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RESUMEN

Los cultivos agricolas se ven afectados severamente por hongos fitopatégenos
causando grandes pérdidas econdémicas. Fusarium es uno delos hongos fitopatégenos
gue mas dafio causa generando marchitamiento en tomates, frijol y la enfermedad del
Mal de Panama. Este hongo se caracteriza por producir distintas formas especiales y
razas que son fisiolégicamente diferentes por su capacidad de ocasionar
enfermedades en plantas especificas y tienen la habilidad de romper la resistencia de
las plantas y la resistencia a los fungicidas. Se han implementado diversos tipos de
control, los cuales no han sido totalmente efectivos. Entre las estrategias de control
para hongos fitopatégenos y micotoxigénicos se ha reportado que el Acido Naftalen
Acético (ANA) inhibe el crecimiento, germinacion y esporulaciébn en ambos tipos de
hongos. Por lo que este compuesto podria ser una alternativa para controlar a

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense.

El objetivo de este estudio fue determinar la actividad del ANA sobre la
germinaciéon de las micro y macroconidias, crecimiento micelial y sobrevivencia de F.
oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense in vitro. Asi como su efecto en la
transcripcion de los genes fluG, flbA y brlA. Para ello se utilizd6 una cepa de F.
oxysporum de colecciébn y una cepa aislada de suelos bananeros e identificada
molecularmente. Para evaluar la germinacion, el crecimiento y sobrevivencia se
utilizaron técnicas microbiolégicas para aislamiento e identificacién. Para la
identificacion de los aislados se utilizaron primer especificos de la regién 5.8 S
ribosomal. Para determinar los niveles de transcripcion se emple6 RT-PCR semi-

cuantitativo.

Se identificaron 21 aislados Fusarium pertenecientes a cinco especies: F.
solani, F. oxysporum, F. phaseoli, F. brachygibbosum y F. equiseti; y se identificaron
dos formas especiales de F. oxysporum; ciceris y cubense. Las relaciones
filogenéticas entre los aislados fueron analizadas. Con respecto al efecto del ANA, se

encontré que la concentracion optima inhibitoria sobre germinacién de F. oxysporum
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f. sp. lycopersici fue de 10 mM. Resultados similares se obtienen sobre el crecimiento
micelial. El ANA tiene efecto fungicida sobre las esporas de las dos formas especiales
de F. oxysporum estudiadas, ya que después de exponer las esporas al compuesto
durante 72 hrs estas ya no son viables, lo cual se demuestré evaluando la viabilidad
con Naranja de Acridina y loduro de Propidio. La transcripcion de los genes brlA y fluG
se disminuye en presencia de concentraciones bajas de ANA y se inhibe totalmente
cuando se emplean concentraciones de 10 mM, dependiendo del estadio de
crecimiento del hongo en el cual se adiciona el compuesto. La sobrevivencia de
esporas de Fusarium en suelo se ve negativamente afectada por el compuesto. Con
base a los resultados obtenidos en este trabajo sugerimos que ANA podria ser

utilizado como un fungicida para F. oxysporum f. sp. cubense y f. sp. lycopersici.



ABSTRACT

Agricultural crops are severely affected by fungal pathogens causing great economic
losses. Fusarium is one of the most phytopathogenic fungi causing wilt in tomatoes,
beans and Panama disease in banana. This fungus is capable to produce various
formae speciales and races, these are physiologically different for the ability to cause
disease in specific plants. These races can overcome genetical resistance to
fungicides, difficulting the control of Fusarium diseases. Therefore diverse types of
control have been implemented; most of them are not totally effective. Among the
strategies to control phytopathogenic and mycotoxigenic fungi has been reported the
Naphtalene Acetic Acid (NAA), this compound inhibits growth, germination and

sporulation in both type of fungi.

The aim of this study was to determine the activity of NAA on the germination of micro
and macroconidia, mycelial growth and survival of F. oxysporum f. sp. lycopersici and
f. sp. cubense in vitro, also to analyze its effect on the transcription of fluG, flbA and
brlA genes. To strains of F. oxysporum were used, one from the ATCC collection and
the other one was isolated from banana soils in Mexico. Germination of spores,
micelial growth and survival of spores in soil were evaluated through microbiological
techniques after the fungus was exposed to different concentrations of NAA. The
identification of fungal isolates was performed with the amplification of the region 5.8S
ribosomal. To evaluated the transcript levels of the genes semiquantitative RT-PCR

was used.

The 21 isolates of Fusarium obtained in this study were identified and they belong to
five species: solani, oxysporum, phaseoli, brachygibbosum y equiseti and only two
formae speciales were classified: f. sp. cubense and f. sp. ciceris. The phylogenetic
relationships of the isolates were analyzed, and it was found that NAA 10 mM was the
optimal inhibitory concentration for the germination in F. oxysporum f. sp. lycopersici.
Similar results were obtained on mycelial growth. The NAA has fungicidal effect on
spores over the two formae speciales of F. oxysporum studied, exposure of spores to

the compound for 72 hrs Kkills all of them, as was demonstrated by Propidium iodide
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and acridine orange stains. The transcription of brlA and fluG decreases at low
concentrations of NAA and at high concentrations (NAA 10 mM) transcription was
inhibited completely. Survival of Fusarium spores in soil was negatively affected by
the compound. Based on these results obtained in this work, we suggest that NAA

could be used as a fungicide for F. oxysporum f. sp. lycopersici and f. sp. cubense.



INTRODUCCION

Los cultivos agricolas se ven afectados por plagas (nematodos, artropodos y
roedores) y enfermedades (virus, bacterias y hongos) que reducen la vitalidad y
capacidad de produccion, entre los principales patdégenos de plantas destacan los

hongos, ocupando el segundo lugar en pérdidas de produccion.

Desde hace varios afos se han realizado estudios para controlar las
enfermedades de las plantas y asi disminuir las pérdidas causadas por hongos
fitopatdgenos. En la actualidad existen diferentes tipos de control, para lograr
disminuir las pérdidas causadas por hongos fitopatégenos, como son: control quimico,
control biologico y resistencia genética. Para el control quimico se han sintetizado
cientos de fungicidas (bencenos sustituidos, tiocarbamatos, etilen-bis-
Ditiocarbamatos, tioftalimidas, @ compuestos de cobre, organomercuricos,
organoestanicos y de cadmio) y varias decenas tienen aplicaciéon en forma de
pulverizaciones foliares, de granulos para tratamiento del suelo, para tratamientos de
frutos y como recubrimientos para semillas, sin embargo, el uso prolongado y
frecuente de quimicos sintéticos, conduce a la resistencia de microorganismos a los
compuestos activos, ademas causa dafios severos al medio ambiente y a la salud
(Nel et. al., 2007). Con respecto a la resistencia genética se han obtenido hibridos
resistentes de diferentes plantas para diversos hongos (Hwang & Ko, 2005), sin
embargo, la alta diversidad que presentan algunos hongos fitopatdégenos, la
resistencia se rompe y el patdgeno es capaz de enfermar a la planta. Esto es una
limitante para que la resistencia pueda considerarse como el método de control
efectivo. En cuanto al control biolégico, se han empleado microorganismos
antagonicos como Bacillus amyloliquefaciens que produce compuestos volatiles que
inhiben germinacion y crecimiento de F. oxysporum (Yuan, et al., 2012), otra bacteria
utilizada es el género Burkholderia la cual produce sideroforos y puede controlar
hongos fitopatogenos (Elshafie et al, 2012). También se han utilizado diversos
hongos, tal es el caso de Trichoderma spp., que inhibe el crecimiento de varios

hongos fitopatogenos como: C. gloesporoides, Botrytis cinérea, Fusarium oxysporum,



Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, entre otros (Verma et al., 2007; Infante,
et al., 2009; Talla, et al, 2015).

Otra alternativa para el control de hongos fitopatogenos es el empleo de
compuestos no toxicos como lo son los extractos de plantas. Tal es el caso de
extractos de Eucalipto, Gengibre y plantas medicinales para el control de Alternaria
solani (Stangarlin, et al, 2011). Ademas, extractos de plantas de diferentes familias
fueron usados para control de F. oxysporum f. sp. ciceris, los resultados muestran que
los extractos de Chenopodium ambrosioides y otras 13 plantas cuando son obtenidos
en forma acuosa, inhibieron hasta el 50% del crecimiento del hongo, en cambio
cuando los extractos son obtenidos con solventes la inhibicion es de mas del 90%
(Minz, et al, 2012). Otras sustancias empleadas para el control de hongos
fitopatbgenos son los reguladores y factores de crecimiento de plantas (hormonas
vegetales sintéticas). Por ejemplo: el Acido Naftalen Acético (auxina) (ANA) es un
fitorregulador que, en funcion de la dosis empleada y momento de aplicacion, tiene
diferentes funciones: controla los rebrotes después de la poda, controla la caida de
frutos en manzano y peral. También se ha usado para favorecer el enraizamiento de
diversas plantas como alcachofa, begonia, cerezo, clavel, crisantemo, gardenia,
geranio, hortensia, lila, manzano, melocotonero, etc.; para evitar la floracion prematura
y la caida de frutos en algodon, berenjena, citricos, guayaba, mango, sandia, soja y
vid; para el aclarado en citricos y olivo; para inducir la floracién en pifia tropical y para
impedir el deterioro de las hojas de lechuga en crecimiento. Actia como inhibidor del
crecimiento a concentraciones mas altas de 0.08 M (Looney & McKellar, 1994; Dag, et
al., 2009). Sin embargo, se ha comprobado que el ANA tiene efecto antifingico
cuando este compuesto se agrega en diferentes concentraciones (0, 10, 20, 30, 40 y
50 pg/ml) al medio de crecimiento, reduciendo el crecimiento radial en diferentes
especies de Colletotrichum: C. gloesporoides, C. dematium y C. coccodes, (Lee et al.,
2003). De igual manera tiene un efecto inhibitorio sobre Sclerotinia sclerotiorum
cuando se adiciona al medio en concentraciones de 1, 10, 50, 100, 150 y 200 pg/ml,
reduciendo el crecimiento radial, asi como la formacion de esclerocios (Al-Masri &
Barakat, 2003).


http://www.terralia.com/agroquimicos_de_mexico/index.php?proceso=indice&tipo=cultivo_registros&cultivo=18&base=2014
http://www.terralia.com/agroquimicos_de_mexico/index.php?proceso=indice&tipo=cultivo_registros&cultivo=23&base=2014

Este compuesto también tiene efecto sobre hongos micotoxigénicos, Bucio et
al, (2005) empleo diez diferentes reguladores de crecimiento en sus formas de
compuestos o como sal de sodio o de potasio y en diferentes concentraciones sobre
el desarrollo y sintesis de micotoxinas de A. parasiticus y A. nidulans. Las
concentraciones utilizadas se determinaron conforme las utilizadas en cultivos de
tejido vegetal. Los resultados que obtuvieron con las diferentes hormonas fueron
efectos inhibitorios y estimulatorios sobre el crecimiento. Sin embargo, el Acido
Naftalen Acético fue el que presentdé un mayor efecto inhibitorio en el crecimiento y
sintesis de micotoxinas a partir de la concentracion 0.5 mM. A mayor concentracion de
ANA mayor inhibicion en ambos parametros. Otros experimentos realizados por Bucio
Villalobos empleando ANA en granos de maiz inoculados con la cepa de A.
parasiticus tratados previamente con una solucién de 50 mM de ANA encontré que
dicho compuesto inhibié la esporulacién y la sintesis de aflatoxinas (Bucio Villalobos,
2002).

En trabajos realizados por Gowri et al, (2013) para inhibir crecimiento de
Aspergillus flavus y Streptococcus aureus, emplearon ANA y sus complejos con Co
(1), Ni (1), Cu (I) y Hg (Il) en agar en diferentes concentraciones (25, 50, 75 and 100
Mg / ml). Los resultados mostraron grandes zonas de inhibicion del crecimiento de A.
flavus y S. aureus, a medida que la concentracibn del compuesto aumenta, el
diametro de la zona de inhibiciéon también aumento, mostrando que estos compuestos
son capaces de interferir en el proceso metabdlico. También se comprobaron los
complejos de ANA de cobalto (II) y cobre (Il) son ligeramente méas activo que el ANA

sin complejos metalicos.

ANA también inhibe germinacion de esporas y el crecimiento del tubo
germinativo de Alternaria solani, cuando las concentraciones de ANA utilizadas fueron
102 a 10™ M en caldo de Czapek Dox, (Bhajbhuje MN, 2015).

Este compuesto que tiene una funcion dual porque por un lado causa beneficio

a las plantas y por el otro causa dafio a los hongos, tal como se ha ilustrado, podria



ser una alternativa de control para Fusarium oxysporum ya que esta especie y sus

formas especiales son muy agresivas para el reino vegetal.

Fusarium es el género de hongos filamentosos mas extenso, ya que se
encuentra ampliamente distribuido en suelo, sustratos organicos y en asociacion a
plantas, es considerado como uno de los géneros mas adaptables y versatiles.
Ademas de ser uno de los 10 principales hongos fitopatdogenos (Li-Jun, et al, 2010).
Causa dafio a muchas especies de plantas, disminuyendo la produccién agricola y
afecta la economia de los productores (Dean, et al, 2012). Uno de sus miembros mas
importantes es F. oxysporum esta es una de las especies que cuenta con mayor
namero de plantas hospedantes hortalizas, frutales, leguminosas, solanaceas y
agaves (Correll, 1991, Baayen et al., 2000; Nash Smith, 2007). Esta especie y sus
formas especiales ocasionan marchitamiento vascular seguido de la muerte de la
planta (Nelson, 1981; Szczechura, et al, 2013; Kistler, 1997). Dentro de la versatilidad
de este género se ha reportado (Darken, 1959) que Fusarium es benéfico, debido a
que el filtrado libre de células de F. moliniforme induce la elongacion de la raiz en
plantas, debido a que produce &cido giberelico, un regulador de crecimiento de
plantas. Igualmente se ha identificado que algunas cepas no patogénicas de F.
oxysporum pueden disminuir la incidencia del marchitamiento en banana causada por
F. oxysporum f. sp. cubense (FOC). Estudios in vitro e invernadero mostraron que las
cepas de F. oxysporum no patogénico (CAV225 y CAV241) no suprimen el
crecimiento de FOC, sin embargo, estas cepas reducen la incidencia de FOC un 87.4

y 75% respectivamente (Nel, 2006).

Aspectos biolégicos y patolégicos de la especie Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum presenta colonias de crecimiento y pigmentacion muy variadas
(violeta, rosas, amarillas, lilas y blancas) y produce tres tipos de esporas:

microconidias, macroconidias y clamidosporas.

Las microconidias son esporas unicelulares, sin septas, hialinas, pueden ser

elipsoidales a cilindricas, rectas o curvadas, tienen de 5-12 um de largo por 2.5-3.5
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um de ancho (Nelson, 1991). Las macroconidias en general son esporas de pared
delgada, fusiformes, largas, moderadamente curvadas con varias células y de tres a
cinco septas transversales, con la célula basal elongada y atenuada, tienen un tamafno
de 27 a 46 um de largo por 3.0 a 4.5 um de ancho, este tipo de espora germina por
ambos extremos. Las clamidosporas por poseen paredes bastante gruesas, lo que las
hace muy resistentes a condiciones ambientales desfavorables o a la ausencia de la
planta hospedante. Las clamidosporas se forman simples o en pares, son terminales o
intercalares y son las principales responsables de la supervivencia del hongo en tejido

muerto de las plantas o en el suelo.

