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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue la caracterizacidn molecular del agente causal de la secadera en gladiola (Gladiolus

grandiflorus Hort). En Villa Guerrero, Estado de México, se recolectaron plantas de gladiola enfermas y obtuvieron

aislamientos del género Fusarium, para producir cultivos monosporicos; los conidios se almacenaron en glicerol
25 % a =70 °C, y para su caracterizacion molecular se hizo la extraccion de acidos nucleicos con el protocolo
de Cenis (1992). Para la reaccion en cadena de la polimerasa se utilizo el gen factor de elongacion y el gen que
codifica para calmodulina. Las secuencias obtenidas se compararon con F. sterilihyphosum, F. circinatum, F.
pseudocircinatum y F. mexicanum; por ser las que comparten el caracter de hifas enrolladas. F. oxysporum y

F. oxysporum f. sp. gladioli se utilizaron por sus antecedentes en el cultivo. El analisis filogenético se hizo para
maxima parsimonia y maxima verosimilitud, observando que la especie de Fusarium aislada de gladiola no se
asocio con ninguna de las otras especies, las cuales se agruparon de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas

y moleculares, sugiriendo que organismo aislado es una nueva especie de fusarium no reportada.
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ABSTRACT

The objective of this study was the molecular characterization of the causal agent of the gladiolus drier
(Gladiolus grandiflorus Hort). In Villa Guerrero, Estado de México, sick gladiolus plants were collected and
isolates of the Fusarium genus were obtained to produce monospore cultures; the conidia were stored in
glycerol 25 % at =70 °C, and for their molecular characterization the extraction of nucleic acids was made
with the Cenis (1992) protocol. For the polymerase chain reaction, the elongation factor gene and the gene
that codifies for calmoduline were used. The sequences obtained were compared with F. sterilihyphosum,
F. circinatum, F. pseudocircinatum and F. mexicanum, because they share the character of rolled hyphae.
F. oxysporum and F. oxysporum f. sp. gladioli were used because of their antecedents in the crop. The
phylogenetic analysis was carried out for maximum parsimony and maximum authenticity, observing that
the Fusarium species isolated from gladiolus was not associated with any of the other species, which were
grouped according to their morphological and molecular characteristics, suggesting that the organism

isolated is an unreported new species of Fusarium.
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INTRODUCCION
(Gladiolus grandiflorus

La glad|0la Hort) es uno de los

principales cultivos ornamentales del Estado de Mé-
xico, sin embargo, en la floricultura, las enfermedades
y SU manejo son un reto, ya que pueden generar per-
didas importantes. En el caso de la gladiola (Gladiolus
grandiflorus Hort), la enfermedad denominada “Secade-
ra’ causada por un hongo del género Fusarium puede
provocar dafios hasta del 100% (Leszczyriska y Borys,
1994). Las especies de Fusarium estan ampliamente dis-
tribuidas en el suelo y en sustratos organicos; abundan
en suelos cultivados en regiones templadas y tropicales
(Booth, 1986). Como muchos hongos del suelo, esta
dotado con formas de supervivencia, y uno de sus me-
canismos es la capacidad de cambio rapido tanto del
hospedero como de su morfologia y comportamiento
(Booth, 1986; Alves-Santos et al,, 2007; Katan y Di Primo,
1999: Ortoneda et al,, 2003). La diferenciacion de este
geénero se basa en caracteristicas fisiologicas y morfolo-
gicas, tales como la forma y tamafo de macroconidios,
presencia o ausencia de microconidios, clamidosporasy
morfologia de las colonias. Las diferencias sutiles en una
sola caracteristica pueden delinear especies (Llorens
et al, 2006). En fitopatologia, la identificacion de hon-
gos fitopatogenos se ha basado tradicionalmente en la
observacion de caracteres morfoldgicos. Sin embargo,
en cada uno de los niveles de especie, subespecie, va-
riedad, forma specialis y raza, existen pocos caracteres
morfoldgicos que distingan un patdgeno de otro (Codd-
ington y Gould, 1992). Para superar los problemas aso-
ciados al método convencional de clasificacion racial,
se ha comenzado a hacer uso de la variacion natural
presente en el ADN de cualquier especie. Asi, la apari-
cion de tecnicas basadas en el analisis de polimorfismos
en los acidos nucleicos, ha revolucionado los aspectos
de deteccion e identificacion de organismos fitopatoge-
Nos y sus variantes patogénicas y por consiguiente, el
controly prevencion de los mismos, dado su gran poder
resolutivo y aplicabilidad a una gran variedad de éstos
(Henson y French, 1993; Martin et al, 2000). De acuerdo
con lo anterior, en el presente trabajo de investigacion
se planted como objetivo, caracterizar molecularmente
el agente causal de la secadera del gladiolo Gladiolus
grandiflorus Hort.

