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RESUMEN

La enfermedad de la malformacion del mango (MMD, por sus siglas en inglés) es
una de las principales enfermedades que atacan al cultivo del mango y por ende
limita su produccion tanto a nivel mundial como nacional. En el periodo de 2017-
2018 se obtuvieron un total de 168 aislamientos de arboles de mango con sintomas
de malformacion floral y vegetal como flores compactadas y deformadas, brotes
laterales, agallas y masas compactadas en Sinaloa, México. Los aislados
patogénicos se identificaron con base a caracteristicas morfolégicas. De un total de
80 aislados patogénicos, 37 fueron seleccionados para corroborar su identidad
mediante el gen TEF-1a, se identifico 1 aislado como F. solani, 1 de F.
neocosmosporiellum, 1 como F. proliferatum, 5 aislados identificados como F.
pseudocircinatum, 8 pertenecen F. incarnatumy 21 fueron como F. decemcellulare.
Se demostré que los 25 aislamientos de Fusarium analizados para el tipo de
apareamiento eran MAT-2. El analisis filogenético se separd por especie, asi se
confirmé que las poblaciones provienen de linajes distintos. Las seis especies
produjeron sintomas de MDD, siendo la especie F. decemcellulare la que presentd
mayor y menor agresividad. El fungicida Carbenpro promovio el menor crecimiento
micelial de Fusarium spp. con las cuatro dosis utilizadas (1, 10, 100 y 1000 ppm),
inhibiendo entre 55.08 y 76.71% el crecimiento del micelio, respectivamente.

Palabras clave: mango, caracterizacion genotipica, malformacion, Fusarium spp.



ABSTRACT

Mango malformation disease (MMD) is one of the main diseases that attack the
mango crop and therefore limits its production both globally and nationally. In the
period 2017-2018, a total of 168 isolates of mango trees with symptoms of floral and
plant malformation such as compacted and deformed flowers, lateral shoots, galls
and compacted masses were obtained in Sinaloa, Mexico. The pathogenic isolates
were identified based on morphological characteristics. Of a total of 80 pathogenic
isolates, 37 were selected to corroborate their identity using the TEF-1a gene, 1
isolate was identified as F. solani, 1 as F. neocosmosporiellum, 1 as F. proliferatum,
5 isolates identified as F. pseudocircinatum, 8 belong to F. incarnatum and 21 were
as F. decemcellulare. The 25 Fusarium isolates analyzed for mating type were
shown to be MAT-2. The phylogenetic analysis was separated by species, thus
confirming that the populations come from different lineages. The six species
produced symptoms of MDD, being the species F. decemcellulare the one that
presented the highest and lowest aggressiveness. The fungicide Carbenpro
promoted the lower mycelial growth of Fusarium spp. with the four doses used (1,
10, 100 and 1000 ppm), inhibiting between 55.08 and 76.71% the growth of the

mycelium, respectively.

Keywords: mango, genotypic characterization, malformation, Fusarium spp.
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I. INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es el frutal de mayor importancia econémica en las
regiones tropicales y subtropicales del mundo, ocupando el primer lugar, seguido
de la pifia y el aguacate (FAO, 2012). México es el quinto productor a escala
mundial (FAO, 2018) y el principal exportador (SIAP, 2013). De acuerdo con la
superficie cultivada en México, este frutal en 2020 ocupd el quinto lugar,
antecedido por café cereza (Coffea arabica L). naranja (Citrus X sinensis L),
aguacate (Persea americana) y limon (Citrus limon L.) (SIAP, 2021). Los cultivares
de mango mas producidos son Ataulfo, Manila, Kent Tommy Atkins, Haden,
Criollo, Keitt, Oro, Paraiso (petacon), Diplomatico y Obo, que representaron el
31.63, 16.93, 13.05, 12.60, 11.6, 6.87, 5.55, 2.03, 0.14, 0.08 y 0.06 % de la
produccion de mango, respectivamente (SIAP, 2021). Se consume como fruta
fresca o procesada en forma de conservas, salsas, encurtidos, helados, aguas,
néctar, pure, fruta deshidratada y jugos.

En la mayoria de las zonas productoras de mango en México y el mundo se
presenta una de las enfermedades mas destructivas denominada “enfermedad de
la malformacion del mango” (MMD), “escoba de bruja” o proliferacion vegetativa y
floral (PVF), reportada por primera vez en India en 1891 (Krishnan et al., 2009),
misma que afecta brotes vegetativos y florales; destacando su severidad y control
ineficiente, presentandose en la mayoria de las variedades cultivadas (Ploetz,
2007; Kumar et al., 1993); las inflorescencias marchitas que permanecen en el
arbol provocan el contagio de la enfermedad a yemas sanas (Gamliel- Atinsky et
al, 2009). En la actualidad se encuentra distribuida en China, Australia,
Bangladesh, Brasil, Burma, Centroamérica, Cuba, Egipto, Estados Unidos de
América, Filipinas, India, Indonesia, Israel, Malasia, México, Pakistan, Sudan,
Tailandia, Venezuela (Qi et al., 2013; Castellano y Guanipa, 2004; Ploetz et al.,
1996).

Las enfermedades causadas por el género Fusarium en plantas, han tenido gran
impacto en los principales cultivos, tanto que, la mayoria de ellos tiene una
enfermedad asociada a su presencia; una investigacion reciente de la lista de

enfermedades gestionadas por la Sociedad Americana de Fitopatologia (APS),
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reveld que mas de 81 de las 101 plantas de importancia econdémica en la lista,
presentan por lo menos una enfermedad asociada a Fusarium; las enfermedades
inducidas varian en su forma, en nivel de gravedad y pueden incluir pudricion de
tallo y raiz, marchitez, cancros, pudricién de fruto o semilla y hojas. Debido a ello,
la identificacion de las cepas de Fusarium presentes en plantas enfermas, ha sido
y sigue siendo una actividad importante en los laboratorios de diagndstico (APS,
2015).

Con base en el manejo integrado de esta enfermedad, se han realizado estudios y
planteado alternativas de control, sin embargo, se siguen teniendo pérdidas
econdmicas en las diferentes areas productoras de mango en el pais (Vega-Piha
et al., 2004). Los dafios en los cultivares mejorados de tipo criollo y del tipo
"petacdn" son mayores en la cuenca del Pacifico y en el tropico seco de México,
causando bajos rendimientos (Noriega et al., 1999).

Se desconoce evidencia cientifica de las especies de Fusarium que ocasionan la
malformacion en el cultivo de mango en Sinaloa, por tanto, el objetivo de este
trabajo fue identificar y caracterizar dichas especies, asi como determinar la

virulencia de las poblaciones.



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad de malformacion del mango, ocasionada por especies del género
Fusarium causan pérdidas considerables en el cultivo, hasta en un 50 % (Noriega-
Cantu et al., 1999), cuando las condiciones son favorables para el patégeno.
Sinaloa se encuentra en los primeros lugares de produccion a nivel nacional, es de
suma importancia realizar estudios que brinden informacion sobre la enfermedad
que permitan disefar estrategias sostenibles de control de la enfermedad. Hasta la
fecha, la evidencia experimental para la susceptibilidad o resistencia de los
cultivares comerciales a MMD no se ha publicado (Freeman et al., 2014). Aunado
a lo anterior, se desconoce evidencia cientifica de la diversidad de especies de
Fusarium causantes de la malformacién del mango en Sinaloa. Por ello, es
importante identificar dichas especies, conocerlas y comprender la interaccion
planta-hongo.



ll. HIPOTESIS

Se encontraran diferentes especies de Fusarium causando la malformacion del

mango en Sinaloa, las cuales presentaran diferentes niveles de virulencia.

IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Identificar y caracterizar molecularmente a los agentes causales de la
malformacion del mango en Sinaloa, asi como determinar la patogenicidad y

virulencia de las especies encontradas.

4.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar morfolégicamente e identificar molecularmente a las especies
de Fusarium causantes de la malformacion del mango (Mangifera indica L.)
en Sinaloa.

2. Determinar la patogenicidad y virulencia de los aislados de Fusarium spp.
causantes de la malformacion del mango en Sinaloa.

3. Determinar la relacion filogenética de las poblaciones de Fusarium spp.
causantes de la malformacion del mango en Sinaloa.

4. Evaluar in vitro la sensibilidad a fungicidas de las cepas de Fusarium spp.

causantes de la malformacién del mango en Sinaloa.



V. REVISION DE LITERATURA

5.1. Origen y distribucion del mango

El mango (Mangifera indica L.) es un arbol frutal de importancia mundial, originario
de la regién Indobirmana, Laderas del Himalaya y Sri Lanka, de donde se
distribuy6 al resto del mundo. Por ello, ademas de la India, el mango se cultiva
aproximadamente en 85 paises. En la figura 1 se observan las principales rutas de
movimiento de los cultivares de mango desde su lugar de origen (Chakrabarty,
2011). Esta especie a su vez es la de mayor importancia dentro de la familia
Anacardiaceas, debido al valor econdémico del fruto y extensa distribucion

geografica (Galan- Sauco, 2009).
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Figura 1. Ruta de movimiento de los cultivares de mango desde su lugar de origen

a diferentes paises (Chakrabarty, 2011).

5.2. Estadisticas del cultivo del mango
A continuacion, se presentan datos que reflejan la importancia del mango dentro

de la economia tanto a nivel mundial como nacional.

5.2.1. Estadistica del cultivo de mango a nivel mundial

En el afno 2019 a nivel mundial, México se posicion6 en el cuarto lugar como
productor de mango (Cuadro 1). Antecedido solo por India, Indonesia y China
(FAOSTAT, 2021).



Cuadro 1. Principales paises productores de mango a nivel mundial

Pais Posicion mundial Produccion (t)
India 1 253 631 000
Indonesia 2 3294 817
China 3 2415000
México 4 2 396 675
Malawi 5 2083 471
Brasil 6 1 998 561

Fuente: FAOSTAT, 2021.

5.2.2. Estadistica del cultivo del mango a nivel nacional

En el afno 2020 de acuerdo con las estadisticas de producciéon de mango, se
obtuvo una produccion aproximada de 2 085 751.18 t a nivel nacional, siendo
Sinaloa el principal estado productor de mango (Cuadro 2), con una produccién de
410 147.17 t; segundo lugar en cuanto a superficie sembrada con 33 891.97 ha; y
un rendimiento de 12.83 t/ha (SIAP, 2021).

Cuadro 2. Produccion nacional de mango

Estado Posicion Produccion (t) Rendimiento
nacional (tha™)
Sinaloa 1 410 147.17 12.83
Guerrero 2 395 477.31 15.64
Nayarit 3 304 618.62 11.38
Chiapas 4 270 644.12 7.56
Oaxaca 5 208 798.27 11.18

Fuente: SIAP, 2021



5.3. El cultivo de mango

El mango es una de las frutas mas consumidas en el mundo debido a su sabor,
fragancia y nutricion, aunado a que presenta bajos costos de mantenimiento,

debido a su naturaleza resistente (Normand et al., 2015).

5.3.1. Clasificacién taxonémica del mango
La clasificacion del mango dada por Integrated Taxonomic Information System
(ITIS, 2011) es la siguiente:

Reino: Plantae

Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Sapindales
Suborden: Anacardiineae
Familia: Anarcardiaceae
Género: Mangifera L.
Especie: Mangifera indica L.

5.3.2. Descripciéon botanica del cultivo del mango

Raiz: es pivotante, la cual crece hasta alcanzar el manto freatico, pudiendo llegar
hasta una profundidad de 6 metros, aunque la mayoria de las raices absorbentes
se encuentran en los primeros 50 cm. Ademas, el crecimiento horizontal puede ser
hasta de 8 metros del tronco del arbol.

Tallo: la forma de ramificacion del arbol depende de su forma de propagacion, si
es reproducido por semilla o injerto, y del tipo de poda que se aplique. En arboles
reproducidos por semilla la ramificacién es abundante y la planta puede llegar a
mas de 40 m de altura. En arboles injertados y podados la ramificacién es menor
llevando al final de las ramillas floriferas y su forma es simétrica, con la copa mas

o menos esférica (Huete y Arias, 2007).



Hojas: son lanceoladas de 15 a 40 cm de largo y de 2 a 10 cm de ancho, con un
intenso color rojo al inicio de su crecimiento después pasa a color verde y termina
como verde oscuro en su madurez.

Inflorescencia: es una panicula que varia de angosta hasta cénica y puede tener
hasta 30 cm de largo.

Flores: son hermafroditas y masculinas en la misma panicula, predominan las
masculinas. La corona tiene 5 pétalos de color amarillo, entre la corona y el
androceo hay un disco penta-lobulado anular y carnoso. El androceo consta de
estambres y estaminoides, en total 5 y solo en una o dos ocasiones son fértiles. La
antera es rosa y se torna a purpura en la dehiscencia del polen. El ovario es sésil,
unicelular, oblicuo y ligeramente comprimido, estan colocados sobre el disco. Las
flores se dan en paniculas terminales ramificadas. Un arbol puede tener de 2000 a
4000 paniculas, las cuales pueden poseer entre 400 a 5000 flores cada una. La
polinizacién es cruzada, principalmente realizada por los insectos, especialmente
las moscas (dipteros). Se considera normal que el cuaje sea de 0.1 % de las
flores. La floracion naturalmente esta condicionada por el clima, principalmente por
los factores temperatura y precipitacion, como también el origen de la variedad, el
manejo que recibe la misma y la madurez del tejido a florecer (yemas y hojas).
Fruto: es una drupa, de tamarfo y forma variable, puede pesar de 100 a 1500 g; el
mesocarpo constituye la parte comestible. Su color va de amarillo hasta rojo o
morado, pasando por distintos grados de coloracion en su proceso de madurez
dependiendo de la variedad. La fruta pueda tardar de 100 a 120 dias, en términos
generales de la floracidn a cosecha. La fruta posee una cascara semidura que la
protege; la carne es fibrosa y se encuentra ligada a la semilla (Mora-Montero et al.,
2002).

Semilla: se encuentra dentro del endocarpio y hueso; la testa y tegmen estan
representados por dos cubiertas papiraceas, hay dos y rara vez mas cotiledones,
los cuales son planos, convexos y con frecuencia desiguales (Mora-Montero et al.,
2002; Huete y Arias, 2007).



5.3.3. Requerimientos agroclimaticos

Temperatura: la temperatura media mensual 6ptima para el desarrollo del cultivo
de mango es de 22 y 33 °C; para proporcionar un sabor dulce a la fruta y que
tenga una maduracion adecuada, las temperaturas optimas durante la noche
deben ser de 28 a 32 °C; las temperaturas sub-6ptimas son entre 10 a 23 °C como
minimas y de 31 a 42 °C como maximas; las temperaturas no aptas son debajo de
8 °C y arriba de 42 °C.

Precipitacion: puede variar desde 250 hasta 500 mm, en regiones tropicales. El
rango de adaptacion de la especie va de 700 a 2500 mm, pero lo 6ptimo es entre
1000 y 1500 mm de precipitacion al afio con una temporada seca bien definida de
aproximadamente cuatro meses de duracion. Durante los primeros tres afos del
desarrollo de los arbolitos, es sumamente importante el suministro de riego.
Cuando las precipitaciones son menores a 500 mm, es necesario aplicar riegos
suplementarios.

Suelo: los suelos ideales para el cultivo del mango son de textura limosa,
profundos y con una capa minima de 75 cm de profundidad, aunque lo ideal son
los suelos de 1 a 1.5 m de profundidad y un pH entre 5.5 y 7.0. El mango se
desarrolla bien en suelos arenosos, acidos o alcalinos moderados, siempre y
cuando tengan una fertilizacion adecuada. Este frutal no es muy afectado por el
tipo de suelo, sin embargo, en suelos mal drenados no crece, ni fructifica lo
suficiente.

Altitud: las plantaciones productivas se limitan a una altitud maxima a 800 m.
Humedad relativa: la induccion floral se estimula por estrés hidrico, adaptandose
bien a humedad relativa de 40 a 80 %, observandose que a humedad relativa
mayor se propician enfermedades. Mientras que la sequia alta produce
condiciones Optimas para diferentes plagas. El efecto de la humedad relativa se ha
estudiado poco, se conoce que tienen un efecto directo en el intercambio gaseoso
de las hojas e indirecto en crecimiento, floracion y fructificacion por la influencia
que tiene en el desarrollo de plagas y enfermedades.

Viento: los vientos mayores de 20 km/h pueden causar problemas como
volcamientos y deformacion de plantas, dafios mecanicos en hojas, flores y frutos,



secamiento de flores, reduccion de la viabilidad del polen y caida de flores y frutos.
También puede afectar la actividad de los insectos polinizadores.

Luminosidad: el mango no responde a las diferencias en la longitud del dia, en
cuanto a la diferenciacion floral. Es poco tolerante a la sombra, por lo que requiere
de buena luminosidad para el crecimiento, desarrollo reproductivo y rendimiento.
Los frutos que estan expuestos a la luz desarrollan un mejor color que los que

reciben menos luz (Mora-Montero et al., 2002; Huete y Arias, 2007)

5.3.4. Variedades de mango

Entre las variedades que se cultivan y aprovechan comercialmente en nuestro
pais estan las siguientes (Chavez et al., 2001):

Tommy Atkins: su fruto es de excelente calidad, predomina el color rojo, de forma
redonda y tamafio mediano de 350 a 470 g. La pulpa es jugosa con poco
contenido de fibra. Tiene la desventaja de que, si no se corta en su madurez
optima, se tienen problemas en el manejo postcosecha. Ademas, el fruto es
afectado por un desorden fisioldégico que consiste en un ahuecamiento interno en
la unién del fruto con el pedunculo.