F. oxysporum produce formas especiales (f. sp.), esta es la capacidad del
hongo de ser patdgeno a una planta especifica i. e. F. oxysporum f. sp. lycopersici
solo causa dafio a tomate. Estas formas especiales no se pueden diferenciar por su
morfologia o por las caracteristicas culturales de las colonias, sin embargo,
empleando biologia molecular y con primers especificos se puede llegar a identificar
las formas especiales de esta especie (Appel & Gordon, 1994; Lievens et at, 2008;
Wang et al, 2011)

Algunas formas especiales de F. oxysporum se caracterizan por producir razas
fisiologicas o patotipos, los cuales se distingues entre si por su diferente
patogenicidad a distintas variedades de una misma especie de planta. En F.
oxysporum f. sp. dianthi se han reconocido ocho razas fisioldgicas (Garibaldi, 1986),
en F. oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense que se han identificado 3 y 4
respectivamente (Jones et al., 1997; Ploetz & Correll, 1988). El principal criterio para
diferenciar las razas de F. oxysporum son las pruebas de patogenicidad y las
caracteristicas de virulencia, este es un procedimiento que requiere tiempo para el
analisis y las reacciones puede ser influenciada por parametros ambientales como
temperatura, humedad y pH del suelo. Para mejorar la eficiencia de diferenciar razas
se ha planteado otros enfoques: (1) estudiar la variacion de la fitotoxicidad, (2)
variabilidad electroforética de proteinas, (3) analisis bioquimicos y (4) pruebas de

diagnostico rapido altamente reproducibles como lo son fragmentos de restriccion de
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DNA de longitud polimérfica (RFLP), andlisis de grupos de compatibilidad vegetativa
(VGC), fingerprinting de la amplificacién aleatoria de DNA de longitud polimorfica
(RAPD), marcadores de los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados
(AFLP), amplificacion de la region ITS-RFLP(Cai et al., 2003; Gurjar et al., 2009; Zhou
et al., 2010; Guo et al., 2014).

Con respecto a los cambios genéticos que F. oxysporum presenta se sabe que
este patdgeno es capaz de generar diversidad por transposicion por los
retrotranspososnes. Segun Daboussi (1994) el genoma de F. oxysporum tiene 5% de
transposones, lo cual genera un mayor nivel de variacion que otras especies de
Fusarium. Estos elementos transponibles en F. oxysporum pueden actuar como
mutagenos insercionales y causar reordenamiento cromosomico, pero también
pueden tener otras funciones como la capacidad de invadir nuevas poblaciones, estos
cambios también influyen en muchos aspectos de evolucion del genoma del hongo y
podria proporcionales la flexibilidad para adaptarse con éxito a condiciones

ambientales (Daboussi, 1997).

Un ejemplo de la capacidad invasora de Fusarium es la enfermedad del Mal de
Panama que lo causa F. oxysporum f. sp. cubense (FOC) que afecta al platano. Esta
es una de las 10 enfermedades mas importantes en la agricultura a nivel mundial,
debido a que se han generado 4 razas y estas han afectado a la producciéon de
platano en miles de hectareas por décadas (OIRSA, 2009). La raza 1 de este hongo,
causo la devastacion de la variedad Gros Michel en 1960, la raza 2 es virulenta en las
variedades Bluggoe Yy tetraploides, la raza 3, descrita por Waite en 1963 en Honduras,
es patdgeno para Heliconia spp, aparentemente es rara y ya no existe en América
Central. Las razas 1 y 2 fueron controladas efectivamente por las variedades
resistentes Cavendish. Sin embargo, se ha reportado la existencia de una nueva raza
de FOC llamada raza tropical 4 (TR4). Esta ha vencido la resistencia en los subgrupos
de Cavendish y otros cultivares de platano, como lo son platanos de coccién y una
amplia gama de variedades de platano de postre (no susceptibles a las razas 1y 2). A
principios de 1990, miles de hectareas de plantaciones comerciales de Cavendish en
Indonesia y Malasia se afectaron gravemente debido a graves epifitias causadas por
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FOC-TR4, originando pérdidas en la produccion de millones de dolares (Pérez-
Vicente, 2014). La ocurrencia de epifitias de FOC-TR4 ha renovado la preocupacion
de su control, ya que su potencial destructivo es muy grande. Los recientes brotes
originados por FOC-TR4 han demostrado que es una enfermedad transfronteriza de
especial importancia para todos los paises productores de banano en el mundo. Este
fenémeno transfronterizo amenaza no sélo a la industria de exportacion de platano,
sino también a millones de personas en las comunidades rurales, que dependen de
los platanos para su seguridad alimentaria y medios de vida. Mas del 80% de platanos

y bananos son susceptibles a esta raza (OIRSA, 2009).

La enfermedad inicia con la pre penetracion esto incluye el crecimiento del
patdgeno antes de introducirse a la planta, es decir, con el crecimiento de las hifas o
con la germinacion de las clamidosporas en dormancia presentes en el suelo y son
estimuladas por los exudados secretados por las raices de la plana, los exudados
contienen azucares y aminoacidos que sirven de nutrientes para los microorganismos.
El mecanismo de penetracién puede tener lugar de forma mecanica o por digestion de
enzimas hidroliticas secretadas por el patégeno. Estudios citolégicos y genéticos
indican que una presion generada por los apresorios permite penetrar la cuticula y la
pared celular de la raiz. Del apresorio se produce una hifa fina de penetracion que
perfora la cuticula. EI hongo también puede penetrar a través de aberturas naturales
(como estomas, hidratodos, nectarios o lenticelas) y a través de heridas. Las plantas
sufren rupturas de su cuticula o de su epidermis por varias causas como dafio
mecanico, dafio de insectos, nematodos y otros herbivoros, cortes de poda, cosechay
otras practicas y por el crecimiento mismo de la planta (Arauz, 1998). Una vez dentro
de la planta, el hongo se mueve hacia el tejido vascular por colonizacién intracelular a
los vasos del xilema y los invade cuando estdn maduros. El patégeno coloniza por
crecimiento del micelio o por medio del transporte pasivo de microconidias en el

xilema (Perez Vicente, 2014).

Como ya se habia descrito la esporulacion F. oxysporum genera tres tipos de esporas,
el mecanismo de esporulacion esta descrito en hongos modelo como A. nidulans
donde gen brlA es el gen maestro de la esporulacién asexual, existen otros genes
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regulatorios de crecimiento como son fluG y flbA y que también estan involucrados en
la esporulacion (Lee & Adams, 1995).

Existen varios modelos propuestos de la via de sefiales de los genes de
crecimiento y esporulacion (Timberlake & Prade, 1993; Adams et al., 1996; Adams et
al., 1998; Yu, 2010), En el modelo propuesto por Adams et al, fluG es un gen
necesario para la sintesis de un pequefio factor difusible responsable para
endégenamente regular la induccion de la esporulacion asexual, se ha demostrado
gue este gen esta presente en niveles casi constantes durante todo el ciclo de vida del
hongo. Para que este gen induzca la esporulacién requiere de la actividad de otros
genes tempranos de desarrollo como son: flbA, flbB, fIbC, floD y flIbE. El gen fIbC tiene
funciones independientes de flbB, flbD y flbE. Mientras fIbA tiene un papel directo en
la activacion brlA, la posicion de flbA en esta via no esta clara. Debido a que
mutaciones de flbA afectan el crecimiento vegetativo, se propone que flbA también
controla otros aspectos de desarrollo de la colonia que son independientes de su
papel en la formacion de conidios. Ademas de la via de induccién fluG endégeno, la
formacién de conidios puede también ser activadas por sefiales ambientales, como el

estrés de carbono, el estrés de nitrogeno y el aumento de la osmolaridad. Fig. 1.
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Figura 1. Modelo que describe las interacciones de genes en el control de la iniciacion del
desarrollo.
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La presencia de diversos tipos de esporas asi como la capacidad de generar
formas especiales y razas fisiolégicas hace que sea un hongo muy dificil de controlar.

Por tal motivo en este trabajo se realizaron estudios enfocados en analizar la
capacidad del Acido Naftalen acético para inhibir la germinacion, el crecimiento y la
esporulacion de F. oxysporum f. sp. lycopersici y F. oxysporum f. sp. cubense. De
igual manera determinar a nivel molecular el efecto del ANA sobre la transcripcion de
los genes involucrados crecimiento fluG y flbA y de esporulacion brlA. Esto con el fin

de identificar el mecanismo de accion del ANA sobre F. oxysporum.
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l. HIPOTESIS
El Acido Naftalen Acético podria inhibir germinacion, crecimiento y sobrevivencia de

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense in vitro, debido a un efecto
negativo sobre la transcripcion de los genes reguladores de crecimiento (fluG y flbA) y

de esporulacién (brlA).

. OBJETIVOS.

Objetivo general

Determinar la actividad del Acido Naftalen Acético sobre la germinacion de las micro y
macroconidias, crecimiento micelial y sobrevivencia de F. oxysporum f. sp. lycopersici
y F. oxysporum f. sp. cubense in vitro. Asi como su efecto en la transcripcion de los
genes fluG, flbA 'y brlA.

Objetivos especificos
1. Aislar e identificar Fusarium de suelos de dos regiones productoras de platano

(Chiapas, Michoacan, Tabasco y Veracruz).

2. Determinar si el ANA tiene efecto sobre Fusarium oxysporum en suelo,

utilizando como indicador indirecto a plantulas de jitomate.

3. Determinar caracteristicas de tiempo de germinacién, crecimiento y velocidad

de crecimiento de Fusarium oxysporum en ausencia de ANA.

4. Comprobar el efecto de ANA sobre la germinacién de esporas (micro,

macroconidias) y crecimiento micelial.

5. Determinar los niveles de transcritos de los genes fluG, flbA y brlA, en F.
oxysporum f. sp. lycopersici y F. oxysporum f. sp. cubense cultivados con ANA

adicionado en dos etapas de desarrollo y a diferentes tiempos de exposicién.
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.  MATERIALES Y METODOS

1. Material Biolégico.

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron las siguientes cepas fungicas:

e Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, American Type Culture Collection
(ATCC) 60095. Cepa de coleccién agente causal de la enfermedad de
marchitamiento vascular en plantas de jitomate.

e Fusarium oxysporum f. sp. cubense, aislado del suelo de zona productora de
platano del estado de Michoacan e identificada por amplificacion de las
regiones ITS-5.8 rDNA. Esta cepa es el agente causal de la enfermedad de

marchitamiento vascular en platano, cepa aislada e identificada en este trabajo.

2. Medios de cultivo

Los medios utilizados para el crecimiento de F. oxysporum pueden ser sélidos o
liguidos y deben contener los nutrientes suficientes para asegurar el desarrollo y
reproduccion de estos hongos (carbono, nitrégeno, vitaminas, oligoelementos, etc.) y
un pH ligeramente acido para facilitar su crecimiento e inhibir al mismo tiempo el
desarrollo de otros microorganismos. Se puede afadir sales u otras sustancias para

generar medios selectivos (MAS).

2.1 Medios de cultivo

- Medio de Papa Dextrosa Agar (PDA) Difco ™ BD®. El medio se prepar6 segin

las indicaciones del fabricante, 39 g/L. El medio fue esterilizado y dispensado
en cajas Petri estériles (90 X 15mm) 20 ml aproximadamente por caja.

- Medio Malta Sal Agar (MAS), el cual contiene la siguiente composicion:

Extracto de malta 20g
Agar bacterioldgico 20g
NaCl 60g
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Agua destilada 1L

El medio fue esterilizado y dispensado en cajas Petri (90 X 15mm) aproximadamente

20 ml por caja, en condiciones estériles.

2.2 Medio de cultivo liquido

Caldo de Papa Dextrosa (PDB) DIFCO. Una vez preparado como indica el
fabricante, 24 gl/litro, fue agregado en matraces de diferentes volumenes (250, 125, 25
ml) segun las condiciones del experimento, fue esterilizado a 15 Ib durante 20

minutos.

2.3 Otros sustratos utilizados

Para llevar a cabo los experimentos en invernadero con plantas de jitomate, asi
como conocer la incidencia de Fusarium en zonas productoras se platano se empleé

suelo con las caracteristicas que continuacion se describen:

Suelo mezcla general. Es una composicion de varios sustratos, estos se mencionan a

continuacion: tierra general, tierra de hoja, sunshine mix 3, verniculita y perlita en
relacion 1:2:3:1:1. La mezcla del suelo fue colocada en macetas de 20 litros.

Suelo de zona productora de platano de los estados de Michoacan, Veracruz,

Tabasco y Chiapas. Muestras de suelo de 1Kg de las diferentes zonas productoras de
platano se obtuvieron a una profundidad de 20 cm en 2 puntos distantes de cada
parcela, cerca de las plantas de platano. Las muestras del suelo se trasladaron al
laboratorio utilizando bolsas de plastico y se mezclaron homogéneamente para formar
una muestra compuesta. Esta se colocé en una bolsa de papel estraza y fueron
colocadas dentro de una bolsa de plastico, se almacenaron a 4°C. Las muestras se
mantuvieron a esta temperatura hasta su procesamiento para evitar la alteracion de

las condiciones del suelo.
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2.4 Inoculacién y condiciones de cultivo

2.4.1 Conservacioén de las cepas utilizadas

Todas las cepas utilizadas en el presente trabajo fueron crecidas en cajas de
PDA y se incubaron durante 15 dias, hasta que el cultivo presento macro y
microconidias. A los cultivos se les agrego agua destilada estéril adicionada de tritdn
al 0.01%se dejaron reposar quince minutos y las esporas fueron obtenidas raspando
la colonia fungica con asa recta estéril. Las suspensiones asi obtenidas fueron
colocadas en viales ambar que contenian 1.5 ml de agua destilada estéril y fueron

mantenidas a 4 °C.

2.4.2 Obtencioén del inoculo.

Para obtener el inoculo de las cepas, estas se sembraron en cajas de PDA por
separado utilizando 100 pyL de la suspension de esporas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici o de F. oxysporum f. sp. cubense. Las cajas se incubaron durante 15 dias
a 28°C. Finalizado el tiempo de incubacion se prepar6 la suspension de esporas como
se describe a continuacion;

- En condiciones estériles, se agregan 15 ml de agua destilada estéril con Triton

X-100 al 0.01%, a los cultivos fungicos de cada una de las cepas.

- Se dejé reposar el cultivo 10 minutos y con una varilla de vidrio estéril se talla la

superficie de las colonias, para obtener las esporas del cultivo.

- La suspension de esporas se transfirid a un tubo Falcon estéril de 50 ml, con

ayuda de una pipeta Pasteur estéril.

- La suspensién de esporas fue sometida a choque térmico (4°C por 12hrs para

homogenizar la germinacion. Este procedimiento se realizé para cada uno de

los experimentos (Guzman & Ruiz, 1997).

2.4.3 Determinacion de la concentracion del inoculo.
Para determinar la concentracién del indculo, las esporas se cuentan utilizando
la camara de Neubauer. Primero se realizo una dilucién de la suspension concentrada
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de esporas tomando 100 pl y adicionando 900 ul de agua (dilucién 1:10) en un tubo
Eppendorf. De esta dilucién de esporas se tomo6 una gota (10 pl) y se coloco en la
camara de Neubauer. ElI conteo se realizd6 en un microscopio de luz a 40X. Se
contaron 5 cuadrantes C por duplicado. Se utilizé el cuadrante C de la camara para
todos los conteos. La férmula para calcular la concentracion fue:

XXG
(55

esporas
mL

)x(2.5 x 10°) =

¥ XC} = Sumatoria de las medias de cinco cuadrantes en cada uno de los cuadrantes

de “C” en la cdmara de Neubauer (Morris & Nicholls, 1978)

2.4.4 Condiciones de incubacion.

Todos los experimentos realizados fueron incubados a 28°C, en condiciones

estacionarias a diferentes tiempos como se describe en cada experimento.
3. Métodos experimentales

3.1 Determinacién de la incidencia de Fusarium en suelo de zonas productoras

de platano mediante el método de dilucién de suelo en placa

1. Las muestras de suelo homogeneizadas fueron submuestreadas para obtener
muestras de 10g de cada uno de los suelos. En condiciones estériles los 10 g del
suelo se adicionaron a un matraz con 90 ml de agua destilada estéril (dilucién 10™).
Para cada suelo de las diferentes regiones (Michoacéan, Veracruz, Chiapas y Tabasco)
se utilizaron dos replicas. Las muestras se homogenizaron con agitacion vigorosa en
vortex antes de tomar las alicuotas para las diluciones.

