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RESUMEN

Los explantes producidos in vitro de nochebuena (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) en Morelos, México, tienen
problemas con hongos fitopatdgenos, y aunque el metodo de desinfeccion de explantes estd disefiado para eliminar
microorganismos saprofitos de la superficie del tejido, algunos resisten este proceso y se transmiten a las plantulas en la
fase de aclimatacion. Se identificd molecularmente a los hongos asociados a plantulas de Fuphorbia pulcherrima Willd. ex
Klotzsch producidos in vitro, las plantulas se aclimatizaron en invernaderos; se muestrearon durante los ultimos diez dias y
se recolectaron 20 plantas con manchas necrosadas, de las cuales se aislaron cuatro cepas de hongos para su

identificacion molecular en medio de cultivo a base de PDA; los aislamientos se amplificaron mediante

la técnica de PCR, se secuenciaron y analizaron mediante Chromas Lite®, y se alinearon con BLAST
del GenBank del National Center for Biotechnology Information de USA. Los hongos asociados
a plantulas presentaron 100 % de similitud con Fusarium solani, Fusarium verticillioides vy

Fusarium equiseti.
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ABSTRACT

The explants of poinsettia (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch) produced in vitro in
Morelos, México, have problems with phytopathogen fungi, and although the method of explant
disinfection is designed to eliminate saprophyte microorganisms of the tissue surface, some resist
this process and are transmitted to the seedlings during the acclimation phase. The fungi associated
to Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch seedlings produced in vitro were identified molecularly, the

seedlings were acclimated in greenhouses; they were sampled during the last ten days and 20 plants were collected with
blighted patches, from which four fungi strains were isolated for their molecular identification in a PDA growth medium; the
isolates were amplified through the PCR technique, sequenced and analyzed with Chromas Lite®, and aligned with BLAST
from the GenBank of the USA’s National Center for Biotechnology Information. The fungi associated to seedlings presented

100 % of similarity with Fusarium solani, Fusarium verticillioides and Fusarium equiseti.
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INTRODUCCION

4 : el cultivo de la nochebuena (Euphorbia
E n M ex | CO, pulcherrima Willd Ex Klotzsch) se ha in-
crementado de manera sorprendente, convirtiendose en un cultivo de im-
portancia cultural y economica (Pineda et al., 2008). La nochebuena se
encuentra cultivada ampliamente a nivel mundial. Es la planta que mas se
produce y vende en maceta en América del Norte, Europa, Asia y Australia
(Williams, 2005). Las plantas cultivadas de nochebuena en México proce-
den del extranjero, a pesar de ser originaria de México y Centroameérica,
por lo anterior el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP), Campo Experimental Zacatepec, se propuso generar
variedades nuevas, iniciando por recolecta de semillas y varetas de plantas
silvestres, semicultivadas y cultivadas en varias regiones de México (Canul
et al, 2013), para desarrollar nuevas variedades mediante la recombinacion
genética (Marquez, 2016), seleccion recurrente, mutagénesis y reproduc-
cion vegetativa (Garcia et al.,, 2015) in vitro (Rangel et al., 2015), actualmente
se disponen de genotipos experimentales con alto potencial comercial. La
propagacion se hace principalmente por esquejes y varetas (Garcia et al.,
2011; Garcia et al., 2015). Esta técnica tiene dos limitantes, la primera, es la
produccion limitada de plantas nuevas a partir de una planta madre sana.
Cada planta madre puede producir aproximadamente 400 plantas hijas al
ano. La segunda limitante, es la transmision de algunos patogenos de la
madre a las hijas. Se ha documentado que algunos patdgenos, tales como
bacterias, hongos, virus y fitoplasmas se transmiten de plantas madre a la
plantas hijas por esta via (Agrios, 2005). Por lo anterior, se ha propuesto
el uso de técnicas alternativas, tales como la propagacion in vitro (Rangel
et al, 2015), que es una técnica utilizada para obtener gran cantidad de
plantas a partir de una sola planta madre. El numero de plantas hijas que
se obtienen por cada madre se incrementa alcanzando hasta 1,000 plantas
por mes. Ademas, esta técnica sirve para obtener plantas libres de pato-
genos (MiloSevic et al, 2012). En la fase experimental, la siembra in vitro
de nuevas variedades de nochebuena del Campo Experimental Zacatepec,
han presentado problemas de contaminacion con hongos, los cuales estan
asociados a las plantas madre. Aunque el méetodo de desinfeccion de los
explantes esta diseflado para eliminar microorganismos saprofitos de la su-
perficie del tejido, es probable que algunos resistan este proceso, pudiendo
transmitirse a los explantes y a las plantulas en la fase in vitro y de aclima-
tacion. Para disefiar un metodo de control efectivo, primero es necesario
identificar los hongos asociados con la contaminacion de explantes, por o
que se planteo aislar, caracterizar e identificar molecularmente los hongos
asociados a plantulas de Euphorbia pulcherrima.

