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RESUMEN

El cultivo del ajo (Allium sativum L.) es de importancia econdmica y social en el sur de
Nuevo Ledn. Debido a la observacion de sintomas en el campo como un menor
desarrollo y secado prematuro de hojas, detencién del crecimiento y pudricién del
bulbo incluso la muerte de plantas, y ante el desconocimiento del agente causal y los
dafios potenciales en su productividad, se realizé la presente investigacion con el
objetivo de identificar el patdgeno responsable de la enfermedad, estimar su incidencia
y evaluar sus dafios. Se recolectaron plantas de ajo sintomaticas en cinco parcelas de
productores cooperantes, y se realizaron aislamientos y purificacion de hongos en
medio de cultivo PDA, los cuales fueron caracterizados morfolégica y molecularmente
mediante la amplificacion por PCR y su posterior secuenciacién de las regiones
espaciadoras intergénicas (ITS) y del gen B-tubulina. Se logré el aislamiento de 65
cepas de las diferentes parcelas, quedandonos al final solamente con cuatro
aislamientos. De acuerdo con la caracterizacion morfolégica y molecular de los
aislamientos, se identificé a Fusarium oxysporum y F. proliferatum como causantes de
la enfermedad. Se estimé la incidencia relativa de la enfermedad en el 72% de la
superficie dafiada, promedio de los cinco lotes; y la incidencia absoluta desde 0.42
hasta 4.47% de la superficie total. En la prueba de patogenicidad, los primeros
sintomas se observaron a los 13 dias de ser inoculadas las plantas con las dos
especies, identificandose de manera visual y morfolégica a F. oxysporum. Se
detectaron diferencias estadisticas significativas entre plantas sanas y enfermas en la
mayoria de las variables morfologicas de las plantas incluyendo el rendimiento. Se
estimé que el peso fresco de los bulbos se redujo un 2.36% debido a la enfermedad

en la superficie total estudiada.
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ABSTRACT

The cultivation of garlic (Allium sativum L.) is of economic and social importance in the
south of Nuevo Ledn. Due to the observation of field symptoms of premature drying of
leaves with less development, growth arrest and rotting of the bulb, even causing the
death of garlic plants, and due to the lack of knowledge of the causal agent and
potential damages in the productivity, this research was carried out to identify the
pathogen responsible for the disease, estimate its incidence, and evaluate its damage.
Symptomatic garlic plants were collected in five plots of cooperating producers, and
isolations and purification of fungi were carried out in PDA culture medium, which were
morphologically and molecularly characterized by PCR amplification and subsequent
sequencing of intergenic spacer regions (ITS) and of the B-tubulin gene. The isolation
of 65 strains from the different plots was achieved, and according to the morphological
characterization of the colonies and the DNA sequences, Fusarium oxysporum and F.
proliferatum were identified as responsible for the disease. The relative incidence of
the disease was estimated in 72% of the damaged area average of the 5 plots, and
absolute incidence was from 0.42 to 4.47% of the total area studied. Relative to
pathogenicity test, the symptoms began 13 days after inoculation, and we recovered
the fungus F. oxysporum. There were statistical differences between health and sick
plants in most of the morphological features of the plants including yield. Fresh weight

of the bulbs was reduced in 2.36% in the total studied area due to the disease.
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1. INTRODUCCION

El ajo (Allium sativum L.) pertenece a la familia de las Alliaceas en la taxonomia
moderna. Se cree que es originario del antiguo Turkestan, en los limites con China,
Afganistan, e Iran (hoy Turkmenistan, Kirguisistan Kazajstan, Tayikistan y Uzbekistan),
desde donde se distribuy6 hacia el este a China e India, y hacia el oeste, al norte del
Continente Europeo, y a las costas del Mar Mediterraneo, dando lugar a los diversos
cultivares que hoy se conocen (Burba, 2003).

En el afio 2020 la produccion obtenida de ajo en el mundo fue de 28.05 millones
de toneladas (ton), con una superficie cosechada de 1.63 millones de hectareas (ha),
por lo que el rendimiento promedio mundial fue de 17.2 ton ha 1. China es el principal
productor de ajo a nivel mundial seguido por Bangladesh (FAOSTAT, 2022). México
ocupa el lugar 18° con siembras de mas de 6,783 ha al afio. Se cultiva en 21 entidades
del pais, los principales estados productores son Zacatecas, Guanajuato, Puebla, Baja
California y Sonora, estados que aportan el 87.1 % de la produccion nacional, otras
entidades que también producen este alimento son Veracruz, Aguascalientes, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Querétaro, Durango y San Luis Potosi. La produccion nacional de ajo
crecié 4.3 % al cierre del afio 2020 comparado con el afio anterior, con un volumen de
86 mil 500 ton, lo que ha permitido al pais ubicarse como el noveno exportador mundial
de esta hortaliza, para el 2022 creci6 5.12 % a comparacion del 2020 (SIAP, 2022).

Esta hortaliza es un cultivo importante para el sur del estado de Nuevo Ledn, ya
que en los ciclos agricolas 2019-2020, 2020-2021 y 2021-2022, se sembraron 344,
298 y 429 has respectivamente, y en la comunidad de La Ascension, Aramberri se
sembrd el 90 %,100 % y 93 % respectivamente con una significativa captacion
econdmica que aporto el producto cosechado, asi como por la cantidad de mano de
obra que se emplea para su cultivo, cosecha y empaque (SIAP, 2022).

El constante crecimiento de la poblacién y por ende el crecimiento de la
demanda de productos alimenticios, tanto en volumen como en calidad, sin duda

constituye un reto para la produccién agropecuaria. Ademas, los sistemas de

1



produccion enfrentan el reto de usar procesos productivos cada vez mas eficientes, de
tal manera que se garantice la rentabilidad, competitividad y sostenibilidad de las

cadenas productivas (Reveles-Hernandez et al., 2009).

Las enfermedades constituyen uno de los factores de mayor riesgo para la
produccion de las hortalizas. En afios anteriores, las enfermedades fungosas han
ocasionado fuertes pérdidas econdémicas en la produccion de diferentes especies
horticolas en México y en el mundo (Fisher et al., 2012).

Entre las principales enfermedades de origen flngico que causan dafios de
importancia econdmica al cultivo de ajo se destacan la pudricion blanca ocasionada
por Sclerotium cepivorum Berk, sin embargo, también se presentan otras
enfermedades similares causadas por diferentes agentes causales como: Botrytis
spp., Sclerotium rolsfii, Sclerotinia sclerotiorum, Penicillium spp. y Fusarium spp.
(Delgado-Ortiz et al., 2016).

En los tres ciclos inmediatos anteriores del cultivo de ajo (2017-2020), se
observaron en diferentes parcelas en “La Ascension”, Aramberri, N. L., plantas con
sintomas consistentes en hojas amarillentas desde el apice en forma descendente
comenzando en las hojas de mayor edad y continuando con las mas jovenes, en las
gue se tuvo menor crecimiento y desarrollo, ademas de pudricion del bulbo y muerte
de las plantas. Para tratar de contrarrestar esta problematica, los productores han
aplicado diferentes agroquimicos como insecticidas y funguicidas, los cuales no han
sido eficientes para la erradicacion del problema que a la fecha se sigue observando,
llegando a presentar pérdidas importantes en el rendimiento de sus cosechas como
en la disminucién de calidad del producto final para su venta al mercado, ademas de

elevar los costos de produccion.

Considerando la falta de informacién sobre esta enfermedad y el impacto
socioecondémico potencial en la region de “La Ascension”, Aramberri, N. L., se plante0

el presente proyecto.



1.1. Objetivos

El objetivo general de esta investigacion fue identificar el organismo causal de
la pudricion de bulbos y secado de hojas, estimar la incidencia y los dafios que esta
enfermedad ocasionan en el ajo cultivado en La Ascension, Aramberri, N.L.

1.2. Hipotesis

La enfermedad pudricion seca de bulbo y secado de hojas en plantas de ajo es
causada por un hongo, que esta presente en “La Ascensién”, Aramberri, N.L., con
diferentes niveles de incidencia, el cual puede ser identificado a nivel de especie y

estimar sus efectos en el rendimiento y sus componentes.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen e importancia del cultivo del ajo en el mundo

No se sabe con exactitud cuando fue descubierto el ajo por el hombre, De
Candolle en su libro “Origen de las Plantas Cultivadas” afirma que posiblemente las
tribus nomadas difundieron su uso hace miles de afios las cuales lo llevaron de Asia
Menor a Egipto y de alli a Mesopotamia, La India y Europa (Figura 1). En el siglo VI
A.C. el ajo crecia en el jardin del rey de Babilonia y es mencionado por los eruditos
chinos en las escrituras en sanscrito en el afio 3000 A.C. Los sumerios incluian al ajo
en su dieta como un ingrediente basico hacia el afio 4000 A.C., es mencionado en el
Shih Ching (Libro poético) escrito en la época de Confucio en China. Los antiguos
egipcios le rendian adoracién como un Dios siendo su nombre invocado a menudo en
los juramentos oficiales, se llegé a utilizar para comprar esclavos pagando cerca de 5

Kg para comprar un esclavo sano (Reveles-Hernandez et al., 2009).

..\ Uzbekistan

.

Figura 1. Corrientes migratorias que participaron en la distribucién de Allium sativum
L. desde su centro de origen primario A, B, C, D y E son considerados centros de
origen secundarios (Tomado de Burba, 2008).

El ajo generalmente se vende como un bulbo compuesto, ademas de usarse en

su forma fresca, el ajo también se procesa en numerosos productos deshidratados y



se puede hacer puré o congelado. Una parte de la produccion de cada afio también se
utiliza como semilla para siembra, destaca por su olor aspero y picante, que es
causado por compuestos organicos de azufre. Los usos del ajo tienen una gran
variacion, hoy en dia es una hortaliza que se valora mas por su sabor caracteristico ya
gue se usa en una amplia variedad de alimentos como condimento y su principal uso

es como saborizante en la cocina (Boriss, 2006; Reveles-Hernandez et al., 2009).

Segun diversos autores, el ajo contiene compuestos quimicos que poseen
propiedades antibacterianas, que han desempefiado un papel en la medicina popular
desde tiempos inmemoriales (Koch, 1993; Zeep et al., 1996). Se le atribuyen efectos
curativos relacionados desde tiempos ancestrales con un sin numero de enfermedades
en las que se ha probado su eficiencia desde el punto de vista empirico y cientifico,
como antiséptico, como estimulante, en el tratamiento de la presion arterial y otras
enfermedades cardiovasculares; ha sido usado como antibiético, antioxidante,
reductor de colesterol y triglicéridos, en la prevencion del cancer de estbmago y colon,
también se le atribuye propiedades preventivas en el caso de enfermedades
coronarias anticoagulantes, y con éxito en infecciones de la piel. También se ha usado
en el tratamiento de alergias, bronquitis, diabetes mellitus, llegandose a considerar un
elemento “curalotodo”, los beneficios del ajo que lo han caracterizado como un
producto util para el tratamiento de multiples problemas de salud humana se le
atribuyen a que contienen alicina, sustancia también responsable en parte al olor y

sabor caracteristico del ajo (Reveles-Hernandez et al., 2009).

El bulbo del ajo esta compuesto de varios bulbillos o dientes unidos en su base
que se forman en las axilas de las hojas en nUmero de seis o siete en adelante, por lo
gue se le consideran hojas transformadas que sirven para almacenar reservas de la
planta; los bulbillos son envueltos de manera individual por tanicas interiores, mientras
que el bulbo completo es envuelto por tunicas exteriores trasparentes membranosas
de coloraciones que van del blanco al rojizo o purpura y que se forman en el interior

de las hojas envainadas(Reveles-Hernandez et al., 2009).



El ajo ha sido cultivado desde hace miles de afios, se produce en mas de 100
Paises alrededor del mundo, el principal productor lo encontramos en China con una
siembra de 825,305 ha alcanzado un rendimiento en promedio de 25.096 ton ha
logrando una produccién de 20.71 millones de ton; seguido por India con produccion
de 2.91 millones de ton con siembras de 363,000 ha; en tercer lugar destaca
Bangladesh con 485 mil ton, cosechadas en 73,564 ha (Figura 2, FAOSTAT, 2022).

Figura 2. Produccion de ajo alrededor del mundo (FAOSTAT, 2022).

Desde el afio 1994 hasta el 2020 se observé un crecimiento paulatino en la
superficie de siembra como en produccion, a partir del 2007 a la fecha se observa un
crecimiento en mayor proporcion, se concentra la mayor produccion en el continente
asiatico, seguido por el europeo y en tercer lugar el americano donde se encuentra

México (Figuras 3y 4).
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Figura 3. Superficie sembrada del ajo del afio 1994 al 2020 (FAOSTAT, 2022).
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Figura 4. Distribucién de la produccién de ajo por continente (FAOSTAT, 2022).

2.2. El cultivo del ajo en México y en Nuevo Ledn

México ocupa el lugar 18° con siembras de ajo de mas de 6,783 ha al afio. Se
trata de una de las hortalizas mas rentable a nivel nacional, que se cultiva en 17
entidades del pais, los principales estados productores son Zacatecas, Guanajuato,
Puebla, Baja California y Sonora, estados que aportan el 87.1 % de la produccion

nacional, otras entidades que también producen este alimento son, Aguascalientes,



Nuevo Leodn, Oaxaca, Durango, San Luis Potosi, entre otras. La producciéon nacional
de ajo crecio 4.3 % al cierre de 2020, comparado con el afio anterior, con una
produccion de 81,890 ton, lo que ha permitido al pais ubicarse como el noveno

exportador mundial de esta hortaliza (Cuadro 1).

Cuadro 1. Produccién nacional de ajo al 31 de diciembre del afio 2020 (SIAP, 2022).

