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RESUMEN

La pudricion radicular es uno de los principales problemas fitosanitarios que se presenta en
sandia cultivada en Sonora, el principal productor en México. La presente tesis se planted con
la finalidad de identificar mediante andlisis morfologico y filogenético a especies fungicas
asociadas a la pudricion de raiz en el cultivo de sandia en cuatro campos ubicados en la Costa
de Hermosillo y Valle de Guaymas. Durante el ciclo primavera-verano 2013 y 2014 se observo
pudricion de raiz, marchitez, colapso y muerte de guias de sandia. Se aislaron 45 cepas puras de
hongos que en base a la comparacion de estructuras con claves taxondémicas fueron identificados
como pertenecientes a los géneros Fusarium y Rhizoctonia. Las reacciones de amplificacion de
ADN por PCR vy el andlisis filogenético por Maxima Verosimilitud de las secuencias
concatenadas (I7S, TEF y RPB?2), permitieron la agrupacion de los aislados en 7 clados. Tres
clados identificaron a Fusarium falciforme (Fusarium solani species complex), F.
brachygibbosum (Fusarium sambucinum species complex) y F. oxysporum (Fusarium
oxysporum species complex); dos clados correspondieron a los grupos anastomosicos AG-A 'y
AG-F de Ceratobasidium sp., y otros dos a AG-4 y AG-6 de Rhizoctonia solani. Se describieron
cuatro morfotipos de F. brachygibbosum y se compararon con los de F. falciforme y F.
oxysporum, lo que permitira mejorar el diagndstico morfologico de la enfermedad. Finalmente,
se desarrollaron protocolos de PCR multiple y qPCR para la identificacion y cuantificacion en
menos de tres horas para cada ensayo de las especies fungicas del género Fusarium. Las pruebas
de patogenicidad realizadas con aislados representativos de cada especie demostraron que la
pudricidn radicular y marchitez de plantas de sandia puede ser causada, de manera individual o
en conjunto, por un grupo diverso de hongos. La informacioén generada servird de base para

implementar el manejo integrado de la enfermedad.
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ABSTRACT

Root rot is one of the main phytosanitary problems that occur in watermelon cultivated in
Sonora, the main producer in Mexico. The present thesis was proposed with the purpose of
identifying by morphological and phylogenetic analysis the fungal species associated with root
rot in watermelon cultivation in four fields located in the Coast of Hermosillo and Valle de
Guaymas. During the spring-summer 2013 and 2014 cycle, root rot, wilting, collapse and death
of watermelon guides were observed. We isolated 45 pure strains of fungi that based on the
comparison of their structures with taxonomic keys were identified as belonging to the genera
Fusarium and Rhizoctonia. The amplification reactions of DNA by PCR and the phylogenetic
analysis by Maximum Likelihood of the concatenated sequences (I/7S, TEF and RPB?2) allowed
the grouping of the isolates in 7 clades. Three clades were identified as F. falciforme (Fusarium
solani species complex), F. brachygibbosum (Fusarium sambucinum species complex) and F.
oxysporum (Fusarium oxysporum species complex); two clades corresponded to the
anastomotic groups AG-A and AG-F of Ceratobasidium sp., and two to AG-4 and AG-6 of
Rhizoctonia solani. Four morphotypes of F. brachygibbosum were described and compared with
those of F. falciforme and F. oxysporum, which will improve the morphological diagnosis of
the disease. At the same time, protocols of multiple PCR and qPCR were developed for the
identification and quantification of the fungal species of the genus Fusarium in less than three
hours each assay. The pathogenicity tests performed with representative isolates of each species
showed that the root rot and wilting of watermelon plants can be caused, individually or
together, by a diverse group of fungi. The information generated will serve as a basis to

implement the integrated management of the disease.
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INTRODUCCION

El cultivo de sandia (Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum & Nakai) genera alrededor de 300
millones de USD anuales en México. Sonora es su principal productor, en 2017 la produccion
de sandia reditu6é mas de 30 millones de USD de utilidad en dicho estado. No obstante, algunos
factores como: la falta de rotacién en los cultivos y los inadecuados planes de manejo de plagas
y enfermedades en las zonas productoras de la region, han permitido el arraigo de diversos

patogenos en las principales zonas productoras.

En Sonora, la marchitez y muerte de plantas de sandia por pudricion de raiz ha sido
asociada principalmente a Fusarium oxysporum; sin embargo, a nivel mundial se ha reportado

que Fusarium solani'y a Rhizoctonia solani también son capaces de causar dicha enfermedad.

Con base en lo anterior, con el fin de determinar con precision cudles son las especies de
hongos fitopatdgenos causantes de pudricion radicular en el cultivo de sandia en Sonora, en el
presente trabajo se planteo la identificacion morfologica y molecular de aislados provenientes
de plantas sintomadticas del Valle de Guaymas y la Costa de Hermosillo, los principales
productores del fruto en el estado. Adicionalmente, se propone realizar una descripcion
detallada de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas distintivas de las diferentes
especies responsables de dafio radicular, con el fin de contribuir a las metodologias tradicionales
de identificacion y desarrollar protocolos para una rapida identificacion y cuantificacion de los

hongos fitopatégenos mediante PCR multiple y qPCR cuantitativa.



I. ANTECEDENTES

El cultivo de sandia (Citrullus lanatus) esta entre los de mayor importancia en el mundo ya que
se estima que alrededor del 6% del area cultivable total se dedica a la produccion de esta
cucurbitacea (http://faostat.fao.org, 2016). Es una de las frutas mas importantes en el comercio
agroalimentario de México y hoy ocupa el primer lugar en las exportaciones en el mundo, a las
que se destina, en promedio, 33.6 por ciento de la produccion. Ademas de la generacion de
divisas, este cultivo es social y econdmicamente significativo porque es una fuente importante
de empleo, ya que su proceso demanda de forma intensiva la mano de obra (Garcia-Vazquez et

al,, 2011).

Los datos del Servicio de Informacion Agropecuaria y Pesquera (SIAP) de la Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA)
(http://www.siap.gob.mx/.) indican que en 2018 se sembraron casi 277 mil hectdreas de sandia
en México y se cosecharon mas de diez millones de toneladas. La situacion geografica del pais
y el uso de tecnologias diferentes permiten su cultivo en 29 estados en todos los ciclos agricolas
y modalidades hidricas. En 2008, 61.5 por ciento de la produccion se obtuvo en el ciclo otofio-
invierno (OI) y el restante 38.5 en el de primavera-verano (PV). Asi mismo, 70.1 por ciento fue

de riego y 29.9 de temporal.

En Sonora, la superficie de sandia cosechada por afio casi se ha duplicado en 10 afios, ya
que ha pasado de 6 509 ha en 2008, a 10 245.4 ha en 2018, mientras que el valor comercial se
ha quintuplicado durante el mismo lapso de tiempo; lo que ubica al estado como el primer
productor de sandia en México, con 37.6% de la produccion nacional (SNIDRUS-SAGARPA).
El valor de la produccion llegd a sus niveles mas altos en 2018, con 2 043 132 000 pesos
generados por 477 612.65 ton de producto (Tablas 1 y 2). La produccion ha venido mejorando
con rendimientos promedios regionales en siembras de primavera de 70 toneladas por hectarea
y de 40 toneladas por hectérea en la siembra de verano gracias al manejo agroquimico de plagas,
tecnificacion del riego, uso de porta injertos, uso de variedades adaptadas al clima de la region.

Las dos épocas de siembra le permiten al agricultor incursionar tanto en el mercado de



exportacion como en el nacional, lograndose un beneficio social y econdmico por la generacion

de empleos y la derrama econdmica (Sabori et al., 2015).

Tabla 1. Produccion estatal de sandia durante el ciclo OI. Serie historica 2008-2018.

Otofio-Invierno

Superficie en hectéareas

Produccion Obtenida

Valor de la Produccion

Afio Sembrada Cosechada (Ton) (Miles de $)
2008 2,153.00  2,113.00 80,998.00 83,072.55

2009 1,681.00 1,681.00 61,340.00 75,320.00

2010 3,110.00  3,110.00 108,690.00 177,521.00
2011 2,723.00 1,953.00 67,133.56 94,788.86

2012 2,736.00  2,736.00 96,757.58 202,025.35
2013 2,327.00  2,271.00 85,413.80 199,152.31
2014 3,061.00  3,061.00 112,597.21 247,795.59
2015 3,443.00  3,443.00 132,833.45 336,079.72
2016 4,081.00  4,079.00 193,708.02 585,367.52
2017 5,523.00  5,523.00 254,166.37 895,394.66
2018 4,729.20  4,729.20 232,307.65 854,951.09

http://oiapes.sagarhpa.sonora.gob.mx/datosagp/concultivosxano.asp



Tabla 2. Produccidn estatal de sandia durante el ciclo PV. Serie historica 2008-2018.

Primavera verano Superficie en hectareas

Produccion Obtenida

Valor de la Produccion

Ano Sembrada Cosechada (Ton) (Miles de $)
2008 4,398.00  4,396.00 159,527.43 321,876.15
2009 3,445.50  3,438.25 134,078.00 266,203.00
2010 3,513.00  3,513.00 134,583.00 265,861.70
2011 3,973.00  3,836.00 115,865.70 278,456.93
2012 4,462.00  4,462.00 153,492.70 267,414.11
2013 4,629.00  4,629.00 152,900.60 340,168.84
2014 3,962.00  3,950.00 136,766.50 351,454.61
2015 3,893.00  3,893.00 158,718.00 347,571.00
2016 5,046.00  4,951.00 246,398.00 771,638.08
2017 5,248.50  5,248.50 233,927.88 816,601.24
2018 7,802.40  5,516.40 245,305.00 1,188,231.16

http://oiapes.sagarhpa.sonora.gob.mx/datosagp/concultivosxano.asp

Como se muestra en la Tabla 3, los municipios de Hermosillo y Guaymas son los
principales productores de sandia en Sonora, concentrando el mas del 90% de la superficie
destinada a este cultivo, realizado en dos ciclos, PV y OI (SAGARHPA-Sonora, 2019). Ambas
regiones tienen condiciones climaticas similares: de 50 a 300 mm de precipitacion media anual

y clima calido a semicélido.

La sandia es una planta anual herbacea, de porte rastrero o trepador, con sistema radicular
muy ramificado, raiz principal profunda y raices secundarias distribuidas superficialmente. El
tallo es rastrero. Es un cultivo que requiere un subsoleo para facilitar el desarrollo de las raices
seguido de un barbecho profundo. Para desmenuzar los terrones con un rastreo cruzado es
suficiente y posteriormente nivelar y trazar las camas, todas estas practicas proporcionan un
medio adecuado para el desarrollo de las raices y absorcion del agua, ademas si se va a hacer
uso de la plasticultura, el suelo debe de estar bien mullido para facilitar la colocacién del

acolchado (Sabori ef al., 2015).



Actualmente, las variedades que se siembran son las determinadas por el principal
mercado, los Estados Unidos. Esto hace que alrededor del 80 % de la sandia cultivada en el
estado sean variedades sin semilla o triploides, de forma redonda, con peso de 6 a 10 kg o
variedades de sandias personales. Para el mercado nacional se eligen variedades con semillas,

de forma ovalada y de 8 a 16 kg por fruto (Ing. Horacio Agramén Ochoa, com. pers.).

Debido al alto costo de la semilla hibrida y su bajo porcentaje de germinacion y
requerimientos criticos de humedad y temperatura, se recomienda trasplantar y evitar la siembra
directa; es necesario sembrar en forma alternada una variedad de sandia con semilla como
polinizador (fruto sin valor comercial) y se recomienda plantar con una frecuencia de plantacion
de 2-3:1, es decir dos a tres plantas del triploide por una del polinizador. Las sandias triploides
deben cosecharse con una madurez 6ptima puesto que no continian madurando después del
corte, como sucede con las sandias con semilla. Se debe tratar de cosechar durante los periodos

mas frescos del dia para mantener la calidad y vida de anaquel del fruto (Sabori et al., 2015).

Otro criterio para seleccionar la variedad de sandia a sembrar es la resistencia a
enfermedades. Las enfermedades mas comunes en sandia cultivada bajo un sistema de
produccion intensivo y continuo, que utiliza semilla hibrida son las transmitidas por hongos del
suelo. Las pérdidas en las cosechas dependen de la concentracion de indculo, el cultivar, el

ambiente y la interaccion planta-patogeno (Krikun et al., 1982).



Tabla 3. Datos sobre la produccion de sandia en Sonora en 2018, totales y por distrito de

Desarrollo Rural.

Otofio-Invierno Superficie en hectareas P(r)ob(i‘;rcl?é‘;n xfgai?gi
Distritos de Desarrollo Rural Sembrada  Cosechada (Ton) (Miles de $)
Hermosillo 1,977.00 1,977.00 104,740.00 509,019.50
Guaymas 1,970.50 1,970.50 90,561.75 210,733.18
Cajeme 649.00 649.00 31,963.30 114,975.07
Navojoa 132.70 132.70 5,042.60 20,223.35
Subtotal 4,729.20 4,729.20  232,307.65 854,951.09
Primavera-Verano

Caborca 75.00 75.00 2,275.00 12,464.74
Agua prieta 110.00 110.00 3,500.00 10,098.20
Hermosillo 6,350.00 4,363.00 192,845.00  1,035,364.92
Guaymas 1,079.00 780.00 37,265.00 106,753.30
San Luis Rio Colorado 188.40 188.40 9,420.00 23,550.00
Subtotal 7,802.40 5,516.40  245,305.00  1,188,231.16
TOTAL 12,531.60  10,245.60  477,612.65  2,043,182.25

Fuente: http://oiapes.sagarhpa.sonora.gob.mx/datosagp/concultivosoi.asp

Hasta el 2018, no existian publicaciones arbitradas con informacién acerca de las especies
causantes de pudricion radicular en sandia en Sonora y mucho menos hay trabajos publicados
acerca de la cuantificacion de los niveles de infestacion en las zonas de produccion. Para evadir
los problemas fungicos presentados en la raiz, los principales productores de sandia en Sonora
han adoptado técnicas como el injerto de plantas de sandia sobre portainjertos de calabaza
(Lopez-Elias ef al., 2010). La resistencia de estas plantas a multiples enfermedades provee al
agricultor de una estrategia viable y una alternativa a la rotacion de cultivos y a la fumigacion
con bromuro de metilo, prohibido actualmente (Bulathsinghala y Shaw, 2014). Sin embargo, el
precio de la plantula injertada oscila entre 12 y 16 pesos por pieza, dependiendo de la variedad
y del volumen de compra, en comparacion con 6 a 8 pesos de las plantulas sin injertar. La

inversion necesaria para implementar esta tecnologia ocasiona que sea inaccesible para muchos



productores. Ademas, es indispensable el tratamiento quimico con al menos dos fungicidas para

prevenir patdégenos foliares (Ing. Horacio Agramén Ochoa, com. pers.).

Por otro lado, la resistencia genética que ofrecen las productoras de semillas es
principalmente a marchitez por Fusarium y a algunos virus. Las compaifiias han basado sus
programas de mejoramiento genético en F. oxysporum, sin mucho éxito, ya que regularmente
se presenta en campo en las etapas tardias de la produccion cuando la mayoria de los costos se
ha ejercido, por lo que no se invierte mas en el cultivo y éste es abandonado (Ing. Leonel Ibarra
Chaparro, com. pers.). Se ha especulado que la carencia de resistencia a un amplio rango de
enfermedades en cultivares de sandia modernos es el resultado de muchos afios de cultivo y
seleccion que se han enfocado en caracteristicas deseables en los frutos a expensas de la

resistencia a enfermedades (Levi et al., 2001; Harris et al., 2009).

De igual forma debe considerarse que plantas como la sandia, son cultivos que requieren
alta humedad en el suelo. Con frecuencia se desconocen los requerimientos de agua dptimos
para no comprometer el rendimiento, por lo que estos niveles se mantienen por arriba de la
capacidad de campo. Lo anterior contribuye a crear las condiciones idoneas para el desarrollo
de hongos transmitidos por el suelo. La humedad relativa 6ptima para la sandia se situa entre el
60 y el 80 %, siendo un factor determinante para la floracioén. La sandia no es muy exigente en

suelos, aunque le va bien en suelos bien drenados ricos en materia organica y fértil.

I.1. Hongos fitopatégenos causantes de pudricion radicular en sandia.

A nivel mundial, diversos hongos causantes de pérdidas econdomicas debido a la muerte de
plantas de sandia han sido reportados en las ultimas décadas. Los sintomas inician con
amarillamiento foliar seguido de un colapso gradual de guias, generalmente justo antes de la
cosecha. En la zona radicular se observa necrosis de raices principales y secundarias. Estos
sintomas por lo regular son ocasionados por Monosporascus cannonballus, Acremonium
cucurbitacearum, Plectosporium tabacinum y Rhizopycnis vagum. Adicionalmente, otras
especies asociadas con esta enfermedad son: Pyrenochaeta lycopersici, Fusarium spp.,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Pythium spp., y Verticillium dahliae (Chilosi et

al., 2008; Infantino et al., 2004; Aiello et al., 2012).



En la costa de Hermosillo y el Valle de Guaymas en Sonora, la produccion de sandia se
ha visto limitada por la presencia de Fusarium oxysporum, F. solani, Rhizoctonia solani (Ing.

Jesus Avila Salazar, com. pers., M. S. Sergio Garza Ortega, com. pers., Fernandez et al., 2013).

1.1.1 Fusarium spp.

Las especies de hongos filamentosos dentro del género Fusarium, forman parte de la familia
Nectriaceae perteneciente al orden Hypocreales de la clase Sordariomycetes. Son de gran
impacto econémico debido a que sus miembros estan implicados en la salud humana, animal y
vegetal, ya que producen un amplio rango de metabolitos secundarios que son peligrosos en los
productos agricolas y ganaderos, en la vida silvestre y en humanos. Fusarium es un grupo muy
diverso que incluye especies saprobias, patogénicas y especies productoras de toxinas. Algunas
especies dentro de este grupo son responsables de pudricion radicular y marchitez vascular en

muchas especies vegetales econdémicamente importantes (Nelson et al., 1994).

Complejo de especies Fusarium oxysporum (FOSC)

FOSC comprende diferentes formae speciales (f.sp.) que infectan mas de 100 diferentes
hospederos provocando severos dafos en cultivos como sandia, melon, tomate, algodon y
platano. Los miembros de FOSC colectivamente representan el complejo de especies mas
encontrado y econdmicamente importante. A nivel mundial se considera que la marchitez
causada por Fusarium oxysporum f.sp. niveum es la principal limitante para la produccion de
sandia (Zhou et al., 2003). La enfermedad es conocida como colapso o declive de las guias
maduras de la planta (marchitez repentina de sandia). De manera conjunta, las plantas también
pueden estar infectadas con Fusarium solani, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani,
Monosporascus cannonballus 'y Pythium spp., ademas de F. oxysporum (Boughalleb y El
Mahjoub, 2006).

Debido a las pérdidas econdmicas generadas mundialmente por los miembros de FOSC,
existe bastante literatura sobre la caracterizacion genética y patogénica de formae speciales
individuales dentro de grupos de compatibilidad vegetativa (VCG) y estan definidas en base a

la patogenicidad de uno o mas hospederos vegetales, mientras que los VCG estan definidas en



base a su habilidad para la anastomosis y para formar heterocariontes (Gordon y Martyn, 1997).
Los VCG son excelentes predictores del origen evolucionario (Elias et al., 1993) y parecen ser
predominantemente linajes clonados. Algunas formae speciales se dividen en razas debido a la
virulencia mostrada en un grupo de cultivares de una o mas especies vegetales. Dado el alto
nivel de diversidad filogenética y el gran numero de formae speciales, la tipificacion de
secuencias de ADN multilocus (MLST) es actualmente la técnica mas robusta para caracterizar

la diversidad genética de FOSC (Taylor y Fisher 2003)

Complejo de especies Fusarium solani (FSSC)

Los miembros del complejo de especies Fusarium solani (FSSC) son saproéfitos comunes,
aislados frecuentemente de suelo, aire y plantas. Estos hongos son bien conocidos como
patégenos de vegetales, animales y humanos, son causantes de dos terceras partes de la
fusariosis en humanos y animales alrededor del mundo (Zhang et al., 2004). Al menos 60
diferentes especies filogenéticamente distintas estan incluidas en este complejo y debido a la
alta especificidad al hospedero, han sido subdivididas en formae speciale. Analisis filogenéticos
recientes han revelado que cada formae speciale corresponde a una especie, biologica y
filogenéticamente distinta (Coleman, 2016; O’Donnell et al., 1998). F. falciforme ha sido
reportado solo recientemente como agente causal de marchitamiento y pudricion de raiz en frijol

lima y garbanzo en Brasil (Sousa ef al., 2017, Cabral et al., 2016).

Complejo de especies Fusarium sambucinum (FSAMSC)

El complejo de especies Fusarium sambucinum incluye al menos 35 individuos que incluyen a
F. graminearum, F. sporotrichioides, F. culmorumson y F. brachygibbosum, entre otras. Este
ultimo es agente causal de podredumbre del tallo del maiz (Shan et al., 2017), marchitez y
muerte regresiva en Euphorbia larica y olivo (Al-Mahmooli ef al., 2013; Trabelsi et al., 2017)
y de podredumbre y cancros en almendro y nogal (Stack et al., 2017; Marek et al., 2013).



1.1.2 Rhizoctonia spp.

Rhizoctonia spp. son un grupo diverso de teleomorfos ubicados en diferentes familias, 6rdenes
y clases. Rhizoctonia fue descrito inicialmente por su habilidad de infectar plantas y formar
esclerosios (Stalpers y Andersen 1996). Sin embargo, estos hongos también pueden crecer como
saprobios o como simbiontes micorricicos benéficos en orquideas (Masuhara et al, 1993;
Cubeta y Vilgalys 2000; Jiang et al., 2015). Tienen una distribucion cosmopolita. Son
plurivoros, cominmente tienen como sustrato raices, tallos, hojas y frutos de mas de 500

especies vegetales (Farr y Rossman 2019).

Por la amplia variacion en cuanto a localizacion geografica, morfologia, especificidad a
hospedera y patogenicidad de subpoblaciones genéticamente diferentes, estos hongos forman
un complejo de especies (Vilgalys y Cubeta 1994). Rhizoctonia y Ceratobasidium representan
a los géneros mas estudiados debido a su importancia econémica como patéogenos de plantas y
ambos forman un clado monofilico perteneciente a la familia Ceratobasidiaceae (Gonzalez et

al., 2016).

Rhizoctonia solani y otras Rhizoctonia spp. no producen esporas asexuales, por lo que
las caracteristicas morfoldgicas de las células vegetativas (hifas y esclerocios), tales como la
presencia o ausencia de septos, patrones de ramificacion y constriccion, nimero de nicleos por
célula, pigmentacion y ancho de las hifas fueron utilizadas para clasificarlos e identificarlos
(Prillieux y Delacroix 1891). Posteriormente, cuando se descubrié que este hongo podria llevar
a cabo la reproduccion sexual (Rolfs 1903), el color, la forma y el tamafo de las estructuras
sexuales también fueron utilizados como caracteres taxonomicos. Ademas, también se
establecid una relacion entre las etapas del anamorfo (asexual) y del teleomorfo (sexual). Sin
embargo, los caracteres morfologicos de anamorfos y teleomorfos son variables y de valor
limitado para definir y delimitar especies (Andersen y Stalpers1994; Vilgalys y Cubeta 1994;
Roberts 1999).

Rhizoctonia solani es la especie mas reconocida de este complejo. Causa enfermedades
en mas de 200 plantas incluyendo a arroz, maiz, trigo, soya, papa, algodon, frutas, arboles,

pastos y ornamentales. El modo de patogenicidad es parasitismo necrotréfico, una invasioén no
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especifica de los tejidos de las plantas donde la hospedera muere a medida que es gradualmente

consumida.

El criterio més importante para delimitar las especies de Rhizoctonia es el concepto de
grupos anastomosicos. Este se basa en la premisa de que las hifas de aislados relacionados de
las mismas especies (independientemente de la capacidad para aparearse) tienen la habilidad
para reconocerse y fusionarse entre si. Existen al menos 13 grupos anastomosicos en el género
Thanatephorus (Rhizoctonia polinucleada con 3 a 21 ntcleos) de AG-1 a AG-13 y 21 grupos en
Ceratobasidium (Rhizoctonia binucleada) de AG-A a AG-U (Sharon et al., 2008). La
agresividad entre los diferentes grupos anastomosicos es variable (Erper et al., 2016; Mathew

et al.,2012; Oliveira et al., 2014).

Mediante la reconstruccion filogenética usando fragmentos de secuencias de ADN de:
dos genes codificantes nucleares (RPB2 y TEF1), un gen codificante mitocondrial (ATP6) y dos
del operén del ADN ribosomal, el espaciador transcrito interno y la subunidad mas grande del
ribosoma (ITS y LSU), se ha comprobado la monofilia de Ceratobasidiaceae y que los clados
dentro de esta familia son consistentes con la separacion previa basada en criterios de

anastomosis (Gonzalez et al., 2016).

Ceratobasidium spp. ha sido reportado como causante de pudricion y muerte de
manzanos (Mazzola 1997), damping off en plantulas de tabaco (Mazuka 1998), tizon foliar en
pinos (Putnam 1999), pudricion del hipocotilo en canola (Khangura et al., 1999), pudricion
negra en raiz de fresa (Martin 2000), pudricion de raiz y tallo en rosa (Priyatmojo et al., 2001),
pudricidn del pedunculo en maiz (Lovell et al., 2003), damping off en acelga (Yang et al., 2007),

pudricién de raiz en sandia (Meza ef al., 2014), etc.