MATERIALES Y METODOS

El aislamiento se hizo de bulbos afectados por el pato-
geno recolectados en Villa Guerrero, Estado de México
(18°57 36" Ny 99°38 24" O), con clima templado sub-
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humedo y réegimen de lluvias en verano, precipitacion de
651 mm, temperatura media anual de 18.8 °C y altitud de
2,160 m (INEGI, 2011).

Extraccién de ADN. Se hizo la extraccion de ADN de mi-
celio monoconidial en base al protocolo de Cenis (1992)
se almaceno a —20 °C hasta su uso. La calidad se valord
mediante electroforesis en gel y tincion con bromuro de
etidio a 120 volts por 20 minutos y se observo en un
transiluminador. La concentracion y pureza se midio en
un espectrofotometro Smart Spec® de BioRad®.

Caracterizacion molecular de Fusarium sp. Los aisla-
dos de Fusarium spp. se caracterizaron con ayuda de
los primers calmodulina 3-4 (GCA TCG ATG AAG AAC
GCA GCQ) y Factor de Elongacion. (ATG GGT AAG GAR
GAC AAG AC) utilizados por Knutsen et al., (2004) y Be-
tancourt et al,, (2012) para la caracterizacion de especies
de Fusarium.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para la
amplificacion de secuencias se utilizd una mezcla de
reaccion de PCR compuesta por IM Tris pH 9.0 2.5 ulL,
dNTPs 2 ul, Primer forward 0.5 ul, Primer reverse 0.5
ul, dH>0 11.3 ul, 50mM MgClp 3 ul, Tag polimerasa 0.2
uly 2.5 ul del ADN extraido. La PCR se llevo a cabo en
un termociclador Thermal Cycler C1000® de BIORAD®
bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de des-
naturalizacion de 95 °C por cuatro minutos; seguido de
35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por un minuto,
alineacion a 55 °C por un minuto y extension a 72 °C por
dos minutos; la extension final se llevo a cabo a 72 °C
durante 10 minutos. Las muestras de las amplificaciones
se analizaron electroforéticamente en geles de agarosa
al 2% TBEX a 120 volts por 25 minutos. Los fragmentos
amplificados se purificaron con el kit comercial (Pure
Link™ Quick PCR Purification Kit, Invitrogen™).

Secuenciacién. El ADN purificado se envio al laborato-
rio de Macrogen Inc. en Seul, Corea, para su secuen-
ciacion en ambas direcciones del gen (3" a 5 y vicever-
sa). Las secuencias obtenidas de los aislamientos fueron
comparadas en homologia con secuencias de bases de
datos del banco de genes (NCBI Gen Bank) mediante
el software BLAST, posteriormente se realizd el analisis
filogenético en base a las inferencias de Neighbor-joi-
ning, Maxima parsimonia y maxima verosimilitud en el
programa MEGA 6.0. Se seleccionaron las secuencias
para el gen Factor de elongacion, asi como para el gen
que codifica para calmodulina en base a la caracteriza-



cion morfologica observada, se utilizaron las que com-
partian caracteres de importancia y aguellas que tenian
un antecedente en la zona y en el cultivo de acuerdo a
la literatura citada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis filogenético y taxonémico

EL ADN extraido se observo en gel de agarosa al 2% TAE,
tefiido con bromuro de etidio. La concentracion del
ADN fue de 5 ng ,uL'1 y presentd una pureza de 1.8. La
informacion generada por la secuenciacion de los dife-
rentes genes, asi como la obtencion de secuencias ho-
mologas en el GenBank permitieron la construccion de
arboles filogeneticos. Como se indica a continuacion.