Estado Superficie Produccion Rendimiento
(ha) (ton) (ton/ha)
Aguascalientes 201 3,048 15.165
Baja California 144 1,596 11.081
Baja California Sur 16 218 13.446
Coahuila 5 19 4.75
Chihuahua 26 338 12.766
Guanajuato 1,034 12,853 12.437
Guerrero 5 20 3.97
Jalisco 20 286 14.65
Michoacan 3 27 8.329
Nuevo Leén 344 3,044 8.861
Oaxaca 195 1,485 7.601
Puebla 600 5,070 8.449
Querétaro 84 507 5.997
San Luis Potosi 69 582 8.436
Sonora 641 4,301 7.504
Tlaxcala 43 159 6.376
Zacatecas 3,032 48,336 15.942
Total 6,463 81,890 12.844




Desde el afio 2002 a la fecha se ha observado un crecimiento importante en la
siembra y cosecha de ajo como se observa en la Figura 5, manteniéndose constante
en los afios siguientes.

Produccion/Rendimiento de Ajo en México

1994 - 2020
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Figura 5. Produccion y area de cosecha de ajo en México de 1994 al 2020 (FAOSTAT,
2022).

En Nuevo Lebén se sembraron cerca de 344 has en el ciclo 2019-2020, con una
produccion de 3,044 ton con un rendimiento promedio de 8.8 ton ha!, ocupando el 5°

lugar en la produccién nacional (SIAP, 2022).

Esta hortaliza es un cultivo importante para el sur del estado de Nuevo Leén, ya
que el 90 % de las 344 ha sembradas en el ciclo 2019-2020, se realizaron en la
comunidad de “La Ascensién” en Aramberri, N.L. con una significativa captacion
econdémica que aporto el producto cosechado, asi como por la cantidad de mano de

obra que se emplea para su cultivo, cosecha y empaque (SEDAGRO, 2020).

La cosecha de ajo es una de las principales actividades en la regién, existen
mas de 150 productores de ajo, el cual es producido para consumo y produccién de
semilla, los productores han encontrado una oportunidad productiva, competitiva y de
negocio en el sector. En el aflo de 1998 el Ing. Fermin Montes Cavazos en
coordinacion con el Ing. Adalberto Heredia Zepeda realizaron experimentos con
distintos tipos de semilla de ajo desarrollando las variedades de “Don Fermin”y “Tigre”,

en el Campo Experimental de La Ascension de la Faculta de Agronomia de la U.A.N.L.



en Aramberri, Nuevo Leon. Por el afilo 2002 se sembraron 6 ha de este cultivo con
riego por aspersion en los predios del Ejido Tia Juana, donde participaron por primera
vez el Ing. Fermin Montes Cavazos y algunos productores de La Ascension como José
Luis Martinez Ramos, Ramiro Martinez Alvarez, Taurino Martinez Ramos, Valente
Gbomez Rodriguez, José de la Rosa Flores, Rodolfo Romo Gonzalez, Mario Martinez,
Francisco Carranza Galvan y Eugenio Carranza Alcocer, entre otros; de la produccion
obtenida la mayoria se utiliz6 como semilla para el siguiente ciclo de siembra. En el
afio 2003 se empezd la comercializacion de este producto integrandose mas
productores, ya con el sistema de riego por goteo el cual les di6 mejores resultados,
obteniendo un rendimiento de 8 a 10 ton ha* (comunicacién personal Valente Gémez

Rodriguez, Abel Encinia Sandoval).

Las variedades que se siembran en la mayor parte de Nuevo Ledn son Tigre y
Don Fermin; éstas tienen caracteristicas similares, los bulbos tienen hojas verdes
cenizo semi erectas, su inflorescencia es morada, producen hasta 18 bulbillos por
bulbo con un promedio de 13. Una de las diferencias entre ambas variedades consiste
en que la variedad Don Fermin es mas precoz, y se cosecha dos semanas antes que
Tigre. Otras dos variedades sembradas en menor proporcion son California y Criollo
las cuales se desconoce su origen y su morfologia precisa, pero la primera manifiesta
bulbos con deformidades, la planta no presenta vastago y tarda un mes mas en
cosecharse; y la segunda tiene inflorescencia morada, no presenta vastago y se

cosecha un mes antes que Tigre (Aguilar-Rocha, 2019).

2.3. Enfermedades fungicas en ajo

Las enfermedades producidas por microorganismos fitopatégenos, tales como
bacterias, nematodos u hongos, constituyen la mayor causa de pérdida en la
produccion agricola, tanto en cosecha como en postcosecha. Dentro de los distintos
fitopatdgenos, los hongos constituyen uno de los principales grupos tanto por la
diversidad de especies existentes como por las pérdidas que originan (Fisher et al.,
2012).
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A nivel mundial se han reportado 11 géneros y 18 especies de hongos
asociados con la pudricion de bulbos de ajo (Velasquez-Valle et al., 2018). Entre las
principales enfermedades de origen fungico que causan dafios de importancia
econdmica al cultivo se destacan la pudriciobn blanca ocasionada por Sclerotium
cepivorum Berk, sin embargo, también se presentan otras enfermedades similares
causadas por diferentes agentes causales como: Botrytis spp., Sclerotium rolsfii,

Sclerotinia sclerotiorum, Penicillium spp. y Fusarium spp. (Delgado-Ortiz et al., 2016).

2.3.1. Pudricién blanca causada por Sclerotium cepivorum

Esta enfermedad constituye el problema sanitario mas importante de este
cultivo, ya que en areas con alta incidencia llega a causar la pérdida de hasta el 80%
de la produccion. La pudricion blanca se presenta en la mayoria de las zonas
productoras de ajo del pais. Es causada por el hongo Sclerotium cepivorum Berk. y
puede presentarse también en cultivos afines como la cebolla, el poro, el ajo chalote y
el cebollin (Velasquez-Valle y Medina-Aguilar, 2004a).

Desde su deteccidon en Aguascalientes y Zacatecas, la pudricion blanca del ajo
(Allium sativum L.) y la cebolla (Allium cepa L.), ha sido una constante preocupacion
entre los productores de hortalizas. Las plantas de ajo afectadas por la enfermedad
presentan amarillamiento inicial en las hojas basales, marchitamiento y finalmente,
necrosis del follaje. Sobre el bulbo de las plantas muertas se forman grandes
cantidades de esclerocios, que constituyen las formas reproductivas de este patégeno,
y mantienen la sobrevivencia del hongo en el suelo en ausencia del hospedero por
periodos de 2 a 20 afios (Velasquez-Valle y Medina-Aguilar, 2004a).

La enfermedad se caracteriza por mostrar un moho blanco alrededor y encima
del bulbo, ocasionalmente sobre raices y cuello de las plantas, que después de cierto
tiempo, aparecen pequenas esferas, negras y rugosas, de alrededor de 0.3 a 0.55 mm
de diametro (Figura 6). Estas esferas son las estructuras de resistencia y diseminacién
del hongo, son llamadas esclerocios, las cuales le sirven para diseminarse dentro de

una parcela, a grandes distancias y a través de varios ciclos de cultivo. Los esclerocios
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tienen la funcion de garantizar la sobrevivencia del hongo por largos periodos de hasta
10 afios 0 mas, aun en ausencia de los cultivos como ajo y cebolla que producen
compuestos volatiles y solubles en agua, que estimulan la germinacion de estas
estructuras, aunque estén a 10 cm de distancia. Las condiciones Optimas para la
germinacion de éstos son temperaturas entre 14 y 18 °C, siempre que se tengan bajos
contenidos de humedad en el suelo, cercanos a 15 %. El desarrollo éptimo de la
enfermedad se asocia con temperaturas entre 17 y 20 °C, las cuales son comunes en
Zacatecas entre diciembre y marzo (Reveles-Herndndez et al., 2009).

Figura 6. A. Plantas de ajo infectadas por S. cepivorum, agente causal de la pudricion
blanca, B. Formacion de esclerocios (esferas negras) (Tomado de Velasquez-Valle et
al., 2018).

El principal impacto de esta enfermedad se observa en campo donde puede
provocar la muerte de un nimero variable de plantas de ajo que pueden liberar un gran
namero de esclerocios en el suelo y que, potencialmente constituyen una fuente de
contaminacion para los bulbos sanos al momento de la cosecha. Los bulbos
contaminados que son seleccionados para semilla pueden llevar los esclerocios del
hongo en el suelo adherido a la raiz o entre las catafilas de los bulbos; por
consecuencia, bulbillos extraidos de estos bulbos al ser plantados e iniciar su proceso
de germinacion estimulardn a los esclerocios que a su vez germinaran y serian
capaces de infectar rapidamente las plantulas de ajo y ocasionar su muerte. Como una
medida elemental de manejo de esta enfermedad se recomienda no seleccionar
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bulbos para semilla en parcelas con manchones de plantas enfermas o muertas por

pudricion blanca (Velasquez-Valle et al., 2018).

Algunas recomendaciones generales son las siguientes: a) Se debera usar solo
semilla sana, b) Que cada productor de ajo produzca su semilla, c) Analizar la semilla
en un laboratorio para detectar infestaciones severas de pudricion blanca u otros
patogenos, d) “Curar’ o tratar la semilla de ajo se sugiere emplear el fungicida
Tebuconazole en dosis de 0.5 a 0.75 litros por cada 100 litros de agua; sumergiendo
y cubriendo bien la semilla, e) Se debera evitar la contaminacion entre parcelas por el
movimiento de maquinaria y herramienta de parcelas infestadas hacia las parcelas
sanas, f) Es recomendable el empleo de un tapete fitosanitario a base de costales o
esponja, el cual debe estar himedo con una solucién de cloro (6 %) y por donde todos
los trabajadores deberan caminar para mojar su calzado al entrar o salir de una parcela
infestada con pudricidn blanca, para evitar la diseminacion de esclerocios del patdgeno

(Reveles-Hernandez et al., 2009).

2.3.2. Pudricion basal o mancha herrumbre causada por Fusarium spp

La pudricién basal o mancha herrumbre se encuentra muy difundida donde se
cultivan Aliaceas en general. Es una enfermedad que afecta tanto al ajo como a la
cebolla y otras especies. En ajo provoca pérdidas considerables en cultivo y
almacenamiento. Los organismos causales: Fusarium oxysporum Yy Fusarium
proliferatum, los cuales tienen tres formas de multiplicacion: a través de macroconidios,
microconidios y clamidosporas. Los microconidios, que son de forma esférica, se
producen entre las hojas envolventes artificiales. Los macroconidios se forman in vitro
sobre esporodoquios o pionotes; siendo fusiformes y septados (3 a 4 septas
normalmente). Las clamidosporas se forman de las hifas o macroconidios, pudiendo

ser terminales o intercalares en el primer caso (Piccolo, 2007).

Las plantas de ajo afectadas en el campo por este hongo manifiestan un
amarillamiento y/o necrosis en la punta de las hojas que eventualmente puede avanzar
hacia la base, adicionalmente pueden mostrar enanismo y raices de coloracion café a

rojiza (Piccolo, 2007; Velasquez-Valle et al., 2004b). El hongo puede causar la
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pudricién de la semilla, asi como los primeros sintomas en plantas adultas se observan
como deformacién, amarillamiento y necrosis de las hojas (Figura 7). En las raices de
las plantas afectadas se observa una coloracion café oscuro a rojiza. El hongo puede
ser transportado por particulas de suelo, el agua excedente de riego y muy

especialmente, por medio de la semilla (Reveles et al., 2009).

Figura 7. Ay B. Sintomas de una planta infectada por F. oxysporum, C y D. Fusarium
spp. desarrollado en un bulbo de ajo (Tomado de Piccolo, 2007; Reveles-Hernandez
et al., 2009; y Velasquez-Valle et al., 2018).

En estos casos, la semilla debe ser tratada con fungicidas como Benomyl,
Thiabendazol o Tebuconazole. No se recomienda sembrar ajo en aquellas parcelas
donde el cultivo anterior fue un cereal como maiz forrajero o donde la parcela recibio

una alta dosis de fertilizacion organica (Reveles-Hernandez et al., 2009).
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El primer reporte de Fusarium proliferatum en semilla de ajo en México se hizo
en Aguascalientes en el afio 2012 (Ochoa-Fuentes et al., 2012). Un afio después, en
Espafia, Patén et al. (2013) también encontraron que la pudricion de bulbos de ajo era
causada por F. proliferatum, y que después de dos meses de almacenamiento a 20°C
aumento la severidad de la pudricion de bulbos; ademas, se reporto que los bulbos de

tipo blanco resultaron mas dafiados que los de tipo morado.

En Aguascalientes se han identificado varias especies de este hongo, entre las
qgue destacan F. proliferatum, F. verticilloides, F. solani y F. acuminatum (Delgado-
Ortiz et al., 2016).

2.3.3. Moho azul causado por Penicillium spp.

El moho azul es una de las enfermedades relevantes para el cultivo del ajo. Fue
detectada en Chile en 1983 y es causada por el hongo Penicillium hirsutum, Dierckx
(Penicillium corymbiferum, Westling). Esta enfermedad puede producir disminuciones
de rendimiento de hasta un 70% como originar una reduccion de la germinacion de la
semilla del ajo, asi como clorosis y debilidad en plantas emergidas. El hongo se puede
presentar en las diferentes etapas del cultivo y también en almacenamiento. Después
de la plantacion, la enfermedad se manifiesta en forma de pudricion, por lo que algunas
de las plantas no llegan a emerger, mientras que las que lo logran, muestran amarillez
generalizada, escaso desarrollo y marchitez, la caracteristica distintiva de la
enfermedad es el desarrollo de un algodoncillo de color verde—azul sobre el diente o
sus restos (Figura 8), los sintomas se hacen notorios alrededor de los 60 dias después
de la plantacién. Finalmente, una parte de estas plantas muere, mientras que otras
ven disminuido su rendimiento (Veldsquez-Valle et al., 2004b; Reveles-Hernandez et
al., 2009; y Sepulveda et al., 2020).
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Figura 8. Plantula de ajo infectada por Penicillium sp. mostrando el algodoncillo de

color verde (Tomado de Velasquez-Valle et al., 2018).