Haden: fruto que presenta una base de color amarillo en chapeo rojo, que lo hace
muy atractivo, tanto para el mercado nacional como para el de exportacidon. Los
frutos alcanzan un peso de 300 a 400 g. Su pulpa es jugosa con poca fibra y de
buen sabor.

Manila: Su produccion es temprana, ya que se cosecha entre abril y mayo,
produce frutos de peso medio de 200 a 275 g, de forma eliptica y de color amarillo,
la cascara es delgada, pulpa amarilla, firme y muy dulce, cuenta con bajo
contenido de fibra. Esta variedad es ampliamente aceptada en el mercado
nacional, tanto para consumo en fresco como industrializado.

Kent: su produccion es alternante. Los frutos pesan de 500 a 825 g; la base es de
color verde amarillento con chapeo rojo. La desventaja de esta variendad es que
la época de cosecha coincide con la temporada de lluvias, lo que favorece el
desarrollo de antracnosis. La fruta se destina al mercado nacional principalmente y
a la industria, sin embargo, su produccion se puede destinar para exportacion

cuando se siembra en regiones secas.
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Keitt: la produccion de esta variedad es poco alternante y tardia, ya que se
cosecha entre agosto y septiembre, destinandose al mercado nacional y para la
industria. El fruto es grande, con un peso que varia de 600 a 800 g. La base del
fruto es de color verde con chapeo rosa-rojizo. La pulpa es muy dulce con escaso
contenido de fibra. La variedad tiene problemas de fruta manchada por
antracnosis y rona.

Ataulfo: variedad poco alternante y produccion temprana, ya que ocurre en mayo
a julio. Su fruto ha tenido gran aceptacion por su excelente calidad. Es de color
amarillo, resistente al manejo y con peso promedio de 200 a 370 g. El color de la
pulpa es amarillo y no tiene fibra.

Manzanillo Nuiez: es una seleccion regional, su fruto es grande parecido al kent.
El chapeo es rojo sobre amarillo-naranja, su pulpa no tiene fibra y la semilla es
pequena. Su produccion se destina al mercado nacional.

Irwin: el color del fruto es rojizo con chapeo purpura. El peso oscila entre 250 y
310 g, la pulpa es de color amarillo intenso, no tiene fibra y exquisito sabor. Su
defecto principal es que la fruta no resiste al manejo, por lo cual no es apta para

exportacion y su mercado nacional es limitado.

5.4. Limitantes del cultivo del mango

El mango padece varias enfermedades infecciosas causadas por fitopatdgenos.
Mas de 83 enfermedades y trastornos diferentes, incluidos 52 fungicos y tres
bacterianos se han registrado en todo el mundo, nematodos fitoparasitos del arbol
y la fruta del mango que causan pérdidas; sin embargo, el virus no causa una sola
enfermedad hasta donde se sabe (Pernezny y Simone, 2000).

Dentro de los hongos, Capnodium sp. es el agente causal de la fumagina (Almeida
et al., 2003). Este fitopatdgeno crece y se desarrolla a partir de micelio sin
penetrar los tejidos de la planta, causando un efecto indirecto, ya que interfiere en
las funciones normales de las hojas.

Por su parte, Rosellinia sp. causa la pudricion basal del mango y la raiz muere.
Cuando se retira la corteza se puede observar el micelio del hongo de color
blanco. El arbol tiene poco desarrollo, se torna amarillento y se le caen las hojas
(Mora et al., 2002).
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Cetatocystis fimbriata ocasiona la enfermedad conocida como mal de machete,
que causa marchitez y muerte de las ramas; en etapas avanzadas puede provocar
la pérdida del arbol (Mora et al., 2002).

Colletrotrichum gloesporoides ocasiona la enfermedad de antracnosis, afectando
la produccion del mango, las condiciones Optimas para que se desarrolle son altas
precipitaciones, humedad relativa mayor de 82 %; los sintomas incluyen lesiones
en hojas, ramas, flores, pedunculos y fruto, reduciendo la produccion entre el 15y
el 50 % (Arias y Canizales, 2007). Ademas, afecta el producto poscosecha.

Oidium mangiferae ocasiona el mildiu polvoso y se manifiesta en el cultivo por un
tejido micelial de color blanco en forma polvorienta, los érganos principales
afectados son las hojas jovenes cercanas a la zona de formacion de la panicula

extendiéndose hacia las inflorescencia y ramas (Gil et al., 2015).

5.4.1. Enfermedad de la malformacién del mango (MMD)

La MMD puede definirse como una enfermedad fungica en mango causada por
especies del género Fusarium que conduce a un crecimiento anormal de los
brotes vegetativos e inflorescencias (Kvas et al., 2008). En México, fue detectada
en los estados de Morelos, Veracruz y Guerrero en 1958 (Morales y Rodriguez,
1961); y actualmente se ha extendido ampliamente en todos los estados
productores de mango.

La enfermedad presenta variacion de sintomas y posiblemente se relacionan con
diferentes fases de la patogénesis, cultivar, factores ambientales, especie de
hongo y la edad del hospedante o tejido al momento de la infeccion (Chakrabarti,
2011).

5.4.2. Malformacion floral (inflorescencia) o proliferacion floral

Las inflorescencias sanas se caracterizan por tener un raquis central con
entrenudos largos y ramificaciones secundarias con abundantes flores individuales
que les confieren una estructura piramidal y un color amarillo dorado (Mora, 2000).
Las paniculas infectadas presentan engrosamiento del eje primario y raquis
secundario, acortamiento de entrenudos y necrosis del raquis, adquiriendo una

apariencia arrosetada (forma suelta o compacta) (Figura 2). Las flores
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malformadas tienen ovario de color verde y caen sin llegar a ser polinizadas. Las
flores hermafroditas cambian a flores estaminadas, estériles y abortivas. Las
paniculas enfermas se marchitan hasta el final de la estacion de fructificacion y
persisten como masas compactas carbonosas sobre los arboles hasta el ciclo
siguiente (Olivas, 1979; Ram, 1991). Algunas paniculas en estados tempranos de
desarrollo pueden presentar apariencia estructural piramidal similar a las sanas,
pero se pueden diferenciar de estas por desarrollar coloracién verde-amarillenta
(Marasas et al., 2006). La proliferacion floral puede coexistir en un mismo arbol

junto con la proliferacion vegetativa.

Figura 2. Malformacién floral de forma suelta y compacta.

5.4.3. Malformacion vegetal o proliferacion vegetativa

Los brotes vegetativos sanos se caracterizan por la dominancia apical y ausencia
de brotacion lateral; mientras que los sintomas de proliferacion provocan la
pérdida de dominancia apical y se aprecian brotes laterales que salen de un
mismo sitio (proliferaciéon) y desarrollo de entrenudos cortos que causan
achaparramiento de los tallos que le dan un aspecto arrosetado (Mora, 2000); las
yemas axilares desarrollan multitud de brotes hasta formar una masa compacta
(Ram, 1991; Noriega et al., 1999) (Figura 3). Los brotes con malformacién son
mas gruesos Yy las hojas son pequenas (Marasas et al.,, 2006). Cuando los
sintomas son severos en el apice de la planta se le conoce como bunchy top.
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Figura 3. Sintomas de malformacion vegetal

5.4.4. Etiologia y ciclo de la enfermedad

El agente causal de la MMD, ha sido de suma importancia desde su inicio y es
asociado con hongos, virus, acaros, desbalances fisioldégicos (metabdlico,
hormonal y otros factores), asi como el estrés ambiental, suelo y desbalance
nutrimental (Chakrabarti, 2011). Sin embargo, esta confirmado que dichas
alteraciones son inducidas principalmente por un hongo llamado Fusarium
mangiferae (Ploetz et al., 2002; Britz et al., 2002).

Hasta 1999, el patdgeno causante de la proliferacion en mango, reportado
diversamente como F. moniliforme (Fusarium verticillioides) y F. subglutinans, fue
reconocido. Pero Britz et al., (2002), mediante estudios moleculares de secuencias
de ADN multilocus, redescriben el patogeno como F. mangiferae, también
describieron una segunda especie (F. sterilihyphosum), encontrado tabién en
Brasil (Lima et al., 2009) causando la enfermedad. El ciclo de la enfermedad
involucra varios factores, tales como esporas, vectores, viento, agua,
herramientas. Gamliel-Atinsky et al. (2009) propusieron el ciclo de la enfermedad
que incluye al acaro de la yema del mango (Aceria mangiferae), mencionando que
forma parte importante en la diseminacion de la enfermedad, ya que en su cuerpo
puede llevar esporas que esparce por los brotes vegetales o florales (Figura 4).
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Figura 4. Ciclo de la enfermedad propuesto por Gamliel-Atinsky et al. (2009).

5.4.5. Vectores

Se ha encontrado relacion entre el acaro de las yemas del mango (Aceria
mangiferae) con la enfermedad (Kumar et al., 1993). Los acaros no ocasionan la
enfermedad, pero es posible que, como transmisores, jueguen un papel
importante (Pinkas y Gazit, 1992), ademas, favorecen el desarrollo de la
enfermedad debido a las heridas que causan en los meristemos.

5.4.6. Variedades susceptibles y estimacién de severidad

La susceptibilidad de las variedades a la malformacién en mango es variable; los
factores implicados que la regulan la enfermedad son temperatura, edad del arbol
y fertilizacion. En general, se menciona que las variedades de floracion tardia son
menos susceptibles que los de floracién temprana (Krishnan et al., 2009). Rymbai
y Rajes (2011) realizaron una revision de la malformacién de mango y sefalan que
ningun cultivar es completamente resistente a la malformacion, sin embargo, el cv.
Bhadauran se considera libre a la malformacion.

Kumar et al. (1993) reportan que a nivel mundial se han realizado estudios de
resistencia varietal con base en una escala de 9 grados (1 = resistente, 3 =
moderadamente resistente, 5 = tolerante, 7 = moderadamente susceptible; 9 =
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susceptible). En India, los cvs. Langra, Dashehri, Chausa y los hibridos Mallika y
Amrapali fueron susceptibles (9 = >20 % indice de enfermedad). En Egipto, la
enfermedad fue mas severa en los cvs. Gylore, Mabrouka y Tamour, mientras que
Zebda y Anshas Hindi rara vez son afectados.

Castellano y Guanipa (2004), en su estudio mencionaron que a los 45 dias se
observd la formacion de agallas al inocular Fusarium decemcellulare y
desarrollaron una escala con cuatro grados, de acuerdo a la frecuencia y longitud
de lesiones. La escala consistié en: 0-0.45 = moderadamente resistente; 0.46-0.8
= moderadamente susceptible; 0.81-0.98 = susceptible; >0.98 = altamente
susceptible. Al evaluar el comportamiento de cultivares, Palmer y Kent resultaron
moderadamente resistentes y los mas susceptibles Haden y Batista.

Igbal et al., (2006) propusieron una escala de cinco niveles con base en los
sintomas de malformacion que se observan: 1=yemas hinchadas; 2=erupcion de
yemas multiples (vegetativa) o raquis engrosado (floral); 3=grupo de entrenudos
cortos (vegetativo) o panicula engrosada (floral); 4=hojas escamosa (vegetativo) o
aumento de flores (floral); 5=apice compacto (vegetativo) o panicula compacta
deformada (floral).

5.5. Ensayo de patogenicidad mediante inoculaciones artificiales
Las técnicas experimentales utilizadas para verificar la patogenicidad se han
basado en métodos de infestacion del suelo (Haggag et al., 2010), deposicidén de
micelio sobre heridas causadas de forma mecanica, aspersiéon de conidios,
posibles vectores (Aceria mangiferae) e infiltracion de esporas (Chakrabarti, 2011).
Ploetz y Gregory (1993), reprodujeron satisfactoriamente los sintomas de
malformacion al insertar una porcidon (rodaja) de micelio de hongo. Igbal et al.
(2010), asperjaron esporas y frotaron con carborundum, pero no se manifestaron
los sintomas de proliferacion.
El método de infiltracion de esporas con aguja hipodérmica se ha utilizado en los
siguientes estudios:

e Noriega (1996) al inocular F. subglutinans y F. oxysporum en plantas de

mango del cv. Haden y criollos, con una eficiencia del 75 al 100 %.

e Freeman et al. (1999) transformaron un aislamiento de F. subglutinans con
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GUS (b-glucuronidase), inocularon yemas vegetativas y florales de mango
(cv. Kent) y entre los 42-56 dias observaron sintomas de MMD con una
eficiencia del 100 %.

e Mora (2000) inocul6 plantas de mango de tipo criollo con la especie F.
subglutinans y presento una eficiencia del 100 %.

e Lima et al. (2009) completaron satisfactoriamente los postulados de Koch
de los aislamientos de la nueva especie de Fusarium, con una eficiencia del
20 al 60 %; mientras que con F. sterilihyposum fue del 20 al 40 % y con F.

semitectum no se observaron sintomas.

5.6. Género Fusarium

El género Fusarium fue descrito por Link en 1809 y a tres siglos de su introduccion
se considera un género que posee una alta diversidad de patogenos de plantas.
Las especies de este género, pueden provocar directamente enfermedades en
plantas, animales y humanos. Fusarium spp. puede producir metabolitos
secundarios asociados con enfermedades en plantas y en humanos como el
cancer y defectos de crecimiento. El género Fusarium tiene una diversidad de
especies, formas especiales y razas.

El género constituye un grupo cosmopolita de hongos filamentosos, poseen un
micelio bien desarrollado, septado y conidioforos caracteristicos, sin embargo,
algunas especies presentan un talo unicelular, estan ampliamente distribuidas en
el suelo y colonizan las partes aéreas y subterraneas de las plantas, también
pueden ser saprofitos y pueden sobrevivir en residuos vegetales. Se les considera
principalmente como hongos de campo (Sulaman et al., 2013), ya que son
capaces de infectar a una gran variedad de cultivos de especies vegetales y
producir enfermedades, que se manifiestan con sintomas como amarillez,
marchitez, pudricién radicular, chancros y finalmente la muerte de muchos cultivos

(Leslie y Summerell, 2006).

5.6.1. Clasificaciéon Taxonémica
Comunmente, la identificacion de hongos fitopatogenos se ha basado en la

observacion y comparacion de caracteres morfolégicos de los especimenes; sin
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embargo, en cada uno de los niveles taxondmicos, especie, subespecie, variedad,
formae specialis (f. sp.) y raza, cada vez es menos el tipo de caracteres
morfoldgicos que se consideran validos para la diferenciacion entre dichos grupos.
Ademas, mientras que subespecies y variedades suelen diferir en algunos
aspectos morfologicos, formae specialis y razas difieren morfolégicamente en la
gama de especies y de cultivares que estas infectan, respectivamente sobre las
que son patogénicas (Coddington y Gould, 1992).

Los taxones reconocidos por el Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica
(ICBN), estan basados en las caracteristicas morfologicas de los individuos e
incluyen seccion, especie y variedades. Aunque algunas divisiones entre las
especies de Fusarium estan basadas en la fisiologia como las formas especiales y
razas, o en genetica como los Grupos de Compatibilidad Vegetativa (VCG), no
estan reconocidos por el codigo.

Con base a los taxones documentados por el ICBN, la clasificacion taxondmica de
estos hongos es la siguiente.

Reino: Fungi

Division: Ascomycota

Subdivision: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes

Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae: Nectriaceae
Género: Fusarium

Algunas especies tienen un estado sexual (teleomorfo) reconocido dentro de la

familia Nectriaceae y pertenecen a los géneros Gibberella, Nectria y
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Neocosmospora (Li et al., 2013). Para evitar confusiones, solo el nombre de
Fusarium se debe utilizar (Geiser et al., 2013).

5.6.2. Identificacion de Fusarium

La correcta identificacion del agente causal, permite implementar medidas
apropiadas para el manejo y control de las enfermedades. Hay varias técnicas de
identificacion de especies, como son los caracteres morfolégicos del hongo, asi
como la identificacién a través de métodos moleculares, por ejemplo, la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), es un enfoque rapido
en la identificacion de patogenos (O’ Donnell, 2000), mediante el uso de regiones
de ADN, como el gen del factor de elongacion de la traduccion (TEF-1a), que se
usan para identificar o discriminar a las especies del género Fusarium (O' Donnell
et al., 1998; Geiser et al., 2004).

5.6.2.1. Identificaciéon morfolégica de Fusarium spp.

Esta técnica es tradicional y su uso es simple, sin embargo, importante. Se toman
en cuenta los caracteres morfolégicos de las colonias del hongo como son, el tipo
de micelio, color de la colonia, estructuras como microconidias, macroconidias,
fialides, clamidosporas. Aunque su taxonomia continua vigente es indispensable la
experiencia del técnico para una correcta identificacion. Se hace uso de diferentes
medios de cultivo para distinguir ciertas estructuras o la formacion de algunas de
ellas. Entre los medios de cultivo utilizados se encuentra al medio papa dextrosa
agar (PDA) y agar hojas de clavel (CLA, pos sus siglas en inglés). EI PDA se
utiliza para observar el tipo de micelio, coloracién y diametro de la colonia y en el
medio CLA se observan las estructuras como las microconidias, macroconidias,
fialides, esporodoquios y clamidosporas. No obstante se requiere usar técnicas
moleculares (PCR), ya que algunas de especies de Fusarium comparten
caracteristicas muy similares y la identificacion morfologica puede ser erronea. Los
manuales de identificacion para el género Fusarium son los propuestos por Nelson
et al. (1993); Leslie y Summerell, (2006).
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5.6.2.2. Identificacidon molecular de Fusarium spp.