I.2. Diagnéstico de enfermedades causadas por hongos en plantas.

El diagnostico de las enfermedades en las plantas ha cambiado a lo largo de los afios. Las
técnicas aplicadas se engloban en tres categorias: tradicionales, serologicas y acidos nucleicos.
En el presente trabajo se emplean so6lo técnicas tradicionales y de acidos nucleicos, pero todas
contribuyen al diagndstico y control efectivo de la enfermedad y conducen a la adecuada

intervencion quimica y/o biologica.
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1.3. Métodos tradicionales para la identificacion de patogenos fungicos en plantas.

Los métodos tradicionales incluyen el uso de plantas indicadoras para producir sintomas
visuales de la enfermedad en plantas susceptibles y el uso de medios sintéticos para favorecer
el crecimiento de microorganismos que pueden ser identificados por la morfologia de las
colonias, mediante la descripcion de los detalles y caracteristicas de crecimiento, color del
micelio, pigmentos en el agar y tipo de crecimiento. MicroscOpicamente, es posible la
diferenciacion hasta nivel de género y en ocasiones hasta especie cuando es posible la
observacion de elementos vegetativos de resistencia como esclerocios y clamidosporas o de
nutricion como haustorios o de sostén o de fijacion como las fidlides y conidioforos; de
estructuras de fructificacion sexuales como basidiosporas, oosporas, zigosporas o de estructuras
fructificaciones asexuales como conidias (Agrios, 2011). Sin embargo, los caracteres
morfoldgicos usados anteriormente en taxonomia, no permiten muchas veces la discriminacion
entre especies. En algunos casos, es complicado hasta para el fitopatdlogo mas entrenado debido

a las similitudes que estas estructuras presentan.

Un ejemplo de la dificultad en la identificacion morfologica es el género Fusarium.
Muchas especies de Fusarium identificadas por medio de caracteres morfologicos son en
realidad complejos de especies, con poca o ninguna diferencia en su morfologia. Basado en las
caracteristicas morfologicas y en la tipificacion de secuencias multilocus, el género Fusarium
ha sido clasificado en varios complejos de especies como el complejo de especies Fusarium
solani (FSSC), complejo de especies Fusarium oxysporum (FOSC) y el complejo de especies
Fusarium fujikuroi (FFSC). Con menos frecuencia son encontrados los miembros de los
complejos de especies Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC), Fusarium dimerum (FDSC) y
Fusarium chlamydosporium (FCSC), Fusarium sambucinum (FSAMSC) (Nelson et al.,1994;
O’Donnell et al., 2007, 2008, 2009).

Por otra parte, las especies pertenecientes al género Rhizoctonia y similares, no producen
esporas asexuales, por lo que se utilizan caracteristicas morfologicas de células vegetativas,
como hifas y esclerosios, para identificarlas y clasificarlas, tales como patrones de ramificacion
y constriccion, nimero de nucleos por célula, pigmentacion, grosor de las hifas. Para el caso de
las formas sexuales se utilizan la forma, el color y el tamafio de los cuerpos fructificantes.

Algunos hongos resupinados como es el caso del género Ceratobasidium, estan relacionados al
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anamorfo Rhizoctonia; sin embargo, los caracteres morfolégicos del anamorfo y teleomorfo son
variables y de valor limitado para definir especies (Andersen y Stalpers 1994; Roberts 1999;
Vilgalys y Cubeta 1994).

1.4. Métodos basados en los acidos nucleicos para la identificacion de patégenos fungicos

en plantas.

En afios recientes, el uso de métodos moleculares en la identificacion y diagnostico de hongos
fitopatdgenos se ha incrementado con el fin de resolver los problemas asociados a los sistemas
de identificacion morfologica. Estas técnicas estdn basadas en que los fragmentos de algiin 4cido
nucleico dentro del genoma son unicos para cada individuo y pueden indicar su presencia. Una
de las técnicas mas empleadas es la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, que permite la
rapida deteccion e identificacion de patdgenos sin las desventajas de los métodos clasicos. Una
variante avanzada de esta técnica es la PCR en tiempo real, que puede medir el nivel de

fluorescencia a medida que un colorante fluorescente se intercala en la doble hebra de ADN.

El primer paso para el desarrollo exitoso de cualquier ensayo de PCR tiempo real es el
disefio de primers para la amplificacion especifica del ADN del patogeno objetivo y de un
control interno, que generalmente es un gen enddgeno o constitutivo, que no muestra variacion
entre los aislados. El segundo paso es seleccionar la quimica, lo cual depende del disefio del
experimento. Los principales quimicos fluorescentes son las sondas Tagman, el compuesto
SYBR green y las balizas moleculares. Las sondas Tagman son mas caras que el SYBR green;
sin embargo, la sensibilidad es mayor. La validacion de los ensayos puede hacerse con cepas de
referencia, genéticamente cercanas al aislado relacionado y al ADN del hospedero. Para la
cuantificacion de patdogenos en suelo o planta, se requiere de ADN de concentracion conocida
para la construccion de una curva estandar. Zhang et al. (2005), identificaron exitosamente con
sondas Taqman a Fusarium oxysporum niveum y Mycosphaerella melonis en plantas inoculadas
artificialmente al quinto dia de la inoculacion, aun cuando las plantas permanecieron
asintomaticas hasta el dia 13. La rapida deteccion del patdgeno ayuda a los agricultores a decidir
sobre estrategias de prevencion y control de la diseminacion de la enfermedad. Ademas, la PCR

tiempo real se usa también para detectar patdogenos directamente del suelo.
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L.5. Filogenia multilocus de hongos fitopatogenos.

Actualmente existe un enfoque filogenético para reconocer a las especies fingicas que causan
enfermedades en plantas basado en la concordancia de genealogias de diversos genes debido al

pleomorfismo que presentan la mayoria de los hongos (Taylor et al., 2000).

El pleomorfismo o diversidad de propagulos flingicos, es una caracteristica observada
en Ascomicetos y Basidiomicetos, tales como Fusarium y Rhizoctonia. En el pasado, los hongos
Ascomicetos se clasificaban principalmente en base a sus esporas y se les dio un nombre
separado a las estructuras sexuales (teleomorfo) y a las estructuras asexuales (anamorfo), o si
existian varias formas asexuales (sinanamorfos). Todas juntas representan al holomorfo. Este
sistema de nomenclatura dual puede ser confusa para los fitopatdélogos y, en muchas ocasiones,

conduce a un manejo erratico y poco preciso de fungicidas (Crous et al., 2015).

Adicionalmente a lo anterior, en algunos géneros de hongos fitopatdogenos, los nombres
enmascaran la variacion en la especificidad al hospedero y la patogenicidad que existe por
debajo del nivel de especie. Tal variacion puede representar especies cripticas. Debido a esto,
desde 2011, se ha propuesto el fin de la nomenclatura dual y el uso de un tnico nombre para
cada especie. La fusion de nombres genéricos de especies sexuales y asexuales es actualmente
procesada por grupos de trabajo bajo la tutela del ICTF (International Commission on the
Taxonomy of Fungi), incluyendo un nuevo comité para nombres de hongos fitopatogenos

(http://www .fungaltaxonomy.org).

A través de la representacion grafica de arboles filogenéticos que plasman el estudio de
las relaciones evolutivas usando ADN, ha quedado demostrado que muchas especies de hongos
fitopatdgenos pertenecen a complejos de especies o que estan incluidos en géneros polifiléticos
o parafiléticos. La resolucion de estos conceptos de género y especie es de vital importancia

para la sanidad vegetal y para el mercado global de alimentos y fibras (Crous et al., 2016).
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II. JUSTIFICACION

Las pérdidas en la produccion de sandia en el estado de Sonora debido a la muerte de plantas
causadas por hongos en algunos campos alcanzan el 100%. Esto representa considerables
pérdidas econdémicas para el sector dados los niveles de produccion estatal y el alto valor
economico del fruto. Entre las especies fungicas més frecuentes responsables de las pérdidas en
sandia se encuentra Rhizoctonia solani y Fusarium spp. Sin embargo, se desconoce con
exactitud la diversidad de especies fungicas que intervienen en el desarrollo de la enfermedad,
por lo que en ocasiones las estrategias de control resultan deficientes. Determinar la presencia
de una especie patogénica, asi como el nivel de indculo presente es indispensable para

implementar estrategias integradas de control.
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III. OBJETIVOS

II1.1. Objetivo general

Identificar mediante analisis morfologico y filogenético a las especies fungicas asociadas a la

pudricién de raiz en el cultivo de sandia en Sonora, México.

I11.2. Objetivos especificos

II1.2.1 Identificar las especies de hongos causantes de pudricion radicular en plantas de sandia
en la Costa de Hermosillo y Valle de Guaymas en Sonora mediante analisis morfologicos y de

filogenia multilocus.

II1.2.2 Describir y comparar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas distintivas de las

diferentes especies responsables de dafio radicular.

I11.2.3 Desarrollar protocolos de identificacion y cuantificacion rapida de hongos fitopatdgenos

mediante PCR multiple y qPCR cuantitativa.
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IV. RESULTADOS

En cumplimiento a los lineamientos de titulacion, en el presente escrito se presentan cuatro

publicaciones cientificas, obtenidas como productos de los objetivos particulares planteados.

Dos corresponden a primeros reportes sobre nuevos patogenos de sandia en la region y los otros
dos a articulos en extenso. Ademas, un tercer articulo de investigacion ha sido enviado para su

publicacion en Plant Disease, revista de investigacion basica y aplicada publicado por la

American Phytopathology Society.

Tabla 4. Relacion de articulos cientificos en cumplimiento a los objetivos particulares.

Titulo de la publicacion

Incluida en

FI

Condicion

First Report of Root Rot of Watermelon
Caused by Ceratobasidium spp. in Sonora,
Mexico. Plant Disease. Volume 98(6)847.
2014.

First Report of Watermelon Wilting
Caused by Fusarium brachygibbosum in
Sonora, Mexico. Plant Disease. 99(5)729.
2015.

Multilocus phylogenetic analysis of fungal
complex associated with root rot
watermelon in Sonora, Mexico. Revista
Mexicana de Fitopatologia. 36:233-255.
2018.

Description and comparison among
morphotypes of Fusarium
brachygibbosum, F. falciforme and F.
oxysporum pathogenic to watermelon in
Sonora, M¢xico. Revista Mexicana de
Fitopatologia. 37(1). 2019.

Molecular markers for multiplex detection
and quantification of pathogenic Fusarium
in watermelon. Plant Disease. 2019.

Investigacion Cientifica

Investigacion Cientifica

JCR

JCR

Indice de Revistas
Mexicanas de

y Tecnologica del
CONACYT

Indice de Revistas
Mexicanas de

y Tecnologica del
CONACYT

JCR

2.941

2.941

0.26

0.26

2.941

Publicado

Publicado

Publicado

Publicado

Enviado

FI = Factor de Impacto
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First Report of Powdery Mildew Coused by Erpsiphe Reraciel on Pars-
ley in Koren. 5. E- Che, M. J. Park, and J. H. Park, Division af Ewvi-
ranmental Scsance and Ecological Ongineering, Kores University, Seoul
136-701, Kores: J. Y. Kim, Gyeangpi-Do Agricultural Research and Bx-
renslon Services, Hwaseong 445-300, Korea; and H. I Shin, Division of
Environmentsl Science and Boologicsl Engineering, Korea University,
Seoul 136-700, Kored. Plant Dis, 92:047, 2004; publighed online a3 httpa
o, dod.oegf 1 V0GAPDIS-00- 1 3-0072-PDN, Accepted for publication 9
January M4,

Parsley, Pepvroselinem crispum (ML) Nyman, is a minor bal impestant
leaf crop in Kooea. In June 2000, parsley plants {ov. Parameant) showing
typecal sympooms of powdery milifes were [ound with approximately
40% incidence {percentage of plan showing symploems) i polyethyleoe-
fitm-caovered grecnhooses in sn coganic farm o lcheon Coonty of Borea
Symptoms first appeared we thin white colonles, which sabssquently
showed ahundant growth on the leaves with chlorsis and erinkling, Most
diseased plantings wers unmarketable and shriveled without being bar-
vemed. The damage dus to powdery mildew infections on parcley hae
reappeared in kcheon County and Gangneang Tty with confirmagion of
the cansal agent mule agein in 2011 and 2002, Voucker specimens were
depasied in the Karea University Herbanum (KUS). Appressenis on the
myelium were mulilobad ar mederately lobed. Canidiophores wene
cylendeical, T5 1o 125 % 8 w10 pm, straight in foot-cells, and produced
conidis sinply, followed by 2 e 3 cells, Conidia were ablong-elliptical to
atfong, 32 0 55 % 14 40 20 pm o wilh a Jengthieadih ratio of 1.7 o 29,
Eecked fibroain bodies, and produced geom tubes on the peribiler position,
with anpulasrecangular wrinkling of the cuter walls, Firss-foomed comidia
ware apieally comical, besally subtruncats o eounded. and geseeally
amaller than the sccondary contdln, Chasmothecia wers not found. These
structures are typical of the powdery nuldew Presdoidion anamarph of
the gznus Erpsiphe, The spacific measurements and maorphologleal charac-
teristics were cangistent with thase of E heraplel DC (1), T confiom the
idendity of the causal fungus the complets ITS region of rEHNA from
isolate KUS-F230037 was amplified with primers ITS5 and P3 {3) and
secjuenced directly. The resulting -hp sequence was deposiced in Gen-
Bank {Accesgion No, EFGEDIAI), A GenBank BLAST search of this
sequence revenled 1005 kdenalry with that of £ heraclei 00 Anethim
graveplens from Korsa (JNG9%5) and >99% similarity with those of E
heractel on Pawews covora from Mexdco (GU2F2168), Meginglia affiais
from Iman (ABI0451%), Arbrizeus consfoliam from Korss (KF| LI,
and many vther parskey family (Apincens) plants. Pathagenicity was veri-
BGed through inoculuticn by gently pressing diseased leaves ooto leaves of
five healthy potted parsley planes. Five non-inceulansd plants served as
negitive controls. Inoculabed plams develops] symptoms after 7 days,
whereas the control plants remained symiptomless. The fumges pressnt on
the incculated plants was nuwphologically wdentical 1o that oagioally
obderved on diseased plants. Parsley powdery mildew camsed by £
heracler ks besn known in Enrcpe, Narth America, Brazil, and Japan
(2,41, To our knowledge, this is the first report of powdery mildew infec-
tloms by E. heroclei on parsley in Korea. Since cultivation of parsley
was only recently siasted on a commercial scale in Korea, powdery
mildew infections pode a seraoas threat o safe production af this herh,
especlally those prown i oeganse farming wheare chemical options ane
limited.

Refrewerr (13 U Brwem snd B T A Cook. Tawosomic Manusl of the Ergsiphales
[Powdery Mildews), CER Bindiverzity Series o, 11, CBE, Wireche, 2002 {11 [n. E
Far and A Y. Hossman. Fungel Dutsbuses. Syal, Myool. Misrobiol, Lab., Cnline
publication. ARS, USDWA, recreved Seplesber 17, 2013, (3) 5, Takamatau ¢l ak
Myood. Rex. 113117, 2008 (d) ¥ Teuzaks and K- Sogou. Froz. Assoc. Planr Proc
Shalsku 24:47, 1989

e=XiTa

First Report of Root Rel of Wistermelon Cansed by Cermtodasiinm
xp. in Sonora, Mexico, A, Meza-Moller, Universidad Esiaral de Sosoea,
Unidad Acndémica Hermsosillo, Ley Federal del Tratiajo v Perinsiral S8,
Hermuesille, Sonore, Megioo: s M. E, Renteria-Martinez, M. A. Guerra-
Camacho, F. Romo-Tamaya, A. Ochop-Meza, and 5. E Morenn-
Sallaear, Labomtorio de Biologla Molscubar, Depaninments de Agricaltura
y Ganaderia de la Universidad de Sonoea, Carretera p Babia de Kino Km.
21, Hemnosilla, Sonars, Mexioo, Pland Dis. S8:847, 3004 published
caline as hitpaVds.donorg! 10 19PDEE09: | 3-09T4-PON, Accepted foo
pabslication 5 Movember 2003,
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Watermedna it one of she major crops grown in Mexico and represants
A% of the total cuoltivased area with fraics in this country. In 20013, Sanam
Stare was ranked secood in the prodoction of watermelon &t o national
lewel. Pangal ind ocmyoele disenses are among the main bidc factors
affecting watermelon production, particularly those caused hy species off
the gepesa Fusprlam, Phyiophthers, Fythiam, and Bhizoctania, During the
sprang al 20013, wiling or demth sympsems were confirmed in appros-
mately PR of ungrafted watermelon plants grown in foue sumgled febds
along the coast of Hermosillo and Gaaymas Valley in Sanors, Mexleo. On
both roats and stems of infecied plasts, locabized lesions were foand that
wers B2 e 2.0 om Img. redidish brown, and slightiy sunken on the stem
Base, In some cases, the discolorstions cocompassed pearly 90% of the
roat system. One-centimessr pleces from the sdge of ksiom on 2ems and
roats were superficially disinfected with 1% sodiem hypochionie, then
ringed willy slerile distilled water, placed onto petri dishes containing po-
tto dextrose agar (PDAY, and incubased at 25°C far 5 days, Fungal colo-
mics wene white initially, then turned brown, and sepénte hyphes were 3.7
o 4.3 pem in diameter snd branched &l ght angles with a constriction #i
the caigin of the beanch pednt These chascteristics are typical of the
genus Bhizacromia. Binuckeste cells from five isolates were observed using
o lecsophenal aniling bloe eolution stdn, sccording o Ceratabasidivm
marpholtogical deseriprions, Mycella from five fsolanss grown on POA was
used Far DMA extraction, The rONA-ITS regeon was amplifisd ugsing PCE
with the universal fungal primers [T51 and ITS4 (3}, The purified prodocts
were separadely sequenced in bath dirsctions using ihe sams primer pair.
The sequences ohinined were $9% similar to those of Cerrabusicium sp.
AG-F el AG-Fa isolates {accessions KOI932381 on Teperer e,
HQIBEITLL on Musa spp., and JX91 3182011 on soy-rice-weeds, Tespec-
livelyh froen GenBank (2,4), The pathogenicity of the fungus was tesed
upder grawth chamber conditions. Sets of seven healthy watensslion seed-
lengs af the Sugar ned variety were inoculated with five isolates of Ceraro-
Irasrdisim. Three disks (8 me in dizmeter) of mycalia grown on PDA wee

arcand the roots of each pluntlet. The pots wene mainwined at 27 +
G 1*C for 14 days with a phatoperiod of 12 b Seven unincoulaked seed-
Ilnp_a were med ag a conlrol. Initial spmploms showing watsr-scaked
legions developed on afl ineculaed sesdlings within 6 g 7 days, whil=
typical disease aymgroms appasred aftar 10 16 14 daye alter inocalobon.
Seadlings without inoculum were fres from infection, The funpus was fe-
iealars] fromm the inconlaged seedlings oo PDA, and identified as Cenpro-
buiridien &p., confirmed using momhological characteristics. A similar
disease has been repocbed receniy tn Daly and Arizoas {1); however, this
repait ig thie first descriplion of & Cenmiobasidium sp. cauging root ot of
watennelon in Sonors, Mexico. Agrculoral aread where the study was
carried represent %% af 1 total area cultivabed wilth watenmelon in this
stabe, 80 0F is ecessary o evalugte the impact of this pathogen in the crop.

Refermnces; (13 €. Mischwitz of al. APS joint meeting. 2010, {2) A, Saroj ez al. Plaar

Dy, FTATAL, 2003, (33 T ). Waime ee.al, PCR Prowocole: A Gaide 10 Meihods smd

;_Nmuﬁm- Acgdemic Press San Depo, CA, 1990, (4) 1, Yin el al, Pt Dis
B L,

First Report of Fusarinm equiseti Associated on Pecan (Carpa illinei=
mensis) Seeds in Brawil. M. Lazardlo, M. F. B Munie, B2 F dos
Sandos, and E, Blume, Department of Plant Pathalogy, Feders] University
of Santa Marta, Brazil; R, Harakawa, Biolopical Instiute al S50 Pasla,
Brazil; and F A&, Hamann, [nstos fie Mucepflansenwsissenschalion and
Ressouncenschote (INRES) — Gareobanw|ssenschaft Landwinschaftliche
Frkuliar Rheinische Friedrich-Wilkhelms-Univerainhi Bonn, Germany, Pland
Dvis. 58:547, 101 4; published online ks hipafids. dod.ong! 10, 1FDIS-09-
| 50T6-FON, Accepted for publication 9 December 2003,

Pecan [Carye illinoimensis (Wangenh,) K. Koch] is an impartanl pro-
tucing nol tree that has been intensively cubivaied in the stste of Rio
Chrasdie dir Sul {Braeil} in recent decades. This spacies i commonly grown
in assocasikon with olber crops and moe often with Gtk or shecp. An
slevaresd inctdence of the fungal geous Faserian was observed duriog o
qaaliny controd ssed ey of pecan sesds obtained from orchards in the
ciry of Anta Gocds (28333477 5, 52003907 W), Cancomitantly, seed-
lings of this species, cultivated in & nursery, showed folior necrosis. wilt,
and root rot. The fangus was theseafter isalated from the seeds (from
original seeds Iots) and suhculiured from single spores. Coltures wers

(Disaase Notes continued on nexl page)

Plant Digease / June 2014 847



First Report of Watermelon Wilting Caused by Fusarium brachygibbosum
in Sonora, Mexico
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Universidad de Senora, Agricultura y Ganaderia, Km. 20 carret. a Bahia de Kino, Hermosillo, Senora, Mexico, 83000, 52
662 5960296, 52 5960297;

In May 2013 and May 2014, two fields in the Coast of Hermosillo and two of the Guaymas Valley, the major producing areas
of watermelon in Sonera, Mexico, were sampled. Symptomatic watermelon plants exhibiting a cortical rot at the base of the
stem and the upper portion of the taproot were observed and collected. Wilting and death was observed in approximately
50% of ungrafted watermelon plants in the sampled fields. One-centimeter pieces from the edge of lesions on stems and
roots were superficially disinfected with 1% sodium hypochlorite, rinsed with sterile distilled water, placed onto petri dishes
containing potato dextrose agar (PDA), and incubated at 25°C for 3 days. Mycelia from 46 isclates were used for
morphelogical and molecular identification. After DNA extraction, the rDNA-ITS region was amplified using PCR with the
universal fungal primers ITS1 and ITS4 (White et al. 1990). The punfied products were separately sequenced in both
directions using the same primer pair. A five species fungi complex, potentially pathogenic, was identified: Rhizoctonia
solani, Ceratobasidium sp., Fusarium oxysporum, Fusanum solani and Fusarium brachygibbosum. F. brachygibbosum has
not previously been reported as pathogenic in watermelon. Four different isolates of this fungal species were obtained. Two
of them showed 100% nuclectide similarity with the GenBank accession No. KF985966 (Mirhosseini et al. 2014) and another
two with 99% similarity to KF028369 both corresponding to F. brachygibbosum. The morphology of growth for this fungus
showed white colonies with abundant aenal mycelium, which became pink, with yellow-orange spots, and red pigmentation
in the agar. Few spores and oval microconidia were observed. Macroconidia were hyperbolically curved, with 3-5 marked
septa, wide central cells, slightly sharp apexes, and basal cells with foot shape. Terminal and intercalary chlamydospores,
alone or in chain, usually unicellular and globose were also recorded. The pathogenicity was tested under growth chamber
conditions. Sets of seven healthy watermelon seedlings of the Sugar Red variety were inoculated with the isolates of F.
brachygibbosum. Three disks (8 mm in diameter) of mycelia grown on PDA were placed around the roots of each plantlet.
Pots were maintained at 27 + 0.1°C for 14 days with a photoperiod of 12 h. Seven uninoculated seedlings were used as a
control. After 10 or 14 days, all inoculated seedlings showed the typical disease symptoms as lesions of vanable size and
light brown-colored at neck and root, causing wilting of leaves or the whole plant. Seedlings without inoculum were free from
infection and disease symptoms. The fungus was re-isolated from the inoculated seedlings, confirmed as F. brachygibbosum
by sequencing of rONA-ITS and confirmed by morpholegical characteristics as described by Padwick (1945). To our
knowledge, this is the first description of this pathogen causing wilting on watermelon. Mexico is the world's eleventh largest
producer of watermelon and the main exporter of watermelon in the world, providing 22 9% of this fruit in the world trade. In
the last decade mexican exports have grown at an average annual rate of growth of 8% and its main target are United
States, Canada and the Netherlands (FAOSTAT, 2014), in this regard, knowledge of fungal soil-borne pathogens in
cultivated watermelon is necessary.
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Multilocus phylogenetic analysis of fungal complex
associated with root rot watermelon in Sonora, Mexico
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Resumen. El estado de Sonora es uno de los
principales productores de sandia en México. Cada
anio, los productores locales enfrentan problemas
fitosanitarios, provocados principalmente por hon-
gos del suclo. En el presente estudio se analizo
la presencia de hongos patogenos asoctados con
pudricion de raiz en plantas de sandia en las dos
zonas de mayvor produccion en Sonora. El andlisis
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Aceptado: 3| de Diciembre. 2017

Abstract. The state of Sonora 15 one of the main
producers of watermelons in Mexico. Each year.
agnicultural producers deal with phytosanitary
issues like soilborme pathogens. In this study the
presence of phytopathogenie  fungi  associated
to watermelon root rot was analyzed in the main
production  regions of Sonora, Morphological
analysis revealed three gencra:  Fusarium (73%),
Ceratobasidiivm  (20%0) and Rhizoctoma  (6%).
Through a multilocus phylogenetic analysis (ITS1,
TEF and RPB2 for Fusarium: TTS1 and RPB2 for
Rhizoctoma and Ceratobasidium). the following
spectes were wdennified: Fusariem foleiforme, F
brachygibhosum and F. axysporum. In addition to
this. two anastomosic groups lor Ceratobasidinm
sp. AAG-F v AG-A) and two for Rhizacronta spp.
(AG-4 ¥ AG-6) were wdennfied. Pathogemcity
assavs showed that the representative solates
from these five diflerent species caused root rot
wounds and wilting in watermelon plantlets 21
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demostrd Ia presencia de lesiones v pudricion en la
corteza de la base del wallo v la parte superior de la
raiz principal. ademas de pudnciones en las raices
principales v secundarias. tipicas de las enferme-
dades acastonadas por hongos (Meza-Moller et o,
2014).