La principal fuente de dispersion de este hongo la constituye la propia semilla.
La enfermedad es mas severa bajo condiciones de alta humedad en el suelo, bajas
temperaturas, presencia de lloviznas o rocio y siembras tardias. El ataque puede
prolongarse durante el periodo de almacenamiento, un estudio realizado en Argentina
identifico seis especies de Penicilium aunque en mas del 80 % de las muestras

examinadas se recupero a la especie P. allii (Valdez et al., 2009).

Como medida preventiva, la semilla puede ser tratada con fungicidas como
Benomyl o Thiabendazole, ambos en dosis de 0.5 Kg por tonelada de semilla
procurando que la semilla permanezca sumergida en la mezcla de agua y fungicida
por espacio de 20 min. En otras areas productoras de ajo se ha sugerido el empleo de
Tebuconazole en dosis de 200 cc por cada 100 litros de agua permitiendo un tiempo

de inmersion de semilla por dos horas (Reveles-Hernandez et al., 2009).

2.3.4. Pudricién del tallo por Sclerotium rolfsi

La pudricion del tallo es causada por el hongo Sclerotium rolsfi que también
forma esclerocios capaces de resistir en el suelo por largos periodos; puede afectar un
gran numero de plantas cultivadas en Zacatecas como frijol, calabaza, pepino,

jitomate, etc. El follaje de las plantas afectadas por el hongo muestra una coloracién
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café, las raices son destruidas y el bulbo se ve envuelto en un algodoncillo grueso

donde llegan a formarse esclerocios (Reveles-Hernandez et al., 2009).

Recientemente, Kwon (2010) reporté la pudricion del tallo de ajo causada por el
hongo S. rolfsi, en Corea. Los sintomas iniciales de la enfermedad fueron manchas
tipicas empapadas de agua, que progresaron hasta pudrirse, marchitarse, y finalmente
la muerte (Figura 9). La enfermedad estd muy extendida y causa grandes pérdidas
econdmicas. Causa dafio directo a los cultivos y conduce al estrés de las plantas. Las
pérdidas de ajo y cebolla pueden llegar al 65 % en paises de clima templado, como
Reino Unido y Canada, mientras que las pérdidas pueden llegar al 100 % en paises

con clima tropical, como Brasil y México (Cavalcanti et al., 2018).

Figura 9. Plantas con sintomas tipicos de S. rolfsi (Tomado de Kwon, 2010).

2.3.5. Pudricion por Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum (lib), es un hongo que afecta al bulbo del ajo en
cualquier etapa de su desarrollo, se encuentra ampliamente distribuida y produce
esclerocios grandes, globosos a cilindricos con una corteza externa negray el interior

blanco, y no se agrupan (Piccolo, 2007).

2.3.6. Pudricion del cuello causada por Botrytis

Esta enfermedad se encuentra difundida en casi todas las areas del mundo
donde se cultiva el ajo y la cebolla. La podredumbre del cuello ocurre primariamente
en bulbos almacenados. Los bulbos desarrollan una pudricion acuosa comenzando
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desde la zona del cuello, la que se mueve hacia abajo, atacando todo el bulbo (Figura
10). Los tejidos de las catafilas se ablandan y se transforman acuosos y translicidos,
aparece un micelio blanco a gris entre las catéfilas (moho). Se pueden formar
esclerocios en las catafilas externas y en los hombros del cuello; ademés, se puede
apreciar un moho grisaceo en el exterior del cuello y los hombros del bulbo, los agentes

causales de la enfermedad son Botrytis alli Munny y Botrytis porrii (Piccolo, 2007).

El hongo posee micelio septado, ramificado y hialino cuando es joven. Los
conidios cuando estan en masa toman una apariencia algodonosa de color gris. El
tamafo de los mismos esta comprendido entre los 4-8 x 6-16 um pero con mayor
frecuencia entre 5-6 x 7-11 um; de forma ovoides y hialinos, estan sobre conidi6éforos
ramificados en las puntas. Generalmente, forman esclerocios de forma elongada e
irregular sobre la zona de los hombros del cuello. Alcanzan un tamafio de hasta 10
mm de largo. El hongo sobrevive durante el invierno como esclerocio sobre bulbos
podridos o directamente en forma libre sobre el suelo. Esta enfermedad se transmite
por semilla (Piccolo, 2007).

Figura 10. Botrytis alli en una cabeza de ajo. Se puede ver el micelio gris 0 moho y
los esclerocios del hongo irrumpentes en las catéfilas del bulbo (tomado de Piccolo,
2007).
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2.4. Diagnostico de enfermedades fungicas en ajo

Una gran parte de las enfermedades reportadas que afectan a los cultivos con
importancia econémica son causada por hongos por lo que es necesario recordar
algunos aspectos basicos acerca de estos patdgenos (Velasquez-Valle et al., 2017),
por ello es determinante tener un diagndstico adecuado de la enfermedad para
determinar el control efectivo, en un principio el diagndéstico se realizaba de manera
visual, después con la invencién del microscopio se pudo diagnosticar observando la
morfologia de las estructuras de los hongos; posteriormente con la llegada de la
técnica de la PCR en 1986, mediante la identificacion de ADN se tiene un diagndstico

acertado.

2.4.1. Observacion de sintomas

Muchas veces es posible identificar con seguridad el hongo responsable de una
determinada enfermedad por observacién directa de los sintomas (amarillamiento de
hojas, marchitez, necrosis de partes vegetativas, etcétera ) y/o signos en los érganos
afectados; también las plantas hospederas pueden ser determinantes, tal es el caso
de los hongos biotréficos como la roya, desafortunadamente no es posible hacer un
diagnéstico correcto de todas las enfermedades con base en la observacion directa
del tejido vegetal infectado, debido a que muchos hongos fitopatdbgenos no producen
los cuerpos fructiferos requeridos por la taxonomia, si no en condiciones determinadas
de temperatura y humedad, como sucede con las cenicillas y las royas; ademas, una
sola especie vegetal puede ser atacada por diferentes patdgenos que le inducen
sintomas similares. Por lo anterior, se hace necesario una serie de actividades que
conduzcan a la identificacién precisa del hongo causante de la enfermedad (Sosa-
Moss et al., 1997).
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2.4.2. Diagnostico por morfologia del hongo

Desde 1660 hasta la actualidad el microscopio Optico ha sido el pilar
fundamental en el conocimiento de lo invisible al ojo humano. En 1930 el mundo
submicroscopico se amplié con la aparicion del microscopio electronico cuya ventaja
principal con respecto al microscopio Optico es un aumento de mil veces en la
magnificacion del material observado acompafiado de una mayor capacidad de
resolucién generando una mejor definicion y una ampliacion del mundo microscopico
(Lanfranconi, 2001).

Las caracteristicas mas importantes de los hongos para su identificacién son
sus esporas y cuerpos fructiferos (estructuras portadoras de sus esporas), y hasta
cierto grado, las caracteristicas de su soma (plasmodio o micelio). Estos 6rganos se
examinan directamente en el microscopio compuesto después de haber sido retirados
de la planta a la que han infectado, con frecuencia el espécimen infectado debe
mantenerse himedo durante algunos dias para mantener el desarrollo de los cuerpos
fructiferos del hongo, en todo caso, este Ultimo debe aislarse y cultivarse en medios
artificiales a fin de que su identificacion se realice con base en los cuerpos fructiferos

que producen en esos medios (Agrios, 2011).

La forma, color, tamafio y manera en que se disponen las esporas sobre los
esporoforos o cuerpos fructiferos, asi como la forma de esas estructuras
reproductoras, son caracteristicas suficientes para sugerir (con cierta experiencia en
taxonomia de hongos) la clase, orden, familia y género a la cual pertenece un
determinado hongo (Agrios, 2011). La base de este sistema de identificacion de
hongos fitopatdgenos son los medios de cultivo, que pueden ser sélidos o liquidos, no
obstante, es conveniente aclarar que ciertos hongos, tales como los causantes de
royas (salvo algunas excepciones), mildius y cenicillas, no han podido ser cultivadas
con éxito en un medio nutritivo; estos son llamados parasitos obligados. Para la
identificacion precisa de los hongos que causan enfermedades en las plantas, es

indispensable obtener sus cuerpos fructiferos, puesto que se requieren observar la
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manera en que son producidos, su forma, numero y tamafio de las esporas que

contienen (Sosa-Moss et al., 1997).
2.4.3. Reaccion en cadena de la polimerasay secuenciacién de ADN

Entre los organismos existen secuencias de ADN homologas las cuales han
sido conservadas durante el proceso evolutivo y denotan origenes comunes. Esta
homologia ha sido la base para los estudios taxonémicos, filogenéticos y evolutivos,
asi como para el disefio de primers capaces de unirse a secuencias de ADN de
organismos aparentemente distantes. Los genes de los ARN ribosomales eucariotes
18S, 5.8S y 28S son facilmente aislados ya que son moderadamente repetitivos y son
un atractivo blanco para los ensayos de PCR. Las secuencias de estos genes
ribosomales se encuentran altamente conservadas y estdn separadas por dos
espacios transcritos internos 6 ITS los cuales son regiones variables entre organismos.
Las secuencias mas conservadas se utilizan para la clasificacion de niveles
taxondémicos superiores (de género a division), mientras que las secuencias ITS se

utilizan a nivel de especie 0 inferior.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacién del experimento

La fase experimental de campo de la presente investigacion se realizd en la
comunidad “La Ascensidon”, municipio de Aramberri, N.L., situado a una altitud de 1960
msnm la cual presenta clima templado, con una temperatura promedio anual de 9.5 °C
y una temperatura maxima promedio de 16.7 °C y minima promedio anual de 2.5 °C,
con precipitacion promedio de 425.5 mm distribuida a lo largo de los doce meses,
ocurriendo la mayor precipitacion en los meses de mayo, junio y septiembre (Figura
11).
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Figura 11. Ubicacion geografica de La Ascension, Aramberri, N.L. Fuente: Google
Maps.

3.2. Muestreo y analisis de plantas

3.2.1. Colecta de las muestras

El 5 de febrero del afio 2021, se recolectaron 25 plantas con sintomas de
pudricion de bulbos y secado de hojas provenientes de 5 parcelas comerciales de

productores cooperantes (Figura 12 y Cuadro 2). Las muestras fueron colocadas en
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bolsas de papel y trasportadas en hieleras al laboratorio de la Unidad Académica La

Ascension, de la Facultad de Agronomia de la UANL, donde fueron procesadas (Figura

13).

Cuadro 2. Ubicacion geografica de las parcelas de ajo muestreadas en La Ascension,

Aramberri, N.L.

N°  SUPERFICIE VARIEDAD FECHA DE LATITUD LONGITUD
APROX. SIEMBRA
1 1.75 ha Tigre 5/08/2020 24°21'2.90"N 99°56'24.70"0
2 3.0 ha Don Fermin  20/08/2020 24°19'17.50"N 99°55'27.56"0
3 2.5 ha Tigre 11/09/2020 24°19'58.08"N 99°54'43.02"0
4 1.5 ha Don Fermin  15/09/2020 24°19'6.01"N 99°56'10.33"0
y Tigre
5 1.5 ha Tigre 15/10/2020 24°18'44.87"N 99°55'37.870
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Figura 12. Ubicacién de los predios de ajo muestreados. Fuente: Google Maps.

Figura 13.- Plantas sintomaticas de ajo recolectadas en parcelas de agricultores
cooperantes de La Ascensiéon, Aramberri, N.L.
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3.2.2. Aislamiento y purificacion de cepas

Todas las plantas recolectadas en las 5 parcelas fueron lavadas con agua
destilada para eliminar el exceso de tierra y otras impurezas, posteriormente se
desinfectaron los bulbos y las raices con una solucién de blanqueador comercial al
10% (hipoclorito de sodio al 0.5% final) durante un minuto, se enjuagaron con agua
esterilizada y se les retird el exceso de humedad utilizando toallas de papel secante
estériles. Se realizaron cortes cuadrados de 0.5 cm por lado en el area de transicion
entre la parte dafiada y la parte sana de los bulbos, y se sembraron en cajas Petri de
90 mm x 15 mm con medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). Las cajas se
incubaron a una temperatura de 20 + 2 °C durante siete dias, con un fotoperiodo de

12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

La purificacidén de cepas se realizé en microcultivo por punta de hifa (Figura 14).
Se prepararon cajas Petri estériles con PDA, se cortaron bloques cuadrados de
aproximadamente 1.5 cm de ancho del agar, estos bloques de agar se colocaron sobre
laminas de porta objetos y fueron inoculados con porciones de micelio en el centro de
cada cuadro, se colocaron los cubreobjetos para mantener la humedad relativa, a cada
caja se le coloco6 un algodoén estéril impregnado con agua esterilizada, se sellaron las
cajas y se sometio a una incubacién de 20 * 2 °C hasta el momento de formacion de
micelio para su observacion en el microscopio, con un fotoperiodo de 12/12 horas de

luz y oscuridad.
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Figura 14. Siembra y purificacion de cepas a partir de muestras de ajo. a) La flecha
sefala el area de transicion de la enfermedad en el bulbo de ajo; b) Siembra en medio
PDA,; (c) Purificacion de cepas; d) y e) Asilados puros por microcultivo de las cepas 2,
4,6y 10; f) Cepa 4 purificada.

3.2.3 Identificacién y caracterizacion morfoldgica

Se realiz6 una caracterizacién morfolégica de los aislados obtenidos mediante
una observacién a simple vista y al microscopio a partir de una resiembra de la cepas
originales en medio PDA, registrando las caracteristicas macro y microscoépicas de las
colonias como color de micelio aéreo en los lados superior e inferior, color, tipo y forma
de la colonia asi como la velocidad del crecimiento, esta ultima se evalu6 midiendo el
diametro de crecimiento diario a partir del centro de la caja Petri hasta el llenado de la
misma. También se observaron al microscopio las estructuras en preparaciones de los
hongos tefiidos con lacto fenol, presencia 6 ausencia de microconidios, macroconidios
y clamidosporas. La identificacion de la especie de los hongos se realiz6 utilizando las
claves taxonémicas de Barnet y Hunter (2010), y Leslie y Sumerel (2006).
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3.2.4. Identificacion molecular

Para la identificacion molecular de los hongos se utilizaron muestras de micelio
de 7 dias en medio PDA.