2. De la dilucion 1:10 se toma 1 ml y se transfirié a un tubo con 9 ml agua destilada
estéril (dilucion 10). De esta manera se realizan diluciones decimales sucesivas
hasta 10™. Para mayor exactitud se utilizaron puntas estériles diferentes en cada paso
de la diluciébn. También se realizé agitacién vigorosa con vortex antes de tomar la

alicuota para cada dilucion.
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3. Se utilizaron las diluciones 10, 10"y 10 para sembrarlas en medio de malta sal
agar para ello se tomaron 100 pl de cada dilucién y se colocaron en el centro de la
superficie del medio de cultivo (MAS). La siembra de las diluciones se realiz6 por
triplicado.

4. Se extendio la alicuota en la superficie de la placa con una varilla previamente
esterilizada (inmersa en alcohol y pasandola por la flama del mechero permitiendo su
enfriamiento) con la finalidad de asegurar una distribucion homogénea en toda la
superficie del medio.

5. Las placas se incubaron a 28°C en ausencia de luz y con humedad relativa alta.

6. Para determinar la incidencia de hongos del tipo Fusarium se contaron las colonias
con caracteristicas de Fusarium, después de 7 dias de incubacién en cada dilucién

sembrada

3.1.1. Aislamiento de colonias de Fusarium en suelo de zonas productoras de

platano.

Las colonias que presentaron caracteristicas macroscépicas tipicas de
Fusarium tales como: micelio aéreo blanco algodonoso o rosa algodonoso,
pigmentaciéon en el anverso del medio rosa, violeta o0 morado y amarillo fueron
aisladas. Se sembraron en cajas de PDA mediante la técnica de colonia gigante, en
condiciones estériles y se incubaron a 28°C en ausencia de luz, durante 7 dias.

Las cepas asi obtenidas fueron observadas microscopicamente por preparacion
directa para asegurar la presencia de macro y microconidias caracteristicas del

genero Fusarium.

- Latécnica de preparacion directa.

a) Sobre un portaobjetos limpio y seco se deposité una gota de azul de lacto-
fenol.

b) Con un asa recta estéril se tomd una muestra de cada uno de los aislados, la

muestra se toma pasando el asa sobre el extremo (o0 cualquier parte de la
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colonia en donde se observe esporulacién) y por la superficie exterior de la
colonia

c) La muestra se coloca directamente en un portaobjetos con la gota de azul de
lacto-fenol y se dispers6 de forma homogénea.

d) La preparacion de cada aislado se cubrié con un cubreobjetos.

e) Todas las colonias fueron observadas microscopicamente para identificar los
aislamientos correspondientes al género Fusarium (Barnett & Hunter, 1998;
Nelson, et al, 1983).

3.1.2. Identificacién molecular de los aislados de suelo por amplificacion de la

region 5.8 SITS1-ITS4 de los genes ribosdmicos.

3.1.2a Extraccion del DNA de los aislados de Fusarium

1. Se tomd6 micelio de cada uno de los asilados de manera independiente y se
guardan en un pedazo de papel aluminio, el cual inmediatamente se sumerge
en nitrégeno liquido, para congelar el micelio.

2. El micelio se tritura en un mortero estéril con nitrdgeno liquido hasta tener un
polvo siempre congelado.

3. Se utilizaron aproximadamente 0.5 g de micelio triturado, se colocaron en y
tubos Eppendorf y se agreg6 el mismo peso de perlas pequefias de vidrio.

4. Se agregaron 250 pl de la solucién 1 y 500 pul de la solucién 2.

Solucion 1 Solucion 2

EDTA 50 mM + Tris/HCI 20 mM pH 8 SDS 0.5% + EDTA 50 mM
Para preparar 100 ml Para preparar 100 ml

EDTA. 0.5 mM 10 ml EDTAO.5mM 10 ml

Tris2 M 1ml SDS 20% 2.5ml

Agua destilada estérii 89 ml Agua destilada estéril  87.5 ml
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Los tubos se agitaron en vortex durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Se adicionan 500 pl de cloroformo /fenol/alcohol isoamilico (25:24:1)

Se agitaron nuevamente en voértex durante 15 minutos a temperatura ambiente.

© N o O

Las muestras se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C y el

sobrenadante se paso6 a un tubo nuevo.

9. Alafase acuosa se le agregaron 2.5 pl de RNasa 10 mg/ml y se incubaron de
40 minutos a una temperatura de 37°C

10. Posteriormente se afiadieron 350 pl de isopropanol frio, se mezclé suavemente
y se incubo a — 20°C durante 30 minutos, se centrifugaron a 12000 rpm durante
10 minutos, después se decant6 el sobrenadante y se adicionaron 200 ul de
etanol al 70% y se volvio a centrifugar a 12000 rpm 15 minutos

11. Finalmente se elimind el etanol y se dej6 secar la pastilla a temperatura
ambiente y se re suspendio en agua destilada estéril.

12. Se cuantificé la concentracion de DNA en el NanoDrop

13.Para evaluar la integridad del DNA obtenido se utilizaron geles de agarosa al

1.0%.

3.1.2b. Identificacién de los aislados por amplificacion de las regiones ITS1-
ITS4 5.8 rDNA

La identificacibn molecular de los hongos se llevd a cabo mediante la
amplificacion de la region 5.8S de los genes ribosdmicos. La region ITS1-5.8S-1TS4
fue amplificada a partir del DNA gendmico usando los oligonucleétidos especificos
ITS1: (5" TCCGTAGGTGAA CCTGCGG 3), ITS4: (5" GCTGCGTTCTTCATCGATGC
3’) (Luo and Mitchell, 2002).

El programa de amplificacion: pre-desnaturalizacion a 95°C por 5 min; 35 ciclos a
95°C por 30 seg, 50/55/60°C por 30s, y 72°C por 1 min; y una extension final a 72°C
por 10 min. Los datos de secuenciacion fueron optimizados usando el programa
BioEdit v. 7.0 y los alineamientos fueron creados utilizando CLUSTAL-X (Thompson,
et al., 1997).
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Identificacién por secuenciacién: Para una identificacion del género y especie de
los aislados, las secuencias fueron alineadas y comparadas con las secuencias ya
depositadas en bases de datos como NCBI (National Center for Biotechnology
Information) mediante el programa BLAST (Gasch, et al., 2000) y para dar mas
confianza a los resultados y verificar si se conducia al mismo resultado se utilizaron

bases de datos adicionales: BROAD Institute.

3.2 Efecto del Acético Naftalen Acético sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici

3.2.1. Determinacion del efecto del Acido Naftalen Acético (ANA) utilizando el
pato-sistema Solanum lycopersicum-Fusarium oxysporum en suelo en el

invernadero.

El efecto del ANA sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici en suelo, contenido en
macetas en el invernadero, se realizd utilizando plantas de jitomate como indicadores
indirectos. Uno de los desafios para el control de las enfermedades es el de disminuir
los propagulos en el suelo. Por ello resultaba interesante determinar si el compuesto
(ANA) era capaz de disminuir la produccién de las esporas producidas por Fusarium
asi como su crecimiento en condiciones muy similares a las que ocurren en el campo.
De esta manera si el compuesto afectaba al patégeno, indirectamente tendriamos
plantas sin enfermedad aun inoculando el patégeno. Por lo que se disefié un
experimento de invernadero con plantas de jitomate sembradas en mezcla general de

suelo con los tratamientos que se describen a continuacion:

Por lo que se disefiaron los siguientes tratamientos:
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Tratamiento Plantas/maceta Descripcion del tratamiento

1 6 Mezcla general de Suelo

2 6 Suelo + F. oxysporum f. sp. lycopersici

3 6 Suelo + F. oxysporum f. sp. lycopersici + ANA 50
Mm

4 6 Suelo + F. oxysporum f. sp. lycopersici + ANA 100
mM

Se realizaron 3 repeticiones de cada tratamiento, teniendo numero total de plantas de
18.

Las semillas de jitomate se sembraron directamente en el suelo y después de 28
dias de edad se inocularon con el patégeno y Acido Naftalen Acético. La inoculacién
del hongo se realiz6 en el suelo en cuatro puntos equidistantes alrededor de la planta
con ayuda de una jeringa, la aguja se sumergié en el suelo cerca de la raiz de las
plantas, la concentracién de esporas empleada fue de 2.5X10° esporas/ml (total de
1X10%4ml). De igual manera el ANA se colocé en los mismos cuatro puntos alrededor
de la planta, con la idea de que el hongo y la sustancia quedaran en el mismo lugar,
se agreg6 1 ml en cada punto (volumen total 4 ml de 50 y 100 mM en los respectivos
tratamientos). El experimento se realizé durante la primavera del 2014, la temperatura

predominante durante meses fue de 28-30 °C, con una humedad relativa baja.

Las plantas fueron monitoreadas a los 2.5, 7, 35 y 70 dias (hasta llegar a etapa
de produccion) después de la inoculacion. A lo largo del ensayo se hicieron
observaciones del estado fisico y desarrollo de las plantas asi como de los sintomas
caracteristicos que causa Fusarium en las plantas. Se evaluaron los siguientes
parametros: altura de las plantas, diametro del tallo y sintomas como el

marchitamiento, clorosis y/o manchas necréticas.
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3.2.2 Efecto del ANA sobre la poblacion de F. oxysporum f. sp. cubense (FOC)
inoculado en suelo de Michoacan contenido en recipientes en invernadero sin

indicadores indirectos.

Para la realizacion de este experimento se utilizaron vasos de unicel de 250 ml,
a los cuales se les agregaron 180 gr de suelo de la zona productora de platano del
estado de Michoacan. Los tratamientos empleados fueron: a) suelo mas 25 ml de
agua destilada estéril; b) suelo inoculado con una suspension de esporas de F.
oxysporum f. sp. cubense de 1 x 10°/25 ml; c) Suelo mas 25 ml de una solucién de
ANA 10 mM y d) Suelo inoculado F. oxysporum f. sp. cubense (1 x 10’ esporas) mas
25 ml de ANA 10 mM. Para cada tratamiento se realizaron 5 repeticiones. Como se

observa en la Fig. 2.

Los vasos se taparon con tapas de plastico transparente y se colocaron en el
invernadero a una temperatura de 29 °C y se mantuvieron durante 10 y 30 dias.
Transcurrido el tiempo en el invernadero se realizaron diluciones seriadas de cada
uno de los vasos de todos los tratamientos, se sembraron cajas de PDA, éstas se
incubaron en obscuridad a 28 °C durante 7 dias, después se realizd el conteo de

colonias con caracteristicas de Fusarium.
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Aproximadamente 50 g de suelo se
humedecié con 25 ml de agua.

UUuuuu
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Figura 2. Experimento de suelo inoculado con F. oxysporum contenido en vasos de
unicel.

4. Efecto del Acético Naftalen acético sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici
in vitro

4.1. a Determinacion del tiempo de germinacion de las esporas de F. oxysporum

f. sp. lycopersici en medio de cultivo liquido.

Para determinar la germinacién de las esporas fangicas se utilizd una
microplaca de Elisa de 96 pozos a los cuales se les agregd PDB y se adicionaron las
siguientes concentraciones del inoculo fangico fueron 1 x 10%, 1 x 10°y 1 x 10° en un
volumen de 300 pl y se incubaron a diferentes tiempos 3, 6, 8, 10, 12, 15y 24 horas.
Transcurrido los tiempos establecidos se tomaron muestras de cada concentracion y
se colocaron en un portaobjetos para observarlas al microscopio, la germinacion se
determind mediante el conteo de esporas clasificandolas en germinadas y no

germinadas.

Metodologia para el conteo de esporas: El conteo de campos se realizd

tomando en cuenta toda la superficie del cubre objetos a 10X y observar Unicamente
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los campos necesarios donde realizaria el conteo de 100 esporas. Estos campos se
seleccionaron al azar y se contaron utilizando la técnica de conteo en zig-zag. El

volumen de la muestra que se tomo fue de 15l.

4.1.b Determinacion de concentracion minima inhibitoria de ANA sobre la

germinacion de las esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Para determinar el efecto del Acido Naftalen Acético sobre las esporas de F.
oxysporum primero se llevo a cabo la obtencion del inoculo de F. oxysporum y se
determind la concentracién de esporas en la suspension obtenida. Posteriormente la
suspension de esporas 1X10° se inoculé en los pozos conteniendo 300 pl de PDB,
inmediatamente se adiciond el ANA a que quedara en concentraciones de 0, 10, 25,
50 y 100 mM. EIl experimento se realizd con 5 repeticiones por cada tratamiento y la
microplaca se incubé en obscuridad, estaticas a 282C durante 24 hrs. Una vez
concluido el tiempo de incubacion se realizo el conteo de las esporas clasificandolas

como esporas germinadas y no germinadas.

4.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de ANA sobre el

crecimiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici por peso seco.

Se utilizaron las siguientes concentraciones de ANA en 25 ml de PDB: 0, 5, 8, 10,
25 y 50 Mm, cada una contenida en matraces Erlenmeyer de 125ml y se inocularon
con 1 ml de una suspensién de esporas de Fusarium de 1x10’ /ml. Los matraces
fueron incubados en obscuridad, en condiciones estaticas, a 28°C durante 15 dias.
Después del tiempo de incubacion, se procedié a determinar el crecimiento del hongo

por peso seco. Para ello se siguié el procedimiento que a continuacion se describe:

- Los cultivos de filtraron por separado sobre un disco de papel filtro previamente
desecado y a peso constante en un embudo Buchner.

- El micelio y el papel se colocaron en una caja Petri de vidrio y fueron desecados
en el horno a 80°C durante 24 horas.

- Las cajas fueron colocadas en el desecador durante 24 horas.
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- Se pesa el papel conteniendo el micelio y por diferencia se determina el peso del
micelio (peso final del papel- el peso inicial del papel).

5. Determinacién del efecto del ANA sobre la transcripcion de los genes
reguladores del crecimiento flbA y fluG y de esporulacion brlA de F. oxysporum

f. sp. lycopersici y f. sp. cubense.

5.1. Condiciones de cultivo de F. oxysporum.

Matraces con 25 ml de medio de cultivo liqguido (PDB) fueron inoculados con
una suspension de esporas de 1 x 10’, estos fueron incubados a 28 °C en obscuridad
y estaticos.

Se realiz6 un primer periodo de incubacion de 6 y 12 horas para obtener
germinulas pequefias y largas respectivamente. Posteriormente se agrego el
compuesto ANA quedando con una molaridad de ANA 5y 10 mM. En seguida los
matraces se regresaron a incubar para que el hongo estuviera en contacto con el ANA

hasta completar diferentes tiempos de incubacion total: 9, 36, 54 y 60 horas.

Como control se utilizé otra serie de matraces sin adicién del Acido Naftalen
Acético, se sometieron a un segundo periodo de incubacion hasta completas las horas
mencionadas con anterioridad. Transcurrido el tiempo de incubacién de cada uno de
los tratamientos, estos fueron centrifugados a 6000 rpm en tupos Falcon de 15 ml. El
micelio obtenido se guardd a — 70 °C hasta ser utilizados para obtener RNA.