MATERIALES Y METODOS

En explantes in vitro de yema de nochebuena se registrd contaminacion con
hongos fitopatdgenos, los cuales se sometieron a un proceso de identifica-
cion molecular, como se describe a continuacion. Se aislaron cepas fungicas
de explantes de nochebuena, tomando muestras de micelio de los explantes
de yema de variedades experimentales cultivadas in vitro infectados con una
aguja de diseccion previamente desinfectada, y se sembraron individualmen-
te en cajas Petri con agar papa dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) su-
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plementado con acido lactico (AL) a
25% (PDA-AL), las cajas se incubaron
a 25 °C por siete dias (punto maximo
del desarrollo del hongo). Los aisla-
mientos totales de Fusarium de las
plantas in vitro fueron cuatro. Una
vez que se obtuvieron cepas puras
de este patdgeno, se inicio el proce-
dimiento para la obtencion de cul-
tivos monosporicos de cada cepa
fungica. A las cajas Petri que con-
tenian el hongo puro, se les agrego
10 mL de agua destilada estéril, cu-
briendo completamente. La caja se
agitd con movimientos suaves para
desprender y con una micropipeta
se extrajeron 200 ul de la suspen-
sion. La concentracion de esporas
se determind contando el numero
de conidios en una camara Neu-
bauer colocada en un microscopio
compuesto. De las suspensiones
obtenidas, se realizaron diluciones
hasta obtener 1.5x108 conidios por
mililitro. De esta ultima, se tomaron
30 ul y se plaguearon en cajas Petri
con PDA-AL?25, las cajas se incuba-
ron a 25 °C por 24 h. Pasado este
tiempo, las siembras se observaron
en Microscopio para buscar esporas
aisladas y en desarrollo. Se seleccio-
no el micelio y se sembro en cajas
Petri con PDA-AL25 e incubadas por
siete dias, para que el hongo se de-
sarrollara en un cultivo monospori-
co. Ademas, se dio seguimiento al
crecimiento radial de cada cepa, a
la produccion de macroconidios y
otras estructuras para su caracteri-
zacion morfologica (Cuadro 1). Las
esporas de las cepas monosporicas
se guardaron a —30 °C en una solu-
cion de agua-glicerol a 15 %.

Para observar las estructuras de los
macroconidios 'y microconidios,
se tomo un pedazo de micelio del
hongo con una aguja estéril y se
depositd en un portaobjetos lim-
pio. A la preparacion se le agrego
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tri de plantulas y
primer dia de

ecularmente.

Hongos entomopatogenos
sembrados y aislados en
cajas Petri con medio de

cultivo PDA+AL

Tipo de crecimiento del hongo
en caja a siete dias de
evaluacion

Identificado
molecularmente como

Fusarium solani

Fusarium verticillioides

Fusarium verticillioides

Fusarium equiseti

0.05 mL de lactofenol, y colocd un cubreobjetos limpio. La muestra se
observd en un microscopio compuesto a 60 X. Cada cepa de los hongos
a identificar se sembro en una caja Petri con PDA+AL y se incubo de siete
a diez dias; despues con un sacabocados de 34 mm de diametro se tomo
una porcion del agar con el hongo crecido y se depositd en cajas nuevas
con PDA+AL. Las nuevas cajas con los hongos se cultivaron por diez dias,
y tomaron lecturas diarias del hongo midiendo con un vernier el diametro
del micelio siempre a la misma hora. El ritmo de crecimiento se estimo
calculando la diferencia del diametro del micelio por cada dia hasta llegar
a los diez dias de crecimiento. Los valores de las diferencias de los diame-
tros del crecimiento del hongo, se promediaron para calcular el ritmo del
crecimiento.

