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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar morfolégica y molecularmente las espe-
cies de Fusarium causantes de la necrosis de las raices de la cafia de azticar que inducen la
sintomatologia de marchitez en Morelos, México. Se llevaron a cabo colectas de plantas de
cafia de azticar con sintomas de marchitez en ocho municipios de Morelos. En el labora-
torio se analizaron los tejidos de los tallos y raices mediante diferentes técnicas fitopatolo-
gicas. Se obtuvieron 65 aislamientos de Fusarium, y, con base en su morfologia, se identi-
ficaron las especies F. andiyazi, F. nygamai, F. proliferatum, F. sacchari y F. verticillioides. En
las pruebas de patogenicidad, las plantulas de cafia de aztcar inoculadas con F. andiyazi,
F. nygamai y F. sacchari mostraron el desarrollo de los sintomas de marchitez. Mediante
técnicas moleculares, se confirmd la identidad de las especies de Fusarium causantes de la
necrosis de las raices de la cafia de aztcar.
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ABSTRACT

The objective of this work was to identify, morphologically and molecularly, the Fusarium
species that cause sugarcane root rot inducing wilt symptoms in Morelos, Mexico. Sugar-
cane plants were collected with wilting symptoms in eight municipalities in Morelos. In
laboratory stems and roots tissues were analyzed by different phytopathological techni-
ques. 65 Fusarium isolates were obtained, and based on their morphology, F. andiyazi, F.
nygamai, F. proliferatum, F. sacchari, and F. verticillioides were identified. In the pathogeni-
city tests, sugarcane plants inoculated with F. andiyazi, F. nygamai, and F. sacchari develo-
ped wilting symptoms. Molecular techniques confirmed the identity of Fusarium species
sugarcane root rot.
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INTRODUCCION

En México, el cultivo de la cafia de azticar ocupa el
cuarto lugar, s6lo después del maiz, el frijol y el sorgo,
y se distribuye practicamente en todo el pais. En el
estado de Morelos, se reconoce una zona productora
que abarca una superficie de aproximadamente 22,572
ha (SIAP 2019).

Uno de los factores limitantes en la produccion
de la cafa de aztcar es la incidencia de enfermedades
causadas por hongos, bacterias, virus y nematodos
que afectan la calidad y cantidad de los productos.
Como en otros cultivos, los hongos destacan por
causar el mayor numero de enfermedades; entre las
mas reconocidas, se encuentran el carbon, la roya, el
pokkah boeng, la mancha café y la pudricion roja del
tallo (Salgado-Garcia et al. 2012).

En los ultimos anos se ha reportado una incidencia
de la enfermedad de la marchitez en varias regiones
cafieras del pais; investigaciones efectuadas en otros
paises han asociado esta enfermedad con el género
Pythium, que infecta las raices (Lee y Hoy 1992;
Bond et al. 2004), y con mayor frecuencia al género
Fusarium, el cual afecta los tejidos de los tallos y raices
(Poongothai et al. 2014).

Las especies del género Fusarium han sido
reportadas como los agentes causales de la
enfermedad conocida como pokkah boeng, en cafa
de azuacar (Siti-Nordahliawate et al. 2008), y, mas
recientemente, como causante de la marchitez de
estas plantas (Viswanathan et al. 2011). Los sintomas
descritos consisten en clorosis, pérdida de turgencia y
disminucion del tamano de las plantas.

Las especies de Fusarium asociadas con las en-
fermedades de la cafia de azdcar pertenecen a la
seccion Liseola, la cual incluye especies que producen
microconidios en cadenas y en falsas cabezas, pero
no ocasionan clamidosporas. En otros estudios
taxondémicos de Fusarium basados en sus carac-
teristicas morfoldgicas, se ha reconocido un namero
variable dentro de esta seccidon: una especie (Snyder
y Hansen 1945); una especie y una variedad (Booth
1971); cuatro especies y dos variedades (Nelson et
al. 1981), y hasta 29 especies (Nirenberg y O’Donnell
1998).