5.2. Extraccién de RNA total utilizando Trizol (Invitrogen).

Para extraer el RNA total de las muestras a analizar se utilizé TriZOL (Invitrogen), la

metodologia consta de los siguientes pasos:
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1. Se trituré el micelio hasta obtener un polvo fino con nitrégeno liquido y se
adicion6 1 ml de trizol, se transfirié el micelio con el trizol a un tubo eppendorf
nuevo y se incubd durante 5 minutos a 24 °C.

2. Se adicioné 200 pl de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 y se agito en vortex
durante 15 segundos seguido de una incubacion durante 3 minutos a 24 °C y
se centrifugaron a 12,000 rpm durante 10 minutos a 8 °C.

3. Posteriormente se transfirid la fase acuosa a un nuevo tubo y se adicionaron
500 pl de alcohol isopropilico. Se agitd en vortex durante 5 segundos y se
incubd durante 10 minutos a 24 °C y se centrifugo a 12,000 rpm durante 10
minutos a 8 °C. Se desecho el sobrenadante y se lavoé la pastilla adicionando
500 pl de etanol al 70% (preparado con agua con DEPC), se centrifugd a
12,000 rpm durante 10 minutos a 8 °C.

4. Finalmente se desech6 el sobrenadante y se dejé secar la pastilla, se
adicionaron 20 pl de agua con DEPC para resuspender la pastilla.

5.3. Disefo de oligonucledétidos para la amplificacion de los fragmentos de

los genes fluG, flbA y brlA en Fusarium oxysporum.

Para disefiar los oligos primero se identifica los genes que codifican las

proteinas de fluG, brlA 'y flbA en F. oxysporum

1. Se realizé una busqueda de las proteinas homélogas de cada uno de los genes en
UniprotKB donde es sistema da como resultado proteinas homélogas de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (strain race 1) (Panama disaese fungus) identificadas
como proteinas regulatorias de fluG, brlA y flbA.

2. Utilizando las secuencias de las proteinas homologas de fluG, brlA 'y flbA se realiz
un analisis tipo Pblast en la siguiente pagina:
www.broadinstitute.org/annotation/genome/fusarium_group/FeactureSearch.html
donde se reporta el genoma secuenciado de la cepa de F. oxysporum f. sp.
lycopersici MN25 que infecta a tomate.

3. El numero de genes homologos fueron alineados utilizando el programa ClustalW

para identificar las regiones con homologia de las cuales se seleccionaron algunas
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para disefiar los oligonucledtidos especificos que fueron utilizados para el analisis

de expresion diferencial.

4. Para el disefio de los oligos de acuerdo con los datos ya obtenidos se utilizé la

pagina www.ncbi.nlm.nih.gov/tolos/primer-blast/ con base a los resultados de la

pagina se obtuvieron 10 pares de oligonucledtidos. El oligonucle6tido que se

seleccionod fue en base a su tm (melting temperatura) y al porcentaje de GC.

Cada uno de los pares de oligonucleotidos disefiados amplificaron un solo

fragmento entre 250 — 521 pb lo cual demostrd su especificidad. Se demostré que la

tm tedrica para los diferentes pares de oligonucleétidos oscilaba entre 64.5 y 69.7

(tabla 1) y la temperatura de alineamiento durante la amplificacion de los fragmentos

génicos era entre 60 y 66.2 °C (Tabla 2). Asimismo se determiné el numero de ciclos

Optimos para la amplificacién de los genes por PCR usando cDNA obtenido mediante

por RT-PCR. Se probaron 20, 25, 30 y 35 ciclos para cada uno de los genes. Se

observé que para fluG la amplificacion a los 30 ciclos fue lineal, para flbA 25 ciclos y

para brlA 35 ciclos.

Tabla 1. Oligonucledtidos disefiados para amplificar cada uno de los genes de

crecimiento y esporulacion de Fusarium oxysporum y los valores tedricos de tm

Gen Secuencia nucleotidica Longitu Tm % GC Fragmento
d (pb) (°C) gDNA cDNA
brlA GAGCCATGTGCAAGTGTGAC 21 65.0 55.00 336 250
CGCTCCTCCTGCTCAATAACA 22 66.7 52.38
fluG GTTTCTGCTCCGTCATCTTTGG 22 67.2 50.00 366 317
AGTTGATGGGTCGGGGGATTT 21 69.7 52.38
flbA AGCTTCAACGCAGGTATCCAA 22 66.0 47.62 521 437
TGATACCCTTGGACGTTGGT 20 64.5 50.00
Actina CTCTCTTCCAGCCTTCTGTCC 21 64.7 57.14 295 263
AGCAAGAATGGAACCACCGAT 21 67.0 47.62
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Tabla 2. Temperaturas de alineamiento, numero de ciclos y tamafio de los fragmentos
amplificados de los genes brlA, flbA 'y fluG.

Gen Secuencia nucleotidica Tm No de Fragmento
(°C) ciclos gDNA cDNA
brlA GAGCCATGTGCAAGTGTGAC 61.5 35 336 250
CGCTCCTCCTGCTCAATAACA
fluG GTTTCTGCTCCGTCATCTTTGG 66.2 30 366 317
AGTTGATGGGTCGGGGGATTT
flbA AGCTTCAACGCAGGTATCCAA 60.0 25 521 437
TGATACCCTTGGACGTTGGT
Actina CTCTCTTCCAGCCTTCTGTCC 60.5 30 295 263

AGCAAGAATGGAACCACCGAT

5.4. Determinacion semi-cuantitativa de la expresion de los genes fluG, brlA'y
flboA mediante transcripcion inversa (RT) seguida por reaccién en cadena de
polimerasa (PCR).

Se obtuvo RNA de las diferentes condiciones ya mencionadas para la sintesis de
cDNA.

l. Preparacion de la muestra de RNA para eliminar contaminacion por
DNA.

Las muestras de RNA se trataron con DNasa agregando en un tubo para
microcentrifuga 1 ug de RNA muestra, 1 pl 10X DNasa, 1 Reaction Buffer, 1 ul DNasa
I, Amp. Grade 1 V/uly 10 ul de agua con DEPC.

Una vez preparada la mezcla de reaccion se incub6 el tubo por 15 min a temperatura
ambiente, transcurrido el tiempo de incubacién se inactivé la DNasa por calentamiento
a 65°C durante 10 minutos
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. Sintesis de cDNA.

Se le afadi6é a la muestra tratada con DNasa 1 pl de oligo dt 12-18, 1 ul de dNTP’s y
10 pl de agua destilada estéril. Se incubd la mezcla a 65°C durante 5 minutos
inmediatamente se paso6 en hielo y se afiadieron los siguientes reactivos 4 pul de
buffer 5X, 2 ul de DTT 0.1 My 1 ul de RNasa out. Se mezclé el contenido del tubo y
se incubdé a 42 °C durante 2 minutos, en seguida se afiadi6 1 pl (200 U) de
SuperScript Il RT y se incub6 a 42 °C durante 50 minutos.

Para inactivar la reaccion se empleé una temperatura de 70 °C durante 15 minutos.

Reaccion de cadena de polimerasa (PCR).

El programa de amplificacion fue el siguiente: desnaturalizacion inicial, 94°C por 2
minutos; desnaturalizacién: 30 ciclos 94 por 15 segundos; alineamiento: 55°C por 30
segundos; extension: 68°C por un minuto y extensién final: 68°C por 5 minutos. Se
corrieron los geles en agarosa al 1.5% y fueron vistos en el foto documentador.

Para medir la intensidad de las bandas se utilizé el programa ImageJ

6. Viabilidad de las esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense

tratadas con ANA por medio de una técnica colorimetria utilizando Alamar Blue

1. Se utiliz6 una suspension de esporas de 1 x 107 para inocular 10 ml de medio
de cultivo liquido con los siguientes tratamientos:

- Medio de cultivo PDB.

- Medio PDB + F. oxysporum f sp cubense

- Medio PDB + F. oxysporum f sp cubense + ANA 5 mM.

- Medio PDB + F. oxysporum f sp cubense + ANA 10 mM.
Cada tratamiento con tres repeticiones. Un set de matraces idénticos se utilizé para F.
oxysporum f. sp. lycopersici.

2. Todos los matraces se incubaron a 28 °C durante un tiempo de 24 horas.

3. Trascurrido el tiempo de incubaciéon, se colocaron 90 ul de cada uno de los

tratamientos en una placa de Elisa.
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4. Se afiadi6 10 pl del reactivo de alamar blue en una cantidad igual al 10% del
volumen del pozo y se incubaron durante un tiempo de 4 horas a 37 °C.

5. La placa se retir6 una vez transcurrido el tiempo de incubacion y se midié la
absorbancia a 570 y 600 nm.

6. Para calcular el % de reduccion del alamar usando lecturas de absorbancia se

utilizé la férmula que se presenta a continuacion

% de Reduccionde = (Exi600 * Aszg) = (Egyg370 * Aggg)  * 100
Alamar Blue (Exg370 % Copg) = (Eeg600 x Csgo)

Donde:

Eox 570 = Coeficiente de extincion molar (E) del reactivo de alamar Blue
oxidado a 570 = 80586

Eoxi 600 = E del reactivo alamar blue oxidado a 600 nm = 117216
Aszp=absorbancia de los pocillos de ensayo a 570 nm

Asoo= Absorbancia de los pocillos d ensayo a 600 nm.

Ereq 570 = E del reactivo de alamar blue reducido a 570= 155677

Ereq 600= E del reactivo de alamar blue reducido a 600 = 14652

Cs70 = Absorbancia del control negativo (medio mas alamar blue sin células a
570 nm)

Ceoo= Absorbancia del control negativo (medio mas alamar blue sin células a
600 nm)

7. Viabilidad de las esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp.
cubense tratadas con ANA por medio de una técnica de tincion con

colorantes fluorescentes loduro de propidio y naranja de acridina

1. Se utilizé una suspensién de esporas de 1 x 10’ para inocular 10 ml de medio

de cultivo liquido con los siguientes tratamientos:
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Medio de cultivo PDB.

Medio PDB + F. oxysporum f. sp. cubense

Medio PDB + F. oxysporum f. sp. cubense + ANA 5 mM.
Medio PDB + F. oxysporum f. sp. cubense + ANA 10 mM.

Cada tratamiento con tres repeticiones.

Un set de matraces se idénticos se utilizé para F. oxysporum f. sp. lycopersici

2. Todos los matraces se incubaron a 28 °C durante un tiempo de 72 horas.

Después de la incubacion cada una de las muestras de los tratamientos se
centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y la
pastilla se disolvio en un mililitro de agua destilada estéril, se realizaron dos
lavados més haciendo el procedimiento anterior.

La pastilla se re suspendié en 200 pl de agua destilada estéril.

5. De la muestra anterior se tomaron 50 pl y se agregaron 50 ul agua destilada

estéril, se agregaron 20 pl de loduro de propidio al 2% y 40 ul naranja de
acridina al 1%.

Se protegen de la luz y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos
en obscuridad.

Se separaron las células del colorante mediante centrifugacién 10000 rpm
durante 5 minutos y se resuspende la pastilla en 100 pl de agua destilada.

Se tomaron 10 ul de cada una de las muestras y se colocan en un portaobjetos
para realizar las observaciones.

La observaciones se realizaron en un microscopio (BX50, Olympus, Japdn)
utilizando objetivo 20X/0.50, UPlan-FL (a - 0.17). Los métodos de iluminacion
consistieron en luz incandescente (LAmpara de Halégeno, IOUSH, Japon) y luz
ultravioleta con lampara de vapor de mercurio (OSRAM, México) y filtros de
excitacion a 450 a 550 nm para naranja de acridina y 550-600 nm para ioduro
de propidio. La adquisicion de imagenes se realiz6 con una camara de alta
sensibilidad para fluorescencia Infinity3 (Lumenera, Canada) sincronizada a

traves del programa Image Pro Premier 9.1 (Media Cybernetics, EUA).
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V. RESULTADOS

1. Incidencia de Fusarium en suelo de zonas productoras de platano

La incidencia de Fusarium en los suelo de zonas productoras de platano se realizo
mediante el método de diluciébn del suelo tal como se indica en metodologia
experimental. En las muestras de suelos de las diferentes zonas bananeras de México
se identificaron poblaciones con caracteristicas morfologias de Fusarium. Como se
puede observar no existen grandes diferencias en el numero total de unidades
formadoras de colonia por gramo de suelo, ya que el exponencial es el mismo, 10°
(Tabla 3). Sin embargo cuando se calcula la incidencia de los Fusaria es interesante
notar que los suelos del estado de Veracruz tienen una incidencia mas alta que los

otros suelos analizados.

Tabla 3. Numero total de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) e Incidencia del

Genero Fusarium en suelos de zonas bananeras de México

Origen de Poblacién Poblacién con Incidencia de con
Suelo fungica total caracteristicas de caracteristicas de
UFC/gr Fusarium UFC/gr Fusarium
Chiapas 7x10° = 3x10° 73 43% b
Michoacéan 6x10° * 3x10° * 50% b
Veracruz 6 x 10° * 5x10° *73 83% a
Tabasco 8 x 10° =361 5x10° *2 62% ab

UFC= Unidades Formadoras de Colonia. Los valores son media de tres repeticiones, + Desviacion

Estandar, Duncan (p=0.05)

1.1 Aislamiento de los hongos con caracteristicas macro y microscopicas
de especies de Fusarium.

Las colonias con caracteristicas macroscoépicas similares del género Fusarium, tales
como: crecimiento algodonoso aéreo, afelpado o polvoso, de color blanco, violeta,
naranja, amarillo o rosa fueron aislados por colonia gigante. Una vez desarrollados
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(7dias) se tomaron inéculos para realizar observaciones microscépicas por medio de
la técnica directa y confirmar la presencia de micro y macroconidias

1.1.1 Suelo de Michoacan

En este suelo se aislaron cuatro diferentes tipos de colonias: SFM1, colonias de
crecimiento lento (2 cm / 7 dias), algodonosas con coloracién blanca y morado rojizo;
SFM2, colonias de crecimiento rapido (8 cm/ 7 dias) con micelio aéreo de color crema
a beige; SFM3 colonia de crecimiento lento de coloracion violeta claro; SFM4, colonia
de crecimiento lento de aspecto afelpado, color blanco y rosa en el medio y pigmento

color violeta en el reverso del medio.

Figura 3. Aislados del suelo del estado de Michoacan crecidos en medio de cultivo PDA,
(SFM1) Colonia algodonosa color morado-rojizo; (SFM2) Colonia amarillo-beige con poco
micelio algodonoso aéreo (SFM3); Colonia algodonosa color morado y (SFM4) Colonia
algodonosa color blanco.

1.1.2 Suelo de Veracruz.
En este suelo se aislaron seis diferentes tipos de colonias: SFV1, colonia con

abundante micelio aéreo con coloracién claro, en el centro de la colonia se observé
coloracion rosa intenso, el reverso de la colonia mostré pigmentaciones rosa intenso;

SFV2, colonia de aspecto algodonoso y polvoso, color rojizo con poco micelio aéreo;
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SFV3, colonia con poco micelio aéreo algodonoso con coloracion rosa claro y en el
centro se observo una coloracion rosa-rojiza; SFV4 colonia algodonosa color blanco
con poco micelio aéreo, en el reverso de la caja se observd poca coloracion violeta-
claro; SFV5, colonia algodonosa con poco micelio aéreo con coloracion rosa claro el
reverso presentd en el centro pigmentaciones rosa intenso y SFV6, colonia
algodonosa con abundante micelio aéreo con coloracién violeta claro, el reverso de la

colonia presento la misma coloracion (Fig. 4).