A la fecha no se tiene conocimiento de trabajos
publicados acerca del complejo de hongos asocia-
dos a la pudricion de raices en las plantas de sandia
cultivadas en Sonora; generalmente los diagnost-
cos se basan solo en la smtomatologia del cultivo y
en ¢l mejor de los cosos en la morfologia de las co-
lonias ¥ observacion de estructuras reproductivas.
Recurrentemente se menciona que las enfermeda-
des radiculares de sandia cultivada en la region son
debidas al ataque de: Fusariunt oxysporum, Fusa-
rinm solant o Rhizoctonia solani.

Las especies pertenecientes al género Fusarinm
(Nectriaceae, Hypocreales, Sordariomyeetes, As-
comycola). son ubicuas y de gran importancia eco-
nomica en la agricultura, va que muchas de ellas son
patogenas para las plantas. Algunas de sus especies
tambi¢n producen toxinas nocivas para humanos y
ammales. Este grupo monofilético esta conformado
por 20 clados que incluyen mds de 300 especies.
Con algunas excepeiones, las especies de Fusarinm
producen las caracteristicas macroconidhas multi-
septadas y con forma de huso: pero ademas exis-
ten otras caracteristicas morfologicas que permiten
diferenciar entre especies (O Donnell ef af.. 2013:
Geiser ef al., 2013; O'Donnell e7 al., 2015).

En el complejo Riizoctonia, la mortologia hifal
v configuracion del septo permiten diferenciar los
géneros: mientras que las especies pueden ser dis-
tinguidas por el niimero de micleos presentes en las
cclulas somiticas de hifas jovences y ¢l grosor de las
hifas guias. o por las caracteristicas morfométricas
de las estructuras reproductivas sexuales (Cederio,
2008). El grupo de Rhizocronia multinucleadas in-
cluye a K. solani, R. zeae y R. onzae.

PUBLICACION EN LINEA, MaYO 2018

plants produced in the area are due to the attack
of  Fusaviwm  oxysporum.  Fusarivm  solami or
Rhizoctonia solani.

The species belonging 1o the genus Fusarion
(Nectriaceae,  Hypoereales.  Sordanomyeetes,
Ascomycota), are ubiquitous and economically
very important in agriculture, since most of them
are pathogenic for plants. Some of their species also
produce toxins harmful to humans and animals. This
monophyletic group 1s composed of 20 clades that
include over 300 species. With some exceptions.
the Fusarism species produce the multi-shafted.
macroconicial features and spindle shapes: but
there are also other morphological characteristics
that help to tell species apant (O Donnell et ol
2013; Geiser er af., 2013; O'Domnell er @f,, 2015).

In the Rhizocronta complex, the hyphal
maorphology and configuration of the septum help
differentiate the genera, whereas species can be told
apart by the number of nuclet present in the somatic
cells of voung hyphae and the thickness of the guide
hyphae, or by the morphometric chameteristics of
the sexual reproductive structures (Cedeio, 2008).
The group of multinuclear Rhizoctoma ncludes R,
solam, R. zeae and R. orvzae.

R solani  [teleomorph:  Thanatephorus
cucumerts]  (Ceratobasidiaceae:  Cantharellales:
Agaricomycetes:  Basidiomycota),  groups @

heterogenous mixture of stmins that cause root
rotting m many crops around the world (Gonzalez.
2013). According to the hyphal fuston analysis
(anastomosis), these strams are sphit mo 14
anastomaosic groups (AG), labelled between AG-1
and AG-13. plus AG-BI (Carling ¢ al.. 2002).
The group of binuclear Rivizocronta corresponds
to the telecomorphs Ceratobasidium  spp. and
Twlaswella spp. According to Sharon et al. (2008),
Cerarobasidinm 1s composed of 21 anastomosic
groups identified as AG-A 1o AG-U, some of which
are lnghly pathogenic m different plant species.

235

23



REvISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLry Brseuvat

R. solani [teleomorfo: Thanatephorus cticnme-
ris] (Ceratobpsidiaceae:  Contharellales:  Agari-
comyeetes: Basidiomyeota), agrupa una mezela he-
terogenca de cepas causantes de pudricion radicu-
lar en muchos cultivos alrededor del mundo (Gon-
zalez, 2013). De acuerdo al anilisis de fusion hifal
{anastomosis). estas cepas se separan en 14 grupos
anastomosicos (AG). designados desde AG-1 hasta
AG-13 mas AG-BI {Carhing ¢r a/., 2002). El grupo
de Rhizoctonia binucleadas corresponde a los te-
leomorfos Ceratobasidimn spp. v Tilasneila spp.
De acuerdo a Sharon et al. (2008), Ceratobasidivm
consta de 21 grupos anastomdsicos identificados
como AG-A hasta AG-U, algunos de los cuales son
altamente patogénicos en diferentes especies vege-
tales.

En ¢l pasado la taxonomia de hongos se basaba
en la morfologia de sus estructuras reproductivas en
¢l estado anamorfico. El concepto de especie mor-
fologica atn prevalece como el método de diagnds-
tico mas usual para diferenciar entre especies de
hongos, debido a que los caracteres morfologicos
de los ndividuos son facilmente detectables y com-
parables, Sin embargo. no ¢s un método capaz de
detectar diferencias entre especies cercanas, subes-
tmando Ia verdadera diversidad fingica (Taylor ef
al,, 2000),

Las téenicas moleculares basadas ¢n analisis de
ADN superan las desventajas de la identificacion
morfologica ya que son rapidas, precisas, objetivas
y aplicables & un gran nimero de muestras, Permi-
ten diferencrar entre genotipos v establecer indices
de variabilidad genética existente dentro de una
poblacién (Narayanasamy. 2011). En afos recien-
tes se ha populanizado ¢l concepto de especie filo-
genética entre los hongos filamentosos, basado en
la concordancia de secuencias de muiltiples genes
de ADN: este enfoque filogenético permite definir
mejor las especies (Taylor er al., 2000; Choi e al.,
2013).

PUBLICACION EN LINEA, MaYo 2018

In the past. fungus taxonomy was based on the
morphology of their reproductive structures in the
anamorphic state, The concept of morphological
species still prevails as the most common diagnostic
method to differentiate fungal species, since the
morphological charactenstics of mdividuals are
easily traceable and comparable. However, this
method 1s unable to find differences between
nearhy species, underestimating the true fungal
diversity (Taylor et al., 2000).

The molecular  techniques  based  on
DNA  analysis  surpass  the  disadvantages  of
morphological identification, since they are quick,
precise, objective and applicable to a large number
of samples. They help differentiate  between
genotypes and to establish genetic  variability
indices within a population (Narayanasamy. 2011).
In recent vears, the concept of phylogenetic species
between filamentous fungi has become increasingly
popular, based on the consistency of multiple DNA
gene sequences: this phylogenctic approach helps
define species better (Taylor er o/, 2000; Choi er
al.. 2013).

Sice White er /. (1990) published the
sequences of primers that allowed the amplification
and sequencing of sections of the rDNA operon,
an interest arose i phylogenetic research, which
now dominates fungal taxonomy. The sequencing
of the ITS fragments of rDNA continues to be
the most widely aceepted approach in molecular
myeology to classify and identify specimens or
cultures of unknown fungi. However. its resolution
i taxonomic relations of a higher level is inferior
to many other genes. Numerous studies have been
carried out 1o identfy Joci with characteristics
of adequate pnmary barcodes. The AFTOL
(Assembling the fungal tree of life) project,
completed in 2008, has established a phylogeny
based on the amplification of genes RPBI, RPB2,
nueLSU, nueSSU, miSSU, TEFla and mtAIP6
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Dresde que White er of, (19900 publicaron las se-
cueneias de cebadores que permitieron la amplifi-
cacion v secuenciactin de sectiones del operin de
rEN AL surgio un marcado interés en la investipa-
cion filogenética, que ahora domina la taxenomia
fimgica. La secuenciacion de los fragmentos [T5
de fDNA, sapuee siendo el enfoque mas amphamen-
te aceptado en lo nucologia molecular para clasifi-
cor & wWenbficor especimenes o cultivos de hongos
desconocides. Sin embargo, su resolucion en rela-
ciones tgonomicas de nivel superior es inferior a
muchos otros genes. Numerosos estudios se han
realizado para identificar focf com caracteristicas de
codign de harras primarias adecuadas. Ei proyecto
AFTOL ( Assembling the fungal tee of life), com-
pletndo en 2008, ka establecido unao filogenio basa-
da en la amplificacion de los genes: RPBL, RPB2,
nueL 51T nueSSLU. muSSUL TEF Le v mtATPG (Stie-
o er ol 20050 El conocimisnto de las especies
causantes de una enfenmedad es indispensable para
su adecuado manejo v control,

En hase a lo anterior. el objetivo del presente
rabajo fue identificar Ins especies de hongos can-
santes de pudriciom radicular en plantas de sandia
en lo Costa de Hermosalle v Valle de Guavimas en
Sonorn, en hase a analisis morfologicos v de floge-
nia multilogus,

MATERIALES Y METODOS

Muestreo: E| estudio se realizo durante los ciclos
pomavera-verane 2013 v 2014, en cuatro campos
comereiales. dos localizados en 1o Coste de Her-
mostllo (CHIL CH2) v dos en el Valle de Guaymas
(Vi31, WG2), en Sonora, México que representan
el 10% de la superficie establecids con sandia en
el estado. Las vanedades cultrvadas en estos cam-
s tueron Sugar Red, SuperScediess T18THO FI
v Precious Petit. En cada ciclo se colectaron alea-
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(Stnelow ¢ ol 20150 Knowimg the species
that cause a disease is crucial for their adequate
management and control

Rased on this, the aimof the present investigation
was to pdentify the fungus species that catse tothing
of the reots in watermelon plants in the Coast of
Hermosillo and Valley of Guavmas in Sonora,
based on morphologicn] and multilocus phylogeny
analyses.

MATERIALS AND METHODS

Sampling: The study was camed out dunng the
spring-siniminer eveles of 20013 and 2004, in four
commercial fields, two of which were located on
the Coast of Hermosillo (CHI, CH2) and two in
the Vallev of Guavmas (VG VG2). i Sonora.
which aceount for 10% of the stafe’s
surface used for the production of watermelon.
The varseties planted in these fields were Sugar
Red. SuperSeedless TISTHQ FI oand Precious
Penr, In each cyvele, 40 plants (10 plants per ficld)
were eollected at random o the areas with wilting
and drvness of ranners . The samples were placed
in polyethylene bags. which were labelled and
transparted m contmners with we 1o the laboratory
fior processmg.

Mexico,

Fungalisolation. The plant roots were washed using
water, dried with paper towels, and cut intoe 1 cm
pleces. Segments were taken from the crown, main
root and secondary roots, They were disinfected by
submerging them for 2 min in a solution prepared
with sadivm hypochlorite a1t 6%, ethyl aleohol at
96t and stenfized distilled water in a 1:1:8 ratio,
respectivly, They were then placed in dishes with
agar-water at 2%. The dishes were incubated at
25 £ 0,1 °C umil the myechum produced from
the preces of plant allowed for the extraction ot a
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tormamente 40 plantas (10 plantas por campo} en
las zonas donde se observaba marchitez v secazon
de guias, Las muestras fueron colocadas en bolsas
de polictileno etiquetadas v transportadas en con-
tenedores con hiclo al laboratorio para su procesa-
miento.

Aislamiento fungico. Las raices de plantas enfer-
mas se lavaron con agua, se secaron con papel se-
cante y se cortaron en pedazos de | em. Se tomaron
segmentos de Ja corona, raiz prncipal v mices se-
cundarias. Se desinfestaron sumergiéndolos por 2
min et una solucion preparada con hipoclorito de
sodio al 6%, alcohol etilico al 96% v agua destilada
esterihizada en proporeion 1:1:8. respectivamente,
Posteriormente se enjuagaron dos veces con agua
destilada esténl, se secaron en papel secante esté-
nil ¥ se colocaron en cajas con agar-agua al 2%.
Las cajas se incubaron a 25 + 0.1 °C hasta que <l
micelio emergido de los trozos vegetales permitio
tomar una punta de hifa. Las puntas de hitas fueron
cultivadas sucesivamente en Agar Dextrosa v Papa
(PDA) suplementado con una solucion de estrepto-
micina neomicina ¢ mcubados a 25 + 0.1 °C. hasta
abtener un cultivo puro,

Caracterizacion morfologica v cultural. Todos
los aislados fucron agrupados en base a las carac-
teristicas de las colomas v al color desarrollado en
¢l anverso vy reverso de la caja de PDA. Un aislado
representativo de cada grupo fue utilizado para la
caracterizacion morfologica, En los aislados con
caracteristicas de Fusoriton se determund la pre-
sencia y morfologia de microconidias, macroconi-
dias y clamidosporas a partir de su crecimiento en
agar hojas de clavel (CLA), despucs de sicte dias
en oscuridad a 25 = 0.1 “C (Leslie and Summerell,
20086). Los mslados con caractensticas del genero
Riuzocionta se identificaron mediante la observacion
de camactenisticas vegetativas como la coloracion del
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hypha tip. The hypha tips were planted successfully
in Potato Dextrose Agar (PDA) supplemented with
a solution of streptomyein/neomvein and incubated
at 25 = (.1 "C. until a pure culture was obtained.

Morphological and cultural characterization. All
1solates were grouped based on the charactenstics
of the cultures and the color developed on both sides
of the PDA plate. A representative of each group
was used for the morphological characterization.
In the isolations with characteristies of Fusarium
the presence and morphology of microconidia,
macrocomdia,  and  Chlamydospores  was
established trom their growth in camation leaf agar
(CLA), after seven days in the dark at 25 = 0.1 °C
(Leshie and Summerell, 2006). The isolations with
characteristies of Rhizoctoma genus were identified
by observing vegetative characteristics such as the
color of the mycelium, septa. constrictions near
the ramufications. during growth m PDA or Malt
Extract Agar (MEA). To determine the number
of nuclel, hyphae were stained with trvpan blue
m lactophenol. Growth rate was determined in
PDA. keepmg the cultures at 25 + 0.1 “C and
photoperiods of 14h/10h of light'darkness, The
diameter of the culture was measured every 24 h
until the mycelium covered the dish completely
(Snch er al.. 1996). All isolations were mitially
identified up to the genus level.

DNA Extraction. A mycelia from pure cultures
n PDA were taken with a sterile microbiological
spatula and placed i a tube of the Kit Power Soil
DNA Isolation (MoBIO Laboratories. California.
11.S.A). Cell Ivsis was carried out in a Precellys
Evolution Homogenizer (Bertin Technologies,
France), string the tubes at 6500 rpm for three
20 s cycles with 20 s pauses. DNA mtegnty
was verified in a 2% agarose gel. The extracted
DNA was quantified m the NanoDrop 1000
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micelio, septos, constricciones cerca de la ramifi-
cacion. durante ¢l crecimiento en PDA o agar ex-
tracto de malta (MEA). Para Ja determinacion del
numero de nitcleos, las hifas se taeron con azul de
tripano en lactofenol. La velocidad de crecimiento
se determund en PDA, manteniendo los cultivos a
25 0.1 °C y fotopenodo de 14h/10h, de luzos-
curidad. Se mudio el diametro de las colomas cada
24 h. hasta que ¢l micelio cubrio completamente la
caja (Snch ef af,, 1996). Tados los aislados fucron
identificados imicialmente hasta mivel de género,

Extraccion de ADN. El micelio proveniente de
cultivos puros en PDA. se recogid con espitula mi-
crobiolagica esténl v se coloca en un tubo del Kit
Power Soil DNA Tsolation (MoBIO Lahoratories,
Calbifornia, EUA). La lisis celular se lleva a cabo
en un homogeneizador Precellys Evolution (Bertin
Technologies, Francia), agitando los tubos a 6500
rpm durante tres ciclos de 200 s con pausas de 20
s. La mtegridad del ADN se verificd en un gel de
agarosa al 2%. El ADN extraido, se cuantifico en
¢l NanoDrop 1000 (ThermoSeientific), Solo se am-
plificaron muestras con una relacion de absorban-
cia 2600280 entre 1.8 v 2. El ADN se almacend a
=20 °C hasta su uso.

Amplificacion y secuenciacion de ADN. S¢ am-
plificd la region no codificante del espaciador
transerito mterno (ITS) v una parte de la region que
cadifica para la subunidad mayor de la ARN poli-
merasa [1 (RPB2) de todos los aislados obtenidos.
Adicionalmente. se nmplifico la region que codifica
para ¢l fxctor de clongacion de la transcripeion la
(TEF-1 ) para los aislados con caracteristicas de
Fusarinm. La informacion sobre los primers em-
pleados s¢ muestra en la Cuadro 1.

La reaccion en cadena de la polimerasa se rea-
lizo mezclando 12.5 ml de GoTaq* Green Master
Mix (Promega). | ml de cada primer forward y
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(ThermoScientific). Samples with an absorbance
ratio of 260280 between 1.8 and 2 were amplified.
The DNA was stored at -20°C until its use,

DNA  amplification  sequencing.  The
codifving region of the mternal transeribed
spacer (ITS) was amplified with a segment of the
region that codified for the DNA-directed RNA
polvmerase 1l second largest subunit (RPB2) of all
the isolations obtained. In addition, it was amphified
the region that codifies for translation elongation
factor |-u (TEF1) for the solates with Fusariun
charactenistics. [Information about the primers used
is shown in Table 1,

The polymerase chain reaction was carned out
by mixing 12,5 ml of GoTaq® Green Master Mix
{Promega), 1 pl of cach forward and reverse primer
(IDT Technologies) 10 mM, 1 pl of DNA (I ng/
uhiand molecular biology degree water up to 25 pl
final volume. The PCR products were separated
by cleetrophoresis in agarose gel at 2%, dyed with
GelRed (Biotium Inc) in 5X Green GoTag reaction
buffer (Promega) 15 plilml. They were visualized
in UV light (DigiDoc-1"™, UVP) observing the
size of the ampheon and s punty, Punfication
was carried out using ExoSAP-IT PCR Product
Cleanup (Affymetnx} or with by cutting bands
of the expected size with the Wizard® SV Gel kit
and PCR Clean-Up System (Promega). Punfied
amplicons were sequenced in both directions with
ABI 3730x1 DNA Analyzer (Applied Biosystems)
in GENEWIZ. Each sequence was reviewed

non-

manually and nucleotides in smbiguous positions
were corrected with complementary  sequences
obtained with both primers, using the software
ChromasPro v2.1.6. The sequences from regions
ITS. RPB2 and TEF were compared by alignment
with those contained in the databases Fusarium
MLST (http: ‘www.cbs knaw.nl Fusarium),
Fusarium 1D (hetp:/isolate. fusanumdb.org) and in
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Cundro 1. Oligonucledtidos empleados en este estudio,

Table 1. Oligonucleotides used in this study.

Locus Prinser Ohgoncleandos (5°-37) (pb) Referencin
« 1S1  ICCGTAGGTGAACCTGOGG A _—
s O A e A, SS50 White eral. (1990)
FFl ATGGGTAAGGARGACAACAC - o ,
TEF-1a Ere GGARGTACCAGTSATCAT 700 O'Donell 7 ol (1998)
. RPBSF2  GGGGWGAYCAGAAGAAGGE A ;
RPB2 RPR27R  CCCATRGCTTGYTTRCCCAT EA00 Oy srel Gio3)
RPE2.9SOF  TGYCCIGCIGARACICCHGARGG =
" ) " N
RFBY  [RPB2ZR  CCCATRGCTTGYTTRCCCAT 04 Qonilemacel. Q016

*Especificos par el género Fiesariem - Specific to the genns Fausartum
* Especificos para el genero Rhizoctomia  Specific 1o the genus Rhizoctonio.

reverse (IDT Technologies) a una concentracidn 10
mM. 1 pl de ADN a una concentracion de 1 ng/ml
v agua grado biologia molecular hasta obtener un
volumen final de 25 pl. Los productos de PCR se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%, mezelados previamente con GelRed (Bio-
tum Inc) en 5X Green GoTag reaction buffer (Pro-
mega) 1S plilml. Se visualizaron en luz UV (Di-
giDoc-It™, UVP) observando ¢l tamaio del am-
plicon y su pureza. La punificacion se realizé con
ExoSAP-IT PCR Product Cleanup (Affymetrix)
o mediante ¢l corte de bandas del tamafio espera-
do con ¢l kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). Los amplicones punficados se
secuenciaron en ambas direcciones con el equipo
ABI 3730x1 DNA Analyzer (Applied Biosystems)
en GENEWIZ, Cada secucncia se reviso manual-
mente v los nucledridos en posiciones ambiguas
s¢ comrigieron con las secuencias complementanas
obtenidas con ambos primers, usando ¢l sofiware
ChromasPro v2.1.6. Las secuencias de las regio-
nes [TS, RPB2 y TEF de Fusarinn se compararon
mediante alineamiento, con las contenidas en las
bases de datos: Fusarim MLST (hup:/‘swww.chs.
knawnl'Fusanium), Fusarium 1D (http: isolate, fu-
sariumdb.org) y National Center for Biotechnology
Information (NCBI). donde también se comparu-
ron las secuencias de las regiones ITS y RPB2 de
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the National Center for Biotechnology Information
(NCBI), m which the sequences from regions [TS
and RPB2 of Rbizoctonia spp, were also compared,
using the “Basic local alignment
{BLAST) (Altschul er /., 1990).

search tool™

Phylogenctic analysis. The Fusarom  species
and the anastomosic groups of Rhizoectonia and
Cevatobasidium were determined  separately in
two data matrices, In each case, several alignments
were carried out using the software Clustal Omega
(Stevers er al., 2011). The sequences were hinked
and edited using the software UltraEdit32. The
phylogenetic analysis of each data matmix was
carried out separately under the criterion of
Maximum Likelihood Estimation (MLE) with the
software PAUP 4.0a152 (Swofford, 2002). The
best nucleotide substitution model was established
using Model Test (Posada and Crandall, 1998).

The trees were viewed and modified in FigTree and
exported to graphic editors. The consensus trees for
Rhizoctoma spp. and Fusariuom spp.. were rooted
using Botrvobasidium stmile (isolation GEL2348)
und  Neofusicoccomnn  parvin  (stmn CCF216),
respectively.

Pathogenicity tests. In comphance with Koch's
postulates, to assure that the isolates obtamed were
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Rhivzoctona spp., mediante la herramienta “Basic
local ahignment  search tool™ (BLAST) (Altschul
etal.. 1990).

Anilisis filogenético. La determinacion de las es-
pecies de Fusarimn v de los grupos anastomasicos
de Rhizectonia y Ceratobasidium, se realizd por
separado en dos matrices de datos. En cada caso. se
realizaron multples alineanuentos usando el sofi-
ware Clustal Omega (Sievers er al.. 2011). La con-
catenacion v edicion de las secuencias se realizod
con el software UltraEdit32. El analisis filogenéti-
co de cada matriz de datos se realizd por separado
bajo el enterio de Maxima Verosimilitud (MV) con
el saftware PAUP 4.00152 (Swotford. 2002}, Se ¢s-
tablecio ¢l mejor modelo de sustitucion de nucleo-
tidos con ModelTest (Posada y Crandall. [998).

Los arboles se visualizaron y modificaron en
FigTree ¥ se exportaron a editores graficos. Los
arboles consenso para Rhbizoctoma spp. v Fuso-
ritimt spp.. s¢ enraizaron con Bolvobasidinm simile
(aislado GEL2348)} v Neofusicoccunt panviont (cepa
CCF216). respectivamente.

