPECIES CAUSING FUSARIUM HEAD BLIGHT OF
WHEAT IN MEXICO.

Minely Cer6n Bustamante, M.C
Colegio de Posgraduados, 2014

Fusarium Head Blight (FHB) is a destructive disease of all small grain cereals, and is caused
by several species of Fusarium. Epidemics in wheat result in severe yield losses, reduction in
crop quality and mycotoxin contamination of grains. Although more than 30 different species
are associated with FHB, F. graminearum is the major causal agent worldwide. Many FHB
species are able to produce trichothecene mycotoxins such as nivalenol (NIV), deoxynivalenol
(DON) and their acetylated derivates including 1I5ADON and 3ADON. The objectives of this
study were: 1) to conduct morphological and molecular identification of Fusarium strains
causing FHB in three regions of Mexico; 2) assess trichothecene chemotype diversity; and 3)
determine the phylogenetic relationships among FHB strains recovered from wheat in Mexico.
During the growing season of 2013-2014, wheat heads with symptoms of FHB were collected
in three different regions: Bajio (West region), Mixteca region (South region) and the High
Lands. Fusarium strains were identified to species level using a combination of translation
elongation factor (EF1-a) and RNA polymerase Il second largest subunit (RPB2) sequence
analyses, as well as multilocus genotyping (MLGT). Phylogenetic relationships were inferred
from aligned sequences using the maximum likelihood (ML). In addition, MLGT analyses
were used to determine the trichothecene chemotype of isolates from the B clade of the F.
sambucinum species complex (FSSC), which includes F. graminearum and related species.
Among the 116 Fusarium isolates characterized, most belonged to the F. tricinctum species
complex (56%) or the FSSC (33.6%), although a small number of isolates belonged to the F.
fujikuroi, F. incarnatum/F.equiseti, and F. oxysporum species complexes. F. boothii with the
15-ADON chemotype predominated (82 %) among the B clade species of the FSSC, with NIV
chemotype strains of F. cerealis (n = 4) and F. meridionale (n = 3) accounting for the rest of
the B clade isolates (18%). F. graminearum was not observed. This study provides the most

comprehensive analysis to date of FHB species and chemotype diversity in Mexico.

Keywords: FHB, trichotecene chemotype, F. boothii, 15-ADON, NIV.
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INTRODUCCION

Los cereales son la fuente de alimentos mas importante del mundo, tanto para el consumo
humano directo, como de manera indirecta en los insumos de la produccién pecuaria. Se
siembran en 75% de la superficie cultivada del mundo y son la principal fuente de calorias y
proteinas para la mayor parte de la poblacion (FAO, 2015). Entre los granos bésicos para la
alimentacidn, el trigo ocupa el primer lugar a nivel mundial, tanto en términos de superficie
cultivada como en produccion. En México, el trigo ocupa el segundo lugar en la produccion
de cereales después del maiz (Santoyo & Quiroz, 2004). Segun cifras del Servicio de
Informacion Estadistica Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) de la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), la produccion de trigo para
2014 fue de 3,669,813.71 ton, producidas en 23 estados del pais, concentrandose mas del
85% de la produccion total en los estados de Sonora (50%), Baja California (14.10%),
Guanajuato (8%), Michoacéan (4.2%), Chihuahua (3.9%), Jalisco (3.6%) y Tlaxcala (2.3%).

Uno de los principales factores que afecta la produccion y rendimiento de los cereales
es la incidencia de plagas y enfermedades. El tizén de la espiga por Fusarium spp. €s un
problema muy importante en la produccion de trigo en zonas templadas y semitropicales de
México y el mundo (Gilchrist-Saavedra, 2000). La afectacion del trigo por esta enfermedad,
resulta en severas pérdidas en la produccion, reduccién en la calidad del grano y

contaminacion con micotoxinas (Goswami & Kistler, 2004).

1. Fusariosis o tizon de la espiga

El género Fusarium pertenece al reino: Fungi, Phylum: Ascomycota, Clase:
Sordariomycetes, Familia: Nectriaceae. Fue descrito por primera vez en 1809 por Link quien
utilizé como caracter morfoldgico distintivo la presencia de esporas fusiformes o falcadas
(Leslie & Summerell, 2006). Los miembros de este género pueden causar enfermedades en
plantas, humanos y animales. En el caso particular de plantas, al menos 81 de las 101 especies
economicamente importantes han sido asociadas a enfermedades causadas por Fusarium
(Chandraetal., 2011). Fusarium puede causar enfermedades en todos los estado fenoldgicos

de las plantas ocasionando una amplia variedad de sintomas entre los que se incluyen

1
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pudricion de semillas, ahogamiento de plantulas, pudricion de raiz, tizones, canceres,

marchitez y enfermedades foliares.

Cuadro 1. Enfermedades de mayor importancia por Fusarium en cereales. Modificado de Chandra
etal., 2011

Enfermedad Hospedante Pat6geno
Pudricion de la corona / tizon de plantula  Trigo Fusarium spp.
/pudricidn de raiz. Fusarium pseudograminearum

Fusarium graminearum
Fusarium avenaceum
Fusarium culmorum
Tizén o fusariosis de la espiga Cebada Fusarium spp.
Fusarium pseudograminearum
Fusarium graminearum
Fusarium avenaceum
Pudricion de la mazorca, raiz y tallo/ tizon  Maiz Fusarium verticillioides
en plantula Fusarium avenaceum
Fusarium subglutinans
Fusarium graminearum
Fusarium culmorum
Fusarium oxysporum
Fusarium poae
Fusarium solani
Fusarium pallidoroseum
Pudricién de raiz / tizon en pléntula / Arroz Fusarium verticillioides
enfermedad de la bakanae Fusarium fujikuroi
Fusarium proliferatum
Fusarium spp.

Tizon de la espiga / pudricion de laraizy  Sorgo Fusarium verticillioides

el tallo Fusarium spp.
Fusarium subglutinans

Moho de la espiga Mijo Fusarium verticillioides

Fusarium spp.

La fusariosis, sarna o tizon de la espiga (Fusarium head blight FHB) es una
enfermedad en trigo, cebada y avena causada principalmente por hongos del género
Fusarium (Cuadro 1). La fusariosis fue descrita por primera vez en 1884 afectando cultivos
de trigo y cebada en Inglaterra (Goswami & Kistler, 2004) y hasta ahora sigue siendo una de
las enfermedades mas comunes y limitantes de la produccion de cereales en todo el mundo.
Tan solo en Estados Unidos de Norteamérica y Centro América se han calculado pérdidas de
2.7 billones de dolares durante los afios 1998 a 2002 (McMullen et al., 2012).
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1.1 Ciclo de 1a enfermedad

F. graminearum Schwabe el principal agente causal del tizon de la espiga en trigo, es
un hongo haploide, homotalico, con fase sexual [teleomorfo Gibberella zeae (Schw.) Petch]
(Leslie & Summerell, 2006). En trigo, la infeccion por F. graminearum tiene como sintoma
caracteristico la presencia de espigas blancas, las cuales pueden llegar a ser muy conspicuas
en variedades susceptibles y son un caracter diagndstico de la enfermedad (McMullen et al.,
2012).

El in6culo primario reside en el residuo de cosecha, donde inverna como micelio
saprofitico. Una vez que las condiciones de humedad son adecuadas, el desarrollo del estado
sexual ocurre. Los peritecios contienen ascas con ascosporas, que son descargadas con fuerza
de los peritecios y dispersadas por el viento o lluvia (Inch & Gilbert, 2003; McMullen et al.,
2012). La penetracion del hongo ocurre en el gametofito masculino ocasionando que las
primeras infecciones ocurran poco después de la antesis (Goswami & Kistler, 2004). Estas
germinan principalmente en las anteras y a partir de ahi colonizan el ovario, otras estructuras
florales y el resto de la espiga. El crecimiento de F. graminearum es estimulado en las anteras
debido a la alta concentracion de dos compuestos (colina y betaina) que favorecen la
extension hifal (Strange et al., 1974). La infeccion puede ocurrir pasivamente a través de
aberturas naturales como los estomas o por penetracion directa dentro de las primeras 36 a
48 horas después de la inoculacién (Walter et al., 2010). En el caso particular de F.
gramineraum, hifas infectivas pueden desarrollarse en el extremo apical del florete asi como
entre la lema y la palea (Lewandowski et al., 2006). La infeccion temprana puede inhibir el
desarrollo del grano (Schmale & Bergstrom, 2003). Sin embargo, la afectacidn principal
ocurre durante el desarrollo del grano, con una evidente reduccion en tamafio y apariencia
deshidratada, lo que afecta el rendimiento, calidad, valor alimenticio ademéas de contaminar
el grano.

En campo las espiguillas infectadas se localizan en el tercio medio de la espiga,
debido a que es ahi donde se inicia la antesis; si las condiciones ambientales son favorables,
la infeccion avanza hacia las espiguillas adyacentes y en algunos casos puede llegar a toda la
espiga incluyendo el raquis o pedunculo de la misma (Ireta & Gilchrist, 1994).
Particularmente, si las condiciones de humedad relativa son favorables puede llegar a ser

evidente la presencia de masas de esporas rosa o0 salmén (macroconidios) observadas en las
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espiguillas y glumas infectadas lo que se relaciona al estado asexual del hongo e indculo

secundario de la enfermedad (McMullen et al., 2008).

La temperatura Optima para la infeccidn por F. graminearum es de 25 -29°C con una
humedad relativa de 95 a 99 %. Siendo la temperatura minima de 10 °C y la maxima de 35°C
(Rossi et al., 2001). Con respecto al estado sexual, la temperatura éptima de produccion de
peritecios se encuentra de 15 a 28.5 °C, mientras que la produccion de ascosporas ocurre de
20 a28°C (Inch & Gilbert, 2003). El hongo puede persistir en el suelo en forma de estructuras
de resistencia denominadas clamidosporas por hasta 24 meses (Inch & Gilbert, 2003).
Ascosporas, micelio y macronidios permanecen de forma latente en los residuos de cosecha.
F. graminearum puede degradar enzimaticamente los residuos vegetales y usarlos como
sustrato de crecimiento (Leplat et al., 2012). Las actividades de labranza minima o la practica
de dejar los residuos de cosecha en el suelo hasta el siguiente ciclo de cultivo representan un
riesgo y fuente permanente de indculo para la enfermedad (Dill-Macky & Jones, 2000). A
pesar de la capacidad de sobrevivir saprofiticamente en rastrojos infectados, F. graminearum
tiene una escasa habilidad de competencia microbiana y con el tiempo otras especies

saprofitas colonizan el rastrojo desplazando a este hongo (Leplat et al., 2012).

1.2 Agentes causales

Aunque frecuentemente el tizon de la espiga se relaciona a F. graminearum, los
agentes causales pertenecen a dos géneros: Microdochium y Fusarium (Bottalico, 1998).
Dentro del género Microdochium, s6lo Microdochium nivale (anteriormente denominado
Fusarium nivale) con dos sub-especies M. nivale nivale (Fr.) Samuels y I.C. Hallett. While
y M. nivale majus son capaces de causar fusariosis de espiga. En el género Fusarium han
sido reportados F. graminearum Schwabe, F. culmorum (W.G. Smith) Sacc y F. avenaceum
(Fr.) Sacc. como agentes causales primarios, aungque también se han reportado F. poae (Peck)
Wollenw., F. cerealis Burgess, Nelson and Toussouns, F. equiseti (Corda) Sacc., F.
sporotrichiodes Sherb., F. tricinctum (Corda) Sacc., F. acuminatum Ell., F. subglutinans
(Wollenw. y Reinking) Nelson., F. solani (Martius) Apple y Wollenweber, F. oxysporum
Sclecht. Emend., F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg, F. semitectum Berk. Rav. y F.
proliferatum (Matsushima) Nirenberg (Aoki et al., 2014; Bottalico & Perrone, 2002).
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Ascosporas

Las esporas se
depositan en los
floretes de las espigas
en antesis.

El in6culo primario se
desarrolla en los residuos de
cosecha.

El sintoma
caracteristico es la
presencia de
espigas blancas.

Figura 1. Ciclo de la enfermedad del tizén de la espiga en trigo causado por F. graminearum. El
indculo permanece en el suelo. Tanto esporas sexuales como asexuales pueden iniciar la infeccion en
la parte media de las espigas. Imagenes: Leslie & Summerell, 2006; Carl Bradley, University of
Illinois
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La distribucién y predominancia de las especies esta determinada por factores
ambientales, particularmente por temperatura y humedad (Xu, 2003) asi como por las
variedades de trigo presentes (Champeil et al., 2004). En general, F. culmorum, F. poae y M.
nivale son méas frecuentes en regiones mas frias; mientras que F. graminearum prevalece en
regiones calidas (Audenaert et al., 2009; Nicholson et al., 2003). No obstante, la comunidad
de hongos fitopatogenos causantes del FHB frecuentemente esté integrada por dos o tres

especies.

2. Diagnostico

Debido a la gran diversidad de especies relacionadas al tizon de la espiga, el
diagnostico o identificacion del o los agentes causales es parte importante del control de esta
enfermedad. Asi mismo, la importancia en el conocimiento de la diversidad de especies
reside en la habilidad de Fusarium en producir distintos tipos de micotoxinas (Desjardins,
2006).

Por mucho tiempo la identificacién morfoldgica fue el caracter Gnico de diagndstico.
No obstante, la identificacion de las especies de Fusarium basada exclusivamente en
caracteres morfoldgicos puede ser influenciada directa o indirectamente por la edad y estado
fisiolégico del hospedante, el grado de patogenicidad o virulencia del hongo y las
condiciones ambientales imperantes (Saharan et al., 2004). En el caso particular de
crecimientos axenicos, por la disponibilidad de micronutrientes y las condiciones de
crecimiento (Chandra et al., 2011). Por lo que las técnicas moleculares han llegado a ser una
herramienta versatil, rapida y especifica para la identificacion de la especies, la deteccion de
la variacion génica y el analisis de las poblaciones responsables del tizén de la espiga
(Nicholson et al., 2003). Algunos métodos que pueden ser utilizados para complentar la
identificacion son: la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y diferentes técnicas
basadas en el uso de marcadores moleculares (Wang et al., 2011). Un marcador molecular es
un sitio dentro del genoma que permite evidenciar variacion (también denominadas
polimorfismos) de la secuencia del ADN entre dos individuos. Dentro del género Fusarium,
los marcadores moleculares han sido ampliamente utilizados para identificar especies que en

un principio fueron descritas como una Unica morfoespecie. Marcadores como los
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polimorfismos amplificados azarosamente (randomly amplified polymorphic DNA RAPD),
polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (amplified fragment length
polymorphism AFLP), polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (restriction
fragment length polymorphism RFLP), polimorfismos de nucle6tido simple (single
nucleotide polymorphism SNP) y el nimero variable de repeticiones en tandem (variable
number of tandem repeat VNTR) por mencionar algunos, han sido extensivamente utilizados

en el estudio de la diversidad genética (Wang et al., 2011).

Algunas técnicas basadas en variaciones de la técnica comun de PCR (PCRq) han
permitido cuantificar especies particulares dentro de la comunidad del tizon de la espiga, asi
como diferenciar entre los distintos de micotoxinas y sus variaciones 0 quimiotipos
producidos (Nicholson et al., 2003).

3. Manejo de la enfermedad

Dado que el patosistema tizon de la espiga en trigo (como cualquier otro patosistema)
esta integrado por multiples factores bioldgicos, ecoldgicos y ambientales, el manejo de la
enfermedad necesita el conocimiento y control integral de las variables que lo componen.
Actualmente el manejo integral es la mejor estrategia de manejo de la enfermedad. El
esquema de manejo integral del tizon de la espiga debe incluir una combinacion de algunas

de las siguientes estrategias de manejo:
3.1 Resistencia

Hasta ahora no se encuentra comercialmente disponible ninguna variedad resistente
a la infeccion por Fusarium. Sin embargo, diferencias en la reaccion ante la infeccion son
reportadas. Se han clasificado dos tipos de resistencia en trigo denominadas tipo 1y tipo Il
(Engle et al., 2003; Gilbert & Haber, 2013). La resistencia tipo | se relaciona a todos aquellos
mecanismo por los cuales se evita la penetracién o infeccion del hongo en el tejido. Este tipo
de resistencia conforma el primer mecanismo de defensa en contra de Fusarium. La
prevencion al establecimiento es determinada por las caracteristicas fisioldgicas,
morfologicas y puede ser incrementada por propiedades bioguimicas tales como las ceras o

componentes de la pared celular (Walter et al., 2010). La resistencia tipo 1l se relaciona a la
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restriccion de la invasion dentro del tejido (Engle et al., 2003). Algunos de los mecanismos
relacionados incluyen las barreras fisicas y quimicas (ej. fitoanticipinas), defensas quimicas
inducidas (ej. proteinas relacionadas a patogénesis y flavonoides) y la biotransformacion de
micotoxinas a compuestos menos toxicos (Walter et al., 2010).

Asi mismo, caracteristicas tales como la altura de la planta, el tiempo de floracion y
la duracion del mismo, la densidad del grano en la espiga también influencian en la

resistencia a la infeccion de Fusarium (Yoshida et al., 2005).
3.2 Rotacion de cultivos

La rotacién de cultivos es una de las medidas mas efectivas dentro de los planes de
manejo integrado contra la fusariosis de la espiga. La rotacion debe realizarse con cultivos
que no sean susceptibles a la infeccion por F. graminearum. Una rotacién no recomendada
es la de trigo-maiz. Esta rotacion incrementa el riesgo de enfermedad dado que el agente
causal primario también infecta maiz, por lo que el in6culo se incrementa con cada ciclo de
cultivo (Gilbert & Haber, 2013). Rotaciones con cultivos como canola y alfalfa han sido

ampliamente recomendadas.
3.3 Sistema de labranza

El sistema de labranza es uno de los factores mas importantes en el progreso del tizon
de la espiga en trigo. La labranza por inversion es uno de los sistemas que reduce el riesgo
de desarrollo de la enfermedad en comparacion al sistema de labranza minima. Algunas de
las ventajas de la labranza por inversion son: 1) enterrar el indculo o evitar su exposicion
directa en la superficie y con ello la dispersion de esporas, 2) incrementar la descomposicién
de residuos de cosecha y con ello limitar la sobrevivencia de Fusarium, 3) control de posibles

gramineas silvestres que pudieran ser un reservorio de inoculo (Leplat et al., 2012).
3.4 Control quimico

Dentro de los fungicidas, los triazoles han sido ampliamente utilizados en el control
del tizon de la espiga. De igual manera, estos fungicidas sistémicos han mostrado tener un
efecto positivo en la reduccion de las concentraciones de micotoxinas en trigo (Jones, 2000).

