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RESUMEN

Se determinaron las variaciones patogénica e
isoenzimatica de aislamientos de Fusarium spp.
asociadas con la pudricion de tallo y raiz de un cultivar
de vainilla en la regién del Totonacapan, Veracruz,
Meéxico. Los patrones de patogenicidad y los perfiles
de bandas esterasas de los aislamientos evaluados
demostraron que no solo existe variabilidad
morfoldgica y patogénica, sino también un alto grado
de variabilidad bioquimica dentro de los hongos
causantes de la pudricién de tallo de Vanilla planifolia
Jacks. ex Andrews. La produccion de algunas esterasas
(banda Rf = 0.75) al parecer esta asociada con el grado
de patogenicidad de los hongos, ya que no se detectd
su presencia en los aislamientos que resultaron no
patogénicos para este cultivo. Este marcador
bioquimico podria ser una alternativa rapida, confiable
y econdmica, con relacion a otras tecnologias
moleculares ya establecidas para evaluar el grado de
patogenicidad de Fusarium spp. en V. planifolia, asi
como de otras especies 0 razas de este género,
causantes de la pudricidn de tallo y raiz en el cultivo.

Palabras clave: Variabilidad; esterasas; patogenicidad,;
Vanilla planifolia.

INTRODUCCION

El género Fusarium comprende un grupo amplio y
heterogéneo de especies de hongos con gran
importancia como contaminantes de alimentos en la
industria y como agentes patogénicos en la agricultura
(Manicom et al., 1987). Dentro de las especies
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SUMMARY

This study determined the pathogenic and isozymic
variations of Fusarium spp. isolates associated with
the stem and root rotting of a vanilla cultivar in the
Totonacapan region, Veracruz, Mexico. Pathogenicity
patterns and esterase isozymes profiles of the isolates
evaluated revealed that not only morphological and
pathogenic variability exists, but also a high level of
biochemical variability within the fungi responsible
for stem rotting in Vanilla planifolia Jacks. ex
Andrews. The production of some esterases (band Rf =
0.75) appears to be associated with the pathogenicity
of the fungi, since their presence was not detected in
the isolates that were non pathogenic to the crop. This
biochemical marker might be a fast, reliable and
inexpensive alternative, in relation with other well
established molecular technologies, to assess the
pathogenicity of Fusarium spp. in V. planifolia, as well
as other species or races of this genus that cause stem
and root rotting in the crop.
Key words: Variability; esterases;
Vanilla planifolia.

pathogenicity;

fitopatdgenas de Fusarium se presentan formas
especiales que requieren ser identificadas a detalle.
Durante afios, la identificacion de las especies de
Fusarium y sus razas se ha basado en la especificidad
del hospedero (Puhalla, 1985), al igual que en las
caracteristicas morfolégicas de las estructuras
reproductivas (Summerell et al., 2003). No obstante,
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no es posible identificar las especies de Fusarium
empleando sélo la morfologia de las estructuras
reproductivas, debido a que las condiciones
ambientales afectan su expresion, y repercuten en la
presencia, tamafio y/o forma de las esporas (Puhalla,
1985; Leslie y Summerell, 2006).
Complementariamente, se han empleado marcadores
bioguimicos basados en la variacién en los patrones de
bandas de proteinas (Annis y Goodwin, 1997) e
isoenzimas (Bonde et al., 1993), ademas de
inmunocelectrogramas ~ (lannelli et al., 1983),
reacciones de anticuerpos monoclonales (Abd-el-
Rehim y Fadel, 1980) y mas recientemente, diversos
tipos de marcadores moleculares (Narayanasamy,
2008).

Si bien las isoenzimas han sido utilizadas para
distinguir la taxa de numerosos hongos vy la relacién
que guardan con otras especies fangicas, también han
mostrado ser Utiles para distinguir la variacion
presente entre cepas patogénicas y no patogénicas. Las
variantes isoenzimaticas, al igual que otras proteinas,
juegan roles importantes para la adquisicion de
nutrientes, colonizacion del sustrato e interacciones
ecoldgicas (Walton, 1994; De Vries, 2003). Es por ello
que las variantes electroforéticas de isoenzimas han
resultado ser una herramienta eficiente para determinar
la identidad de patogenos flingicos (Elias y Schneider,
1992; Bonde et al., 1993; Huss et al., 1996). Entre las
isoenzimas que méas se han ocupado con este fin se
encuentran las esterasas. Estas son enzimas hidrolasas
que tienen como funcién romper los enlaces éster
presentes en la estructura de hemicelulosa y de pectina
de las paredes celulares de las plantas, ayudando asi a
que los hongos sapréfitos y patdgenos puedan
degradarlas y utilizar los contenidos celulares como
nutrientes (Mendgen et al., 1996; Williamson et al.,
1998). Para la identificacion de cepas de hongos
patogénicos, ademas de las esterasas se ha demostrado
la utilidad de otras isoenzimas, como las fosfatasas y
las deshidrogenasas (Narayanasamy, 2008).