Las técnicas moleculares han tenido un impacto
significativo en la identificacion de especies de
hongos, asi como en estudios taxondmicos y fi-
logenéticos, incluyendo la diferenciacion de grupos
intraespecificos o entre especies estrechamente re-
lacionadas. El uso de la informacion de las secuencias
del ADN ha revolucionado la taxonomia de Fusarium,
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y, actualmente, se ha propuesto que los taxones
considerados como secciones e incluso especies son,
en realidad, complejos de especies integrados de
varios taxones distintos. Uno de estos complejos de
especies mas ampliamente estudiado es Gibberella
fujikuroi (Sawada) Ito in Ito & K. Kimura, que incluye
numerosas especies fitopatogenas (Hsuan et al. 2011).
Este complejo de especies corresponde alos anamorfos
de la seccién Liseola y a otras especies originalmente
clasificadas en otras secciones de Fusarium.

El presente estudio tuvo como objetivo identificar
las especies de Fusarium causantes de la necrosis
de las raices de cafia de azticar en Morelos, México,
usando caracteristicas morfoldgicas y secuencias del
ADN del gen que codifica para el factor de elongacion
de la traducciéon EF-1a.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de plantas enfermas de cafa de aztcar

Se recolectaron plantas de cafia de azucar enfermas
en 14 campos productores del estado de Morelos,
ubicados en los municipios de Cuautla, Jojutla,
Miacatlan, Tlaltizapan, Tlaquiltenango, Villa de Ayala,
Xochitepec y Zacatepec (Figura 1). Las plantas con
sintomas de marchitez se recogian en su totalidad si
tenian un tamafio menor a un metro; en el caso de
plantas de mayor tamano, se recolectaba sélo una
parte del tallo y su sistema radicular. Las plantas se
colocaban en bolsas de polietileno nuevas y limpias
con sus respectivos datos de colecta: localidad, fecha
y variedad. Estas plantas se trasladaban al laboratorio
de Entomologia y Fitopatologia del Centro de Inves-
tigaciones Bioldgicas de la Universidad Autdénoma
del Estado de Morelos (UAEM), para su analisis fito-
patologico.

Aislamiento de los hongos

En el laboratorio, las raices de las plantas colectadas
se lavaron con agua corriente para eliminar las
particulas de suelo y materia organica. De estas
raices, se eligieron fragmentos de 5 mm con dafos
de necrosis en su etapa inicial; se desinfectaron con
hipoclorito de sodio a 3% durante un tiempo de entre
dos y tres minutos; posteriormente, se enjuagaron con
agua destilada esterilizada, y, finalmente, se secaron
con papel absorbente esterilizado. Se colocaron seis
fragmentos en cada caja Petri con medio de cultivo
papa dextrosa agar (PDA) acidificado (200 ul de
acido lactico a 85% L) y se incubaron a 24-26 °C.
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Estas cajas Petri se revisaron a partir de las 24 h para
la observacion del desarrollo de hifas, a partir de
los fragmentos de tejidos sembrados. Se tomo6 un
fragmento pequefio de medio de cultivo con las hifas
en desarrollo y se transfirié a una nueva caja Petri con
medio de cultivo PDA. De las colonias identificadas
como Fusarium, se obtuvieron cultivos monoconidiales
mediante la técnica de rayado en placa (Nur-Ain-Izzati
et al. 2011). De igual manera, se hicieron aislamientos
de tejidos de tallos con sintomas de marchitez a
diferentes niveles de los tejidos internodales.