El modo de accién de los triazoles reside en la inhibicion de la dimetilacién del esterol,
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inhibiendo la biosintesis del ergosterol de las membranas celulares (Muller, 2006). Algunos
de los triazoles mas efectivos en la supresion de la enfermedad y el control de micotoxinas
son el propiconazol, metconazol y tebuconazol hasta en un periodo de 30 dias previo a la
cosecha del grano (Gilbert & Haber, 2013).

3.5 Control biologico

Como parte de un adecuado manejo integrado, el control bioldgico de Fusarium es
una de las estrategias considerada principalmente como preventiva y efectiva al llevarse a
cabo adecuadamente. Hasta ahora se conocen algunos exitosos agentes de control bioldgicos
entre los que destacan Trichoderma spp., Bacillus spp. y Pseudomonas spp. principalmente
(Inch & Gilbert, 2011; Schisler et al., 2006). No obstante, su aplicacién en campo puede
llegar a no ser efectiva. Al tratarse de microorganismos, las formulaciones deben preservar
la viabilidad y estabilizacion de los mismos (Schisler et al., 2006), por lo que debe tenerse

particular cuidado en la calidad de los productos.

Debido a la carencia de trabajos de investigacién enfocados a la identificacién y
caracterizacion patogénica, morfoldgica, morfométrica, molecular y quimiotipica de las
especies de Fusarium que afectan a trigo en México, se plante6 la presente investigacion,

gue tiene como objetivos:
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OBJETIVO GENERAL
Conocer la diversidad de especies de Fusarium causantes del tizon de la espiga del trigo en

México.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Aislar y caracterizar morfologica, morfometrica y molecularmente las especies de
Fusarium causantes del tizon de la espiga del trigo en tres regiones de la Republica

Mexicana.

e Determinar el quimiotipo de tricotecenos producidos por los aislamientos de F.

graminearum y especies relacionadas a través del ensayo de genotipificacion multilocus.

¢ Analizar las relaciones filogenéticas entre la poblacidn de especies de Fusarium causantes

del tizén de la espiga del trigo en México.

e Corroborar la capacidad de los aislamientos de Fusarium de inducir la enfermedad del

tizon de la espiga a través de pruebas de patogenicidad en plantas de trigo.

HIPOTESIS

La variacién en climas, regiones y variedades de trigo presentes en México nos hace
hipotetizar que mas de una especie de Fusarium esta ocasionando el sintoma de tizon de la
espiga del trigo. Esta diversidad de especies puede entonces ser diferenciada por

caracteristicas patogénicas, morfologicas, morfometricas, moleculares y quimiotipicas.
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REVISION DE LITERATURA

La identificacion de la especies de Fusarium es una de las cuestiones preponderantes
en la taxonomia de hongos, dado el nimero de especies reconocidas dentro del género y su
importancia en la agricultura, industria y medicina. En el caso particular de la agricultura, la
identificacion de las especies se ha visto impulsada por la alta incidencia de estos patdgenos
en los cultivos de mayor importancia econémica (Chandra et al., 2011).

Muchas especies, aislados o subpoblaciones del género Fusarium exhiben una
remarcable variacion con respecto a sus caracteristicas morfologicas, culturales y
fisiologicas. Esta capacidad puede explicar en parte, la habilidad de Fusarium de colonizar
diversos nichos ecoldgicos en distintas areas geogréaficas de todo el mundo. No obstante, esto
ha traido consigo considerables dificultades en el desarrollo de un sistema taxondémico
estable y ampliamente aplicable para el género. Dado que la identificacién morfolégica fue
por muchos afos el criterio Unico de identificacion de las especies de Fusarium y en general
de todos los hongos fitopatdgenos, existieron numerosas confusiones y descripciones de
nuevas especies de forma erronea o deliberada. Ejemplo de ello es la taxonomia de la especie
F. graminearum la cual durante mas de 100 afios ha sido descrita como una Unica
morfoespecie, agrupando a lo que ahora se conoce como un complejo de mas 15 especies de

origen polifilético y con una variabilidad patogénica diferente (Boutigny et al., 2014).

El concepto de especie morfologica, bioldgica y filogenética han contribuido a la
definicion de especie en Fusarium. Aungue el concepto de especie morfologica ha dominado,
el concepto de especie filogenética ha provisto un enfoque nuevo esclareciendo los limites

entre las especies y la diversidad del género.

1. Taxonomia del género Fusarium

La taxonomia del género Fusarium ha sido por mucho conflictiva, confusa y
dindmica. Desde su descripcion en 1809 como Fususporium; el género Fusarium ha llegado
a tener mas de 1000 especies diferentes dependiendo la autoridad taxondémica consultada y
el tiempo o época de descripcion realizada (Summerell & Leslie, 2011; Nelson et al., 1994).

En su mayoria descripciones basadas en pleomorfismos del género.
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La necesidad de un sistema de clasificacion taxonomica llego a ser evidente a medida
que muchas de las enfermedades mas importantes en plantas eran causadas por especies del
género Fusarium. Los primeros trabajos reestructurativos en la taxonomia del género fueron
realizados por Wollenweber y Reinking (1935) proveyeron la primera guia de identificacion
independiente del hospendante y basada en los caracteres morfoldgicos de los aislados, lo
que llevo al establecimiento de 16 secciones agrupando 65 especies y 77 variedades y formas.
A partir de entonces, se han propuesto numerosos sistemas de clasificacion como aquellos
descritos por Snyder y Hansen (1945) donde se establecian Unicamente 9 especies (F.
oxysporum, F. solani, F. moniliforme, F. roseum, F. lateritium, F. trincintum, F. nivale, F.
rigidiuscula y F. episphaeria). Para la década de los 80, con la publicacion del primer atlas
pictorial del género por Gerlach y Nirenberg (1982) se tenia uno de los principales adelantos
hacia la estandarizacion de la taxonomia comparativa con el reconocimiento de cerca de 90
especies diferentes; mientras que Nelson et al., (1983) publicaron un manual para reconocer

41 especies de Fusarium.

Aunque la descripcion morfoldgica habia llevado al reconocimiento de la mayoria de
las especies hasta hoy conocidas. En 1970, la primera indicacion de un cambio en el uso de
especie morfoldgica en Fusarium se hizo evidente con el descubrimiento de las poblaciones
de apareamiento (mating population) dentro de F. solani (Matuo & Snyder, 1973). Esto llevo
al uso del concepto de especie bioldgica, el cual define a una especie como un grupo de
individuos aislados reproductivamente (Mayr, 1942). La terminologia utilizada para describir
el sistema de apareamiento en hongos esta basado en un nimero de loci y en el nimero de
alelos dentro de esos loci. El sistema de apareamiento en Fusarium se describe como un
sistema dimictico con un simple locus denominado MAT, el cual tiene dos alelos funcionales:
MAT-1 y MAT-2 (Turgeon & Yoder, 2000). Aunque este sistema de clasificacion ha sido
exitoso para aquellos especies pertenecientes al complejo de Giberllea zeae, no todas las
especies de Fusarium tienen capacidades reproductivas sexuales. Aunado a que los alelos
MAT pueden estar ausentes o ser no funcionales, lo que origina especies no compatible o que

no pueden formar peritecios (Leslie & Summerell, 2006).
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Estas complicaciones y el desarrollo de las técnicas de biologia molecular aplicadas a la
taxonomia del género, eventualmente llevaron al uso del término de especie filogenética. Una
especie filogenética hace referencia a un grupo de individuos descendientes de un ancestro
en comun, por lo que poseen un combinacion de ciertos caracteres definidos o derivados y
una unica historia evolutiva. Es menos restrictivo que el concepto de especie biologica dado
que la habilidad de cruzamiento o reproduccion entre los miembros de diferentes especies no

es un cardcter limitante (Wheeler, 1999).

El concepto de especie filogenética esta siendo ampliamente utilizado en Fusarium y
puede ser especialmente Util para aquellas especies que no presentan un estado sexual, 0 que
son principal o exclusivamente homotalicas (Leslie & Summerell, 2006). Este concepto esta
basado en el uso de marcadores moleculares que trascienden los problemas de caracteres
morfologicos y de apareamiento asociados a los conceptos de especie morfologica y
bioldgica respectivamente. No obstante, asi como el concepto de especie morfoldgica (o
tipoldgica) puede fallar debido a las alteraciones en las caracteristicas morfologicas de las
especies y el concepto de especie bioldgica es poco Util para aquellos aislados con que no
presentan un estado de reproduccion sexual, el concepto de especies filogenética puede errar
si la hibridacion entre las especies ocurre a una alta frecuencia dentro de un lapso de tiempo
evolutivo corto (Leslie & Summerell, 2006). Por lo que el nuevo enfoque taxondmico esta
integrado por los tres conceptos de especies y con ello al uso de las herramientas de

descripcion clasica de especies y el uso de las técnicas moleculares (Leslie et al., 2007).

1.1 Estado taxonomico actual del género Fusarium y la clasificacion de los

complejos de especies

A partir del afio 2011, por acuerdo del Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica, se
declar6 como correcto y preferible el uso del nombre cientifico del teleomofo en comparacion
al anamorfo (Articulo 59.1). Sin embargo para el caso de Fusarium el anamorfo es de uso
extensivo, en parte porque el estado sexual de muchas de las especies es hasta ahora
desconocido y/o raramente observado en campo, tanto asi que solo del 20% de los
teleomorfos de las especies se conoce (Aoki et al., 2014). Ante tal problematica y aunado a
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la aplicacion de la biologia molecular a la sistematica y taxonomia del género, en 2014 se
propuso la denominacion del anamorfo Fusarium como la mas conveniente y correcta dentro
de la comunidad cientifica, sin el uso adicional del estado sexual de las especies (Geiser et
al., 2013).

En ese mismo afio se propuso el siguiente sistema de clasificacion de las especies de
Fusarium hasta ahora con mayor importancia econdmica en la agricultura en distintos

complejos de especies con base en la filogenia del género (Aoki et al., 2014):

= Complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC). Donde se agrupan las especies
causales de la enfermedad Bakanae del arroz, la pudricion de la mazorca del maiz, el cancer
del pino y especies productoras de micotoxinas infectando maiz. Pruebas de habilidad
reproductiva han permitido identificar al menos 13 especies bioldgicas: F. verticillioides
(Sacc.) Nirenberg, F. sacchari (E.J. Butler y Hafiz Khan) W. Gams, F. fujikuroi Nirenberg, F.
proliferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach y Nirenberg, F. subglutinans (Wollenw. y
Reinking) P.E. Nelson, Toussoun y Marasas, F. thapsinum Klittich, J.F. Leslie, P.E. Nelson y
Marasas, F. nygamai L.W. Burgess y Trimboli, F. circinatum Nirenberg y O’Donnell, F.
konzum Zeller, Summerell y J.F. Leslie, . xylarioides, Steyaert, F. musae van Hove,
Waalwijk, Logrieco y Ant. Moretti, F. temperatum Scaufl. y Munaut. y F. tupiense Lima,
Pfenning y Leslie.

= Complejo de especies de Fusarium sambucinum (FSSC). Aqui se incluyen a los
agentes causales del tizén de la espiga en trigo y cebada asi como especies productoras de
micotoxinas tipo tricotecenos A y B. Siete diferentes especies causales del tizén de la espiga
han sido agrupados: F. culmorum (W.G. Smith) Sacc., F. cerealis (Cooke) Sacc. (syn. F.
crookwellense L.W. Burgess, P.E. Nelson y Toussoun), F. sambucinum Fuckel, F.
sporotrichioides Sherb., F. poae (Peck). F. graminearum sensu stricto Schwabe y 15
especies filogenéticas agrupadas en el complejo de especies de F. graminearum (FGSC).
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=  Complejo de especies de Fusarium oxysporum (FOSC). Especies causantes de
enfermad de marchitez vascular. Aunque solo se adscribe a F. oxysporum en este complejo
se agrupan sus mas 100 formae speciales (ff. sp.) y razas de F. oxysporum Schlechtendahl

emend. Snyder y Hansen oficialmente reconocidas.

=  Complejo de especies de Fusarium solani (FSSC). Con sus formae speciales

causando pudriciones de pie y raiz en diversos hospedantes.

= Complejo de especies de Fusarium tricintum (FTSC). Que incluye a algunas de las
especies causales del tizon de la espiga también: F. tricintum (Corda) Saccardo, F. avenaceum

(Fries) Saccardo y F. acuminatum Ellis y Everhart.

*  Complejo de especies de Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC). Cuya importancia

economica destaca F. equiseti (Corda) Saccardo.

2. Identificacion de las especies de Fusarium

2.1 Caracterizacion morfologica

La caracterizacién morfoldgica estd basada principalmente en la descripcidn de las esporas

asexuales micro y macroconidios y estructuras de resistencia (clamidosporas).

Los macroconidios son las esporas mas importantes en la identificaciéon morfoldgica
de las especies de Fusarium. En algunos casos su morfologia es suficiente para identificar
especies o diferenciar entre algunas de ellas. La primera caracteristica que se describe
generalmente es el tamafio, asi como el ancho y la curvatura. La longitud total de la espora
debe ser considerada incluyendo la célula apical y la célula basal. Ademas es importante
conocer el numero de septos presentes en el macroconidio y determinar el rango y el
promedio de septos por espora. Leslie & Summerell (2006) describen tres formas basicas de
macroconidios: En la primera las esporas son rectas, delgadas con forma similar al de una

aguja. En la segunda las esporas presentan una curvatura dorsiventral consistente a lo largo
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de todo el macroconidio. En la tercera categoria presentan una curvatura prominente en el

lado dorsal o superior en comparacion al lado ventral.

Las células terminales del macroconidio son Utiles en la taxonomia. La célula apical presenta
una curvatura marcada. Se han identificado cuatro formas de las células apicales: roma (E),
papilada (F), ganchuda (G) y estrecha (H). La célula terminal presenta una terminacion
delgada y estrecha que asemeja al pie de una bailarina de ballet (célula en forma de pie) con
forma de pie (1), elongada (J), mellada (K) o ligeramente mellada (L) (Leslie & Summerell,
2006).

Los microconidios no son producidos por todas las especies de Fusarium, su
produccion es en si un aspecto importante para la identificacién. En la identificacion
morfoldgica clasica, los microconidos, la célula conididégena de la cual surgen y su arreglo
son caracteres importantes para el diagnéstico (Leslie & Summerell, 2006). Otras
caracteristicas de importancia son: tamafio, el nimero de septos que presentan y su forma.
Con base en este ultimo caracter se han descrito como: ovales (O), reniforme, (P), ovoide
(Q), periforme (R), napiforme (S), globosa (T) y fusiforme.

Existen dos formas basicas de células conididgenas: monifialides (U-V) y polifalides
(W-X). Asi mismo, los microconidios puede ser arreglados en fidlides simples (X), en
cadenas (Y-Z), o en falsas cadenas (U-V) (Leslie & Summerell, 2006).

Las clamidosporas pueden ser simples, dobles, agrupadas o en cadenas. Como todas
las estructuras de resistencia su formacion requiere largos periodos de tiempo, normalmente

mas de seis meses.

20



COLPOS. Posgrado Fitosanidad-Fitopatologia Biol. Minely Cer6én Bustamante

Figura 2. Caracterizacion morfolégica de macroconidios de Fusarium. A-D: Formas de
macroconidios. A. Macroconido de Fusarium con una célula apical (izquierda) y la célula basal
(derecha). B. Esporas delgadas en forma de ajuga. C. Macroconidio con curvatura dorsiventral. F
equiseti. D. Macroconidio con curvatura pronunciada en el lado dorsal. F. culmorum. E-H: Formas
de la célula apical. E. Roma. F. Papilada. G. ganchuda. H. estrecha. I-L: Formas de la célula basal.
I. Forma de pie. J. Elongada. K. Mellada. L. Ligeramente mellada. M-T: formas de microconidios.
M. Ovalados. N. Ovalado bicelular. O. Ovalado a tricelular. P. Reniforme. Q. Ovoide. R. Periforme.
S. Napiforme. T. Globosa. U-X: Morfologia de las fidlides. U. Monofialides. Ej. F. solani. V.
Monifialides. Ej. F. oxysporum. W. Polifialides. Ej. F. polyphialidicum. X. Polifilides. Y-Z: Cadenas
de microconidios. Y. Cortas. Z. largas. Modificado de Leslie & Summerell, 2006.
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2.21dentificacion molecular

La caracterizacion molecular como su nombre lo indica se refiere a la descripcion de
las especies con base en el estudio de los acidos nucleicos, macromoléculas que portan la
informacion genética y proteinas. Su uso se ha incrementado gracias al avance en el
desarrollo de las tecnologias de analisis de ADN. Se fundamenta en la variabilidad genética
de las poblaciones cuantificada a través de secuencias génicas conservadas y marcadores
moleculares. Los marcadores moleculares demuestran la variacion en las secuencias de ADN
dentro y entre las especies y proveen las bases para una identificacion mas precisa (Chandra
etal., 2011).

Las secuencias génicas comunmente usadas son el factor de elongacion 1-a (EF-1-a)
(Geiser et al., 2004), B-tubulina (TUB2) (O’Donnell et al., 1998), calmodulina (CAL)
(O’Donnell et al., 2000), las regiones intergénicas 1 y 2 del gen ribosomal (ITS1 e ITS2)
(Waalwijk et al., 1996; O’Donnell y Cigelnik, 1997), y la region del espacio intergénico
(IGS) (Yli-Mattila & Gagkaeva, 2010). Sin embargo, no todas las secuencias son adecuadas
para el analisis de todas las especies. Actualmente el gen EF-1-a es el mas ampliamente
utilizado dentro del género Fusarium para fines de identificacion y filogenia (Chandra et al.,
2011; Leslie et al., 2007) mientras que el gen ITS ha mostrado no ser el mas adecuado dentro
de la seccion Liseola asi como para otras especies tales como F. avenaceum, F.
arthrosporoiodes/F. tricinctum, F. sporotrichioides/F. langsethiae y los linajes de F.
graminearum (O’Donnell et al., 2000; Yli-Mattila et al., 2002). Por lo que algunos otros
genes (p ej. Histona H3, el locus MAT) o las combinaciones de multiples secuencias han

comenzado a ser utilizados para la caracterizacion molecular.