Por otra parte, debido a su origen clonal y a su
propagacion vegetativa, la vainilla cultivada presenta
una base genética estrecha (Minoo et al., 2008), lo que
la convierte en una especie susceptible a un gran
nimero de enfermedades causadas principalmente por
patdgenos como Fusarium oxysporum (Alconero,
1968), Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc.
(Talubnak y Soytong, 2010) y Phytophthora sp. (Bhai
y Thomas, 2000). Fusarium es el género mas
estudiado entre los que causan enfermedades en el
cultivo. Se han aislado doce especies de este género
asociadas con la enfermedad (Pinaria et al., 2010). No
obstante, se considera que F oxysporum f. sp. vanillae
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es el agente causal de dicha enfermedad, dada su
amplia distribucion en areas donde crece y se cultiva
vainilla (Alconero, 1968; Liew et al., 2004; Pinaria et
al., 2010). Este hongo muestra un alto nivel de
especificidad y se clasifica en mas de 120 formas
especiales y razas (Summerell et al., 2003). Pese a la
importancia de F oxysporum en vainilla, no se ha
evaluado la patogenicidad ni se han realizado analisis
moleculares entre los miembros conocidos de F
oxysporum f. sp. vanillae (Summerell et al., 2011). El
objetivo de este trabajo fue comparar los niveles de
patogenicidad entre los aislamientos de Fusarium spp.
obtenidos a partir de tallo y raiz de vainilla con
sintomas de pudricion, para analizar si las variantes
esterasas detectadas en estos aislamientos se pueden
asociar con la patogenicidad expresada.

MATERIALES Y METODOS
Aislamiento de hongos

El material bioldgico se obtuvo de una huerta de
vainilla localizada en la comunidad de Francisco
Sarabia, Papantla, Ver. (20° 21° Lat. N y 97° 30’ Long.
0). Se colectaron muestras de tejidos (tallo, raiz y
hoja) de vainilla que presentaban pudricion. Estas
fueron procesadas en el Laboratorio de Alta
Tecnologia de Xalapa S. C., con el proposito de aislar
los hongos presentes. Las muestras se lavaron con
agua corriente y se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 2 % durante 1 min. Posteriormente, se
enjuagaron dos veces con agua destilada estéril. De la
zona circundante al dafio se tomaron dos fragmentos
de tejido (~5x5 mm) y se colocaron en cajas Petri que
contenian medio de cultivo. Se emplearon dos tipos de
medio de cultivo: papa-dextrosa-agar (PDA)
(DIBICO) y Czapek dox (Bioxon). Las cajas se
colocaron en incubadora microbioldgica (BG Mod E-
71) a 25%1 °C hasta observar desarrollo micelial (24-
36 h). Un fragmento de micelio se transfirié con un asa
de siembra microbiol6gica a medio PDAYy se incubé a
251 °C durante 5 dias o hasta la produccion de
esporas, con las que se prepar6 una suspension en agua
destilada estéril. Con la ayuda del microscopio (Carl
Zeiss, Axiostar) se seleccionaron tres esporas y se
sembraron individualmente en medio PDA para
obtener cultivos puros (Leslie y Summerell, 2006).
Los hongos aislados se identificaron
morfoldgicamente a nivel de género.

Pruebas de patogenicidad
Para las pruebas de patogenicidad se empled un disefio

completamente aleatorizado, con cinco repeticiones,
realizado en dos ocasiones. Se colectaron hojas de
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vainilla sanas, se lavaron con solucién de jabén liquido
y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2 %
durante 2 min. Posteriormente, se enjuagaron dos
veces con agua destilada estéril. En cada hoja se
colocd un fragmento (~5 mm de didmetro) de medio
de cultivo PDA maés micelio de cada aislamiento de
siete dias de incubacidn a 25+1 °C. Como testigo se
emplearon hojas de vainilla sanas con un fragmento de
medio sin micelio. Las hojas se incubaron en camara
himeda a 25+1 °C, con 100 % de humedad relativa
durante 12 dias. El nivel de patogenicidad se
determiné mediante el porcentaje de dafio en las hojas,
considerando el area de la zona dafiada (cm”) con
respecto al area total de la hoja, medidos con un
determinador de area foliar (3100 LI-COR). Con los
porcentajes de dafio resultantes se establecieron tres
niveles de patogenicidad: 1) No patogénicos,
aislamientos que no dafiaron las hojas (0 %); 2)
Patogenicidad moderada, dafio menor a 30 % respecto
al area total de la hoja; y 3) Altamente patogénicos,
aislamientos que provocaron dafio en mas de 30 % del
area de la hoja.