Identificacion de las especies de Fusarium

Para la identificacién morfoldgica de los cultivos mo-
noconidiales, se tomaron pequefios fragmentos de la
periferia de las colonias y se transfirieron al centro de
las cajas Petri con medio de cultivo PDA, Spezieller
Nahrstoffarmer Agar (SNA) y hojas de clavel agar
(HCA: 20 g de agar en un litro de agua destilada y
12 piezas de hojas de clavel esterilizadas mediante
la aplicaciéon de rayos gamma), de acuerdo con la
metodologia propuesta por Leslie y Summerell (2006).
A partir de los 14 dias, se llevd a cabo la observacion de
las estructuras fructiferas de Fusarium de las colonias
que crecian en los medios SNA y HCA. La iden-
tificacion se basé principalmente en la observacion
de las dimensiones y formas de los macroconidios,
microconidios, fialides y clamidosporas; lo anterior
se complementd con la observacion del desarrollo de
esporodoquios, asi como con la determinacion del

color de la colonia desarrollada en PDA, siguiendo
las claves y descripciones de Booth (1971), Gerlach y
Nirenberg (1982) y Leslie y Summerell (2006).

Pruebas de patogenicidad

Se evalu6 la patogenicidad de un aislamiento de
cada una de las especies de Fusarium aisladas de los
tejidos necroticos de las raices de caha de azucar,
utilizando plantulas sanas de cafia de aztcar de dos
meses de edad, de las variedades CP 72 20-86 y MEX
79-431, obtenidas por cultivo in vitro. El in6culo de
cada especie se obtuvo de colonias crecidas en medio
PDA, con una semana de desarrollo, adicionando 10
ml de agua destilada estéril y raspando suavemente
la superficie para obtener una suspension de esporas.
La concentraciéon de la suspension de inoculo fue
determinada usando un hematocitéometro y ajustada
a 1 x 10° esporas mL™ con agua destilada estéril. Se
aplicaron30mL delasuspension deesporasenlasraices
de seis plantas sanas (Chehri et al. 2010); a tres de éstas
se les ocasiond una lesiéon con una navaja de bisturi. A
las plantas testigo tinicamente se les aplicaron 30 ml
de agua destilada estéril. Estas pruebas se hicieron por
triplicado. En las plantas inoculadas que desarrollaron
los sintomas de marchitez y crecimiento menor se
procedié a analizar las raices que presentaban necrosis
para efectuar los aislamientos del agente causal. Estos
aislamientos se identificaron nuevamente con base en

su morfologia y se comprobo su identidad mediante
el analisis molecular.