En el caso particular del Complejo de especies de F. graminearum (FGSC), la
identificacion ha estado basada en el uso de humerosos genes constitutivos integrados en un
analisis de concordancia genealdgica para el reconocimiento de especies filogenéticas
(Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition GCPSR) (Taylor et al.,
2000). Este involucra el uso de numerosos loci independientes como el factor de elongacion
(EF-1a), a-tubulin (a-TUB), B-tubulin (TUB2), histona H3 (HIS), reductasa (RED),
trichothecene 3-O-acetyltransferasa (TR1101), la regién intergénica 1TS/28S y los genes
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MAT (MAT1-1-3, MAT1-1-2, MAT1-1-1, y MAT1-2-1) entre otros (O’Donnell et al., 2004).
El analisis GCPSR utilizando 12 genes revelo que aquellas especies productoras de
micotoxinas tricoteceno tipo B podian ser agrupadas en un Unico clado (Clado B), el cual
contiene a cinco especies heterotalicas: F. cerealis, F. culmorum (W. G. Smith) Sacc., F.
lunulosporum Gerlach, F. pseudograminearum y F. dactylis, asi como a 16 especies

filogenéticas biogeograficamente estructuradas (Aoki et al., 2012).

En 2008, Ward et al. desarrollaron el ensayo de genotipificacion multilocus
(Multilocus Genotyping Test MLGT) basado en el analisis de seis genes diferentes. Hasta
ahora es uno de los métodos que ha permitido la identificacion de numerosas especies
filogenéticas. Este ensayo se basa en el uso de sondas de oligonucledtidos especificas para
cada especie o variacién quimio-especifica del tipo de micotoxinas. Estas sondas son
especificas para los genes constitutivo RED, MAT y EF-1a y los genes responsables de la
biosintesis de tricotecenos (TRI1101, TRI12, TRI3) (Ward et al., 2008).

Tanto GCPSR como MLGT han permitido el reconocimiento de especies
filogenéticas dentro de F. graminearum que comprende por lo menos 15 diferentes especies
biogeograficamante estructuradas que se agrupan en lo que se define como el Complejo de
especies de F. graminearum (FGSC) (Sarver et al., 2011; Starkey et al., 2007). Hasta ahora
han sido identificadas y formalmente descritas 16 especies homotalicas dentro del FGSC las
cuales son: F. graminearum, F. gerlachii, F. louisianense, F. asiaticum, F. ussurianum, F.
nepalense, F. vorosii, F. acaciae-mearnsii, F. aethiopicum, F. boothii, F. mesoamericanum,
F. austroamericanum, F. cortaderiae, F. brasilicum y F. meridionale (Aoki et al., 2012;
Boutigny et al., 2014; Sarver et al., 2011; Starkey et al., 2007; Wang et al., 2011).

Debido a que muchas de las filoespecies del FGSC exhiben una distribucion
biogeografica particular se ha hipotetizado la ocurrencia de diversos eventos de especiacion
alelopatrica (especiacion por aislamiento geografico) en Asia, Norte y Sudameérica,
Centroamérica, Australia y Africa (Aoki et al., 2012). Al analizar cada una de las filoespecies
del complejo, es evidente su regionalizacion o distribucion definida. No obstante, esta se ha
visto modificada por actividades humanas como el movimiento comercial de granos entre
otros. Por ejemplo, F. asiaticum se ha reportado en las regiones del sur de China (Qu et al.,

2007) y Japén (Suga et al., 2008). F. ussurianum en el este de Rusia, F. vorosii parece ser
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restricto a Japon (Starkey et al., 2007; Yli-Mattila et al., 2009) y F. louisianense en EUA
(Sarver et al., 2011). Solo F. graminearum sensu stricto se considera la Unica especie del

complejo con una distribucion cosmopolita (Cuadro 1).

Las especies agrupadas en FGSC son productoras de micotoxinas tipo tricotecenos,
por lo que el estudio de las especies y perfiles toxicos es de gran importancia. La
identificacion de las especies dentro del complejo F. graminearum es (til para definir la
evolucion del género (Gagkaeva & Yli-Mattila, 2004) y el desarrollo de estrategias de
diagnostico o de control mas especificas y convenientes. Por ejemplo la vigilancia de
especies del FGSC productoras de nivalenol debido a su gran toxicidad para humanos en

comparacion deoxinivalenol y sus derivados acetilados.
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Cuadro 1. Distribucién geografica y quimiotipos de tricotecenos producidos por las
filoespecies agrupadas en el complejo Fusarium graminearum (FGSC). Modificado de Aoki

et al., 2012.

Complejo de especies de Fusarium graminearum (FGSC)

Especie

Fusarium acaciae-mearnsii
Fusarium aethiopicum

Fusarium asiaticum

Fusarium austroamericanum

Fusarium boothii

Fusarium brasilicum

Fusarium cortaderiae

Fusarium gerlachii

Fusarium graminearum

Fusarium louisianense

Fusarium meridionale

Fusarium mesoamericanum
Fusarium nepalense
Fusarium ussurianum

Fusarium vorosii

Distribucion

Australia, Sudafrica
Etiopia

Asia (China, Nepal, Japén, Corea),
Brasil, EUA

Sudameérica (Brasil, Venezuela)

Sudafrica, MEéxico,
Nepal, Corea, EUA

Guatemala,

Brasil

Sudamérica (Argentina, Brasil),
Oceania (Australia, Nueva Zelanda)

EUA

Norteamérica, Sudamérica, Europa,
Asia  (Japén, China, Corea),
Sudéfrica

EUA

Sudamérica (Brasil), Centroamérica
(Guatemala), Sudafrica, Australia,
Nueva Caledonia, Nepal, Corea,
EUA.

Centroamérica (Honduras), EUA
Nepal

Este de Rusia

Japon

Tricoteceno producido

NIV, 3-ADON
15-ADON

NIV,
ADON

3-ADON,

NIV, 3-ADON

15-ADON

NIV, 3-ADON

NIV, 3-ADON

NIV

NIV,
ADON

3-ADON,

NIV

NIV

NIV, 3-ADON
15-ADON

3-ADON

3-ADON, 15-ADON

15-

15-

NIV=Nivalenol, 3-ADON = 3 Acetildeoxinivalenol, 15-ADON= 15 Acetildeoxinivalenol.
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3. Micotoxinas en Fusarium

El género Fusarium contiene una gran cantidad de especies productoras de
micotoxinas. Los tricotecenos, la zearalenona (ZEN) y las fumonisinas son los mayores

grupos de micotoxinas que contaminan cereales en todo el mundo (D’Mello et al., 1999)

Las fumonisinas son producidas principalmente por F. verticillioides (conocido
formalmente como F. moniliforme), F. proliferatum, F. oxysporum, F. globosum (Desjardins,
2006; Scott, 2012). La similitud de las fumonisinas con los esfingolipidos, compuestos
fundamentales en la membrana celular, hace que sean potentes inhibidores de la sintesis de
esfingolipidos en mamiferos (Wang et al., 1991). Se asocian a leucoencefalomalacia en
equinos, edema pulmonar en porcinos y hepatoxicidad y efectos cancerigenos en higado de
roedores (D’Mello et al., 1999). En humanos se han reportado como probables inductores de
cancer de esdfago (Glenn, 2007) por lo que la agencia internacional para la investigacién del
cancer (IARC por sus siglas en inglés) ha designado a la fumonisina B1 (FB1) como un

posible agente carcinogénico para humanos (Waskiewicz et al., 2012).

Las zearalenonas son compuestos no esteroides con actividad estrogénica que han
sido asociados a severos problemas en reproduccion y fertilidad en porcinos, hepatoxicidad,
hematoxicidad y genotoxicodad en roedores (Desjardins, 2006; Zinedine et al., 2007). No
han sido asociadas a micotoxicosis en humanos. La zearalenona es una micotoxina producida
por F. graminearum, su nombre deriva del teleomorfo o estado sexual del mismo (Gibberella
zeae), aunque su produccion también han sido reportada en F. cerealis, F. culmorum, F.

equiseti y F. semitectum (Desjardins, 2006).

El acido fusarico, beauvericina, clamidosporol, culmorina, ciclonerodiol, eniatinas,
equisetina, fusarinas, fusaprolieferinas, fusarocromanonas, moniliformina y sambutoxina son
otras toxinas producidas por Fusarium (Desjardins, 2006; Summerell & Leslie, 2011)
(Cuadro 2). Los tricotecenos son el tipo de micotoxinas mas comun en cereales y por ello las
mas estudiadas, siendo asociadas directamente a micotoxicosis en humanos (Desjardins &
Proctor, 2007; Wannemacher & Wiener, 1997).
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Cuadro 2. Principales micotoxinas producidas por algunas de las especies de Fusarium
causantes del tizon de la espiga en trigo. Modificado de Desjardins, 2006.

Especie Micotoxinas reportadas

F. avenaceum Aurofusarina, beauvericina, clamidosporol, eniatinas, fusarinas y
moniliforminas.

F. cerealis Aurofusarina, butenolidos, culmorina, ciclonerodiol, acido
fusarico, fusarinas, tricotecenos, zearelenona.

F. culmorum Aurofusarina, butenolidos, clamidosporol, culmorina,
ciclonerodiol, ciclonerotriol, &acido fusarico, fusarinas,
moniliformina, tricotecenos, zearelenona.

F. equiseti Bauvericina, equisetina, fusarocromanona, moniliformina,
tricotecenos, zearelenona.

F. graminearum Aurofusarina, butenolidos, clamidosporol, culmorina,

. OXysporum

. poae

. proliferatum

. pseudograminearum

. sporotrichioides

ciclonerodiol, fusarinas, tricotecenos, zearalenona.

Eniatinas, fumonisinas, 4acido fusarico, moniliformina,
naftazarina, sambutoxina.

Aurofusarina, beauvericina, butenolidos, culmorina,
ciclonerodiol, eniatinas, fusarinas, tricotecenos.

Beauvericina, enitianinas, fumonisinas, acido fusarico,
fusaproliferina, moniliformina.

Tricotecenos, zearalenona.

Aurofusarina, beauvericina, butenolidos, culmorina, eniatinas,
fusarinas, moniliformina, tricotecenos.

3.1Tricotecenos

Los tricotecenos son sesquiterpenos triciclicos que contienen un anillo 12,13 epoxido

y un doble enlace en el carbon 9 y 10 por lo que quimicamente son descritos como toxinas

tricicliclas 12,13 epoxitricotec-9 enos (EPT) (Figura 1) (Desjardins, 2006). Su nombre deriva

del hongo Trichotecium roseum del cual fueron aislados por primera vez en 1984 (Desjardins
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et al., 1993). Sus efectos estan relacionados a la inhibicidn de la biosintesis de proteinas en
eucariontes por la alteracién en la conformacion peptidica de la subunidad ribosomal 60S.
Esta inhibicion afecta el proceso de traduccion de proteinas en sus etapas de iniciacion y
elongacion (Cundliffe & Davies, 1977). Dado su bajo peso molecular y naturaleza anfipatica,
los tricotecenos pueden moverse pasivamente a través de la membrana celular y con ellos ser
facilmente absorbidos por el sistema tegumentario y gastrointestinal (McCormick et al.,
2011). En humanos, la ingestion de granos contaminados con este tipo de micotoxinas
provoca nauseas, vVomito, anorexiay convulsiones, sintomas que se atribuyen a enfermedades
conocidas como la toxicosis de Akakabi y la toxicosis alimentacia aleukia (Goswami &
Kistler, 2004). Su ingestion prolongada puede llegar a provocar inmunodepresion y
desordenes neuroldgicos (Bennett & Klich, 2003). Sus efectos tdxicos en animales estan
relacionados a anormalidades y degeneracion del sistema reproductivo, atrofia del sistema
digestivo, hemorragias y en casos extremos la muerte (Bennett & Klich, 2003; WWannemacher
& Wiener, 1997). En el caso particular del Desoxinivalenol (DON) o vomitoxina, sintetizado
principalmente por F. graminearum sensu strito su efecto no sélo esta limitado a animales.
Concentraciones tan pequefias (1-10 uM) son suficientes para inhibir la germinacion de las
semillas y reducir el crecimiento de plantulas (Desjardins, 2006; Yoshida & Nakajima, 2010).
En los granos puede llegar a destruir los granulos de almidon y afectar la sintesis de proteinas
en los ribosomas, lo que resulta en un producto de mala calidad y poca comercializacién
(Desjardin, 2006).

Los tricotecenos de mayor importancia en cereales son el diacetoxiscirpenol, la toxina
T-2, el nivalenol y desoxinivalenol (Desjardins & Proctor, 2007). La sustitucién de uno de
sus carbonos determina cuatro tipos de tricotecenos denominados A, B C y D. Los
tricotecenos tipo A y B son producidos por especies de Fusarium (Desjardin, 2006;
McCormick et al., 2011). Siendo la Unica caracteristica distintiva entre estos la posicién del

grupo funcional acetilo en la posicion C-8.

En el caso particular de las micotoxinas producidas por Fusarium graminearum, los
tricotecenos tipo B son los mas estudiados. EI deoxynivalenol (DON) y nivalenol (NIV) con
sus derivados acetilados conforman este grupo de micotoxinas. Hasta hoy se ha descrito tres

distintos quimiotipos o perfiles diferenciados en la posicion de un grupo acetilo: el

28



COLPOS. Posgrado Fitosanidad-Fitopatologia Biol. Minely Cer6én Bustamante

quimiotipo NIV, que incluye especies que producen NIV y su derivado acetilado 4-
acetilnivalenol (4-NIV); el quimiotipo 3-acetildeoxinivalenol (3-ADON) y el quimiotipo 15-
acetildeoxinivalenol (15-ADON) (Miller et al., 1991). Aunque ambos quimiotipos son
producidos por diferentes aislamientos de F. graminearum, parece ser méas frecuente la
produccién de DON que NIV (Nicholson et al., 2003).

nivalenaol (NIV)

O.___.OH

HOY s
Ho

deoxynivalenol (DON)

. AN A

Figura 2. Estructura quimica de los tricotecenos. A. Estructura basica de los
tricotecenos. B. Tricotecenos tipo B. Modificado de McCormick et al., 2011.

A nivel molecular, la biosintesis de tricotecenos en F. graminearum reside en la
expresion de un grupo de mas de 10 genes denominados TRI localizados en cuatro loci
diferentes (Desjardins, 2006). El primer grupo (contigo genémico 1.159) es caracterizado por
la presencia del gen codificante para la enzima tricodin sintasa (TRI5), responsable de la
catalizacion de ciclizacion de trans, trans farnesil pirofosfato a tricodin, el primer compuesto
precursor de tricotecenos (Desjardins & Proctor, 2007). Adyacente a este se encuentran los
genes TRI6 y TRI10. La proteina codificada por TRI6 es un factor transcripcional cuya
expresion a su vez se encuentra regulada por el gen maestro TRI10. La disrupcion de alguno
de estos tres genes resulta en la reduccion de la produccion de tricotecenos. Dentro de este
mismo grupo se encuentra el gen TRI12 el cual codifica para un transportador de eflujo; tres
genes codificantes de citocromos P450, los cuales catalizan las oxigenaciones en los carbonos
de C-1, C-3, C-12, C-13 (TRI4), C-15 (TRI11), y C-4 (TRI13) y los genes TRI3, TRI7 y TRI8
los cuales codifican para enzimas capaces de remover grupos ester. Los genes TRI9 y TRI114
no tienen una funcién clara (Figura 2). Aunque la mayoria de los genes de biosintesis de

tricotecenos se localizan en el cluster TRI5, existen cuatro genes adicionales que han sido
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localizados en tres diferentes loci. En un locus (contigo gendmico 1.4) se encuentran los
genes TRI1 y TRI16, los cuales codifican para las enzimas que catalizan la oxigenacion del
C-8 y la transferencia del grupo acetilo respetivamente. En los otros dos loci se encuentran
los genes TRI101 (céntigo gendmico 1.321) el cual codifica para la enzima C-3 O-acetil
transferasa y TRI15 (contigo gendmico 1.457) el cual codifica para un factor transcripcional
cuya estructura secundaria corresponde a un dedo de zinc y funciona como un regulador

negativo en la biosintesis de tricotecenos (Desjardins, 2006; Desjardins & Proctor, 2007).

Lee et al., (2002) y Brown et al., (2002) identificaron los genes TRI13 y TRI7 como
los responsables de la conversion de DON a NIV (TRI13) y de la acetilacion de NIV a 4-
acetilnivalenol (4-NI1V) (TRI7). Mientras que diferencias en la expresion de TRI3 y TRI8 son
responsables de la acetilacion del DON en 3ADON o 15ADON (Kimura et al., 2003).
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Figura 3. Via de biosintesis de tricotecenos en F. graminearum y mapa genético del cluster TRI5.
Dentro del cluster el gen TRI5 (verde) es el centro organizador, TR/13 (amarillo), TRI7 (morado) y
TRIS (rojo) son los genes responsables de la produccion de NIV o DON. Modificado de McCormick
etal, 2011.
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CAPITULO 1. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y
MOLECULAR DE LAS ESPECIES DE Fusarium CAUSANTES DEL
TIZON DE LA ESPIGA EN TRIGO EN TRES REGIONES DE
MEXICO

RESUMEN

El tizén de la espiga es una enfermedad que afecta a cereales de grano pequefio causada por
varias especies del género Fusarium. La enfermedad ocasiona severas pérdidas en la
produccion, reduccion en la calidad del grano y contaminacion con micotoxinas. Mas de 15
especies de Fusarium han sido reconocidas como agentes causales de la enfermedad, siendo
F. graminearum la de mayor importancia en todo el mundo. Muchas especies de Fusarium
son capaces de producir micotoxinas tales como los tricotecenos. En nuestro pais, el
conocimiento de la diversidad de especies que causan el tizon de la espiga en trigo es un
prioritario para el desarrollo de estrategias de control de la enfermedad. Los objetivos de este
estudio fueron: 1) Aislar Fusarium de granos de trigo con sintomas evidentes de tres regiones
del pais; 2) Identificar morfoldgica y molecularmente los aislados de Fusarium; 3) Determinar
las relaciones filogenéticas entre los aislados. Durante los ciclos de cultivo de 2013-2014, se
colectaron semillas de trigo de diversas variedades en el Bajio, Mixteca y Valles Altos de
México. Los aislamientos se identificaron molecularmente con base en la secuenciacion
parcial del gen factor de elongacién 1-o (EF-/ «). La relacién filogenética entre los aislados
se determind con el alineamiento del gen de la subunidad grande la ARN polimerasa Il (RPB2)
usando el método de maxima verosimilitud (ML-BS). Se obtuvieron 116 aislados, de los
cuales el 56% pertenecen al complejo de especies de F. tricinctum (FTSC) y el 30% al
complejo de especies de F. graminearum (FGSC), mientras que un pequefio nimero de los
aislados fueron identificados como especies de los complejos de F. sambucinum, (FSSC), F.
fujikuroi (FFSC), F. incarnatum/F.equiseti (FIESC), y F. oxysporum (FOSC).