3.2.4.1. Extraccion de ADN. La extraccion de ADN se llevé a cabo por el método
DNAzol ESMR (Molecular Research Center, E.E.U.U.) siguiendo las instrucciones del
fabricante con ligeras modificaciones, primero se tomo6 una asada de micelio crecido
in vitro, y se coloc6 en un tubo de centrifuga nuevo y estéril de 1.5 mL, se agregaron
0.6 mL del reactivo DNAzol ES y se mezclo la solucion en vortex, posteriormente se
dejé reposar durante 5 min a temperatura ambiente. Luego se agregaron 0.6 mL de
cloroformo, se mezcld vigorosamente y se dejo reposar por otros 5 min a temperatura
ambiente; se centrifug6 a 12,000 x g durante 10 min y se transfiri6 el sobrenadante o
fase acuosa a un tubo de centrifuga nuevo de 1.5 mL. Se precipitd el ADN mezclando
la fase acuosa con 0.75 volumenes de alcohol etilico absoluto frio mezclando las
muestras por inversion de los tubos 8 veces y almacenandolos a temperatura ambiente
durante 5 min. Se precipitd el ADN centrifugando a 5,000 x g por 4 min. Se preparo
una solucién de lavado con DNAzol-etanol mezclando un volumen de DNAzol con 0.75
volimenes de etanol absoluto. Después de decantar, se mezclaron 0.6 mL de la
solucion anterior con el ADN precipitado y se almacenaron las muestras durante 5 min.
Se centrifug6 a 5,000 x g por 4 min. Luego se removio la solucién de lavado y se lavo
la pastilla de ADN mezclando vigorosamente con 0.5 mL de etanol al 80 % seguido
por una centrifugacion de 5,000 x g durante 4 min, finalmente se removi6 el etanol por
decantacion y se colocaron los tubos invertidos en posicion vertical sobre una toalla
de papel secante estéril por 1-2 min para secar la pastilla de ADN. La pastilla de ADN
fue resuspendida en 25 pL de buffer TE (tris-EDTA 10 mM:1 mM, pH 8.0) y se

almacend a -20 °C hasta su utilizacion.

3.2.4.2. Reacciones de PCR. Se realizaron las reacciones de PCR utilizando el
ADN obtenido a partir del micelio, ademas de un testigo negativo (sin ADN) y uno
positivo siguiendo el procedimiento descrito a continuacion: se prepard una mezcla de

25 uL, que contenia: 5 yL de buffer de PCR 5x, 2 uL de MgCl a una concentracién de
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25 mM, 2 uL desoxinucledtidos trifosfatados (ANTP’s) a una concentracion de 2.5 mM
cada uno, 2 uL de cada primer ITS-4/ITS-5 5’-tcc tcc gct tat tg ata tgc-3'/5’-gca agt aaa
agt cgt aac aag g-3’ (White et al.,1990) a una concentracion de 10 uM, 0.2 pL de Go
Taq DNA polimerasa (Promega) a una concentracioén de 5 U/uL, 9.8 uL de agua grado
Mill-Q, y 2 uL de ADN, enseguida las muestras fueron colocadas en el termociclador
con un programa térmico que consistia en un ciclo de desnaturalizacion a 94 °C
durante 2 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 20 segundos (s) , 50 °C por 25sy 72
°C por 50 s, y un paso de extension final de 74 °C por 4 min.

Para el caso de las reacciones de PCR para amplificar una parte del gen B-tubulina,
se preparé una mezcla de 25 yL igual que para la region intergénica, con la Unica
diferencia de los primers, Bta y Btb cuyas secuencias son 5’-ggt aac caa atc ggt gct
gct ttc-3’ y 5’-acc ctc agt gta gtg acc ctt ggc-3’ (Glass y Donaldson 1995). Las muestras
fueron colocadas en el termociclador con un programa térmico que consistia en un
ciclo desnaturalizacion a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 30
s,55°C por45sy 72 °C por 90 sy un paso de extension final de 72 °C por 5 min.

3.2.4.3. Electroforesis en geles de agarosa. Los productos obtenidos por PCR
fueron separados por electroforesis en funcion de su tamafio y carga eléctrica. Se
prepard un gel de agarosa al 1 % agregando 0.4 g de agarosa a 40 mL de buffer TBE
0.5 X (tris, acido bdrico, EDTA). Se disolvio la agarosa en el buffer calentando en el
horno de microondas mezclando ocasionalmente. La solucién se enfrio hasta 50 °Cy
se agregaron 2 uL de una solucién de bromuro de etidio (10 mg/mL), se verti6 la
solucién de agarosa en el molde formador y se dejo enfriar hasta su solidificacion. Se
agregaron de 100 a 150 mL de buffer TBE 0.5 X hasta cubrir 1 6 2 mm por encima del
gel, y se cargaron las muestras en el fondo de los hoyos dejados por los dientes del
peine colocando 7 uL de cada muestra. Se encendio la fuente de poder hasta 64 volts
dejando 5 min para luego subir la corriente a 100 V por 30 min adicionales
(aproximadamente % partes del gel). Al término se visualizo6 el gel en el transiluminador

de luz UV. Se documentaron los resultados utilizando una camara fotografica.
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3.2.4.4. Secuenciacion de ADN y anélisis de secuencias. Los productos de
PCR obtenidos de la amplificacion del ADN de muestras representativas de cada cepa
fueron secuenciados en ambas direcciones con los mismos primers utilizados en las
reacciones de PCR, en la compafia Psomagen (EEUU), y sus secuencias fueron
ensambladas con el programa CAP3. Las secuencias consenso se analizaron
mediante el progama Finch TV y se compararon con la base de datos del GenBank

para su identificacion a nivel de especie.

3.3. Prueba de patogenicidad

Para cumplir con los postulados de Koch, se seleccionaron bulbos de ajo de la
variedad “tigre”, que de manera visual se observaran sanos, sin deformaciones ni
dafios, los cuales fueron deshojados para la obtencion de los bulbillos y su posterior
siembra. Los bulbillos fueron desinfectados con una solucion de cloro comercial al 10%
durante un minuto, posteriormente se desinfectaron en una solucién con Rovral 50 ph
(ingrediente activo iprodiona) durante 7 min. Los bulbillos fueron sembrados en
macetas con un volumen de 2.5 litros de suelo colocando cuatro bulbillos por maceta.
Las macetas fueron inoculadas con las cepas 2 y 8. A los 60 dias de la siembra, se
coloco un disco de micelio de 8 mm de diametro en el suelo de cada maceta a la altura
del cuello de las plantas, después el micelio fue cubierto por tierra (Figura 15). La

prueba fue mantenida en observacion durante un mes.
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Figura 15.- Prueba de patogenicidad. a) Seleccion de bulbillos sanos, b) Siembra en
macetas de 2.5 L de volumen, c) Desinfeccién de sacabocados, d) Obtencién de disco
de micelio para la inoculacién de las macetas

3.4. Estimacion de laincidencia y dafios

Inicialmente se localizaron los manchones de plantas sintomaticas en cada lote
en el campo, y sobre estos fue que se estimo la incidencia relativa de la enfermedad,
determinado el nimero de plantas con sintomas con respecto al nimero de plantas
totales de cada manchon. Adicionalmente, se hizo un célculo de la relacién entre la
superficie de los manchones y la superficie total de cada predio, y con este dato se
estimo la incidencia absoluta referida como el nimero de plantas enfermas en cada

predio.

Para el analisis de las variables morfologicas, se utilizaron un namero variable
de plantas por tratamiento y por predio, considerandose cada planta como una unidad
experimental, a las cuales se les tomaron los siguientes datos: peso de raiz, altura de
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planta, nUmero de hojas verdes y hojas secas, peso fresco de hojas, diametro de bulbo,
namero de bulbillos por bulbo y peso de bulbo. Los datos fueron analizados bajo un
disefio completamente al azar con un numero variable de repeticiones utilizando un
andlisis de varianza al nivel de significancia del 1% (a=0.01), y los promedios fueron
comparados con la prueba de Tukey, mediante el programa Disefios Experimentales
version 1.6 (Olivares, 2015).
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4. RESULTADOS

4.1. Muestreo de plantas y aislamiento de hongos

En general, se observaron 2 sintomas predominantes en las plantas de ajo a
los 60 dias después del primer riego. Los sintomas observados fueron secado de hojas
comenzando por las de mayor edad y con avance basipeto, es decir desde los apices

hacia la base de las hojas. El segundo sintoma fue la pudricién de los bulbos.

Al sembrar porciones de bulbillos con sintoma de pudricion en medio PDA bajo
las condiciones descritas, se logré el aislamiento de 65 cepas de las cuales se
purificaron 10, ya que visualmente habia algunas muy parecidas y otras contaminadas
(Figura 16).

Figura 16. a) Aislamientos fungicos obtenidos a partir de las plantas colectadas, b)
Cepas purificadas de los aislados obtenidos.

4.2. Caracterizacion e identificacion morfoldgica

El micelio producido por los aislados fue variado, de colores blanco, violeta
claro, morado y marrén, en todos los casos con aspecto algodonoso. Con respecto al
crecimiento de las colonias en algunos casos empez6 24 horas después de la siembra
con un crecimiento gradual de 1 cm diario en promedio, hasta llenar la caja (8.5 cm de
diametro) en 10 dias, en algunos otros casos el crecimiento comenzé después de 48

horas de siembra (Figura 17).
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Figura 17. a, b, c y d) Vista superior de las cepas 2, 4, 6y 10; e, f, g y h) vista inferior.

Mediante la revisién del micelio al microscopio, se observé el desarrollo de
macroconidias y microconidias aplanadas con forma de tabique, lo cual dio lugar a la

identificacion de colonias del género de Fusarium spp (Figura 18).

Figura 18. Observacion de micelio al microscopio compuesto. a) Formacion de
conidios, y macroconidias, b) Conidios en cadena, c) Polifialide.

4 3. Identificacion molecular

Con respecto a la identificacion molecular de las cepas, se logré la amplificacion
por PCR de los 10 aislados seleccionados de las regiones ITS y del gen [3-tubulina
obteniéndose fragmentos de 571-587 pb para ITS, y de 340 a 478 pb para R-tubulina
(Figura 19).
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Figura 19. Electroforesis de los productos de PCR-ITS (A) y PCR-B-Tubulina (B) del
ADN de las cepas de hongos aislados de ajo. Carriles 2, 4, 6 y 10 corresponden con

los numeros de las cepas. Las flechas sefalan el fragmento de 500 pb.

Se seleccionaron 4 cepas de hongos, 2, 4, 6 y 10, las cuales fueron
secuenciadas en ambas direcciones, ensambladas y compradas con las secuencias
del Genbank mediante los programas CAP3 y Blast: las cepas 2 y 6 correspondieron
a F. oxysporum, y las cepas 4 y 10 a F. proliferatum (Cuadro 3, Figuras 1A a 23A del

apéndice).

Cuadro 3.- Comparacion con Genbank de las secuencias obtenidas a partir de los
productos de PCR en cepas de hongos aisladas de ajo, en la Ascension, Aramberri

N.L. BT= B-tubulina, ITS=espaciadores intergénicos.

Cepa Region Talla  Especieidentificada Porcentaje Numero de
(pb) de similitud entrada en
GenBank
2 BT 739 Fusarium oxysporum, 94.76% LR025148.1
2 ITS 572 Fusarium oxysporum  99.3% MZ724823.1
4 BT 340 Fusarium proliferatum  98.52% KF577910.1
4 ITS 587 Fusarium proliferatum  100% MT428196.1
6 BT 478 Fusarium oxysporum  97.09% MH827997.1
6 ITS 571 Fusarium oxysporum 98.74% MT453296.1
10 BT 478 Fusarium proliferatum  99.39% MHB844692.1
10 ITS 481 Fusarium proliferatum  98.49% MH392760.1
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4.4. Prueba de patogenicidad

En las plantas de ajo inoculadas durante la prueba de patogenicidad, los
primeros sintomas se observaron a los trece dias después de la inoculacion. Se
observo secado de hojas con coloracion rojiza empezando en la punta de las hojas,
los tallos presentaron consistencia blanda. Se logré el aislamiento a partir de las
plantas de una cepa que de manera visual es idéntica al micelio en cuanto color y
crecimiento a las cepas 2 y 6 identificadas previamente como F. oxysporum (Figura
20).

Figura 20. Prueba de patogenicidad y cepas re-aisladas a partir de plantas de ajo
inoculadas. a) Plantas con sintomas de secado de hojas, b) Dafos a la raiz. De
izquierda a derecha es ajo sano, después con F. proliferatum y al altimo F. oxysporum,
c) Cepas re-aisladas.

4 5. Incidencia de la enfermedad

Se estim0 la incidencia relativa de la enfermedad en un manchoén representativo
de cada parcela obteniendo en la cosecha una incidencia relativa del 80 % en la
parcelal, 70% enla 2,80 %enla3, 70 % enlady 60 % enla5 (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Incidencia estimada de la enfermedad pudricion seca del ajo en La
Ascension, Aramberri, N.L.