Prucbas de patogenicidad. En cumplimiento con
los postulados de Koch, para comprobar que los
aislados obtenidos son los agentes causales de la
pudricion de raiz en plantas de sandia. se selec-
ciono aleatoriamente un cultivo monosponco de
cada una de las especies identificadas en el anahi-
sty molecular. Los tratamientos fueron: 1) Testigo
s nocular, 2) F. falciforme, 3) F. oxvsporum. 4)
F brachygibbosum, 5) R. solant, 6) Ceratobast-
divm sp. T) E brachgibbosum + F solani, 8) F
brachveibbosum = F oxyspornm, 9) R, solant +
Ceratobasidium sp. 10) Ceratobasidium sp. ~ F.
solant y 11) Cevatobasidium sp. + E oxysparum,
Se utilizaron plantas sanas de las vaniedades Super-
Seedless 7TISTHQ F1 y Precious Petit, de 21 dias de
edad. establecidas en macetas con una mezela de
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the causal agents of the root rotting in watermelon
plants, a monosponie culture was chosen at
random from cach one of the species identified
in the molecular analysis. The treatments were:
1) Non-inoculated control, 2) I falciforme. 3) F
axyspormm, 4) F. brachvgibbosum. 5) R. solani,
6) Ceratobasidium sp. 7) F. brachygibbosim = F
solant, 8) F brachnvgibbosim + I oxysporum, 9) R.
selam = Cerarobasidtion sp. 10) Cerarohasidium
sp. = F solant and 11) Ceratobasidm sp. ~
F. oxyspornm. Healthy plants of the varieties
SuperSeedless 7ISTHQ F1 and Precious Petit,
aged 21 days, established mn pots with a mixture
of soil and perlite (1:3), Six plants were inoculated
for each treatment. Each plant was treated with
rotting and discoloration of vascular bundles,
typical symptoms of damages by Fausarinm spp.
Four dises, 8 mm in diameter, were placed around
the root. Healthy plants treated with stenle PDA
dises were used as controls, The pots were placed
in a controlled environment chamber at 25 4 0.1 °C.
with a photoperiod of 14h/10h day/might, uniil the
appearance of symptoms. Irrigation was carried
out based on water requirements, and a Hoagland
nutrent solution was apphed on a weekly basis.
The number of disease planis was observed. The
percentage of mfected roots was determined using
ten ool segments from each plant. These tissue
fragments were disinfected separately and placed
in PDA. The evaluation was camed out observing
the development of myceha after seven-day
meubation,

RESULTS

Damages observed during sampling. Figure 1A
shows the damages observed in the crop. Plants
with symptoms displayed different fypes of rotting
in the erown, stem. roots and rootlets. One type of
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sucloperlita (1:3). Se mocularon seis plantas por
cada tratamiento. Cada planta se tratd con miceho
de cinco dias de crecimiento en PDA. Se colocaron
cuatro discos de 8 mm de diametro alrededor de
la raiz. Plantas sanas tratadas con discos de PDA
estéril se utilizaron como testigo. Las macetas se
colocaron en una camara de ambiente controlado a
25+ (0.1 °C. con un fotoperiodo de 14h/10h dia'no-
che, hasta la apancion de los sintomas. El nego se
reahizo en base a los requermientos hidricos v cada
semana se aphicd solucion nuintiva de Hoagland.
Se observo el nimero de plantas enfermas. El por-
centaje de raices mfectadas se determind utlizando
diez sepmentos de raiz de cada planta. Estos frag-
mentos de tejido se desinfectaron por separado y se
colocaron en PDA. La evaluacion se realizo obser-
vando ¢l desarrollo de micelio después de 7 dias de
mncubacion,

RESULTADOS

Danos observados durante el muestreo. La Figu-
rid LA muestra los danos observados en el eultivo,
Las plantas sintomiticas presentaron diferentes ti-
pos de pudricion en la corona, tllo. rawces vy raici-
Has, Un upo de lesiones fueron pequerias. hundidas
v no hundidas. de color mamvon (Figura 1B) y de
aspecto himedo, tipicas de Riizoctonia sp, En cier-
tos casos este tipo de lesiones se observaron con
pequenas pustulas. En otras plantas las lesiones

leston was small, concave or not, brownish (Figure
1B) and mwist-looking. typical i Rhizoctonia sp.
In certain cases, this type of lesions was observed
to have small pustules. In other plants. lesions were
Iight brown, discolored and with vascular beam rot,
typical in svmptoms of damages by Fusarim spp.
(Figure 1C),

Isolation and morphology of the colonies and
reproductive structures of fungi. A total of
45 fungal isolates were obtained from the four
sampling sites, and in each one, at least one species
of Rhizoctonta and Fusarium was asolated. The
distribution of species by site 1s shown in Figure 2.

T'he morphological analysis helped to form two
groups of isolates. One group was formed of 13
isolations that presented colonies with abundant
aenal hyphae, vory-colored at first, turning light
brown or brown after 7 days. In these isolations,
hyphae were robust, with branches i right angles,
constriction of the ramification and the formation of
a septum near the point of origin, without spores. all
of which are typical charactenstics of Rhizoctonia
sp. (Sneh er al.. 1996). Average growth rate was
1.25 mm b, Nucler staining  revealed the presence
of 1solates with both bmuclear and multinuclear
cells (Figure 3).

The second group of 32 isolates showed
the formation of macroconidia, microconidia,
chlamydospores and maonophyalides in CLA,
typieal of Fusarimn sp.. according 1o desenptions

Figura 1. Dados en plantas cultivadas de sandia. A) Daiio ¢n campo, B) Raices de plantas enfernas, C) Dafio vascular.
Figure 1. Damage on planted watermelon crops. A} Damage on the field, B) Roots of diseased plants, C) Vascular damage,
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fueron de color café claro. con decoloracion v pu-
dricion de haces vasculares, tipicas de sintomas de
dafios por Fusorium spp. (Figura 1C),

Aislamiento ¥ morfologia de las colonias y es-
tructuras veproductivas de los hongos, En to1al,
se obtuvieron 45 aislados fingicos provenientes de
Jos cuatro sitios de muestreo y en cada sitio se aislo
al menos una especie de Rhizoctonia v Fusarium.
La distribucion de especies por siio se muestra en
Ia Figura 2.

El andlisis morfologico permitic formar dos
grupos de asslados. Un grupo formado de 13 asla-
dos que presentaron colontas con abundantes hifas
aéreas, de color marfil al inicio, tornandose café
claro o marrén después de siete dias. En estos ais-
Tados las hifas fueron robustas con ramificaciones
en angulo recto. constriccion de la ramificacion y
formacion de un septo cercano al punto de origen,
sin presencia de esporas, caracteristicas tipicas de
Rhizocionia sp. (Sneh er al., 1996), La velocidad de
crecimiento promedio fue de 1.25 mm b, La tin-
cion de nieleos reveld la presencia tanto de wisla-
dos con celulas binucleadas, como multinucleadas
(Figura 3).

El segundo grupo de 32 mislados mostro la
formacion de macrocomdias. microconidias, cla-
midosporas v monofidhides en CLA, tipicas de
Fusarmm sp., segun las descripeiones de Leslie
v Summerell (2006). 25 mslados se ajustaron a la
descripcion de F. solani: colonias color crema con
PIEZMENIOS 10J0 @ Lr1s OsCUro en el anverso, micro-
conidias ovales sin septos. monofialides largas, cla-
midosporas solas o en pares, abundantes macroco-
nidias rectas con 3 a 5 septos, Otros 2 presentaron
caracteristicas propias de £ axvsportn: micelio
algodonoso, eseaso blanco a violeta palido v mora-
do en ¢l agar: monofialides cortas. El resto de los
aslados produgo miceho blanco, el cual se torna-
ba rosado, con esporodoquios de color amarillo:
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Figura 2. Distribucion de especies de b patogénicos.

por sitios de muestreo. CHI= Costa de Hermuosi-
llo 1, CH2=Costa de Hermaositlo 2, VG1=Valle de
Guaymas 1 VG2#Valle de Guaymas 2.

Figure 2. Distribution of pathogenic fungl specles, by
sampling sites, CHI= Coast of Hermosillo 1.
CH2=Coast of Hermosillo 2. VGiI=Valley of
Guaymas 1. VG2=Valley of Guaymas 2.

by Leslic and Summerell (2006). Twenty-five
isolations it the description of F7 selani: creame-
colored colonies with red to dark gray pigments
m the obverse oval-shaped microconidia without
septa, long monophyalides, single or pawed
chlamydospores, abundant straight macroconidia
with 3 10 5 septa. Other 2 presented tvpical
characteristics for - oxysporum: cottonlike myccha,
searce white to pale violet and purple color m the
agar: short monophyalides. The rest of the isolates
produced white myeehia, which tumed pmk, with
vellow sporodochia; oval unicellular microconidia,
produced i monophyalides, curved macroconidia
with 3 to 5 septa, with wide central cells, shghtly
pointy apex. single or chained chlamydospores
(Figure 3). No isolations were found with different
morphology to Riizectonia or Fusariun.

Molecular identification and phylogenetic

analysis of fungi. A first BLAST analvsis [rom
the region between the internal transcribed spacers
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Figura 3. Morfologia de las colonias y coloracion del medio
en PDA de Rivizoctonia spp., Ceratobasidinm sp.,
F. falciforme, F. oxysporum, F. brachygibbosum,
(1A-SA v 1B-5B) respectivamente. (1C) Hifas po-
linucleadas, (ID) Septos, (2C) Hifas binucleadas,
2D) Células monilioides. (3C) Monofialides ¥
microconidias. (3D) Macroconkhas, (4C) Micro-
conidia in site en CLAL (4D) Microconidia. (5C)
Macr IHa. (SD) Clamid ras.

Morphology of the colonles and colors of the me-
dium In PDA of Rivizoctonia spp., Ceratobasidinm
sp-, F falciforme, F.oxyspornm, F brachygibbo-
sty (1A-SA and 1B-5B) respectively. (1C) Poly-
nuckear hyphae. (1D) Septa. (2C) Binudlear hy-
phac. (2D) Moniliokd cells. (3C) Monophialides
and microconidia, (3D) Macroconidia. (4C) Mi-
croconidi in sitw in CLAL (4D) Microconidia. (3C)
Macroconkdia, (SD) Clamidospores.

Flgure 3.

microcontdias ovales unicelulares, producidas en
monofidlides, macroconidias curveadas de 3 a 5
septos. con e¢lulas centrales anchas. dpice higera-
mente agudo. clamidosporas solas o en cadena (Fi-
gura 3). No se detectaron aislados con morfologia
diferente a Rhizoctonia o Fusartum
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I and I (ITS1-ITS2) of all the isolates helped
determine that 25 sequences had a similarity of
99-100% with F soiani. 5 to F brachyetbhosum,

2 to F oxyspormm, 10 to Cervatobasidium sp.

and 3 sequences to Rhizactonia solani also with
a similanty of 99-100% to NCBI homologous
sequences.

The phvlogenetic analysis under the ML eniterion
for the Fusartum genus was camied out with the
linked matrix of genes ITS. RPB2 and TEF] of
the 32 isolations of this study and of 25 reference
strams deposited in culture collections (Al-Hatmi ef
al., 2016}, The best nucleotide substitution model
was TIM2+1+G. Total of 1816 nucleotides were
considered in the data set. The multilocus analysis
helped define the correct identity of the isolations
nitially proposed as £ solam, since they form a
separate ¢lade with a similarity of 100 26 with the
tvpe tsolations of F falciforme, a member of the
Fusariton solani species complex (FSSC). The
identity of £ brachygibbosum and F. oxysporum
was corroborated (Figure 4).

A similar analvsis was camed out with the
sequences of solatons from  Rlizocionia and
Ceratobasedivn sp. a data matrix was miegrated
by the regions ITS and RPB2 of 49 1solatons.
meluding those from the present study and 36
references stramns (Cantharellales). obtained from
culture collections (Gonzilez eral., 2016). The best
nucleotsde substitution model was GIR+1+G. Total
af 1355 nucleotides were considered from each
1solation i the data set. This analysis established
the identity of two anastomosic groups for the
genus Rhizoctonia, AG-4 and AG-6 and two for the
genus Ceratobasidivon, AG-A and AG-F  (Figure
5). Table 2 shows the identty and the accession
numbers of the sequences obtained.

Pathogenicity tests: The appearance of symptoms
in plants ok place 14 days afier moculation. in
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Identificacion molecular y analisis filogenético
de los hongos. Un primer analisis BLAST a par-
tir de la region comprendida entre el espaciador
transerito interno 1y 1 (ITSI-ITS2) de todos los
aislados, pernutio determmar que 25 secuencias
tenian un 99-100% de similitud a F solane: 5 a F
brachygibbosum. 2 a F. oxysporum. 10 a Cerato-
basidium sp. y 3 secuencias a Rhizoctoma solani
también con 99-10076 de similitud con secuencias
homologas de NCBL

El analisis fifogenético bajo el criterio de MV
para el género Fusarim se realizé con la matriz
concatenada de las secuencias de los genes I1TS,
RPB2 y TEF! de los 32 aislados de este estudio
v de 25 cepas de referencia depositadas en co-
lecciones de cultivos (Al-Hatmu er o/, 2016). El
mejor modelo de sustitucion de nucledtidos fue
TIM2414+G. Se consideraron 1816 nucledtidos en
el conjunto de datos. El andlisis multilocus permi-
o definir la identidad correcta de los aislados ni-
cialmente propuestos como £ solani, ya que ¢stos
forman un clado separado con 100 % de simbitud
con los aislados tipo de £ falciforme. Un integran-
te del complejo de especies de Fusaruam solani
(FSSC). La idenudad de F brachygibbosum y F
oxvsporum tue corroborada (Figura 4),

Un analists similar. se realizo con las secuencias
de los aislados de Rhizocromia y Cevarobasidium
sp. Se procesd una matriz integrada por las regio-
nes [TS v RPB2 de 49 aislados, incluyendo los del
presente estudio v 36 cepas de referencia (Can-
rhareflales), obtenidas de colecciones de cultivos
(Gonzalez er al., 2016). El mejor modelo de susti-
tucion de nueleatidos fue GTRAT:G. Se considera-
ron 1355 nucleotidos de cada aislado en el conjun-
to de datos. Este analisis establecio la identidad de
dos grupos anastomasicos para el género, AG-4 y
AG-6 y dos para ¢l género Ceratobasiditm. AG-A
y AG-F, (Figura 5). El Cuadro 2 muestra la iden-
tidad v los numeros de accesion de las secuencias
obtenidas.
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the form of lesions in the roots and the base of
the stem. All the isolation and their combinations
caused the death of the plants after 21 days. Table
3 shows the percentage of miected roots n each
treatment. Control plants presented no symptoms.

DISCUSSION

Although Sonora 1s the main watermelon
producing state in Mexico, there are no formal
reports on the fungi related to rotting. The
pathological data n this mvestigation show that,
individually or m a group. at least five different
fungal species caused root rot. which led to
death of watermelon plants before they reached
physiological maturity. during the formation
and development of fruits. The characteristics
of the colonies. morphology. nuclel staining and
phylogenetic analysis of sequences helped to
identify two species of the Ceratobasidiaceae
family: Rhizocronta solant and Cerarobasidinm
sp.. and three of the Fusarivm genus: F. falciforme,
F.oxysporum and F brachygibbosim, showing
that there 1s a diverse community of fung: causing
root rot i watermelon planted m the Coast of
Hermosillo and the Valley of Guaymas. Sonora,

The predommant species was found 1o be /£
falciforme, with 25 isolations from three fields
of the two sites sampled. Imitially. this fungus
was identified as the polyvtypic morphospecies
solani, Based on the linked phylopenetic analysis
of the regions ITS, TEF-1¢ and RPB2 using ML,
a separate clade is formed within the Fusarium
solani Species Complex (FSSC), This complex
groups at least 60 different species that. because of
the simlanty in the morphology of thetr conidia,
are known as cryptic species. They have a wide
range of hosts and have been subdivided mto
Jformae speciale, depending on the specifieaty of the
host (O Donnell e al., 2015). Recent phylogenene
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Figura 4. Fllogenla por MV de las secuenclas concatenadas de los genes ITS, EF y RPB2 de 8 alsladas de Fasariun spp. (en
negritas) repr ivos de 29 obtenidos de plantas de sandia con marchitez y pudricion de raiz. Bootstrap de
1000 réplicas; grupo externo: Neofusicoccnm parvim.

Figure 4. Phylogeny by MV of the chalned sequences of the genes ITS, EF and RPB2 of 8 Fusarfum spp, Isolations (In bold)
rep ive of 29 obtained from watermelon plants with wilting and root rot. Beotstrap of 1000 replications:
external group: Neafusicoccumr parviem.
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Figura S, Filogenia por MV de las secuencias concatenadas de los genes ITS v RPB2 de 8 aislados de Ririzoctonia spp. (en
negritas) representativos de 16 obtenkdos de plantas de sandia con marchitez y pudricion de raiz. Bootstrap de
100 replicas; grupo externo: Botryobasidinm simile. AG=Grupo anastomosico.

Figure 5. Figure 5. Phylogeny by MV of the chained sequences of the genes ITS, EF and RPE2 of 8 Rhizoctomia spp. isola-
tions (kn bold) representative of 16 obtalned from watermelon plants with wilting and root rot. Bootstrap of 1000
replications: external group: Botryobasidinm simile. AG=Anastomotic group.

PUBLICACION EN LINEA, MavO 2018 247

35



Revista MExicaxa pe FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY Forey Brzeuar

Cuadro 2. Identidad, localizacion v nimm de accesion de secuencias obrenidas en el presente estudio.

Table 2. Identity, location and bers of seq brained in this study.

Hdentidad A;T:I:rdo Sitio nsNuumo de acteEs;_ou enel beuBmlx‘LP e
F falcitarme (FSSC) FsDAGLO CH2 KX583230 KY314171 MFO32148
F falciforme (FSSC) FsDAGIH CHI KX58323) KYS14185 MF939149
F falcatarme (FSSC) FsDAGLE 2 KX§83232 KYS14172 KY637066
F falciforme (FSSC) FsDAG36 CH2 KX583233 KY314173 MF930150
F falciforme (FSSC) FsDAGA3* CHI KX583234 ME939167 KY637067
F falcsforme (FSSC) FsDAGI CHI KX583235 KY314176 KY637068
F falciforme (FSSC) FsDAGIS CHl KX5§83236 KYS14177 MF939151
F falciforme (FSSC) FsDAGH6 CHI KX$83237 KY2S14187 MF939152
F falclforme (FSSC) FsDAGHS CHI KX583238 KYS14178 MF939153
F. falosforme (FSSC) FsDAGIS CHI KX583239 KY514179 MF919154
F falciforme (FSSC) FsDAGS CH1 KX583240 KYS14180 MI93g]5s
F falciforme LFSSC) FsDAGA| CHI KX$8324) KY214181 MF9301%6
F falciforme (FSSC) FsDAGR2 CHI KX§83242 KY314182 MFO39137
F falcifarme (FSSC) FsDAGS3 CH1 KXS§si2z KYS14183 MI9319158
F falciforme (FSSC) FsDAGX CH1 KX583244 KYS14184 ME939159
F falciforme (FSSC) FsDAG30 CHI KNX$832a% KY214186 MFO3G160
F falciforne (FSSC) FsDAGY? CH2 KX383240 KY3 14174 MFa39161
F falciforme (FSSC) FsDAG2S CHI KX583247 MEFR39168 MF239162
E falesforme (FSSC) FsDAGA0™ NG KX3$833248 KY#14175 KY637065
F brachyigibbasim (FSSCY FbDAGH V61 KX383249 MFo39166 MF930163
F brachyigibbasim (FSSCY FODAGOT* CHI KX583250 KY314170 KY637062
F brachyigrbbassm (FSSCY FODAGS* CHI KX§83251 KY314169 KY637061
F brachyigibbassm (FSSCY FhDAGY CH2 KX4s3252 MED39L6% MFO30164
F axysporum £ sp.ntveam (FOSC) FoDAG3S* VG2 KX383253 KY314188 KY637063
Faxysparum £ sp. niveum (FOSC) FoDAG3Y* NGl KX583254 KYS 14189 KY637004
Ceratobaststim sp. AG-F CeDAG3* CH2 MFS04912 KY637071
Ceratobasistim sp. AG-F CeDAGS® VG2 KX583256 - KY637074
Cerarobasisiim sp- AG-F CeDAGI2* CH2 KX§83257 - KY637072
Cerarabusistiom sp. AG-F CeDAGI9* VG2 KX583258 - KY637073
Caratobasistiom sp CeDAGIT CHI MFS04910 . MF§04913
Ceratobastsimm sp. CeDAG22 2 KX583259 - -
Ceratobasisiim sp. CeDAGL3 CH2 KX383260 - -
T pravicala=R. sofan) AG-4 RhDAGIS*® CH2 MESO4911 - MFS04914
Thanatephoras sp, REDAG20* VGl KX583262 . KY637069
Ihanatephorus sp. RhDAG21™ VGl KX583263 - KY637070
== Anlados wleeados en ef andlisis filogenético. FSSC= Fusoriom solari Specses Complex. FSSC= Fusariim sambucimon

Species Complex. FOSC~ Fueartiom axysporeon Specres Complex. CHI= Costa de Hermosllol, CH2 Costa de Henmosillo2,
VGI= Valle de Guaymas|. VG2 Valle de Guaymas, AG=Grupo anastomdsico. - = sin dato | *= Lsolations consadered i the
phylogenetic aualms FSSC= Fusaun solant Species Complex.  FSSCa= F b Spectes Complex. FOSC=
Fusarium oxysporum Species Complex. CHI= Coast of Henmosillol. CH2= Coast of Hermosillo2, VG1= Vallev of Guayvmas |
VG2 Valley of Guaymas. AG= Anastomosic group. - = Without data,

Pruebas de patogenicidad: La aparicion de sinto- analyses have revealed that cach formae speciale
mas en las plantas ocurnid después de 14 dias de su belongs to a bwologically and phylogenctically
inoculacion, en forma de lesiones en la raiz v base  different species (Coleman, 2016: O'Donnell et al.,
del 1allo. Todos los aislados vy sus combinaciones 1998). F falciforme has been reported as a causal
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causaron la muerte de las plantas después de 21
dias. El Cuadro 3 muestra ¢l porcentaje de raices
imfectadas en cada tratamiento. Las plantas testigo
N0 presentaron sintomas.

DISCUSION

Aun cuando ¢l estado de Sonora es el principal
productor de sandia en México, no se tienen
reportes formales acerca de los hongos asociados
it la pudricion de riz. Los datos patologicos ¢n esta
investigacion demuestran que ndividualmente o
¢n conjunto, al menos ¢imeo especies diferentes de
hongos causan pudricion radicular v eventualmente
la muerte de plantas de sandia antes de alcanzar su
madurez fisiologica, al momento de la formacion
v desarrollo de frutos, Las camcteristicas de las
colomas, Ia mortologia, la tincidn de nicleos v el
analisis filogenético de secuencias permitio identi-
ficar dos especies de la familia Ceratobasidiaceae:
Rivizoctonia solani y Cevarohasidium sp. y tres del
género Fusariwm: F falciforme, F oxysporum y F
brachygibbasum. lo que demuestra que hay una co-
munidad diversa de hongos causando pudricion de
raiz en sandia cultivada en la costa de Hermosillo y
¢l Valle de Guaymas, Sonora.

La especte predominantemente encontrada fue
F faiciforme, con 25 wislados provenentes de tres
campos de los dos sitios muestreados, Inicialmente,
este hongo fue identificado como la morfoespecie
politipica # solani. Con base en el analisis filoge-
netico concatenado de las regiones TS, TEF-lu v
RPB2 usando MV se forma un clado separado den-
tro del Fusarium solani Species Complex (FSSC).
Este complejo agrupa por lo menos a 60 diferentes
especies que. por similitud en la morfologia de sus
conidias, son lamadas especies cripticas. Cuen-
tan con un ampho rango de hospederas y han sido
subdvididas en formae speciale. dependiendo de la
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Cuadro 3. Porcentaje de raices infectadas en lay pruebas

de patogenicidad,
Table 3, Percentage of infected roots in the pathogenicity
tests.
SS-T187  Precious
Toatamento HQF1 Petit
Teshigo 0 0
E yolmt 23 a6
F oxysporam 7 75
F bractygibbasiom 7 100
Rhtzoctonta solant 54 34
Cermtobayidinm 18 100
F salint = F brackygibbosmm hh 100
F oxysporam = F brochyvgibbasion 55 100
R. selam + Cerarobastdivem ¥l 100
F solimi = Ceratobayidinm 10 S0
F oxysporum < Cararobasidtim 100 100

agent of wilting and root rot in lima bean plants
and chickpea in Brazil (Sousa er @f., 2017, Cabral
eral., 2016).

Five F brachyvgibbosum solations belonging
to  Fusarium Species  Complex
(FSSC) were identified in three sampling sites.
The characteristics of the colonies coincide with
the first descrniption published (Padwick. 1945),
they present abundant white to pink acrial myeelia
white to amber sclerotia of up 0 2.0 mm n
diameter, oval or fusiform conidia, hyperbolically
curved macroconidia.  termmal  or  alternated
chlamvdospores, single or in chain, gencrally

sambucinum

unicellular. As a prelminary product of this
investigation, £ brachveibbosin was reported for
the first tme as a pathogenic agent, causing this
wilting in watermelon seeds (Renterin-Martinez
et al.. 2015). It has recently been recorded as a
causal agent of rotting in the stem of maize plants
(Shan et al., 2017), wilting and regressive death in
Euphorbia larica and olive trees (Al-Mahmooli ¢t
al,, 2013; Trabelsi ef af,, 2017) and of rotting and
cankers in almond and chestnut trees (Stack et al.,
2017: Marek er al,, 2013).
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especificidad al hospedero (O'Donnell eral., 2015).
Andlisis filogenéticos recientes han revelado que
cada formae speciale corresponde a una especie,
biologica y Alogenc¢ticamente distimta (Coleman,
2016; O Donnell et al., 1998). £ falciforme ha sido
reportado como agente causal de marchitamiento v
pudricion de raiz en frijol ima y garbanzo en Brasil
(Sousa eral.,. 2017, Cabral er a!l.. 2016).