Palabras clave: Fusarium, tizon de la espiga, analisis filogenético, México.
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CHAPTER I. MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF  Fusarium SPECIES CAUSING
FUSARIUM HEAD BLIGHT OF WHEAT IN MEXICO

ABSTRACT

Fusarium Head Blight (FHB) is a destructive disease of all small grain cereals, and is caused
by several species of Fusarium. Epidemics in wheat result in severe yield losses, reduction in
crop quality and mycotoxin contamination of grains. Although more than 15 different species
are associated with FHB, F. graminearum is the major causal agent worldwide. Several FHB
species are able to produce trichothecene mycotoxins. In our country the knowledge of FHB
population is a crucial survey to determine management. The objectives of this study were: 1)
to isolate Fusarium strains from tombstones kernels from three regions of Mexico; 2) to
conduct morphological and molecular identification of Fusarium strains causing FHB in three
regions of Mexico; 3) to determine the phylogenetic relationships among FHB strains. During
the growing season of 2013-2014, wheat heads with symptoms of FHB were collected in three
different regions: Bajio, Mixteca and Highlands of Mexico. Fusarium strains were identified
to species level using a combination of morphological (SNA medium) and molecular
characters translation elongation factor 1-a (EF1-a) and RNA polymerase Il second largest
subunit (RPB2) sequence analyses. One hundred and sixteen Fusarium isolates were
characterized, most of them belong to the F. tricinctum species complex (FFSC) (56%) and
the Fusarium graminearum species complex (FGSC) (30%), although a small number of
isolates belonged to the F. sambucinum, F. fujikuroi, F. incarnatum/F.equiseti, and F.

oxysporum species complexes.

Key words: Fusarium, Fusarium Head Bight, phylogenetic analyses, Mexico.
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1. INTRODUCCION

La fusariosis, sarna o tizon de la espiga (Fusarium head blight (FHB)) es una
enfermedad en trigo, cebada y avena causada por el género Fusarium. Fue descrita por
primera vez en 1884 afectando cultivos de trigo y cebada en Inglaterra (Goswami & Kistler,
2004). Hasta ahora sigue siendo una de las enfermedades mas comunes y limitantes en la
produccién de cereales en todo el mundo. Tan solo en Estados Unidos y Centro América se
han calculado pérdidas de hasta el 2.7 billones de ddlares durante los afios 1998 a 2002
(McMullen et al., 2012).

En los Gltimos afios, el estudio del tizon de la espiga ha sido un tema de interés, esto
relacionado a un repunte considerable en la incidencia de la enfermedad en paises de todo el
mundo. Reportes de Canada (Tekauz et al., 2000; Amarasinghe et al., 2015) Estados Unidos
de Norteamérica (McMullen et al., 2012), Brasil (Del Ponte et al., 2012), Argentina (Alvarez
et al., 2011; Sampietro et al., 2011), Uruguay (Umpiérrez-Failache et al., 2013; Pan et al.,
2013), China (Zhang et al., 2012; Shen et al., 2012), Jap6n (Suga et al., 2008) y paises de la
Union Europea como Francia (Boutigny et al., 2013), Italia (Infantino et al., 2012), Bélgica
(Audenaert et al., 2009) entre otros, apuntan a un incremento en la afectacion de cereales,
principalmente trigo. Este hecho ha sido asociado a posibles cambios climaticos, pero mas
frecuentemente a la creciente adopcion de sistemas de labranza conservacionistas (Dill-
Macky & Jones, 2000; Leplat et al., 2012; McMullen et al., 1997) que no s6lo permiten la
disponibilidad de in6culo permanente sino que también favorecen en el ciclo reproductivo

de Fusarium.

En México el tizdn de la espiga se observé por primera vez en 1977 en el area del
altiplano de Jalisco. Sin embargo, no fue hasta 1994 cuando el Centro de Investigaciones y
Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT) reportd la presencia de la enfermedad en los
estados cuyo cultivo era de temporal, especificamente en los estados de Jalisco, Michoacan,
México, Tlaxcala e Hidalgo; asi como en trigo cultivado bajo condiciones de riego dentro
del estado de Guanajuato (Ireta & Gilchrist, 1994). La Sierra Tarasca de Michoacan, la regién
de los Altos y la Sierra del tigre en Jalisco, fueron las areas reportadas con mayor afectacion,
con una incidencia de un 10 al 90% (Ireta & Gilchrist, 1994; Gilchrist-Saavedra, 2000). Poca
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informacion se ha generado respecto al diagnostico, epidemiologia y control de esta
enfermedad y se desconoce el nivel de contaminacién y afectacion de la produccién dentro
de la industria de los cereales de grano pequefio en México. Fue hasta 2012 cuando
Malihipour et al. reporto la presencia del tipo de micotoxinas producidas por F. boothii y F.
cerealis en nuestro pais. Este estudio ha sido de suma importancia en México pero se
desconoce la diversidad de especies causantes del tizon de la espiga en trigo. El estudio de la
poblacion de Fusarium se relaciona al entendimiento del riesgo toxicologico, por lo que
conocer la diversidad de especies puede ser til en la prediccion del principal tipo o tipos de
micotoxinas contaminando los granos (Bottalico & Perrone, 2002; Xu & Nicholson, 2009)
En este sentido los objetivos del presente capitulo fueron: 1) Asilar Fusarium de granos de
trigo con sintomas evidentes en tres regiones diferentes del pais; 2) Identificar morfoldgica
y molecularmente los aislados de Fusarium; 3) Determinar las relaciones filogenéticas entre

las especies que conforman la poblacion del tizon de la espiga en trigo.

2. METODOLOGIA

2.1 Zona de estudio

Durante los ciclos de cultivo de 2013-2014, se colectaron semillas de trigo con
sintomas evidentes de tizon de la espiga de diversas variedades de 53 localidades en tres
regiones de estudio dentro de la Republica Mexicana. Las regiones de estudio fueron

agrupadas de la siguiente manera:

i. La region sur o Mixteca constituida por el estado de Oaxaca cuya entidad se
caracteriza por presentar un clima calido himedo, con una temperatura media anual
de 25°C y una precipitacion media de 1 550 mm. El periodo anual de precipitaciones
comprende casi seis meses (INEGI, 2013) (Figura 1).

ii.  Laregion oeste o del Bajio donde se muestreo la parte sur del estado de Guanajuato.
En esta zona se presenta un clima calido o templado subhimedo. La temperatura
media anual es de 18°C vy la precipitacion media anual es de aproximadamente 650
mm (INEGI, 2013) (Figura 2).
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Los Valles Altos de México que comprende a los estados de Tlaxcala, Puebla y

México. Esta region se caracteriza por tener un clima templado subhumedo, cuyas

temperaturas medias anuales corresponde a 14, 17.5 y 14.7°C respectivamente. Con

un patron de precipitaciones anuales de 1 270 mm, 720 mm, 1 270 mm y 900 mm.
(INEGI, 2013) (Figura 3).
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2.2Determinacion del tamafio de muestra

El nimero de semillas a procesar de cada una de las 53 localidades (tamafio de
muestra) se determin6 con ayuda de un estadistico. A partir de un tamafio poblacional de
1000 semillas, con un nivel de confianza del 95% y un error del 13%, el tamafio muestral fue

de 60 semillas por localidad de acuerdo a la siguiente formula.

72
N Z a/2 Pn 4y

9 7 2 :
N e +7Z /2 Pn 9

n =

2.3 Aislamiento y purificacion

Para aislar y determinar la incidencia de Fusarium en semilla se utiliz el método de
papel secante y congelamiento reportado por Neergaar en 1977 y estandarizado
posteriormente por el Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo (CIMMYT)
(Warham et al., 1997). Las semillas se desinfestaron en una solucién de hipoclorito de sodio
al 3% durante tres minutos y se enjuagaron tres veces en agua bidestilada estéril.
Posteriormente se colocaron en cdmara himeda en cajas plasticas de germinacion de semillas
con papel filtro estéril humedecido con 1 ml de agua bidestilada. Durante 48 horas se
alternaron 12 horas luz y 12 horas oscuridad a temperatura ambiente y posteriormente las
muestras se congelaron a -15 a -20 °C por 24 horas con la finalidad de matar el embrién y de
ese modo obtener un sustrato para el desarrollo de los hongos (Warham et al., 1997).

Finalmente las cajas se incubaron a 20°C por un lapso de 6 dias.

Con base en las caracteristicas de color de micelio desarrollado sobre la semilla
basados en Warham et al. (1997), se hicieron los aislamientos en agua-agar. La purificacion
se llevd a cabo por la técnica de cultivos monospéricos o de punta de hifa (dependiendo de
las caracteristicas de crecimiento y produccion de esporas de cada uno de los hongos
aislados) en cajas Petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA) (BD Bioxon™). Todas las
cepas fueron almacenadas en glicerol al 60%, v/v a —80 °C. Duplicados de cada uno de los
aislados fueron almacenados en la coleccion internacional del Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA, Agricultural Research Service (ARS), en Peoria, IL.
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2.4 Extraccion de acidos nucleicos

Asilamientos de 6-8 dias de edad en medio V8 fueron utilizados para la extraccion de
acidos nucleicos totales. La extraccion de ADN se realizd con el kit comercial ZR
Fugal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La concentracion del ADN se cuantificO mediante espectrofotometria usando un
NanoDrop 2000UV-Vis (Thermo Scientific®, EUA), mientras que la calidad se comprobé
al verificar que los valores de las relaciones de 260/280 y 230/260 fueran cercanos a 2. El

ADN gendmico se almaceno a -20°C hasta su uso.
2.51dentificacion molecular de los aislados

Para la identificacion se amplifico la region parcial del gen factor de elongacién 1-o
(EF 1-a). La reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 25 uL, para ello se agregd 50
mM de MgSOs, 2 mM de cada desoxirribonucleotido trifosfato (ANTP’s), 0.6 mM de cada
primer, y 1 U de la enzima Platinum Taq High Fidelity polimerasa (Invitrogen™). Se
utilizaron los oligonucleétidos EF1 (5"-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3) y EF2 (5'-
GGAAGTACCAGTGATCATG-3"). (O’Donell et al., 1998) bajo las siguientes condiciones
de PCR: 94°C por 1:30 min fase de desnaturalizacién, con 35 ciclos a 94°C por 30 s, 53°C
por 30 s, 68°C por 45 s. Los productos fueron analizados en un gel de agarosa al 1% para
confirmar un amplicon de = 700 pares de bases (pb). Posteriormente fueron purificados en

vacio con las placas de filtracion MultiScreen—PCRgs (Millipore).

La secuenciacion de las muestras se llevé a cabo con el kit de secuenciacion BigDye
v3.1 Terminator (Applied Biosystems™) analizado en ABI 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems™). Cada una de las secuencias fueron editadas y manualmente alineadas usando
el programa Sequencher (version 4.10, Gene Codes). Las secuencias obtenidas fueron
comparadas con las depositadas en las bases de datos Fusarium MLST (O’Donnell et al.,
2010) y Fusarium ID (Geiser et al., 2004), desarrolladas por el Departamento de Agricultura

de Estados Unidos (USDA) y la Universidad de Pensilvania respectivamente.
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2.6 Analisis filogenético

Para analizar la diversidad filogenética de las especies de Fusarium causantes del
tizon de la espiga se secuencio la region de la subunidad grande de la ARN polimerasa 1l
(RPB2), debido a que su alta variablidad intraespecifica en comparacion al gen EFl-a
(O’Donnell et al., 2013). La reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen total de 25 L
conteniendo 10x de buffer de reaccion, 50 mM de MgSOs, 1 U de la enzima Platinum Taq
High Fidelity polymerase (Invitrogen™), 10 mM de dNTP’s y 0.01 mM de oligonucleétidos.
Los oligos utilizados fueron 5F2 (5°GGGGWGAYCAGAAGAAGGC3’) y 1llar
(5’GCRTGGATCTTRTCRTCSACC3’) (O’Donnell et al.,, 2013). Las condiciones de
amplificacion fueron: desnaturalizacion inicial a 96°C por 1:30 min, seguido de 35 ciclos a
94°C por 30 s, 54°C por 35 s, 68°C por 2 min, y mantenidos a 4 °C. Los productos de PCR
fueron analizados por electroforesis para confirmar un tamafio de amplicon de = 1800 pb.
Posteriormente los productos fueron purificados en vacio con las placas de filtracion
MultiScreen—PCRgs (Millipore).

La secuenciacién y edicion de las secuencias de RPB2 se llevé a cabo como se
describié para las secuencias parciales del EF1-a. Las secuencias fueron alineadas por
MUSCLE vy las relaciones filogenéticas fueron inferidas usando el método de méxima
verosimilitud (ML) mediante el programa MEGAG6 (Tamura et al., 2013). La confiabilidad y
soporte individual de los nodos fue estimado mediante el método de bootstrap no paramétrico
con 1,000 replicas de los datos. Se uso el método heuristico de Neighbor-joinig (NJ)
utilizando el modelo general de tiempo reversible (General time reversible (GTR)) como

método de sustitucion de nucleétidos y distribucion Gamma (+G).
2.7 Identificacion morfolégica y cultural

La identificacion morfoldgica de los aislamientos fue realizada posterior a la
identificacion molecular, seleccionando tres aislamientos por especie (en el caso de las

especies predominantes) o un aislamiento segln su caso.

Para describir las caracteristicas de las colonias, los aislamientos fueron crecidos en

medio PDA (BD Bioxon™) por una semana a una temperatura de 23—-25°C con intervalos
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de cada 15 minutos de luz blanca y oscuridad. Para describir las caracteristicas morfologicas,
los aislados fueron crecidos en medio Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) (1 g de
KH2PO4, 1 g de KNOs, 0.5 g de MgS047H20, 0.5 g de KCI, 0.2 g de glucosa, 0.2 g de
sacarosa y 14 g Agar en 1L de agua destilada) durante una semana en cdmaras de incubacion

a una temperatura constante de 25°C alternando periodos de luz blanca y luz oscura (12h) ().

Una muestra de 20 micro y macroconidios fueron medidos (largo y amcho) por cada
especie. Para el caso de los macroconidios se contd el nimero de septos y se describid la
forma de las células terminales y apicales de acuerdo a lo descrito por Leslie & Summerell
(2006). La obtencion de fotomicrografias se llevo a cabo en un fotomicroscopio Olympus
Modelo ProvisAX70 con camara digital de 5 megas y sistema de iluminacién de contraste de
fases.

2.8 Pruebas de patogenicidad

Para corroborar la patogenicidad de los aislados del complejo de especies de F.
sambucinum obtenidos en las tres diferentes regiones de la Republica Mexicana, se realizaron
inoculaciones en espigas de trigo de 45 dias de edad. Se utiliz6 un disefio experimental de
bloques al azar y un tamafio de muestra de 10 plantas por cepa. Las cepas de Fusarium fueron
crecidas en té mung bean durante 5 dias a 28°C/200 rpm. Los floretes fueron inoculados
inyectando 10 pL de una suspension de conidios a una concentracion de 10° esporas mL™ en
el florete central de la parte media de la espiga. Las espigas fueron cubiertas con bolsas de
plastico para asegurar la infeccidn. Se realizaron evaluaciones durante los primeros 6, 9, 13,
16 y 23 dias después de la inoculacion. Todas las cepas fueron comparadas con una cepa
control de F. graminearum s.s. de agresividad moderada. La severidad de la enfermedad fue
calculada como el porcentaje total de espiguillas infectadas con respecto al nimero total.
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3. RESULTADOS

3.1 Identificacion molecular

Se obtuvieron 148 aislados de las muestras colectadas en 53 localidades durante los
ciclos de cultivo de 2013 y 2014 de tres regiones de la Republica Mexicana. Con base en la
amplificacion parcial del gen EF 1-a y tomando en cuenta los valores mas altos de identidad
obtenidos en las bases de datos Fusarium MLST (O’Donnell et al., 2010) y Fusarium ID

(Geiser et al., 2004), fue posible identificar los 116 aislados a nivel de especie.

A nivel nacional estan presentes las siguientes especies: F. avenaceum (FTSC) (n=
65), F. boothii (FGSC) (n= 32), F. cerealis (FSSC) (n=4), F. meridionale (FGSC) (n=3), F.
poae (n=1) (FSSC), F. incarnatum/equiseti (FEISC) (n= 3), F. oxysporum (FOSC) (n=2), y
dos especies del complejo de Fusarium fujikuroi (FFSC) ((F. temperatum (n= 4) y F.
andiyazi (n= 1)) y F. sambucinum (FSSC) (n=1) (Figura 4).

De la region Mixteca se logaron obtener 26 aislados, de los cuales el 92%
correspondian a F. boothii (FGSC). Asi mismo, se identificé un aislado como F. avenaceum
(FTSC) y una especie perteneciente al complejo de Fusarium incarnatum/equiseti (FIESC).
Por tanto, la diversidad de Fusarium como agentes causales del tizon de la espiga de trigo en

Oaxaca se limitd a tres especies (Figura 5A).

En la region del Bajio se lograron obtener 4 aislados. Al igual que en la region del
sur, la especie méas frecuente fue F. boothii. Con dos aislamientos agrupados dentro del
complejo de especies de Fusarium fujikuroi (FFSC): F. temperatum y F. andiyazi (Figura
5B).

En los valles altos de México se lograron obtener 86 aislados, siendo mas frecuente
F. avenaceum (74.5%), seguido por F. boothii (6%), F. cerealis (5%), F. meridionale (3.5%),
F. temperatum (3.5%), F. icarcinum/equiseti (3.5%), F. oxysporum (2%), F. sambucinum
(1%) y F. poae (1%) (Figura 5C).
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Figura 4. Distribucion de frecuencias de las especies de Fusarium causantes
del tizén de la espiga en trigo en tres regiones de la Republica Mexicana
aislados durante los ciclos de cultivo de 2013-2014
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Figura 5. Distribucion de frecuencias de las especies de Fusarium causantes del tizon de la espiga en
trigo en cada una de las regiones de estudio. A) Region Mixteca o del Sur. B) Region del Bajio. C)
Valles Altos de México. Barras: FTSC: complejo de especies de F. tricintum. FOSC: complejo de
especies de F. oxysporum, FEIS: complejo de especies de F. incarnatum-equiseti, FFSC: complejo de
especies de F. fujikuroi, FSSC: complejo de especies de F. sambucinum, FGSC: complejo de especies
F. graminearum.
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Los agentes causales del tizén de la espiga en las tres regiones de la Republica
Mexicana fueron identificados en 10 especies (agrupadas en 6 complejos): F. andiyazi, F.
avenaceum, F. boothii, F. cerealis, F. equiseti, F. meridionale, F. oxysporum, F. poae, F.
sambucinum, F. temperatum que pertenecen a los complejos FTSC (F. avenaceum) (56%),
FGSC (F. boothii, F. meridionale) (29.5%), FSSC (F. cerealis, F. poae, F. sambucinum)
(5.5%), FFSC (F. temperatum, F. andiyazi ) (4.5%), FIESC (F. equiseti) (2.5%), y FOSC
(F. oxysporum) (2%) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Diversidad de especies de Fusarium causantes del tizon de la espiga en trigo en las tres

regiones de la RepUblica Mexicana.