Andlisis isoenzimaticos

Los anélisis isoenzimaticos se llevaron a cabo a partir
de cultivos de Fusarium spp. de tres periodos de
desarrollo (4, 8 y 12 dias) en medio PDA crecidos a
25+1 °C.

Extraccion de proteinas

Una vez concluida cada etapa de crecimiento, se
transfirieron 0.5 g del micelio desarrollado en la
superficie del medio a un tubo de ensayo que contenia
1 mL de solucién amortiguadora de extraccion [0.2 M
de KH,PO,4 pH 7.5, 10 % PVP-40 (Sigma), 0.1 % B-
mercaptoetanol (Promega) y 0.3 % albdmina de huevo
(Hycel)] (Conkle et al., 1982). El micelio se macero
con un homogeneizador de varilla (OMNI TH) y
posteriormente se centrifugd a 13000 g durante 10 min
a 4 °C. El sobrenadante obtenido de cada muestra se
transfirio a un tubo estéril y se guard6 a -20 °C hasta
su uso en la separacién electroforética.

Electroforesis

La separacion electroforética de proteinas se realizé en
un sistema discontinuo de geles de poliacrilamida
(PAGE) (Davis, 1964; Ornstein, 1964) adaptado a la
técnica de lamina vertical. Para ello, se colocaron 50
ML de muestra en geles de poliacrilamida de 5 % para
la zona de compactacién y de 8.5 % para la de
separacion y de 1 mm de grosor. Como tampon de
corrida se utilizd una solucion de Tris-Glicina (tris
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base 0.009 M, glicina 0.07 M), pH 8.3 (Maheswaran y
Sree Rangasamy, 1988). El corrimiento se efectu6 a 45
mA durante 2 h, con una fuente de poder (Consort
E714).

Tinciéon de isoenzimas esterasas

Después de concluida la separacion electroforética, los
geles se incubaron en 50 mL de acido bérico 0.5 M,
durante 25 min, a 4 °C. Posteriormente, se enjuagaron
con agua destilada estéril y se colocaron en solucién
de tincion [50 mL de tampdn fosfato: 0.13 M
NaH,PO, y 0.12 M de Na,HPO,, pH 5.9, 2 mL de 1
naftil acetato al 2 % (Sigma), 1 mL de 2-naftil acetato
1 % (Sigma) y 80 mg de Fast Blue RR (Sigma)]
(Hebert y Beaton, 1993). Concluida la tincion, los
geles se lavaron con agua destilada y se almacenaron
en solucién fijadora (acido acético 7%). Los geles se
fotografiaron con una camara fotogréafica (Olympus
Stylus 850 SW), sobre un transiluminador de luz
blanca. Los patrones de bandas obtenidos se
registraron con base en el nUmero y movilidad relativa
(Rf) de cada una de las bandas reveladas.

Analisis de datos

Los datos obtenidos en la prueba de patogenicidad se
procesaron mediante un analisis de varianza, seguido
de separacion de medias (Tukey, P = 0.05). Los geles
se analizaron mediante una matriz binaria, donde el
valor 0 se asigné a los casos de ausencia de bandas y
el valor 1 para la presencia. Sobre esta base se realizé
un analisis de conglomerado de clasificacion
jerarquica (coeficiente de Jaccard) y el método
UPGMA como algoritmo de ligamiento para la
clasificacion de las cepas, empleando el programa
NTSYTv. 2.

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento de hongos fitopatdgenos

A partir de las muestras de tejido de vainilla dafiado se
obtuvieron 189 crecimientos flngicos que, de acuerdo
con sus caracteristicas macroscopicas, correspondieron
a los géneros Fusarium (Leslie y Summerell, 2006) y
Colletotrichum (Barnett y Hunter, 1998). Los
aislamientos de Fusarium desarrollados en medio PDA
presentaron  variacion en las  caracteristicas
macroscopicas coloniales (color y textura), lo que
permitié ordenarlos en seis grupos distintos (datos no
mostrados). Las  observaciones  microscopicas
mostraron estructuras tipicas del género Fusarium,
como son la presencia de macro y microconidios
(Leslie y Summerell, 2006). Debido a que Fusarium es
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el Unico género que se sabe causa pudricion y
marchitez de tallo y raiz en vainilla (Alconero, 1968),
la determinacion de la variabilidad patogénica e
isoenzimética se centrd  exclusivamente en
aislamientos de este género. Para ello se consideraron
a los seis grupos distintivos por sus caracteristicas
macroscopicas coloniales.

Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad mostraron diferencias
significativas (F = 34.06, P < 0.001) en la capacidad
patogénica de los aislamientos. De los seis
aislamientos de Fusarium spp. evaluados, dos
resultaron altamente patogénicos (H2, H3) al dafiar la
hoja en més de 30 % (Figura 1). El aislamiento H2
presentd el mayor grado de patogenicidad (Figura 2).

a) b) c)

Figura 1. Dafios provocados por los aislamientos de
Fusarium spp. a hojas de vainilla 12 dias después de
inoculados: a) Aislamiento H2; b) Aislamiento H3; c)
Testigo.

Por otra parte, los aislamientos H1, H4 y H6 mostraron
niveles de patogenicidad moderada, ya que menos de
30 % de la hoja present6 sintomas de la enfermedad.
No se observaron diferencias significativas entre estos
aislamientos. El aislamiento H5 no caus6 dafio a los
tejidos de vainilla y se considerd un aislamiento no
patogénico (Figura 2).

Una caracteristica del género Fusarium es su gran
variabilidad patogénica dentro de las especies, misma
que se manifiesta en la existencia de numerosas razas
fisiologicas (Andres et al., 2001). Tombe et al. (1993)
y Pinaria et al. (2010), mencionan que existe un
amplio rango de especies de Fusarium asociadas con
la pudricion de tallo en Indonesia, sin embargo,
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atribuyen la enfermedad a Fusarium oxysporum f. sp.
vanillae. Adicionalmente Pinaria et al. (2010)
consideran que las especies F pseudocircinatum, F
napiforme y F polyphialidicum son saprofitas o
colonizadoras endofiticas de la vainilla. Lo anterior
pudiera explicar los resultados de este trabajo. No
obstante, se requieren estudios adicionales que
profundicen en el conocimiento de la base genética de
Fusarium spp., cohabitante con los cultivos de vainilla
en Meéxico. De esta forma se podria precisar su
identidad y su variabilidad, ya que segin Ploetz
(2006), a pesar de que en el trépico se han realizado
numerosas investigaciones enfocadas a estudiar las
enfermedades causadas por Fusarium spp., se ha dado
poca atencion a las que ocurren en hospederos
perennes, como el caso de vainilla.
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Figura 2. Variacién en capacidad patogénica de seis
aislamientos de Fusarium spp. 12 dias después de
inoculados (H1-H6 = seis aislamientos; T- testigo).
Barras = error estandar (5 rep.). Letras distintas
indican diferencia significativa (Tukey, P < 0.05).

Andlisis isoenzimaticos

Los andlisis isoenzimaticos a los cuatro dias de
incubacién de los hongos revelaron cuatro patrones
distintivos de actividad esterasa: 1) H1; 2) H2; 3) H3 y
H4, 4) H5 y H6 (Figura 3a). Resalta la similitud entre
los aislamientos H3 y H4, dada la presencia de dos
bandas monomoérficas comunes, ademas de que no se
detectaron variantes esterasas en los aislamientos H5 y
H6. A los ocho dias de desarrollo fangico, se distingue
el aislamiento H2 con mayor actividad esterasa, por
presentar cuatro nuevas bandas con respecto a la
primera etapa de crecimiento. Dos de estas bandas,
con valores de Rf de 0.65 y 0.75, resultaron distintivas
para el aislamiento H2, mientras que la banda con Rf
0.70 resulté monomorfica con el aislamiento H1.
Continuaron sin apreciarse, en esta etapa, bandas
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esterasas en los aislamientos H5 y H6 (Figura 3b). A
los doce dias se observaron seis bandas de actividad
esterasa, las cuales resultaron polimoérficas (100 %).
Fue hasta este periodo cuando la presencia de bandas
esterasas en H5 y H6 resultaron distintivas para
diferenciar los aislamientos (Figura 3c, Figura 4). Por

otro lado, aln con la aparicion de una nueva banda
esterasa (valor Rf 0.75) en H3 y H4, estos aislamientos
continuaron sin diferenciarse entre ellos (Figura 3c,
Figura 4), lo que denota que existe una notable
similitud genética entre los mismos.

a) b) c)

H1 H2 H3 H4 HS H6 H1 H2 H3 H4 HS H6 H1l H2 H3 H4 HS5 H6
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Figura 3. Zimograma donde se representa la movilidad relativa (Rf) de las bandas de esterasas producidas por los
aislamientos de Fusarium spp.: a) cuatro, b) ocho, y c) doce dias de incubacion a 25+1 °C en medio PDA. NUmeros
en encabezado corresponden a los aislamientos y los verticales al valor de Rf.