Se identificaron cinco aslados de F hrachy-
wibbosum perteneciente a Fusartum sambucinmm
Spectes Complex (FSSC) en tres sitios de muestreo.
Las caracteristicas de las colonias coineiden con la
prmera desenipeion publicada (Padwick, 1945),
presenta micelio aéreo abundante de blanco a rosa.
escleroctos de blanco a ambar de hasta 2.0 mm de
didmetro, comdias ovoides o fusiformes, macroco-
nidias hiperbolicamente curveadas, clamidosporas
terminales o intercaladas. sencillas o en cadenas.
generalmente de una célula. Como producto pre-
liminar de esta mvestigacion. £ brachygibbosun
fue reportado por primera vez como agente pato-
geno. causante de marchitez en plantas de sandia
{Renteria-Martinez er a/., 2015). Recientemente s¢
ha regmstrado como agente causal de podredumbre
del tallo del maiz (Shan et o/, 2017), marchitez v
muerte regresiva en Euphorbia larica v olivo (Al-
Mahmooli ef of., 2013; Trabelst ef af., 2017) y de
podredumbre y cancros en almendro y nogal (Stack
eral, 2017: Marek er al., 2013).

F oxysporum f. sp. nivewnn pertencciente al Fu-
sarm exysparum Speecies Complex (FOSC), se
aislo solamente de los campos ubicados en <l Valle
de Guaymas. Los miembros de FOSC causan mar-
chitez vascular v pudricion radicular en mas de 100
diferentes especies vegetales, v en base a su espe-
cificidad con el hospedero se han reportado mas de
80 formae speciale. En ese sentido un diagnostico
certero. aun antes de que se presenten sus sintomas.
es cruetal para el mancjo de los cultivos (Lopez-
Mondgjar er al., 2012).
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Fooxysporvon £ sp. nivenm belongs to the
Fusarium oxysporum Species Complex (FOSC):
it was only isolated from the fields located in
the Valley of Guaymas. The components of
FOSC cause vascular wilting and root rot in over
100 different plant species. and based on their
specificity with the host, there have been reports of
over 80 formae speciole. In this sense, an accurate
diagnosis, even before svmptoms appear, is crucial
for the munagement of crops (Lopez-Mondéjar er
al.. 2012).

Regarding the Ceratobasidiaceae  family.
binuclear Rhizocronia(teleomorph: Ceratobasidinm
sp.) was the species with the widest distribution.
sinee it was isolated from all the ficlds sampled,
and most frequently, m field No. 2 of the Coast
of Hermosillo. The symptoms observed in roots
and stems of infected plants were reddish-brown
lesions located and slightly sunken n the base of
the stem and 0.2 10 2.0 em in length. In some cases,
the discoloration presented by diseased plants
aflected almost %) Y of the root system (Meza-
Moller e al., 2014),

The phylogenetic analysis by ML showed that
the isolations obtaned from Cerarobasidium sp.
belong to two different anastomosic groups: AG-A
and AG-F. previously found m diseased [ponioca
batatas and Arachis hvpogaea plants, respectively.
The phvlogenetic relations of Rinzocronia fungi
show consistency between the clades formed and
the anastomosic groups to which they belong
(Gonzalez et al., 2016),

It is important to pomnt out that most of
the Ceratobasidivon sp. isolates found in this
mvestigationbelong to group AG-F, which coincides
with earlier works on root rot in watermelon carried
out i Arizona, US. A (Nischwitz er of., 2013) and
Ialy (Aicllo er al.. 2012). Cerarobasidinn AG-F
1s also the causal agent of yoot yot in strawberry
(Sharon et al.. 2007). Tagetes erecta (Saroj et al..
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En lo que respecta a la familia Ceratobasidiac,
Rhizocronia binucleada (teleomorto: Cerarobasi-
dium sp.) fue la especie de mas ampha distnbucion,
ya que se aisko de todos los campos muestreados, v
mas frecuentemente en el campo No. 2 de fa Costa
de Hermosillo. Los sintomas observados en mices
y tallos de plantas infectadas fueron lesiones loca-
lizadas café-rojizas y ligeramente hundidas en la
base del tallo v de 0.2 a 2.0 ¢m de largo. En algunos
casos. la decoloracion presentada por las plantas
enfermas afecto casy ¢l 90 % de sistema radicular
(Meza-Méller et al.. 2014).

El andlisis filogenético mediante MV mostrd
que los aislados obtenidos de Ceratobasidinm sp.,
corresponden a dos grupos anastomosicos distintos:
AG-A v AG-F, previamente registrados en plantas
enfermas de Jpomoca batates y Arachis hyvpo-
gaea, respectivamente. Se ha demostrado que las
relaciones filogencticas de hongos de Rhizoctonia
demuestran consistencia entre los clados formados
y los grupos anastomaosicos a los que pertenceen
(Gonzilez et al., 2016).

Es importante senalar que la mayoria de los ais-
lados de Cerarobasidinm sp. encontrados en esta
mvestigacion pertenccen al grupo AG-F. lo que
comerde con trabajos previos sobre pudrnicion ra-
dicular en sandia realizados en Anzona, EUA (Nis-
chwiz er o/, 2013) e halia (Aiello er o/, 2012).
Ceratobasidimn AG-F también es ¢l agente cau-
sal de pudricion radicular en fresa (Sharon ef of.
2007), lagetes erecra (Saroj et of., 2013) y pistache
(Alaei et al., 2017),

No existe informacion previa acerea de la pato-
genteidad del grupo anastomosico AG-A en sandia.
pero si en remolacha azucarera v manzano (Wang
y Wu. 2012).

Los aislados de menor frecuencia fueron los
pertenccientes al género Rhizoctonia, que por la
alta variabilidad en su distribucion geogrifi-
ca, morfologia, especificidad de hospederas, y
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2013) and pistachio (Alaei ef of., 2017).

There 15 no previous information on the
pathogenicity of the anastomosic group AG-A in
watermelon, but there is on sugar beet and apple
trees (Wang and Wu, 2012).

The least frequent 1solations belong to the genus
Rinzocroma, which, due to the high variability in its
geographic distribution, morphology. specificity of
hosts, and pathogenicity, has also been proposed as
a species complex (Gonzilez ef al.. 2006). [solation
RODAGI® obtained from site CH2 belongs to
AG-4 and has been morphologically delimited as
Thanatephorus praticola (Mordue e al., 1989),
which was later corroborated by the mululocus
phylogenetie analysis (Gonzilez ef ol 2016). T
praticola has been presented in association with
Ceratobasidicon sp. AG<F as part of a fungal
complex that cause root rot and deterioration in
watermelon plantations in the production stage in
[taly (Asello er f., 2012).

The pathogenicity tests showed that solated
fungi are causal agents of root rot in watermelon
plants. The results of the percentage of infected roots
showed that both watermelon varieties evaluated
are susceptible to the five pathogens identified,
moculated separately or in combmanons, In this
regard, Aicllo er al. (2012) detected percentages
of mcidence of the disease higher than 81 % when
evaluating 6 different isolations of Ceratohasidinmm
from the anastomosic group AG-F.

Due to economic losses resulting from root
discases m the arcas of study, dircct planting in
the soil has been replaced almost entirely with
watermelon grafted on patterns resistant to root rot.
The commonly used rootstocks m the region are
hybrids between Cucirbita maxima x C. moschata.
although these hybrids have shown susceptibility to
root rot (Lopez-Elias er al. 2010). Some rootstocks
have shown to be susceptible to Fusarivm in
Spain, the main producer of cucurbits i Europe
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patogenicidad se ha propucsto también como un
complejo de especies (Gonzalez e al., 2006). El
atslado RhDAGIR obtenido del sitio CH2 pertene-
ve al AG=4 vy ha sido delimitado morfologicamen-
te como Thanatephorus praticola (Mordue er al.,
1989). lo que fue comroborado posteriormente por
cl analisis filogenético multilocus (Gonzalez er ol
2016). T. prancola se ha presentado en asociacion
con Ceratobasidhum sp. AG-F como parte de un
complejo de hongos que causan pudneion de raiz v
declive de plantaciones de sandia en ctapa de pro-
duecion en Ttalia (Aiello er of.. 2012).

Las pruchas de patogenicidad demostraron que
los hongos aislados son agentes causales de pudn-
cion radicular en sandia. Los resultados del porcen-
taje de raices infectadas evidenciaron que las dos
variedades de sandia evaluadas son susceptibles a
fos ¢inco patdgenos identificados, moculados por
separado o en combinaciones. A este respecto, Aie-
lo er al. (2012) detectaron porcentajes de meiden-
cia de la enfermedad superiores a 81 %, al evaluar
6 diferentes mslados de Cerarobasidinm del grupo
anastomosico AG-F.

Debido a las pérdidas economicas derivadas de
enfermedades radiculares en las regiones estudia-
das, la stembra directa en suelo ha sido sustitm-
da casi en su totalidad por sandia injertada sobre
patrones resistentes a pudricion de raiz. Los por-
tamjertos comunmente empleados en la region son
hibridos de Cucwrdita maxima X C. moschata, sin
embargo, estos hibridos ya han mostrado suscep-
ubilidad a pudricion de raiz (Lopez-Elias er of.,
2010). Algunos portamjertos han mostrado suscep-
tibilidad a Fusarinm en Espaiia, principal produc-
tor de cucurbitaceas en Europa (Armengol e al..
2000V, Por otro lado, la aparente resistencia a ma-
chitez por Fusarimm de algunas variedades comer-
ciales de sandia, es dependiente del tipo y concen-
tracion meial del indeulo (Martyn v McLaughlin,
1983); en ese sentido, la oportuna wdentficacion del
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(Ammengol ef al., 2000), On the other hand, the
apparent resistance to wilting by Fusarinm of some
commercial vareties of watermelon depends on
the type and initial concentration of the inoculant
(Martyn and McLaughlin, 1983); i this sense.
the timely sdentification of the pathogen will help
make a better choice of rootstock. Additionally.
once the pathogenic species present has been
accurately established. the quantification of its
concentraion will manage the disease better.
Using the quantitative PCR (qPCR) technique, 1t is
possible o detect up to one | pg of fungal DNA
plants without symptoms (Haegi ef a/l.. 2013}

CONCLUSIONS

Int the present study, Fusartion falciforne and
Thanatephorns praticola are reported for the
first time as causal agents of watermelon plants
rool rotting mm Mexico. The Multilocus analysis
corroborated  Fusarium  brachyveibbosum  and
Ceratobasidium sp. identity. previously reported
in the bterature. This research 1s a first attempt at
generating data that could lead to broader studies
that may contribute to establish adequate control
strategies for disease management in commercial
watermelon plantations.

e Kl of the English version —

patdgena permitied una nejor eleceion del portain-
jerto. Adicionalmente., una vez determinada con
preciston la especie patogenica presente. la cuan-
tificacion de su concentracion. permitina un mejor
manejo de la enfermedad. Mediante la téenica de
PCR cuantitativa (gPCR), ¢s posible detectar has-
ta 1 pg de ADN fungico en plantas asintomiticas
(Haegi eral.. 2013).
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En ¢l presente estudio se reporta por primera
vez a Fusarium faleiforme v Thanatephorns pra-
ficola como causantes de pudneion radicular en
plantas de sandia en México. El andlisis multilocus
permitio corroborar también a Fusarium bracihy-
gibbosum v Ceratobasidium sp.. previamente re-
portados. Esta investigacion, representa un primer
miento para genersr mformacion que conduzen a
estudios mis amplios, que permitan establecer es-
trategias adecuadas para ¢l mancjo de la enferme-
dad en plantaciones comerciales de sandia.
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Description and comparison among morphotypes of
Fusarium brachygibbosum, F. falciforme and F. oxysporum
pathogenic to watermelon in Sonora, México
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Resumen. Recientemente se ha identificado
a Fusarinm brachveibbosim, F. falciforme v F.
arvsporim como cansantes de marchitez v mnerte
en plantas de sandia en Sonora, Méxieo. Debido
a la escasa informacion morfologica acerca de £
brachveibbosion v con el fin de establecer las
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Abstract.  Fusariion  brachvgibbosin,  F
faleiforme and F. oxysportn have been recently
identified as the cause of walt and death
watermelon plants in Sonora. Mexico, Because
of the scarce morphological mformaton about
F braclvgibbosicy and o ocider to establish
the distinctive macroscopic  and  microscopic
characteristics among the species, the present smdy
described fowr morphotypes of F. brachn gibbosion
and their comparison with theee of F faleiforme
and two of F ovvsporsm, The categonization of
morphotvpes was based on the form of growth,
mycelial ronalities and color developed in potato
dextrose agar from 32 pathogenic  Fusarim
1solates in watermelon. The four morphotypes of £
brachvgibbosun presented thick walled single and
double chlamyvdospores, intercalary and ferminal
Short monophialides and scarce polyvplualides:
macroconidia with apical slightlyv hook shaped cells
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caracteristicas MACTOSCOPICAS ¥ INICIOSCOPICAS
distintivas entre las especies, en el presente trabajo
se realizé la descripeidn de cuatro morfotipos F.
brachvetbbostn v S0 comparacitn con ties de F.
Jalcifarme v dos de F. oxvaporym, La categoriza-
c1on de los morforipos se realizé, con base en la
forma de creciuento, tonalidades del micelio y el
color desmrollade en agar-dextrosa-papa. a partir
de 32 aislados de Fusarinm patogénicos en sandia.
Los cuatro morfotipos de F. Brachvgibbosin pre-
sentaron clanidesporas sencillas o dobles, de pa-
red gmiesa, imrercalares v temminales. Monofidlides
cortas v oescasas palifidlides. Macioconidios con
células apicales en ligera farma de gancho y eélulas
basales con forma fipica o ligera forma de pie. El
mayor grosor de paredes fise distintivo en las cla-
andosporas de F brochvgibbosun. La morfologia
de los macroconidios fue diferente en las res es-
pecies, Una caractenstica distintiva en los morfoti-
pos de F falefforse fueron las monofidlides largas
v delpadas. nuentras que en los de £ ovispor
fue la ausencia de septos en los microcomdios. E1
tamane de los macrocomdios v microconidios fue
significativamente diferente entre los morfotipos,
P e entre las especies.

Palabras clave: marclutez, macioconidios, micro-
cowdios. clamidosporas, polifidlides.

El génere Fusarunn comprende muchas espe-
cies e hongos filamentosos ampliamente distr-
buides a nivel numdial. Varos miembros de este
ménero pueden cansar enfermedades en plantas,
ammales y hismancs. Diferentes especies de Fi-
sarfenr cansan enfermedades en alginos de los
mas importantes cultivos, como Aoz, maiz, mgo.
fiyjol. soya. calabaza. melén v sandia. eutre otros
{Smith, 2007)

El cultive de sandia (Ciraffus fonains) gene-
ta alvededor de 300 millones de ddlares anuales
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and basal cells with a tvpical or shight foot shape
The greater thickness of the walls was distinctive
i chlamydospores of F braclvgidbosim. The
morphology of the macioconidin was dffevent m
the three species. A dishnctive charactenistic of
F falciforme morphotypes was the long and thn
monoplualides while i those of F. oxvsporim was
the absence of septa m the microconidia. The size
of macrocomidia and microconidia was significantly
different among the morphotypes but not with the
EpeCies.

Key words: wilting. macroconidia. nieroconidia,
elilamydospores, polypluatides.

The geniss Frsorfurn melndes many filamentous
fungi that are wadely dismibuted all over the world
Several members of this genns canse diseases m
plauts, animals and hmans, Diffevent Fusarium
species couse diseases i some of the most
unportant crops, snch as rice, maize, wheat, beans,
sovbeans, squash, melon and watenmelon, among
others {Smuith. 2007).

Waterimelon (Citendfis laviates) produchion m
Mexico generates around US 300 mullion per
vear and the mamn watermelon producer s the state
of Sonora. The econcuue benefits of watermelon
crapping in Sonora exceed LIS $30 million a vear
{SIAP. 2017). However, watermelon fields i the
state are frequently threatened by several fungal
diseases

Most research studies point to Fusariom
oxtsporim and F. solonf as the main canses of
death of watermelon plants by wilt and root ror
Fusarit aovspornn T sp. wivermr 1s considered
the most important of the fimgi that cause wilt n
waterinelon crops worldwide (Egel and Martyn,
2007; Zhow et o, 2010; Turdezi er al, 2011; Zhang
ef al.. 2004}, Fusariwnr solani {, sp. cucurbitos
(races | and 2) s another species that causes
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en Mexico v el estado de Sonora es su prnneipal
pracnetor. La dermrama econommca por el cultivo de
sandia en Soncrs supera los 30 millones de délares
al atte (SIAP. 2017 Sin embarge. frecuenteimente
los plantios de sandia, en este estade. se ven ame-
nazados por diversas enfermedades de origen fin-
.

La mavoria de los trabajos sefalan a Fusariim
aovsporit v F. solani como los principales res-
ponsables de la nmerte por marchitez v puditeion
de raiz. en plantas de sandia, Fusarson oxvsporin
f. sp. mivenmn es considerado el mas importante de
los hongos cansantes de marchitez en los culiivos
de sandia alrededor del mundo (Egel v Martvn,
2007 Zhoweral, 2000, Turdczi er o, 2011 Zhang
et o, 2014, F solawi £, sp. cicnrditoe, razas 1 v
2. es ofra especie catsante de marchitez en plantas
de sanddia. anngue sn prevalencia es mends eeoie-
cida, La raza 2 solamente afecta a los frutos ca-
sando nna pudiicidn seca: la raza 1 afecta tanto a
frutes madires coma a plantas cansande pudricion
seca v pudncion cortical del tallo, respectivamente
{Boughalleb er o, 2005; Mehl v Epstein, 2(07).

Recientemente, Renteria-Martingz of af. (2018},
identificaron a Fusariin fidefforme (pertenscien-
te-al complejo de especies de Fusovivm sofant), E
Bracingtbboston v F. exvsporym. ademds de Rin-
zoctonta solant v Cevmiobastdiinn sp. como los
hongos asociados a marchitez y pudncion de raiz
en plantas de sandia cultivadas en Sonora, Mexico,

Fusarftim Braclvgidbbosim ha sido idearificado
como patogeno en leginminosas (Tan er of,, 2001},
en plantas de palma datilera (Al-Sadi er of., 2012},
Eniphordte larica (Al-Mahmools er o, 2013}, Ne-
ri eleander (Mirhossemni er ol 2014). Siriga
Termaneica (Bua e al.. 2014). plantas medicina-
les (Gashgan er @/, 2006). almendre ( Stack ef /..
20171, maiz (Shan ef of.. 2017), olive {Trabelst er
al, 2017, grasel (Xia e of, 2018) v remolacha
amcarera (Cao of of, 2018), En estos reportes. la
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wilt i watermelen plants, althongh with lower
prevalence. Race 2 affects onlv watermelon frut,
in which it canses dry ror, buf race 1 affects both
mwatire finies and plants, m whaeh 1t canses drv rot
and corfical stem rot. respectively (Boughalleb er
al.. 2005; Mehl and Epstein, 2007).

Eecenthy. Renteria-Martinez er af. (2018)
wentified  Fusarinm  falciforme (helongmg
to  Fusarinm  solani species  complex). F

bracingibbosam and F. oxvsporiar, as well as
Riizoctonia seloni and Cersrobasidinm sp.. as fing
associated with wilt and oot ot m watenuelon
plants grown in Sonora, Mexico,

Fusarfum braclvgibbosion has been identified
as a pathogen in legmmes (Tan & of, 200 1), date
palm plants (Al-Sadi eraf,, 200 2), Evplardia fovica
(AlMahmooli er af. 2013), Nestwmr ofeander
(Mighosseing ef of.. 2014). Swdga hermonthica
{Bna et al,, 2004), wmedicinal plants (Gashgari o
al.. 2016). almond trees (Stack ef af.. 2017}, maize
{Shan er al.. 2007). olive trees (Trabelsa er af.
2017, sunflower (Xia er al.. 2018) and sugar beet
(Cao ef af., 2018). According to these reports, F
Brachvgiblboswn was idenfified theough melecular
techmgques, and only a buef  morphological
description was included using the morphotype
reparted by Padwick (1943) as a reference i all
the cases, but without considening the divessiy of
morphotvpes of the specie.

According to Leslie ef af, (2001), the different
shapes of the macroconidm are essenfial fo
wlentifving many Fusariim species, but there are
other useful wais that could be used to distinguish
the species of a geous. Traditonally, Frusarion
species  bave been identified based on thew
morphological characteristics. such as the shape
and size of macro- and nuerocomidi, and the
absence or presence and shape of chlamydospores.
The appearance, shape and pigmentation of the
colomies. as well as their growth rates m different
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wdenuificacion de la especie se realizd mediante
téenicas moleculares y solo se ncluyé una some-
ma desenipeion morfologica. tomando como refe-
rencia. en todos los casos, al morfotipo reportado
por Padwick (1945). sin considerar la diversidad de
morfotipos existente en la especie.

De acuerdo con Leslie ef al. (2001, las dife-
rencias en I forma de los macrocomidios son fun-
damentales para la wentificacion de muchas espe-
cies de Fusarinm, pero ademis hay otros caracte-
res utiles para diferenciar entre las especies de un
género. Tradicionalmente la wentificacion de las
especies de Fusarium se realiza en base a caracte-
nisticas morfologicas, tales como: forma y tamaio
de macro v microcomdios, la ausencia o presencia
y forma de las clamidosporas, La apaniencia. forma
v pigmentacion de las colonias, asi como las velo-
cidades de crecimiento en diferentes medios, tam-
bién son tomadas en consideracion (Leslie y Sum-
merell. 2006: Ismail er al.. 20135), Esto resalta la
importancia de conocer que caracteres morfologi-
cos son los que pueden ayudar en la identificacion
de las especies de Fusariton causantes de muerte en
plantas de sandia en Sonora,

En base a lo anterior, ¢l objetivo de este trabajo
fue analizar v comparar la vanabilidad morfologica
entre morfotipos de Fusarium beachygibbosim, F.
Saleiforme y F. oxyspornm encontrados como agen-
tes causales de marchitez en plantas de sandia cul-
tivadas en Sonora, México, con ¢l fin de establecer
las caracteristicas macroscopicas v microscopicas
distitivas entre las especies.

MATERIALES Y METODOS

Los sitios y la metodologia de muestrea de las
plantas smtomaticas. ¢l aislamiento y obtencion
de cultivos monosporicos, la extraceion de ADN. la
identificacion molecular v las pruchas patogenicidad
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media, are also taken nto consideration (Leshe
and Summerell, 2006; Ismail er af., 2015), These
findmgs highlight the importance of knowing
which morphologieal traits can help idenufy the
Fusarmnm species that cause watermelon plants to
die in Sonora,

Based onthe above. the ohjective of this study was to
analyze and compare the morphological variability
among Fusarium brachvgibbosum, F. falciforme
and F, oxisporym morphotypes identified as being
the causal agents of wilt in watermelon plants
grown in Sonora, Mexico, in order 1o establish the
distinetive macro- and microscopic characteristics
of these species.

MATERIALS AND METHODS

The sites and methodology used to sample
plants showing symptoms. isolation. monosporic
cultures, DNA extraction. as well as to do the
molecular wdentification and conduct pathogenicity
tests on the ssolates following Koeh's postulates,
were deseribed and published by Renteria-Martinez
er al. (2018). A total of 25 Fusarium falciforme
wolates, five 2 brachveibbosion isolates, and two
F.oxvsporwon 1solates were identified.

Morphotype classification.  Morphotypes  of
cach species were established based on the type
of growth, mycelium color and culture medium
pigmentation. Assessments were conducted on one
isolate that was representative of each morphotype,

Morphology and growth rate of the colonies,
The macroscopic charactenstics of the colontes
(mycelium growth rate. color of the colony and
pramentation) were evaluated in potato-dextrose-
agar (PDA) medium, The growth mate of each
isolate was determined by taking a disk & mm
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de los aislados en cumplimiento con los postu-
lados de Koch se deserihieron v publicaron por
Renteria-Martinez e o/, (2018). En total se identi-
ficaron 25 aslados de Fusartum falciforme, cinco
de I brachygibbosum y dos F. axysporuom,

Clasificacion de morfotipos. Los morfotipos de
cada especie se establecieron con base en ¢l tipo
de crecimiento, coloracion del micelio y pigmen-
tacion del medio de cultivo, Las determinaciones
se realizaron en un aislado representativo de cada
morfotipo,

Morfologia y velocidad de crecimiento de las
colonias. Las caracteristicas macroscopicas de las
colomas (tasa de ¢recimiento del micelio, color de
la colonia v pigmentacion) se evaluaron en medio
PDA. La tasa de crecimiento de cada aislado se de-
termind tomando un disco de 8 mm Jde didmetro de
colomas de 7 dias de desarrollo en PDA y colocan-
dolo al centro de otra placa con PDA. Las placas se
mncubaron a 27 'C y se midio dianamente el diame-
tro de la colona en dos direcciones perpendiculares
hasta que ¢l cultivo cubrio completamente la placa.
Se evaluaron cmeo repeticiones por cada mslado.
Se registro la morfologia de las colonas y la pig-
mentacion aérea del micelio (Nelson e af.. 1983).