Region Especie (EF-1a) Complejo de % de incidencia por
especies regiéon

Mixteca F. boothii FGSC 92
F. avenaceum FTSC 4
F. equiseti FIESC 4

Bajio F. boothii FGSC 50
F. andiyazi FFSC 25
F. temperatum FFSC 25

Valles altos F. avenaceum FTSC 74.4
F. boothii FGSC 5.8
F. cerealis FGSC 4.6
F. meridionale FGSC 3.4
F. temperatum FFSC 3.4
F. equiseti FIESC 3.4
F. oxysporum FOSC 2.3
F. sambucinum FSSC 1.1
F. poae FSSC 11

FGSC: complejo de especies de F. graminearum; FTSC: complejo de especies de F. tricintum;
FIESC: complejo de especies de F. incarnatum-equiseti; FFSC: complejo de especies de Fusarium
fujikuroi; FOSC: complejo de especies de F. oxysporum. FSSC: complejo de especies de F.
sambucinum.

3.2 Analisis filogenético

La historia evolutiva de las especies del tizon de la espiga en trigo en México fue
inferida a través del andlisis de secuencias del gen RPB2 utilizando el método de maxima
verosimilitud-bootstraping (ML-BS). Del total de especies aisladas inicialmente, el analisis
electroforético y de secuencias delimito el nimero de unidades taxondmicas a 119 especies

de Fusarium (Figura 5). Con la finalidad de obtener una filogenia consistente y eficiente, las
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secuencias del gen RPB2 de los aislados, fueron alineadas con secuencias de otras especies
de Fusarium proporcionadas por el Dr. Kerry O’Donnell y Todd J. Ward. El arbol
filogenético mas parsimonioso presentd un 80% de clados o ramas soportados con valores
mayores al 70% de boostrap (Figura 6). La agrupacion de las especies de Fusarium en
complejos fue fuertemente soportada (>90% BS) en todos los casos. Los aislados de F.
avenaceum de México junto con una secuencia de F. tricinctum fueron agrupados en un unico
clado (99% BS) corroborando el origen monofilético de estas especies (Figura 6.A). Los
aislados de F. temperatum fueron agrupados junto a las especies F. subglutinans y F.
circinatum (subclado Americano) (99% BS); mientras que F. andiyazi se agrupo junto a F.
verticillioides (subclado Africano) (>90% BS) definiendo junto a las especies de F.
mangifera, F. fujikuroi y F. proliferatum (sublcado Asiatico) el FFSC, no obstante el soporte
del clado agrupando a las ocho especies fue muy bajo (51% BS) (Figura 6.B). Esto puede
estar relacionado a la falta de secuencias o unidades informativas que describan a los tres
subclados descritos por O’Donnell et al. (2013) dentro del FFSC. Tanto los aislados de F.
oxysporum como los de F. equiseti, fueron agrupados en dos Unicos clados con valores de
boostrap mayores a 95% BS, corroborando su clasificacion dentro de los grupos de especies
FOSC y FEISC respectivamente (Figura 6.B).

El andlisis de maxima parsimonia soportd (99% BS) la asociacién de los taxones
productores de tricotecenos tipo A y B dentro del complejo de especies de F. sambucinum
(FSSC) (Figura 6.B). Los aislados de F. poae y F. sambucinum, ambas especies productoras
de tricotecenos A/B conformaron un grupo monofiletico con F. sporotrichioides, (especie
productora de tricotecenos tipo A) (> 70% BS). Las especies F. cerealis, F. meridionale y F.
boothii se agruparon con F. pseudograminearum, F. culmorum, F. asiaticum y F.
graminearum en un clado Unico cuyo estado de caracter Unico derivado (sinapomorfia) es la
produccidn de tricotecenos tipo B. Dentro del complejo de FSSC, el clado de especies de F.
meridionale, F: boothii y F. asiaticum constituyeron el complejo de especie de FGSC con
un valor 84% BS (Figura 6.C). El clado conformado por las especies F. phaseoli, F.
ambrosium, F. falsiforme, F. solani f sp. pisi y Fusarium sp. aislado 26790 enraiz06 el arbol

con un valor de boostrap del 99%.
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Figura 6. Analisis filogenético de los 116
aislados de Fusarium causantes del tizén de
la espiga en trigo en tres regiones de la
Republica Mexicana. La historia evolutiva
de las especies fue inferida por el método de
Méxima verosimilitud. El andlisis se llevo a
cabo en MEGA6 analizando 151
nucledtidos codificantes para el gen RPB2.
Los valores de soporte se muestran en la
base de los nodos Seccion A. Agrupacion de
los aislados de F. avenaceum y F. tricintum
dentro del complejo de especies de F.
tricintum (FTSC) soportado con un valor de
99% BS.
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Figura 6. Seccion B. Agrupacion de las especies pertenecientes a los complejos de especies
de F. fujikuroi (FFSC) (54% BS), F. oxysporum (FOSC) (99% BS), F. incarnatum/equiseti
(FIESC) (99%BS), F. sambucinum (FSSC) (96%BS).
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Figura 6. Seccion B. Agrupacion de las especies del complejo de F. graminearum (FGSC)
(84% BS).
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3.3 Caracterizacion morfologica
Identificacion morfologica y cultural de especies del complejo de F. fujikuroi (FFSC)

F. andiyazi Marasas, Rheeder, Lamprecht, K. A. Zeller y J. F. Leslie produce después
de siete dias en medio PDA micelio flocoso a pulverulento, blanco que con el tiempo adquirié
una tonalidad violeta o rosa palido. Macroconidios no fueron observados. Microconidios
hialinos, aseptados o con un solo septo, ovoides o clavados, de 1-3 x 1 uM. No se observo la
presencia de macroconidios ni clamidosporas. Las caracteristicas coinciden con las descritas

por Leslie & Summerell (2006) para F. andiyazi.

Figura 7. Caracterizacion cultural y morfoldgica de F. andiyazi. A) Colonia en medio PDA. B a D)
Microconidios producidos en medio SNA de colonias de 7 dias de edad. Barra de escala de 20 uM. y
8 uM.
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F. temperatum Scauflaire y F. Munaut produce colonias en PDA con micelio flocoso,
inicialmente blanco que con el tiempo adquirié una tonalidad rosa y finalmente violeta.
Macroconidios hialinos, con 4 a 5 septos, falcados, de 15- 20 x 2-3 um. La célula apical en
forma ganchuda y la célula basal en forma de pie. Microconidios hialinos, abundantes,
aseptados, con 1-2 septos, elipsoides u ovalados cuando son aseptados o fusiformes cuando
presentan septos, de 2-3 x 0.8-1 um. Las caracteristicas coinciden con las descritas por

Scauflaire et al. (2012) para F. temperatum.

Figura 8. Caracterizacion cultural y morfoldgica de F. temperatum. A) Colonia en medio PDA. B)
a D) Macro y microconidios producidos en medio SNA de colonias de 7 dias de edad. Barra de escala
de 20 uM. y 8 uM.
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Identificacion morfologica y cultural de especies del complejo de F. graminearum
(FGSC)

F. boohii O’Donnell en medio PDA presentd un micelio aéreo abundante,
inicialmente de color blanco hasta llegar a ser rosado. Posterior a los siete dias, fue posible
observar masas de esporas de color blanco o salmdn distribuidas uniformemente en el medio.
Macroconidios hialinos, con 4-7 septos, de 20-31 x 2 um, con una curvatura pronunciada en
el lado dorsal. La célula apical estrecha y la célula basal en forma de pie. No se observo la
presencia de microconidios y clamidosporas. Las caracteristicas coinciden con las descritas
por Starkey et al. (2007) para F. boothii.

Figura 9. Caracterizacion cultural y morfoldgica de F. boothii. A) Colonia en medio PDA. B a D)
Macroconidios producidos en medio SNA de colonias de 7 dias de edad. Barra de escala de 20 uM.
y 8 uM.
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F. meridionale T. Aoki después de siete dias en medio PDA desarrolla un micelio
aéreo abundante, inicialmente amarillo hasta adquirir una tonalidad café intenso. EI medio
adquirié una pigmentacion café oscura. Macroconidios hialinos, con 4 septos, de 27-46 x 3-
4 um, con una curvatura pronunciada en el lado dorsal. La célula apical estrecha y la célula
basal en forma de pie. No se observo la presencia de microconidios y clamidosporas. Las
caracteristicas coinciden con las descritas por Starkey et al. (2007) para F. meridionale.

Figura 10. Caracterizacion cultural y morfoldgica de F. meridionale. A) Colonia en medio PDA. B
a D) Microconidios de colonias de 7 dias de edad producidos en medio SNA. Barra de escala de 20
UM,y 8 uM.
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Identificacion cultural y morfoldgica de especies del complejo de F. incarnatum-

equiseti (FIESC)

F. equiseti (Corda) Saccardo después de siete dias en medio PDA desarrollo micelio
abundante de color blanco, que con el tiempo adquirié una tonalidad amarillenta hasta llegar
a ser café. Macroconidios hialinos, con 4-5 septos, de 28-52 x 1-1-5 um, delgados con una
curvatura dorsiventral pronunciada. La célula apical en forma de latigo. La célula basal en
forma de pie, con una prolongacion terminal considerable. No se observaron clamidosporas.
Las caracteristicas coinciden con las descritas por Leslie & Summerell (2006) para F.

equiseti.

Figura 11. Caracterizacion cultural y morfoldgica de F. equiseti. A) Colonia en medio PDA. B a D)
Microconidios de colonias de 7 dias de edad producidos en medio SNA. Barra de escala de 20 uM. y
8 M.
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Identificacion cultural y morfologica de especies del complejo de F. sambucinum

(FSSC)

F. cerealis (Syn. F. crookwellense) Burgess, Nelson y Toussoun produce colonias en
medio PDA con micelio amarillento que con el tiempo adquirio un color café con los bordes
color marrén. La base del micelio roja completamente. Esporodoquios fueron abundantes en
medio PDA. Macroconidios de pared gruesa, delgados, en forma de ajuga, ligeramente
angostos en la parte media, con 4-5 septos, de 20-54 x 2 um. La célula apical ganchuda y la
célula basal en forma de pie. No se observo la presencia de microconidios ni clamidosporas.
Las caracteristicas coinciden con las descritas por Leslie & Summerell (2006) para F.

cerealis.

Figura 12. Caracterizacion cultural y morfoldgica de F. cerealis. A) Colonia en medio PDA. B)
Esporodoquios. Microscopia de luz C) y D) Microconidios de colonias de 7 dias de edad producidos
en medio SNA. Barra de escala de 20 pM. y 8 uM.
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Identificacion cultural y morfologica de especies del complejo de F. sambucinum
(FSSC)

F. poae (Peck) Wollenweber en medio PDA después de siete dias producen un
micelio abundante, denso, de coloracion blanca en un principio se tornd amarillento y
finalmente café con el tiempo. Macroconidios hialinos, de pared gruesa, con tres septos
generalmente, de 15-20 x 3 um, ligeramente curvados o falcados, con la célula que limita el
septo medio mas anchas, la célula apical roma y la célula basal en forma de pie.
Microconidios, hialinos, aseptados, globosos o napiformes, de 4-5 x 6-7 um, abundantes. Las

caracteristicas coinciden con las descritas por Leslie & Summerell (2006) para F. poae.

Figura 13. Caracterizacion cultural y morfoldgica de F. poae. A) Colonia en medio PDA. B a D)
Macro y microconidios de colonias de 7 dias de edad producidos en medio SNA. Barra de escala de
20 pM. y 8 uM.
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Identificacion cultural y morfologica de especies del complejo F. sambucinum (FSSC)

F. sambucinum Fckel después de siete dias en medio PDA desarrollaron un micelio
flocoso, blanco que con el tiempo adquirio una coloracion amarilla o durazno. En el centro
de la colonia fue evidente la masa de esporas de color durazno. Macroconidios falcados,
hialinos, de 9-12 x 1 um, con la célula basal papilada y la célula terminal en forma de pie,
con tres a cinco septos. No se observd la presencia de microconidios y clamidosporas. Las
caracteristicas coinciden con las descritas por Leslie & Summerell (2006) para

F.sambucinum.

Figura 14. Caracterizacion cultural y morfolégica de F. sambucinum. A) Colonia en medio PDA. B
a D) Macroconidios de colonias de 7 dias de edad producidos en medio SNA. Barra de escala de 20
MMy 8 uM.
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Identificacion cultural y morfolégica de especies del complejo de F. tricintum (FTSC)

F. avenaceum (Fries) Saccardo en PDA después de siete dias desarrolla un micelio
blanco amarillento con la base del micelio aéreo de color café marron. Fue posible observar
una amplia variacion fenotipica de las colonias. Macroconidios abundantes, hialinos, en
forma de ajuga, con cinco septos en promedio, de 50-91 x 5-7 um, ligeramente curvados. La
célula apical estrecha y la célula basal mellada, aunque en algunos conidios era evidente en
forma de pie. No se observo la presencia de microconidios ni clamidosporas. Las
caracteristicas coinciden con las descritas por Leslie & Summerell (2006) para F. avenaceum.

Figura 15. Caracterizacion cultural y morfoldgica de F. avenaceum. A) Colonia en medio PDA. B a
D) Macroconidios de colonias de 7 dias de edad producidos en medio SNA. Barra de escala de 20
MMy 8 uM.
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Identificacion cultural y morfologica de especies del complejo de F. oxysporum

(FOSC)

F. oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder y Hansen en medio PDA produce un
micelio blanco, flocoso a pulverulento, abundante, y de color rosa a violeta pélido. EI medio
presentd una coloracion violeta clara y/o rosa. Los macronidios fueron producidos en masas
de esporas de color blanco. Macroconidios hialinos, con tres setos principalmente, de 23-40
X 2-4 um, rectos a ligeramente curveados, la célula basal en forma de pie. Microconidios
hialinos, ovalados o elipticos, aseptados, de 6-7 x 1 um, abundantes en el micelio aéreo. Las
caracteristicas coinciden con las descritas por Leslie & Summerell (2006) para F. oxysporum.

Figura 16. Caracterizacion cultural y morfolégica de F. oxysporum. A) Colonia en medio PDA. B a
D) Macro y microconidios de colonias de 7 dias de edad producidos en medio SNA. Barra de escala
de 20 pM. y 8 pM.

3.4 Pruebas de patogenicidad
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La patogenicidad de los aislados del complejo de especies de F. sambucinum se
comprobd en espigas de trigo de 45 dias de edad. Los primeros sintomas de enfermedad
fueron observados a los 3 primeros dias post inoculaciéon (dpi). Asi mismo, fue posible
observar diferencias significativas (p<0.001) en la severidad de la enfermedad causada por
las diferentes especies del FSSC. El anélisis de medias de la severidad valorada en términos
del area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) (p<0.001) y el porcentaje de
floretes infectados (p<0.001) evidencid diferencias significativas entre los grupos de especies
de F. meridionale, F. boothii, F. graminearum y F. cerealis (A) en comparacion a F. poae,
F. avenaceum y F. sambucinum (B). Estos resultados corroboraron la patogenicidad de las
especies del complejo de F. sambucinum recuperadas en las tres distintas regiones de México.
Siendo las especies del FGSC y F. cerealis mas virulentas al infectar una proporcion mayor
de espiguillas. De particular interés es el hecho de que los aislados de F. boothii (ABCPE=
215.40) y F. meridionale (ABCPE= 200.65) indujeron una severidad similar a F.

graminearum s.s (193.10).
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Figura 17. Porcentaje de floretes infectados de trigo con distintas especies de Fusarium
aisladas de semilla de trigo infectadas en tres diferentes regiones de la Republica
Mexicana.
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4 DISCUSION

Nuestro principal objetivo fue conocer la diversidad de especies de Fusarium
causantes del tizon de la espiga en trigo en tres regiones de México. Con base en el analisis
de secuencias parciales del gen EF 1-a, se determind que la diversidad de agentes causales
del tizon de la espiga en trigo estd conformada por lo menos por 10 especies diferentes
agrupadas en 6 complejos diferentes de especies de Fusarium. 56% de los aislados totales de
las tres regiones de muestro fueron caracterizados como F. avenaceum (FTSC), siendo esta

la especies mas frecuente seguida por F. boothii (27%) (FGSC).

Una considerable diversidad de especies productoras de tricotecenos tipo B fue
observada en las muestras de trigo colectadas durante los ciclos de 2013-2014 en México.
Aislados de F. boothii, F. cerealis y F. meridionale, especies agrupadas en lo que se
denomina el clado B ( Aoki et al., 2012), representaron casi el 30% de los aislados totales.
Tanto F. boothii y F. meridionale corresponden a lo que se denomina el FGSC, especies que
se caracterizan por producir tricotecenos tipo B como el 15-ADON y el NIV respectivamente
(Starkey et al., 2007). Esta frecuencia y tipo de tricoteceno nos ofrece un panorama del tipo
de micotoxina mas comun afectando trigo, haciendo necesaria investigacion futura en el area

de la inocuidad de los alimentos.

De interés particular fue la identificacion de F. cerealis (sinénimo F. crookwellense
L.W. Burgess, P.E. Nelson et Toussoun) dentro de la poblacion del tizon de la espiga en los
Valles Altos de México. El papel de F. cerealis como uno de los agentes causales del tizon
de la espiga en trigo y cebada ha sido preponderante durante los Gltimos afios, sobre todo por
su alta habilidad patogénica y su capacidad para producir nivalenol y zearalenona (Miller et
al., 1991). En el caso particular de México, el primer y unico reporte oficial de la presencia
de F. cerealis en trigo fue hecho en la region de Toluca, Estado de México y El tigre, Jalisco
en 2012 (Malihipour et al., 2012). Fuera de estas regiones, ningin reporte mas ha sido
realizado. Su distribucion se relaciona frecuentemente a zonas templadas, aunque se ha
encontrado en regiones de todo el mundo como Canadd (Amarasinghe et al., 2015),
Argentina (Castanares et al., 2013), Rusia (Gagkaeva, 2010) y China (Zhang et al., 2011).
Anteriormente, habia sido considerada ser una especie de menor importancia dentro de la

poblacion de especies del tizon de la espiga en cereales. Sin embargo, la habilidad toxigénica
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hace de F. cerealis un candidato para monitoreo y control fitosanitario, debido a que el tipo
de micotoxinas producidos por esta especie es mucho mas nocivo para humanos en
comparacion a los producidas por otras especies como F. avenaceum y especies del complejo

de F. graminearum (Visconti et al., 1991)

Aunque en menor frecuencia, pero de considerable importancia fue la identificacion
de especies del complejo de F. fujikuroi (FFSC) representado por F. temperatum (3.5%) y F.
andiyazi (1%) en las regiones del oeste y centro del pais. El aislamiento y caracterizacion de
F. andiyazi como agente causal del tizon de la espiga en trigo en este estudio es un caso
particular. Este fue descrito por primera vez en el afio 2001 infectando granos de sorgo en
Etiopia, Nigeria, Sudafrica y EUA (Marasas et al., 2001); no obstante, hasta ahora no se ha
relacionado como agente causal del tizon de la espiga en trigo. Asi mismo, la descripcion de
F. temperatum dentro de la poblacion de especies del tizon de la espiga en trigo también fue
distintiva. A diferencia de F. andiyazi, el estudio y conocimiento de F. temperatum ha sido
mas reciente. Su aislamiento y descripcion fue realizada en 2011 en muestras de maiz en
Bélgica (Scauflaire et al., 2012). Por lo que su patogenicidad en trigo ha sido un tema hasta
ahora no estudiado y desconocido. Probablemente la infeccion en trigo por F. tempetarum y
F. andiyazi sea el resultado de la disposicion de inoculo en el suelo, resultado de los ciclos
de cultivo anteriores. Podria ser posible que en ausencia de los cultivos de maiz, ambas
especies puedan ser oportunistas en la infeccion de trigo. Sin embargo, esta aseveracion debe

ser corroborada con estudios de patogenicidad en multiples hospedantes.