Figura 4. Morfologia colonial de los aislados del suelo del estado de Veracruz crecidos en
medio de cultivo PDA. (SFV1) Algodonosa color rosa (SFV2) Algodonosa color rojiza (SFV3)
Algodona color rosa claro, (SFV4) Algodonosa blanca, (SFV5) Algodonosa color rosa claro y

(SFV6) Algodonosa color violeta claro.

1.1.3 Suelo de Chiapas
En este suelo se aislaron nueve diferentes tipos de colonias: SFCH1, colonia

algodonosa con abundante micelio aéreo, color blanco y centro violeta claro, el
reverso de la colonia se observé con coloracién violeta claro; SFCH2, colonia afelpada
de coloracion amarilla, el reverso de la colonia color beige; SFCH3, colonia

algodonosa con abundante micelio aéreo color blanco, el reverso de la colonia con
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pigmentacion violeta claro y el centro violeta intenso; SFCH4, colonia algodonosa con

abundante micelio aéreo color blanco, el reverso blanco.

Figura 5. Morfologia colonial de aislados de suelo del estado de Chiapas crecidos en medio
de cultivo PDA. (SFCH1) Algodonosa color blanco y centro violeta claro (SFCH2 Algodonosa
color amarillo-beige (SFCH3) Algodona blanca, (SFCH4) Algodonosa blanca, (SFCH5)
Algodonosa color rosa claro (SFCH6) Algodonosa blanca y centro color violeta, (SFCH7 y
SFCHS8) Algodonosa color amarillo claro con pigmentacién marrén y (SFCH9) Algodonosa con

coloracién blanca y violeta.

SFCHD5, colonia algodonosa con poco micelio aéreo, con dos tipos de colores rosa y
violeta claro, el reverso de la colonia color violeta. SFCH6, colonia algodonosa con

abundante micelio aéreo de coloracion blanca y centro violeta intenso, el reverso de la
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colonia color violeta claro; SFCH7, colonia algodonosa con poco micelio aéreo, de
coloracion amarilla, el reverso de la colonia presento pigmentaciones color marron.

SFCH8 colonia algodonosa color amarillo-beige con poco micelio aéreo, las
pigmentaciones marrones que presento se observaron solo en algunos segmentos de
la colonia y SFCH9, el crecimiento de este tipo de colonias fue muy variable, colonias
con y sin micelio aéreo de coloracion morado-rojizo, el reverso de la colonia se

observo color amarillo claro (Fig.5).

1.1.4 Suelo de Tabasco

Los aislados en suelo de Tabasco presentaron las siguientes caracteristicas:
SFT1 colonia algodonosa color amarillo con poco micelio aéreo algodonoso algunos
segmentos de la colonia de pigmentacion color marrén claro y SFT2 colonia
algodonosa con poco micelio aéreo color blanco y presentd pigmentacion color violeta

claro (Fig. 6).

Figura 6. Morfologia colonial de aislados del suelo de Tabasco con caracteristicas de
Fusarium crecidos en medio de cultivo PDA. (SFT1) Algodonosa color amarillo-marrén y
(SFT2) Algodonosa blanca.

1.2 Identificacion microscoOpica de las especies de Fusarium.

Todas las colonias aisladas de los diferentes suelos fueron observadas por
microscopia en preparaciones directas a partir de cultivos de 7 dias de incubacién.

Las colonias SFM1, SFM3, SFCH9 y SFV2, con coloracion morado-rojizo presentaron
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micelio muy delgado y microconidas de dos tipos: alargadas y redondas (Fig. 7a) y no
presentaron macroconidas. La ausencia de estas estructuras no permitid hacer una
identificacion de especie de estas colonias. Las colonias SFCH1, SFCH3, SFCHS6,
SFV4, SFV6 y SFT2 algodonosas con abundante micelio aéreo de coloracion violeta
claro presentaron microconidias abundantes en forma recta y algunas se observaron
poco curvadas y escasas macroconidias se observaron alargadas moderadamente

curvadas en los extremos (Fig. 7b).

De acuerdo con las caracteristicas ya descritas de micro y macroconidas y
forma de crecimiento se identificaron estos aislados como F. oxysporum. Las colonias
SFCH7, SFCH8 y SFT1 algodonosas con poco micelio aéreo de coloracion amarillo-
marron las macroconidas presentes en este tipo de colonias fueron curvadas de 3 a 5
septas transversales (Fig. 7c), la identificacion de este aislado de acuerdo a las
caracteristicas de las macroconidias fue F. sambucinum. Las colonias SFM2
algodonosas con coloracion beige-amarillo claro se observaron macroconidias
alargadas, fusimormes moderadamente curvadas o curvadas, de 3 a 7 septos
transversales (Fig. 7d). De acuerdo a lo descrito este aislado se identific6 como F.

solani.

Las colonias SFCH4, SFCH5, SFV3 y SFV5 algodonosas color rosa-violeta
claro presentaron abundantes microconidias y pocas macroconidias, las microconidias
fueron de formas variadas: cilindricas, ligeramente curvadas y rectas (Fig. 7e). En
cuanto a las macroconidias presentaron formas alargadas, poco curvadas y delgadas
en los extremos, basandonos en estos datos los aislados se identificaron como F.
moniliforme. Las colonias SFM4 y SFCH2 presentaron Unicamente microconidias
rectas delgadas y cilindricas (Fig. 7f). La ausencia de estas estructuras no permitié

hacer una identificacion de especie de estas colonias.
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Figura 7. Morfologia microscopica de microconidias y macroconidias de aislados de los

suelos de suelos de zonas productoras de platano vista 40X.

1.3 Identificacion molecular de los aislados de suelo por amplificacion de la

region 5.8 S ITS1-ITS4 de los genes ribosémicos.

La identificacion molecular de cada uno de los aislados se realizo obteniendo el
DNA de cada una de ellas y su integridad se verificé por electroforesis (Fig. 8). En
esta identificacion se utilizaron el par de primers especificos que amplifico el
fragmento esperado de DNA de 250-280 pb en los 21 aislamientos (Fig. 9).
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Figura 8. Andlisis de DNA de
aislados en agarosa 1%. Carril 1.
Marcador de peso molecular 1 Kb;
Carriles 1-5. DNA de 5 aislados
diferentes del suelo de Michoacan
con caracteristicas de Fusarium.

600 pb

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 9. Analisis de productos de PCR
en agarosa 1%, de DNA de 3 aislados de
Michoacan. Carril 1. Marcador de peso
molecular 100 pb; Carril 1- 3 PCRs de
aislados de Michoacan.

Para la identificacibn de género y especie de los aislados, las secuencias

fueron alineadas y comparadas con las secuencias ya depositadas en bases de datos:

NCBI y Broad Institute. A partir de los 4 muestras de suelo analizadas de las zonas

productoras de platano, provenientes de diferentes regiones del pais se obtuvieron 21

aislados de Fusarium spp., pertenecientes a 5 especies: F. solani, F. oxysporum, F.

phaseoli, F. equiseti y F. brachygibbosum (Tabla 4).

Tabla 4. Caracterizacion molecular por alineamiento de las secuencias reportadas en

el banco de genes con las secuencias (ITS) de los genes rDNA de las especies de

Fusarium aisladas de suelo de zonas productora de platano (Chiapas, Michoacan,

Tabasco y Veracruz).

Nombre de la Especie identificada Numero de | S3
muestra’ acceso?
SFCH1 F. oxysporum KP903503 100%
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SFCH2 F. oxysporum KM203588 100%
SFCH3 F. oxysporum KJ938022 100%
SFCH4 F. oxysporum KP186123 100%
SFCH5 F. oxysporum KP942920 100%
SFCH6 F. oxysporum KM203588 100%
SFCH7 F. solani HQ176440 99%
SFCHS8 F. solani KM203607 100%
SFCH9 F. oxysporum f. sp. ciceris EU442584 100%
SFM1 F. phaseoli KR080812 100%
SFM2 F. solani KT250733 100%
SFM3 F. phaseoli KF717534 99%
SFM4 F. oxysporum f. sp. cubense HQ694500 100%
SFT1 F. equiseti EU332105 100%
SFT2 F. oxysporum f. sp. cubense KJ412508 99%
SFV1 F. brachygibbosum KP031674 99%
SFV2 F. phaseoli KF717534 100%
SFV3 F. oxysporum KR909396 100%
SFV4 F. oxysporum KM103328 100%
SFV5 F. oxysporum KJ774041 100%
SFV6 F. oxysporum KP942920 100%

'"Nombre otorgado a las cepas analizadas por localidad de recolecta (CH= Chiapas, M=Michoacan,

T=Tabasco y V=Veracruz). Base de datos NCBI (National Center of Biotechnology Information). *

indice de similaridad entre las secuencias de las especies aisladas y las especies compradas.

De todas las especies de Fusarium encontradas en suelos de las diferentes

regiones solo dos formas especiales pudieron ser identificadas por biologia molecular:

f. sp. ciceris y f. sp. cubense, Tabla 5.

Tabla 5. Especies identificadas de Fusarium del suelo de zonas productoras de

platano.
Estado Especies identificadas
Chiapas F. solani, F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. ciceris
Michoacan F. phaseoli, F. solani, F. oxysporum f. sp. cubense
Veracruz F. oxysporum, F. phaseoli, F. brachygibbosum
Tabasco F. oxysporum f. sp. cubense , F. equiseti

El numero de especie de Fusarium identificadas dentro de cada region fue

variable. Sin embargo, las especies de Fusarium oxysporum constituyeron el 47% de
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los aislamientos identificados y se aislaron de las cuatro zonas productoras de

platano. En dos regiones se identificd F. oxysporum f. sp. cubense

1.4 Arbol filogenético de los hongos aislados de suelo de zonas productoras de
platano.

Se observaron dos distintos clusters, la mayoria de las ramas se agrupa
dependiendo de la region geografica, excepto por F. brachygibbosum, F. phaseoli, F.
solani y F. equiseti. El aislado F. oxyspororum f. sp. cubense de Michoacan presenta
mayor diversidad genética y se agrupa en diferente rama. Los aislados de Tabasco se
agrupan muy cerca de los aislados de Chiapas, esto puede deberse a que estas
especies tienen un mismo ancestro de origen ya que son lugares cercanos y

conservan similitudes en sus secuencias (Fig.10).

1.00 p—=SFT5. F. equiseti

e SEM 2. F. OXySporum f sp cubense
0.99 SFCHa3. F. solani

0.85 SFCHA4. F. solani

1.00 SFV6. F. phaseoli

—t 0.15 SFM1. F. solani

0.22 SFM3. F. phaseoli

==L SFM4. F. phaseoli

SFV10. F. brachygibbosum
SFT2. F. oxysporum f sp cubense
SFCH1. F. oxysporum

SFCH5. F. oxysporum

SFCHY. F. oxysporum

SFCHB. F. oxysporum f sp ciceris
0.01 SFCHA10. F. oxysporum

0.02 SFV8. F. oxysporum

0.07 SFV10. F. oxysporum
=L SFVi5. F. oxysporum

0.63

0.98

0.09

Figura 10. Arbol filogenético. (MEGA 6. Test Neighbor-Joining Tree).
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2. Determinacién del efecto del Acido Naftalen acético (ANA) utilizando el pato-

sistema Solanum lycopersicum-Fusarium oxysporum en suelo en invernadero.
Para comprobar el efecto del Acido Naftalen acético sobre Fusarium se disefié
un pato-sistema utilizando como indicador indirecto plantulas de (Solanum

lycopersicum-F. oxysporum f. sp. lycopersici). Se realizaron dos experimentos.

Primer_experimento. Se sembraron semillas de jitomate en mezcla general, cuando

las plantas tenian 28 dias de edad, se separaron en grupos de seis plantas por
maceta y por triplicado para aplicar los siguientes tratamientos: a) plantas sin
Fusarium y sin ANA (control); b) Plantas con Fusarium y c) Plantas con Fusarium +
ANA 100mM. Se realizaron observaciones a los 2.5y 7 dias después de la aplicacion

de los tratamientos.

Las plantas inoculadas con F. oxysporum no presentaron ningun sintoma
caracteristico de la enfermedad que causa este hongo a los 2.5 dias. Las plantas se
observaron sanas con las mismas caracteristicas de altura y color que las plantas
control. Sin embargo, las plantas con ANA 100 mM se marchitaron después de la
adicién de este compuesto (tabla 3). A los 7 dias ninguna de las plantas de cada
tratamientos present6 sintomas caracteristicos de marchitamiento como son manchas
foliares y/o marchitamiento vascular. Las plantas con 100 mM de ANA murieron a los
7 dias (Tabla 6, Fig. 11y 12).

Tabla 6. Efecto de la concentracién del ANA 100 mM sobre el desarrollo de plantulas
de Jitomate inoculas con F. oxysporum.

Tratamiento Numero de plantas Numero de plantas
Marchitas Sanas Marchitas Sanas
2.5 dias 7 dias
Plantas + Fusarium + 18 0 18 0
ANA
Plantas + Fusarium 0 18 0 18
Planta 0 18 0 18
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Figura 11. Plantas a los 2.5 dias después de los tratamientos: a) Plantas + F.
oxysporum + ANA 100 mM; b) Plantas + F. oxysporum y c¢) Plantas sin Fusarium y sin
ANA (Control). Experimento por triplicado con 6 repeticiones.

Figura 12. Estado fisico de las plantas tratadas con ANA siete dias después del
tratamiento.

Sequndo_experimento. Se sembraron semillas de jitomate en mezcla general,

cuando las plantas tenian 28 dias de edad, se separaron en grupos de seis plantas
por maceta y por triplicado para aplicar los siguientes tratamientos: a) plantas sin
Fusarium y sin ANA (control); b) Plantas con Fusarium y c) Plantas con Fusarium +

ANA 50 mM. Este experimento se monitoreo a los 2.5, 7, 35y 70 dias.
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A los 25 y 7 dias todas las plantas, con los diferentes tratamientos no
presentaron ningun sintoma de enfermedad, tal como se ilustra en la tabla 7 y se
observa en la Fig. 13.

Tabla 7. Efecto de la concentracion del ANA (50 mM) sobre el desarrollo de plantulas
de Jitomate inoculas con F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Tratamiento Numero de plantas Numero de plantas
Marchitas Sanas Marchitas Sanas
2.5 dias 7 dias
Plantas 0 18 0 18
Plantas + Fusarium 0 18 0 18
Planta + Fusarium + 0 18 0 18
ANA 50 mM

Experimento por triplicado con 6 repeticiones

Figura 13. Plantas a los 7 dias después de la aplicacion de los tratamientos: a)
Plantas + F. oxysporum + ANA 100 mM; b) Plantas + F. oxysporum y c) Plantas
control sin inoculacién y sin ANA. Experimento por triplicado con 6 repeticiones

Al realizar las mediciones de altura, grosor de tallo y floraciéon en las plantas de
jitomate a los 35 dias se encontré que existian diferencias entre los tratamientos. Las
plantas con los diferentes tratamientos no presentaron ningun sintoma de la

enfermedad y todas presentaron floracién.

Los andlisis de altura a los 35 dias muestran que el control (planta sin
inoculacién del patégeno y sin ANA) tiene la mayor altura, las planta + F. oxysporum +
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ANA 50 mM tienen menor altura pero no hay diferencias significativas con respecto al

control, las plantas con F. oxysporum presentaron el menor crecimiento (Fig. 14).

Figura 14. Altura en plantas de Jitomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici y tratadas con ANA 50 mM. 35 dias después de la inoculacion
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1) Planta control sin inoculacion de F. oxysporum y sin ANA; 2) Planta + F. oxysporum y 3).
Planta + F. oxysporum ANA 50 mM. Las barras representan la media de 3 repeticiones (6

plantas por cada repeticion) n=18. Duncan (p=0.05)

Para la variable grosor de tallo, no se encontraron diferencias significativas
entre tratamientos, se observan fluctuaciones entre 0.02 a 0.17 mm entre los

tratamientos (Fig. 15).