‘ Identificacion molecular de hongos

Para la identificacion molecular de
las cepas de Fusarium, se obtuvo
con un sacabocados de 34 mm de
diametro, una porcion de agar de
un cultivo monosporico de cada
hongo crecido en PDA+AL de siete
a diez dias. La porcion de agar se
coloco dentro de un matraz de 125
mL con 25 mL de medio minimo
liqguido (MM). Los hongos se deja-
ron crecer en agitacion a 200 rpm
de entre tres y cinco dias a 25 °C.
Transcurrido este periodo de tiem-
po, el caldo con el hongo se filtro
con un embudo en el que se colo-
cO una pieza de papel filtro sobre
un matraz Erlenmeyer para vaciar
el contenido total del matraz con
el crecimiento de cada hongo. Una
vez filtrado el micelio se pesaron
100 mg y se procedio a usar el kit
DNeasy Plant Mini Kit de Qiagen®
(Cat. 69106), siguiendo el protoco-
lo proporcionado por el fabricante.
La extraccion e integridad del DNA
se verifico en un gel de agarosa 1 %.
La reaccion de PCR se realizo utili-
zando los oligonucledtidos ITS1 (5
TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3) e
ITS4 (5" TCCTCCGCTTATTGATAT-
GC 3), para la amplificacion de los
espacios transcritos internos (ITS,
por sus siglas en inglés) situados
entre los genes ribosomales (rARN)
185-5.85 y 5.85-28S (White et al.,
1990), el DNA genomico se uso
como templado. La reaccion se lle-
vO a cabo en un termociclador (Te-
chne® PHC-39, en un volumen final
de 25 ul, los cuales contenian bu-
ffer 1x, 200 uM de dNTP's, 0.4 uM
de cada oligonucledtido, 1 pL de
enzima Golaqg de Promega® (Cat.
M8295) vy 1 ug de DNA genomico.
El programa de PCR consistio en un
paso inicial de desnaturalizacion a
94 °C por 5 min, seguido por 35 ci-
clos de 94 °C por 30 s, 61 °C por 30
sy 72 °Cpor30s,yun paso final de
72 °C por 5 min. El analisis de PCR
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se llevo por electroforesis en gel de agarosa 1.2 % a 85
V durante 35 min, con 5 ul de cada muestra. El gel se
tind con bromuro de etidio (0.5 ug mL™Y y se observo
en un transiluminador. Las reacciones de PCR dispues-
tas para secuenciacion se trataron con DNA Clean &
Concentrator™-25 Kit de Zymo (Cat. D4033). Posterior-
mente, se cuantificd el DNA en un Nanodrop (Epoch,
BioTek). La reaccion de secuenciacion consistio en 10
ng de DNA por cada 100 pb, 1 uL de oligo (10 pmol),
en un volumen final de 16 uL. La secuenciacion se llevo
a cabo en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM,
con el equipo Perkin (Elmer/Applied Biosystems Mode-
lo 3730), mediante el método Tag FS Dye Terminator
Cycle Sequencing Fuorescence-Based Sequencing. Las
secuencias obtenidas se analizaron con el programa
Chromas Lite® y posteriormente, con BLAST (The Basic
Local Alignment Search Tool: http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/) para su alineamiento con la base de datos del
GenBank del National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI), USA. De los valores cuantitativos gene-
rados de maxima identidad, solo se consideraron los
mayores (Cuadro 2).