Dentro de la diversidad de especies de Fusarium, se identifico un aislado de F. poae
en la region de los Valles Altos de México. F. poae presenta una distribucion amplia sobre
todo en regiones de climas templados, ha sido aislado de un amplio rango de semillas,
especialmente de gramineas (Desjardins, 2006). Aunque es un patogeno relativamente débil
en comparacion a F. graminearum y F. culmorum, este produce una amplia variedad de
micotoxinas, incluyendo tricotecenos tipo A y B (Stenglein, 2009). Asi mismo, F. poae se
ha categorizado por ser una especie auxiliar en el desarrollo de la enfermedad a través de la
temprana colonizacion del hospedante, previo a otras como F. culmorum y F. graminearum
(Stenglein, 2009). Durante la Gltima década, la incidencia de F. poae afectando cereales ha

incrementado drasticamente, siendo una de las especies principales infectando trigo en
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diversos paises de Europa (Bottalico & Perrone, 2002; Infantino et al., 2012) Asia y
Sudamérica (Stenglein, 2009). Es probable que la baja incidencia de F. poae en las muestras
trabajadas en este estudio se relacione a su predominancia en partes externas del grano como
las glumas (Stenglein, 2009). Dado que el andlisis de la diversidad de especies realizado en
este estudio fue hecho con semillas limpias o desnudas la recuperacion de aislados de la
superficie del grano fue poco probable, lo que aunado a su débil competencia contra otras
especies responsables del tizon de la espiga como F. avenaceum y las especies del FGSC

resultd en el bajo numero de aislados recuperados.

Una proporcion menor de aislados de Fusarium pertenecientes a los complejos de
especies FOSC (2%) y FEISC (2.5 %) también conformd la poblacion de especies de tizon
de la espiga en México. Desde su descripcidn en 1824, F. oxysporum se ha sido categorizado
como una de las especies fitopatogénas mas agresivas y oportunistas, lo que aunado a su
distribucion cosmopolita lo ha llevado a ser considerado uno de los hongos fitopatégenos
mas peligrosos para la agricultura (Gordon & Martyn, 1997). Su papel como uno de los
agentes causales del tizon de la espiga se reduce a un patégeno secundario, por lo que su
aislamiento de granos de trigo infectados puede ser relacionado a su capacidad saprofita y de
patégeno facultativo (Bottalico & Perrone, 2002) . Al igual que las especies del FOSC, F.
equiseti ha sido descrito como uno de los patdgenos secundarios dentro de la poblacion de
especies causantes del tizon de la espiga en trigo (Bottalico & Perrone, 2002), siendo aislado
en cereales de diversos paises de Europa y Norte América (Xu & Nicholson, 2009). La
importancia en la descripcion y aislamiento de las especies de estos complejos reside en su
habilidad de producir diversas toxinas como bauvericina, moniliformina, zearalenona y
fumonisinas (Desjardins, 2006). Por lo tanto, el conocimiento del perfil micotoxigénico en
trigo como en cualquier otro cereal, no debe ser deducido Unicamente por el estudio de las
especies dominantes, sino también por las especies oportunistas o secundarias que conforman

la poblacion de especies (Bottalico & Perrone, 2002).

La diversidad de Fusarium dentro de la poblacion del tizén de la espiga en trigo puede
ser explicada en términos de los distintos factores bioldgicos y ambientales requeridos por
las especies (Osborne & Stein, 2007; Xu & Nicholson, 2009) La distribucion vy

predominancia de una especie de Fusarium en una region esta determinada por factores
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climéaticos (principalmente temperatura y humedad relativa), interacciones bioldgicas
(competencia prioritariamente), el manejo del cultivo y el tipo de vegetacion predominante
principalmente (Doohan et al., 2003). Esto puede explicar las diferencias observadas en la
frecuencia de especies en las regiones analizadas en este estudio. En el caso particular del
clima, los dafios mas severos en trigo y otros cereales causados por las especies del complejo
de F. graminearum, han sido observados en regiones con climas célidos o templados. Siendo
F. boothii uno de los patdgenos principales causantes del tizén de la espiga en trigo y
pudricion de la mazorca en maiz en distintas regiones tropicales y subtropicales de Sudéfrica,
Etiopia y México (Boutigny et al., 2011; Malihipour et al., 2012; O’Donnell et al., 2008).
Con base en el andlisis de distintas variables climéaticas Backhouse (2014) predijo la
distribucion de F. boohtii en diversas regiones de Africa y México cuyas condiciones
climaticas tienden a ser calidas, con temperaturas casi constantes y una estacionalidad
marcada en el periodo de lluvias. En el presente estudio, la mayor frecuencia de F. boothii
como agente causal del tizon de la espiga se observo en los granos de la regién sur o Mixteca.
Region cuyo clima es calido hiumedo con una temperatura media anual de 25°C y una
precipitacion media de 1 550 mm (INEGI, 2015), caracterizada por ser una region donde la

practica cultural de rotacion trigo-maiz es frecuente.

En el caso particular de F. avenaceum, la mayoria de los aislados corresponden a las
localidades de muestreo de los Valles Altos conformados por los estados de Tlaxcala, Puebla
y Estado de México cuyas temperaturas medias promedio corresponde a 15°C. Estudios
sobre la ecologia y distribucién de las especies del tizon han marcado la predominancia de
F. avenaceum en regiones frias (Xu et al., 2008; Xu & Nicholson, 2009) Al igual que las
especies del complejo de F. graminearum, F. avenaceum es uno de los principales agentes
causales del tizon de la espiga en todo el mundo. Aunque F. avenaceum no produce
tricotecenos, tiene la capacidad de producir otras toxinas como la moniliformina y
hexadepsipeptidos como las eniatinas y beauvericina (Desjardins, 2006; Logrieco et al.,
2002). Esta ultima en particular exhibe un efecto cardiocitotoxico en mamiferos y se cree es
uno de las principales micotoxinas afectando cereales en Europa (Logrieco et al., 2002).
Aungue la agresividad de las especies del FGSC es por mucho mayor al de otras especies
causantes del tizon de la espiga, el éxito de F. avenaceum como agente causal primario ya ha

sido reportado anteriormente. Rossi et al. (2002) reportaron una mayor adecuacion (éxito
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reproductivo) in vitro de aislados de F. avenaceum en comparacion a los de F. gramineraum
al producir una mayor cantidad de conidios. Asi mismo, algunos aislados de F. avenaceum
han mostrado ser méas patogénicos comparados a otras especies de Fusarium causantes del

tizon como F. poae (Vogelgsang et al., 2008).

Las inferencias filogenéticas obtenidas a partir del analisis de la secuencia RPB2,
permitieron corroborar el origen monofiletico (98% ML-BS) de las especies de Fusarium
causantes del tizon de la espiga en México. La filogenia obtenida con las secuencias del RPB2
ha provisto una perspectiva robusta de la historia evolutiva del género Fusarium (O’Donnell
et al., 2013). Este analisis derivé en la agrupacion de 119 especies aisladas en este estudio
dentro de seis principales clados correspondientes a distintos complejos de Fusarium (Aoki
etal., 2014; O’Donnell et al., 2013; Starkey et al., 2007). El analisis de méxima verosimilitud
dejo a ver que la poblacidn de especies causales del tizon de la espiga en México se encuentra
compuesta por especies pertenecientes al FTSC (99% BS), FFSC (54% BS), FOSC (99%
BS), FIESC (99% BS), FSSC (96% BS) y FGSC (60% ML-BS). La agrupacion de los
distintos linajes no sélo evidenciod las relaciones ancestro-descendencia entre las distintas
especies de Fusarium, sino también revelo la relacion de caracteres derivados como la
produccion de un tipo determinado de micotoxinas. Ejemplo de ello fue la agrupacién de las
especies del FSSC, las cuales son capaces de producir tricotecenos tipo A, B o A/B.

La integracién de las herramientas de identificacion morfol6gica y molecular resulto
en un entendimiento mas fiable y completo sobre la diversidad de especies de Fusarium
causales del tizén de la espiga en trigo. Aunque la caracterizacion morfoldgica de las especies
corroboro la identidad de 6 de las 10 especies aisladas, los caracteres morfoldgicos para la
deteccidn e identificacion de las especies utilizados en este estudio fue inadecuada para
distinguir entre los aislados de F. boothii, F. meridionale y F. cerealis. Tales especies
comparten caracteres morfologicos similares, tales como el ancho y la forma de la célula
apical, asi como el nimero promedio de septos (Leslie & Summerell, 2006). Por tanto, esto
ratifica el hecho de que la caracterizacion morfoldgica puede llegar a ser indicativa, mas no
definitiva, particularmente en el caso de las especies agrupadas en el FGSC. Asi mismo, una
herramienta fundamental en la identificacion y corroboracion de las especies fue el analisis

filogenético de la poblacion, al agrupar las distintas especies en clados o ramas determinados.

70



COLPOS. Posgrado Fitosanidad-Fitopatologia Biol. Minely Cer6n Bustamante

5 CONCLUSIONES

EL tizon de la espiga en trigo en las regiones del Bajio, Mixteca y Valle Altos de
México estd asociado a 10 especies diferentes agrupadas en 6 complejos de especies de
Fusarium: FFSC (F. andiyazi, F. temperatum), FTSC (F. avenaceum), FGSC (F. boothii,
F. meridionale), FSSC (F.cerealis, F. poae y F. sambucinum), FIESC (F. equiseti) y FOSC
(F. oxysporum).

Las especies causales del tizon de la espiga en trigo predominantes en las tres regiones
de la Republica Mexicana pertenecen a los complejos FTSC (F. avenaceum) (56%) y FGSC
(F. boothii, F. meridionale) (29.5%), con una proporcion menor de las especies de los
complejos FSSC (5.5%), FFSC (4.5%), FIESC (2.5%) y FOSC (2%).

Las inferencias filogenéticas obtenidas a partir del analisis de la secuencia RPB2,
permitieron corroborar el origen monofilético de las especies de Fusarium causantes del tizon

de la espiga en México.
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CAPITULO II. IDENTIFICACION DE QUIMIOTIPOS DE
TRICOTECENOS DE LAS ESPECIES DEL CLADO B CAUSANTES
DEL TIZON DE LA ESPIGA EN TRIGO EN TRES REGIONES DE
MEXICO

RESUMEN

El tizon de la espiga es una de las principales enfermedades del trigo en todo el mundo. Esta
enfermedad no sélo afecta la calidad y cantidad del grano, sino también lo contamina con
micotoxinas. Todas las especies de Fusarium causales del tizon tienen la capacidad de producir
al menos 10 tipos de micotoxinas, de las cuales los tricotecenos son los mas frecuentes. En
humanos, la ingestién de granos contaminados con tricotecenos provoca nauseas, vomito,
anorexia y convulsiones. A pesar de su importancia, el conocimiento epidemiol6gico y
toxicoldgico de los tricotecenos en México ha sido un tema de poco estudio. El objetivo del
presente estudio fue determinar el quimiotipo de tricotecenos tipo B producido por las especies
de Fusarium causantes del tizén de la espiga de trigo en tres regiones de la Republica
Mexicana. De los 116 aislados de Fusarium identificados previamente se determiné el
quimiotipo de aquellas especies pertenecientes al FSSC mediante el ensayo de
genotipificacion multilocus (MLGT) utilizando sondas especificas para los genes RED, MAT
EF1-a, TRI101, TRI12 y TRI3. Cuarenta y dos especies pertenecientes al clado B fueron
identificadas. 82% de los aislados presentaron un quimiotipo 15-ADON y el 17% NIV. Ningln
aislamiento presento el quimiotipo 3ADON. Este estudio provee el primer registro de los

guimiotipos de tricotecenos tipo B producidos por Fusarium en México.

Palabras clave: Fusarium, tricotecenos, 15-ADON, NIV, trigo.
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CHAPTER 1II. DETERMINATION OF TRICHOTHECENE
CHEMOTYPE OF CLADE B Fusarium SPECIES CAUSING
FUSARIUM HEAD BLIGHT OF WHEAT IN THREE REGIONS OF
MEXICO

ABSTRACT

Fusarium head blight (FHB) is a destructive disease of wheat worldwide. FHB consequences
are not only related to reduction in crop quality, this can result in contamination of grain with
mycotoxins. A wide variety of mycotoxins are produced by Fusarium, being trichothecenes
the most frequent. In humans ingestion of trichothece infected kernels produces sickness,
vomit, anorexia and seizures. In spite of this, the epidemiological and toxicological knowledge
about trichothecenes in Mexico is poor. The goal of this study was to determine the trichothece
chemotype of Fusarium species causing FHB in three regions of Mexico. Population of
trichothece-producing Fusarium isolates belonging the B clade of the F. sambucinum species
complex (FSSC) was identified previously. Multilocus Genotyping Test (MLGT) was used to
determine the trichothecene chemotype through specific probes to RED, MAT, TEF-1, TRI101,
TRI12 y TRI3 genes. The 15 ADON chemotype was predominant (82%) followed by NIV
(17%). No isolate was identified as SADON producer. This study provides overview about the

distribution of trichothecene-producing Fusarium species and their chemotype in Mexico.

Key words: Fusarium, trichothecenes, 15-ADON, NIV, wheat.
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1. INTRODUCCION

A partir de la década de los 90s, la contaminacion de los cereales con micotoxinas ha sido
uno de los temas de mayor interés en la produccion e inocuidad de los alimentos (Champeil
et al., 2004). Las micotoxinas son compuestos derivados del metabolismo secundario
producidos por diversos géneros y/o especies de hongos que tienen efectos toxicos en plantas
y animales (Desjardins, 2006). Se han llegado a conocer mas de 300 tipos de micotoxinas,

de los cuales aproximadamente una docena son de particular interés (Bennett & Klich, 2003).

El género Fusarium, es capaz de producir 3 de las toxinas méas importantes en la
industria agroalimentaria (D’Mello et al., 1999). De estas, los tricotecenos son el tipo de
toxinas mas frecuentes en cereales de grano pequefio, asociadas directamente a toxicosis
cronicas y mortales en humanos y animales (Desjardins, 2006). Cerca de 150 compuestos
descritos como tricotecenos han sido identificados, incluyendo al deoxinivalenol (DON)
(Woloshuk & Shim, 2013). El deoxinivalenol o vomitoxina, es una de los tricotecenos mejor
conocidos y mas comunes contaminando cereales. Su ocurrencia en alimentos derivados
como harinas y pastas representa mas del 90% del nimero total de muestras (Sobrova et al.,
2010). Algunos de los efectos en la salud humana provocados por la ingestién de alimentos
contaminados con DON son nauseas, diarrea, dolor abdominal, dolor de cabeza, escalofrios
y fiebre (Wannemacher & Wiener, 1997). En el caso particular de humanos, una
concentracion de 300-800 pg/kg de DON es suficiente para inducir un efecto nocivo en la
salud (Bottalico, 1998)

Las especies agrupadas en el FGSC causantes del tizon de la espiga en todo el mundo,
son capaces de producir NIV, DON vy sus derivados acetilados 3-acetildeoxinivalenol (3-
ADON) o 15-deoxinivalenol (15-ADON) (Miller et al., 1991). Aunque estos tres quimiotipos
no son linaje-especificos, han sido mantenidos por multiples eventos de especiacion por
seleccién balanceadora, lo que posiblemente indica que su produccion es adaptativa (Ward
et al., 2002). Dentro del contexto bioldgico y evolutivo, su papel en la infeccion de trigo ha
sido relacionado a factores de virulencia (Desjardins et al., 2006; Goswami & Kistler, 2004)
y compuestos producidos en presencia de otras especies de Fusarium (Xu et al., 2007).
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El monitoreo y control de las especies productoras de tricotecenos, ha sido uno de los
temas de mayor interés en los paises de América Latina. En el caso particular de México, el
estatus epidemioldgico y toxicologico de los tricotecenos ha sido escaso. En 2012,
Malihipour et al. reportaron por vez primera el quimiotipo de tricotecenos producidos por
algunas de las especies de Fusarium causando el tizon de la espiga en la region del Bajio
(especificamente los estados de Jalisco y Michoacéan) y estado de México, determinando la
presencia de 15-ADON y NIV en semillas de trigo. Posteriormente el estudio de las especies
productoras de tricotecenos ha sido inexistente. EI conocimiento sobre la produccién de
tricotecenos por las especies del complejo de especies de F. sambucinum (FSSC) es necesario
para delimitar la distribucion de determinado grupo de micotoxinas. Esta informacién podria
soportar programas de cuarentena con el objetivo de prevenir la introduccion de especies no
presentes en México o la movilizacion de granos a paises vecinos. Con base en estos
antecedentes, el objetivo del presente estudio fue determinar el quimiotipo de tricotecenos
tipo B producidos por las especies de Fusarium causantes del tizon de la espiga de trigo en

tres regiones de México.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Origen y aislamiento de cepas de Fusarium

Ciento cuarenta y ocho aislamientos de Fusarium fueron utilizados para este estudio.
Los aislamientos fueron confirmados como agentes causales del tizon de la espiga en las

regiones de Mixteca, del Bajio y los Valles Altos de México (capitulo 1).