Figura 15. Grosor de tallo en plantas de Jitomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici y tratadas con ANA 50 mM. 35 dias después de la inoculacion
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1) Planta control sin inoculacién de F. oxysporum y sin ANA; 2) Planta + F. y 3) Planta + F.

oxysporum + ANA 50 mM. Las barras representan la media de 3 repeticiones (6 plantas por

cada repeticion) n=18. Duncan (p=0.05)

Las plantas con los diferentes tratamientos a los 70 dias no presentaron ningun
sintoma de la enfermedad. Al valorar la altura de las plantas tampoco se observo
ninguna diferencia entre los tratamientos. El analisis estadistico demostré que no

habia diferencias significativas (Fig. 16).

Figura 16. Altura en plantas de Jitomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici y tratadas con ANA 50 mM. 70 dias después de la inoculacién.
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1) Planta control sin inoculacion de F. oxysporum y si ANA; 2) Planta + F. oxysporum y 3) Planta + F.

oxysporum + ANA 50 Mm. Las barras representan la media de 3 repeticiones (6 plantas por cada

repeticion) n=18. Duncan (p=0.05).
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Con respecto al grosor de tallo, las plantas control y las plantas inoculadas con
F. oxysporum f. sp. lycopersici mostraron valores similares (0.5-0.6 cm), en cambio las
plantas con 50 mM de ANA presentaron valores mas altos (1.0 cm ). Estas diferencias

son significativas (Fig. 17).

Figura 17. Grosor del tallo de plantas de Jitomate inoculadas con F. oxysporum f. sp.

lycopersici y tratadas con ANA 50 mM. 70 dias después de la inoculacion.
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1) Planta control sin inoculacion de F. oxysporum y sin ANA; 2) Planta + F. oxysporum y 3).
Planta + F. oxysporum + ANA 50 mM. Las barras representan la media de 3 repeticiones (6
plantas por cada repeticion) n=18. Duncan (p=0.05)

Con respecto al numero de frutos totales producidos por las plantas se encontrdé que
tanto las plantas control (no inoculadas) como las plantas inoculadas con el patdégeno
presentaron un menor numero de frutos, 15 y 8 respectivamente. Las plantas con el
patbgeno y ANA 50 mM produjeron 19. Las diferencias encontradas no son

significativas. (Fig. 18).
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Figura 18. Numero de frutos totales por planta de Jitomate inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici y tratadas con ANA 50 mM. 70 dias después de la

inoculacion.
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1) Planta control sin inoculacién de F. oxysporum y sin ANA; 2) Planta + F. oxysporum y 3)
Planta + F. oxysporum + ANA 50 mM. Las barras representan la media de 3 repeticiones (6

plantas por cada repeticién) n=18. Duncan (p=0.05)

3. Efecto del ANA sobre la poblacién de F. oxysporum f. sp. cubense (FOC)
inoculado en suelo de Michoacan contenido en recipientes en invernadero sin

indicadores indirectos

Para evaluar el efecto inhibitorio del ANA sobre F. oxysporum inoculado en
suelo se tomaron muestras de cada unidad experimental (cinco vasos por tratamiento)
y se hicieron diluciones seriadas, como se explica en Materiales y Métodos, para
determinar el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC). Las UFC contadas
fueron las que presentaron caracteristicas de Fusarium (algodonosas con micelio
aéreo color blanco y violeta claro). El niumero de UFC se determin6 a los 10 y 30 dias

de exposicién al ANA 10 mM.

A los 10 dias de incubacion el numero de UFC de Fusarium es bajo en el suelo

sin inoculacion (nimero de colonias), en cambio en el suelo inoculado encontramos
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9.4 x 10° UFC. En contraste en los tratamientos donde fue aplicado ANA el nimero de
UFC disminuy6 (Fig. 19).

Figura 19. UFC de F. oxysporum f .sp. cubense inoculado en suelo (1 x10’ esporas) y

tratado con ANA durante 10 dias a 28 °C.
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1). Suelo; 2) Suelo + FOC; 3) Suelo + ANA y 4) Suelo + FOC + ANA. Las barras
representan la media de 5 repeticiones.

A los 30 dias de incubacion, se encontr6 que el numero de UFC de F. oxysporum f.
sp. cubense aument6 a 1.18 x 10° en el tratamiento 1 (control sin ANA), el aumento
fue de 20.33%, En el suelo + ANA no se identificaron UFC con caracteristicas de F.
oxysporum. En el tratamiento 3, donde el suelo es inoculado con el hongo y tratado
con ANA se observa una reduccién de las UFC de 4.2 x10° a 2.8 x 10° lo que
corresponde a 33.33% (Fig. 20).
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Figura 20. UFC de F. oxysporum f. sp. cubense inoculado en suelo (1 x10’ esporas) y
tratado con ANA durante 30 dias a 28 °C.
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1). Suelo; 2) Suelo + FOC; 3) Suelo + ANA y 4) Suelo + FOC + ANA. Las barras
representan la media de 5 repeticiones.

4. Efecto del Acético Naftalen acético sobre F. oxysporum f. sp. lycopersici in

vitro

a. Determinacion del tiempo de germinacion de F. oxysporum f. sp. lycopersici

in vitro.

El tiempo de germinacién de microconidias y macroconidias de Fusarium
oxysporum se llevé a cabo en medio PDB utilizando placas de Elisa de 96 pozos las
cuales fueron inoculadas con una concentracién de inoculo de 1X10° esporas/pozo.
Se realizaron observaciones a las 3, 6, 8, 10, 12, 15 y 24 horas. Para establecer

diferencias se contaron las esporas en diferentes estadios de germinacion.

El primer estadio de la germinacion de las micro y macroconidias ocurre a las 6
horas con un porcentaje muy bajo (1. 49%). A las 8 horas se observan pequefias
germinulas en un 12.67%. A las 10 horas la germinula ha crecido 2 veces el tamafio

de las macroconidias. A las 12 horas la germinula alcanzo 3 veces el diametro de una
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macroconidia; a las 15 horas la mayoria de las esporas han germinado (63.26%) y se
observa la formacion de micelio y a las 24 horas solo se observa crecimiento micelial.
tal como se ilustra en la Fig.21. Los resultados son promedio de 5 repeticiones de

cada tiempo y por cada repeticion se observaron 10 campos (Tabla 8).

Tabla 8. Tiempo de germinacion de esporas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Tiempo de incubacion de % de germinacion
las esporas (horas)

3 0

6 1.49
8 12.67
10 17.40
12 21.03
15 63.26
24 100

Los valores son media de cinco repeticiones y 10 campos por cada repeticion.

Figura 21. Etapas de la germinacion de esporas de Fusarium oxysporum en medio PDB. (A)
Esporas sin germinar; (B) Macroconidias con protuberancia (C) Micro y macroconidias con
germinula; (D) Germinula diametro de 2 a 3 veces tamafio de la espora; (E) Germinula con 5 o
mas veces el didmetro de macroconidia y (F) Micelio.
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4.2 Efecto de la concentracion minima inhibitoria de ANA sobre la
germinacién de esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici.

El efecto del ANA sobre la germinacion de esporas de Fusarium oxysporum se
evaluo contando las esporas germinadas y no germinadas después de 24 horas de
exposicion a diferentes concentraciones del compuesto. Las esporas incubadas solo
en PDB presentaban crecimiento micelial (Fig. 22 A y D). Las esporas expuestas a
ANA se vieron afectadas draméticamente ya que la germinacién se inhibié totalmente
(Tabla 9). También se observdé que mayor concentracion de ANA ocurre destruccion

de las esporas Fig. 22 B, C,Ey F.

Tabla 9. Efecto de diferentes concentraciones del Acido Naftalen Acético sobre la

germinacion de Fusarium oxysporum en medio PDB.

PDB + % de germinacién a
ANA (mM) las 24 h
0 100
10 0
25 0
50 0
100 0

Media de 5 repeticiones por tratamiento.
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Figura 22. Crecimiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici con diferentes concentraciones de Acido
Naftalen Acético. A y D) F. oxysporum en medio PDB sin ANA; B) F. oxysporum + ANA 10 mM; C) F.
oxysporum + ANA 25 mM; E) F. oxysporum + ANA 50 Mm y F) F. oxysporum + ANA 100 mM.

4.3 Efecto de la concentracién minima inhibitoria de ANA sobre el crecimiento

de F. oxysporum f. sp. lycopersici.

Los resultados obtenidos muestran que F. oxysporum crece (100%) de forma normal
cuando no se le adiciona ANA, mientras que la adicion de diferentes concentraciones
del compuesto afectan el crecimiento notablemente, concentraciones bajas de ANA
(5 mM) el hongo solo crece 1.3% (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto del Acido Naftalen Acético en diferentes concentraciones en el

crecimiento de Fusarium oxysporum.

Concentracion de ANA Peso seco de micelio
mM mg
0 8566 +35.81
5 1.52 +0.31
8 088 +0.39
10 0.4 *03¢
25 O +0.00
50 O + 0.00

Los valores representan media de cinco repeticiones.
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Figura 23. Efecto del Acido Naftalen Acético sobre Fusarium oxysporum A) F. oxysporum sin
ANA,; B) F. oxysporum + ANA 5mM; C) F. oxysporum + ANA 8 mM; D) F. oxysporum + ANA
10 mM; E) F. oxysporum + ANA 25 mM y F) F. oxysporum + ANA 50 mM.

5. Efecto del ANA sobre la transcripcion de los genes reguladores del crecimiento
vegetativo fIbA y fluG y de esporulacion brlA de F. oxysporum f. sp. lycopersici

y f. sp. cubense.

Se obtuvo RNA de F. oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense incubado en
diferentes condiciones de cultivo, tal como se describe en la seccién de métodos
experimentales. Las concentraciones de los diferentes RNAs obtenidos fueron de 975-
2000 ng/ul con una relacion de 260/280 de 1.7 - 2.0.

Se disefiaron los oligos de flbA, fluG y brlA, se determin6 la Tm de cada uno de
los pares de oligos y se realizé la normalizacion de las condiciones de PCR (nimero
de ciclos). Finalmente mediante RT-PCR semi-cuantitativo se verific6 si existe
expresion diferencial de los genes reguladores de crecimiento y esporulacion fluG,
flbA 'y brlA, los resultados se describen a continuacion:

5.1. a Cultivo de F. oxysporum f. sp. lycopersici pre-incubado 6 hrs y expuesto al
ANA 5y 10 mM durante 3 horas para determinar los niveles de transcripcion de
los genes flbA, brlAy fluG

Los cultivos pre-incubados 6 horas permiten la germinacion de las esporas del
hongo, ya que se demostré anteriormente que al adicionar ANA a las esporas desde
tiempo cero se inhibe completamente la germinacién. Una vez que se confirmd, por
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microscopia de luz, que las esporas ya habian germinado se adicion6 el ANA en
diferentes concentraciones en matraces separados. Bajo estas condiciones no hubo
transcripcion de los genes flbA, brlA y fluG, ni en el control ni en ninguno de los dos
tratamientos con ANA (5 mM y 10 mM). Como se observa en la parte superior de la
tabla 11 en comparacién con los niveles de transcripcion de la actina en la parte

inferior de la misma.

Tabla 11. Expresion de los genes brlA, fluG y flbA de F. oxysporum f. sp. lycopersici

con 3 horas de exposicién al ANA. Con un tiempo total de incubacién de 9 horas.
flbA BrlA FluG

C |[5mM [10mM | C 5mM |10mM | C 5mM | 10 Mm

Tres repeticiones llevadas a cabo con oligonucleétidos especificos

5.2b Cultivo de F. oxysporum f. sp. cubense pre-incubado 6 hrs y expuesto a
ANA 5y 10 mM durante 3 horas para determinar los niveles de transcripcion de
los genes flbA, brlAy fluG

Bajo estas condiciones los genes flbA y brlA no se expresaron ni en el control ni en los
tratamientos con ANA (5 y 10 mM). El gen fluG solo se expres6 cuando el hongo se
incubo sin ANA (control). Como se observa tabla 12 en la imagen superior de la

tercera fila.
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Tabla 12. Expresion de los genes brlA, fluG y flbA de F. oxysporum f. sp. cubense
con 3 horas de exposicion al ANA. Tiempo total de incubacion de 9 horas

flbA BrlA fluG
C 5mM |10mM |C 5mM 10 mM C | 5mM 10 mM
f = '

Tres repeticiones llevadas a cabo con oligonucleétidos especificos.

Cuando se mide expresion relativa de del gen con Imaged se confirmd los datos

anteriormente descritos (Fig. 12a)

Figura 12a. Expresion relativa del gen fluG de F. oxysporum f. sp. cubense cultivado

con ANA a 5y 10 mM. 6 hrs de pre-incubacién y 3 hrs de exposicion al ANA. 9 hrs de

incubacion total.
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Las barras representan la media de tres repeticiones, llevados a cabo con oligonucleétidos especificos

y normalizados con B-actina

58



5.3a Cultivo de F. oxysporum f. sp. lycopersici pre-incubado 6 hrs y expuesto a
ANA 5y 10 mM durante 48 horas para determinar los niveles de transcripcion de
los genes fIbA, brlAy fluG

Al aumentar el tiempo de exposicion (48 hrs) del hongo al ANA, los niveles de
transcritos de los genes brlA y flbA fue negativa tanto en el control como en los
tratamientos con ANA. En cambio, la transcripcion del gen fluG ocurre tanto en el
control como en presencia de ANA 5 mM. Cuando la concentracion de ANA es 10

mM, no ocurre la transcripcion de este gen (Fig. 23).

Figura 24. Expresion relativa del gen fluG de F. oxysporum f. sp. lycopersici cultivado
con ANA a 5y 10 mM. 6 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA. 54 hrs de

incubacion total.
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Las barras representan la media de tres repeticiones, llevados a cabo con oligonucleétidos especificos

y normalizados con B-actina. Duncan (p=0. 05)

5.3b Cultivo de F. oxysporum f. sp. cubense pre-incubado 6 hrs y expuesto a
ANA 5y 10 mM durante 48 horas para determinar los niveles de transcripcion de

los genes fIbA, brlAy fluG.

La transcripcion de los genes brlA y flbA en F. oxysporum f. sp. cubense fue
negativa tanto en el control como en los tratamientos con ANA. En cambio, la

transcripcion del gen fluG ocurre tanto en el control como en presencia de ANA 5 mM.
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Cuando la concentracion de ANA es 10 mM, no ocurre la transcripcion de este gen.
(Fig. 25)

Figura 25. Expresion relativa del gen fluG de F. oxysporum f. sp. cubense cultivado
con ANA a 5y 10 mM. 6 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA. 54 hrs de

incubacion total.
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Las barras representan la media de tres repeticiones, llevados a cabo con oligonucleétidos especificos
y hormalizados con B-actina. Duncan (p=0.05)

5.4a Cultivo de F. oxysporum f. sp. lycopersici pre-incubado 12 hrs y expuesto a
ANA 1y 5 mM durante 24 horas para determinar los niveles de transcripcion de
los genes fIbA, brlAy fluG

La pre-incubacion del hongo durante 12 hrs permitié que las germinulas presentaran
mayor crecimiento que a las 6 hrs de pre-incubaciéon. Esta condicion podria asegurar
la transcripcion de los genes de interés en los controles y permitiria detectar el efecto

del ANA 1y 5 mM sobre los mismos.