5.6.2.2.1. Extracciéon de ADN

Cuando se habla de analisis de acidos nucleicos, es extraer el ADN del hongo y
purificarlo. La cantidad del ADN y la calidad necesaria para las reacciones
generalmente determinan el método de extraccién que se emplea. Si los analisis
de ADN se emplean para amplificaciones por PCR, la cantidad es relativamente
poca. Hay varios métodos de extraccidon de ADN, por ejemplo, el protocolo de
bromuro de trimetilamonio (CTAB) de Murray y Thompson (1980), asi como

también el método que utiliza nitrégeno liquido (Ausubel, 2003).

5.6.2.2.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es una reaccién enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una
secuencia especifica de ADN, esto acurre a través de varios ciclos repetidos en
los que la secuencia especifica es copiada. Para ello, la reaccién requiere de la
actividad de la ADN polimerasa, la cual que posee la capacidad de sintetizar
naturalmente el ADN en las células. La PCR necesita de varios elementos
importantes como son el ADN, la Tag ADN polimerasa, los oligonucledétidos,
primers o cebadores, los desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs: adenina,
timina, citosina y guanina), el ion magnesio (Mg™), solucién buffer o amortiguadora
y H20. Estos elementos interactuan en las tres etapas de la PCR que son:
desnaturalizacion, hibridacion y extension (Tamay, 2013).

La enzima comunmente utilizada es la Tag ADN polimerasa, que proviene de una
bacteria termdfila llamada Thermus aquaticus, que se encuentra viviendo a muy
altas temperaturas, por ello su ADN es capaz de soportar ese tipo de
temperaturas, por lo cual es considerada como una enzima termoestable. Los
primers son secuencias de oligonucleotidos que flaquean y delimitan la secuencia
blanco que se desea amplificar y son complementarios a ella. Se requieren dos
secuencias de primers llamada “forward” o sentido y la otra “reverse” o antisentido;
disefiadas para que sean extendidas en la direccion 5-3° (como sucede
endogenamente).

Los dNTPs son las bases nitrogenadas con los que la Taq polimerasa construye
las nuevas cadenas de ADN; el MgCl. es un cofactor necesario para la actividad
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enzimatica de la ADN polimerasa; el buffer o solucidn amortiguadora que se
requiere estda compuesto generalmente por Tris-HCL (pH=8), cuya concentracion
final debe ser 1X (Tamay, 2013). El equipo que se utiliza para esta técnica se
llama termociclador, que esta disefiado para que sea homogéneo en las
condiciones de temperatura y tiempo necesario para que todos los ciclos sean
iguales.

El proceso de la reaccion en cadena de la polimerasa se divide de tres etapas
(Jiménez et al., 2003):

1. Desnaturalizacién: el ADN se desnaturaliza en dos cadenas simples por fusion
a una temperatura elevada (1 min. 90-95 °C)

2. Hibridacion: anillamiento de dos oligonucledtidos (primers) en las cadenas
originales para que se lleve a cabo la sintesis de la nueva cadena a una
temperatura (45 seg. 40-60 °C), los primers tienen entre 10 y 30 bases de ADN.

3. Extensién: la nueva cadena se extiende a partir de los primers, afadiendo
nucleotidos libres en forma de desoxirribonucledtidos trisfofatado (ANTPs) a una
temperatura elevada (2 min. 70-75 °C).

El ciclo de estas tres etapas se repite de 25-35 veces en una region de PCR tipica
y generalmente tarda entre 2-4 horas, segun sea la longitud del ADN a copiar.
Para comprobar si el ADN amplifico se hacen corridas en geles de agarosa en
electroforesis y ver si se observa el amplicon deseado.

5.6.2.2.3. Electroforesis en gel de agarosa

La técnica de biologia molecular que se usa para separar fragmentos dependiendo
del tamafio de ADN, se llama electroforesis. Por lo regular en esta técnica se
utilizan geles de agarosa donde se deposita el ADN y se lleva a cabo su
separacion, dependiendo del tamafo del fragmento. Esta separacion se realiza
generando un campo eléctrico en el gel de agarosa, en donde los fragmentos de
ADN, al poseer carga neta negativa, migran hacia el anodo, de manera inversa a
su tamafo a causa de la friccion generada por el medio de gel agarosa (Vera,
2013). Una vez terminada la electroforesis, el gel se visualiza en un
transiluminador de luz UV, asi se observa el tamafo del fragmento amplificado y
esto se logra gracias a que se agrega Gel Red a la agarosa, entonces se emite
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una coloracion brillante.

5.6.2.3. Cebadores para la identificacion de Fusarium spp.

5.6.2.3.1. Gen del Factor de Elongacién de la Traduccion (TEF-1a)
Actualmente, unas de las alternativas moleculares mas utilizadas en el uso de la
identificacion filogenética de Fusarium, esta basada en la secuencia nucleotidica
del gen del factor de elongacion 1 alfa (EF-1a o TEF-1a), el cual codifica una parte
esencial de maquinaria de traduccion proteinica. Esta técnica se utiliza en la
filogenética, ya que es bien conservado a nivel de especie dentro del género
Fusarium y se han desarrollado cebadores universales que funcionan a través del
género (Geiser et al., 2004; Roger et al., 1999), pues presenta una sola copia no
ortéloga para este género. Este gen se utiliz6 por primera vez como marcador
filogenético para inferir entre las especies y nivel de género de los lepidopteros
(Cho et al., 1995). Para el caso de las especies del género Fusarium, estos
cebadores se desarrollaron para investigar linajes dentro del complejo de especies
de Fusarium oxysporum (O’ Donnell et al., 1998). Estos iniciadores amplifican una
region de ~750 pb del gen TEF-1a flanqueando 3 intrones que proporcionan la
mitad de la longitud del amplificado en todos los Fusarium que se conocen. Este
gen es encontrado consistentemente en copia simple en Fusarium y muestra un
alto nivel de polimorfismo, aun cuando es comparado con las porciones ricas en
intrones de los genes que codifican proteinas como la calmodulina, B-tubulina e
histona 3 (H3). Por ello el gen TEF-1a se ha convertido en el marcador de eleccion
como herramienta para la identificacion de Fusarium spp. (Geiser et al., 2004).
5.6.3. Analisis filogenético

Los analisis de secuencias de ADN o proteinas se han vuelto una importante
herramienta para estudiar la historia evolutiva de los organismos (Yang y Rannala,
2012). La filogenia es el origen, formacion y desarrollo evolutivo general de una
especie biolégica. Es usada para establecer la relacion de parentesco entre
especies o taxones en general. Para reconstruir la filogenia de un grupo
taxondmico (familia, género, especie) es imprescindible construir matices con base
en datos morfologicos y/o moleculares (ADN, ARN y proteinas).

La filogenética molecular se puede clasificar en tres métodos: métodos de
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distancia, métodos de verosimilitud y métodos de parsimonia, utilizados para inferir

en la filogenia de los organismos (Yang y Rannala, 2012).

5.6.3.1. Unién de vecinos (Neighbor-Joining)

Dentro del método de distancia se encuentra el método llamado de union de
vecinos (Neighbor-Joining), que se usan para reconstruir arboles filogenéticos a
partir de datos de distancia evolutiva (Saitou y Nei, 1987).

El algoritmo Neighbor-Joining (NJ) o unién de vecinos fue creado por Saitou y Nei
(1987) y consiste en generar un unico “arbol filogenético” final. En el paso inicial
del método, se unen los dos neighbors (secuencias) que tengan la menor distancia
genética. Luego, este primer par formado al inicio se considera como una sola
entidad, y busca el siguiente terminal que tenga la menor distancia genética con
este. Asi, el procedimiento continua hasta unir todos los terminales al “arbol
filogenético” (Saitou y Nei, 1987).

Este es uno de los métodos de distancia mas extensivamente usados actualmente
(Eguiarte, 1995). Es mucho mas robusto a los problemas de diferencias en las
tasas de substitucion que el UPGMA y otros algoritmos, y se considera
razonablemente rapido en la busqueda (Eguiarte et al., 1994).

Por otra parte, se ha demostrado que, si se emplea el analisis de distancia
adecuado, el método puede ser tan bueno o mejor que los de parsimonia para
encontrar el arbol filogenético verdadero (Nei, 1991; Hillis et al., 1994).

5.6.4. Tipos de apareamiento (locus MAT)

El locus MAT determina el tipo sexual de los hongos, los genes MAT-1 y MAT-2,
llamados ideomorfos, por tratarse de secuencias muy diferentes, que ocupan el
mismo locus en el genoma (Turgeon, 1998; Souza et al., 2003). Los genes del
locus MAT poseen ciertas regiones conservadas entre especies distantes, que se
denominan “Caja HMG” (en el idiomorfo MAT1-2 también llamado MAT-2) y “Caja
alfa” (en el idiomorfo MAT1-1, también llamado MAT-1) (Souza et al., 2003).

En los ascomicetos, el estudio de la estructura del locus ha ayudado a descubrir
aspectos de la evolucidn de especies heterotalicas y homotalicas. Los genes MAT
tienen el potencial de delimitar las fronteras entre especies y son utiles en estudios

23



evolutivos y para definir la filogenia (Conde-Ferraez, 2007).

La reproduccidon sexual de los hongos se lleva a cabo por la fusion de nucleos
sexualmente compatibles para la posterior producciéon de esporas recombinantes.
La compatibilidad reproductiva estda determinada por un sitio especifico del
genoma denominada locus MAT, que define el tipo sexual o mating type, término
usado para diferenciar entre individuos que son sexualmente compatibles (Souza
et al., 2003).

El tipo de apareamiento es dimictico, es decir, es controlado por un locus unico,
llamado locus de tipo de apareamiento (MAT), que se localiza en el cromosoma 6,
con dos idiomorficos (MAT-1 y MAT-2). Este mecanismo es comun para la
mayoria de los Ascomycetes (Coppin et al., 1997). En teoria, en los Ascomycetes
filamentosos, el tipo de apareamiento es controlado por un locus unico con dos
alelos y la distribucion de los alelos deberia ser 1:1. Se ha descrito un
extraordinario nivel de sintenia en la region del locus MAT entre hongos
distantemente relacionados, como A. nidulans, Magnaporthe grisea, N. crassa y
Fusarium spp. (Waalwijk et al., 2002).

En el caso de Fusarium que es un género al que pertenecen fitopatdgenos y
productores de toxinas peligrosas para los humanos y animales; que incluye tanto
hongos anamorfos como teleomorfos. Los genes MAT también se encuentran
presentes en especies de Fusarium consideradas asexuales, e incluso son
funcionales (Kerényi et al., 2004), siendo firme con la hipdtesis de que su fase
sexual debe ser criptica o rara en la naturaleza y por ello no ha sido observada.
Pocas especies de Fusarium se han secuenciado, queda mucho trabajo por hacer
con los MAT para determinar los genes que regulan y como estos genes facilitan
el proceso de reproduccidn sexual (Leslie y Summerell, 2006).

5.6.5. Enfermedades ocasionadas por el género Fusarium en mango

Qi et al. (2013) observaron sintomas de muerte regresiva en arboles de mango, la
enfermedad se caracterizé por grandes irregularidades de color marrén, motas en
los peciolos y ramitas, necrosis vascular, hojas secas y mortalidad completa de
ramas. Se aisl6 al hongo que fue identificado como Fusarium decemcellulare Brick
con base a su morfologia e identificacion molecular a través del gen TEF-1a. Los
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postulados de Koch se cumplieron mediante pruebas de patogenicidad. Hasta
donde se sabe, es el primer informe de muerte regresiva en mango causada por F.
decemcellulare en China. Salam et al. (2016) en su estudio identificaron a
Fusarium oxysporum como agente causal de la marchitez en las plantas de mango
en estado de vivero en Pakistan.

Omar et al. (2018), encontraron como agentes patdogenos secundarios de la
mancha foliar en mango a F. proliferatum, F. semitectum 'y F. chlamydosporum. La
identificacion fue por criterios morfologicos e identificacion molecular, las pruebas
de patogenicidad indicaron que es el primer reporte de la mancha foliar en Malasia
por estas tres especies del género Fusarium.

Kausar et al. (2021) en su estudio sefalan a F. solani y F oxysporum como
agentes causales de pudricion de frutos de mango de poscosecha en Pakistan.
Guo et al. (2021) realizaron un estudio en China, donde encontraron que la
mancha foliar del mango es ocasionada por 7 especies del género Fusarium. Las
cuales fueron identificadas por medio de caracteristicas morfolégicas y técnicas
moleculares. La patogenicidad se comprobé en los 22 aislados que se inocularon
en las hojas de mango, las especies encontradas fueron F. concentricum, F.
hainanense, F. mangiferae, F. pernambucanum, F. proliferatum, F. sulawesiense y
F. verticilloides siendo este el primer informe donde se reportan a las especies
causantes de la mancha foliar, excepto por F. proliferatum.

5.6.6. Fusarium spp. causante de la enfermedad de la malformacién del
mango (MMD)

La primera especie encontrada como agente patogénico causando la
malformacion del mango fue descrita y comprobada por Summanwar et al. (1966)
que fue identificada como Fusarium moniliforme. El fitopatdgeno mas reconocido
que causa la malformacion del mango es el hongo Fusarium mangiferae
(sinénimo: F. subglutinans (Wollenweb & Reinking) P. E Nelson, T. A Toussoun, &
Marasas comb. nov.; basionimo: F. moniliforme J. Sheld. var. subglutinans)
(Kumar et al., 1993). Sin embargo, hay especies que se suman a la lista de patégenos

como es Fusarium sterilihyphosum asociado con la malformacion del mango en Sudafrica

(Britz et al., 2002). Asimismo, Fusarium decemcellulare causo la malformacion en diez
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cultivares de mango (Castellano y Guanipa, 2004). Fusarium nivale se reportd6 como
primer informe en asociacion con la enfermedad de malformacion del mango en Pakistan
(Khaskheli et al., 2008). Ademas, Fusarium proliferatum fue reportado como agente
causal de la malformacion del mango en China. Para ello realizaron ensayos de
patogenicidad mediante inoculaciones artificiales, los sintomas se observaron entre los 3
y 4 meses después la inoculacion, comprobando su identidad por medio de técnicas
moleculares y los postulados de Koch se cumplieron al re-aislar el agente causal (Zhan et
al., 2010). Fusarium tupiense fue reportada como primer informe causando la enfermedad

en Senegal (Lamine et al., 2012).

5.6.6.1. Fusarium spp. en la malformacién del mango en México

En México, los patégenos que provocan la malformacion del mango son F.
subglutinans y F. oxysporum en Michoacan, Guerrero y Morelos (Mora, 2000;
Noriega et al.,, 1999). En estudios recientes se identificaron a Fusarium
mexicanum (Otero-Colina et al., 2010; Betancurt et al., 2012) y Fusarium
pseudocircinatum (Freeman et al., 2014) como agentes patogenos de la

malformacion del mango.

5.6.6.2. Fusarium spp. en la malformacién del mango en Sinaloa
En Sinaloa se reportdé a Fusarium decemcellulare (Angulo y Villapudua, 1982),
pero solo con base a caracteristicas morfologicas. No existe informacion cientifica

de las especies que causan la enfermedad.

5.7. Descripcion morfolégica de las especies de Fusarium causantes de la
MMD

La descripcion morfologica de Fusarium spp. se lleva a cabo con base en las
caracteristicas de la colonia (Nelson et al., 1993; Leslie y Summerell, 2006).

5.7.1. Fusarium decemcellulare

Se encuentra con mayor frecuencia en las zonas tropicales, asociado con varias
especies de arboles. Es un hongo de crecimiento lento, el color del micelio es
blanco con color crema, que puede oscurecerse con la edad, producen
esporodoquios amarillos a partir de una gota de exudado para dar una apariencia
hameda. Macroconidia de 42-95 x 4.5-8.5 ym suele ser muy larga, robusta y
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gruesa, con curvatura en ambos lados lo que la hace diferente de las demas
especies, puede presentar de 5 a 9 septos, generalmente 7 septos, suelen tener
un tamafno uniforme. Microconidia de 5-28 x 2-5 ym de forma ovalada y no
presenta septos, en micelio aéreo generalmente en cadenas largas, pero
ocasionalmente en cabezas falsas en monifialides. Clamidosporas ausentes
(Figura 5) (Leslie y Summerell, 2006). Es raro que se confunda a esta especie con
otra debido a las caracteristicas de las macroconidias. Presenta etapa sexual

denominada Albonectria rigidiuscula.
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Figura 5. Caracteristicas de F. decemcellulare. A) Fialides, B) Microconidias, C)

Macroconidias (Leslie y Summerell, 2006).

5.7.2. Fusarium proliferatum

Fusarium proliferatum forma parte del complejo de especies de Fusarium fujikuroi
(FFSC). Se han realizado estudios que muestran las caracteristicas morfologicas y
filogenia molecular, los cuales revelaron que el FFSC esta compuesto por mas de
50 especies filogenéticamente diferentes (Geiser et al., 2005). Los caracteres
morfolégicos no pueden diferenciar a F. proliferatum de F. fujikuroi, por lo tanto, se
debe acudir a técnicas de apareamiento o secuencias de ADN.