Factor de elongacidn: se obtuvieron fragmentos con un
tamano superior a los 600 pares de bases, los cuales
fueron comparados en homologia con analisis BLAST
y se obtuvieron aquellas secuencias cuya similitud era
superior al 97%. En el analisis por el método de Neigh-
bor-Joining se resolvieron las especies F. circinatum, F.
sterilihyphosum, F. pseudocircinatum y F. mexicanum
agrupandose en clados monofiléticos, mientras que las
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Figura 1. Cladograma generado a partir de secuencias que codifican
para el Factor de elongacion mediante el analisis de Neighbor-joining
con 500 repeticiones en bootstrap para 14 aislados de Fusarium,
Stromatinia gladioli y Scletorinia sclerotiorum representan grupos ex-
ternos.

Agente causal de la secadera del gladiolo

especies de F. oxysporum F. oxysporum f. sp. gladioli se
agruparon entre ellas. F1 Villa Guerrero a pesar de tener
caracteres en comun no fue resuelto, sin embargo se
mantuvo junto a sus similares. Las especie de F. solani
son un grupo sin resolver, y las especies del grupo ex-
terno Stromantinia. gladioli y Sclerotinia sclerotiorum
quedaron en clados aislados (Figura 1). En el caso del
dendrograma que describe la relacion de las secuencias
del factor de elongacion, obtenido por el método de
maxima parsimonia, se encontro la formacion de cinco
clados. El clado I, contiene secuencias de especies F.
circinatum, F. sterilihyphosum, F. pseudocircinatum vy F.
mexicanum, en el clado |l se encuentra F1 Villa Guerre-
ro, el tercer clado esta conformado por F. oxysporum
F. oxysporum f. sp. gladioli, en un cuarto clado sin re-
solver se encontro a F. solani, mientras que Sclerotinia
sclerotiorum (grupo externo) se encontrd en un quinto
clado. Es importante resaltar gue al igual que en el arbol
obtenido por las secuencias del Factor de Elongacion
usando el metodo de Neighbor-Joining, no se eviden-
CioO relacion de las agrupaciones resultantes con F1 Villa
Guerrero a pesar de los caracteres en comun que pre-
sentan (Figura 2).
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Figura 2. Cladograma generado a partir de secuencias que codifican
para el Factor de elongacion mediante el analisis de Maxima parsimo-
nia con 500 repeticiones en bootstrap para 14 aislados de Fusarium,
Stromatinia gladioli representa un grupo externo.
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El cladograma producto del analisis de las secuencias
que codifican para el Factor de Elongacion con base
en Maxima verosimilitud presentd a F. circinatum, F.
sterilihyphosum, F. mexicanum vy F. pseudocircinatum
en un grupo monofilético, mientras que F. oxysporum,
F. oxysporum f. sp. gladioli y el aislado de Fusarium de
Villa Guerrero se presentan en otro grupo, lo que hace
suponer que estos comparten caracteristicas molecula-
res que representan un alto porcentaje de similitud entre
ellas (Figura 3).

Calmodulina

Se obtuvieron fragmentos superiores a los 600 pares de
bases, los cuales fueron comparados en homologia con
analisis BLAST, y se obtuvieron aquellas secuencias cuya
similitud era superior al 95%. Los analisis de neighbor-joi-
ning (Figura 4), maxima parsimonia (Figura 5) y maxima
verosimilitud (Figura 6) para calmodulina presentaron to-
pologia similar, pero distinta a los observado para Factor
de Elongacion.