La presencia de bandas fuertemente tefiidas (Rf 0.70 y
0.75) en el aislamiento H2 a los ocho dias de
incubacion (Figura 4), coincidié con el momento de
inicio del proceso patogénico en las muestras de
tejidos evaluadas en las pruebas de patogenicidad.

a) b)
Valor - H5 H6 H4 H3 H1 H2 HS5 H6 H4 H3 H1 H2
s . : = —_— SRR
4 J

Figura 4. Perfiles electroforéticos en gel de
poliacrilamida de isoformas esterasas producidos por
los aislamientos de Fusarium spp.: a) ocho, y b) doce
dias de incubacion a 2511 °C en medio PDA. NUmeros
en encabezado corresponden a los aislamientos y los
verticales al valor de Rf.

De acuerdo con el andlisis de conglomerados, a los
doce dias de desarrollo se observan tres grupos (Figura
5), donde el grupo | se conformo por los aislamientos
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que presentaron mayor patogenicidad (H2, H3 y H4);
el grupo Il por aislamientos moderadamente
patogénicos (H1 y H6), y el grupo Il por el
aislamiento no patogénico (H5).

Si bien el aislamiento H5 (no patogénico) pudo
separarse del resto de los aislamientos que si
presentaron un grado de patogenicidad, se observd que
presenta similitud con el grupo | (aislamientos mas
patogénicos), lo que esta dado por la banda Rf = 0.30,
presente en los cuatro aislamientos en cuestion. En
cambio, el grupo de aislamientos patogénicos se
caracterizaron por tener una banda (Rf = 0.75), no
presente en H5 ni en el resto de los aislamientos. Con
base en lo anterior, las bandas encontradas pudieran
tener valor diagnostico para futuros trabajos de
patogenicidad relacionados con la pudricion de la raiz
y tallo de vainilla. Se sabe que los aislamientos
fitopatdgenos de Fusarium solani f. sp. pisi presentan
dos isoenzimas de cutinasa y una esterasa no
especifica en su fluido extracelular, las cuales estan
relacionadas con su grado de patogenicidad (Purdy y
Kolattukudy, 1975), por lo que en algunos casos se
puede encontrar una clara correlacion entre la
actividad isoenzimatica y el grado de patogenicidad
(Liu y Sinclair, 1992; 1993; Laroche et al., 1992;
Neeraja et al., 2002).
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Figura 5. Dendrograma del anélisis de conglomerado efectuado a los datos de bandas de actividad esterasa de los
aislamientos de Fusarium spp., cultivados en medio PDA durante doce dias.

Por otra parte, el uso de isoenzimas esterasas ha
resultado de gran utilidad para distinguir diferentes
aislamientos de especies relativamente cercanas de
Fusarium, dado que los patrones isoenzimaticos
obtenidos permiten conocer la relacion genética
existente entre aislamientos, aunque sus caracteristicas
morfolégicas sean distintas. Al respecto, Laday y
Szécsi (2001), realizaron un estudio intraespecifico de
Fusarium spp., en el cual los patrones isoenzimaticos
mostraron que F. graminearum estd mas cercanamente
relacionado con F cerealis y F culmorum que con F
pseudograminearum; sin  embargo, la similitud
morfoldgica  de F.  graminearum 'y F
pseudograminearum no refleja su diversidad genética.

CONCLUSION

La variabilidad patogénica exhibida por los
aislamientos de Fusarium spp. en hojas de vainillay el
alto polimorfismo de isoformas esterasas que
presentan, resultan de utilidad para futuros estudios
taxonomicos. El andlisis de isoformas esterasas podria
resultar de valor diagnostico para el grado de
patogenicidad, en especial la variante de esterasas
(banda Rf = 0.75) presente en los aislamientos
altamente patogénicos (H2, H3 y H4). La variabilidad
isoenzimatica y patogénica de Fusarium spp. en
vainilla, podria ayudar al establecimiento de
estrategias que hagan eficiente el manejo de este
patdgeno en los cultivos establecidos.
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