Provoca enfermedades en el maiz, sorgo, mango y esparragos. El micelio del
hongo es aéreo inicialmente es de color blanco, pero puede volverse violeta con la
edad. Los esporodoquios son de color canela a naranja palido se producen con
poca frecuencia o dificiles de encontrar. Macroconidias de 29-69 x 2.6-5 ym son
esbeltas, de paredes delgadas, relativamente recta y tipicos producidos por el
complejo de especies de Giberella fujikuroi. Normalmente de 3 a 5 septos.
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Microconidias de 5-16 x 2-4.5 ym tienen forma de palo con una base aplanada y
no presentan septos, pueden tener microconidias piriformes, pero son
generalmente raras; producidas en monofialides y polifialides, habitualmente en
cabezas falsas o0 agregados de microconidias. Clamidosporas ausentes (Figura 6)

(Leslie y Summerell, 2006).

Figura 6. Caracteristicas de F. proliferatum. A) Fialides, B) Microconidias, C)

Macroconidias (Leslie y Summerell, 2006).

5.7.3. Fusarium pseudocircinatum

El micelio es algodonoso color blanco, produce pigmentos de naranja a violeta
especialmente en el centro del cultivo. Esporodoquios son raros y dificiles de
encontrar. Macroconidias de 25-58 x 2-3.3 um pueden presentar de 3 a 5 septos,
cuando se presentan son ligeramente falcadas y delgadas. Predominan las de 3
septos. Microconidia 4-19 x 1.5-3.5 ym ovalada a ovoide, 0 a 1 septo, presentes
en falsas cabezas (menos de 10 esporas), generalmente en monofialides, aunque
ocasionalmente en polifialides. Clamidosporas ausentes. Presenta hifas enrolladas
estériles, que son utiles al momento de identificar la especie (Figura 7) (Leslie y
Summerell, 2006). Morfologicamente es similar a F. circinatum y F.
sterilihyphosum como las tres especies que poseen hifas enrolladas, por lo tanto,

pueden ser necesarias las técnicas moleculares para la identificacién.
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Figura 7. Caracteristicas de F. pseudocircinatum. A) Fidlides, B) Hifas enrolladas
estériles, C) Microconidias, D) Macroconidias (Leslie y Summerell, 2006).

5.7.4. Fusarium solani

Fusarium solani forma parte del complejo de especies de Fusarium solani (FSSC).
Entre las especies que forman parte de este complejo se dificulta la identificacion
morfologica, ya que todas las especies poseen caracteristicas muy similares.
Short et al. (2013), reportan que cuatro de las especies mas comunes dentro del
complejo de FFSC (F. petroliphilum, F. keratoplasticum, F. falciforme y F. solani)
no pueden diferenciarse entres si con base a las caracteristicas morfologicas.

F. solani es una especie cosmopolita sobre una variedad de sustratos. Es un
patogeno de una gran variedad de especies vegetales, especialmente arboles. El
micelio es de color blanco a crema con micelio escaso, algunos aislados producen
tonos violetas o marrones. Esporodoquios abundantes y pueden ser de color
crema, azul o verde. Macroconidias con un tamafo de 29.5-50.3 x 5.0-8.1um son
relativamente anchas, rectas y robustas, con los apices redondeados. Con un
numero de septos que va de 5 a 7. Microconidias con un tamafo de 9.6-14.9 x
4.0-6.3 ym son ovaladas, elipsoides, reniforme y fusiforme, pueden tener 0 o 1
septo, ocasionalmente 2, en cabezas falsas, a menudo en monofialides y bastante
largas. Clamidosporas de 6-11 ym son abundantes, se encuentran intercaladas en
las hifas o formadas terminalmente en ramas laterales cortas por lo general
individualmente o en pares. Puede ser de forma globosa a ovalada y con pared
suave o rugosa (Figura 8) (Leslie y Summerell, 2006). Esta especie tiene fase
sexual llamada Nectria haematococca.
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Figura 8. Caracteristicas de F. solani. A) Fialides, B) Microconidias, C)

Macroconidias (Leslie y Summerell, 2006).

5.7.5. Fusarium incarnatum

Fusarium incarnatum forma parte del complejo de especies del Fusarium
incarnatum-equisieti (FIESC). Las especies de FIESC se consideran comunmente
saprofitas y oportunistas, patdégenos de plantas. También se han encontrado
causando enfermedades en humanos (Jurado et al., 2005). Las caracteristicas de
los rasgos morfoldgicos dentro de FIESC son muy limitadas y con ello, hasta
ahora se ha permitido distinguir entre cuatro especies: F. equiseti, F. lacertarum,
F. scirpi y F. semitectum. La tipificacion de F. semitectum y sus supuestos
sinénimos F. pallidoroseum y F. incarnatum se vuelve confusa y por ello se
necesita de mas investigaciones (Leslie y Summerell, 2006). EI FIESC esta
compuesto por 30 especies filogenéticamente distintas, que se dividen en dos
clados designados incarnatum y equiseti (O'Donnell et al. 2009). Las
macroconidias son ligeramente curvadas, afiladas en el apice, de 4-5 septos con
un tamafo de 21-42 x 3-5 ym. Las microconidias son fusiformes, hialinas y sin
septos o con un septo de 10-12 x 3-4 ym. (Ayoubi y Soleimani, 2016) (Figura 9).

Figura 9. Caracteristicas de Fusarium incarnatum. 1 y 2 conidioforos, 3
clamidosporas y 5 Macroconidia (Ayoubi y Soleimani, 2016).
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5.7.6. Fusarium neocosmosporiellum

Fusarium neocosmosporiellum pertenece al complejo de especies de Fusarium
solani (FSSC), las cuales son conocidas por causar enfermedades en plantas
como chicharos, frijol, tomate y raices de tubérculos (Leslie y Summerell 2006). La
FSSC esta constituida por mas de 60 especies filogenéticas (Schroers et al. 2016).
Actualmente, solo 23 especies filogenéticas han sido identificadas y sin
ambigledades forman parte de FSSC y son morfolégicamente indistinguibles.
(Short et al. 2013; Scheel et al. 2013).

F. neocosmosporiellum es la fase asexual de Neocosmospora vasinfecta. Su
descripcion se caracteriza por los peritecios, ascos y ascosporas. Los peritecios
son de color vivo, rosaceos rojizos (a veces naranja), que miden hasta 0.2 mm,
forma globular a subpiriformes con cuello pequeno; los ascos cilindricos con 8
ascosporas unilaterales, de 80-100 x 10-12 um; las ascosporas uniseriadas,
esféricas a ligeramente elipticas, con ornamentacion llamativamente rugosa, a
veces con gotitas de aceite y miden entre 9.5-10 x 9-10 ym. (Figura 10) (Calaca et
al., 2013).

' 0,15 mm

Figura 10. Caracteristicas de Neocosmospora vasinfecta. A) Peritecio, B)

Ascosporas, C) Ascos con 8 ascosporas (Calaca et al., 2013).

5.8. Interaccién hongo-planta

Los hongos del género Fusarium son ampliamente conocidos alrededor del mundo
y se han convertido en un problema grave, ya que producen metabolitos toxicos
que ponen en riesgo la salud de seres humanos y animales. Ademas, incluye
muchos patdgenos de cultivos de importancia agricola que en conjunto ocasionan

enfermedades que se caracterizan por marchitez, tizones y pudriciones, tanto en
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ecosistemas agricolas y naturales (Ma et al., 2013). Este hongo emplea diversas
estrategias de infeccion, como también, la especificidad del hospedero depende
de cada especie de Fusarium. El hongo puede sobrevivir en el suelo como micelio
0 como espora (clamidospora) en ausencia de anfitrion y cuando se encuentra
cerca de la planta hospedera con las condiciones favorables, la infeccién puede
iniciar en las raices o en partes de la planta por encima del suelo, a través del
agua o aire (Ma et al., 2013). Para que la infeccién se lleve a cabo con éxito, la
interaccidn entre hongo-planta responde a un proceso donde se movilizan
diferentes conjuntos de genes para la sefializacién temprana del hospedero, la
adhesion a la superficie, la descomposicion enzimatica de barreras fisicas, la
defensa de compuestos antifungicos del anfitrién, y la inactivacion y la muerte de
las células huésped por micotoxinas segregadas (Agrios, 2005).

5.9. Patogenicidad del hongo

Existen diversos estudios acerca de una amplia gama de hongos que convergen
en la identificacion de genes basicos de patogenicidad que codifican para
componentes esenciales de las vias involucradas para las sefiales exdgenas o
endogenas, como las proteinas Ras (pequehas GTPasas) los componentes de
sefalizacion de proteina G y sus vias descendentes, diversos complejos
proteinicos (Ma et al., 2013) y las cascadas de sefiales de traduccién que son
reguladores tanto para el desarrollo del hongo y como para su virulencia: el
sistema de sefalizaciéon del adenosin monofosfato ciclico dependiente de la
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Groenewald, 2006). Estas vias
juegan un papel crucial en la formacion de estructuras infectivas, tales como los
apresorios y la secrecion de una mezcla de enzimas hidroliticas que se utilizan
para penetrar el complejo de las barreras fisicas del huésped, que incluyen
quitinasas, pectinasas, celulasas y proteasas (Groenewald, 2006).

Las primeras sefiales de reconocimiento planta-hongo incluyen un factor de
transcripcion CTF1B, que media constitutivamente la expresiéon del gen de
quitinasa (cut2) que libera unos pocos mondmeros de quitina de la planta. Esto
desencadena la trascripcion de CTF1a, este es un mediador de la activacion
rapida del gen fungico de quitinasa extracelular (cut1) para segregar dicha enzima
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que sirve como factor de virulencia (Agrios, 2005). Las principales reacciones que
genera la planta es la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), el
incremento en el fluo de Ca+2, de genes de defensa y la produccion de
compuestos con propiedades antimicrobianas como las fitoalexinas, la callosa y
lignina con capacidad de reforzar la estructura de la pared celular (Garcia y Ruiz,
2005). Cuando la activacion de estas respuestas es suficiente para evitar el
crecimiento y reproduccion del patdégeno en el sitio de penetracion, se obtiene una
respuesta de hipersensibilidad (HR), que genera la muerte celular en el sitio de la
invasion. Esta respuesta se observa en la mayoria de las interacciones
incompatibles que se establecen entre un patdgeno avirulento y una planta
resistente, segun la teoria gen por gen (Garcia y Ruiz, 2005). Por ejemplo,
Fusarium oxysporum, penetra inicialmente por la raiz de forma asintomatica, se
extiende y coloniza el tejido vascular, ocasionando un marchitamiento masivo,
necrosis y clorosis de partes aéreas de la planta. En comparacion con F.
graminearum, que produce una necrosis limitada (Ma et al., 2013).

Fusarium mangiferae sintetiza las citoquininas que son responsables de una parte
del desarrollo anormal de la planta que es asociada con la enfermedad de la
malformacion del mango (Van Staden y Nicholson, 1989). En el caso de F.
decemcellulare produce pigmentos de naftoquinona que puede ser componente
importante de la patogenia de las plantas, ya que pueden funcionar como factores
de virulencia inespecificas, que inhiben la defensa de las plantas por
hipersensibilidad (Medentsev y Akimenko, 1992).

5.10. Defensa de las plantas

Para evitar el dafio de los patdégenos las plantas desarrollan defensas como
barreras fisicas, estructurales, quimicas y reacciones de hipersensibilidad (Agrios,
2005). Dentro de las defensas utilizadas por las plantas de mango se encuentra la
mangiferina que es un polifenol no toxico y un metabolito normal que se acumula
durante la malformacion del mango, que se encarga de la secrecion de acido
fusarico y actua como quimico defensivo contra el hongo (Ghosal et al., 1979).

Dentro de las defensas quimicas de las plantas biologicas toxicas o inhibidoras se
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encuentran los fenoles, lignina, taninos, saponinas, antocininas, flavonoides,

glucocinatos, lectinas, glucanas y quitinasas (Kliebeinstein, 2004).

5.11. Control de Fusarium spp.

El control de los organismos fitopatdgenos del suelo es de los mas dificiles de
lograr, por ello se han desarrollado practicas culturales, control biolégico vy
quimico, siendo el control quimico el mas utilizado por ser econémico y eficaz, en
comparacion con otras medidas (Rubio et al., 2008). Sin embargo, la generacion
de variedades resistentes constituye el avance de mayor importancia para el
control de las enfermedades (Gonzalez et al., 2012). A continuacion, se describen
algunos tipos de control:

Control cultural. Dentro de estas practicas se encuentran trabajos que se
realizan al suelo (rastreos y subsuelos), eliminacion de maleza, limpieza del
equipo de trabajo, sembrar en diferentes épocas del afno y la rotacién de cultivos.
Cuando se trata de los arboles de mango con malformacion, la poda se debe
realizar entre 30 y 50 cm por debajo del brote o flor malformada (Igbal et al.,
2010).

Control biolégico. Se utilizan diferentes hongos para el control de Fusarium spp.
como lo es Trichoderma sp. existen diferentes estudios donde comprueban la
accion inhibitoria que produce sobre especies de Fusarium. Chakraborty y
Chatterjee (2008) utilizaron Trichoderma spp. para controlar la marchitez de la
berenjena ocasionada por Fusarium solani, inhibiendo el 100 % del crecimiento del
micelio del patdégeno en condiciones in vitro.

Control con extractos naturales. Las mezclas de compuestos con propiedades
antifungicas encontradas en las plantas pueden afectar a patogenos
diferencialmente, ya sea de forma individual o por las mezclas en determinadas
concentraciones. Por ejemplo, Jasso et al. (2007), estudiaron las propiedades de
fungicidas de extractos etandlicos de tres especies de la llamada maravilla de
campo (Flourensia spp.) en contra de F. oxysporum, donde el desarrollo micelial
fue inhibido mas del 90 % con el uso de los tres extractos.
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Control quimico. Los fungicidas son sustancias que se emplean para impedir el
crecimiento o eliminar los hongos y mohos perjudiciales para las plantas o
animales. Los fungicidas son parte de una herramienta valiosa en el programa de
manejo integrado de la enfermedad, sin embargo, debido a la variabilidad genética
que existe dentro del género Fusarium, se dificulta seleccionar los fungicidas
correctos para su control (Srivastava et al., 2011). En el tratamiento de
enfermedades causadas por Fusarium spp. y otros hongos se utilizan fungicidas
sistétmicos como los benzimidazoles, que incluyen benomil, carbendazim,
tiabendazol y tiofanato (Agrios, 2005). Sin embargo, existen fungicidas que
favorecen la formacion de aislados resistentes a patdgenos, es por ello que, para
minimizar la aparicidn de resistencia, es necesario evitar la aplicacion del mismo
fungicida y lo ideal es alternar fungicidas que sean de distintos grupos quimicos y
diferente modo de accién.

Hay numerosos estudios acerca de la enfermedad, pero aun se carece de
informacion sobre la compatibilidad sexual, morfologia, patogenicidad vy
toxigenicidad de las especies de Fusarium asociadas con la malformacion del
mango (Marasas et al., 20006).
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Marco de muestreo y colecta de muestras

El muestreo de los aislados se realizé durante el periodo 2017-2018, en huertas
de mango del estado de Sinaloa, el cual se localiza a 25° 00’ 10" Ny a los 107° 30°
10" W y presenta una altitud maxima de 2800 m. Las coordenadas geograficas de
cada huerta donde se realiz6 el muestreo se encuentra en el apartado de
resultados.

El estado de Sinaloa se dividié en tres regiones, norte, centro y sur (Figura 11),
que representd 5 municipios (Ahome, Culiacan, Navolato, El Rosario y Escuinapa).

Regién Ng
Ahome

Regioén Centro:
Culiacan - Navolato

Regién Sur:
El Rosario - Escuinapa

Figura 11. Mapa de Sinaloa, donde se observan los municipios que se

muestrearon (color naranja).
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Dentro de la huerta, se realiz6 un muestreo dirigido, en arboles con sintomas de
MMD (floral y/o vegetal). Con la finalidad de aislar e identificar morfolégicamente y
mediante técnicas moleculares a especies de Fusarium causantes de la
malformacion de mango, se tomaron muestras de la parte enferma del arbol
(yemas vegetativas axilares o apicales e inflorescencia) (Figura 12). Se envolvié la
muestra en papel periddico y colocaron en bolsas de ziploc rotuladas con la
identificacion  correspondiente  (numero de muestra, huerta, municipio,
coordenadas, variedad, edad y fecha). Se transportaron en hieleras de unicel
hasta el laboratorio de Fitoproteccion de la Facultad de Agronomia (UAS-Culiacan)

para ser analizadas.

Figura 12. Sintomas de malformacién observadas en huertas que se muestrearon.

Todos los puntos de muestreo fueron georreferenciados. En el cuadro 3 se
observa las muestras colectadas por region, numero de huertas y numero de

muestras.

Cuadro 3. Muestras colectadas por regidon (municipio), nimero de huertas y

numero de muestras.