En estas condiciones los transcritos del gen brlA se observaron tanto en el control
como en los tratamientos con ANA (1 y 5 mM). Al determinar la expresion relativa se
encontré que los niveles de transcritos del gen fueron mayores en el control y se
reducen cuando en hongo se cultivd en presencia del ANA. A mayor concentracion de

ANA (5 mM) menor expresion relativa (Fig. 26).
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Figura 26. Expresion relativa del gen brlA de F. oxysporum f. sp. lycopersici cultivado

con ANA 1y 5 mM. 6 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA. 54 hrs de

incubacion total.
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Las barras representan la media de tres repeticiones, llevados a cabo con oligonucleétidos especificos

y normalizados con B-actina. Duncan (p=0.05)

En las condiciones de cultivo antes descritas no se detectd transcripcion del gen flbA

ni en el control ni en los tratamientos con ANA (1 y 5 mM), Fig. 27.

Figura 27. Expresion relativa del gen flbA de F. oxysporum f. sp. lycopersici cultivado

con ANA aly5 mM. 6 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA. 54 hrs de

incubacion total.
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Las barras representan la media de tres repeticiones, llevados a cabo con oligonucleotidos especificos

y normalizados con B-actina. Duncan (p=0.05).

61



En estas condiciones se observo la transcripcion del gen fluG tanto en el control como
en los tratamientos con ANA (1 y 5 mM). Al medir la expresion relativa de este gen, los
resultados muestran que la mayor expresion de fluG fue en control sin ANA y dicha
expresion disminuye conforme aumenta la concentracion del ANA, viéndose mas

afectada con una concentracion de 5 mM (Fig. 28).

Figura 28. Expresion relativa del gen brlA de F. oxysporum f sp lycopersici cultivado
con ANA a1y 5 mM. 6 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA. 54 hrs de

incubacion total.
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Las barras representan la media de tres repeticiones, llevados a cabo con oligonucleétidos especificos

y normalizados con B-actina. Duncan (p=0.05).

5.4b Cultivo de F. oxysporum f. sp. cubense pre-incubado 12 hrs y expuesto al
ANA 1y 5 mM durante 24 horas para determinar los niveles de transcripcién de
los genes fIbA, brlAy fluG

Los resultados que se obtuvieron cuando se utiliza F. oxysporum f. sp. cubense con
las condiciones ya descritas se observé que la expresion del gen brlA en todos los
tratamientos. Al medir la expresion relativa de este gen, los resultados muestran que
el control presento altos niveles de transcritos. Los valores mas altos de expresion se
observaron con ANA 1 mM (Fig. 29). La expresion del gen brlA disminuye con ANA 5
mM. Estos resultados indican que el compuesto no tiene un efecto negativo sobre este

gen cuando se utilizan concentraciones de ANA 1 mM.
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Figura 29. Expresion relativa del gen brlA de F. oxysporum f. sp. cubense cultivado
con las concentraciones 1 y 5 mM de ANA. 12 hrs de pre-incubacion y 24 hrs

exposicion al ANA. 36 hrs de incubacion total.
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Las barras representan la media de tres repeticiones, llevados a cabo con oligonucleétidos especificos

y normalizados con B-actina. Duncan (p=0.05)

En las condiciones de cultivo no hubo niveles transcritos del gen flbA ni en el control ni

en los tratamientos con ANA (1 y 5 mM), Fig. 30.

Figura 30. Expresion relativa del gen flbA de F. oxysporum f. sp. cubense cultivado
con las concentraciones 1 y 5 mM de ANA. 12 hrs de pre-incubacion y 24 hrs
exposicién al ANA. 36 hrs de incubacién total.
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Las barras representan la media de tres repeticiones, llevados a cabo con oligonucleétidos especificos

y normalizados con B-actina. Duncan (p=0.05).
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En estas condiciones se observo la transcripcion del gen fluG tanto en el control como
en los tratamientos con ANA (1 y 5 mM). Al medir la expresion relativa de este gen, los
resultados muestran que el control presentd bajos niveles de transcritos, los
tratamientos con ANA (1 y 5 mM) presentaron mayor expresion de este gen. Donde la

mayor expresion se observo con la concentraciéon de ANA 1 mM (Fig. 31).

Figura 31. Expresion relativa del gen fluG de F. oxysporum f. sp. cubense cultivado
con ANA a 1y 5 mM. 12 hrs de pre-incubacion y 24 hrs exposicion al ANA. 36 hrs de

incubacion total.
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Las barras representan la media de tres repeticiones, llevados a cabo con oligonucleétidos especificos

y normalizados con B-actina. Duncan (p=0.05)

5.5a Cultivo de F. oxysporum f. sp. lycopersici pre-incubado 12 hrs y expuesto a
ANA 5y 10 mM durante 48 horas para determinar los niveles de transcripcion de
los genes fIbA, brlAy fluG

Con base a los resultados del experimento anterior se cambiaron las condiciones del
experimento. Se aumentd la concentracion de ANA a 5y 10 Mm, y el tiempo de

exposicion del hongo con el compuesto (48 hrs).

En estas condiciones de cultivo el gen brlA se expresé en todos los tratamientos. La
mayor expresion se observo en el control (sin ANA), después en el tratamiento con
ANA 5 mM y la menor expresion del gen fue en ANA 10 mM (Fig. 32). Los analisis

estadisticos muestras que no hay diferencia significativa entre el control y la
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concentracion de ANA 5mM pero si hay diferencia significativa entre el control y la

concentracion de ANA 10 mM.

Figura 32. Expresion relativa del gen brlA de F. oxysporum f. sp. lycopersici cultivado
con ANA a5y 10 mM. 12 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA (60 hrs de

incubacion total).
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Las barras representan la media de tres experimentos independientes, llevados a cabo con

oligonucleoétidos especificos y normalizados con -actina. Duncan (p=0.05)

En estas condiciones de incubacion la transcripcion del gen flbA no ocurrio ni en el
control ni en los tratamientos con ANA (5 y 10 mM), tal como se observa en la Fig. 33

.Figura 33. Expresion relativa del gen flbA de F. oxysporum f. sp. lycopersici cultivado
con ANA a5y 10 mM. 12 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA. 60 hrs de

incubacion total.
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Los transcritos del gen fluG se encontraron, tanto en el control como en los
tratamientos con ANA (5 y 10 mM). La mayor expresion relativa de este gen ocurrio en
el control (cultivo sin ANA). Esta expresion disminuye cuando el hongo se cultivd con
ANA 5 mM, con ANA 10 mM la transcripcion se inhibe completamente (Fig. 34). Los
andlisis estadisticos no muestran diferencia significativa de la transcripcion del gen
fluG entre el control y ANA 5mM pero si entre transcripcion del control y ANA 10 mM.

Figura 34. Expresion relativa del gen fluG de F. oxysporum f sp cubense cultivado con
ANA a 5y 10 mM. 12 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA. 60 hrs de

incubacion total.
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Las barras representan la media de tres experimentos independientes, llevados a cabo con
oligonucledtidos especificos y normalizados con B-actina. Duncan (p=0.05)

5.5b Cultivo de F. oxysporum f. sp. cubense pre-incubado 12 hrs y expuesto a
ANA 5y 10 mM durante 48 horas para determinar los niveles de transcripciéon de
los genes fIbA, brlAy fluG

La expresion del gen brlA en F. oxysporum f. sp. cubense en estas condiciones de
incubacion ocurrio tanto en el control como en los tratamientos con ANA (5 y 10 mM).
La mayor expresion de este gen fue en el control (sin ANA), en el tratamiento con ANA
5 mM la expresion fue menor, y el andlisis estadistico no muestra diferencias
significativas. En el tratamiento con ANA 10 mM el nivel de expresion fue mas bajo

gue con 5 mM los analisis estadisticos muestran diferencias significativas (Fig. 35).
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Figura 35. Expresion relativa del gen brlA de F. oxysporum f. sp. cubense cultivado

con ANA 5y 10 mM. 12 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA (60 hrs de

incubacion total).
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Las barras representan la media de tres experimentos independientes, llevados a cabo con

oligonucledtidos especificos y normalizados con -actina. Duncan (p=0.05)

En estas condiciones de incubacion la transcripcion del gen flbA no ocurrio ni en el

control ni en los tratamientos con ANA (5 y 10 mM), tal como se observa en la Fig. 36.

Figura 36. Expresion relativa del gen flbA de F. oxysporum f. sp. cubense cultivado

con ANA 5y 10 mM. 12 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicion al ANA. 60 hrs de

incubacion total.
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Las barras representan la media de tres experimentos independientes, llevados a cabo con

oligonucledtidos especificos y normalizados con B-actina. Duncan (p=0.05).
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En el caso de la expresion relativa del gen fluG los datos muestran que la
mayor expresion ocurrié en el control sin ANA y dicha expresién disminuye cuando se
agrega ANA 5 mM, esta expresion se inhibe totalmente cuando el hongo es expuesto
a ANA 10 mM (Fig. 37). Los analisis estadisticos muestras que no hay diferencia
significativa entre el nivel de transcrito del control y del tratamiento con ANA 5mM,

pero si hay diferencia significativa entre el control, ANA 5mM y ANA 10 mM.

Figura 37. Expresion relativa del gen fluG de F. oxysporum f. sp. cubense cultivado
con ANA 5y 10 mM. 12 hrs de pre-incubacion y 48 hrs exposicién al ANA (60 hrs de

incubacion total).
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Las barras representan la media de tres experimentos independientes, llevados a cabo con

oligonucledtidos especificos y normalizados con -actina. Duncan (p=0.05)
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6. Viabilidad de las esporas, de F. oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense
tratadas con ANA, evaluada por medio de una técnica colorimétrica utilizando
Alamar Blue

Las esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense fueron
incubadas en una placa de Elisa con medio PDB y dos concentraciones de ANA (5y
10 Mm) durante 24 hrs, con su respectivo control (PDB sin ANA). Al término del
periodo de incubacion a cada tratamiento se les agrego Alamar blue y se midio la

absorbancia a 570 y 600 nm.

El porcentaje de reduccién del Alamar en F. oxysporum f. sp. cubense en el
control (sin ANA) fue de 81.46%, cuando se emplea ANA 5 mM, el porcentaje fue de
46.01% vy la reduccion del Alamar fue de 41.55% cuando crece con ANA 10 mM.
Estos resultados de los tratamientos con ANA 5y 10 mM mostraron una diferencia de
reduccion de 35.45 y 39.91% respectivamente, comparandolos con el control (Fig. 38).

Figura 38. Porcentaje de reduccion del Alamar Blue debido al efecto del ANA sobre
esporas de F. oxysporum f. sp. cubense durante 24 horas de exposicién al

compuesto.
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Las barras representan media de 3 repeticiones. Duncan (p=0.05)

En el caso de F. oxysporum f. sp. lycopersici el porcentaje de reduccion del

Alamar en el control (sin ANA) fue de 72.44% y de 37.87% cuando el hongo crece en
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ANA 5y 10 mM. La diferencia de reduccion del Alamar fue de 34.66% con respecto al
control (Fig. 39).

Figura 39. Porcentaje de reduccion de Alamar Blue debido al efecto del ANA sobre
esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici durante 24 horas de exposicion al

compuesto.
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Las barras representan media de 3 repeticiones. Duncan (p=0.05).

Las esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense tratadas con
Alarmar blue fueron sembradas en cajas de PDA para verificar su viabilidad. Para ello
se colocaron 50 pl de cada uno de los tratamientos en cajas Petri con medio PDA y se

dejaron incubar durante 7 dias a 28 °C.

Las esporas de ambas formas especiales de F. oxysporum, f. sp. cubense (Fig.
40) y f. sp. lycopersici (Fig. 41) tratadas con ANA 5y 10 mM no germinaron, ni
crecieron en el medio PDA después de 7 dias de incubacion. En cambio en el control

el crecimiento micelial fue abundante tal como se observa en las Fig. 40 ay 41a.
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Figura 40. Evaluacion de la germinacion y crecimiento de las esporas de F.
oxysporum f. sp. cubense tratadas con ANA y cultivado en medio PDA e incubadas 7
dias. a) FOC sin ANA; b) FOC + ANA5 mMy c) FOC + ANA 10 mM.

Figura 41. Evaluacién de la germinacion y crecimiento de las esporas de F.
oxysporum f. sp. lycopersici tratadas con ANA y cultivado en medio PDA e incubadas
7 dias. a) FOL sin ANA; b) FOL + ANA 5 mM y c) FOL + ANA 10 mM.

7. Viabilidad de las esporas, de F. oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp. cubense
tratadas con ANA, evaluada por la técnica de tincibn con colorantes
fluorescentes de loduro de propidio y naranja de acridina

Las esporas de F. oxysporum de ambas formas especiales fueron incubadas en
PDB (control) y en PDB con ANA (5 y 10 mM) durante 72 hrs. Las esporas asi

tratadas se tifieron con loduro de propidio y Naranja de acridina como se describe en
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materiales y métodos. Las observaciones se realizaron en el microscopio de

Fluorescencia.

Se realizaron tres repeticiones por cada tratamiento y por cada repeticion se
contaron cinco campos, por cada repeticion se contaron 300 esporas, dando en total
900 esporas por tratamiento. Las esporas se clasificaron en esporas vivas (color
verde) y esporas muertas (color rojo). Las esporas del tratamiento control de F.
oxysporum f. sp. lycopersici presentaron crecimiento micelial abundante (Fig. 42a), en
cambio todas las esporas contadas (Tabla 13) en el tratamiento con ANA 5y 10 mM

estaban muertas (todas de color rojo, Fig. 42 by c)

Tabla 13. Esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici tratadas con ANA y tefiidas con

loduro de propidio - Naranja de acridina.

Concentracion # de esporas % de esporas #de esporas % de esporas

de ANA vivas vivas muertas muertas
0 Micelio 100% - -
5mM 0 0% 900 100%
10 Mm 0 0% 900 100%

Tratamiento por triplicado
Conteo de 5 campos por tratamiento

Figura 42. Esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici incubadas con ANA por 72 y
tenidas con loduro de propidio/Naranja de acridina. a) Esporas sin ANA; b) Esporas
con ANA 5 mMYy c) Esporas con ANA 10 mM.
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Con respecto a los resultados obtenidos con F. oxysporum f. sp. cubense en
este experimento se observo que el control (esporas en PDB) presentaba crecimiento
micelial abundante (Fig. 43 a), en cambio cuando las esporas fueron incubadas con
ANA 5 y 10 mM el porcentaje de esporas vivas fue de 14 y 11% respectivamente
(Tabla 14). Esto significa un porcentaje de 86 y 89% de esporas muertas. Las
observaciones microscopicas corroboran los datos anteriores, ya que se pueden

observar algunas esporas vivas (color verde) en ambos tratamientos con ANA (Fig. 43

by c).

Tabla 14. Esporas de F. oxysporum f. sp. cubense tratadas con ANA y tefiidas con

loduro de propidio - Naranja de acridina.

Concentracion # de esporas % de esporas #de esporas % de esporas

de Acido vivas vivas muertas muertas
Naftalen Acético
0 Micelio 100% - -
5mM 126 14% 774 86%
10 mM 99 11% 801 89%

Tratamiento por triplicado
Conteo de 5 campos por tratamiento

Figura 43. Esporas de F. oxysporum f. sp. cubense incubadas en PDB sin ANA y con
ANA por 72 vy tefidas con loduro de propidio/Naranja de acridina. a) Esporas sin
ANA; b) Esporas con ANA5 mMy c) Esporas con ANA 10 mM.
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V. DISCUSION

1. Incidencia de Fusarium en suelo de zonas productoras de platano

En este trabajo se aislaron 5 especies del genero Fusarium, a partir de muestras
de suelo, que al ser agrupados en el arbol filogenético ilustran una amplia diversidad
genética entre y dentro de los dos grupos de aislados, esto confirma la gran
distribucion de este género y su capacidad de colonizar suelo tal como lo describen
Siti, et al., (2012) y Montiel et al, (2005). Ellos también encontraron una alta diversidad
de especies de este género entre y dentro de los grupos, en suelo de cucurbitaceas
(F. solani, F. chlamdosporum, F. oxysporum, F. semitectum, F. proliferatum y F.
subglutinans), y una alta variedad de especies en suelo de raices de frijol (F. equiseti,
F.culmorum, F. crookwellense, F. oxysporum, F. verticilloides, F. proliferarum, F.

sporotrichioides y F. solani).