La caracterizacion molecular y el andlisis filogenético de las especies permitieron
identificar a 42 especies dentro del clado B, caracterizadas por su habilidad de produccion de
tricotecenos como NIV y DON. Estos aislados correspondieron a las especies: F.boothii
(n=32), F.cerealis (n= 4) y F. meridionale (n=3).Con la finalidad de corroborar dicha

aseveracion, la capacidad de produccion de tricotecenos fue evaluada a través del MLGT.
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2.2  Determinacion de quimiotipos de tricotecenos a partir del ensayo

de genotipificacion multilocus (MLGT)

Para determinar el quimiotipo de tricotecenos producidos por cada una de las especies
del clado B, se realizo el ensayo de genotipificacion multilocus (MLGT) reportado por Ward
et al., (2008). El ensayo de genotipificacion multilocus consta de tres fases. La primera de
ellas es una PCR multiple para la cual se utilizan oligonucleétidos especificos a los genes
constitutivos reductasa (RED), mating type (MAT), EF1-a y tres genes involucrados en la
biosintesis de tricotecenos (TRI101, TRI12, TRI3). La reaccion de amplificacion se llevd a
cabo en un volumen total de 10 pl con 10X Buffer de reaccion (Invitrogen), 2 mM MgSO4
[50 mM], 0.2mM de cada dNTP [10 uM], 0.2mM de cada oligonucle6tido, 0.5 U de enzima
Platinum Taq High Fidelity polimerasa (Invitrogen) y aproximadamente 100 ng DNA
gendmico. Se utilizé una mezcla de siete oligonucledtidos diferentes cuyos productos de
amplificacion variaban de 450 pb a 1 kb (Anexo 2). Las condiciones de amplificacion fueron:
96°C por 1:30 min fase de desnaturalizacion, con 35 ciclos a 94°C por 30 s, 53°C por 30 s,
68°C por 1:30 min.

La amplificacion de los productos se verifico en un gel de agarosa al 1%. Aquellas
reacciones cuyos amplicones eran del tamafio esperado fueron purificadas con una membrana
de filtracion Millipore MultiScreen—PCRgs (Millipore). Posteriormente se prosiguié con la
segunda etapa del MLGT: la extension primer-alelo especifica (Allele Specific Primer
Extension ASPE).

La extension primer-alelo especifica (ASPE) tiene como objetivo identificar los
polimorfismos de nucleotido simple (SNP’s por sus siglas en inglés) dentro de aquellas
regiones genicas amplificadas previamente. Este meétodo utiliza oligonucle6tidos alelo-
especificos cuyo extremo terminal 3’ es complementario a un SNP, Asi mismo, cada primer
también tiene ligado en el extremo 5’ una secuencia de 24 pares de bases (tag) que permite
que el producto de la extension hibride con las microesferas marcadas fluorescentemente
debido a que estas tienen acoplada una secuencia complementaria (anti-tag). Hasta ahora, se
se disponen de 52 sondas especificas para identificar los tres tipos diferentes de tricotecenos
(15 ADON, 3-ADON y NIV) y 20 especies agrupadas en el clado B (Anexo) (Ward et al.,
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2008). Para dicha extension se utilizan los desoxinucledtidos GTP, ATP, TTP vy el
desoxinucleodtido CTP unido a biotina. La extension o sintesis de la nueva cadena de ADN
resulta en la incorporacién del CTP marcado el cual es necesario para la deteccion de las
secuencias. La reaccion ASPE se llevo a cabo en un volumen total de 20 pl con 10X Buffer
de reaccion (Invitrogen), 2 mM de MgCl; [50 mM], 5 UM de dNTP’s (-dCTP) [100 uM], 5
MM de Biotin-dCTP (Invitrogen) [400 pM], 500 nM de cada sonda, 0.75 U de Platinum®
GenoType TspTaq polimerasa (Invitrogen) y 15 pl de los productos de la PCR multiple.

La deteccion de los productos de extension biotinilados se logré a través de su
hibridacion con microesferas fluorescentes. Para la reaccion de hibridacion se utilizd un
concentracion de 48.0 microesferas/ul y un total de 1000 microesferas por set. El volumen
fue calculado por dividir 1000 microesferas entre 48.0/ul multiplicado por el nimero de
muestras. El tubo conteniendo la mezcla de las 52 microesferas fue agitado en vortex durante
un minuto y centrifugado a 13 000 g durante cinco minutos. Se removi0 el sobrenadante y el
pellet fue resuspendido con amortiguador 1X TE (7.2 ul 1X TE buffer/reaccion) (1 M Trisy
0.5M EDTA, pH 8).

La placa de hibridacion se preparé con 10 ul de agua, 5 pl de productos de la reaccion
ASPE, 7.2 ul de microesferas resuspendidas en amortiguador TE y 10 ul de buffer de
hibridacion 1.5X TMAC (Cloruro de metilamonio). Previamente la solucion de microesferas
fue mezclada por inversion, sonificada por 60 segundos y agitada en vortex para asegurar la
concentracion uniforme de microesferas en la solucion. La placa de hibridacion se coloco a
96°C por 1:30 min y 45°C por 45 min. Posteriormente, la placa fue centrifugada por 2 min a
2250 g y colocada sobre la placa magnética Luminex durante 4 minutos. Se removio el
sobrenadante y se realizaron tres lavados con 75 ul de buffer 1X TMAC durante 4 minutos.
La placa de hibridacién se removid de la placa magnética y se realizd un altimo lavado con
75 ul 1X TMAC contiendo 5 pg/ml de SAPE, resuspendiendo por pipeteo cada una de las
muestras. La placa fue colocada en el instrumento Luminex 100 (Luminex Corporation) a
45°C por 15 min. Finalmente la hibridacion entre los productos biotinilados y las

microesferas se detectd por citometria de flujo en el Luminex 100 (Luminex Corporation).
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3. RESULTADOS

Para determinar el quimiotipo de tricotecenos producido por las especies del FSSC
causantes del tizon de la espiga en las regiones de Mixteca, del Bajio y los Valles Altos de
México, cada uno de los aislados fue sometido al ensayo de genotipificacion multilocus
(MLGT). En su primera etapa, se realizo la amplificacion multiple de los genes RED, MAT,
EF1-a, TRI101, TRI12 y TRI3 de los 148 aislamientos. El analisis de los amplicones por
electroforesis identificé a 39 aislamientos como productores de tricotecenos, todos ellos

anteriormente identificados como miembros del clado B.

A través del ensayo de MLGT, se identificaron 32 de 39 aislamientos (82%) como
productores de 15-ADON y solo 7 aislamientos como productoras de NIV (18%) (Figura 2).
Debido al disefio especie-especifico de las sondas, la identificacion directa de las especies de
Fusarium pudo ser realizada, corroborando los resultados de identidad determinados con la
secuencia parcial del EFl-a. Todos los aislados productores de 15-ADON fueron
identificados como F. boothii (n=32), dentro de las tres diferentes regiones; mientras que los
aislados productores de NIV fueron identificados como F. meridionale (n=3) y F. cerealis
(n=4).

El quimiotipo 15-ADON fue observado en cinco estados de la Republica Mexicana,
siendo el quimiotipo mas frecuente en dos de las tres regiones muestreadas durante los ciclos
de cultivo de 2013-2014. Sin embargo, se observaron diferencias regionales en su frecuencia
(Figura 3). El 75% de los aislados productores de 15-ADON e identificados como F. boothii
fueron obtenidos de la region Mixteca o del sur, seguidos por una proporcién menor de la
region de los Valles Altos (19%) y el Bajio (6%). Los productores de NIV identificados como
F. cerealis y F. meridionale fueron recuperados de la region de los Valles Altos de México.
Especificamente en los estados de Puebla, Tlaxcala y México, corroborando la presencia de
especies productoras de NIV en este Gltimo estado reportada en 2012 (Malihipour et al.,
2012). Ningun aislado productor de 3-ADON fue identificado (Figura 4).

En la region Mixteca o del Sur el quimiotipo 15-ADON fue el Unico tricoteceno tipo
B detectado en las muestras correspondientes al ciclo de cultivo de 2013, caso similar a lo
observado en la region del Bajio donde F. boothii fue la especie predominante infectando

83



COLPOS. Posgrado Fitosanidad-Fitopatologia

Biol. Minely Cer6n Bustamante

trigo. Contrario a estos resultados, en los Valles Altos de México el quimiotipo predominante
fue el NIV (54%) en comparacion al 15-ADON (46%). Esto debido a que en esta region

existe una mayor diversidad de especies productoras de tricotecenos representadas por F.

boothii, F. meridionale y F. cerealis.

Cuadro 1. Determinacion de quimiotipos de tricoteceno e identificacion de especies de Fusarium
causantes del tizdn de la espiga en trigo por el ensayo de genotipificacion multilocus.

Aislado Localidad Quimiotipo Especie Luminex
F496 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F497 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 -ADON F. boothii
F498 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F499 San Andrés Sinaxtla, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F500 Santo Domingo Yanhuitlan, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F501 San Andrés Sinaxtla, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F502 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F504 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F505 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 -ADON F. boothii
F506 San Mateo Yoloxochitlan, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F508 San Mateo Yoloxochitlan, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F509 San Pedro Afafe, Oaxaca 15 - ADON F. boothii
F510 Santiago Tillo, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F511 Santiago Tillo, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F512 San Andrés Sinaxtla, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F513 Santiago Tillo, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F514 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F515 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F516 Santiago Tillo, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F517 San Mateo Yoloxochitlan, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F518 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F520 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F521 Santiago Tillo, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F522 San Pedro Afafe, Oaxaca. 15 - ADON F. boothii
F526 Juchitepec, Estado de México. NIV F. cerealis
F530 Tenango del Aire, Estado de México. 15-ADON F. boothii
F531 Santa Lucia, Estado de México. 15-ADON F. boothii
F535 Santa Lucia, Estado de México. 15-ADON F. boothii
F537 San Cayetano, Guanajuato. 15- ADON F. boothii
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F540 Abasolo, Guanajuato. 15- ADON F. boothii
F548 Xaltocan, Tlaxcala NIV F. cerealis
F550 Xaltocan/Mufioz, Tlaxcala 15-ADON F. boothii
F561 Recova, Tlaxcala 15-ADON F. boothii
F562 Recova, Tlaxcala 15-ADON F. boothii
F572 Km 31 Acatzingo-Zacatepec, Puebla NIV F.meridionale
F585 Rancho la soledad, Tlaxcala NIV F.meridionale
F589 Km 13 Acatzingo-Zacatepec, Puebla NIV F.cerealis
F640 Coatepec, Estado de México. NIV F.cerealis
F644 Tlalmanalco, Estado de México. NIV F.meridionale

15-ADON: 15-acetildeoxinivalenol. NIV: nivaleno
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Figura 1. Distribucién de frecuencias de quimiotipos de tricotecenos
tipo B en las tres regiones de la Republica Mexicana. Barras: 15-ADON:
15 acetildeoxynivalenol, NIV: nivalenol.
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Figura 2. Distribucion de frecuencias de quimiotipos de tricotecenos tipo B por
region. Barras: 15-ADON: 15 acetildeoxynivalenol, NIV: nivalenol.
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Figura 3. Distribucion geogréfica de los quimiotipos de tricotecenos tipo B en México Barras: 15-
ADON: 15 acetildeoxynivalenol, NIV: nivalenol.

4. DISCUSION

De acuerdo al andlisis multilocus de los genes RED, MAT EF1-«, TRI101, TRI12 y
TRI3, tres especies productoras de tricotecenos tipo B fueron identificadas en la region
Mixteca, del Bajio y los Valles Altos de México. Actualmente el ensayo de genotipificacion
multilocus es uno de los métodos de mayor fiabilidad para el reconocimiento de las especies
productoras de tricotecenos y la identificacion especifica de las mismas (Ward et al., 2008).
Con base en este ensayo, se identificaron 39 aislados de tres diferentes especies
pertenecientes al FSSC de un total de 116 aislados del estudio de diversidad de Fusarium
causantes del tizén de la espiga. F. boothii fue la especie mas frecuente en las regiones

Mixteca, del Bajio y los Valles Altos de México. Todos los aislamientos fueron positivos a
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la produccion de 15-ADON, confirmando el quimiotipo producido por esta especie
(O’Donnell et al., 2004). Otras especies encontradas en menor proporcion fueron F. cerealis

y F. meridionale ambas productoras de NIV.

F. meridionale y F. boothii junto con otras especies pertenecientes al FGSC, fueron
originalmente descritas con base en la exclusividad genealdgica observada en los anélisis
filogenéticos (O’Donnell et al., , 2004; Starkey et al., , 2007). En el caso particular de F.
meridionale, su habilidad de produccién de tricotecenos se reduce al quimiotipo NIV. F.
meridionale se ha reportado en Sudamérica, Centroamérica (Guatemala), Sudéfrica,
Australia, Nueva Caledonia, Nepal, Corea y EUA afectando trigo y maiz (Aoki et al., 201).
Aunque parece tener una distribucion cosmopolita, el andlisis filogenético del complejo de
especies de F. graminearum ha dejado ver que su distribucion geografica original
corresponde a Sudamérica (Starkey et al., 2007; O’Donnell et al., 2004). Asi mismo, todos
los aislamientos de F. boothii hasta ahora estudiados sélo producen 15-ADON. Mientras que
su distribucion geogréafica original se define a Centroamérica, aunque se ha detectado
infectando maiz en Sudafrica (Boutigny et al., 2011) y Argentina (Sampietro et al., 2011) y
trigo en México (Malihipour et al., 2012), asi como otras regiones de Europa y Asia las cuales
tienden a ser calidas, con épocas de precipitacion marcadas y condiciones de sequia
(Backhouse, 2014).

El anélisis de genotipificacion multilocus determind que el quimiotipo predominante
en las regiones de México muestreadas en este estudio fue el 15-ADON (82%, 32/39).
Analisis de toxicidad de los derivados acetilados del DON: 15-ADON y 3-ADON realizado
en células intestinales de porcinos han demostrado que el efecto toxicoldgico del 15-ADON
es mayor en comparacion a 3-ADON. 15-ADON tiene un efecto considerable en la
proliferacion celular, provocando alteraciones en la permeabilidad celular y la funcion
enzimatica de las claudinas (proteinas de unién celular) y MAP cinasas (proteinas
involucradas en la proliferaciéon y mitosis celular) lo que induce un mayor dafio a las células
intestinales. Las alteraciones histoldgicas causadas por la ingesta de dietas contaminadas con
15-ADON como atrofia, necrosis y fusion de microvellosidades intestinales son mayores a

las provocadas por 3-ADON (Pinton et al., 2012). Por tanto la alta frecuencia de este
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quimiotipo en las muestras de trigo analizadas en este estudio, anteponen la importancia en

el monitoreo de granos infectados.

La predominancia de quimiotipos producidos por las especies del clado B infectando
trigo fue diferente en dos de las tres regiones de la Republica Mexicana. En la region del Sur
0 Mixteca el quimiotipo prevalente fue el 15-ADON producido por F. boothii. La alta
proporcion (92%, 24/26) de aislados de F. boothii conformando la poblacion del tizon de la
espiga en trigo en las localidades de San Pedro Afafie, Santo Domingo Yanhuitlan, San
Andres Sinaxtla y Santiago Tillo en Oaxaca evidencia un alto riesgo toxicoldgico. Este
quimiotipo también fue el Gnico detectado en la region del Bajio. Histéricamente el Bajio ha
sido una de las regiones del pais mas afectadas por el tizén de la espiga en cereales de grano
pequefio. Cuando se realizo el primer reporte de la enfermedad se encontré que la Sierra
Tarasca de Michoacén, la region de los Altos y la Sierra del tigre en Jalisco fueron las areas
con mayor afectacion e incidencia (Ireta & Gilchrist, 1994; Gilchrist-Saavedra, 2000).
Debido a que Guanajuato fue el Unico estado del Bajio analizado en esta investigacion, estos
resultados sélo representan un ligero avance en el conocimiento de diversidad de especies
productoras de tricotecenos en esta region. Mas estudios necesitan ser realizados para el

mejor entendimiento de la poblacion toxigénica de Fusarium en el pais.

La presencia conjunta de los quimiotipos 15-ADON y NIV fue registrada
exclusivamente en la region de los Valles Altos de México, en proporciones del 46% y 54%
para 15-ADON y NIV respectivamente. Aunque la coexistencia de aislados de dos
quimiotipos diferentes dentro de una region podria sugerir que el cruzamiento entre
poblaciones, fendmenos de hibridacion no han sido hasta ahora reportados. La caracteristica
de homotalidad de las especies dentro del FGSC parece refutar esta teoria y pensar que la
fijacion local de alelos o quimitipos conserva y define a las filoespecies del complejo (Zhang
etal., 2012).

En contraste, una proporcion importante de aislados productores de NIV fue
recuperada de la region de los Valles Altos de México. A pesar de ser clasificado dentro del
mismo grupo de micotoxinas; el NIV es méas toxico en comparacion al DON para humanos

y animales domésticos. Tanto asi que los limites de ingesta tolerables de NIV en Europa son
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mas austeros (0.7 pg/kg) en comparacion a los permitidos de DON (1 pg/kg) (Schothorst &
van Egmond 2004).

El anélisis de genotipificacion de las especies del FGSC ha permitido regionalizar la
incidencia de tricotecenos a nivel global, lo que ha permitido definir los perfiles toxicos de
las especies y con ello la produccion potencial de determinado tipo de toxinas. En Europa
parece haber una prevalencia de aislados productores de DON en comparacion a NIV. En el
Noroeste de Rusia y Finlandia todos los aislamientos de F. graminearum producen 3-ADON
(Yli-Mattila et al., 2009), mientras que en el Sureste de Rusia, Inglaterra, Holanda, Francia
e Italia predomina el quimiotipo 15 ADON (Boutigny et al., 2014; Jennings et al., 2004;
Prodi et al., 2009). En Asia, especificamente en paises Corea, China y Japdn, la
determinacion de quimiotipos de las especies del FGSC causando tizon de la espiga en trigo
y cebada han demostrado que el quimiotipo mas frecuente es NIV producido principalmente
por F. asiaticum (Lee et al., 2012; Suga et al., 2008; Zhang et al., 2012). La identificacion
de DON como el principal quimiotipo producido por las especies del FGSC en México se
correlaciona con los resultados reportados en distintos paises de América. EIl quimiotipo 15-
ADON es prevalente en Norteamérica (Gale et al., 2007; Ward et al., 2008), asi como en
distintas regiones de Sudamérica como Brasil (Del Ponte et al., 2012), Argentina (Alvarez et
al., 2011; Sampietro et al., 2011) y Uruguay (Umpiérrez-Failache et al., 2013; Pan et al.,
2013). Aunque desplazamientos de la poblacién de 15-ADON a 3-ADON han sido
observados en Canada (Ward et al., 2008) y una importante proporcion de aislados 3-ADON
han sido encontrados en EUA (Gale et al., 2007), ningtn aislado productor de 3-ADON fue

identificado en México.