Regién Municipio Huertas Muestras
Norte Ahome 7 21
Centro Culiacan-Navolato 9 24

Sur El Rosario-Escuinapa 34 123
Total 50 168
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6.2. Obtencion de aislados de Fusarium spp.
6.2.1. Esterilizacion de material y preparacion de medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA).
Para la preparacion del medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), se pesaron 39
g de medio PDA, que se depositaron en un matraz Erlenmeyer el cual se aforé a 1
litro con agua destilada, se agité para homogenizar la muestra, sellando el matraz
con papel aluminio. Posteriormente se coloco en la autoclave para ser esterilizado
a 121 °C durante 15 minutos, pasado este tiempo se retié de la autoclave y se
dej6 enfriar, antes de vaciar el medio a placas de Petri, se agregaron 300 mg de
sulfato de estreptomicina (para inhibir el crecimiento bacteriano) y 1.5 ml de
pentacloronitrobenceno (PCBN) para hacer selectivo el crecimiento del género
Fusarium (Leslie y Summerell, 2006).

6.2.2. Aislados de Fusarium spp.

De cada muestra colectada, se hicieron pequefios cortes longitudinales de 3 mm,
mismos que fueron desinfectados superficialmente con una solucion de hipoclorito
de sodio al 2 % por 2 min y etanol al 70 % por 2 min, enseguida se lavaron 3
veces con agua destilada colocados en papel absorbente. Ya secos los trozos, se
sembraron en cajas de Petri con medio papa-dextrosa-agar (PDA-Difco) y se
incubaron a una temperatura de 25 °C durante 5 dias (Figura 13).

Figura 13. Siembra de la muestra en placa Petri con medio de cultivo PDA.
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6.2.3. Cultivos monosporicos de Fusarium spp.

Para obtener los cultivos monosporicos de Fusarium spp, se tomé el micelio
crecido en medio PDA, el cual fue diluido en 1 ml de agua destilada y a través de
diluciones seriadas se sembraron en cajas Petri con medio PDA. A partir de ello se
obtuvé el cultivo monospérico (Hansen y Smith, 1932). Los aislamientos se
observaron al microscopio, ubicando esporas individuales germinadas, marcando
el sitio sobre al agar y un fragmento de esta espora germinada se transfirié a una
nueva caja de Petri con medio PDA, incubandose bajo las mismas condiciones

anteriormente mencionadas (Figura 14).

Figura 14. Proceso de dilucidn seriada y cultivo monosporico.

6.2.4. Identificacion morfoldgica de cultivos monospéricos de Fusarium spp.
La identificacion de las especies de Fusarium se llevé a cabo en un microscopio
optico, con base en la morfologia del micelio y microconidias en fialides
propuestas por Leslie y Summerell (2006). Los aislamientos se cultivaron en
medio PDA a 25 °C en oscuridad durante 6 dias para observar el color de la
colonia y la formacion de micelio aéreo. Para la observar los caracteres
morfolégicos como macroconidias y microconidias, la disposicion de las células
conididgenas y la presencia o ausencia de clamidosporas se incubaron los cultivos
monosporios a 28 °C, durante 14 dias en medio de cultivo agar con hojas de clavel
(CLA) (Figura 15).

—

Figura 15. Cultivo monospérico en CLA e identificacién morfoldgica.
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6.3. Extraccion de ADN de los cultivos monospéricos

La extraccion de ADN se realizé por el método descrito por Ausubel et al. (2003),
para ello se recolectd el micelio raspando la superficie crecida en medio de cultivo
PDA (incubado previamente a 25 °C durante 1 semana), se procedi6 a triturar y
pulverizar el micelio contenido en nitrogeno liquido, con la ayuda de un pistilo
esterilizado. La muestra pulverizada se agregé a un tubo Eppendorf de 2 ml,
agregando 1 ml del buffer de extraccion CTAB al 2 %, 100 mM de TrisCl (pH 8), 20
mM de EDTA (pH 8) y 1.4 M de NaCl, se homogenizé la muestra y se centrifugo a
14 000 rpm durante 15 min. Se transfirio la fase acuosa a tubos nuevos y se
agrego 1 ml de Cloroformo-Isoamilico (49:1), se centrifugd a 14 000 rpm durante
10 min, de nuevo se transfirio la fase acuosa a tubos nuevos y anadié V/V de
acetato de sodio 3M y V/V de isopropanol absoluto frio, se dejo reposar por 12
horas. Ya reposada la muestra se centrifugé a 14 000 rpm durante 15 min
(decanto el contenido) y agregd 1 ml de etanol al 70 %, se centrifugé de nuevo a
14 000 rpm durante 5 min (decanto el contenido) quedando la pastilla de ADN, se
dejé evaporar el alcohol, para finalizar el proceso se agregaron 50 pyL de TE (Tris-
EDTA), para conservar el ADN. La concentracién y la calidad del ADN se
estimaron utilizando un espectrofotometro Thermo Scientific NanoDrop ™ 1000
(Fisher Scientific) (Figura 16). Las muestras de ADN fueron conservadas a -20 °C

para su posterior uso.

Figura 16. Extraccion de ADN de los aislados de Fusarium spp, con nitrogeno

liquido y concentracion de ADN.
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6.4. Amplificacion mediante PCR del Gen TEF-1a y analisis electroforético.
El ADN extraido de las muestras correspondientes a Fusarium spp., fueron
amplificadas mediante la PCR, tomando en consideracion las secuencias de
iniciadores, asi como las condiciones de amplificacion, usando las siguientes: 1
ciclo a 94 °C, 5 min; 35 ciclos (94 °C, 1 min; 51 °C, 1 min; 72 °C, 2 min), un ciclo
de extension final a 72 °C, durante 10 min. La mezcla de reaccion final fue de 25
ML y contenia 1.0 yL de ADN, una mezcla equimolar de dNTPs (10 mM), MgCl2
(25 mM), amortiguador de PCR, 5U de Taq DNA polimerasa, primers (10 mM) de
cada oligonucleétido EF1 y EF2 (TEF-1a) propuestos por Geiser et al. (2004) y
O’Donnell et al. (1998). Para todas las reacciones anteriormente mencionadas se
utilizé un equipo termociclador. En el cuadro 4 se describen las secuencias de
iniciadores (D: directo, R: reverso), temperatura de alineamiento y el tamafno
amplificado del gen TEF-1a para el analisis de Fusaria y el tipo de apareamiento
(MAT-1 y MAT- 2) de los aislados se determinaron por la PCR (Leslie y
Summerell, 2006).

Cuadro 4. Secuencias de iniciadores (D: directo, R: reverso), temperatura de
alineamiento y el tamafio amplificado del gen TEF-1a, MAT-1 y MAT-2 para el
analisis de Fusaria y tipo de apareamiento.

Nombre Secuencias (5" — 3") T. de Tamafio del  Especie o tipo
del alineamie  fragmento de
iniciador nto apareamiento
EF 1 (D) ATGGGTAAGGA(A/G) GACAAGAC 53 °C 700 pb Fusarium spp.2°
EF 2 (R) GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT

MAT-1 (D) CGCCCTCTKAAYGSCTTCATG 200pb  MAT-1°

MAT-1 (R) GGARTARACYTTAGCAATYAGGGC 52 °C

MAT-2 (D) CGACCTCCCAAYGCYTACAT 800 pb  MAT-2°

MAT-2 (R) TGGGCGGTACTGGTARTCRGG

D: primer directo, R: primer reversa.
a: O'Donell et al. (1998).

b: Geiser et al. (2004).

c: Leslie y Summerell (2006).
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Los productos amplificados se separaron electroforéticamente en geles de
agarosa al 1 %, tefidos con una solucion de Gel Red 3X, para ello 3 ul del ADN
amplificado se mezcl6 con 1 pl del colorante de azul de bromofenol 6X (Sambrook
y Rusell, 2001), la mezcla se agrego a los pozos del gel de agarosa y como
referencia se uso el marcador de peso molecular Hyper Ladder lll. La solucidn
amortiguadora de corrida y preparacion de los geles de agarosa fue NaOH-Borato
1X (Brody y Scott, 2004). El tiempo de corrida fue de 40 min a 150 V y para
visualizar el ADN, el gel se expuso a un transiluminador de luz UV (Figura 17).

Figura 17. Cargado de muestras, corrida electroforética y gel de agarosa expuesto

en el transiluminador de UV.

6.5. Secuenciacion enzimatica y analisis de las secuencias

Las muestras se enviaron a Korea del Sur a la empresa Macrogen, basada en el
método ddNTPs (Sanger et al., 1977) para la purificacién y secuenciacion.

La busqueda de similitud entre secuencias de ADN se realizd por medio del
programa BLAST (Programa Informatico de Alineamiento de Secuencias de tipo
Local) (Altschult et al., 1990), con el cual se compararon las secuencias de
nucledtidos en estudio, con la base de datos del NCBI (Centro Nacional para la
Informacion de Biotecnologia) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), de esta
manera se identificaron los valores de homologia. La identificacion de los aislados
fue confirmada via BLAST en las bases de datos del NCBI, Fusarium ID y
Fusarium MLST.
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6.6. Analisis filogenéticos

Las secuencias TEF-1a se alinearon con las secuencias de referencia de
Fusarium obtenidas de GenBank utilizando la alineacion multiple en Clustal W con
el software Geneious R9, y se infirieron relaciones filogenéticas con base en la
alineacion de secuencias de nucleotidos del gen entre los aislados de Fusarium.
Los arboles se construyeron mediante el método Neighbor-Joining en funcién de
las distancias determinadas por el método de Jukes y Cantor utilizando 1000
réplicas de arranque.

6.7. Ensayo de patogenicidad de cepas de Fusarium spp. en plantas de
mango

Una vez identificadas las cepas de Fusarium spp. se procedid a realizar los
postulados de Koch, para saber cuales cepas eran patogénicas, para ello se
recolectaron semillas de mango criollo y se sembraron en camas de aserrin. Una
vez germinadas se transfirieron a bolsas negras de 18 x 26 cm con tierra de
aluvién. Para la preparacién del inoculo se tomd un trozo del micelio crecido y
transfiri6 a medio de cultivo PDA, se incubaron durante 7 dias, posteriormente se
colocod el micelio en tubos Eppendorf que contenian 1 ml de agua destilada
esterilizada para hacer el conteo de los conidios, los cuales se ajustaron a 1x10 ©
conidios/ml (suspension conidial), se realizé la inoculacion de las plantas con base
a lo descrito por Freeman et al. (1999). Se inocularon 5 nudos por planta y 5
plantas por cepa, las plantas tenian aproximadamente de dos a tres meses de
edad, teniendo un total de 168 aislados de Fusarium spp. (Figura 18).

Figura 18. Proceso de siembra e inoculacion artificial de aislados de Fusarium spp.

en plantas de mango.
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La severidad de la enfermedad se estimd® mediante una escala de clasificacion de
1 a 5, segun lo descrito por Igbal et al. (2006). Con modificaciones (Cuadro 5).

Cuadro 5. Escala de clasificacion de la malformacion del mango (lgbal et al.,
2006).

Valor Sintoma

0 Planta sana

1 Hinchazoén de las yemas para malformaciones vegetativas y florales

2 Erupcién de multiples brotes (vegetativos) o raquis cortos y gruesos (florales)

3 Brotes agrupados con entrenudos acortados (vegetativos) o panicula engrosada

(florales)
Hojas pequefias escamosas (vegetativos) o flores agrandadas (florales)

Apice bunchy (vegetativos) o panicula compacta deformada (florales)

El indice de severidad de la enfermedad (DSI) se calcul6 con la formula propuesta
por Galanihe et al. (2004):

DSI=% [P x Q/M x N] x 100

Donde P = punto de severidad; Q = numero de plantas infectadas con alguna
escala; M = numero total de plantas observadas; N = maxima clasificacion en el

numero de la escala.

6.8. Determinacion in vitro de la sensibilidad de los aislados de Fusarium
spp. a fungicidas comerciales
Se determind la sensibilidad in vitro en el crecimiento relativo de los aislados. Se
evaluaron cuatro fungicidas sistémicos (Carbenpro, Cercobin M, Naria top y Cabrio
C) y dos fungicidas de contacto (Dithane y Trenavil), los cuales se evaluaron
individualmente. Se empled la técnica de alimento envenenado Dhingra y Sinclair,
(1985) (Figura 19) adicionando los fungicidas al medio del cultivo papa-dextrosa-
agar (PDA) y se evaluaron 4 dosis (Cuadro 6) con base a lo descrito por Alberoni
et al. (2005) and Avenot and Michailides (2007). Se hicieron 2 repeticiones por
dosis de fungicida y se evaluaron 6 aislados (20FASIN, 26FRSIN, 66VRSIN,
128FRSIN, 163VCSIN y 175VNSIN), se utilizé un control (sin fungicida). Se

agrego a las cajas Petri un disco de 0.77 cm de diametro que contiene la colonia
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crecida de manera que este quedo sobre el PDA. Todas las cajas Petri
(incluyendo el control) fueron incubadas durante 7 dias a 25 °C.

Figura 19. Procedimiento de la técnica de alimento envenenado.

Cuadro 6. Fungicidas evaluados para el control de Fusarium spp. nombre
comercial, ingrediente activo (i. a.) y dosis evaluadas en partes por millén (ppm).

Nombre comercial Ingrediente activo (i.a.) Dosis (ppm)
D1 D2 D3 D4

Naria Top Pyraclostrobin + dimetomorf 1 10 100 1000
Cabrio C Boscalid + pyraclostrobin 1 10 100 1000
Cercobin M Tiofanato metilico 1 10 100 1000
Carbenpro Carbendazim 1 10 100 1000
Dithane Mancozeb 1 10 100 1000
Trenavil Clorotalonil 1 10 100 1000

La valoracion de la sensibilidad se determind bajo la propuesta planteada por el
FRAC (Fungicide Resistance Action Committee, 1992), donde el calculo se hace a
partir del crecimiento relativo (CR) expresado por:

CR= (DMCF/CMCT) x 100

Donde, CMCF es el diametro medio de la cepa crecida en medio PDA con una
concentracion determinada de fungicida. CMCT es el diametro de la cepa crecida
en medio PDA sin fungicida (testigo).
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6.9. Anadlisis de datos

Los datos obtenidos no cumplieron con los supuestos de distribucion normal y
homogeneidad de varianzas, aun después de haberse sometido a transformacion
de raiz cuadrada. Por lo tanto, se realizé un analisis no paramétrico a partir de los
datos obtenidos en los ensayos de patogenicidad y evaluacion del porcentaje del
crecimiento relativo de los aislamientos con los fungicidas, realizando la prueba de
Kruskal-Wallis y una comparacion de medias con la prueba de Dunn (p < 0.05).
Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo con el software XLSTAT
(Addinsoft, 2020).
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Colecta de muestras

Se realizo la colecta de muestras en 40 huertas de mango del estado de Sinaloa,

con sintomas de la enfermedad (Cuadro 7).

Cuadro 7. Huertas de mango que se muestrearon, municipio, ubicacion y

coordenadas geograficas.

Huerta Municipio

Ubicacioén

Coordenadas geograficas

0o N OO Ok W N -

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

Ahome
Ahome
Ahome
Ahome
Ahome
Ahome
Culiacan
Culiacan
Culiacan
Culiacan
Navolato
Navolato
Navolato
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario
El Rosario

El Rosario

Ejido porvenir- La chikis

Ejido porvenir- El remate

Cherry

La escuela

Lipe

CHEBO VLZA

Eldorado-frente a rumba
Eldorado-perical

Higueras de achota

Centro Inv. Union cafiera Eldorado
Justo antes de llegar

Frente a Mariscos Mariyita
Cobaes 46, lado canal en San Pedro
Ejido Potrerillos

Ejido Potrerillos- Grupo Valroch
Empaque Juan de Dios

Ejido Tazajal- Noria 1

Ejido Ponce-El profe

Ejido Ponce-Sefior Jaime

Ejido Pozole- Rodolfo Ceballos
Ejido Pozole- Frente a Gasolinera
Montealto-llegada puente

Antes de laguna de beltranes
Estacion Rosario- Emp. Don Jorge
Chametla- lado derecho del rio
Reforma a Emiliano Zapata

Loma verde

Higueras-lado izquierdo

25°56'01.12" N 109° 05' 18.35" O
25°56' 08.71" N 109° 05' 12.03" O
25°55'42.56" N 109° 05' 37.36" O
25° 55'45.93" N 109° 05' 59.49" O
25° 56' 32.62" N 109° 03' 17.68" O
25° 52' 55.49" N 109° 00' 58.60" O
24°19'52.07” N 107° 22' 02.67" O
24° 21'50.81” N 107° 22' 12.78" O
24°19'03.49” N 107° 20" 16.05" O
24° 34'21.27" N 107° 26'41.71" O
24° 76’ 60.99” N 107° 70’ 22.47”
24° 75 83.33” N 107° 63’ 27.78”
24° 77 05.56” N 107° 59’ 33.33”
23° 02’ 75.00” N 105° 94’ 58.93”
23° 02’ 75.57” N 105° 94’ 65.98”
22° 98’ 08.33” N 105° 84’ 13.89”
22°92' 77.78” N 105° 83’ 61.11”
22° 93’ 80.56” N 105° 82" 11.11”
22° 93’ 85.76” N 105° 83’ 21.19”
22° 91’ 47.22” N 105° 91’ 33.33”
22° 91’ 59.32” N 105° 91’ 53.12”
22° 91’ 16.67” N 105° 89’ 61.11”
22° 95’ 35.51” N 105° 91’ 37.30”
22° 98 72.74” N 105° 87’ 58.20”
22° 87 94.43” N 105° 96’ 28.97”
22° 92’ 58.25” N 105° 88’ 92.20”
22° 94’ 16.67” N 105° 87’ 02.78”
23° 05’ 33.33" N 105° 95’ 58.33”
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29 El Rosario  Km236 lado der Rosario-Mazatlan 23° 05’ 78.01” N 105° 97’ 04.83” O
30 El Rosario  km252 carretera Rosario-Mazatlan 23° 15’ 62.41” N 106° 07’ 73.65” O
31 Escuinapa  Frente a Hospital general 22° 78 46.90” N 105° 85 17.10” O
32 Escuinapa  Esquina a Ecofrut-tabachin 22° 84’ 68.87” N 105° 80’ 11.09” O
33 Escuinapa Laloma 22° 51 41.67” N 105° 46’ 58.63” O
34 Escuinapa  Frente a policia estatal 22° 82’ 60.60" N 105° 77’ 56.49” O
35 Escuinapa  Pueblo Nuevo 22° 84’ 27.42” N 105° 78’ 38.28” O
36 Escuinapa  Malecon 22° 51 10.44” N 105° 46’ 41.33” O
37 Escuinapa  Antes de Rincon del verde 22° 89’ 83.33” N 105° 80’ 88.89” O
38 Escuinapa  Infonavit Arroyo Seco 22° 84’ 36.70" N 105° 77’ 31.70” O
39 Escuinapa  Salida de Escuinapa-Nayarit 22° 54’ 34.52” N 105° 51' 78.78” O
40 Escuinapa  Tecualilla 22° 76’ 66.67" N 105° 67’ 16.67” O

7.2. Identificaciéon morfologica de Fusarium spp.

De los 168 aislados inoculados en plantas de mango, 80 aislados fueron
patogénicos, mismos que se identificaron por especie con base en las
caracteristicas morfolégicas, descritas en el cuadro 8 por municipio. Solo la

especie F. neocosmosporiellum no se logré identificar morfolégicamente.