Parcela  Superficie Area afectada Incidencia (%)
(ha) (%) Relativa Absoluta
1 1.75 2.2 80 1.76
2 3.0 6.38 70 4.466
3 2.5 4.7 80 3.76
4 15 0.6 70 0.42
5 15 2.5 60 1.5
X - 3.276 72 2.36

También se estima la relacion entre la superficie con manchones de enfermedad
con respecto al tamafio de la parcela, que de acuerdo con los resultados observados
en el Cuadro 4, la parcela 1 tuvo un 2.2 % de superficie con dafios (Figura 21), la 2 de
6.38 % (Figura 22), la 3 de 2.5 % (Figura 23) la 4 de 4.69 %(Figura 24) y en la 5 hubo
0.6 % (Figura 25). Con ambos datos (incidencia relativa y proporcion de manchones),

se estimo la incidencia absoluta (Cuadro 4).
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Figura 21. Relacion de manchones de plantas enfermas con la superficie total en el

predio 1.
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Figura 22. Relacion de manchones de plantas enfermas con la superficie total en el

predio 2.
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Figura 23. Relacion de manchones de plantas enfermas con la superficie total en el

predio 3.
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Figura 24. Relacion de manchones de plantas enfermas con la superficie total en el

predio 4.
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Figura 25. Relacion de manchones de plantas enfermas con la superficie total en el

predio 5.
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4.6. Efecto en el rendimiento y sus componentes

En el predio 1 se recolectaron un total de 62 plantas sanas y 32 enfermas; en el
predio 2, 62 plantas sanas y 42 enfermas; en el 3, 73 plantas sanas y 35 enfermas; en
el 4, 68 plantas sanas y 30 enfermas; y por ultimo, en el predio 5, 62 plantas sanas y
31 enfermas; en total de los cinco lotes se recolectaron 327 plantas sanas y 170
plantas enfermas las cuales fueron medidas de acuerdo con lo descrito en la
metodologia. Los resultados del analisis estadistico de las variables de estudios se

muestran en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Significancia estadistica y comparacion de medias de las variables
morfolégicas entre plantas sanas y enfermas de ajo por predio. a= significancia
estadistica. Letras diferentes indican diferencia estadistica.

Tratamientos Predios
1 | 2 | 3 | 4 | 5
Peso de raiz (g)
Plantas sanas 2485 a 2.263 a 2.596 a 2429 a 2.537 a
Plantas enfermas 1.880 b 1.950 a 1.956 b 1.874 b 2.036 b
a 0.008** 0.170 NS 0.011* 0.014* 0.011*
Altura planta (cm)
Plantas sanas 34.191 a 33.667 a 34.432 a 37.323a | 34.565a
Plantas enfermas 29.167 b 26.881b 23.603 b 33.484b | 32.355b
a 0.000** 0.000** 0.000** 0.010** | 0.014*
N° de hojas
Plantas sanas 10.309 b 10.726 a 11.247 a 10.468 a | 10.758 a
Plantas enfermas 11.033 a 10.024 b 9.559 b 10.935a | 11.677b
a 0.000** 0.000** 0.000** 0.140 NS 0.000**
N° hojas verdes
Plantas sanas 5471 a 5.629 a 5.274 a 5.468 a 5.548 a
Plantas enfermas 2.633b 4.238Db 2.588 b 3.613 Db 5.387 a
a 0.000** 0.000** 0.000** 0.000** 0.401 NS
N° hojas secas
Plantas sanas 4.985 b 5.113 b 5.932 b 4.968 b 5.210b
Plantas enfermas 8.400 a 6.214 a 7.382 a 7.387 a 6.290 a
a 0.000** 0.000** 0.000** 0.000** 0.000**
Peso fresco hojas (g)
Plantas sanas 16.515 a 21.990 a 20.199 a 19.113a | 17.048 a
Plantas enfermas 6.913 b 8.800 b 14.356 b 10.132 b 7.339b
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a 0.000** 0.000* | 0.006** | 0.000* | 0.000*
Didmetro del bulbo (cm)
Plantas sanas 5.331 a 5.748 a 4977 a 5.569 a 5.363 a
Plantas enfermas 4,433 b 4,740 b 4.471b 5.145b 4.600 b
a 0.000** 0.000** 0.004** 0.041* 0.000**
N° de bulbillos/bulbo
Plantas sanas 12.868 a 13.452 a 12.890 a 13.194a | 13.210a
Plantas enfermas 11.533 b 12.330 b 11.118b 12.742a | 12.613 a
a 0.009** 0.001** 0.000** 0.317 NS | 0.054 NS
Peso fresco bulbo(g)
Plantas sanas 58.947 a 70.919 a 54.185 a 63.597 a | 60.329 a
Plantas enfermas 46.686 b 45.021 b 42.435b 57.344a | 42.419b
a 0.014* 0.000** 0.002** 0.185 NS 0.000**
Diferencia entre el 20.8 36.52 21.68 9.83 29.67
peso del bulbo sano
y enfermo (%)
Diferencia 23.7
promedio (%)

Con respecto al peso de raiz, se observo que en los cinco predios disminuye el
peso de la raiz de las plantas enfermas comparadas con las sanas, y las diferencias
entre los tratamientos fueron significativas al nivel 0.05 en tres de los predios y al nivel

0.01 en un predio.

Sobre la altura de las plantas, en los cinco predios fue mayor la altura en plantas
sanas comparadas con las plantas enfermas, y en los cinco predios hubo diferencias

significativas y/o altamente significativas.

El nimero de hojas totales, se redujo en las plantas enfermas solamente en dos
predios con diferencias significativas al nivel 0.01, contrario con los otros tres predios

en donde se tuvieron mas hojas en las plantas enfermas.

En los cinco predios, el nimero de hojas verdes fue mayor en las plantas sanas
gue en las enfermas, sin embargo, solo en los predios 1, 2, 3y 4, se encontro diferencia

significativa al nivel 0.01.

Por otra parte, en los cinco predios, el numero de hojas secas fue mayor en las
plantas de ajo enfermas a comparacion con las plantas sanas encontrandose

diferencia significativa en todos los predios.
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El peso fresco de las hojas fue mayor en las plantas de ajo sanas que en las
plantas enfermas en los cinco predios, y se encontro diferencia significativa en todos

los predios al nivel 0.01.

El diametro de los bulbos de plantas sanas también fue mayor en todos los

predios, incluso estadisticamente.

Con respecto al numero de bulbillos, fue ligeramente mayor en los ajos sanos
en los cinco predios, pero solamente en tres de ellos se encontré diferencia

significativa entre ajos sanos y enfermos.

Finalmente, el peso fresco de los bulbos fue mayor en los cinco predios en las
plantas sanas, con diferencias estadisticas en cuatro predios. La disminucion promedio
en el peso de los bulbos de los ajos enfermos con respecto a los sanos fue desde un
9.83 % hasta un 36.52 % entre los predios, con una reduccion promedio de los cinco
predios en el peso del bulbo de 23.7%. Cabe sefialar que esta reduccion de 23.7% en
el peso de los bulbos es solamente en los manchones en donde se presento la
enfermedad con mayor evidencia visual, y no en la superficie total de las parcelas. La
reduccion del rendimiento absoluto incluyendo la superficie total fue de 2.36 %.
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5. DISCUSION

La pudricion seca o pudricion basal causada por Fusarium spp. fue reportada
por primera vez en California, E.E.U.U. en 1976 y desde entonces ha habido muchos
reportes en todo el mundo indicando que causa pérdidas en el rendimiento que van

desde insignificantes hasta un 40 % (Zeep et al., 1996).

Fusarium oxysporum produce marchitez vascular, pudricion de raiz, tallos,
coronas Yy bulbos. Agrios (2011) menciona que las plantas afectadas pertenecen a
varias familias que incluyen a hortalizas, plantas de flor, pastos, inclusive malezas. Se
encuentra distribuido ampliamente por todo el mundo y ocasiona pérdidas
considerables al disminuir las poblaciones, el crecimiento y la produccion de las
plantas infectadas.

La pudricién de bulbos por Fusarium spp. ocurren tanto en el campo como en
el almaceén. La pudricién puede iniciarse en la superficie sana de los bulbos, pero con
frecuencia se inicia en las heridas, en el follaje o en las raices dafiadas que se hacen
después de la cosecha. Los bulbos invadidos pueden 0 no mostrar sintomas externos
de la enfermedad, es comun que las raices adquieren una tonalidad que va de café a
negro, se hunden y se pudren, y a menudo contienen masas de micelio del hongo. El
follaje de las plantas se torna amarillo, adquiere color purpura o café y mueren
prematuramente, la pudricibn de la raiz y tallo por Fusarium spp. aumenta su
severidad, cuando las plantas que estan expuestas al patégeno sufren agobio
fisiologico por las bajas temperaturas, sequia intermitente, o exceso de agua en el
suelo, herbicidas, compactacion de la superficie del suelo debido a las ruedas del

tractor que limitan el crecimiento de las raices de las plantas.

Los sintomas observados en las plantas de ajo en la comunidad de La
Ascension aparecieron a los 60 dias después del riego inicial, y fueron hojas
amarillentas desde el apice en forma descendente comenzando en las hojas de mayor
edad y continuando con las mas jovenes, en las que se tuvo menor crecimiento y
desarrollo ademas de pudricion del bulbo y muerte de las plantas. Sintomas similares

también han sido reportados por Burba (2003), Velasquez-Valle y Medina-Aguilar
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(2004b); Dugan et al. (2007); Garcia et al. (2011); Galvez-Paton et al. (2011); Basallote
et al. (2011); Ochoa-Fuentes et al. (2012); Delgado-Ortiz et al. (2016); Galvez y
Palmero (2021), teniendo en comun el agente causal: Fusarium spp.

A pesar de haber reportes de la enfermedad causada por varias especies de
Fusarium, en el presente caso solo se detectd F. oxysporum y F. proliferatum, sin
embargo, es posible que se hayan perdido alguna otra especie en el proceso de
purificacion, ya que se obtuvieron 65 aislados, de los que finalmente fueron

seleccionados 4 para el analisis.

Con respecto a las pudriciones de bulbo, F. proliferatum ha sido citado como
patogeno del ajo en el noreste de los Estado Unidos de América y Serbia, causando
podredumbres humedas de color pardo en los dientes de ajo. En Espafia, se ha
detectado, que el género Allium es susceptible a F. proliferatum, presentando indices
altos de gravedad de la enfermedad en ajo, la sintomatologia observada a las tres
semanas de la inoculacion consiste en raices podridas con aspecto acuoso que se
descomponen y finalmente desaparecen, presentaron una drastica disminucion en el

peso de la planta (Garcia et al., 2011).

En México, Ochoa-Fuentes et al. (2012) reportd la presencia de diferentes
especies de Fusarium en semilla de ajo en Aguascalientes, y por su parte Delgado-
Ortiz et al. (2016) reportaron las mismas especies de Fusarium, obtenidas en campo

en Zacatecas, Guanajuato y Aguascalientes.

En Espafia, Galvez-Paton et al. (2011) reportaron a F. proliferatum como agente
causal de podredumbre de ajo, los sintomas de la enfermedad se manifiestan con
podredumbres humedas en los dientes, llegando a abarcar la totalidad de este;
inicialmente se aprecian lesiones en la superficie de los dientes, donde en algunos
casos aparece un crecimiento de micelio blanco, asi como necrosis en el disco
radicular. De igual manera, Basallote et al. (2011) report6 en Espafia, la podredumbre
de disco basal y raices de ajo se debia a una etiologia compleja, con F. oxysporum y
F. proliferatum como agentes principales, seguidos por F. solani. Lo antes mencionado

coincide con los sintomas de las plantas analizadas y los mismos agentes causales de
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la enfermedad, con excepcidon de Fusarium solani que no se encontro en la presente

investigacion.

En argentina Burba (2003) reporto fusariosis o podredumbre seca como una de
las enfermedades mas comunes en ajo, desarrollandose mejor en ambientes himedos
y calientes, las plantas atacadas muestran amarillamiento y al ser arrancadas
muestran las raices con coloraciones violetas y sectores del bulbo blando. Los dientes
o bulbillos con fusariosis muestran manchas deprimidas de aspecto herrumbre. Piccolo
(2007), reportdé una enfermedad llamada mancha herrumbe causada por F.
oxysporum, la infecciébn manifiesta con un marchitamiento, las hojas presentan clorosis
y las puntas se secan hacia abajo. En un ataque temprano por este patdgeno, las
plantas se muestran con un crecimiento reducido. Se pueden observar raices con la
enfermedad las cuales se colorean de pardo claro al principio, perdiendo turgencia y

luego mueren.

Dugan et al. (2007) reportaron que los patégenos fungicos mas comunes en ajo
en la semilla (bulbillos) son F. oxysporum y F. proliferatum, el primero produce
clamidosporas y es capaz de sobrevivir en el suelo prolongadamente, por su parte F.
proliferatum no produce clamidosporas, pero es capaz de sobrevivir prolongadamente

en el suelo cuando se asocia con residuos.

Galvez y Palmero (2021), recientemente reportaron que la enfermedad en
poscosecha mas prevalente en ajo es la podredumbre seca con un 56.1%, y se asocia
con 6 especies de Fusarium. F. proliferatum se detecté en mas del 85 % de los dientes

de ajo sintomaticos, seguido de F. oxysporum y F. solani.

De acuerdo con la caracterizacién morfolégica y molecular, pudimos identificar
plenamente a F. oxysporum y F. proliferatum coincidiendo los 2 fragmentos de ADN
analizados, la region ITS y el gen de la B-tubulina. La prueba de patogenicidad validé

la etiologia de la enfermedad.

Con respecto a la incidencia, no se encontraron reportes comparativos, y
podemos sefialar que la estimacion realizada aporta buena informacién al sefialar que

la incidencia se da en manchones, aunque esto lleva a plantear la pregunta sobre el
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origen de la infeccion, si viene en la semilla o se diseminé en campo, lo cual no se
dilucido en la presente investigacion. La estimacion de una incidencia relativa de 72 %
en promedio de los 5 lotes es muy elevada, pero esto aplica solo para el &rea que
presentd manchones la cual representa entre un 0.6 y 6.38 % de la superficie total.