Las secuencias de Fusarium con hifas enrolladas (F.
circinatum, F. pseudocircinatum, F. sterilihyphosum)
se agruparon entre ellas sin discriminar a Fusarium
oxysporum, mientras que el aislado de Fusarium de Villa
Guerrero quedo en un clado distante. En los tres analisis
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Figura 4. Cladograma generado a partir de secuencias que codifican
para calmodulina mediante el analisis de Neighbor-joining con 500
repeticiones en bootstrap para 11 aislados de Fusarium, Sclerotinia sp.
y Scletorinia trifoliorum representan grupos externos.
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Figura 3. Cladograma generado a partir de secuencias que codifi-
can para el Factor de elongacion mediante el analisis de Maxima ve-
romsimilitud con 500 repeticiones en bootstrap para 14 aislados de
Fusarium, Stromatinia gladioli y Scletorinia sclerotiorum representan
grupos externos.

se agrupa a Sclerotinia sp y Sclerotinia trifoliorum fun-
giendo como grupo externo.

Actualmente una de las regiones mas utilizadas para la
identificacion de Fusarium a nivel de especie es el gen
del factor de elongacion de la traduccion, otras regio-
nes también estudiadas con este mismo fin incluyen,
genes de apareamiento (MAT), genes que codifican para
la Celobiosa-C vy la Topoisomerasa ll, el gen que codi-
fica para la B-tubulina, Calmodulina, entre otros (Atkins
y Clark, 2004; Hatsch et al,, 2004; Hinojo et al,, 2004;
Wilson et al,, 2004; Bogale et al., 2006; Dyavaiah et al.,
2007; Alustrey-lzquierdo et al., 2008). Sin embargo, se
ha logrado demostrar la poca utilidad de las regiones
ribosomales para la identificacion de Fusarium a nivel
de especie, debido a que son demasiado conservadas
y por ende tienen menor capacidad de resolucion lo
que han generado taxonomias y filogenias erroneas
ademas de poca confiabilidad en procesos de identi-
ficacion (Sakai et al., 2006; Dyavaiah et al., 2007; Zac-
cardelli et al., 2008). En este estudio el analisis BLAST
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Figura 5. Cladograma generado a partir de secuencias que codifican
para calmodulina mediante el analisis de Neighbor-joining con 500
repeticiones en bootstrap para 11 aislados de Fusarium, Sclerotinia sp.
y Scletorinia trifoliorum representan grupos externos.

de las secuencias del gen de factor de elongacion en la
base de datos de Fusarium, permitio identificar que en
todos los aislamientos se tratd de una especie de Fu-
sarium cuyas caracteristicas moleculares no coinciden
con las reportadas para otras especies patogénicas en
gladiolo. Las secuencias codificantes para calmodulina
al ser analizadas por la herramienta BLAST en la base
de datos de referencia Fusarium, no lograron identificar
los aislamientos como miembros de especies reporta-
das para gladiolo.

CONCLUSIONES
as pruebas moleculares indican que hay una
similitud de 96% a 99% con otras especies que
presentan el caracter de hifas enrolladas, sin
embargo, el analisis filogenético indicod que no
hay similitud entre ellas. El analisis filogenético ubico
al aislado en estudio de Fusarium dentro de un grupo
monofilético junto con las especies de Fusarium oxys-
porum, sin embargo, y de acuerdo a lo reportado por
otros autores, estas carecen de hifas enrolladas. Con
base en el analisis filogenético molecular se propone
que es una nueva especie de Fusarium como agente
causal de la secadera del gladiolo en Villa Guerrero, Es-
tado de México.

Agente causal de la secadera del gladiolo
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Figura 6. Cladograma generado a partir de secuencias que codifican
para calmodulina mediante el analisis de Neighbor-joining con 500
repeticiones en bootstrap para 11 aislados de Fusarium, Sclerotinia sp.
y Scletorinia trifoliorum representan grupos externos.
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