Andlisis de las caracteristicas microsciopicas.
Los diferentes morfotipos se cultivaron en agar ho-
jas de clavel (CLA), de neverdo con Fisher ef af.
(1982). Para promover la formacion de clamidos-
poras. se utilizo agar de suclo (SA), segun Klotz et
al. (1988). Los cultivos en CLA v SA se incubaron
en las mismas condiciones: 25 “C. 12 hluz /12 h
oscuridad durante dos semanas,

Las preparaciones microscopicas en portach-
Jelos se exammaron con un microscopio de luz
compuesto (VELAB™!). Para observar y medir cl
tamaiio de los conidios, fialides v clamidosporas
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in diameter containing  T-day-old colones in
PDA and placing it in the middle of another dish
containing PDA. The dishes were meubated at 27 °C
and the colony’s diameter was measured i two
perpendicular directions every day until the dish was
completely covered by the culture. Five replicates
of cach 1solate were evaluated. The morphology
of the colonies and the acrial pigmentation of the
mycelium were recorded (Nelson er al., 1983},

Analysis of microscopic characteristics. The
different morphotypes were cultured in carnation
leaf’ agar (CLA). according to the method of
Fisher ¢t afl. (1982). To promote the formaton
of chiamydospores, soil-agar (SA) was used,
according to the method of Klotz ef of. (1988). The
CLA and SA cultures were incubated under the
sume conditions: 25 °C, 12 h light'12 h darkness
for two weeks,

Microscopic  preparations  on  slides  were
observed using a compound light microscope
(VELAB™). To observe and measure the size of
the comdia, phialides and chlamydospores, pictures
were taken at 40X and 100X, which were then
analyzed using TSView software, version 6.2.4.5.
The length and width of 50 macroconidia and 50
microconidia randomly selected from each isolate
were measured.

Statistical analysis. Data on macrocomdial and
microconidial length and width were subjected
to an analysis of vanance (ANOVA) and media
scparation using Tukey’s test (u=0.05) and the JMP
program v3.0.la.

RESULTS

Morphotype classification and growth rate, The
25 F faleiforme isolates were grouped i three

48



Brvista Mexicasa pe FITOPATOLOGIA
MExICAN JOURNAL OF PHY TOPATHOLOGY

Frrey Brevoear

s tomaren fotografias a 40X v 100X lnego se
analizaron utithzands el software TSView, version
6.2.4.5 Se mudia la longitud v el ancho de cinenen-
ta macroconidios v cincuenta microconidios selec-
ciomados al azar de eada melada.

Analisis estadistico. Los datos de longitud v ancho
de wacrocomdios ¥ nmuerocomdios foeven somet-
dos o un andhiss de vananza v separacion de me-
dias por Ia pmeba de Tukey (o=0.05), utilizando e]
programa JMP w30 1a

RESULTADOS

Clasificacion de morfotipos v velocidad de cre-
cimiento, Los 25 aislados de F fnlciferme se agm-
paron en tres morfotipos (Fi-14, Ff-49 vy F{£50),
los cuneo aislados de F braelngibbosini en cuatio
{Fb-8. Fb-9, Fh-41 v Fh-67] y los dos de F avvs-
porir en o (Fo-38) En el Cuadro | se presentan
las velocidades de crecmuiento ¥ las caracterishicas
inacroscapicas observadas en los mortotipos de F
brachvaibbosim, F falciforme v F oxvsporum en
PD AL La Fignea | evidencia la presencia de los coa-
tro morfotipos patogémices de F braclnvgibbosim,
encontrados en los campos de sandia en Sonora.

Caracteristicas microscopicas. En el Cuadro 2 se
resume la morfologia de las clanudosporas v 1as oé-
lulas conidiogenas obhservada en los aislados repre-
sentatives de cads morfotipo en las tes especies.
En todos los casos se observaron elamidosporas
redondas intercalares v termmnales, principalmente
sencillas v dobles; sin embargo. el mavor grosor
en la pared de las clamudosporas de los mortotipos
de F bracingibbosin (Figuea TA) parece ser una
caracteristica que lo diferencia de F falciforme v F
axvsporaa (Figwm 2B-C). En lo veferente a las ¢é-
Iulas condidgenas, los morfotipos de Ffaleiforee
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worphotvpes (Ff=14. Ff49 and Ff350). the five
F. beachvgibbosinn isolates m four morphorypes
(Fb-8. Fi-9, Fb-41 and Fb-67}), and the two F
ovvsparim isolates o oone morphotype (Fo-38)
Table 1 shows the mrowth rates and macroscopic
charactenstics obhserved in F bracingibbosim, F
Salciforwre and F evvsporson morphotypes grown
m PDA. Figure 1 shows the presence of the four F
Brachngilbosin pathogenic morphorypes found m
watermelon fields in Sonora,

Microscopic characteristics. Table 2 summnarizes
the chlamydospores morphology and conidiogenic
cells observed in isolates representative of each
morplotype i the tuee species. In all cases.
spherical. intercalary and rermunal chlamuydospores
were observed, mainly smgly and m pairs:
however, the walls of the chlamydospores of F
bratchnvgibbosum  morphotypes (Figure 2A) are
thicker, which seems to be a characteristic that
distinguishes them from those of F falciforme and F.
oxvsparien (Figure 2B-C). Regarding comdiogemne
cells, F faledforie moiphotypes (Fioure 2B) diffes
from the others because their monophialides are
longer and thinner

Table 3 shows a morpholomeal descnption of
the macreconidia and nueroconidia of isolates that
are representative of each morphotype. There were
some differences among the three species. The four
F. bracivgibbostm morphotypes had thin. straight
macroconidia with three to five septa, the cells n
the nuiddle were shightly wide and the intermediate
cells were cwved towards the baszal part. The
apical cells were shghtly hook-shaped. while the
basal cells had a tvpical shape or were shghtly
toot-shaped (Figme 3). F filciforme macroconidia
were wide and straight. or slightly curved. but the
ventral and dorsal planes were parallel along most
of their lengtl, the apical cells were rounded. while
the basal cells were sirarght and cylindrcal with
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Cuadres 1. Velocidad de crecimients en PIRA v envacteristiens macroscopicas de los morfolipos de F Srachygibbosianm, £

Saleiforne v F oxysperam patogénicos en sandia.

Table I. Growtl rafe on PDA and macroscopic chavacrevlstes of F drochygidbosaan, £ fleffirme and E axysporum mor-

phorypes pathogenic to warermelon.

Welocidad de RHE i
i Mortologia de las colomias Pigmentacion
F bwacivgibbosiam
Blicelie adreo. velloso de color
Fbog i blanco, tomandoss amnanllo ¥ rosa con Café clare, con manchas café oscuro
’ esporadoquios amanillos despuds 4z 2 alrededor de los esparadoquios
SEMANAS
Mhcelio néreo, velloso d= color amanile. Amariflo-naranga con el centro cafs rojizo en
Fi=3 4.2 con esporodoqiuos color enfé después de 2 formn de esirella, Con manchas café osams
SEEINAS alredador de los esporadoquins
Blicelie ndreo. velloso de color eafs claro, Centro café osowio con anallos cocentizeos
Fh-41 4.8 conn espododoquios cafd despiss de 2 menns cafd leacia afivera. Con menchas cafe
SRS, claso alrededor de Bos esporodogqudios,
Micehio nérzo, velloso de color blaneo al
micio. Tomandose rosn con el desaralio Fojo wtenso briltate en todo of fondo de
Fhe7 1.6
espotodoquios amaiillos desguds de 2 caja.
SELALRS,
F faleforme
- MMIWWW d'.HUlm. beige “‘.’““‘““m Cafié claro con halos café oscurss debido al
Fi-14 41 en anillos concsnimcos, sin formacion de reciiniat e amillo
expotodoguios. Z T :
. Blicelio poswado de color beige. sug .
e e formacida de esporodoquies. Café claro
Fi-30 ERS Micelio B0 de Eolor Bhico Beige aury claro, cubmendo toda la caja.
formagion de i
F ovsporim
Micslio velloso de color blaneo, ol cual ==
Fo-38 34 toma porpusa después de nna semana. Sin - Pirpura en toda 1a caja
fonnacion de esporedoquios
=udia | oooday
* Fando de [a caja Petri /| Botony of the Petrt dish

(Figura 2B} se distinguen de los demas. por tener
monefidlides mas largas v delgadas.

En el Cuadro 3 se presenta la descnpeidn mor-
fologica de los macroconidios v microcomidios de
los aislados representativos de cada morfotipo. Se
observaron algunas diferencias entre las tres espe-
cies. Los cuatre morfotipos de F, braclveibbasim
presentaron macroconidios delgados v rectos, con
tres o cineo septos. las células del centro Lgermmen-
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a barely trommed or round end (Figure 4B). The
shape of F exvsporns macreconsdia was simalar to
that of F. brachvgibbosan mactocomdia, bat their
bazal cells were pointed and lower in mmber, with
a barely visible foot shape (Figure 4C)

F. bracivgibbosum microconidia were oval.
spmetimes ovoid, wsually with one sephum. rarely
with two or none. F. oonsperim microconidia were
elliptical. oval and kidney-shaped with no septa. F
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Figura L. Carvacreristieas morfolégicas de kas colonias de los 4 morfotipos de Fusarium brachygibbosam en PDAL A = Frente
B = Fondo

Figure 1. Morphological characteristics of colonles of four Fusarinm brackygibbosum morphotypes grown in PDA. A =
Front B = bottom.

Cuadro 2. Moerfologia de clamidosporas ¥ células conldidgenas en los morfotipos de £ brachygibbosum, F faiciforme y F
axysporum patogénicos en sandia, desarrollados en CLA,
Table 2. Morphology of chlamydospores and conidiogenous cells F brachygibbosninr morphotypes, and isolates that were
representative of X faiciforme and F oxysporanr grown in CLA.

Foema de las clandosporas Tipo de células comdiogenas
F brachygtbbosum
Fb-8 Dobles, Intercalares y rerminales. Pared gnesa Monofidlides cortas. Alpunas polifidlides cortas
Fb-9 Sencillas, Intercalares, Pared gruesa Monofialides cortas, Algunas polifialides cortas
Fb-41 Sencillas. Itercalares. Pased gruesa. Monofidlides conas. Algunas polifidlides cortas
- Sencillas y dobles. Intercala terminales. Pared T
Fb-6 Sencillas y dobles. Tntercalares y tenminales. Pared  y oo 6400 cortas. Algunas polifidlides cortas
gniesa 2
F falciforme
Ff-14 Sencillas, dobles v en cadena. Intercalares v Monofinlides muwsy largas y algunas cortas, Pocas
temunales, Pared mediana polifidlides
Fi-49 Sencillas y dobles, Intercalares y temunales, Pared de  Monofialides nusy largns y algunas cortas, Pocas
? grosor medio o delgado polifialides.
5 Sencillas y dobles. Termunales, Pared de groser medio Monofidlides rny Largas abundanres. Pocas
Ff-50 2 g . y g
o delgado polifillides

F.oxyspornm
Sencillas y dobles. Intercalares y tenminales. Pared de

Fo-38 grosor medio o delgado. Monofidlides cortas ¥ escasa preseticia de polifidlides
PUBLICACION ANTICIPADA EN LINEA, 2018 8

51



Furrry Buimeuvar

Revista Mexicana pe FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

te anchas centro y las mtermedias curvadas hacia
la parte basal. Las células apicales tuvieron ligera
forma de gancho y las celulas basales la forma ti-
pica o ligera forma de pie (Figura 3). Los macro-
comdios de F. faiciforme fueron anchos

v rectos

Jaleiforure had oval. ellipsoid and kidney-shaped
microconidia with a truncated basal part. and some
of them were pyriform and fusiform with one or
two septa, or none (Table 3, Figure 4 D-F), Due
to shape vanability, 1t was not possible to observe

Figura 2. A-C: Morfologia de clamidosporas, A= FE brackygibbosam, B = F faiciforme y C = F axysporum, D-F: Morfologia
de células conididgenns. D = polifidlides vy monofidlides de E brachygidbosum, E = monofidlide de F falciforme v F

= monofiilides de £ axysporum.

Figure 2. A-C: Morphology of chlamydospores of A = E brachygibdosum:; B = F jbldfmw- nnd(‘ E oxysporum. D-F:

Morphology of conidiogenous cells: D = polyphialides and monophialides of £ brachyg

. E = m:

s

of E faiciforme, and F = monophialides of E axysporum.
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o hgeramente enrvados. pero con el plane ventral
v dorsal paralelos en la mayor parte de su longi-
md, sus celulas apicales fueron redondeadas v las
hazales rectas v cilindncas con el extremo apenas

differences among macrocomdia from different
species, and only the absence of septa in all F.
evvsporr (Figure 4F) mucrocomdia observed
seems to be a distinetive trait,

Cradro 3. Morfologia de maceoconidios ¥ microconidios de bs morfotipos de E draclrgibbosen, F falciforame v F oxyspo-
rum patogénicoy en sandia, desarrollados en CLA.

Talsle 3. AMorplology of macreconidia and microconidia of F. dedcdgibdoiam, B falcdforsre and £ acpsporm o plet-
ypes pathogente to watermelon grown in CLA

Forina de macroconidios

Fogua de tderoconidios

F brachygibiasun

Fb-41

Fb-67

Ffalciisme

Ff-14

Fi=4%

Ff-30

F avysparum

Fon38

Delgadas, laggas ¥ rectas. Cehilas cenmales Hgeramente
anpclins ¥ crvadas hacia la padte basal. Celulas apicales
con liger fonma de ganche v células basales con ligera
tonma de pie, Tres o cuatro septos,

Dielgadas, largas v rectas. Czhulas centrales ligeramente
anvclias y survadas bacia la parte basal. Celulas apicales
con ligera forma de gancho v células basales con tipica
forma de pie, Tres 2 siwco septos,

Dielgadas, largas v rectns. C2hilas centrales ligeramente
anchas v curvadas hacia la parte basal. Células apicales
con ligera forma de ganche v célnlas basales con tipica
fosna de pie. Tres a chwo sepios.

Drelgadas, largas v rectas, Céhulas centrales ligeramenss
anchas y survadas bagia la parte basal. Celulas apicales
con ligera forma de ganche v célnlas basales con ligera
forina de pie. Tres 4 e sepios.

Anchas v rectas, Ligsramente curvadas con <l plano
ventral ¥ dorsal paralelo en In mavor parte de su
Toygimad, Céluldas apicales redonsdeadas. Céhulas
Basales rectas ¥ cilindneas. con extrenios apenas
recortades o redondeados. Con tres a seis septos.

Anchas v rectas, Ligsranente corvadas con <l plano
ventral y dorsal paralelo en In mayor parte de s
Iongiad, Célulns apienles redondendas. Cahalas basales
rectas vy ocilindvicas, con extreinos apenas recorados.
Cloun Tres @ Seis seplos.

Aschas v rectas. Ligeramente corvadas con el plano
ventral v dovsal padalelo e I mayor pacte de su loagnd.
Células apacales redondeadas. Células basales vectas v
cilindncns. con extremeos apenas recortados. Con custro o

se15 sepios,

Cortas 3 medianas ¥ esheltas. Rectas o ligeramente
curvadas. Celulas apicales conicas con ligern forns de
aaclen v cehulas basales en forma puomtagada. Toes o
CIRALTO SEgins.

Orvales v algiens ovowdes, Coi ino y
escasAmEnte con ninguno o son dos septos

Cheales ¥ algmas ovoides, Con noo v
ESCASMITEITE SOl g0 ¢ <on dos septos,

Crvales ¥ algumas ovoldes, Conuno v
escasaments con mngumo o con dos septos

Creales ¥ alganas ovoldes: Con oo y
ESCARALIEITE GOl g0 & con dos sepos

Crvales, elipuoides, renifoermes ¥ fusitormies, Con
En pennte basal enuseada. Con oot o oon

Sepio.

Orvales, elipsoides ¥ renaformes. Con cero, wo o
dos septos

Creales, elipsoides, reniformes v ocasionalents
pirifonnes, Con cero. 1o v ocasionalmente dos
sephow.

Crvales tipicas. elipticas v forma de reibén. Sin
sephin.

PUBLICACTON ANTICIRADA BN LinEA, 2018
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Figura 3. Mor(ohgadohsnlmldludclouummﬂoﬂpmdoibmm A = células apicales con forma
dogmclno) B = células basales con ligera forma de pie (Fb-8 y Fb-67) y tipica forma de pie (Fb-9 ¥ FB-41).

Figure 3. of macroconidia of four £

A= slightly hook-shaped apical cells: and

brachygidbosum morphotypes,
B = slightly foot-shaped basal cells (Fb-8 and Fb-67) and rypical foor-shaped cells (Fb-9 and FB-41).

recortado o redondeado (Figura 4B). La forma de
los macroconidios de F. oxvsporumr fue parecida a
I de F braclngibbosim. pero con células basales
puntiagndas y en menor cantidad con forma de pie
apenas visible (Figura 4C).

PUBLICACION ANTICIPADA EN LINEA, 2018

Table 4 shows the average length and width of
the macroconidia, according to the nmmber of septa
and the average of 50 cells. The statistical analysis
detected significant differences in the average length
and width of the macroconidia among the isolates,
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Figura 4. Morfologia de macroconidios y microconidios de las tres especies de Fusarium patogénicas de sandia, A = ma-
croconidios de E brachygidbosum, B = macroconidios de £ falciforme y C) macroconidios de E oxyspornm. D =
microconidios de F brachygivbosum, E = microconidios de F faiciforme y F) microconidios de F oxysporunr.

Figure 4. Morphology of macroconidia and microconidia of three Fusarinm species pathogenic to watermelon. A = mac-
roconidia of E brachygibbosum, B = macroconidia of E faiciforme, and C) macvoconidia of F axysporum. D =
macroconidia of F brackygibbosum, E = microconidia of F, falciforme, and F) microconidia of . oxysporum.

Los microconidios de £, brachygibbosinn fueron but due to the variability in size within the species,
ovales v ocasionalmente ovoides, por lo general con it was not possible to observe the differences
un septo. 1ara vez con dos o ninguno. Los de F. between them. Macroconidia with Fb-8 and Fb-9
oxvsporun fueron ovales elipticos v en forma de morphotypes had no significant size differences

nnon sin septos. F falciforme presentd microconi- compared to F exvsporion Fo-38 morphotypes. No
dios con la parte basal tnnca, ovales. elipsoides v significant differences were detected in the size of
reniformes. con algunos pirformes y fusiformes. Fb-41. Fo-39 and Ff-49 macroconidia. nor among
con ningune, une o dos septos (Cuadro 3, Figura 4 Fb-67, F£-50 and Ff-14 macroconidia.

D-F). La vanabilidad de formas no permitio obser- Table S shows the average length and width

var diferencias en los microconidios de las diferen- of the macrocomdia. according to the number
tes especies; solo la ausencia de septos en todos los of septa and the average of 50 cells. In general.

microconidios observados en F. axvsporum (Figu- significant differences were detected in the size of
ra 4F) parece ser un rasgo distmtivo. the macrocomdia among ssolates but not among
PUBLICACION ANTICIPADA EN LINEA. 2018 12
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Cuadre 4, Tamaio de macreconidios de aislados de los morfotipos de E Sraclyeiltboswn, E falciforme v E axpespornar patogénicos en sandia, desarrollados en
CLA, de acuerdo con s mimers de septos,

Table 4. Size of macvoconidia of F brrclygibboswn, E folelforme and F axysporm isolates pathegenic to watermelon grown in CLA, secording to the number of

sepla,
Tamadio de macresoudios (un}=
Ninmero de septos
i 4 e} a Promedio?
£ Sracky- Ancl Anch L Aricho L Anch Lar Andl
gibbomon Largo Anche Largo 1eho arge Anicl arge cha g0 =i

Fo-8 30.T4=449 329035 3513379 118=033 - - - 3145z 4. (8F 328 =0.33E

Fb-% 3316372 358+022 404 £ 030 4234+£293 154 +0:13 - - 185232 433E 163 =0.51D
Fh-41 35352449 370045 185064 3046950 413041 - - AT04+=%335DE A80+ 059D
Fb-57 4001 =709 4282037 432047 5005 £1.54 4,60 £ 028 - - 4304 £ 88TAB 43320420

F. fales-
formee

Fir1d 401l =06% A60=001 4353%3=106 203z010¢ 4590=0.68 235:008 473=023 642010 4404 =082 21320104
Ffa9 57e0=139 447028 3910=146 4822030 4067+ 130 469042 4330x1.55 072036 3990+ 145CD 4770208
Fi-30 - . FBT4=037  dB0z016 4104 =092 342010 43452062 35z dube 4036 £ 0.TIBCD 383 012D
F. gave-
e
Fo-38  3233-307 332+047 3548=384 3126=031 -

- 33.26 £ 3.00E 330 =043

" Media = SD. Letras diferentes indscad difevesscin sigificativa {pr=0o08) 0 hleans = S50, Chfferent lermers indicate a signaficant difevence {pre 0051
* Proquedio de 50 células {Average of 50 cells) / Average of 50 calls.

« Mo 22 observaron suticientes ¢élulns parn sn madicion (No observed sufficient cells to measured | Mot enovgh cells observed,
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En el Cuadre 4 se observan las medias de lar-
go v ancho de los macroconidios de acverdo con
el mimero de septos v el promedio de 50 células.
El analisis estadistico pernutid detectar diferen-
cias significativas en el large v ancho promedio de
los macrocoidios entre los aislados; sin embargo,
la variabulidad de tamadios dentro de las especies
no permitie establecer diferencias entre ellas. Los
macroconidios de los morfotipos Fb-2 v Fb-% no
mostraren diferencias sigmficatsvas en tamaiio con
respecto a los morfotipos Fo-38 de F omvspormn.
Mo se detecta diferencia significativa entre el tama-
fio de los macroconidios de Fb-41, Fo-39 y Ff-49.
Tampoco se observe diferencia sigmficativa entre
Fh-67, Ff-50 v Ff-14,

El Cuadro 5 presentan las medias de largo v an-
cho de los nueroconidios de acuerdo con el niimero
de septos v el promedio de 50 células. Se detecta-
ron diferencias significativas en el tamano de los
microcondios entre los aislados en general, pero
no enire especies. Los merfotipos Fb-41, Fb-67 v
Fb-9 presentaron los microconidios de mayor on-
gitud, mientras que Fh-8 fie el de menor tamaia.

DISCUSION

Padwick {1945) describic que F. brachvgibbo-
st crece en PDA desarrollando abundante micelio
agren, blanco, con tonos resados ¥ medio de color
rogo-sangre. Con muerocomrdios tipeos de forma
ovorde a fusiforme, o hgeramente curvados cuando
son septades, con mnguno, e, dos o fres septos.
Macrocenidios dispeisos finamente en la supeiticie
del agar, luperbélicamente curvades. células cen-
trales anchas v de 0 a 5 septos. Células del apice
afiladas v celulas basales ligeramente afiladas con
forma de pre tipica. Clinudosporas termimales e
mtercalares, simples v en cadenas: generalmen-
te unicelulares v globosas, ocastonalmente de 2

PUBLICACION ANTICIPADA EW LiNEA, 2018

species. The Fb-41, Fb-67 and Fb-9 morphotvpes
had the longest nocrocomdia, while Fb-8 had the
shoiest.

DISCUSSION

Padwick ( 1945) stated that F. bracingibbasum
grows m PDA and develops an alvmdance of aerial
white myeelia, pinkish tone. and blood-red color
i the agar: its microconidia ave tvpically ovoid to
fusiform, or slightly curved when they have septa,
with one, mwo, three or no septa. Hyperbolically
curved macrocomdia are finely dispersed over the
agar surface; they have wide central cells and (-3
septa. Sharp apical cells and slightly sharp basal
eells have a typical foot-like shape: rernumal amd
wiercalary chlamydospores, single or 1w chams, are
wsmally mnicellular and globose, oceasionallv with
two smooth and gramilar cells. This descryption
15 i agreement with the four F. drachgibbasum
morphotvpes that were found in this study, bat the
color of the colony and the mednmm comncides only
with the color of Fb-67 and not with the color of
Fb-8, Fb-0 and Fl-41.

In general, the type of mycelinm, the color of
the colomes and the eulmre mednun. as well as
the merphology of the macro- and merocomdia
ohserved in the most recent F dvaclhveibbasimn
stdies (Al-Sadi ef of,, 2002; Mithossemi o af.,
2014: Benteria-Martinez er al.. 2015; Stack er al.
2007 Shan eral, 20017 Kia et ol 2008 } comrespond
to the momphotype descnbed by Padwick (1945),
All these smdies found wlite colomes that tuned
vellow with pink or orange tones. and stamed the
PDA medinm brnght red. When they were grown
i CLA. the macroconidia had thick walls. a bulloy
center and shabtly ciaved ends (attennated hook).
and a typical foot-like or shightly foot-shaped basal
cell: most of them bad 4-5 septa
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Cumidro 5. Tamato de micveconidios de los morfotipes de B brachygibboswm, F faicifenme v F exyspormm patogénicos en sandia, desavrollades en CLA, de
acuerdo comn su imero de sepios.
Table &, Size of microconidia of £ drecfngibosue selares pathogenic to warermelon and pathogenie solates thar were representanive of £ solond and F ogspe-
et grown o CLAL according fo the number of septi.