Cuadro 8. Identificacion morfolégica de aislados patogénicos de Fusarium spp. por
municipio.

Municipio Especies de Fusarium

decemcellulare solani pseudocircinatum incarnatum  proliferatum neocosmosporiellum

Ahome 13 3 2 0 1 0
Culiacan 4 1 1 3 0 0
Navolato 1 0 0 2 0 0
El Rosario 21 0 5 5 1 2
Escuinapa 10 0 3 2 0 0
Total 49 4 11 12 2 2

7.2.1. Fusarium decemcellulare

Los aislados de F. decemcellulare en medio PDA mostraron un micelio
algodonoso de coloracion blanco a crema, conforme pasa el tiempo se puede
oscurecer dando un tono rojo-rosa en las orillas. Las microconidias (n=50) fueron
ovaladas y sin septos, por lo general en cadenas largas, midieron 16.1-32.4 x 5.1-
6.9 ym. Las macroconidias (n=50) eran largas, grandes y de paredes gruesas con
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curvatura uniforme en ambos lados y midieron 104.1-172.8 x 9.6-19.1 um, tienen
de 5 a 9 septos. No se observaron clamidosporas (Figura 20).

Figura 20. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium decemcellulare. a) Cultivo
monosporico en medio PDA, b) fidlides, ¢) microconidias, d) macroconidias (5 ym

bar), e-h) sintomas de malformacion, i) planta sana (testigo).

7.2.2. Fusarium proliferatum

Los aislados de F. proliferatum en medio PDA presentaron micelio algodonoso con
una coloracion inicial de blanco y pasando el tiempo a color violeta. Las
microconidias (n=50) fueron piriformes y sin septos, midieron de 8.1-10.6 x 5.1-6.9
um. Las macroconidias (n=50) fueron delgadas, curvadas y finas, de 4 a 5 septos
y midieron de 39.5-76.8 x 5.7-9.5 ym. Se observaron clamidosporas intercaladas
(Figura 21).
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Figura 21. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium proliferatum. a) Cultivo
monosporico en medio PDA, b) y c) fidlides, d) microconidias y macroconidias, €)
clamidospora intercalada en medio de cultivo CLA (5 ym bar), f-i) sintomas de

malformacion, j) planta sana (testigo).

7.2.3. Fusarium pseudocircinatum

Los aislados de F. pseudocircinatum en medio PDA presentaron micelio
algodonoso que fluctué de color blanco a violeta. Las microconidias (n=50) se
observaron de forma oval a ovoide, de 0-1 septos, midieron de 12.1-30.1 x 3.3-
10.5 um. Las macroconidias (n=50) fueron delgadas, ligeramente falcadas y de
paredes gruesas, predominando las de 3 septos y midieron de 50.5-128.8 x 4.6-
7.2 ym. Las clamidosporas no se observaron (Figura 22).

Figura 22. Caracteristicas morfologicas de Fusarium pseudocircinatum. a) Cultivo
monosporico en medio PDA, b) fidlides, ¢) microconidias, d) macroconidias en
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medio de cultivo CLA (5 ym bar), e-h) sintomas de malformacion, i) planta sana

(testigo).

7.2.4. Fusarium solani

Los aislados de F. solani en medio PDA mostraron micelio algodonoso con una
coloracion blanca a violeta. Las microconidias (n=50) fueron ovales, elipsoides,
reniformes y fusiformes, de 0-1 septos y midieron 12.3-29.5 x 3.5-9.3 ym. Las
macroconidias (n=50) fueron subcilindricas ligeramente curvadas y de paredes
gruesas, de 5-7 septos y midieron 39.9-101.3 x 4.9-12.8 pym. Se observaron

esporodoquios de color café. No se observaron clamidosporas (Figura 23).

Figura 23. Caracteristicas morfologicas de Fusarium solani. a) Cultivo
monosporico en medio PDA, b) fialides, c) microconidias y macroconidias, d)
esporodoquios en medio de cultivo CLA (5 um bar), e-h) sintomas de

malformacion, i) planta sana (testigo).

7.2.5. Fusarium incarnatum

Los aislados de F. incarnatum en medio PDA mostraron un micelio algodonoso de
coloracién blanco a cafe, con el tiempo se tornaron café oscuro. Las microconidias
(n=50) eran piriformes, de 0 -1 septos, midiendo 7.4-30.9 x 3.8-8.3 ym. Las
macroconidias (n=50) eran relativamente esbeltas con una curva, de 3 a 5 septos,
midiendo 41.4-92.7 x 4.2-10.1 um. Se observaron clamidosporas intercaladas en

cadena y esporodoquios (Figura 24).
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Figura 24. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium incarnatum. a) Cultivo
monosporico en medio PDA, b) fidlides, c) microconidias, d) macroconidias, e)
esporodoquio y clamidosporas en forma de cadena en medio de cultivo CLA (5 pm

bar), f-i) sintomas de malformacion, j) planta sana (testigo).

7.2.6. Fusarium neocosmosporiellum

Los aislados de F. neocosmosporiellum en medio PDA presentaron micelio
algodonoso (en el centro) de color blanco y café alrededor, con bordes irregulares.
Las microconidias (n=30) fueron cilindricas a elipsoidales oblongas y hialinas, con
0-1 septos de 4.2-17.3 x 2.3-7.9 ym. Las macroconidias (n=20) fueron hialinas,
con frecuencia casi rectas y mas anchas en el medio, de 3 a 4 septos de 41.1-75.7
X 4.9-11.1 uym. Se observo la fase (teleomorfo) del hongo Neocosmospora
vasinfecta, los peritecios (n=20) fueron de coloraciéon naranja a rojo, periformes,
con cuello corto, 185.3-294.6 x 126.4-220.7 ym. Los ascos (n=30) cilindricos con
ocho ascosporas y un pedicelo corto midiendo 78.3-89 x 6.5-8.8 ym. Las
ascosporas (n=50) globosas, cilindricas, unicelulares y de paredes rugosas de
12.9-29.8 x 11.7-26.5 um. (Figura 25).
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Figura 25. a-c). Caracteristicas morfologicas de Fusarium neocosmosporiellum y
d-g) Neocosmospora vasinfecta; a) cultivo monosporico en PDA, b) microconidias,
¢) macroconidias (10 ym bar), d) exudacién de peritecios, €) peritecios (50 um bar)
f) ascos con ochos ascosporas unilaterales (5 um bar), g) ascosporas con pared
ornamentada (10 ym bar), h-k) sintomas de malformacion, ) planta sana (testigo).

7.3. Identificacion molecular de Fusarium spp.
El resultado de los analisis de PCR de los aislados de Fusarium spp. mostro la

amplificacion del tamafio de fragmento esperado para el gen TEF-1a (Figura 26).

700 pb —>»

Figura 26. Producto amplificado de PCR de Fusarium spp. Carril 1 marcador de
tamano molecular Hypper Lader IV; carriles 2-8 aislados seleccionados (20FASIN,
128FRSIN, 66VRSIN, 111VRSIN, 163VCSIN, 6 VASIN y 13FASIN); carril 9 control
negativo (sin ADN).
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En el analisis del tipo de apareamiento, los 25 aislados de Fusarium (21 F.
decemcellulare, 1 F. solani, 1 F. proliferatum y 1 F. neocosmosporielum),
amplificaron para MAT-2.

Una vez obtenidas las secuencias de los aislados se compararon en las bases de
datos del GenBank (NCBI), Fusarium-ID y Fusarium MLST. Lo cual da la
seguridad y se confirmd el reconocimiento de especies que habian sido
identificadas mediante la morfologia. Posterior a ello, se registraron las secuencias
en el GenBank. En el cuadro 9 se muestran las especies de Fusarium, aislado,
origen del aislado y el numero de accesion proporcionado por el GenBank.

El aislado de F. solani MK932787 tuvo un 99.26 % de similitud con las secuencias
MICMW-30.1 que fue aislada de la caoba de hoja grande en México y CSM_142
aislada de coffee cherries en Venezuela con los numeros de accesion KX870044 y
MG049926 respectivamente.

F. neocosmosporiellum con el aislado MK932796 present6é un 99.40 % y 99.10 %
de similitud con las secuencias con numero de accesion AF178349 y AY381145
respectivamente.

El aislado de F. proliferatum MK932806 obtuvo un 99.84 % con la secuencia que
fue aislada de banana en Indonesia y CA-1 aislada de Cannabis sativa con los
numeros de accesion MH535857 y MN784814 respectivamente.

Las secuencias que pertenecen a F. pseudocircinatum MK932788, MK932789,
MK932801, MK932803 y MK932817 presentaron un 100 % de similitud con la
secuencia QTDY2 aislada de Dracaena trifasciata en Malaysia y MICMW-26.16
aislada de la caoba de hoja grande en México, con los numeros de accesion
MN386745 y KX870035 respectivamente.

Los ocho aislamientos de F. incarnatum MK932792, MK932800, MK932804,
MK932807, MK932811, MK932812, MK932813 y MK932814 en general
presentaron un 99.69 % de similitud con las secuencias JSDTF.i.1901 aislada de
pepino y JLML1 aislada de Toxicodendron sylvestre ambos de China, con los
numeros de accesion MN233577 MH537594 respectivamente.

Los aislados de F. decemcellulare MK932781, MK932782, MK932783, MK932784,
MK932785, MK932786, MK932790, MK932791, MK932793, MK932794,
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MK932795,

aisladas del arbol de caucho en Brasil con numero de accesion MK482327 vy

MK932797,

MK932798,

MK932799,

MK932802,

MK932805,
MK932808, MK932809, MK932810, MK932815 y MK932816 en general

presentaron un 99.69 % de similitud con las secuencias F47, F46 que fueron

MK482326 respectivamente, seguido de un 99.54 % de similitud con la secuencia

aislada de mango en Republica Dominicana EEFB1con numero de accesion

KX345392.

Cuadro 9. Especies de Fusarium, aislados, variedad y tipo de muestra, origen y

numero de accesion del GenBank.

Especies Aislados Variedad-muestra  Origen GenBank
# accesion
F. solani 20FASIN Kent-floral Sinaloa, Ahome MK932787
F. neocosmosporiellum  66VRSIN Kent-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932796
F. proliferatum 128FRSIN  Kent-floral Sinaloa, El Rosario MK932806
F. pseudocircinatum 23FRSIN Kent-floral Sinaloa, El Rosario MK932788
F. pseudocircinatum 26FRSIN Kent-floral Sinaloa, El Rosario MK932789
F. pseudocircinatum 103FESIN Keitt-floral Sinaloa, Escuinapa MK932801
F. pseudocircinatum 111VRSIN  Tailandes-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932803
F. pseudocircinatum 182VCSIN  Keitt-vegetal Sinaloa, Culiacan MK932817
F. incarnatum 39VRSIN Keitt-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932792
F. incarnatum 95VESIN Tommy-vegetal Sinaloa, Escuinapa MK932800
F. incarnatum 121FRSIN  Tommy-floral Sinaloa, El Rosario MK932804
F. incarnatum 134VRSIN  Keitt-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932807
F. incarnatum 161VCSIN  Keitt-vegetal Sinaloa, Culiacan MK932811
F. incarnatum 163VCSIN  Keitt-vegetal Sinaloa, Culiacan MK932812
F. incarnatum 166VCSIN  Keitt-vegetal Sinaloa, Culiacan MK932813
F. incarnatum 170FNSIN  Keitt-floral Sinaloa, Navolato MK932814
F. decemcellulare 2FASIN Keiit-floral Sinaloa, Ahome MK932781
F. decemcellulare 6VASIN Kent-vegetal Sinaloa, Ahome MK932782
F. decemcellulare 8FASIN Keitt-floral Sinaloa, Ahome MK932783
F. decemcellulare 13FASIN Ataulfo-floral Sinaloa, Ahome MK932784
F. decemcellulare 14FASIN Ataulfo-floral Sinaloa, Ahome MK932785
F. decemcellulare 16VASIN Ataulfo-vegetal Sinaloa, Ahome MK932786
F. decemcellulare 27FRSIN Keitt-floral Sinaloa, El Rosario MK932790
F. decemcellulare 35FRSIN Kent-floral Sinaloa, El Rosario MK932791
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F. decemcellulare 42VRSIN Keitt-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932793
F. decemcellulare 58VRSIN Kent-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932794
F. decemcellulare 63VRSIN Tommy-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932795
F. decemcellulare 74VESIN Kent-vegetal Sinaloa, Escuinapa MK932797
F. decemcellulare 88FESIN Keitt-floral Sinaloa, Escuinapa MK932798
F. decemcellulare 94VESIN Keitt-vegetal Sinaloa, Escuinapa MK932799
F. decemcellulare 107VESIN  Keitt-vegetal Sinaloa, Escuinapa MK932802
F. decemcellulare 124VRSIN  Tommy-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932805
F. decemcellulare 141VRSIN  Keitt-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932808
F. decemcellulare 147VRSIN  Kent-vegetal Sinaloa, El Rosario MK932809
F. decemcellulare 150VESIN  Tommy-vegetal Sinaloa, Escuinapa MK932810
F. decemcellulare 175VNSIN  Kent-vegetal Sinaloa, Navolato MK932815
F. decemcellulare 181VCSIN  Kent-vegetal Sinaloa, Culiacan MK932816

7.4. Analisis filogenéticos

El filograma que resultd del analisis de las secuencias del gen TEF-1a con el
meétodo de unidén de vecinos (Neighbor-Joining) mostré de forma clara 6 clados
con valores altos de similitud mostrados en las ramas, alineando cada especie de
Fusarium en clados diferentes. El primer clado incluyé cepas de F. incarnatum de
diferentes huéspedes y de diferentes regiones geograficas, las secuencias del
presente estudio (en negrita) se agruparon estrechamente con secuencias
aisladas de chile (Trinidad y Tobago) y melon chino (India) con los numeros de
accesion KT313002 y HE995535 respectivamente. El segundo clado esta formado
por secuencias de F. proliferatum de diferentes regiones geograficas y diferentes
huéspedes. La secuencia del presente estudio se agrupd estrechamente con la
secuencia aislada de mango (Australia) con el numero de accesiéon KX452384. El
tercer clado incluye a secuencias de F. pseudocircinatum de diferentes
hospedantes y diferentes paises, las secuencias en estudio se agruparon con
secuencias aisladas de vainilla (Indonesia) y banana (USA) con los numeros de
accesion GQ425230 y GU377298 respectivamente. El cuarto clado comprendio
secuencias de F. neocosmosporiellum, la secuencia en el presente estudio se
agrupo estrechamente con la secuencia aislada de mani (Guinea) con el numero
de accesion AF178349.
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(MG986906) F. incarnatum (Peanut plant-India)
(MF977815) F. incarnatum (Pepper-Pakistan)
(FN430737)F. incarnatum (Walnut-Italy)
(KT313002)F. inc (Corn-China)
791 b (KRO03731) F. incarnatum (Pepper-Trinidad and Tobago)
Y e— (MK932812) F. incarnatum (Mango-Mexico)
100) 1 | )F. (Mango-Mexico)

1)F. (Mango-Mexico)
l_ (MH5375949) F. incarnatum (Lacquer tree-China)
L | 995| ™ (MH920853)F. inc tal China)
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L 92 (MK932813) F. i (Mango-Mexico)
| L 3{ I 4)F. (Mango-Mexico)
L s34 (HE995535) F. incarnatum (Cantaloupe-India)
;i_ (MK932792) F. incarnatum (Mango-Mexico)
)F. (Mango-Mexico)
917] = (1F735783) Neonectria ditissima (Germany)
(KT376486)F. proli (Cowpea-USA)
(MK077070)F. (Pistachio-USA)
(MH644382)F. p y-Spain)
. (MF448528)F. p (Day Lily-China)
o (KUS08357)F. p (Wheat-Mexico)
(MK105816) F. prolif (Colchicum kotschyi-Iran)
(MH628463)F. p (Garlic-France)
100} F. (Mango-Mexico)
(KX452384)F. proli (Mango-Australia)
)F. ircir (Mango-Mexico)
100}
99.9) s (MIG838026) F. pseudocircinatum (Mahogany-Mexico)
99| (MK932788) F. (Mango-Mexico)
[ (AF160271) F. pseudocircinatum (USA)
65.7] s (GUI737399) F. pseudocircinatum (Mango-Mexico)
(KT253884)F. ircinatum (Mango-Dominican Republic)
(6Q425230)F. pseudocircinatum (Vanilla-Indonesia)
£34 ( )F. (Mango-Mexico)
(GU377298) F. (Banana-USA)
(MK932817) F pseudullclnmum (Mango-Mexico)
i (Mango-Mexico)
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Figura 27. Filograma con el método de Neighbor-Joining para el gen TEF-1a de F.
incarnatum, F. proliferatum, F. pseudocircinatum, F. neocosmosporiellum, F. solani
y F. decemcellulare. Los valores en los nodos representan el porcentaje de
nucleos de arranque (1000 réplicas). Como grupo externo a Neonectria ditissima
(JF735783). Las secuencias del presente estudio se observan en negrita.
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En el quinto clado se agruparon secuencias de F. solani, la secuencia en estudio
se agrupo estrechamente con las secuencias de los aislados de fresa de (Pakistan
y Espafia) con los numeros de accesion KY319172 y KX215054 respectivamente.
El sexto clado fue el mas grande y se formdé con secuencias de F. decemcellulare,
las 21 secuencias en estudio se agruparon estrechamente con la secuencia
aislada de mango (Republica Dominicana) con el numero de accesion KX345392.