Figura 1. Municipios del estado de Morelos considerados para la colecta de plantas enfermas de cafia de azticar. 1. Miacatlan; 2.
Xochitepec; 3. Tlaltizapan; 4. Villa de Ayala; 5. Cuautla; 6. Zacatepec; 7. Jojutla; 8. Tlaquiltenango.
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Extraccion de ADN. Los aislamientos monoconidiales
de Fusarium se sembraron en medio PDA y se
mantuvieron a una temperatura de 24-26 °C bajo luz
continua. A los 12 dias, el micelio se desprendié del
medio de cultivo y se deposit6 en un tubo eppendorf
de 1.5 ml. Los tubos eppendorf se colocaron en un ul-
tracongelador durante dos horas y, posteriormente, los
micelios se maceraron con una punta de teflon. Para la
extraccion del ADN del micelio de cada aislamiento
se utilizo el estuche DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen,
Germany), siguiendo el protocolo del fabricante. La
calidad del ADN se verificd por electroforesis en gel
de agarosa a 1%, buffer TAE y bromuro de etidio.
El ADN se visualizé en un fotodocumentador UVP
MultiDoc-It.
Amplificacion de los genes. El gen del factor de
elongacion dela traduccion 1a (EF-1a) fue amplificado
con los oligonucledtidos EF-1 (5'GTT AAG AGG CGC
GGT GTC GGT GTG 3') y EF-2 (5'GGA AGT ACC
AGT GAT CAT GTT3') (O’'Donnell et al. 2010). Las
reacciones de PCR se prepararon en un volumen final
de 25 pL, que contenia 15.5 pL de agua, 2.5 uL de
buffer 10X para PCR, 2 uL de dNTP's2mM, 0.75 pL de
MgCl 25 mM, 1.5 yL de cada iniciador 10 pmol/ul, 1.0
U de taqg-DNA polimerasa (Fermentas, Lithunia) y 1.0
uL de ADN fangico. La reaccion de PCR se efectud en
un termociclador Corbett con el siguiente programa:
desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 5 minutos;
37 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 45
segundos; alineamiento a 57 °C durante 50 segundos;
extension a 72 °C durante un minuto, y un ciclo final
de extension a 72 °C durante 5 minutos. El producto
de PCR se analiz6 por electroforesis en gel de agarosa
(1%) y bromuro de etidio. El producto amplificado se
visualizé en un fotodocumentador UVP MultiDoc-It.
Los fragmentos amplificados se purificaron mediante
el Kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, Germany),
siguiendo el protocolo de la compania. E1 ADN se
verifico por electroforesis en gel de agarosa a 1% y se
cuantificé la muestra de acidos nucleicos con el espec-
trofotémetro Nanodrop 2000 (ThermoScientific, USA).
Los fragmentos de ADN purificados fueron
enviados a secuenciar a la Unidad de Sintesis y Se-
cuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM). Las secuencias de ADN fangico obtenidas
se compararon con las secuencias de la base de
datos de GenBank del NCBI (National Center for
Biotechnology Information), mediante el programa
BLAST (Basical Alignment Search Tool).
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Las secuencias fueron alineadas con el programa
Clustal W (Thompson et al. 1994). El andlisis fi-
logenético se llevd a cabo con el método Neigh-
bor-Joining, utilizando el programa MEGA 6 (Tamura
et al. 2013). El arbol filogenético fue construido con el
modelo Jukes-Cantor y la fiabilidad de los arboles se
estim6 mediante un andlisis bootstrap, con 1000 re-
peticiones. Como grupo externo se utilizé la accesion
HE647946.1 de F. solani.

RESULTADOS Y DISCUSION

La necrosis de las raices de la cana de aztcar
se encuentra entre las enfermedades de mayor
importancia econémica en México (Salgado-Garcia
et al. 2012). Se ha reportado como causante de esta
enfermedad a Pythium arrhenomanes (Lee y Hoy 1992),
conunareduccion en el crecimiento, pero sin ocasionar
un estado de marchitez, como se observa en las plantas
con las raices necroticas de plantas de cafia del estado
de Morelos. Mas recientemente, esta enfermedad ha
sido reportada en 34 paises productores de cafa de
azucar, y se ha sefialado a F. sacchari como el agente
causal (Viswanathan 2013).

En las plantas de cana con sintomas de marchitez
del estado de Morelos, se obtuvieron 65 aislamientos
de Fusarium solamente de las raices necréticas y no se
consiguio el aislamiento de Fusarium de los tejidos
del tallo, tal como lo han indicado Viswanathan et al.
(2011), en plantas de cafia de la India con la misma
sintomatologia.

Los aislamientos de Fusarium obtenidos delas raices
necroéticas de la cana de azticar mostraron un micelio
flocoso, de blanco a purpura, creciendo en medio del
cultivo PDA. La morfologia de los microconidios de
todos los aislamientos fue de forma oval con la base
aplanaday formados en cadena o en falsas cabezas. Las
cadenas de los microconidios fueron cortas (menos de
10 microconidios), medias (de 10 a 20 microconidios)
y largas (mas de 20 microconidios). Basados en
sus caracteristicas morfoldgicas, estos aislamientos
fueron identificados como F. andiyazi, F. nygamai, F.
proliferatum, F. sacchariy F. verticillioides. Estas especies
se incluyen dentro de la seccién Liseola; también se
ha denominado como el complejo Gibberella fujikuroi
(CGF) (Nirenberg y O’Donnell 1998).