Tamaio de nusroconidios (e
B de septos
0 1 2 Fromedio®
F bvachygrbbosim Largo Ancho Large Ancho Large Ancho Largo Ancho
Fh-# - - 13 78= 1.84 108048 - - 1179+ 1 840 3495 =D 4AGC
Flwt - H 715=043 240 = 0,64 - - T15 =043 240 =064
Fli=41 - - 15.78=2.02 381 =047 - - IE78 =2.90a 3Bl =04TA
Fh=G7 - - 17.73=3.67 F L2553 . - 1773367 38l =153A
F. falcifarme
Fi-14 142229 32l =034 11.06=2.39 305035 - E 1118 =236 317T=0354A
Fi-19 9.41 £ 086 204+ 063 1061 =088 igs =041 1ILaE+1.02 490 £0.47 1020 = 0fded 373=03%B
Fi-50 1p26=1.10 F6E =053 1185 =045 418 =025 - - 1117 +0.75¢ 385=02384
F ooesparion
Fo-38 846+ 1.40 302 £ 0.5 - - - - B30+ 1. 4dde 303 =0 36BC

* Media = SI) Letras diferentes ndican diferencia signaficntiva (p= 005  Means = 5D, Differsnt letters indiente o significant difference (p= 0.05)
* Promedio de 50 células CAverage of 30 cells) | Average of 50 cells
M s abservaron suficientes células paa sumedicida (Mo observed sufficient cells to measme) | Mot enough cells observed
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celulas, lisas, granulares, Esta descripeion concuer-
da con los cuatro morfotipos de F. Srachveifbosim
encontrados en el presente trabajo! sin embarzo. el
color de las colonias vy del medio solo conenerda
con 1o observado en Fb-67 v no con Fh-2, Fh-2 v
Fl-41.

En general el tipe de micelio. el color de las co-
lomias, color del medio de cultive v la morfologia
de los macroconidios v microconidios, observados
et Jos trabajos mds recientes sobre F fraciigibbo-
stien (Al-Sadi er ol 2012 Muchosseim ef af . 2014
Rentenia-Martinez ef al., 2015; Stack erwl., 2017,
Shau er af., 20017; Xia ef al., 2018). corresponden
al morfotipo deserto por Padwick (1943). En tados
estos estudios se remstraron colonias blancas que
se tornan amarllo clam con fonos mosa o naranja
v el medio PDA tefido en ropo brillante. El ereci-
miento en CLA penmtid observar maerocomdios
de paredes gruesas, wn centro abulfado con extre-
mos ligeramente ewrvados (ganclho atenado) v s
célula basal tipica en forma de pie o heeramente en
forma de pie, en su mavoria con £ a 5 septos,

El morfotipe de F oxvspermi desamollé un me-
celio adreo blanee que ¢ tomd purpira después de
una seinang en PDA, sunilar a 1o descrito por Kle-
czewskl v Egel (2011} acerca de F oxvsparum fsp
nivennr taza 1. muuqe sm formacion de esporodo-
quios. Al enltivarse en CLA. las caracteristicas de
clamidosporas, celulas comidicgenas. macrocon-
dios v neroconidios correspondieron a lo sefalado
por Leslie y Swmmerell {2006). para la especie.

El tipe de crecimiento de las colomas en PDA
permmte distingwr entre los morfotipos de £ drw-
chvetbbosnm (rérec) y los de F. falciforme (postra-
do). La presencia de monofidlides largas v delgadas.
mostradas en los morfotipos £ falciforme (Sum-
merhell v Schroers., 2002), es una caracteristica
que pernute diferenciatlos de F bracihveibbosion ¥
F avysporin, los cuples  desarrollaron monofiali-
des mas cortas. La forma de los macrocomidios de

PUBLICACTON ANTICIPADA EN LiNea, 2018

The F ovvsparim morphotype developed white
aerial moveelinm that nomed puple after a week in
PDA aresultsmnibarto that described by Klecrewsk
and Egel (2011) regarding F oxysporum fsp
wivermt tace 1, It with no sporodochia formation,
When culnuwed 10 CLA. the chatacteristics of the
chlamydospores, comdiogeme cells. macrocomdia
and 1microcomidia were in agreement with the
results obtained by Leshe and Summerell {2006}
for the species.

The type of growth colonies i PDA malkes 1t
possible to distmgnish between F. brachiveibbosuim
{aenal) and F. feiotforme (prostrate) mophotypes.
The presence of long ad thin monophialides
olserved in £ falciforme morphotvpes (Sumumerbell
and Schroers, 20012) 15 a characteristic that allows
differentiating them from & Iracingibbosum and F
oxvspory, Which develop shorter monophialides.
The shape of F. falciforme macrocomdia 1s
another twair that distingushes 1t from the other
species. Sinular to the results obtamed by Clelai
ef al (2015), macrocomdia of this species were
pelvseptate, wide and sirazght or slightly curved,
with vormd apieal cells and basal cells with shglily
trinumed ends.

The color developed mn the agar, the type
of comdiogemie cells, as well as macrocomidial
morphology and size. can cavse F. brachvgibbosutit
to be nustakenly dentified as £ ovvsporion, which
15 mare conueen in most of the crops in Sonora. but
the morpholory of the chlauvdospores, specifically
thie thickness of their walls, may be a distinctive
characteristic that allows differentiatng the two
species. The morphalogy of F. brachveibbosunt
chlamydospores 15 i agresment  with  the
results obfained by Cao er ol (2018). Another
characteristic that differs among these species is the
lack of septa i F. oxvvaporan nuerocoindia, while
F. brachveibbosim had mostly omerocomidia with
o1e septumn,
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F. falcfforme s olro rasgo que o distingue de las
oftas especies. Sila a lo veportado par Chelnn ef
al, (201 5) los macrocomidios de esta especie feron
poliseptades, anchos v rectos o ligeramente curva-
dos. con células apicales redondeadas v eélulas ba-
sales con extremos apenas recortados.

La eoloracion desamrollada en el agar el tipo
de células condidgenas. ademds de la merfologia
v tamaiic de los macrocomidios preden hacer que
F. braciveibbasum sea identificado emroneamente
como Fovvsporm, que 8s mas coanm en la ma-
voria de los eultivos de la regidn: pero la mortolo-
gia de las clanndosporas, especificamente el grosor
de la pared. puede ser upa caracteristica distintiva
que permita diferenciar entre las dos especies. La
morfologia de las elamidosporas de F. drachvgid-
Bbosienr comespondid con 1o observado por Cao ef
al, (2018). Otra caracteristica diferente entre estas
especies fite Ia ausencia de septos en los muctocos
nidios de £ oxysporsm. misntras que en F, drachy-
gilrbosin predominaron los de un septo,

La vaniabilidad en ef tamadio de macroconidios
v microconidios entre los morfotipes de wa misma
especie. no permitio diferenciar entre [as ires espe-
cres de Fusarfum.

Se han veportado diferentes tamafios en los com-
dios de F brachveibbosion (Xia et of,, 2001%; Shan
efal., 2017; Mirhossemi er af., 20014; Al-Malunooli
eral., 2013:). en la mavoria de los casos de meno
tamadio a los observadoes en el presente mabajo. EL
tamano de los macroconidios de F, flcforme fue
sinular o lo reportadoe por Chelus er af. (2015). Por
an parte. la morfelogia v tamaio de los macrocom-
dios de F ovvsporim concordaron con lo sefalado
por Chehri e e, (20011).

CONCLUSIONES

Alpnnas caracteristicas. tales como! el prosor de
paredes en las clanudosporas. Ia morfologia de los

PUBLICACICN ANTICIRADA EX LinEA. 2018

The  variability 0 owaeroconidia — and
microcomdia size among morphotypes of the sane
species did not allow differentiating among the
Fusarinm species

F brochvgibbosin condia of different sizes
have been reported (Xia ef of, 2008; Shan er o/
2017 Mirhosseini ot af, 20014; Al-Mahmooli
e el 2013) and, i mest cases. they have been
shorter than the ones cbserved in tlus smdy. The
size of F. falciforme macroconidia was sinilar o
the size reported by Chelut ef af, (2015). Also, the
morphology and size of F avvsporys macroconidia
were 1 agreement with the results obtamed by
Chehri ef al, {2(011),

CONCLUSIONS

Some characteristics, such as the thickness of
chlamvdospore walls, macrocomidia morphelogy,
tvpe of comdiogenic cells and the presence or
absence of septa i merocenidia can be distinetive
and vsefnl for idemtifving F Brachvgibbosum. F
Saleiforme and Fovvsporme that ave pathogenic
to watermelon plants grown in Somora, Mexico
However, the idennfied morpholomies need o be
corroborated throngh molecular analvsis,

Emnd of the Emglish version

wacroconidios, el tpo de células comdidgenas v la
presencia o ansencia de sepios en mucrocomdios pue-
dem ser distintivas v de ntilidad en Ia identificacion de
F. brachvgibbosun, F. faleiforme v F oxvsporin.
patogénicas en plantas de sandia en cultivos locals-
zados en Sonota, Mexico, No obstante, es necesa-
ria que la identificacion morfologica sea commobora-
da con m analisis molecular.
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Aolecular markers for multiplex detection and quantificntion of
pathogenic Firsarium in watermelon
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*Comrespanding Author: 5. F. Marenc-Salazar
Ermuail- sergicamareno fumisan mx
ABSTRACT
Benterin-Mnrtinez. L E.. Femindez-Herrera, E_. Moreno-Salnzar, 5. F.. Guemin-Ortiz, 1. M.,
Rodriguez-Beas. C. 2018, Molecular markers for mwultiplex detection and quantification of
pathopeiie Fusarion in watenmelon. Flamt Ths,

Fusarinm faiciferme. F. braciygibhosam, md F. aoaporuns have been identified 25 some
of the mumn fmga cansmg root rottisg. wiltizg, and death of watermelan plants cultovated in the
stpte of Semora. Mémico, T this mvestegation, we designed six pairs of primers that anplifeed
simutapeously bands of 421 and 360, 180 and 593, and 267 and 447 bp. comesponding to
frngments of genes TEF.Ja'RPBI of F. falciforme, F. ovvaporum and, F. brackysibbosim,
respectively. These fragnsenis are mobecular markers that albow detecting the presence of amy of
the three fungal species in the smme PCR reaction. In additan. three pars of priumers woere
designid for these repwnrs thas amplified bands of 129, 157, and 123 bp, whese size i adequate
b quactity the fungal load of ench species by means of SYBR Creen=gPCR. Resulis of both
nusmys can be obtnined i lews than 3 hours. Maolecular ideniification of fungt v complementany
and pecasionally e replace the methods based o enlrure and wsorpbobogicnl identification A
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pathogenicity tests. which delays decision taking {Everts and Hinmelstein, 2015). On the other
side. the morphological characteristics of the fungi. although they are easily detectable and
comparable. do not allow differentiating among close species or lower rank classifications.
underestimating the e fongal diversity (Tavior and Fisher, 2003)

Current advances in molecilar methods have allowed for a fast and accurate deftection of
diverse plant pathogens. For filamentous fangi. an exact wdentification can be achieved by means
of multiloens analysis of the sequences of fragments of genes: RPBI, RPB2. mecLSU, nueSST,
mtSSU, TEFla, and medTPe (Choi et al. 2013: Stielow et al. 2015). However, multilocus
analyses are laborions, delaved, and costly becanse they require sequencing of fragments, The
design of specific primers within the sequences of those fragments allow detecting short
sequences That finction as molecular markers of each species: amplification through PCR of
these sequences can reduce drastically the detection times (Gao et al. 2004). It is important that
the pairs of primers be evaluated in sifico mdividually or conbined, if other primers are going to
be used in the same reaction. Formation of hairpans, self-duners, and hetero-dimers must be
avosded, and similar fosion remperatires mnst be anned at so they can be used snecesstully for
the simultaneous identification of pathogenic species.

Primers that produce shorier fragments can be designed 1o be used in real tume
quaniitative PCR reactions {(qPCR) to determine the fungal lead at the moment. A fast
quantification is important to select the type and amount of fungicide to be applied to aceomplish
an integrated management or to take decisions regarding the best time to plant and the biological
control methods (Naroel and Salari, 2015). The multiplex polvmerase chain reactions (either
PCR or gPCR) allows amplifying one or more target sequences simultaneously by mcluding

more than one pair of proners i the same reaction tube. This techmque reduces costs, tine. and
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laboratory efforts. Multiplex PCR is a wvaluable tool to identify viruses. bacteria, fungi. and
parasites. allowing for the individual or simultaneous detection of diverse agents that can cause
similar syvndromes and'or similar epidemnological charactenistics (Elufro et al. 2000
Markoulatos er al. 2002)

Based on the aforementioned, i the present work, specific primers were designed and the
multiplex PCR and SYBR Gieen-qPCR protocols were developed for the simultaneons detection
and quantification of three species cansing ool rotting in watermelon: Frsarium falciforme, F.
brachygitbosim, and F. axysporim
Material and Methods
Amplification and sequencing of RPB2 and TEF fragments. DNA was obtamed from
monosporic cultwes of Frsorfum falciforme, F. brachygibbosum, and F. oxysporim, which
cause vascilar damage and'or rotting of the crown and root of warermelon plants. Through PCR,
from the DNA of each isolate, a fragment of the gene that codes for the second largest subunit of
the BNA polvmerase IT(RPE2) was obtamed as well as another corresponding to the region that
codes for the wanslation elongation factor Lo (TEF-fo), which participates in wanscription,
DNA exfraction, reaction conditions, purification, sequencing, nucleotides correction. and
alignment of amplicons were perfonmed according to Renteria-Martinez et al. {2018),

Design of specific primers for multiplex FCR and qPCR. From the aligned sequences of the
amplified TEF and RPB2 fragments. several paws of primers were designed for each species. for
both PCR and gqPCR. Established charactenistics were: Tm = 60°C. size from 18 to 23
mucleotides, %o of GC = 50 %o. The design of primers for qPCR was restricted to obtain
amplicons  smaller than 170 bp. The wused software was OligoAnalyzer 3.1

(https./www.idtdna comicale/analyzer).

Page 4 of 32
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I silice specificity of the designed oliponucleotides was determined using mmltiplex
alignments with the software Clustal® (hitps:/www ebiacub'Tools/msa'clustalo’). verifving
their location i divergent sites among the three Fusariwm species. The analysis was
complemented with the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) algotithm of the National
Center for Biotechnology Information (NCEI) to verify the aligmment of the oligonucleotides
with other sequences of the GenBank database (lwtp:/www nebinlmoauh. gov/iools primerblast/),
correspotchng to the DNA fragment and the species from which they were designed. In addition,
all designed oligonueleotides were analyzed to derect possible fonnation of hairpins, self-dimers,
and betero-dimers at a value of AG = -6.6 Keal'mol.

Each pair of specific primer was tested to amplity only the DNA extracted from the target
Fusarimm, DNA from non-target Fusarinm species. Rhizocronia solani, Ceratebasiditem sp., and
Trichoderma harziannm was Used as negative controls of each specific promer. Molecular
biology-grade water was used as negative coufrol of the reaction. Reaction mixtres were
prepared with: 2 ml of 3% Green Go Taq Flexi Buffer, 1.2 mi of MgCl (25 mM). 0.2 ml of
dNTP's (10 mM each). 0.05 ml of Go Taq DNA polymerase (5 Uhnl) (Promega). 0.5 ml of each
pramer (10 mMj, 1 ml of DNA (20 ng/ml}). and DEPC-H20 up to 10 ml. All PCR products were
stilbjected to 1.8 %0 agatose gel electrophoresis. The pair of primers that gave the lughest intensity
i the band expected for each species. in each locus. and that did not amplify mn any of the
negative controls was selected. Reaction conditions of each pair of primers are given in Table L.
Development of multiplex PCR
Duplex PCR assays. To merease certamnty m the detection of each Fusewinem species. three
separate PCR reactions were performed. Each reaction was performed in a 200 pl tube, placing a

mixture of genomc DNA of Fusarium faleiforme, F. brachyeibbosum, F. oxsporum. In one of
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the reactions, two pairs of primers were added. one of the TEF-Tor locus and anoiher of the
RPB2, specific for F. falciforme. In the ofher fwo reactions, two pairs of specific
oligomucleotides for F. brachyvgibbosum and F. oxvsporum. respectively. were added

Triplex PCR assays. Aimed at detecting the presence of cne. two. or the three Fusarfum species
i one single assay. PCR reactions were performed using three pairs of primers in the same
reaction ube. A pair of specific primers was used for each of the three Fusardum species and a
mixture of the total DNA of the three species.

The reaction mixtures of the duplex and wiplex PCR amplifications were escalated to a
reaction volume of 20 and 30 pl. respectively. The final concentrations of primers. MzCl
dNTPs. and Taq polvmerase. as well as the alignment temperatures. were optimized by means of
gradients {Henegarin et al. 1997: Sint et al. 2012). The amplification process included an initial
denaturation of 2 min at 95°C, followed by 26 cycles of denaturation at 95°C for 45 s, alignment
during 45 s. and extension at 72°C for 45 s Final extension was at 72°C for 10 mun. Products
generated i each reaction were visualized throngh 1.8% agarose gel electrophoresis.
Standardization of real time PCR with SYBR Green
SYBR Green-qPCR assays were perfonned in a 48-well StepOne equipment {(Applied
Biosystems, USA). The optimal concenfration of the primers designed for each species was
determined m the range of 50, 100, 200, 400, 600, 800, and 1000 nh, 1w a 4xd matx, choosing
the ene with the highest fluorescence and the least value of thresheld cyele (Cr). The reaction
mixture included 10wl of SYBR Green JumpStart® Taq ReadvMix (Sigma-Aldrich, St Louds,
MO, 2 pl oof each primer, 2 ul of ¢cDNA diluted at 1:10, and 4 pl of melecular biology-grade
water. Once the optunal concentration of primers had been determined, assavs with the ¢cDNA of

each Fisarinm species were performed. To confim the lack of dimers among promers,

Page & of 32
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DEPC-water was used as negative coutrol. The amplification program used was: one initial
denaturation cvele at 94°C for 2 nun. followed by 40 cyeles at 94°C for 15 s and 60°C for 60 s.
All reactions were perfornmed in triplicate to warrant the reproducibility of results. and at least
two replicates were performed of each experiment. DEPC-water was nsed as negative control of
the reaction. Specificity of real time PCR was venfied through dissociation curves. Detection
thresholds of reactions were detenmined from standard curves elaborated using ¢<DNA of TEF
region of each Fusarirm specie. Regression lines were generated for each standard curve.,
Results
Design and specificity of the specific primers for multiplex PCR and qPCR. Six pais of
primers were designed fo perform the PCR reactions in mulfiplex assays as well as three pairs for
the qPCR reactions. All primers were designed in divergent sites of fiagments TEF and RPB2
(Fig. 1), obtaining the oligonucleotide pairs named as: Ff EF-fFf EF-r  and
Ff RPE2Z-{Ff RPB2-t  specific  for  Feserivm falciforme,  Fb EF-{Fb EF-r and
Fl» RPB2-fFb RPB2-f specific for F. brochgibbosen,  and Fo EF-fFo EF-r  and
Fo RPB2-fFo_RPB2-f for F. exysporsm, The pairs of primers for qPCR were designed from
the fragment TEF, resulting in primers: Ff qEF-fFf qEF-r, Fb_qEF-f'Fb qEF-r, and
Fo qEF-f'Fo_qEF-1, cortesponding to F, falciforme, F. brachvgibbosim, and F, axysporim,
respectivelv. Table 1 depacts the oligonucleotide sequences of each of the obtained primers

All primers aligned with 100% similitude with the sequences of other isolates of the same
species from the GenBank of NCBL

Figure 2 shows the specificity of each set of primers. Each pair amplified only one band.
with the expected size (as indicated in Table 1) and in DNA of the species for which it was

designed. None of the primers amplified the DNA of the species used as negative controls.
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Multiplex PCR
Duplex PCR assays. The designed primers amplified sunultanecusly a pair of bands of 621 and
360, 267 and 447, 180 and 593 bp, corresponding to the fragments of genes TEF-Jo/RPE2 from
25 F. falciforme 1solates, four F. Brachvedbbosum, and two F. aexvsporinn. respectively. Figure
3A. 3B v 3C shows the size of the amplicons of a representative isolate of each fungus for each
duplex PCR run, and the lack of bands in the negative controls (non-target DNA and water).
Triplex PCR assays. Simultaneous DNA amplification and detection of the three Fusartim
species were achieved only with the combmation of the specific primers designed from the
TEF-1 & locus. Figure 4 shows 621, 267, and 180 bp PCR products comesponding to DNA
amplified from of F. falciforme, F. brachyvgibbosum, and F. oxysporiem, respectively. All assays
were performed in triplicate, using the same negative confrols as those used for the duplex
assays. Sensitivity of the assays was assessed making serial DINA dilutions from a concentration
of 10 ng/ul and some primers did no longer amplify when the corresponding DNA concentration
was of 1 pg/ul (data not shown),
Standardization and validation of real time PCR with SYBR Green
Figure 2 shows the amplicons obtained by means of PCR using the pairs of primers designed for
gPCR. The 129, 155, aud 153 bp bands correspond o fragments of the gene TEF-Ja of F
talciforme, F brochgibbosim, and F, oxysporum, respectively, confirming the specificity of the
designed oligonucleotides,

Figures 5. 6. and 7 reveal the feasibility of derectmg and quantifying the fingal load of
the three Fusarim species by means of SYBR Green—qPCR. Figures 5A, 64, and TA show the

amplification curves in real thme of the serial dilutions and of the negative control of F

falciforme, F. brachvgibbasum, and F, exysporwm, respectively. In the same order, Figures 5B,

70
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6B. and VB present the SYBR Green-qPCR dissociation cwrves (with their respective
temperature peak) and 5C. 6C. and 7C depict the standard DNA amplification curves of the three
species.

Discussion

We describe two research profocols designed for the sinultaneous detection through end point
PCR and for the diagnosis of the presence/absence or quantification through SYBR Green-qPCR
of Frserium exysporum, F. falciforme, and F. brachvgibbosum, These are three filamentous
fungi species that are part of the fungal complex that, days before harvesting, cause vine
collapse, wilting and rotting of the crown, stem, and secondary roots of watenmelon plants
cultivated in the Nerthwest of México (Renreria-Martinez et al. 2018},

The diseases that canse the vine decline i cucurbits, like melon (Creumis melo) and
watennelon (Citradlis famanes) are cansed by microorgamsms of the soil and constitate the main
limitarion  in cocwrbits-producing  regions  worldwide.  The  causal  agents can  vary
Monasporascis cannonbalins (Beltran et al. 2008), Riizopyenis vagmm (Westphal et al. 2011).
Olpidium bornovanns (Stanghelling et al. 2014), Rhizoctonia sofani, Ceraobasidivm sp., and
some Fusarinm species (Renteria-Martinez et al. 2018), but the observed symproms are very
sumlar: suiken lesions, necrosis, rotting of secondary and terhary roots, which disable the plant
o get sufficient warer and minerals to sustain the acrial parts, and induce wilting and death of the
plants before the harvest. when temperatures and water stress favor the development of fungi.
This symptomatelogy causes diminished yields due to the production of fruits without
comunercial value. The fact that soine fungal species. together or separately. can cause shmilar

damage in the roots of watermelon plants. makes 1t necessary to count upon fast and accurate
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6B. and 7B present the SYBR Green-gPCR  dissociation curves {with their respective
temperature peak) and 5C, 6C. and 7C depict the standard DNA amplification curves of the three
specles.
Discussion

We describe two research protocols designed for the simultaneons detection through end point
PCR and for the diagnosis of the presence/absence or quantification throngh SYBR Green-qPCR
of Fusaritm oxysporum, F. falciforme, and F. brachygibbosum, These are three filamentons
fungi species that are pat of the fungal complex that, davs before harvesting. cause vine
collapse, wilting and rotting of the crown, stem, and secondary roots of watenmelon plants
cultivated in the Northwest of México (Renteria-hMartinez et al. 2008),

The diseases that canse the vine decline m encurbits, like melon (Cucwmis mefo) and
waternelon (Civrnflies fanatus) ave cansed by microorganisms of the soil and constinite the main
lmuration  in cuenrbits-producing  regions  worldwide. The causal  agents can  vary:
Monasporasens cannenballns (Beltran et al, 2008), Rivizopvenis vagrm (Westphal et al, 2011).
CHpidium bornevanns (Stanghelling et al. 2014), Rhizocronia sofani, Cerarebasidivm sp.. and
some Fresavinm species (Rentevia-Martinez et al. 2018), bur the observed symptoms are very
sunilar: sunken lesions, necrosis, totting of secondary and fertiary roots, which disable the plant
ro get sutficient water and minerals to sustain the aerial parts, and induce wilting and death of the
plants before the harvest. when temperatures and water stress favor the development of fungi.
This symptomatology causes dimimished yields due to the production of fruits without
comnercial value. The fact that some fungal species, together or separately. can cause similar

damage in the roots of watermelon plants. makes it necessary to count upon fast and accurate
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diagnosis tools, like PCR. The multiplex PCR and the real tune PCR have been used to detect
and quantify. respectively. diverse Fusarfum species (Y li-Mattila et al. 2017).

The design of pruner sets that allow amplifing two or more mugue DNA fragments m
the genome of a species generates amplicons that function as molecular markers that is useful for
the identification of that species so accuracy and speed of the diagnosis can be increased. On the
other side, the design of oligonucleotides that genevate mnplified fragments of different sizes
several species associated with a disease allows defecting them siultaneously. This would
allow analyzing a large number of samples, reducing the fume required for the diagnosis of the
disense-cansing agent to a maximal time of 3 b, The specific designed primers could be used to
detect pathogenic agents in gemmunation trayvs, water, seeds, soil, and/or vegetal tissue, even in
the absence of visible disease symptoms. Petkar and T (2017). throngh plate-connting of
seedlings, demonstrated thar the pistl, pericarp, or peduncle of the warternelon can be reservoirs
of Frsarium with the subsequent infection of the seed, without observing any symptom.