Interesantemente F. oxysporum fue la especie mas frecuentemente aislada de
suelo de zonas productoras de platano, aunque no se observaron plantas enfermas.
Este hongo normalmente se asocia a la marchitez y amarillamiento (Nelson, 1991).
Sin embargo, se ha reportado que algunas cepas de F. oxysporum pueden ser no
patogénicas (Appel, et al 1996; Nel et al, 2007), y que algunos aislados son benéficos
para las plantas y se han utilizado como cepas antagénicas de su misma especie
(Gordon & Okamoto, D., 1992).

En dos de las regiones estudiadas, Michoacan y Tabasco, se logro aislar e
identificar F. oxysporum f. sp. cubense, este hecho resulta interesante porque esta
forma especial es capaz de infectar a las variedades Gros Michel (AAA), Manzano
(AAB), Silk (AAB), y Taiwan, Latundan (AAB), variedades que no se siembras en
ninguna de las dos regiones estudiadas. Es importante destacar que se ha reportado
una gran variabilidad patogénica y genética de F. oxysporum f. sp. cubense, debido a
la presencia de transposones (x 5% ) y de retrotransposones en su genoma
(Daboussi, 1997), esta variabilidad se identifica como razas fisiol6gicas, debido a su
alta especificidad para causar la enfermedad, ademas de que facilita su capacidad
para adaptarse a diferentes ambientes, al grado de que una raza puede convertirse
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en otra (Guo, et al, 2014). Por esta capacidad de F. oxysporum de generar razas que
pueden ser altamente patogénicas es un riesgo potencial que F. oxysporum f. sp.
cubense esté presente en suelos Mexicanos, ya que podria darse el caso de que
hongo evolucionara a razas que afectaran severamente las variedades de platanos
existentes de nuestro pais. Cabe resaltar que F. oxysporum f. sp. cubense aislado del
estado de Michoacén presentd6 mas variacion genética y se encuentra muy separado
del de grupo de F. oxysporum, esto puede deberse a mutaciones generadas debido a

las condiciones del suelo del que se aislo.

2. Efecto del ANA utilizando el pato-sistema Solanum lycopersicum-

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en suelo en el invernadero

En el experimento en invernadero utilizando el patosistema Solanum lycopersicum-
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, no se observaron sintomas de enfermedad en
las plantas de jitomate, consecuentemente se puede decir que las plantas fueron
resistentes a F. oxysporum f. sp. lycopersicici ATCC 60095. Probablemente el
genotipo empleado, saladet, fue resistente a la cepa utilizada, ya que se ha reportado
que existen diferentes genotipos de jitomates resistentes a F. oxysporum f. sp.
lycopersici (Cai, et al., 2003; Alvarez, et al., 2007). También existe la posibilidad de
qgue la cepa del hongo no fue patdgena sobre jitomate porque la actividad de la
microbiota antagonista natural presente en el suelo no estéril, pudo haber inhibido el
namero de propagulos y el crecimiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici. Otra
posibilidad a considerar es la forma de inoculacion del patdgeno a las plantas, ya que
el hongo fue inoculado cerca de la raiz al mismo tiempo que el ANA. En contraste, en
trabajos realizados por otros autores donde infectan semillas directamente con el
inoculo del patégeno o sumergen la raiz de la planta en el inoculo el patégeno es mas
efectivo causando la enfermedad (Sanchez et al, 1975). Vale la pena hacer notar que
las plantas con el patégeno y con ANA presentaron un mejor aspecto, que las de los
otros tratamientos, esto puede deberse a que el ANA afecto negativamente a
Fusarium y positivamente a las plantas, este efecto se observdé en el aumento del

grosor del tallo. Se sabe que este compuesto, que es un regulador de crecimiento, y
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se aplica periddicamente contribuye a que las plantas tengan un tallo mas grueso
desarrollo (Uddain, et al., 2009).

Por lo tanto con este disefio experimental no fue posible calificar la actividad del
ANA como fungicida. Los resultados contrastan con los reportes de ANA como
fungicida foliar para Sclerotinia sclerotiorum en frijol y pepino (Al-Masri & Barakat,
2003).

3. Efecto del ANA sobre la poblacion de F. oxysporum f. sp. cubense (FOC)
inoculado en suelo de Michoacan contenido en recipientes en invernadero

sin indicadores indirectos

La concentracion 10 mM de ANA adicionada a suelo no estéril, de parcelas
bananeras de Michoacan, disminuyé el nimero de UFC de F. oxysporum f. sp.
cubense. Esta actividad es interesante porque es la primera vez que se identifica que
una hormona vegetal pueda tener actividad inhibitoria al introducirse al suelo de
cultivo. Este resultado contrasta con otros reportes donde el efecto de ANA y otras
hormonas de crecimiento, sobre hongos fitopatégenos se han evaluado foliarmente
(Michniewiez & Rozej, 1988; Shaul el al, 1995, Al-Masri et al, 2002; Al-Masri &
Barakat, 2003; Bhajbhuje, 2015). Los resultados obtenidos en este trabajo nos
permiten sugerir que el ANA podria aplicarse directamente al suelo antes y después
de la siembra de algunos cultivos para disminuir la densidad del inoculo, y

consecuentemente disminuir la incidencia de la enfermedad.

4. Efecto del Acido Naftalen Acético en esporas de F. oxysporum in vitro.

4.1 Efecto de la concentracion minima inhibitoria de ANA sobre la germinacion
de esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici.

El ANA inhibe la germinacién de esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici en
diferentes concentraciones (10, 25, 50 y 100 mM). Resultados similares encontrd

Bhajbhuje, (2015) quien observo inhibicion de la germinacién de esporas de Alternaria
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solani empleando diferentes concentraciones de ANA (0.1 mM a 10 mM), el mayor
porcentaje de inhibicién (84%) ocurri6 cuando empled una concentracion de 10 mM,
sin embargo cuando emplearon las concentraciones del ANA de 0.1 mM y 1 mM la
reduccion de la germinacion de esporas fue de 6% y 35% respectivamente. La
inhibicion de la germinacion puede deberse a que el ANA inhibe la transcripcion de
genes reguladores de crecimiento y esporulacién fluG y brilA.

4.2 Efecto de la concentracibn minima inhibitoria de ANA sobre el

crecimiento de F. oxysporum F. oxysporum f. sp. lycopersici.

La concentracion minima inhibitoria de ANA, que afecta negativamente el
crecimiento de F. oxysporum hasta en un 98.7%, es de 5mM. Resultados similares se
obtuvieron en Sclerotinia screrotiorum (Al-Masri, et al, 2002), la reduccién de la
velocidad de crecimiento fue de 50% cuando se utilizé una concentracion de 5mM de
ANA. Este efecto negativo en el crecimiento micelial de ANA ocurre cuando se
adiciona a cultivos de Aspergillus nidulans y Aspergillus parasiticus. EI compuesto en
una concentracion de 0.5 mM disminuyé también la esporulacion de ambos hongos.
(Bucio Villalobos, et al. 2005). El efecto inhibitorio aumenta conforme aumenta la
concentracion de ANA en todos los hongos estudiados, esto podria ayudar a usar una

concentracion que afecte a mas de un hongo fitopatdgeno.

4.3 Efecto del ANA sobre la transcripcién de los genes reguladores del
crecimiento flbA y fluG y de esporulacion brlA de F. oxysporum f. sp. lycopersici
y f. sp. cubense.

La transcripcién de fluG en F. oxysporum f. sp. cubense se inhibe en ausencia y
con 5y 10 mM de ANA, cuando este se adiciona a las 6 hrs de crecimiento y se
expone solo 3 horas al compuesto. El gen fluG esta presente durante todo el ciclo de
vida en el modelo fungico Aspergillus nidulans, se ha reportado que fluG es necesario
para el desarrollo del hongo y la expresion apropiada de brlA durante la esporulacion
(Lee & Adams, 1995). La falta de transcritos de fluG en los tratamientos con ANA es
indicativo de que los procesos de desarrollo y esporulacion quedaron blogueados en
etapas tempranas de desarrollo. En el caso de brlA la ausencia de transcrito, se debe
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a que este gen se expresa en estadios de desarrollo tardios, es decir, cuando el
hongo va a esporular y ademas necesita recibir la respuesta de actividad de fluG
(Adams & Yu, 1996). Cuando el ANA se adicioné a las 6 horas y se expone a 48
horas, los niveles de transcritos son mayores que los observados con una exposicion
de 3 horas. Esto indica que el hongo sigui6 creciendo y que el proceso de crecimiento
no se bloqueo.

En contraste, los transcritos de fluG y brlA se incrementan cuando el hongo es
expuesto a 1 mM de ANA cuando es aplicado en un estadio tardio de crecimiento del
hongo (12 hrs) y con una exposicion de 24 hrs. Esta accidon estimulante del ANA en la
transcripcion de fluG y brlA, podria significar una estimulacion en la esporulacion.
Nuestros resultados con congruentes con lo reportado por Khan, et al., (2012) quien
indica que bajas concentraciones de ANA (2 x 10 mM) estimulan la germinacién de
esporas de Beauveria bassiana y Metrhazium anisopliae, obteniendo mas de 95.8%
de germinacion. Los autores también determinaron un aumento en el crecimiento
vegetativo. Consecuentemente 1mM de ANA no seria una concentracion

recomendable de utilizar como posible medida de control.

En el caso de F. oxysporum f. sp. lycopersici, no se detect6 transcrito de fluG
cuando ANA se adiciona en una etapa de crecimiento de 6 hrs y se expone 3 hrs al
compuesto. Este resultado diferentes al observado en F. oxysporum f. sp. cubense,
esto puede deberse a que F. oxysporum f. sp. lycopersici se encontraba en un estado
de desarrollo mas temprano que F. oxysporum f. sp. cubense, debido a que el
primero crece mas lentamente que el segundo. Asi que cuando se adicion6 ANA a las
6 hrs, se inhibieron todos los procesos que estaban ocurriendo en las germinulas,

inhibiendo asi la transcripcion de fluG.

En este estudio se ha establecido que ANA inhibe la de los genes brlA y fluG de
F. oxysporum f. sp. lycopersici, cuando se adiciona a las 6 y 12 hrs de crecimiento y
expuesto al compuesto durante diferentes tiempos (24 y 48 hrs). Un efecto similar
observo Bucio Villalobos et al (2002) sobre la transcripcion del gen flbA en A.

parasiticus y A. nidulans con ANA 50 mM.
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Llama la atencion que fIbA no se expres6 en F. oxysporum f. sp. cubense ni en f.
sp. lycopersici, en ninguna de las condiciones que se emplearon, por lo podemos
suponer que en estos tiempos los niveles de expresion de flbA no son detectables o
posiblemente el tiempo de expresion es posterior a 60 hrs de incubacion. Vale la pena
mencionar que los oligos para flbA fueron disefiados de acuerdo al protocolo descrito,
sin embargo, no se encontro transcrito. Interesantemente existen datos de hongos en
los cuales se detectan genes del grupo flbs (flbB, fIbC, flbD y fIbE), pero no fIbA (Yu, J.
H, 2010). En este hongo Aspergillus fumigatus no se incluye la actividad de flbA como
gen esencial para la esporulacion. Esta informacion abre la posibilidad de que flbA no
esté presente en forma activa en Fusarium y que sean otros genes del grupo flbs los

que activan la esporulacion. (Yu, J. H, 2010)

5. Viabilidad de las esporas, de F. oxysporum f. sp. lycopersici y f. sp.
cubense tratadas con ANA, evaluada por la técnica de tincién con
colorantes fluorescentes de loduro de propidio y naranja de acridina

Para determinar la viabilidad celular existen varios tipos colorantes fluorescentes
los cuales son indicadores confiables para diferenciar células vivas de células
muertas, i. e. el loduro de propidio y naranja de acridina (Bank, 1988). El naranja de
acridina es una base débil que penetra facilmente a las células vivas, y tifie de verde
aguellas en fase de division activa, funciona como un colorante de inclusién (Hassan,
2002; Schichnes, et al., 2006). En cambio el loduro funciona como un colorante de
exclusion, que no puede penetrar a las células vivas pero entra facilmente en las
células muertas o moribundas (Eilam, 1992). Una vez que este colorante penetra, a
través de la membrana de la célula, se une a los acidos nucleicos y hace que emita
una fluorescencia de color rojo brillante (Kenneth & James 1985). Este tipo de tincion
confirmd que todas las esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici expuesta a ANA (5y
10 mM) estaban muertas a las 72 hrs. En el caso de F. oxysporum f. sp. cubense se
confirmd que solo el 90% de las esporas estaban muertas. Es muy probable que la
disminucién de la densidad del inoculo esté relacionada con el efecto fungicida del

ANA sobre las esporas de Fusarium.
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VI.

CONCLUSIONES

Fusarium oxysporum fue la especie prevalente, con una representatividad del

47 % del total de los aislados.

En el &rbol filogenético obtenido se presentan dos distintos clusters, la mayoria
de las ramas se agrupa dependiendo de la regién geografica, excepto por F.
brachygibbosum, F. phaseoli, F. solani y F. equiseti. El aislado F. oxysporum f.
sp. cubense de Michoacan presenta mayor diversidad genética y se agrupa en

diferente rama.

Los dos aislados de suelo de Tabasco se agrupan muy cerca de los aislados de
suelo de Chiapas. esto puede deberse a que estas especies tienen un mismo
ancestro de origen ya que son lugares cercanos y conservan similitudes en sus

secuencias

F. oxysporum f. sp. cubense se aislé de suelo de Tabasco y Michoacan.

F. oxysporum f. sp. lycopersici ATCC 60095 no fue patdgena para la variedad
de jitomate utilizada en este trabajo. Por lo tanto, no fue posible evaluar la

capacidad fungicida del ANA en el pato-sistema utilizado.

La concentraciéon 10mM de ANA disminuye el nimero de Unidades Formadoras
de Colonias de F. oxysporum f. sp. cubense cuando se adiciona a suelo. El

efecto es mayor conforme aumenta el tiempo de exposicién (30 dias).

Fusarium oxysporum es susceptible al ANA en concentraciones bajas como 5
mM. El crecimiento micelial se redujo en 99.83% y la germinacién de esporas

se inhibidé en un 100%.
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La expresion de los genes brlA y fluG se ve afectada negativamente por ANA.

F. oxysporum f. sp. cubense requiere mayores concentraciones de ANA para
disminuir la transcripcion de los genes brlA 'y fluG en comparacion con las bajas
concentraciones que afectan la transcripcion de los genes en F. oxysporum f.

sp lycopersici.

ANA puede ser utilizado como un fungicida efectivo para controlar F.

oxysporum.
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VIl. PERSPECTIVAS.

1. Determinar la accién residual del efecto inhibitorio del ANA en suelo.

2. Determinar el efecto de ANA sobre la transcripcion de los genes flbs (flbB, flbC,
floD y flbE) que estan involucrados en etapas de desarrollo y que son

importantes para activar al gen maestro de esporulacion brlA.

3. Determinar la actividad del ANA sobre la germinacion de las micro y
macroconidias, crecimiento micelial y sobrevivencia de F. oxysporum f. sp.
cubense raza tropical 4 (FOC-TR4) in vitro. Asi como su efecto en la

transcripcion de los genes fluG, flbA 'y brlA.
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