De acuerdo con los resultados, la enfermedad pudricién seca o basal ocasiona
la modificacién de diferentes caracteristicas morfolégicas en el campo, con mayor
importancia en el peso y apariencia del bulbo. Para la mayoria de las variables
analizadas se detectaron diferencias estadisticas significativas a los niveles 0.05 y
0.01, inclusive los valores son muy claros, con un menor peso de raiz, menor altura de
planta, menor nimero de hojas verdes, menor didmetro de bulbos y numero de
bulbillos, y lo mas importante, menor peso de bulbo (rendimiento) en las planas
enfermas. A pesar de que existen muchas referencias sobre la presencia de Fusarium
en ajo, hay pocas referencias que hayan evaluado caracteristicas agrondémicas.
Veladsquez-Valle y Medina-Aguilar (2004b) mencionaron que las plantas afectadas por
Fusarium spp. mostraron en su follaje de color café a purpura, las plantas mostraron
una disminucion generalizada en altura, diametro de cuello y bulbo, aunque el efecto
negativo mas evidente fue en el peso del bulbo hasta un 86 % menos que las plantas
sanas. Por su parte, Revelez-Hernandez et al. (2009) mencionan que la pudricion en
bulbos de ajo por Fusarium, puede ser responsable por pérdidas de hasta 40 % de los

bulbos de campo.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo con las condiciones descritas en la presente investigacion, se llego

a las siguientes conclusiones:

Se encontré como agente casual del secado de las hojas y la pudricién de
bulbos de ajo a Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum, presentando una
incidencia relativa en los manchones desde un 60% hasta un 80%, y una incidencia

absoluta desde 0.42 hasta 4.47% en los 5 predios estudiados.

Los hongos causales de la enfermedad reportada causaron un efecto negativo
en todas las variables morfolégicas de las plantas, sobre todo en el rendimiento del
bulbo, con una disminucion de la calidad y una reduccién en la produccion del ajo del
2.36% en promedio.
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Fusarium oxysporum strain L D200516 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal. .. Fusarium oxys 1031 1031 99% 00 99.30% 569 MWO073408.1
Eusarium oxysporum strain LD200416 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal... Fusarium oxys... 1031 1031 99% 00 99.30% 569 MWO073407 .1
Fusarium oxysporum isolate DSM1004089_FOX small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence... Fusarium oxys... 1029 1029 99% 00 9930% 1135 MT453296.1
Eusarium oxysporum Fe47 chromosome IV Eusarium oxys... 1029 3089 99% 00 9930% 4731052 CP052041 1
Fusarium oxysporum strain GFR32 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal tra... Fusarium oxys .. 1029 1029 99% 00 9930% 584  MT447537 1
Eusarium oxysporum strain GFR24 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal tra. . Fusarium oxys .. 1029 1029 99% 00 9930% 584  MT447529 1
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolate CU-1 small subunit ribosomal RNA gene, partial seque... Fusarium oxys... 1029 1029 99% 00 99.30% 571 MN219649.1
Eusarium oxysporum isolate Ginrarsnl_1 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; infer .. Fusarium oxys .. 1029 1029 99% 00 9930% 578  MN0557011
Fusarium oxysporum isolate BM14 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal fra... Fusarium oxys... 1029 1029 100% 00 9913% 573  MKO10069 1
Eusarium oxysporum strain 149 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal fransc. .. Fusarium oxys... 1029 1029 99% 00 9930% 2056 MK8281201 o~
Fusarium oxysporum strain HDXG-0 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal tr . Fusarium oxys .. 1020 1028 99% 00 9930% 568  MKB414751 E
Eusarium oxysporum strain gss142 small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence; internal tra. . Fusarium oxys .. 1029 1029 100% 00 9913% 572  MH290453 1 E
Fusarium oxysporum f _sp_dianthi partial 185 rRNA gene for 18S ribosomal RNA _strain Fod008 Fusarium oxys... 1029 1029 99% 00 9930% 7875 LT8412361 m
n Eusarium oxysporum f. sp. dianthi partial 185 rRNA gene for 18S ribosomal RNA,_strain Fod001 Eusarium oxys... 1029 1029 99% 0.0 99.30% 7875 LT8412221

Figura 2A. Alineamiento BLAST de la secuencia ITS-ADN del aislado 2 de F.
oxysporum de La Ascension, Aramberri, N.L.
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D | @ cap3-search % | [ PRABI-Dous: View-fic X | £ NCBIBlastNucleotide Sequence X | - - o X

< C £ hittpsy/blastachinim.nih.goy/Blast.coi#alnHdr_1770803879 A Y T E}
Score Expect Identities Gaps Strand
1031 bits(558) 0.0 566/570(93%) 1/570(0%) Plus/Minus

Query 3 CCTCCHCTTATTAATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACAT

Sbjct 569 CCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACAT 518

Query 63  TCAGAAAGTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTA 122

Sbjct 589 TCAGAA-GTTGGGGTTTAACGGCGTGGCCGCGACGATTACCAGTAACGAGGGTTTTACTA 451

Query 123 CTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGCGAATTAACGCGAG 182

PLLLCELEE et e L e e e e
Sbjct 450 CTACGCTATGGAAGCTCGACGTGACCGCCAATCAATTTGAGGAACGCGAATTAACGCGAG 391

Query 183 TCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGT TGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGA 242

Sbjct 390 TCCCAACACCAAGCTGTGCTTGAGGGT TGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGA 331

Query 243  ATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC 382

Sbjct 330 ATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC 271

Query 303 ATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG 362

Sbjct 270 ATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTG 211

Query 363 AAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGE 422

Sbjct 210 AAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGGG 151

Query 423 TCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGE 482

Sbjct 150 TCCTCTGGCGGGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGGCTGATCCGCCGAGGCAACAAGTGE 91

Query 483 TATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAA 542

Sbjct 90  TATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAA

& Feedback

Query 543 CGGAGACCTTGTTACGACTTTTTACTTGCA 572
u Sbjct 30  CGGAGACCTTGTTACGACTTTTTACTTCCA 1 -

Figura 3A. Similitud de la secuencia de ITS-ADN del aislado 2 de F. oxysporum de La
Ascension, Aramberri, N.L. con la secuencia MN626452.1 del GenBank.
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Desci jons Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ¥ Show >}
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max = Total Query E Per.
Descripti Scientific N Acc. L i
escu" on clent 3 M2 Score Score Cover value  Ident cc' = REmm
- - - - -

n Fusarium proliferatum strain BL4 small subunit rib | RNA gene, partial intenal transcribed sp... Fusarium prolifer .. 1050 1050 96% 0.0 10000% 588 MT466521.1
¥ FEusarium sp_2 YHY-2018 strain Y. H. Yeh 10208 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence internal . Fusarium sp. 2 1050 1050 86% 0.0 10000% 575 MK336578.1
n Fusarium fujikuroi strain Augusto2 I} Fusarium fujikuroi 1050 1050 96% 00 100.00% 5014829 CP023090.1
’ Fusarium fujikuroi strain 1.3 1} Fusarium fujikuroi 1050 1050 96% 00 100.00% 5092212 CP023102.1
¥ Fusarium fujikuroi strain CSV1 ] Fusarium fujikuroi 1050 1050 96% 0.0 100.00% 5023961 CP023078.1
n Fusarium sp. strain SMG04 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1... Fusarium sp. 1050 1050 96% 0.0 100.00% 832 MK355724.1
’ Fusarium sp_isolate R37302_ITS small subunit ribosomal RNA gene, partial - internal tr ibed sp... Fusarium sp 1050 1050 96% 0.0 100.00% 582 MK268147 1

<< ! Eusarium sp. isolate E25999_ITS small subunit rib I RNA gene, partial sequence; internal ibed sp... Fusarium sp 1050 1050 96% 0.0 10000% 582 MK267795 1
n Fusarium verticillioides culture CBS:127178 strain CBS 127178 small subunit rib | RNA gene, partial seq... Fusarium verticill .. 1050 1050 96% 0.0 10000% 687 MHB864460 1
¥ Eusarium sp_isolate C4B 185 ribosomal RNA gene, partial internal transcribed spacer 1,_5.8S ribos .. Fusarium sp 1050 1050 96% 00 10000% 2732 MH9906261
n Fusarium sp. strain AT11-1 small subunit ribosomal RNA gene, partial internal il spacer 1. Fusarium sp. 1050 1050 96% 00 100.00% 583 MH588229 1 -
’ Fusarium proliferatum isolate DSM 106835 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence_ internal trans. .. Fusarium prolifer . 1050 1050 96% 00 100.00% 1138 MHO055399 1 .§
’ Fusarium fujikuroi strain FPM32 small subunit ribosomal RNA gene,_partial internal transcribed spa... Fusarium fujikuroi 1050 1050 96% 0.0 100.00% 632 MF281303.2 E
’ Fusarium fujikuroi strain FPM27 small subunit ribosomal RNA gene,_partial internal transcribed spa... Fusarium fujikuroi 1050 1050 96% 0.0 100.00% 631 MF281300.2 m

Fusarium fujikuroi strain FPM7 small subunit ribosomal RNA gene, partial internal tr d spac .. Fusarium fujikuroi 1050 1050 96% 0.0 100.00% 680 MF281286 2

!
1
>
>
]

Figura 4A. Alineamiento BLAST de la secuencia ITS-ADN del aislado 4 de F.
proliferatum de La Ascension, Aramberri, N.L.
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O | o capd-Search % | [ PRABI-Dous: View-fic X | 2 NCBIBlastNucleotide Sequence X | - a X
N
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Fusarium proliferatum strain BL4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.88
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence

Sequence ID: MT466521.1 Length: 588 Number of Matches: 1

Range 1: 8 to 575 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1050 bits(568) 0.0 568/568(100%) 0/568(0%) Plus/Minus

Query 16  TGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGG 75

PECCCLLLELECEEEE L EEL L L P LT
Sbjct 575 TGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACATTCAGAAGTTGG 516

Query 76 GGGTTTAACGGCTTGGCCGCGCCGCGTACCAGTTGCGAGGGTTTTACTACTACGCAATGG 135

FLLLCLEELECEEEETEEEEL L EEE LT
Sbjct 515 GGGTTTAACGGCTTGGCCGCGCCGCGTACCAGTTGCGAGGGTTTTACTACTACGCAATGG 456

Query 136 AAGCTGCAGCGAGACCGCCACTAGATTTCGGGGCCGGCTTGCCGCAAGGGCTCGCCGATC 195

Sbjct 455 AAGCTGCAGCGAGACCGCCACTAGATTTCGGGGCCGGCTTGCCGCAAGGGCTCGCCGATC 396

Query 196 CCCAACACCAAACCCGGGGGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCA 255

Sbjct 395 CCCAACACCAAACCCGGGGGCTTGAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCA 336

Query 256 GAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC 315

FELLELLCELECECEETELEE L L L]
Sbjct 335 GAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC 276

Query 316 ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT 375

FLCLCCLLETECEE L EE L L e L
Sbjct 275 ACATTACTTATCGCATTTTGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGT 216

2 Feedback

Query 276 TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGARACAGAGTTTAGG 435
u Sbjct 215 TGAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGALACAGAGTTTAGG 156 -

Figura 5A. Similitud de la secuencia de ITS-ADN del aislado 4 de F. proliferatum de La
Ascension, Aramberri, N.L. con la secuencia MT466521.1 del GenBank.
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Figura 6A.- Electroferograma de la region ITS-ADN del aislado 6 de F. oxysporum de
La Ascension, Aramberri, N.L.
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Sequences producing significant alignments Download Select columns ~ Show (]
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Max Total Query E  Per

Score Score Cover value  Ident
v v v - -

Description Scientific Name Ace Len  pccession

Eusarium oxysporum isolate DSM100409 FOX small subunit ribosomal RNA gene, parlial sequence; intemal brFusarum oxysp . 994 994 97% 00 9874% 1135 MT4537061

Eusarium oxyspomm Fod7 chromosome IV Fuserum geysp.. 994 2983 7% 0.0 98.74% 4731052 CP0520411

Eusarium oxysporum sirain GFR32 small subunit ribosomal RNA gene, parfial sequence: infernal transcribed s... Fusarium axysp... 984 994  97% 0.0 9874% 584  MT447537.1

Fusarium oxysporum sirain GFR24 small subunit ribosomal RNA gene, parfial sequence: infernal transcribed s... Fusarium cxysp... 994 994 §7% 0.0 9874% 584  MT447520.1

Eusarium oxysporum voucher Akure A2h small subunit ribosomal RNA gene_parfial sequence: infernal franseri . Fusarium oxysp. . 994 994 87% 00 9874% 556  MNG502481

Fusarium oxysporum f._sp lycopersici isolate CU-1 small subunit ribosomal RHA gene _parial sequence:infern . Fusarium axysp.. 994 934 97% 00 9874% 571  MN219643.1

Fusarium oxyspomm isolate Ginrarsnl 1 small subunit ribosomal RMA gene,_partial sequence infemal franscri .. Fusarium geysp... 994 994 §7% 0.0 9874% 578  MNOS5S701.1

Eusarium oxysporum isolate BM14 small subunit ibosomal RNA gene _parfial sequence infemal franscribed sp - Fusarium oxysp. . 994 994 97% 00 9874% 573  MK9100691

Fusarium oxysporum sirain 149 small subunit ribosomal RNA gene_parlial sequence: intemal transcribed spac... Fusarium oysp... 994 994 97% 0.0  9874% 205  MKB281201

Fusarium oxyspomm sirain HDXG-0 small subuni rinosomal RNA gene, partial sequence: infernal transcribed ... Fusarium gxysp... 994 994 §7% 0.0 9874% 568  MKB414751

«

Fusarium axysp... 994 994 7% 00 9874% 559  MKIS6762.1

Fusarium oxysporum genomic DN: ITS1,_58S RNA gene, ITS2 285 RNAgene isolate O Fusariumoxysp. . 994 934 97% 00 9874% 1419 LT970803.1

Fusarium oxyspomm sirain gss 143 small subunit ribosomal RNA gene, parlizl sequence: infemal franscribed s... Fusarium oysp... 994 994 97% 0.0 9374% 558  MH290454.1

Eusarium oxyspomum sirain gss142 small subunit ribosomal RNA gene. parfial sequence: inferal transcribed s... Fusarium axysp... 994 994 7% 00 9874% 572 MH290453.1

Fusarium oxysporum strain VIKFQ-01 18S ribosomal RN gene, partial sequence: internal transcribed spacer 1... Fusarium qxysp... 994 994 97% 0.0 9874% 865 MGS574894.1