RESULTADOS Y DISCUSION

De las cuatro cepas de Fusarium aisladas se identifica-
ron tres géneros: solani (una cepa), verticillioides (dos
cepas), y equiseti (una cepa). La cepa FUSNB 13 tuvo
100 % de identidad maxima con F. solani (Cuadro 2). Este
es un fitopatdgeno que ataca gran variedad de plantas,
especialmente arboles; ha sido reportado como patoge-
no de especies fabaceas y otras plantas tropicales donde
se le asocia con cancros y con marchitamiento de ar-
boles (Nelson et al,, 1981). También se reportan afecta-
ciones de F. solani en el cultivo de fresa (Fragaria vesca)

causando podredumbre de la corona y raiz en el suroes-
te de Espafia. Los sintomas observados fueron marchi-
tez del follaje, enanismo vy deshidratacion, muerte de las
hojas mas viejas, ademas de que el tejido vascular de la
corona de las plantas mostro una decoloracion naranja
a marron (Pastrana et al,, 2014). En China provoco la pu-
dricion de la raiz y cancro del tallo en camote (lpomoea
batata). Durante el almacenamiento de las raices se ob-
servaron lesiones en la superficie de éstas. Las lesiones
consistieron en anillos concéntricos de color marron,
ligeramente concavas extendidas hacia el centro de las
raices (Wang et al., 2016).

Las cepas de Fusarium verticillioides (FUSNB L-17 y FUS-
NB 20) se identificaron con 100 % de la secuencia obte-
nida del GeneBank (Cuadro 2). Este hongo, se distribuye
ampliamente en todo el mundo, y se asocia particular-
mente con el maiz (Zea mays L.), donde puede causar
pudricion del tallo y podredumbre de la mazorca, lo cual
provoca importantes pérdidas de rendimiento y reduc—
ciones de la calidad del grano (Gulya et al,, 1980).
sorgo provoca marchitamiento severo, un color pajizo
en los entrenudos inferiores y la médula interna rojiza,
suave y desintegrada (Palmero et al., 2014).

F. equiseti (cepa FUSNB 25) (Cuadro 2), provoca man-
chas acuosas en la superficie superior de las hojas de
arroz (Oryza sativa) que inicialmente eran color marron
y después de cuatro dias desarrollaron un halo amarillo,
causando una apariencia deteriorada. Las hojas enfer-
mas se marchitaron y las plantas murieron (Gupta et al.,
2013). La Figura 1 muestra los resultados de la amplifica-
cion de un fragmento de 500 pb por PCR de los ITS de
Fusarium, con los oligos ITS1 e ITS4.

Cuadro 2. Resultados de la identificacion molecular de especies de Fusarium sp., aisladas de plantas de Euphorbia pulcherrima

Willd Ex Klotzsch

Ma ti

FUSNB 13 AB705146.1 Fusarium solani genes for 18S rRNA ITS1, 5.85 rRNA, ITS2, 28S
- rRNA partial and complete sequence
Fusarium verticillioides isolate L1W internal transcribed spacer
FUSNB L-17 KF679758.1 1, partial sequence, 5.8S ribosomal RNA gene and internal tran- 100
scribed spacer
Fusarium verticillioides isolate LIW internal transcribed spacer
FUSNB 20 KF679758.1 1, partial sequence, 5.8S ribosomal RNA gene and internal tran- 100
scribed spacer
KC981102.1 Fusarium equiseti isolate SC1104_10 18S ribosomal RNA gene,
FUSNB 25* partial sequence internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal 100
KC311517.1 RNA gene
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Figura 1. Amplificacion de un fragmento de 500 pb por
PCR de los ITS de Fusarium, con los oligos ITS1 e [TS4.
1. Marcador de peso molecular #SM1373 (Fermentas®);
2. Control negativo (mezcla del mix con agua destilada
estéril); 3. FUSNB 13; 4. FUSNB L17; 5 FUSNB 20 3; 6.

FUSNB 25

CONCLUSIONES
aislamiento e identifica-

S e lO g rO cion morfologica y molecular

de cepas de Fusarium solani, Fusarium verticillioides y
Fusarium equiseti, en plantas de nochebuena cultivadas
in vitro, en la etapa de aclimatacion, para disefiar un pro-
grama de sanidad en la multiplicacion in vitro.
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