Algunos autores indican que ciertas especies de
Fusarium son dificiles de distinguir tomando como
base sus caracteristicas morfologicas. Aunque este
problema se acenttia mas en el CGF, siguiendo los
protocolos para la identificacién morfologica (Gerlach
y Nirenberg 1982; Nirenberg y O’Donnell 1998;
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Leslie y Summerell 2006) es posible observar algunas
caracteristicas distintivas para cada especie. De las
especies identificadas en este trabajo, F. sacchari se
distingue por sus microconidios ovales producidos
en monofidlides o, en ocasiones, sobre polifidlides
dispuestos en grupo, formando falsas cabezas. Una
especie muy parecida es F. nygamai, la cual presenta
microconidios en cadenas cortas o en falsas cabezas,
pero forman clamidosporas a las 2 o 4 semanas o
hasta las 6 semanas en las hifas aéreas (Burgess y
Trimboli 1986). Fusarium andiyazi, F. proliferatum y F.
verticillioides producen sus microconidios en cadenas.
F. andiyazi se distingue porque es de las pocas especies
dentro del CGF que producen seudoclamidosporas.
Estas estructuras son de forma casi redonda, de 7-16
um de didmetro, terminales o intercalares, hialinas, de
pared lisa, la mayoria solitarias o formando cadenas
cortas (Marasas et al. 2001). Por otra parte, F. verti-
cillioides presenta monofialides y los conidios integran
cadenas largas, mientras que F. proliferatum presenta
polifidlides y los conidios estan dispuestos en cadenas
cortas.

Las plantas de cana de las variedades CP 72
20-86 y MEX 79-431 inoculadas en las raices con los
aislamientos 16 de F. andiyazi, 31 de F. nygamai y 51
de F. Sacchari, de manera individual presentaron pau-
latinamente el desarrollo de los sintomas de marchitez
a partir de los 30 dias y se observé una marcada
reduccion en el tamafio en comparacion con las
plantas testigo. Las raices de estas plantas inoculadas
mostraban inicialmente una coloracién ligeramente
café, y, posteriormente, cambiaron a un color oscuro,
indicando la necrosis de estos tejidos (Figuras 2-4).
Esto difiere con otros autores (Viswanathan et al.
2011; Viswanathan 2013), que han sefialado que la
marchitez de la cafia de azticar ocurre por la infeccion
de F. sacchari en los tallos de estas plantas. En las
plantas inoculadas con aislamientos de F. proliferatum
y E. verticillioides no se observo el desarrollo de los
sintomas de la marchitez y no ocurri6 la necrosis de
las raices en el periodo de observacion senalado.

En el presente estudio, es evidente la incidencia
de especies de Fusarium de la seccién Liseola en las
raices de la cafia de azicar en Morelos. De igual
manera, en otras plantas gramineas cultivadas
también se han aislado e identificado especies de la
seccion Liseola en raices de maiz (Chehri et al. 2010;
Nur-Ain-Izzati et al. 2011), sorgo (Leslie et al. 1990),
arroz (Sunder 1998) y cana de azticar (Leslie et al.
2005). También en plantas gramineas silvestres se ha
determinado la presencia de especies de Fusarium
de la seccion Liseola (Nur-Ain-Izzati et al. 2009).

Martinez-Jaimes et al.

Actualmente, de acuerdo con algunos autores, las
especies de la seccion Liseola se consideran dentro
del CGF (Nirenberg y O’Donell 1998). En este grupo
se incluyen especies que comparten caracteristicas
morfoldgicas y bioldgicas, estableciendo relaciones
estrechas con la distribucion de sus plantas hospederas
(Kvas et al. 2009).