Eusarium oxysporum genomic DN 183 ANA gene ITS1 585 ANAgene ITS2and 288 Fusariumoxysp . 994 994 S7% 00 9874% 1406 LI746253.1

Eusarium oxysporum genomic DN; 188 (ANA gene, ITS1, 5.65 (ANA gene ITS2and 265 ... Fusarium axysp... 994 994 97% 0.0 9874% 1419 LT746249.1

Fusarium oxysporum isolate 12PDA-Vald 18S ribosomal RNA gene. partial sequence: intemal transcribed spac... Fusarium axysp... 994 994 97% 0.0 9874% 559  KX343146.1

Eusarium oxysporum f_sp_dianthi parfial 185 rRNA gene for 185 ribosomal RNA_strain Fod00§ Eusaumoxysp . 994 994 97% 00 9874% T875 LT8412361
Eusarium oxysporum f. sp. dianthi pardial 188 (RNA gene for 185 ribosomal RNA, strain Fod001 Eusarium gxysp... 994 994 7% 00 98.74% T875 LT841202.1
n Fusarium oxysporum isolate AFIC35 135 ribosomal RNA gene. partial sequence_infemal transoribed spacer 1 Fusarum oiysp. . 994 994 7% 00 9874% 1057 KUBT28401 -

Figura 7A. Alineamiento BLAST de la secuencia ITS-ADN del aislado 6 de F.
oxysporum de La Ascensién, Aramberri, N.L.
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&« C @ blastncbinlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1840379230 Q 2 % 0O o H

Fusarium oxysporum isolate DSM100408_FOX small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer -
1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosemal RNA gene,
partial sequence

Sequence ID: MT453296.1 Length: 1135 Number of Matches: 1

Range 1: 20 to 583 GenBank Graphics

core Expect | Identinies Gaps Strand
994 bits(538) 0.0 548/555(99%) 0/555(0%) Plus/Minus

Query 1 AGGTCAAL
LT
G

|
AG

TG(TTMGTT(AG(GG
T

G
[T
g

‘ {AT
GCTTAAGTTCAGCGGET

TCCTACCTGATCCG
. ILLLLLEELLEL LT

Sbjct 583 ATTCCTACCTGATCCGAGGTCAAC 524
TTAACGGCGTGECCGCGACGATTACCAGTAACGAGGETTTTACT 120
LCLCLEL LR TLETETTE LT ET

TTAACGGCGTGECCGLGACGATTACCAGTAACGAGGETTTTACT 464

Query 61 A

a=a
a-a
aA—a
a—a
a=%
)

Sbjct 523 A

i i) (i
Sbjct 463 ACTACGCTATGGAA CCAATCAATTTGAGGAACGCGAAT TAACGCGA

i

Sbjct 483 GTCCCAACACCAAG

T GAA.Al\TG ACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAG 248

T G
PLCCLLECTETETCTELELTLTETLTLTET ]
T G

17 \
Al TTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGOCAG

W
8 k

ey 2 AT

Sbjct 343 AATACTGGCGGGCGCAA

GTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA
PELLELCLELLELRELEL LT EELETETETTILTET
TTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCA

7=z
G

g

Query 381 CATTACTTATCGC ”i i AAGAGAlﬁTHTH
Sbjct 283 CATTACTTATCGCATTTTGCTAC ARNGAGATCCGTTGTT 224

Query 361 GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCACAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG 420
PLLEEECTELL R L LR T EL ]
Sbjct 223 GAAAGTTTTGATTTATTTATGGTTTTACTCAGAAGTTACATATAGAAACAGAGTTTAGGG 164

e T T

Sbiect 163 GTCCTCTGGCGEGCCGTCCCGTTTTACCGGGAGCGGECTEAT CCGLCGAGGCAACARETE 184

Query 481 GTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGCAATGATCCCTCCGCTGRATCACCN 548
|

Sbjct 103 GTATGTTCACAGGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCTGETTCACCA 44

Query 541 ACGNAMWANCTTGTTA 555

u Shjct 43  ACGGAGACCTTGTTA 29

Figura 8A. Similitud de la secuencia de ITS-ADN del aislado 6 de F. oxysporum de La
Ascension, Aramberri, N.L. con la secuencia MT453296.1 del GenBank.
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Figura 9A. Electroferograma de la region ITS-ADN del aislado 10 de F. proliferatum de
La Ascension, Aramberri, N.L.
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% Fusarium sp isolate FS8 internal ibed spacer 1,_partial 58S rit | RNA gene and internal tr .. Fusarium sp 822 822 96% 00 9849% 563 MNT550761

¥ Fusarium sp. isolate FS7 small subunit ri RNA gene. partial internal transcribed spacer 1, 5.85 ... Fusarium sp. 822 822 96% 0.0 98.49% 585 MN759075.1

! Fusarium sp_isolate FSE internal l spacer 1, partial 58S i RNA gene and internal fr . Fusarium sp 822 822 96% 00 9848% 583 MN7590741

¥ FEusarium sp_isolate FS5 internal ibed spacer 1,_partial 588 rit | RNA gene and internal tr .. Fusarium sp 822 822 96% 00 9849% 565 MNT550731

% Fusarium sp.isolate FS4 internal ibed spacer 1, partial 5.8 rit | RNA gene and internal tr... Fusarium sp. 822 822 96% 0.0 98.49% 564 MNT55072.1

n Fusarium sp_isolate FS3 internal spacer 1,_partial 588 RNA gene and internal fr . Fusarium sp 822 822 96% 00 9849% 567 MN7590711

= Fusarium sp_isolate FS2 internal spacer 1,_partial 588 RNA gene and internal fr . Fusarium sp 822 822 96% 00 9848% 563 MN7580701

<< = Fusarium sp. isolate FS1 internal ibed spacer 1, partial 5.85 ri | RNA gene and internal tr... Fusarium sp. 822 822 96% 00 98.49% 563 MN755069.1

n Fusarium proliferatum isolate JnUBD18 internal tr il spacer 1, partial 5.88 ribosomal RNA gene ... Fusarium prolifer... 822 822 96% 0.0 9849% 570 MH392760.1

n Fusarium proliferatum strain FM-14 internal transcribed spacer 1,_partial 5 83 ribosomal RNA gene and ... Fusarium prolifer. 822 822 96% 00 9849% 586 MHO0108821

¥ Fusarium proliferatum internal transcribed spacer 1. partial ;5 85 ribosomal RNA gene and internal frans . Fusarium prolifer 822 822 96% 00 9849% 558 KY2378001 ™
n Fusarium sp. isolate DOF-15 internal transcribed spacer 1,_partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and intern... Fusarium sp. 822 822 96% 0.0 98.49% 554 Kx611638.1 ]
n Fusarium oxysporum isolate AC14 internal i spacer 1,_partial 58S ribosomal RNA gene and i .. Fusarium oxyspo 822 822 96% 00 9848% 524 KXB555861 i
¥ FEusarium oxysporum isolate ST-R-5 internal tr ibed spacer 1, partial - 5.85 rit | RNA gene and - Fusarium oxyspo... 822 822 96% 00 9849% 544 KU2588021 |l

Fusarium oxysporum isolate MT-S-3 internal transcribed spacer 1, partial 5.85 ribosomal RNA gene an... Fusarium oxyspo... 822 822 96% 0.0 98.49% 547 KU258799.1
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Figura 10A. Alineamiento BLAST de la secuencia ITS-ADN del aislado 10 de F.
proliferatum de La Ascension, Aramberri, N.L.
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Fusarium proliferatum isolate JNUBD18 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.8S ribosomal RNA gene and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MH392760.1 Length: 570 Number of Matches: 1

Range 1: 29 to 491 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
822 bits(445) 0.0 456/463(98%) 1/463(0%) Plus/Plus

Query 20 AGGNACNTTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGG 79

FEL L LELEEEEEL PP L L P
Sbjct 29  AGGGACATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCCTGTGAACATACCAATTGTTGCCTCGG 88

e T T T T T
Sbjct 89  CGGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAACGGGACGECCCGLCAGAGEACCCCTAAACTCTGTTT 148

Query 148 CTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT 199

HIHIIIIIIIIIHIIHIHHH\H\HIHIHIIHIIIIIIIIIHIIHH
Sbjct 149 CTATATGTAACTTCTGAGTAAAACCATAAATARATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT 208

e I A T T
Sbjct 209 GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTC 268

Query 268 AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCT 319

FELCCLLCELEECEEL LT EE L LT
Sbjct 269 AGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCT 328

et
Sbjct 329 GTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCCCEGGTTTGETGTTEGGGEATCGGCGAGCCCT 388

Query 388 TGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCGGTCTCGLTGLAGCTTCCATTGCGTAGAAG 439

PELCCLEELCEEEEEL TP EL L] T
Sbjct 389 TGCGGCAAGCCGGCCCCGAAATCTAGTGGCGGTCTCGCTGCAGCTTCCATTGCGTAGTAG 448

B Feedback

Query 448 TAAAACCCTCGCAACTGGTACCCGGNGCGGCCAANCCGT-AAA 481
n Sbjct 449 TAARACCCTCGCAACTGGTACGCGGCGCGGUCAAGCCGTTAAA 491 -

Figura 11A. Similitud de la secuencia de ITS-ADN del aislado 10 de F. proliferatum de
La Ascension, Aramberri, N.L. con la secuencia MH392760.1 del GenBank.
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Figura 12A.- Electroferograma de la regién 3-tubulina del aislado 2 de F. oxysporum
de La Ascension, Aramberri, N.L.
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Fusarium oxysporum Fo47 v Fusarium oxysporum Fod7 538 753 67% de-148 9449% 4731052 CP0520411

Eusarium oxysporum voucher VPRI43194 beta-tubulin gene,_partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% 4e-148 9449% 1580 MN4511731

Fusarium oxysporum voucher VPRI43195 beta-tubulin gene,_partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67%  4e-148 9449% 1590 MN4511721

Eusarium oxysporum voucher VPRI42882 beta-tubulin gene,_partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% 4e-148 9449% 1580 MN4511681

Fusarium oxysporum voucher VPRI42118 beta-tubulin gene,_partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% de-148 9449% 1580 MN4511551

Eusarium oxysporum voucher VPRI42117 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% de-148 9449% 1590 MN4511541

Eusarium oxysporum voucher VPRI41920 beta-tubulin gene,_partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% 4e-148 9449% 1580 MN4511521

Eusarium oxysporum voucher VPRI32289 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% de-148 9449% 1590 MN4511441

Eusarium oxysporum voucher VPRI17577 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% 4e-148 9449% 1580 MN4511371

Eusarium oxysporum voucher VPRI12300 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% de-148 9449% 1590 MN4511321

Fusarium oxysporum voucher VPRI10605 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium o rum 538 753 67% de-148 9449% 1550 MN4511271 2

Fusarium oxysporum voucher VPRI10351 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 538 753 B7% de-148 9449% 1590 MN4511221 E

Fusarium oxysporum voucher RBG6480 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% de-148 9449% 1590 MN451115.1 E

Fusarium oxysporum voucher REG6466 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 538 753 67% de-148 9449% 1590 MN451112.1 m
n Fusarium oxysporum voucher RGB6464 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium o orum 538 753 67% 4e-148 9449% 1550 MN451111.1
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Figura 13A. Alineamiento BLAST de la secuencia B-tubulina del aislado 2 de F.
oxysporum de La Ascensién, Aramberri, N.L.
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Fusarium oxysporum voucher VPRI43194 beta-tubulin gene, partial cds
Sequence ID: MN451173.1 Length: 1590 Number of Matches: 2

Range 1: 183 to 526 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
538 bits(221) 4e-148 326/345(94%) 2/345(0%) Plus/Plus

Query 196 ATCGGNGTAACCAACTCGGTGCTGCTTTCTGGCAAACCATGCCNNGCGAGCACGGCCTCG 255

Shjct 183 ATCAGGGTAACCAAATCGETGCTGCTTTCTGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCG 242
Query 256 ACAGCAATGGTGTCTACAACGGTACCTCCTGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGTGTATAC 315

Shjct 243 ACAGCAATGGTGTCTACAACGGTACCTCC-GAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGTGTCTAC 301
Query 316 TTCAACGAGGTATGCATTAACAGTCAATGTCAAGAATTCCCAAGCTCACACAAATAGGCC 375

Sbjct 3082 TTCAACGAGGTATGCATTAACAGTCAATGTCAAGAATTCCCAAGCTCACACAACTAGGCC 361
Query 376 TCTGGCAACAAGTATGTTCCCCGAGCCGTCCTCGCCGATCTGGAGCCTGGTACAATGGAA 435

Shjct 362 TCTGGCAACAAGTATGTTCCCCGAGCCGTCCTCGTCGATCTTGAGCCTGGTACCATGGAC 421
Query 436 GCCGGCCGTGCTGETCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCCTTTTCGGTCAG 495

Shjct 422 GCCGTCCGTGCTGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGTCAG 481

Query 496 TCCGGTGCTGGAAACAATTGGGCCAAGGGTCANTG-ACTGAGGGT 539

3
Shjct 482 TCCGGTGCTGGAAACAATTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGT 526 2

-1
Range 2: 375 to 526 GenBank Graphics A Previous Match 4 First Match m
Score Expect Identities Gaps Strand
215 bits(116) 8e-51 140/152(92%) 0/152(0%) Plus/Plus .