Real tune PCR provides more accurate informatien than the endpomt PCR and needs less
e, as 1t dispeises with the processing after amphification. The technology developed with the
fluorophores that are intercalated i the DNA, a5 SYBR Green, offers the advantage of
processing a large number of samples i a maxioum of 3 [ the optimal design of primers umst
be rigorons o avoid the amphfication of nou-specific products

Zhang et al. (2005} developed a spectfic SYBR Green-qPCR assay to detect and quantity
Fusarinm oxvsporum £ sp. siveum. based on the ITS region. However. although the ITS region
is widely used for the identification of fungi. nowadays, its use for the Fusarfum genus is not
considered determinant. because of the large diversity of species contained in this genus and the

low capacity to establish differences among very close individuals. as for example between F.

Page 10 of 32
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oxysporum and F. Braclveibbosum. The gene TEF-lo has the advantage of being highly
mformative at the species level. no non-orthologous copies have been detected. and it can be
aligned complefely i the phylogeny of the Fusarivm genus (Al-Hatmd ef al. 2016). Likewise, the
gene that codes for the RPB2 subundt has been widely nsed in the phvlogeny and barcoding of
Fusarinm (O'Donnell et al. 2013), and, although both loci are one copy. they allow 1o find
differences among verv close species,

Souls mfested with Frsarfum atfect the nonmal production by dinvnishing the vields as
they become deleterious and are no longer adequate, at least, for the affected crop, becanse of the
way in which Frsariim affects the plants. Chemical confrol alternatives focused on the
infegrated management of pests establish as a first step the precise identification of the pathogen
and other involved pests (Katan et al. 2012). In this sense, quantification of the Frsariten load in
real time offers the advantage of being able 1o perform diagnosis and decide. at the moement of
choosing the field and the cultivar, the fungicide o be applied, the amount and date of
application, efc.

In this work. 11 was possible to amplify vnique fragments for each one of the three
pathogenic Fusarinem species, without amplifying o DNA different from the target one. Six pairs
of oligonucleotides were designed to detect the presence of F. falciforme, F. oxysparim, and F
bracivgtbbosun, by means of end point PCR. and three pairs of oligonucleotides to detect and/or
quantify the presence of those fungi by means of SYBR Green-qPCR. Choosing one or the other
methodology will be in function of factors, like nmnber of samples. expected results. presence or
absence., monitoring of the moculum durimg the application of a treatment. etc. The accurate
diagnosis will allow choosing the adequate control method, which will dimmish the

environmental mmpact through the rational use of agrochemical products. According to the
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literature review. this seems to be the first attempt to simultanecusly identify and quantify.
through real time SYBR Green-qPCE. one part of the fungal complex responsible for root rotting

and death of waternnelon plants.
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Table 1. Specific primers designed to detect the presence of Fusariwm folciforme, F

brachvgtbboswm, and F. oxysperint causing roof rot 1n watermelon

Species Name Sequence 3-3° Locus | Size | Ta Fe¢
(bp)  [(°C) | (mM)
F. falciforme Ff EF-f CAC CGT AAGTCA [TEF-Ja | 621 |63 | 0075
AACCCT CATC
Ff EF-t GGG OGTCTGTTG 0075
ATT GTT AGT
Ff qEF-{* CAACAT CTACAG [TEF-ia | 129 60 0.2
ACC GGT CAC
Ff qEF4* GGA GGG AATTCG 0.2
TIG TGGAAT A
Ff RPB2-f AGT ATG AGGTGT | RPEZ 3a 63 0075
CGCTIGTTIC
Ff RPB2- CGT COG TGT TAT 0075
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CGTCATCTAC
F. oxvsporsm Fo EF-f CTCTCC TCG ACA  [TEF-Ia | 180 61 LR
ATGAGCTT
Fo EF-r CGA TCG AAG GGA 0.8
AAGTGACTAA
Fo RPB2-f |GTGTCC TGO CGA | RPB2 593 al 08
AACACCT
Fo RPB2-r GTG TCC TG CGA 0.8
AACACCT
Fo qRPB2-f* | ACC CGT CTT TAC RFB2 153 il 0.6
AGTTCATCA G
Fo qRPB2ar* | ATC AAG CCATCC 0.6
CATCCA AA
F. brachyegibbosion | Fb_EF-f CCCTCTTCC CAC  [TEF-Ta | 267 a3 0.1
AGTCATATTC
Fb_EF-r GTC TGA AGG GCG 0.1
TGT TAG TAT G
Fb_gEF-f* CCATCATIC GAC [JTEF-Ja | 155 ill] 1.0

TCGCTCT
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Fb_gqEFa* GAA TAT GAC TGT 1.0
GGG AAG

Fb RPB2-f ACAAGATACCCT | RPB2 447 3 0.1
CAC GCA AC

Fb RPB2-r ATCCTGCTT CTIG 0.1
TTC ACG ATAG

# = Primers for SYBR Green-qgPCE.

Ta = Aligmment temperature.

Fc = Final concentration of the primer in the reaction nuxture.

Page 18 of 32
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22 Fig. 1. Alignment of sequences in the segments used for the design of specific primers for
2f Fusarinm faleiforme. Fo brachygibbosum, and F. oxvsporum, (A} TEF-1a and (B): RPB2 (B).
27 The sequence corresponding to Trichaderma harzianum Las been mcluded to verity in silfico
29 specificity. Tdentical nucleotides are warked with an asterisk, Missing nncleotides are indicared

with dashes. All primers are i bold and those of qPCR ave underlined.
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Fig. 2. Specific fragments of DNA amplified with the three pairs of primers designed for each
Fusarinm species, according to Table 1. Lane 1t F. faleiforme, Lane 20 F. axysporton, Lang 3
F. Brachvgtbbosam, Lanes 4-T: Rhizectonia solani. Trickoderma harstonum. Ceratabasidinm sp.

and DEPC-water as negative controls, respectively. Lane 8: DNA marker.

Page 20 of 32
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[ R R

1% Fig. 3. Duplex PCR assay using two pais of pruners of loci TEF-Ja and RPE2 to detect the
presence of each Fusardfnm sp. in a mixture of fungal DNA. A) PCR produets amplified with
24 primers (a) Ff EF-f and Ff EF-r and {b) Ff RPB2-f and Ff RPB2-r. B) PCR products amplified
6 with primers (a) Fo EF-f and Fo_EF-r and (b) Fo_RPB2-f and Fo RPBZ2-r. C) PCR. products
8 amiplified with primers {a) Fb_EF-fand Fb_EF-r and (b} Fb_RPB2-f and Fb_ RPB2.r Lane 1: F
1 Jalciforme, Lane 2: F. oxvsporim, Lane 30 F. braclygtbbosum, Lanes 4-7: Riizocronia solami.
33 Trichoderma farziamum, Ceratebasidinm sp. and DEPC-water, as negative confrols respectively,

35 Lane 8: DNA marker

84



0 = O oLh B L Rd =

Plant Disease

Fig_ 4. Triplex PCR amplifying a specific fragment of gene RPE2 for the simultaneous detection
of three Frsariion species in the same reaction tube. Lane 1: (a) F. exyspornm = 593 bp, (b} F
brachvetbbosunr = 447 bp, and {c) F. falciforme = 360 bp. Lane 2: DEPC water. Lane 3: DNA

marker.
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19 Fig., 5. Construction of F. falciforme standard curve by SYBR Green-qPCR. A: Amplification
2] cmrve. 1-3, Ten-fold dilutions of total DNA (5 ng to 50 fz); 6, negative control: 7, Baseline, B

34 Melt curve (peak temperature at 34.81°C), C) Standard curve,
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Fig. 6. Construction of F. exysparnm standard curve by SYBR Green-gPCR, A Amplitication
curve. 1-5, Ten-fold diluiions of total DNA (100 ng to 0.01 pg):. 6. neganve conirol; 7, Baseline.

B: Melt curve (peak temperature at 84.37°C), C: Standard curve

Page 24 of 32
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12 Fig. 7. Construction of F. brachvgibbosum standard curve by SYBR Green-gPCR. A:
21 Amplification curve. -5, Ten-fold dilutions of total DNA (100 ng to 0.01 pg) & negative

24 control: 7. Baseline. B: Melt curve (peak temperature at 86.62°C). C: Standard curve.

88



-0 0NV B WA e

=1

Plant Disease

A A A R TS e R TS TR LTI TP s =
~TATTIR uwvvwmuw:umr—nm—m
ARARNTON AN TV A —— et OV

AR IO W AT LT A A—ar AT TR
hasa be bha
A EPTRTT I IOTOOOORA ATEIETOARTAMONIEIPAO (KTT F1
FYVEPT 7o b TN YT ATIIC D DIESIATICAT RITATTTOAY 2 WA 111
120, K abractipgs Human H200TOUN - OOCOTINATTICGIGOE TATE W ANATICATICA TV IRCRY 44
LIV Eayrmi oo AN e OGN T TR TA TP TUTUMAAUS AN S0 TAVERY 110

ATRIRTTS Tobmarh lanas "‘)““A

. . -

Tihers Lasie CATOR ARV MCTIVANTTTAOC AT G ITA N YACRTOGIM AT S48

oo ¥omatanl ATCTROURGTROGETYGTA Y N AL GOGANI ATOGA 1Y

BN HLI0 Kb sctnpg e ACTTOATAMCSGTOATIIU CINOCMGTRO OO AT SO ACRAGCUAN ARG, The

ML Songmpins TP ENCNCAC OO AT AT AN TGOS TN A VAN SEOOMA TATI 1 1)
. .o -

AT T L et lases

ITSVMYICA 2
FELIALTY Eomidand 3
|3

ETEINEIDTS iractipg | e i s ) sy e i
WLIATAN K e pwgrinan ? PETYRCCANT AT — 1%
. - -
ABRE Vobrs Lases AT A T AR AR T TS T A A T TR T LT
FEREAALI  asian) o = ot
LAISTERLAN 2 - I PAN ATIE
LS IR oy ETITACI T e .
ANLR 1L Taliarnlnaen AT T T O TR PO TEETITTTTITTTITTTTT S TTAAL 44
LALRE R PN P P mr.:un;mhrvﬁ:~ln-m1nﬂmwmnv-rmnv'tu;vu' L)
EXVIALID ¥ ey abnggs Mermme (ETTENETORTATY M1 TR TO BTN VAR VAT T we
FALLALAN Voneyrpeiree TR -rtmmrmvnma*vwmv—r—vm-wum- e
T
AT T Yobmirg Lavee finds Tasins ,)nmmmm TETTIN m)n.v.r\n'wr.nr o
K113 el AR AP A TTY O Y ATCATE AT TTEACAACALI T TERC 534
K2 10026 P btactrpgs tdwmmm ~—=—CARRTTCA A 1TV I AN AT DT ETROCRATCAT TN 231
WIELAY et T TR TN TOCITTTC TIT4« EN VAT TAA i1
o
AYNOR YIS Tohars famen nmn—mmmrxmwr.mmmu "
CONIMASATIIVAT *54

LA LA P T TUTS oA

DU NAITIOAT &)

PELIAARY £ et

o
WHEINIA B beantipgh s
NN L

ETUTOCTOCCAMAZEY
L L T 1T T b A Y AT ST RIS =
FAMANCT haca Lasan AN TN DT Mn'unnuum A e e S L
4 oer arrae e aw

A ﬂﬂllﬂ’”‘)l Rl LU L

FA ORI Fobirm ) i

Folaiviinres TASBIEIXLION ATA LTSN ICTAS A ATETIOTCAA PO VTS e ey
l uhllm Tihardiaban FATCALCCTC YLD A TATEE W ARG T T T RUTEAM O T AT
e R O PR

(ATOMTI AT ES VI ATAT AN AT U TANTTT AR TTUIT e
ATV RTTCUAN PR TCACTN YO AR T A M AT OAM T YT
Whaqu-mﬂvwamvnn.nw ]

rane V.bm l-«o

PO ATONE B brartipih e 43
WIRIEIN L E e e
0 R D e it

TN
AN TS AT Y ACEATTETT N IV T T mmuvmvmwn-n e

We 4h'ae.d4d bessdb 4 4h hasssesd Au wd e 44 asder’ 44
I A o b ORI T DR T T AN N u;mxmr::w\r.wwm‘m
Frasyueirae CRIENAS TN I TAN TURETEN AN
Yo tatritores CAITEAGTEACCRCNY AT AT CAAT M (AT T AT 0GOS TU N »rv
FAEINE Viburrhaven e ral nn-xm.rwmwunmu\r-/-‘)num SISO S0
“hme dsees b b sas bee bane [
WYETTORE T 1 AATRTTT -.ﬂ'u.rn SIS VIIVE
L L ENEATTOCRN DRV ATV AN RN
YIOE S Iairiinres CNRTTTI RN T YAV SRV AN ST YT -
AN Yobar AU Y WA TOEI T VA AN A S T IATTAM A AT AN e
B A Y -
YR N st s MWW:&&»NM»W)LM&M)MMM'
MIEXTOML K ot yeponis wrmruwnuama:um&mmumu
AITORE ¥ Ladrt focm PNADRN T
UL Tiburslasas -_n.-uunn O EIOON T

ek e eree 4 e 4k

&9

Page 26 of 32



7 Flant Disease
Page 27 of 32

o T

o =

701 14mm {144 % 144 DPI)
1%

45

90



0 = O oLh B L Rd =

Plant Disease

Fig, 3, Duplex PCR assay using two pairs of primers of loci TEF-10] and RPB2 to detect the presence of sach
Fusarium s, in & mixture of fungsl DMA, 8) PCR products amplified wikth primers (a) FF_EF-I and Ff_EF-r and
(b} Ff_RFB2-f and FFf_RPFE2-r. B) FCR products amplified with primers (a) Fo_EF-f and Fo_EF-r and (b}
Fo_RPB2-f and Fo_RPB2-r. £) PCR products amplified with primers (a) Fb_EF-f and Fb_EF-r and (b)
Fb_RPB2-f and Fb_RPB2-r. Lane 1: F. falciforme, Lane 2: F. oxysporum, Lane 3: F. brachygibbosum, Lanes
4-7: Rhizoctonie selani, Trichoderma harzianum, Ceratobasidium sp. and DEPC-water, as negative controls
respectively, Lape B: DNA marker.
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V. DISCUSIONES

Los resultados obtenidos y publicados en los manuscritos generados en la presente tesis
permitieron establecer que individualmente o en forma conjunta, al menos cinco especies
diferentes de hongos causan pudricion radicular y eventualmente la muerte de plantas de sandia.
En primera instancia, el andlisis de las caracteristicas morfologicas de los aislados permitio

identificar a dos géneros de hongos fitopatogenos: Rhizoctonia y Fusarium.

Posteriormente, mediante el analisis filogenético de secuencias concatenadas de ADN
(ITS y RPB2) se dilucid6 que el grupo de aislados detectados como Rhizoctonia estaba
conformado por los grupos anastomosicos AG-A y AG-F de Rhizoctonia binucleada
(teleomorfo: Ceratobasidium sp.), ademas de AG-4 delimitado como Thanatephorus praticola
(Mordue et al., 1989; Gonzélez et al., 2016) y AG-6 de Rhizoctonia solani (teleomorfo:

Thanatephorus cucumeris).

AG-F ha sido reportado como causante de pudricion radicular en sandia en Arizona, EUA
(Nischwitz et al., 2013) e Italia (Aiello et al., 2012). También es el agente causal de la
enfermedad en fresa (Sharon ef al., 2007), cempaxuchitl (Saroj ef al., 2013) y pistache (Alaei et
al., 2017). Hasta la fecha no existian registros acerca de la patogenicidad de Ceratobasidium

AG-A en sandia, pero si en remolacha azucarera y manzano (Wang y Wu, 2012).

Aiello et al. (2012) encontrd que 7. praticola y Ceratobasidium sp. AG-F forman parte
de un complejo de hongos que causan pudricion de raiz y declive de plantaciones de sandia en

etapa de produccion en Italia.

Los sintomas en raices y tallos de plantas infectadas con los aislados de Rhizoctonia
binucleada y polinucleada fueron similares: lesiones localizadas café-rojizas y ligeramente
hundidas en la base del tallo y de 0.2 a 2.0 cm de largo; llegando a afectar hasta un 90% de
sistema radicular (Meza-Moller et al., 2014).

El analisis filogenético de los aislados de Fusarium (con fragmentos de secuencias de los
genes: ITS, TEF-1a y RPB?2) permitio identificar la presencia de F. falciforme, F. oxysporum 'y
F. brachygibbosum.
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La especie predominante fue F. falciforme, inicialmente, este hongo fue identificado
como la morfoespecie politipica F. solani; sin embargo, en el arbol filogenético formé un clado
separado dentro del Fusarium solani Species Complex (FSSC). Siendo una de las especies
cripticas del Complejo. F. falciforme ha sido reportado como agente causal de marchitamiento

y pudricion de raiz en muy pocos cultivos.

Se ha reportado que F. oxysporum f. sp. niveum perteneciente al F. oxysporum Species
Complex (FOSC), es el principal responsable de marchitez vascular y muerte de plantas de
sandia causantes en el mundo. Los miembros de FOSC afectan a mas de 100 diferentes especies

vegetales (Lopez-Mondéjar et al., 2012).

Como producto de este trabajo, F. brachygibbosum perteneciente a Fusarium
sambucinum Species Complex (FSSC) fue reportado por primera vez como agente patégeno,
causante de marchitez en plantas de sandia (Renteria-Martinez et al., 2015). Los sintomas
presentados en sandia se parecen mucho a los ocasionados por la invasion de F. oxysporum.
Este hongo ha demostrado que ademas de causar marchitez vascular, puede ocasionar también
podedumbre, cancros y muerte regresiva en diferentes cultivos por lo que es de suma

importancia describir los morfotipos presentes.

Ante la falta de informacion alrededor del complejo de hongos causantes de la pudricion
radicular en los cultivos de sandia en Sonora y dado que las técnicas de identificacion
morfoldgica alin son ampliamente utilizadas, se realizd una descripcion y comparacion sobre
las caracteristicas macroscopicas y microscopicas distintivas de las diferentes especies de

Fusarium encontradas.

Se encontr6 que los morfotipos F. brachygibbosum encontrados, presentaron
clamidosporas sencillas o dobles, de pared gruesa, intercalares y terminales. Monofialides cortas
y escasas polifialides. Macroconidios con células apicales en ligera forma de gancho y células
basales con forma tipica o ligera forma de pie, concordando con lo citado por Padwick (1945).
El mayor grosor de paredes fue distintivo en las clamidosporas de F. brachygibbosum. La
morfologia de los macroconidios fue diferente en las tres especies. Una caracteristica distintiva
en los morfotipos de F. falciforme fueron las monofialides largas y delgadas; mientras que en

los de F'. oxysporum fue la ausencia de septos en los microconidios.
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El color de la base del medio, el tipo de células conidiégenas, ademas de la morfologia y
tamafio de las macroconidias pueden hacer que F. brachygibbosum sea identificado
erroneamente como F. oxysporum, que se considera el mas comun en la mayoria de los cultivos
de la region. El grosor en la pared de las clamidosporas y la ausencia o presencia de septos son

las caracteristicas que pueden diferenciar entre las dos especies.

Los posibles errores y lo tardado de la identificacion basada en el cultivo y el analisis
morfologico de los hongos fitopatdogenos hacen que se incremente la necesidad de desarrollar
protocolos de identificacion y cuantificacion rapida, en ese sentido las herramientas de PCR

multiple y qPCR cuantitativa, son las opciones mas eficientes.

Las técnicas de PCR multiple y PCR en tiempo real se han utilizado para detectar la
presencia y para cuantificar, respectivamente, complejos de especies de Fusarium (Y1i-Mattila

etal., 2017).

La precision y la rapidez del diagnostico se logran mediante el uso de iniciadores capaces
de amplificar dos o mas fragmentos de ADN especificos en el genoma de una especie. Dichos
fragmentos funcionan como marcadores moleculares utiles para la identificacion de dicha
especie. Asi, el disefio de oligonucledtidos que generen fragmentos amplificados de diferentes
tamafios en varias especies asociadas a una enfermedad hace posible detectar la presencia de

dichas especies en forma simultanea.

La PCR en tiempo real provee informacion mas precisa que la PCR punto final y en
menor tiempo, ya que prescinde del procesamiento posterior a la amplificacion. La tecnologia
desarrollada con los fluoréforos que se intercalan en el ADN, como el SYBR Green, ofrece la

ventaja del procesamiento de un gran nimero de muestras en un tiempo maximo de 3 h.

Los marcadores elegidos han sido previamente estudiados en filogenia de Fusarium. El
gen TEF-1o tiene la ventaja que es altamente informativo a nivel de especie, no se han detectado
copias no ortologas, y es completamente alineable en la filogenia de este género (Al-Hatmi et
al., 2016). De igual manera, el gen que codifica para la subunidad RPB2 ha sido ampliamente
utilizado en filogenia y cddigo de barras de Fusarium (O’Donnell ef al., 2013) y aunque ambos
loci son de una sola copia, permiten encontrar diferencias entre especies muy cercanas. La

cuantificacion de la carga de Fusarium en tiempo real ofrece la ventaja de poder realizar el
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diagnostico y tomar las decisiones al momento de elegir el campo, el cultivar, el fungicida a

aplicar, la cantidad y fecha de aplicacion, etc.

De acuerdo a la revision de literatura, parece ser que este es el primer intento sobre la
identificacion simultanea y cuantificacion por PCR tiempo real SYBR Green de una parte del

complejo de hongos que causa pudricion en raiz y muerte de plantas de sandia.

Finalmente, de acuerdo a comunicaciones personales con responsables del area de
produccion de plantulas de sandia (Ing. Leonel Ibarra Chaparro, Ing. Agramoén, Ing. Wendy) las
variedades que se cultivan en Sonora son: Joy Ride, Summer Breeze, Tailgate (Seminis® de
Bayer Group), Excursion, Fascination, Sugar Red, Sweet Dawn (Syngenta®), 7187, 7197 y
Embasy (Nunhem®). La informacién mostrada en las paginas web de las compaiiias establece
que la resistencia de estas variedades es principalmente, contra F. oxysporum. En este trabajo,
de los 45 aislados obtenidos, solo dos correspondieron a F. oxysporum, ambos provenientes de
la misma zona de muestreo. Esto explica la alta incidencia de enfermedades radiculares y

vasculares debido a que estas enfermedades son ocasionadas por un complejo de hongos.
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VI. CONCLUSIONES

La pudricién de raiz, marchitez, colapso y muerte en plantas de sandia en la Costa de
Hermosillo y el Valle de Guaymas (Sonora) es causada por un complejo de hongos
pertenecientes a los géneros Fusarium, Rhizoctonia y Ceratobasidium.

Fusarium oxysporum f sp niveum no es el principal agente causal de marchitez vascular y
muerte de plantas en la zona de estudio.

Fusarium falciforme, F. brachygibbosum, Thanatephorus praticola (Rhizoctonia solani
AG-4) y Ceratobasidium spp. son reportados por primera vez en el presente trabajo como
causantes de pudricion radicular y marchitez de plantas de sandia.

Es posible identificar grupos anastomosicos de especies de hongos pertenecientes a la
familia Ceratobasidiaceae mediante filogenia multilocus sin necesidad de contar con los
cultivos tipo.

Caracteristicas morfoldgicas microscdpicas como el grosor de paredes en las clamidosporas,
la morfologia de los macroconidios, el tipo de células conididgenas y la presencia o ausencia
de septos en microconidios son lo suficientemente diferentes entre F. brachygibbosum, F.
falciforme y F. oxysporum y pueden servir para diferenciarlos.

El porcentaje de dafio causado por cada especie encontrada y definida por filogenia

molecular y morfologia es diferente.
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VII. RECOMENDACIONES

e Ampliar y continuar con el diagnéstico con PCR multiple y qPCR en la temporada otofio-
invierno y aumentando el nimero de campos muestreados llevando cuidadosamente el
registro de las variedades cultivadas, incluidas los portainjertos, aun en ausencia de
sintomas; ademds, monitorear el comportamiento del indculo ante las medidas de control
empleadas en cada campo.

e Analizar con los protocolos disefiados para la deteccion y cuantificacion de patdgenos
causantes de pudricion radicular las variedades de semillas mas utilizadas en la region con
el objetivo de rastrear y determinar el origen del inoculo.

e Realizar pruebas especificas con aislados representativos de cada especie y cada grupo
anastomosico con los fungicidas comerciales existentes para determinar cual es la dosis mas
efectiva para cada uno de ellos.

e Realizar andlisis filogenéticos orientados a identificar las razas de Fusarium oxysporum
presentes en los campos agricolas de la region para determinar los cultivares o variedades
de sandia susceptibles.

e Buscar otros morfotipos de Fusarium brachygibbosum para incrementar el conocimiento
acerca de la morfologia de la especie.

e Estandarizar protocolos de PCR multiple y qPCR para los hongos patdégenos pertenecientes
a los géneros Rhizoctonia y Ceratobasidium.

e (Cuantificar por qPCR en tiempo real la carga fingica de las especies de hongos patdgenos
a partir de suelo y planta con el fin de determinar los niveles de indculo a los cuales se
presenta la enfermedad.

e Determinar la influencia de factores edaficos (tipo de suelo, textura, pH, conductividad
eléctrica, contenido de humedad, temperatura, niveles de nutrientes y microbiologia del
suelo) en la variabilidad de poblaciones de los hongos patégenos encontrados.

e Realizar estudios del microbioma del suelo y aislar agentes de control bioldgico de plantas

sanas de sandia.
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e Establecer una coleccion de cultivos con organismos patogenos aislados para contar con
cultivos tipo en investigaciones posteriores que sean susceptibles de ser manejados con

agentes de control bioldgico.
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