Como grupo externo se establecio a Neonectria ditissima (JF735783) (Figura 27).

7.5. Ensayo de patogenicidad en plantas de mango

Las plantulas de mango mostraron sintomas como hinchazén, multiples brotes
laterales y apicales, entrenudos acortados, hojas pequefias escamosas y apice
bunchy. Los primeros sintomas se observaron a partir de las cuatro semanas
después de la inoculacion, se evaluaron cada semana hasta los doce meses
después de la inoculacion. Se re-aislaron las cepas que resultaron patogénicas y
se identificaron nuevamente, comprobando que la cepa que se inoculé fue la
causante de los sintomas de la enfermedad, asi se cumplié con los postulados de
Koch.

En lo que respecta a F. solani ha sido descrito como agente causal de la pudricion
de raiz en garbanzo en Brasil por Cabral et al. (2016) y la marchitez en plantas
maduras de chile poblano y damping-off en plantulas en México por Rivera-
Jiménez et al. (2018).

Se ha reportado a la fase (teleomorfo) de F. neocosmosporiellum que corresponde
a Neocosmospora vasinfecta como primer informe causando la pudricion de la raiz
en garbanzo en Pakistan (Ali et al., 2011). Frederick et al. (2013) en su estudio
encontraron a Neocosmospora vasinfecta como agente causal de infeccidon
diseminada (ulceras en abdomen, piernas y craneo) en un paciente con leucemia
aguda linfoblastica B en Francia e identificado mediante caracterizacion molecular.
Neocosmospora vasinfecta var. vasinfecta se reportd6 como primer informe
causando la pudricion del tallo de la soja en Corea del Sur (Sun et al., 2014).

F. proliferatum fue identificado como agente causal de la malformacion del mango
en el Sur de China por Zhan et al. (2010) quienes encontraron cinco aislados
patogénicos con una incidencia del 10 al 70 % de la enfermedad.
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A su vez fue sefialado como causante de la malformacion a F. decemcellulare en
Venezuela por Castellano y Guanipa (2004) en su estudio inocularon de manera
artificial 10 cultivares de mango, todos formaron agallas no solo en el punto de
inoculacion, sino en lo entrenudos también. Sosa et al. (2016) informaron que F.
decemcellulare causa agallas en cojin en plantulas de cacao, a los 45 dias
después de la inoculacién.

En México se registro el primer informe de F. pseudocircinatum por Freeman et al.
(2014), como agente causal de la malformacion, las plantas inoculadas
presentaron sintomas tipicos de la malformacion vegetal a los 9 meses después
de la inoculacion en un 13 al 86 % de los brotes inoculados. Posteriormente se
identific6 en Republica Dominicana por Garcia-Lépez et al. (2016), ellos sehalan
que todas las plantas inoculadas mostraron sintomas vegetativos a los 11 meses
después de la inoculacién.

Fusarium incarnatum fue reportado por Gai et al. (2016) como agente causal de la
podredumbre del tallo del maiz en China.

Los aislados que resultaron patogénicos variaron en el grado de virulencia de
acuerdo con los sintomas de la enfermedad. Los aislados mas agresivos fueron
13FASIN y 5FASIN (F. decemcellulare) causando un indice de severidad de la
enfermedad de 44 %. Sin embargo, solo fueron estadisticamente diferentes del
control y de los aislados menos agresivos 170FNSIN, 174VNSIN (F. incarnatum),
101VESIN, 27FRSIN, 88FESIN, 107VESIN, 36VRSIN y 150VESIN (F.
decemcellulare) con un indice de severidad de la enfermedad (8 y 4 %) (Cuadro
10).

Cuadro 10. Analisis de varianza no paramétrica mediante la prueba de Kruskal-
Wallis y comparacion de rangos por Dunn (p < 0.05)

Aislado @ Suma de rangos ® Media de rangos® DSl %° Grupos*
5FASIN 2770.5 461.75 44 A
6VASIN 2742 457 40 AB
16VASIN 2681.5 446.917 40 ABC
18FASIN 2672 445.333 40 ABC
8FASIN 2482.5 413.75 40 ABCD
115FRSIN 24315 405.25 28 ABCD
1FASIN 2406.5 401.083 28 ABCD
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12VASIN
145FRSIN
133FRSIN
4VASIN
124VRSIN
163VCSIN
120VRSIN
166VCSIN
184VCSIN
181VCSIN
111VRSIN
2FASIN
130VRSIN
17FASIN
141VRSIN
128FRSIN
15VASIN
140FRSIN
26FRSIN
66VRSIN
22VASIN
39VRSIN
121FRSIN
3VASIN
134VRSIN
182VCSIN
139VRSIN
63VRSIN
40VRSIN
179VCSIN
183FCSIN
161VCSIN
69VRSIN
20FASIN
21VASIN
90VESIN
35FRSIN
127VRSIN
94VESIN
165FCSIN
7FASIN
131VRSIN
29VRSIN

2340.5
2218
2201
2172
2145

2087.5

2020.5

2000.5

1991.5
1987
1978
1969

1933.5
1917

1792.5
1759

1745.5
1732

1690.5
1687
1682

1586.5

1564.5

1546.5

1523.5
1516
1514

1496.5
1486
1441

1403.5
1398
1387
1351
1345
1344
1322

1304.5

1285.5
1251
1250

1232.5

1219.5

390.083
369.667
366.833
362
357.5
347.917
336.75
333.417
331.917
331.167
329.667
328.167
322.25
319.5
298.75
293.167
290.917
288.667
281.75
281.167
280.333
264.417
260.75
257.75
253.917
252.667
252.333
249.417
247.667
240.167
233.917
233
231.167
225167
224167
224
220.333
217.417
214.25
208.5
208.333
205.417
203.25

28
28
28
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
16
16
16
16

ABCD
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
ABCDE
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68VRSIN 1208.5 201.417 16 ABCDE

54VRSIN 1202.5 200.417 16 ABCDE
38FRSIN 1188 198 16 ABCDE
11VASIN 1163 193.833 16 ABCDE
175VNSIN 1160 193.333 16 ABCDE
106FESIN 1149 1915 16 ABCDE
14FASIN 1130.5 188.417 16 ABCDE
89VESIN 1120 186.667 16 ABCDE
143VRSIN 1096.5 182.75 12 ABCDE
103FESIN 1072.5 178.75 12 ABCDE
95VESIN 1071.5 178.583 12 ABCDE
122VRSIN 1021 170.167 12 ABCDE
144VRSIN 988 164.667 12 ABCDE
74VESIN 975 162.5 12 ABCDE
42VRSIN 975 162.5 12 ABCDE
23FRSIN 835.5 139.25 12 ABCDE
147VRSIN 799 133.167 12 ABCDE
58VRSIN 791 131.833 12 ABCDE
80VESIN 775.5 129.25 12 ABCDE
25VRSIN 762.5 127.083 12 ABCDE
41FRSIN 760 126.667 12 ABCDE
170FNSIN 649.5 108.25 8 BCDE
101VESIN 627.5 104.583 8 CDE
27FRSIN 554.5 92.417 8 DE
88FESIN 506.5 84.417 8 DE
174VNSIN 499.5 83.25 4 DE
107VESIN 490 81.667 4 DE
36VRSIN 435.5 72.583 4 DE
150VESIN 407 67.833 4 DE
Control 123 20.5 0 E

*Las letras iguales no muestran diferencia significativa.
ZAisIamientos monosporicos de Fusarium spp.

Comparacion de rangos de Dunn con p < 0.05.
“indice de severidad de la enfermedad expresado en porcentaje.

Esta es la principal enfermedad que afecta este cultivo en la region centro
occidente de México (Fernandez-Pavia et al., 2006). La ausencia de regulaciones
sanitarias en el transito de material vegetativo de viveros de mango a regiones
distintas de un pais podria contribuir a diseminar a este patogeno (Zheng y Ploetz,
2002).
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7.6. Determinacion in vitro de la sensibilidad de los aislados de Fusarium
spp. a fungicidas comerciales

El fungicida Carbenpro indujé el menor crecimiento micelial (23.29 %) con la dosis
de 1000 ppm, observandose el mayor efecto en la inhibicion de las especies de
Fusarium con 76.71 %, respecto al resto de los fungicidas (Cuadro 11).

Cuadro 11. Crecimiento micelial in vitro de aislados de Fusarium spp. bajo
diferentes dosis de fungicida.

Concentracion Fungicidas

(ppm) Dithane Trenavil Carbenpro Cercobin M Naria Top Cabrio C
1 83.21a 58.53 a 41.09 a 75.44 a 62.12 a 69.82 a
10 7217ab 53.51ab 36.48a 72.31 ab 56.21 a 53.97 a
100 50.81bc 47.47ab 29.34a 37.35 bc 54.44 a 50.8 ab
1000 30.63 ¢ 41.22b 2329 a 32.22¢c 44.92 a 36.41b

*Letras iguales no muestran diferencia significativa

Alburqueque y Gusqui (2018) observaron inhibicién del 100 % en crecimiento del
micelio de F. oxysporum con la aplicacion de Carbendazim (Carbenpro) a una
concentracion de 200 cc/cilindro. De acuerdo a FRAC (2017), el fungicida
Carbendazim inhibe el ensamble de la Beta-tubulina en la mitosis. Ademas, inhibe
la formacion del apresorio, el crecimiento y desarrollo del micelio de los patdgenos
(Silvestre, 2017). Carbendazim y otros bezimidazoles poseen alta eficacia para
controlar especies de Fusarium en diferentes cultivos (Deepak y Lal, 2009).
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VIIl. CONCLUSIONES

Se determind que seis especies de Fusarium (F. decemcellulare, F. solani, F.
pseudocircinatum, F. incarnatum, F. proliferatum y F. neocosmosporiellum)
causaron la malformacion del mango en Sinaloa,

Se obtuvo el primer informe donde se sefiala que las especies F. solani, F.
neocosmosporiellum y F. incarnatum son agentes causales de la malformacion del
mango a nivel mundial.

F. proliferatumy F. decemcellulare se reportaron por primera vez a nivel nacional.

El 47.67 % de los aislados inoculados en plantulas de mango, fueron patogénicos.
Los aislados que fueron patogénicos variaron en el grado de virulencia de acuerdo
con la escala de severidad de la enfermedad, observandose que Fusarium
decemcellulare (13FASIN y 5FASIN) provoco el mayor indice de severidad (44 %)
de la enfermedad.

Se identificaron 37 aislados que incluyen las seis especies de Fusarium, por
técnicas moleculares, y las secuencias de los aislados se registraron en el
GenBank.

En el analisis del tipo de apareamiento, los 25 aislados de Fusarium (21 F.
decemcellulare, 1 F. solani, 1 F. proliferatum y 1 F. neocosmosporielum),
amplificaron soélo para MAT-2, sugiriendo una reproduccion asexual.

El filograma obtenido con las secuencias en el presente estudio se agruparon en
seis grupos por especies, con secuencias ya registradas en el GenBank.

Los aislados patogénicos mostraron sensibildad a todos los fungicidas evaluados,
sin embargo, no se alcanzo el 100 % de inhibicibn en ninguna de las dosis
evaluadas.

La malformacion del mango es una enfermedad causada por al menos 10
especies del género Fusarium, por lo cual, es de suma importancia investigar los
mecanismos de infeccion, biologia, diseminacion y patogénesis, asi disenar

estrategias de control.
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Abstract: Mango malformation disease caused by Fusarium spp. is one of the main limiting factors for mango production in Mexico. Fungal
isolates obtained from symptomatic tissue from mango trees in Sinaloa, Mexico, were subjected to phylogenetic analysis of the TEF-1a gene,
and evaluated for mating type, morphological markers and pathogenicity. Fifteen monosporic Fusarium isolates were identified as Fusarium
neocosmosporiellum O’Donnell & Geiser. Phylogenetic analysis confirmed that the sequence obtained in this study corresponds to

E neocosmosporiellum. All 15 isolates were found to be pathogenic, but no differences were observed in aggressiveness among the isolates,
which may be a result of low genetic variability within the fungal population. According to the morphological and molecular results, this
study confirmed that the causal agent of mango malformation disease was F. neocosmosporiellum. This is the first report of mango
malformation disease caused by this fungus in Mexico. This study provides a basis for the development and implementation of an integrated
management system for this disease, confirms a new location of this fungus, and highlights that this pathogen is a potential threat to mango
cultivation in Mexico.

Keywords: Fusarium neocosmosporiellum, mango, mating type, Mexico, virulence

Résumé: La malformation du manguier, causée par Fusarium spp., est un des principaux facteurs qui limite la production de mangues au
Mexique. Des isolats fongiques obtenus de tissus symptomatiques provenant de manguiers poussant dans I’Etat du Sinaloa, au Mexique, ont
été soumis a 1’analyse phylogénétique du géne de la TEF-1a et évalués pour en déterminer le type sexuel, les marqueurs morphologiques et
la pathogénicité. Quinze isolats monospores ont été identifiés en tant que Fusarium neocosmosporiellum O’Donnell & Geiser. L’analyse
phylogénétique a confirmé que la séquence obtenue dans le cadre de cette étude correspondait a F. neocosmosporiellum. Les 15 isolats se
sont avérés pathogenes, mais aucune différence n’a été observée quant a 1’agressivité parmi ces derniers, ce qui peut émaner d’une faible
variabilité génétique au sein de la population fongique. Selon les résultats des analyses morphologiques et moléculaires, cette étude

a confirmé que 1’agent causal de la malformation du manguier était F. neocosmosporiellum. 11 s’agit de la premiére mention de la
malformation du manguier causée par ce champignon au Mexique. Cette étude fournit une base pour élaborer et appliquer un systéme de
gestion intégrée de cette maladie, confirme une nouvelle localization pour ce champignon et démontre que cet agent pathogene constitue une
menace possible pour la production de mangues au Mexique.
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Introduction

Mango (Mangifera indica L.) is the most economically
important fruit in tropical and subtropical regions of the
world (FAO 2020). In 2018, Mexico ranked sixth world-
wide in terms of cultivated area and production, pre-
ceded by India, China, Thailand, Indonesia, and
Pakistan (FAO 2020). However, mango production is
affected worldwide by mango malformation disease
(MMD), one of the most problematic mango diseases.
The disease affects vegetative and flower buds (Ploetz
2007). Initially trees exhibit bud swelling and vegetative
malformation, followed by eruption of multiple shoots,
ending in a bunchy and deformed apex. The disease was
first recorded in India in 1891 (Krishnan et al. 2009) and
is currently distributed in all mango-producing regions in
the world (Morales and Rodriguez 2009; Qi et al. 2013).

The fungus Fusarium mangiferae Britz, Wingfield &
Marasas has been reported as a causal agent for the
disease (Freeman et al. 1999; Bhavna et al. 2014), as
have other species of the Fusarium genus complex, such
as: Fusarium oxysporum Schlecht. emend. Snyder &
Hansen (Mora 2000), Fusarium decemcellulare (Berk.
& Broome) Rossman & Samuels (Castellano and
Guanipa 2004), Fusarium sterilihyphosum Britz,
Wingfield & Marasas (Britz et al. 2002), Fusarium pro-
liferatum (Matsush.) Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg
(Zhan et al. 2010), and Fusarium tupiense Lima,
Pfenning & Leslie (Crespo et al. 2016). In Mexico,
species that are reported to cause MMD include
Fusarium  subglutinans (Wollenweber & Reinking)
P. Nelson, Toussoun & Marasas and F. oxysporum in
the states of Michoacan, Guerrero, and Morelos (Mora
2000). In more recent studies, Fusarium mexicanum
Aoki, Freeman, Otero-Colina, Rodriguez-Alvarado,
Fernandez-Pavia, Ploetz & O’Donnell (Otero-Colina
et al. 2010; Betancourt et al. 2012) and Fusarium pseu-
docircinatum Nirenberg & O’Donnell (Freeman et al.
2014) were identified as causal agents of mango malfor-
mation disease.