Aunque la prevencién de la contaminacion por micotoxinas es uno de los objetivos
prioritarios en la industria de los cereales en todo el mundo, la infeccion por hongos
productores de micotoxinas es inevitable. Por lo tanto, el conocimiento del status
toxicoldgico de tricotecenos es prioritario en el desarrollo de estrategias de control y manejo.
Este estudio provee el primer registro de los quimiotipos de tricotecenos tipo B producidos
por las especies Fusarium causantes del tizon de la espiga en tres diferentes regiones de la
Republica Mexicana. Estos resultados demuestran que la diversidad de especies productoras

de tricotecenos en trigo estd conformada por F. boothii, F. meridionale y F. cerealis
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produciendo, 15-ADON y NIV respectivamente. Estos resultados tienen implicaciones
importantes para el control del tizon de la espiga y el manejo y monitoreo para la reduccion

en la acumulacion de tricotecenos en trigo.

5. CONCLUSIONES

15-ADON y NIV son los quimiotipos de tricotecenos tipo B que contaminan trigo en
las las regiones del Sur o Mixteca, el Bajio y los Valles Altos de México muestreadas durante
los ciclos de cultivo de 2013-2014.

El quimiotipo de tricoteceno predominante en México es el 15-ADON (82%, 32/39)
especificamente en las regiones del Sur y el Bajio, con un riesgo potencial de contaminacion
por NIV (18%, 7/39) en las localidades de los Valles Altos de México.

Las especies productoras de tricotecenos tipo B fueron identificadas como F. boothii,
F. meridionale y F. cerealis. Los aislados de F. boothii presentaron el quimiotipo 15-ADON,
mientras que F. cerealis y F. meridionale fueron reconocidas como especies productoras de
NIV.

Los resultados de este estudio se correlacionan con la designacion del quimiotipo 15-
ADON como el quimiotipo de tricoteceno tipo B prevalente contaminando trigo en

Norteameérica.
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CONCLUSIONES GENERALES

EL tizon de la espiga en trigo en las regiones del Bajio, Mixteca y Valle Altos de
México estd asociado a 10 especies diferentes agrupadas en 6 complejos de especies de
Fusarium: FFSC (F. andiyazi, F. temperatum), FTSC (F. avenaceum), FGSC (F. boothii,
F. meridionale), FSSC (F.cerealis, F. poae y F. sambucinum), FIESC (F. equiseti) y FOSC
(F. oxysporum).

Las especies causales del tizon de la espiga en trigo predominantes en las tres regiones
de la Republica Mexicana pertenecen a los complejos FTSC (F. avenaceum) (56%) y FGSC
(F. boothii, F. meridionale) (29.5%), con una proporcion menor de las especies de los
complejos FSSC (5.5%), FFSC (4.5%), FIESC (2.5%) y FOSC (2%).

Las inferencias filogenéticas obtenidas a partir del analisis de la secuencia RPB2,
permitieron corroborar el origen monofilético de las especies de Fusarium causantes del tizon

de la espiga en México.

15-ADON y NIV son los quimiotipos de tricotecenos tipo B que contaminan trigo en
las las regiones del Sur o Mixteca, el Bajio y los Valles Altos de México muestreadas durante
los ciclos de cultivo de 2013-2014.

El quimiotipo de tricoteceno predominante en México es el 15-ADON (82%, 32/39)
especificamente en las regiones del Sur y el Bajio, con un riesgo potencial de contaminacién
por NIV (18%, 7/39) en las localidades de los Valles Altos de México.

Las especies productoras de tricotecenos tipo B fueron identificadas como F. boothii,
F. meridionale y F. cerealis. Los aislados de F. boothii presentaron el quimiotipo 15-ADON,
mientras que F. cerealis y F. meridionale fueron reconocidas como especies productoras de
NIV.
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Los resultados de este estudio se correlacionan con la designacion del quimiotipo 15-
ADON como el quimiotipo de tricoteceno tipo B prevalente contaminando trigo en

Norteamérica.
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ANEXO' 1

Cuadro 1. Oligonucleotidos utilizados para la amplificacion parcial del gen factor de elongacion 1-
a (EF1- a).

Oligonucleottido Secuencia
EF1 5-ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3
EF2 5 -GGAAGTACCAGTGATCATG-3’

Cuadro 2. Reactivos y condiciones en la amplificacién parcial del gen factor de elongacion 1-a
(EF1- ).

Reactivos 1X Condiciones de PCR
ddH20 15.8 pl

Amortiguador 10X 2.5 ul 96°C 1:30 min

MgSOsa, 1.0 pl 94°C 30s

dNTP’s 0.5 pul 53°C 30s } 35
Oligo EF1 1.5 pl ciclos

Oligo EF2 1.5ul 68°C 45s

Platinum Taqg High Fidelity 0.2 ul 4°C

polimerasa

ADN gendmico 2.0 ul

Cuadro 4. Oligonucle6tidos utilizados para la amplificacion del gen codificante para la subunidad
grande la ARN polimerasa Il (RPB2).

Oligonuclettido Secuencia
S5F2 5’"GGGGWGAYCAGAAGAAGGC3’
1lar 5’GCRTGGATCTTRTCRTCSACC3’

Cuadro 5. . Amplificacion del gen codificante para la subunidad grande la ARN polimerasa Il (RPB2)
de los 148 aislados obtenidos de las tres regiones diferentes del pais.

Reactivos 1X Condiciones de PCR
ddH20 15.8 ul

Amortiguador 10X 2.5 ul 96°C 1:30 min

MgSOsa, 1.0l 94°C 30s

dNTP’s 0.5 ul 53°C 30s } 35
Oligo 5F2 1.5u ciclos

Oligo 11ar 1.5u 68°C 2:00 min
Platinum Tag High Fidelity polimerasa 0.2 pl 4°C

ADN genomico 2.0 ul
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ANEXO 2
1. MLGT: Amplificacion multiple

Cuadro 6. Oligonucledtidos utilizados en la amplificacion multiple de los genes RED, MAT,
EF1-a, TRI101, TRI12 y TRI3 de Fusarium.

Locus Oligonucledtido Secuencia Tamafio

Acetiltransferasa TRI101-f CAAGATACAGCTCGACACC 911
TRI101-r CTGGGTAGTTGTTCGAGA

Reductasa RED-f AGACTCATTCCAGCCAAG 702
RED-r TCGTGTTGAAGAGTTTGG

TRI12 TRI12-f TCGTGTTGAAGAGTTTGG 1163
TRI12-r AAGCATCAGCCTCTGCTC

TRI3 TRI3-f AACCTGAGCCCTCCAGT 912
TRI3-r TGGCAAAGACTGGTTCAC

MAT MAT-f TTCTCAGGAACGACTCAAC 1040
MAT-r TGTCGGTTCAGACGATCA

EFl-a EF1-f CGACCACTGTGAGTACCA 456
EF1-r GTCAAGAACCCAGGCGTA

Cuadro 7 Reactivos y condiciones de PCR en la etapa de amplificacion maltiple del MLGT.

Reactivos 1X Condiciones de PCR
ddH20 4.1 pul
Amortiguador 10X 1.0 pul 96°C 1:30 min
Mg?* 0.4 ul 94°C 30s
dNTP’s 0.2 ul 50°C 30s 40
Mezcla de oligonucle6tidos 0.2 ul ciclos
Platinum Taqg High Fidelity 0.1ul 68°C 1:30 min
polimerasa 4°C
ADN genomico 4.0 pl
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2. MLGT: Extension primer-alelo especifica (ASPE)

Cuadro 8 Reactivos y condiciones de PCR en la etapa de Extension primer-alelo especifica del

MLGT.
Reactivos 1X Condiciones de PCR

Amortiguador 10X 2.0 pl

Mg?* 0.5 ul 96°C  2:00 min

dNTP (-dCTP) 1.0 pl 94°C 30s

Biotin-14-dCTP 0.25 ul 55°C 1:00 min } 40 ciclos
Mezcla de sondas 1.0 pl 74°C 2:00 min

Tsp Taq 0.15 ul 4°C

Productos de la PCR multiple 15.1 pl
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Cuadro 9. 52 sondas utilizadas en las fases de ASPE e hibridacion del MLGT para la identificacion delas especies de Fusarium pertenecientes al

clado B .

Sonda Tag SNP-Secuencia Secuencia total de la sonda
TACACAAACAATCTTT

Tril2-15ADON(7) CACAATTT TACAGCGGTCGCAACTTC TACACAAACAATCTTTCACAATTTTACAGCGGTCGCAACTTC
AAATAACTCACTATTT

Tri3-15ADON(8) CACTTACA ACTGACCCAAGCTGCCATC AAATAACTCACTATTTCACTTACAACTGACCCAAGCTGCCATC
CACATCTAATACTTTAT

Tril2-3ADON(9) ACAATTC CTTTGGCAAGCCCGTGCA CACATCTAATACTTTATACAATTCCTTTGGCAAGCCCGTGCA
CATAATCAATTTCAAC

Tri3-3ADON(12) TTTCTACT CGCATTGGCTAACACATG CATAATCAATTTCAACTTTCTACTCGCATTGGCTAACACATG
CAAATACATAATCTTA TGGTCTCCTCGTTGTATCT

Tril2-Niv(13) CATTCACT GG CAAATACATAATCTTACATTCACTTGGTCTCCTCGTTGTATCTGG
AATTTCTTCTCTTTCTT GACAAGTGCACAGAATAT

Tri3-Niv(14) TCACAAT ACG AATTTCTTCTCTTTCTTTCACAATGACAAGTGCACAGAATATACG
TACTTCTTTACTACAAT

AT-B-clade(15) TTACAAC ACGGTGCTATGGATATGG TACTTCTTTACTACAATTTACAACACGGTGCTATGGATATGG
ACACTTATCTTTCAATT

EF-G-clade(18) CAATTAC TCATCATCACGTGTCAAC ACACTTATCTTTCAATTCAATTACTCATCATCACGTGTCAAC
ATACTTTACAAACAAA | CCATTCACCGAAGAGGAA

AT-G-clade(19) TAACACAC AT ATACTTTACAAACAAATAACACACCCATTCACCGAAGAGGAAAT
ATTAAACAACTCTTAA

EF- austroameri(36) CTACACAA GTCAACCAGTCACTAACT ATTAAACAACTCTTAACTACACAAGTCAACCAGTCACTAACT
TACAACATCTCATTAA

AT- austroameri(37) CATATACA ATCCCTCTCAATATCCCG TACAACATCTCATTAACATATACAATCCCTCTCAATATCCCG
ACAAATATCTAACTAC | CTCGTGTTGTAGTGAAAGA

AT-meridionale(39) TATCACAA T ACAAATATCTAACTACTATCACAACTCGTGTTGTAGTGAAAGAT
CACTACACATTTATCA | CAGTATTGATCATGAGGCT

RED-meridionale(42) TAACAAAT A CACTACACATTTATCATAACAAATCAGTATTGATCATGAGGCTA
TCATCACTTTCTTTACT

RED-boothii(44) TTACATT ATTGGTGTTGCCTTCGCC TCATCACTTTCTTTACTTTACATTATTGGTGTTGCCTTCGCC
TACACAATATTCATCA

AT-boothii(45) TAACTAAC AAGGTCTTAAGCGCTTCG TACACAATATTCATCATAACTAACAAGGTCTTAAGCGCTTCG
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TCTCTTTAAACACATTC

RED-mesoameri(47) AACAATA GTTGTCATTACGGGTGGT TCTCTTTAAACACATTCAACAATAGTTGTCATTACGGGTGGT
AATCAACACACAATAA

AT-mesoameri(48) CATTCATA CGAGGGAAACACAGGAAT AATCAACACACAATAACATTCATACGAGGGAAACACAGGAAT
CAATTTACATTTCACTT | GTCTCATTTTCCTCGATCG

EF-acaciae-mearnsii(51) TCTTATC cC CAATTTACATTTCACTTTCTTATCGTCTCATTTTCCTCGATCGCC
TTCTTCATTAACTTCTA

AT-acaciae-mearnsii(52) ATCTTAC GGTCTTAAGCGCTTCTCG TTCTTCATTAACTTCTAATCTTACGGTCTTAAGCGCTTCTCG
TTAATACAATTCTCTCT | GGCTACTTTTCTGAGTACT

MAT-asiaticum(54) TTCTCTA CT TTAATACAATTCTCTCTTTCTCTAGGCTACTTTTCTGAGTACTCT
ACATCAAATTCTTTCA

AT-asiaticum(55) ATATCTTC AAGCTGGGCGTTCTTCAA ACATCAAATTCTTTCAATATCTTCAAGCTGGGCGTTCTTCAA
ACTTACAATAACTACT

EF-graminearum(57) AATACTCT ACTCGAGCGACAGGCGTC ACTTACAATAACTACTAATACTCTACTCGAGCGACAGGCGTC
CAATAAACATTCTTTA | ATAGTTCCTTACCTTGAAA | CAATAAACATTCTTTACATTCTCAATAGTTCCTTACCTTGAAAACT

AT-graminearum(58) CATTCTCA ACTAT AT
AATCTCTACAATTTCTC | GACACTTGGCGGGGTAGTT

EF-cortaderiae(61) TCTAATA TT AATCTCTACAATTTCTCTCTAATAGACACTTGGCGGGGTAGTTTT
CTAAACATACAAATAC

AT-cortaderiae(62) ACATTTCA GGGTATGAGAAAGGCGGA CTAAACATACAAATACACATTTCAGGGTATGAGAAAGGCGGA
TTCAATTCAAATCAAA

RED-brasilicum(64) CACATCAT GGCTTACAAAGGTGAGTG TTCAATTCAAATCAAACACATCATGGCTTACAAAGGTGAGTG
CTTTCTTAATACATTAC | CAGATTTCGATCGCTGATG

MAT-brasilicum(25) AACATAC AA CTTTCTTAATACATTACAACATACCAGATTTCGATCGCTGATGAA
ATCTCAATTACAATAA | GAACTAGAACTAGTCAAT

RED- gerlachii(67) CACACAAA GCC ATCTCAATTACAATAACACACAAAGAACTAGAACTAGTCAATGCC
ACTTCTTCATTCTCTTA

AT- gerlachii(68) TCAAATA TGACGATGCTCTTTCGGCC ACTTCTTCATTCTCTTATCAAATATGACGATGCTCTTTCGGCC
CTCTATTACTACTAAAT | CAAAGGTGAGTATGAGTA

RED-vorosii(70) ACTAATC T CTCTATTACTACTAAATACTAATCCAAAGGTGAGTATGAGTAT
CTTTATCAAATTCTAAT | TAAGTCCGAATGAAGCCC

MAT-vorosii(73) TCTCAAC CGG CTTTATCAAATTCTAATTCTCAACTAAGTCCGAATGAAGCCCCGG
ACACTCATTTAACACT | CCCTCTTCCCACAAACCAT

EF-lunulo(74) ATTTCATT TT ACACTCATTTAACACTATTTCATTCCCTCTTCCCACAAACCATTT
CATAAATCTTCTCATTC | GCCCTATTCGGTCCTGATT

MAT-lunulo(75) TAACAAA AT CATAAATCTTCTCATTCTAACAAAGCCCTATTCGGTCCTGATTAT

101



COLPOS. Posgrado Fitosanidad-Fitopatologia

Biol. Minely Cer6n Bustamante

AATAACAACTCACTAT | GAGGTAGATCATCAGATT
AT-cerealis(77) ATCATAAC GTT AATAACAACTCACTATATCATAACGAGGTAGATCATCAGATTGTT
TTTACAAATCTAATCA | GTTGCAGACACTACACAA
RED-cerealis(78) CACTATAC A TTTACAAATCTAATCACACTATACGTTGCAGACACTACACAAA
TACTCAATACTTACTAT | GAAGAAACGCTTGTATCG
RED-culmorum(80) ATTCATC AA TACTCAATACTTACTATATTCATCGAAGAAACGCTTGTATCGAA
TAACATAACTTCTTCAT
AT-culmorum(81) TATTCAC AGGACGTTCCTCGTGTTA TAACATAACTTCTTCATTATTCACAGGACGTTCCTCGTGTTA
ACAATATACATCACTT
AT-pseudo(83) AAACTTTC TGCAGCTCAACTTCATCG ACAATATACATCACTTAAACTTTCTGCAGCTCAACTTCATCG
CACAACAAATTCTTAT
RED-pseudo(84) TCAATTCA CAAGCCGATGCCAAGTCC CACAACAAATTCTTATTCAATTCACAAGCCGATGCCAAGTCC
TAAATACTTCATTACT | GTAGTTTCACATTTCCGAT
EF-sporo(86) AATCACAC GTA TAAATACTTCATTACTAATCACACGTAGTTTCACATTTCCGATGTA
ATATACTTTACACTTTC
AT-sporo(87) AACAAAC TGTTCCTCGTCTTGTAGC ATATACTTTACACTTTCAACAAACTGTTCCTCGTCTTGTAGC
AACTTTCTCTCTCTATT
AT-aethiopicum(43) CTTATTT GGCCAGCTACCAGGCCTG AACTTTCTCTCTCTATTCTTATTTGGCCAGCTACCAGGCCTG
ATTACACACTTATCAA | CGGAAGAAACATGATGGG
RED-aethiopicum(90) CTAATCTA T ATTACACACTTATCAACTAATCTACGGAAGAAACATGATGGGT
TTTATACATATACACA | TTACTACACAATATACTCA | TTTATACATATACACAAACTCTCTTTACTACACAATATACTCATCA
EF-louisianense(93) AACTCTCT TCAAT AT
ATACTAAACAATTCTC | AAACAAACTTCACATCTCA | ATACTAAACAATTCTCTTTACTACAAACAAACTTCACATCTCAATA
AT-louisianense(94) TTTACTAC ATAAT AT
CTAACTATAATCTTCAT | ATTCTTTTTACATTCATTAC | CTAACTATAATCTTCATACACATAATTCTTTTTACATTCATTACTTA
EF-nepalense(96) ACACATA TTAC C
TACTATAATCTCACTTC | CTTTTCAATTACTTCAAAT | TACTATAATCTCACTTCTATTTCACTTTTCAATTACTTCAAATCTTC
AT-ussarianum(97) TATTTCA CTTCA A
ATCTAACTCTATATAC | CTTTTCAAATCAATACTCA | ATCTAACTCTATATACATTCTAACCTTTTCAAATCAATACTCAACT
RED-ussarianum(99) ATTCTAAC ACTTT TT
ACTCTCATATACAATT | GAATTCATTTACCAATTTA | ACTCTCATATACAATTCTTCTTAAGAATTCATTTACCAATTTACCA
MAT-12a(100) CTTCTTAA CCAAT AT
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