Figura 14A. Similitud de la secuencia B-tubulina del aislado 2 de F. oxysporum de La
Ascension, Aramberri, N.L. con la secuencia MN451173.1 del GenBank.
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Figura 15A.- Electroferograma de la region B-tubulina del aislado 4 de F. proliferatum
de La Ascension, Aramberri, N.L.
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Fusarium proliferatum strain SMFP3 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds Fusarium prolife 603 603 99% Te-168 9852% 339 MT925651.1
Fusarium sp_SIN85 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds Fusarium sp. S| 601 601  98% 2e-167 9852% 337 KU720786.1
Fusarium sp. SIN78 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds Fusarium sp. Sl. 601 601 98% 2e-167 98.52% 337  KU7207821
Fusarium sp. SIN53 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds Fusarium sp. SI. 601 601 98% 2e-167 98.52% 337 KU720766.1
Fusarium sp. SIN18 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds Fusarium sp. Sl 601 601 98% 2e-167 9852% 337  KU7207551
Fusarium proliferatum strain DUCC4127 beta-tubulin (tub) gene, _partial cds Fusarium prolife 597 597 99% 3e-166 98.22% 587 MH844682 1
Fusarium fujikuroi strain CYA beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium fujikuroi 597 597 99%  3e-166 9822% 339 MN430089 1
Fusarium sp_strain CM-CNRG-457 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds Fusarium sp. 597 597 99% 3e-166 9822% 1302 MK4175201
Fusarium proliferatum isolate RZ1901 beta-tubulin (tub2) gene, parfial cds Fusarium prolife... 597 597 99% 3e-166 98.22% 1264 MN103540.1
Fusarium proliferatum strain NRRL 31914 beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium prolife... 597 597 99% 3e-166 98.22% 553 MH398172.1
Fusarium proliferatum strain NRRL 31866 beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium prolife 597 597 99% 3e-166 98.22% 587 MH398159 1 a
Fusarium proliferatum strain NRRL 31860 beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium prolife 597 597 99% 3e-166 98.22% 587 MH388153 1 g
Fusarium proliferatum sirain 41_1 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium prolife... 597 597 99% 3e-166 98.22% 875  MK598059.1 g
Fusarium fujikurei isolate TX75 beta-tubulin (BTU) gene, complete cds Fusarium fujikuroi 597 597 99% 3e-166 98.22% 1883 MH827999.1 n.
n Fusarium proliferatum beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium prolife... 597 597 99% 3e-166 98.22% 1253 MF442354.1
WA Coinnciiim nralifnrnbum nann kate bibalin nadial samianss séeaine NRDP 444777 £G7  EG7 660 2~ 486 00970 @8R 1 /4749494 T

Figura 16A. Alineamiento BLAST de la secuencia B-tubulina del aislado 4 de F.
proliferatum de La Ascension, Aramberri, N.L.
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Fusarium proliferatum strain SMFP3 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds
Sequence ID: MT925651.1 Length: 339 Number of Matches: 1

Range 1: 2 to 339 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
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Query 3 GTAACCAANNCGGTGCTGCTTTCTGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGLA 62

PECLLEEE ELEEEEEL TR EEEEL LT
Sbjct 2 GTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCA 61

Query 63  ATGGTGTCTACAACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGTGTCTACTTCAACG 122

FECCCEREEECEE R P e e e e L i rr
Sbjct 62  ATGETETCTACAACGETACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGTGTCTACTTCAACE 121

Query 123 AGGTATGCCTTAACAGTCAATGCCAATAATCCACAAGCTCACACAACTAGGCCTCTGGCA 182

FLLCULLCLL L EEEE LT LT
Sbjct 122 AGGTATGCCTTAACAGTCAATGCCAATAATCCACAAGCTCACACAACTAGGCCTCTGGCA 181

Query 183 ACAAGTATGTTCCCCGAGCCGTCCTCGTCGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTCC 242

FECCELEE D EEEEEEE L e e e e e e Ly
Sbjct 182 ACAAGTATGTTCCCCGAGCCGTCCTCETCGATCTTGAGCCTGGTACCATEEACGCTGTCC 241

Query 243 GTGCTGGTCCCTTCGETCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGETCAGTCCGGTG 302

PECCLLLECL L EEEEEE LR LR L EELL LT
Sbjct 242 GTGCTGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGETCAGTCCGGTE 301
Query 303 CTGGAAACAACTGGGCCAAGGGTCACN-CNCTGAGGGT 339

A e A
Sbjct 302 CTGEAAACAACTGGGCCAAGGGTCACTACACTGAGGGT 339

Figura 17A. Similitud de la secuencia B-tubulina del aislado 4 de F. proliferatum de La
Ascension, Aramberri, N.L. con la secuencia MT925651.1 del GenBank.
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Figura 18A.- Electroferograma de la region p-tubulina del aislado 6 de F. oxysporum
de La Ascension, Aramberri, N.L.
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Fusarium exysporum isolate CH1977 beta-tubulin (BETU) gene, complete eds Fusarium exysporum 584 584  T1%  4e-162 97.09% 1885  MHB827997.1
Fusarium oxysporum isolate NM157-2 beta-tubulin gene, complete cds Fusarium exysporum 584 584 T1%  4e-162 97.09% 1745 MT565433.1
Fusarium oxysporum Fod7 cf v Fusarium oxysporum Fod7 579 579 T1% 2e-160 96.80% 4731052 CP0520411
Fusarium oxysporum voucher VPR143194 beta-tubulin gene, partial cds Eusarium oxysporum 579 579 71% 2e-160 96.80% 1590 MN451173 1
Fusarium oxysporum voucher VPR143195 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 579 579 T71% 2e-160 9680% 1590 MN4511721
Fusarium oxysporum voucher VPRI42882 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 579 579 T71% 2e-160 9680% 1590 MN4511681
Fusarium exysporum voucher VPRI42118 beta-tubulin gene,_partial cds Fusarium oxysporum 579 579 71% 2e-160 96.80% 1590 MN451155.1
Fusarium exysporum voucher VPRI42117 beta-tubulin gene,_partial cds Fusarium exysporum 579 579 71% 2e-160 96.80% 1590 MN451154.1
Fusarium exysporum voucher VPRI41920 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium exysporum 579 579 T71% 2e-160 96.80% 1580 MN451152 1
Fusarium exysporum voucher VPRI32289 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium exysporum 579 579 T71% 2e-160 96.80% 1580 MN451144 1
Fusarium oxysporum voucher VPRI17577 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium exysporum 579 579 71% 2e-160 96.80% 1590 MN451137.1
Fusarium exysporum voucher VPRI12300 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium exysporum 579 579 71% 2e-160 96.80% 1590 MN451132.1
Fusarium oxysporum voucher VPRI10605 beta-tubulin gene, partial cds Fusarium oxysporum 579 579 71% 2e-160 96.80% 1590 MN451127 1 -
Fusarium oxysporum voucher VPRI10351 beta-tubulin gene, partial eds Fusarium o: rum 579 579 71% 2e-160 9680% 1590 MNA4511221 b
Fusarium oxysporum voucher RBG6480 beta-tubulin gene_partial cds Fusarium oxysporum 579 579 T71% 2e-160 9680% 1590 MN45111561 E
Fusarium oxysporum voucher RBG6466 beta-tubulin gene_partial cds Fusarium oxysporum 579 579 T71% 2e-160 9680% 1590 MN4511121 m
n Fusarium exysporum voucher RGBE464 beta-tubulin gene_partial cds Fusarium oxysporum 579 579 71% 2e-160 96.80% 1590 MN451111.1 .

Figura 19A. Alineamiento BLAST de la secuencia B-tubulina del aislado 6 de F.
oxysporum de La Ascension, Aramberri, N.L.

D | o copd-Search % | [ PRABI-Dous: View-fic X | = NCBIBlastNucleotide Sequence X | - a X

Vs = @ B

S

<~ C (3 https://blastncbinim.nih.gow/Blast.cgi#alnHdr_1605306163

Fusarium oxysporum isolate CH1977 beta-tubulin (BTU) gene, complete cds
Sequence ID: MH827997.1 Length: 1885 Number of Matches: 1
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Query 66  ATCGGNGTAACCAACTCGGTGCTGCTTTCTGGCARACCATNTCTGGCGAGCACGGCCTCG 125
PEE D LR LEELEEL LR E L FELEELE T Er
Sbjct 340 ATCAGGGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCG 399

Query 126 ACAGCAATGGTGTCTACAACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGTGTATACT 185

Shjct 400 ACAGCAATGGTGTCTACAACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGTGTCTACT 459

e T
Sbhjct 460 TCAACGAGGTATGCATTAACAGTCAATGCCAAGAATTCCCAAGCTCACACAACTAGGCCT 519

Query 246 CTGGCAACAAGTATGTTCCCCGAGCCGTCCTCGTCGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACG 305
CECCCLLEEEELEC LR L LT

Sbjct 528 CTGGCAACAAGTATGTTCCCCGAGLCGTCCTCGTCGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACG 579

Query 386 CCGTCCGTGCTGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCCTTTTCGGTCAGT 365

DECLEEELEEELEEC R LR LR T LTt
Shjct 588 CCGTCCGTGCTGETCCCTTCGGETCAGCTCTTCCETCCCGACAACTTCGTTTTCGETCAGT 639
it .
Sbjct 640 CCGETGCTGGAAACAATTGEGCCARGGGTCACTACACTGAGGGT 683
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n Fusarium oxysporum isolate NM157-2 beta-tubulin gene, complete cds
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Figura 20A. Similitud de la secuencia B-tubulina del aislado 6 de F. oxysporum de La
Ascension, Aramberri, N.L. con la secuencia MH827997.1 del GenBank.
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Figura 21A.- Electroferograma de la region B-tubulina del aislado 10 de F. proliferatum
de La Ascension, Aramberri, N.L.
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Fusarium strain SMFP3 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds Fusarium prolife 597 730 86% 5e-166 9939% 339 MT925651.1
Fusarium sp_SIN106 beta-tubulin (tub2) gene, _partial eds Fusarium sp. Sl 595 655 T76% 2e-165 9939% 337 KU720793 1
Fusarium sp_SIN85 beta-tubulin (tub2) gene _partial cds Fusarium sp_SI 595 726 85% 2e-165 9939% 337 KU720786 1
Fusarium sp_SIN78 beta-tubulin (tub2) gene _partial cds 595 725 85% 2e-165 9939% 337 KU720782 1
Fusarium sp_SIN53 beta-tubulin (tub2) gene,_partial cds 595 725 85% 2e-165 9939% 337  KUT207661
Fusarium sp_SIN18 beta-tubulin (tub2) gene _partial cds 595 726 85% 2e-165 9939% 337 KU720755 1
Fusarium proliferatum strain DUCC4127 beta-tubulin (tub) gene. partial cds 593 655 T77% Ge-165 98.80% 587  MH844692.1
Fusarium sp_strain CM-CNRG-457 beta-tubulin (tub2) gene _partial cds 593 655 T7% 6e-165 9880% 1302 MK4175201
Fusarium proliferatum isolate RZ1901 beta-tubulin (tub2) gene, partial cds Fusarium prolife... 593 655 77% Ge-165 98.80% 1264 MN103540.1
Fusarium proliferatum strain NRRL 66442 beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium prolife... 593 593 69% 6e-165 98.80% 578 MH398224 1
Fusarium proliferatum strain NRRL 31914 beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium prolife 593 6855 T77% GBe-165 98.80% 553 MH398172 1
Fusarium proliferatum strain NRRL 31868 beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium prolife... 593 655 77% Ge-165 98.80% 587 MH398159.1
Fusarium proliferatum strain NRRL 31860 beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium prolife 593 655 T77% Ge-165 98.80% 587 MH398153 1 '§
Fusarium proliferatum strain 41_1 beta-tubulin gene,_partial cds 593 6855 T77% GBe-165 98.80% 875 MK598059 1 3
Fusarium proliferatum strain KUYZ001B-2-7 beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds 593 593 69% 6e-165 9880% 584  MHB8G0821 m
Fusarium fujikuroi isolate TX75 beta-tubulin (BTU) gene,_complete cds 593 655 T77% Ge-165 9880% 1883 MHB8279991
u Fusarium proliferatum beta-tubulin (TUB2) gene, partial cds Fusarium prolife... 593 655 77% 6e-165 98.80% 1253  MF442354.1 -

Figura 22A. Alineamiento BLAST de la secuencia B-tubulina del aislado 10 de F.
proliferatum de La Ascension, Aramberri, N.L.
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Sequence ID: MT925651.1 Length: 339 Number of Matches: 3
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597 bits(323) 5e-166 326/328(29%) 0/328(0%) Plus/Plus

Query 71  GGTAACCATNTCGGTGCTGCTTTCTGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGC 130

Sbjct 1 GETAACCAAATCGGTGCTGCTTTCTGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGE 6@

i b hmnnihihim

Sbjct 61 AATGGTGTCTACAACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCATGAGTGTCTACTTCAAC 128

Query 191 GAGGTATGCCTTAACAGTCAATGCCAATAATCCACAAGCTCACACAACTAGGCCTCTGGC 250

A
PLLLCULLLLLEE L ELEE LT LT L]

Sbjct 121 GAGGTATGCCTTAACAGTCAATGCCAATAATCCACAAGCTCACACAACTAGGCCTCTGGC 180

Query 251 AACAAGTATGTTCCCCGAGCCGTCCTCGTCGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGLTGTC 319

FECCCEEERE TR E e et e e ey |
Sbjct 181 AACAAGTATGTTCCCCGAGCCGTCCTCGTCGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCTGTC 240

Query 311 CGTGCTGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGTCAGTCCGGT 370

CLLCLLECEE LRt L e Ll
Sbjct 241 CGTGCTGETCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGTCAGTCCGGT 300

Query 371 GCTGGAAACAACTGGGCCAAGGGTCACT 398

c
FLLECEEECTE T EERErrrn
Sbjct 301 GCTGGAAACAACTGGGCCAAGGGTCACT 328
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Range 2: 1 to 47 GenBank Graphics ¥ Next Match A Previous Match 4 First Match E
Score Expect Identities Gaps Strand m
71.3 bits(28) 1e-07 44/47(94%) 0/47(0%) Plus/Plus

n Query 3 GGTAACCARATCGGTGCTGCTTTCTGGCAGACCATTTCGGGLGAGCA 49
RN NN RN NN R R R AR RN RN

Figura 23A. Similitud de la secuencia B-tubulina del aislado 10 de F. proliferatum de La
Ascension, Aramberri, N.L. con la secuencia MT925651.1 del GenBank.
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