Many members of the Fusarium solani species com-
plex (FSSC), including Fusarium neocosmosporiellum
O’Donnell & Geiserare, are known to cause severe dis-
eases on plants including peas, beans, tomatoes, and
tuber roots (Leslie and Summerell 2006). The FSSC is
constituted by more than 60 phylogenetic species
(Schroers et al. 2016). Currently, only 23 phylogenetic
species have been unambiguously identified and vali-
dated as part of the FSSC (Sandoval-Denis and Crous
2019), and they are morphologically indistinguishable.
(Short et al. 2013; Scheel et al. 2013; Sandoval-Denis
and Crous 2019).

Control methods can be very difficult to find when
a new disease emerges, particularly if the causal agent is
not properly identified. The implementation of appropri-
ate disease management measures requires a reliable
identification and detection of the pathogen (Moine
et al. 2014). In addition to classical morphological iden-
tification, the use of molecular biology techniques, espe-
cially those involving the polymerase chain reaction
(PCR), have provided a rapid and sensitive approach
for the detection and identification of plant pathogens
(O’Donnell 2000; Vincenlli and Tisserat 2008). Several
DNA regions, particularly, the translation elongation
factor 1-a (TEF-1-a) gene, are useful for the identifica-
tion of Fusarium spp. (O’Donnell et al. 1998; Geiser
et al. 2004).

The objectives of this study were to: identify and
characterize the pathogen that causes mango malforma-
tion in Sinaloa, Mexico, using morphological and mole-
cular methods, and pathogenicity tests.

Materials and methods
Diseased plant sampling and fungal isolation

In June 2018, Mango trees were observed with symp-
toms of floral and plant malformation in the municipality
of El Rosario (22° 59" 31” N; 105° 51’ 4” W), Sinaloa,
Mexico. Symptomatic tissues were collected from 15
symptomatic mango trees. Symptomatic trees exhibited
bud swelling, vegetative malformation and eruption of
multiple shoots ending in a bunchy and deformed apex.
Each diseased sample was obtained from a different
mango tree. Symptomatic tissues were sampled with
a sterile scalpel, transported to the laboratory, and imme-
diately surface-disinfected in 0.5% NaOCI (3 min) and
70% ethanol (3 min), and rinsed twice (5 min) in sterile
distilled water. After drying on sterile absorbent paper,
the samples were placed in Petri dishes containing potato
dextrose agar (PDA). To obtain monosporic cultures, the
methodology proposed by Hansen and Smith (1932) was
followed. A small fragment of the mycelium from 6-day-
old PDA cultures was transferred into 1.0 mL of sterile
distilled water, serially diluted, and then plated on a new
PDA dish. Two days later, the cultures were observed
under a microscope, and individual germinating micro-
spores were transferred to fresh PDA.

Morphological characterization

Morphological characterization was performed following
Leslie and Summerell (2006). Isolates were cultivated on
PDA at 25 °C in the dark, after which, the colour of the
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colony and formation of aerial mycelium were observed.
On Carnation Leaf Agar (CLA) medium, under the same
conditions previously mentioned, microconidial and
macroconidial shape, septation, arrangement of conidio-
genous cells, and the presence or absence of sporodochia
and chlamydospores were recorded and measured
(n = 50) under a light microscope at 40% magnification.

DNA extraction and PCR assays

The mycelium of each isolate was collected by scraping the
surface of colonies growing on PDA previously incubated
for 1 week at 25°C. After grinding 100 mg of fungal
mycelia from each isolate in liquid nitrogen, the genomic
DNA was extracted using the method described by Ausubel
et al. (2003). The DNA concentration and quality were
estimated using a Thermo Scientific NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer (Fisher Scientific).

The DNA extracted from the Fusarium isolates was
analysed by PCR with the primers listed in Table 1. The
final reaction mixture (25 pL) contained 100 ng DNA
templates, an equimolar mixture of dNTPs, 25 mM
MgCl,, 1 U Taq DNA polymerase, and 40 pmol of
each oligonucleotide (Bioline, TN, USA). The sequences
of all the primers and PCR conditions used are provided
in Table 1. EF-1 and EF-2 are the primers for TEF-1q,
MAT-1 and MAT-2 are primers to determine mating type
1 and mating type 2, respectively.

The PCR products (TEF-1oo. DNA) were purified and
sequenced by Macrogen Inc. (Seoul, South Korea). The
TEF-1a DNA sequences were used to search for sequence
similarity against the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) database (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov) using the BLASTN programme. The molecular iden-
tification was confirmed via BLAST on the FUSARIUM

ID and Fusarium MLST databases. Species were identified
based on 100% sequence identity as the threshold.

Phylogenetic analyses

The TEF-la sequence from one representative isolate
(66VRSIN) was aligned with reference sequences (indi-
cated in Fig. 2) of the Fusarium solani species complex
(FSSC) obtained from GenBank using the multiple
alignment in ClustalW of the Geneious R9 software,
and phylogenetic relationships among the Fusarium iso-
lates were inferred based on the nucleotide sequence
alignment of the gene. Trees were constructed by the
neighbour-joining method based on distances determined
by the method of Jukes and Cantor (Erickson 2010)
using 1000 bootstrap replicates.

Pathogenicity studies

All fungal isolates were tested for their ability to cause
mango malformation disease by experimental inocula-
tion of healthy 4-month-old mango plants (cv. ‘Kent”)
maintained under greenhouse conditions for 12 months.
The inoculum was prepared by culturing the isolates on
CLA under cool-white fluorescent light for 14 days at
25°C to stimulate sporulation (Freeman et al. 1999). The
pathogenicity test was conducted during 2018-2020.
Inoculation of apical buds was performed by placing
a 20 pL drop of conidial suspension (5 x 107 conidia
per mL) on dormant buds. Six buds were inoculated per
branch, with two branches per plant, and 20 plants
inoculated per isolate. Apical bud inoculation on control
plants was performed with 20-uL drops of sterile dis-
tilled water. Pathogenicity experiments were conducted
twice. Isolation of fungi was conducted from developing

Table 1. Reaction conditions and sequences of primers for PCR analysis of Fusarium spp.

Primer

code Sequence (5" — 3') Expected fragment size (bp) Specificity PCR conditions

F: MAT-1 CGCCCTCTKAAYGSCTTCATG =200 MAT-1? 30 cycles; 30 s at 94°C, 1 min at 59°C, 1 min at 72°C
R: MAT-1 GGARTARACYTTAGCAATYAGGGC

F: MAT-2 CGACCTCCCAAYGCYTACAT =800 MAT-2* 30 cycles; 30 s at 94°C, 1 min at 59°C, 1 min at 72°C
R: MAT-2 TGGGCGGTACTGGTARTCRGG

F: EF-1  ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC ~698 Fusarium spp.*® 30 cycles; 30 s at 94°C, 30 s at 59°C, 1 min at 72°C
R: EF-2  GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)

ATCATGTT

F: primer forward

R: primer reverse.

“Leslie and Summerell (2006);
bGeiser et al. (2004);
°O’Donnell et al. (1998).
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lesions on inoculated plants, and the isolates were iden-
tified to species using morphological characteristics and
the sequencing of the TEF1-a gene.

The severity of the disease was assessed using a scale
of 0 to 5 as proposed by Igbal et al. (2006) (Table 2), in
which 0 is a plant with no symptoms and 5 is a plant
with the most severe symptoms.

Data analysis

The data obtained from the pathogenicity test were sub-
jected to a non-parametric analysis of variance with the
Kruskal-Wallis and Dunn test (p < 0.05). All statistical
analyses were performed with the XLSTAT software.

Table 2. Disease severity scale for mango malformation disease
proposed by Igbal et al. (2006).

Value Symptoms

0 No symptoms

1 Bud swelling for vegetative and floral malformations

2 Eruption of multiple shoots (vegetative) or short and thick rachis
(floral)

3 Clustered shoots with shortened internodes (vegetative) or
thickened peduncles (floral)

4 Small scaly leaves (vegetative) or flowers (floral)

5 Bunchy apex (vegetative) or compact deformed panicle (floral)

Results

Fifteen monosporic isolates of Fusarium spp. were
obtained from diseased plant material from 15 mango
trees with symptoms of floral and plant malformation in
the municipality of El Rosario, Sinaloa, Mexico, in
June 2018.

Morphological markers

Colonies of the 15 monosporic isolates of Fusarium
spp. grown on PDA presented white and brown cott-
ony mycelia (in the centre), with irregular edges (Fig.
le). The microconidia (n = 50) were cylindrical to
ellipsoidal oblong and hyaline, with 0-1 septa of
42-173 x 23-7.9 pm (Fig. 1f). Macroconidia
(n = 50) were hyaline, often almost straight and
wider in the middle, from 3 to 4 septa of 41.1—-
75.7 x 4.9-11.1 pm (Fig. 1g). The teleomorphic
phase (Neocosmospora vasinfecta E.F. Sm.) was
observed. The perithecia (n = 20) were orange to
red, pear-shaped, with a short neck, 185.3—
294.6 x 126.4-220.7 pm (Fig. 1i). The cylindrical
asci (n = 30) contained eight ascospores and had
short pedicels measuring 78.3-89 X 6.5-8.8 um
(Fig. 1j). The ascospores (n = 50) were globose,

5.0 um

Fig. 1 a—d, (Colour online) Symptoms of mango malformation disease caused by Fusarium neocosmosporiellum from sampled trees. e-k,
E neocosmosporiellum morphological features. e, Top view of a F. neocosmosporiellum colony grown on PDA; f, Microconidia in situ
(10 um bar); g, Macroconidia (10 um bar); h, Exudation of ascospores; i, Perithecia (50 um bar); j, Ascus (5 pm bar); k, Ascospores with

ornate wall (10 pm bar).
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cylindrical, unicellular, with rough walls of 12.9—-
29.8 x 11.7-26.5 um (Fig. 1k).

PCR assays and phylogenetic analysis

PCR analysis of the 15 isolates of Fusarium spp.
amplified the expected fragment of the TEF-la gene
(683 bp).

The TEF-1a sequence of isolate 66VRSIN was sub-
mitted to Genbank (sequence MK932796). The analy-
sis of TEF-1la sequences of these isolates by BLAST
in the GenBank, Fusarium ID and Fusarium MLST
databases showed that all were affiliated to the species
F. neocosmosporiellum with a homology of 99.9 to
100%. The MAT2 gene fragment (800 bp) was ampli-
fied for all 15 isolates, indicating they were all mating
type 2.

The phylogram generated with the partial sequences
of the TEF-1a gene from isolate 66VRSIN (MK932796)
and other species from the FSSC obtained from
GenBank was divided into groups, aligning each species
of Fusarium (Fig. 2). The first group corresponds to
F. falciforme, the second group was aligned with isolates
of the species Fusarium keratoplasticum. A third small
group was formed and included FSSC from different
crops including mango. Finally, the fourth group was
aligned with isolates of F. neocosmosporiellum isolated
from different sources. The TEF-la sequence

(MH041264) F. falciforme (Onion-Mexico)

(MH463541) F. falciforme (Tomato-Mexico)

(KY514187) £. falciforme (Watermelon-Mexico)
a7]

s1)

(KY512553) F. falciforme (Human-India)
(KX181458) F. falciforme (Papaya-India)

(MK932796) from the 66VRSIN isolate was aligned
with the group of F. neocosmosporiellum (Fig. 2).

Pathogenicity tests

There were no significant differences between the two
assays in terms of symptom severity on mango plants
(cv. ‘Kent’) at 270 dpi (P = 0.0782), with an average
disease severity of 4.5 in the first assay and 4.6 in
the second assay.

The 15 monoconidial F. neocosmosporiellum isolates
were pathogenic to mango cv. ‘Kent’. Although plants
developed malformation on the vegetative buds follow-
ing inoculation with each of the 15 isolates, no signifi-
cant difference in virulence existed amongst the isolates
according to the observed symptoms (Table 3). The first
MMD symptoms were observed at 150 dpi on the
inoculated plants in both assays, matching the symp-
toms originally observed in mango plants grown in
commercial fields. Fungi were isolated from sympto-
matic tissues of inoculated plants and their identity
determined to be F. neocosmosporiellum using morpho-
logical characteristics and sequencing of the TEF-1la
gene, fulfilling Koch’s postulates. No symptoms were
observed on the non-inoculated plants after 12 months

(Fig. 3).

(KF255465) F.
543)

(H

herl

513

(KY524223) F.

(KF255461) £

(KY524219) F

(H

(IF735783) Neonectria ditissima (Germany)

(Human-india)

(Human-India)

(MG272422) F

(Soil-India)

624

(KY556712) F.

(Human-india)

(KT313615) FSSC (Potato-Germany)

(IN235591) £

(KF836691) FFSC (C

(Drains-USA)

-Malaysia)

66.3) =

837]

(KF836690) FSSC (Mango-Malaysia)
(KF836693) FSSC (Grass-Malaysia)

528]

(HQ731049)
(EF452940) F

(Chickpea-Pakist
(Human-USA)

se3)

802

649

(KT365948) .
(KR709174) F.

(Crotalaria paulina-Brazil)

iellum (T

F. neocosmosporiellum

w1 (AF178349) F. iellum (P
(MK932796) F.
(AY381146) .
(1X997934) F.

(Mango-Mexico)

(Human-USA)

(Human-France)

Fig. 2 Phylogram of neighbour-joining for TEF-I/a gene from isolates of the Fusarium solani Species Complex and the sequence
MK932796 of this study. Values at the nodes represent the percentage bootstrap scores (1000 replicates).



L. Molina-Cardenas et al.

Table 3. Pooled results of the first and second pathogenicity
assays of mango (cv. ‘Kent’) inoculated with 15 monoconidial
Fusarium neocosmosporiellum isolates from mango trees.

Disease incidence Mean disease

Isolate percentage severity Range
66VRSIN 100 48 A 4-5
67VRSIN 100 47 A 4-5
80VRSIN 100 47 A 4-5
88VRSIN 100 47 A 4-5
82VRSIN 100 46 A 4-5
90VRSIN 100 4.6 A 4-5
69VRSIN 100 46 A 4-5
72VRSIN 100 4.6 A 4-5
76VRSIN 100 4.6 A 4-5
85VRSIN 100 4.6 A 4-5
63VRSIN 100 4.6 A 4-5
92VRSIN 100 4.6 A 4-5
87VRSIN 100 45 A 4-5
70VRSIN 100 45 A 4-5
97VRSIN 100 45 A 4-5
Non inoculated 0 0.0 0
check
Overall mean* 4.6

Disease incidence percentage, mean disease severity, and range of symp-
toms scored at 270 days post inoculation of each strain.

In a column, means followed by common letters indicate no significant
differences among isolates at P = 0.05 by Dunn’s multiple range test.

Fig. 3 a, (Colour online) Eruption of multiple shoots (vegetative)
in mango plant inoculated with Fusarium neocosmosporiellum. b,
Control plant without symptoms.

Discussion

This study confirmed the first occurrence in Mexico of
mango malformation disease caused by F. neocosmos-
poriellum. The results provide the basis for the

development and implementation of appropriate disease
management of this pathogen in Mexico.

The phylogenetic analysis indicated that our TEF-1a
sequence (MK932796) grouped closely with a sequence
of F. neocosmosporiellum obtained from infected pea-
nut plants. These two sequences were also grouped with
other sequences from F. neocosmosporiellum isolates
obtained from tomato, chickpea, Crotalaria paulina
Schrank, and humans, whereas they were clearly dis-
tinguished from species of other clades of the FFSC,
such as F. falciforme and F. keratoplasticum. The TEF-
la gene was used in the present study to determine the
specific identity of the isolates. It has also been used in
other studies, since it provides very useful phylogenetic
information at the species level for the genus Fusarium,
and has been used as a marker to resolve relationships
between species (Geiser et al. 2004).

All the isolates of F. neocosmosporiellum were patho-
genic on mango cv. ‘Kent’, indicating that F. neocosmos-
poriellum is able to cause mango malformation disease,
which represents an important problem for the produc-
tion of mango. Fungi were recovered from inoculated
symptomatic plants and showed the same morphological
characteristics and TEF-1a sequences as those of the
originally inoculated isolates, thus confirming their
pathogenicity.

In this study, no differences were observed in aggres-
siveness among the isolates. This may be a result of little
genetic variability within the F neocosmosporiellum
populations. The isolates were of the same mating type
(MAT 2), which suggests that only asexual reproduction
occurs, generating a clonal population of this fungus.
The isolates were obtained from different mango trees
from different plots. However, more studies are needed
to analyse the genetic diversity of this fungus, as well as
its virulence.

Fusarium species are among the most challenging
fungal species to manage in agricultural crops. Several
agroecological techniques are known to impact
Fusarium populations (Jarvis 1989), including sanita-
tion, organic amendments, biological control, among
others. Each of these techniques is only partly effective,
necessitating an integrated control program, which
further complicates adoption on farms where there is
often limited flexibility for the uptake of new practices
(Collange et al. 2014). Mango is a perennial crop, hence
cultivars cannot be easily changed year after year as is
the case with annual crops; therefore, it is necessary to
implement resistance breeding programmes, biological
control and other disease management practices. This
study provides the basis for the development of an
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integrated management system for this disease and con-
firms a new location of this fungus. It also highlights that
this pathogen is a potential threat for mango production
in Mexico.
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