Las especies mas dominantes en las raices
necroticas de la cafia de azucar del estado de Morelos
fueron F. sacchariy F. nygamai. Fusarium sacchariha sido
reportada en cafia de azticar en Asia como causante de
la enfermedad conocida como Pokkah boeng (Siti-Nor-
dahliawate et al. 2008), y en la India como agente causal
de la marchitez (Viswanathan et al. 2011). También ha
sido aislado de las raices de algunas hierbas silvestres
que crecen en los terrenos de estos cultivos, tales como
Eleusine indica y Dactyloctenium aeygyptium, por lo que
estas pantas son consideradas como sus hospedantes
secundarios (Nur-Ain-Izzati et al. 2009). Por otra
parte, F. nygamai se ha aislado de mazorcas con dafios
de pudricion (Nur-Ain-Izzati et al. 2011) y de plantas
enfermas, tales como maiz, mango, chile, guayaba,
platano, frijol (Sapumohotti 2004) y arroz (Balmas et
al. 2000). Es de amplia distribucién en areas secas y
calidas, como la region central de Australia (Sangalang
et al. 1995), y se ha encontrado en regiones tropicales
y htimedas, como en la peninsula de Malasia y el ar-
chipiélago Indonesio (Salleh y Strange 1988). Fusarium
andiyazi es una especie descrita por Marasas et al.
(2001) a partir de aislamientos de Fusarium causantes
de la pudricion de tallos y granos de sorgo de Etiopia,
Africa del Sur y Estados Unidos. Se ha comprobado
su participacion como causante de la enfermedad
llamada bakanae en cultivos de arroz en Italia (Dal Pra
et al. 2010) y Malasia (Hsuan et al. 2011).

De los aislamientos de Fusarium causantes de la
necrosis de la cana de aztcar sometidos al analisis
molecular por PCR con los marcadores EF-1 y EF-2 se
obtuvieron fragmentos de aproximadamente 700 pb.
Las secuencias correspondientes a estos fragmentos
se compararon en la base de datos FUSARIUM_ID y
en NCB], utilizando el programa BLAST. Los aislados
7,16 y 18 mostraron una identidad de 98.3%, 98.9% y
99.3%, respectivamente, con F. andiyazi, mientras que
los aislados 31 y 51 mostraron una identidad de 99.7%
con F. nygamai'y 99.5% con F. sacchari, respectivamente.
El andlisis filogenético usando MEGA 6 (Tamura et
al. 2013) gener6 un arbol de Neighbor-Joining con
un total de 567 nt analizados, excluyendo inserciones
o deleciones (Figura 5). El clado I comprende a F.
sacchari. El clado II corresponde a F. andiyazi. El clado
III incluye a F. nygamai.
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Figura 3. Raices de las plantas de cafa de azticar inoculadas con F. nygamai comparadas con las plantas testigo sin inocular.

Recientemente, basados en la filogenia de las  se ha colocado dentro del Clado Asiatico (Kvas et al.
especies del CGF, se ha propuesto la integracion de  2009), mientras que para F. andiyazi y otras especies
tres clados, formulando una hipdtesis biogeografica  no se ha establecido afinidad hacia algtan grupo.
basado en los origenes de las plantas hospedantes. De
esta manera, F. nygamai junto con F. verticillioides se
han ubicado dentro del Clado Africano, y F. sacchari
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Figura 4. Raices de las plantas de cafa de azticar inoculadas con F. sacchari comparadas con las plantas testigo sin inocular.
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Figura 5. Arbol filogenético Neighbor-Joining basado en las secuencias del gen TEF-1at de las especies de Fusarium causantes
de la necrosis de las raices de cafna de azticar. Los valores bootstrap basados en 1 000 réplicas son indicados como porcentajes
en los internodos cuando las frecuencias de las réplicas exceden 50%.

CONCLUSIONES

De las raices necréticas de plantas de cafia de azucar
del estado de Morelos se aislaron cinco especies del
género Fusarium: F. andiyazi, F. nygamai, F. proliferatum,
F. sacchari y F. verticillioides.

Martinez-Jaimes et al.

Mediante las pruebas de patogenicidad en plantas
de cafa de azucar, se confirmd que solo las especies
F. andiyazi, F. nygamai y F. sacchari causan la necrosis
de la raiz e inducen la sintomatologia de marchitez en
estas plantas.
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