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Resumen

La enfermedad malformacién es uno de los factores principales
que reducen la produccién del mango en el dmbito mundial.
Varias especies del hongo Fusarium causan esta enfermedad.
En Michoacdn se ha detectado una especie nueva de Fusarium
causando la enfermedad. Aun cuando se han realizado estudios
filogenéticos, la diversidad poblacional de este nuevo patégeno es
desconocida. La determinacién de los Grupos de Compatibilidad
Vegetativa (GCV) es una herramienta utilizada para estudiar la
variabilidad genética de poblaciones de hongos mitospéricos. Para
identificar GCVs se utilizan mutantes auxotréfos nit en pruebas
de complementacion. Los mutantes nit surgen espontdneamente
cuando el hongo se inocula en medio que contenga nitrato y clorato
de potasio. Estos mutantes no pueden utilizar nitrato (NO3)como
fuente de nitrégeno debido a una mutacién estructural del gen
nitl o en los loci que codifican para un cofactor que es parte de
las enzimas nitrato reductasa y purina deshidrogenasa. Los objetivos
de este trabajo fueron determinar la frecuencia de generacién de
mutantes, caracterizarlos fenotipicamente y determinar los grupos
de compatibilidad vegetativa en aislamientos de Fusarium obtenidos
de mango con malformacién. La frecuencia de generacién de
sectores de micelio resistentes en medio minimo mas clorato al 2%
entre los aislamientos fue variable, 40%-94.4%. El 65.5% del total
de todos los sectores generados produjeron mutantes nit, siendo
el tipo nitl el mds frecuente (55.5%). Los mutantes tipos nit3 y
NitM se produjeron en similar proporcién. Todos los aislamientos
analizados produjeron mutantes; sin embargo, el tipo y nimero de
mutantes varié entre los aislamientos, caracteristica que también
ha sido observada en otras especies de Fusarium. Se detectaron
dos grupos de compatibilidad en estos aislamientos lo cual indica
una baja diversidad genética en las poblaciones de Fusarium sp.
causantes de malformacién del mango en Michoacin.
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Abstract

The disease mango malformation is one of the main factors that affect
production in this crop worldwide. Several Fusarium species cause
this disease. A new Fusarium taxon causing mango malformation has
been detected in Michoacdn. Although, phylogenetic studies have
been carried out, studies on the variability in the populations of this
new pathogen are lacking. Determining Vegetative Compatibility
Groups (VCG) is a useful tool for the study of genetic variability
in populations of mitosporic fungi. Auxotroph nit mutants are
used in complementation tests to identify VCGs. nit mutants occur
spontaneously when the fungus is grown on media containing
nitrate and potassium chlorate. These mutants are unable to use
nitrate as a nitrogen source due to a structural mutation on the Nitl
gen or in the loci coding for a cofactor involved in the functionality
of nitrate reductase and purine dehydrogenase. The objectives of
this work were to determine the frequency of generation of mutants,
characterize its phenotypes and determine compatibility groups of
Fusarium isolates obtained from mango with malformation. The
frequency of generation of resistant sectors of mycelia on minimum
medium plus 2% chlorate among the isolates varied from 40 to
94.4%. Mutants nit were obtained from 65.5% of the sectors
generated, with a majority being mutants type nit3. Mutants type
nitl and NitM were obtained in a similar proportion. All the isolates
analyzed produced mutants; however, the type and number of
mutants varied among the isolates, characteristic that has also been
detected in other Fusarium species. The results obtained indicate
that populations of Fusarium sp. causing mango malformation
in Michoacdn, are amendable to diversity studies using Vegetative
Compatibility Groups analysis.
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Introduccién

El mango (Mangifera indica L.) pertenece a la familia
Anacardaceae. Su fruto es comercialmente muy importante en
paises con dreas tropicales y subtropicales (Steenkamp ez al.,
2000). México es uno de los principales productores en el mundo,
siendo el principal exportador de mango a nivel mundial. Los
estados con mayor produccién de mango son: Sinaloa, Nayarit,
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Jalisco, Michoacdn, Guerrero, Oaxaca y parte de Chiapas (Prieto
et al., 2005). Sin embargo, la produccién det mango puede verse
afectada por la enfermedad malformacién o también conocida
como “escoba de bruja”. Esta enfermedad se caracteriza por el
desarrollo de tejido malformado en brotes florales y vegetativos
(Zheng & Ploetz, 2002). La malformacién del mango tiene una
distribucién pantropical habiéndose reportado en Asia, Africa y
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América. En México, la enfermedad fue reportada por primera
vez en Morelos, posteriormente en otros estados como Veracruz,
Guerrero, Oaxaca, Tamaulipas, Sinaloa, Colima, Jalisco, Nayarit,
Michoacdn, Baja California Sur y Sonora (Guzmén, 2004).

En la malformacién floral las inflorescencias afectadas
presentan los ejes primarios y secundarios acortados, engrosados
y muy ramificados, se incrementa el niimero de flores masculinas,
las cuales son mds grandes de lo normal. Las flores hermafroditas
que se producen son estériles, o si son fertilizadas abortan al poco
tiempo por lo que no producen frutos, y como consecuencia
reducen la produccién (Salazar-Garcia, 1995).

La malformacién vegetativa se presenta con mds frecuencia
en las plantas jévenes, aunque también puede aparecer en drboles
maduros (Steenkamp ez a/., 2000). Los sintomas se presentan en
las yemas vegetativas de las axilas de las hojas o en los dpices de
las pldntulas. Los brotes afectados son deformados y presentan
entrenudos acortados. Las hojas que se desarrollan son muy
pequenas, delgadas y quebradizas, plegdndose hacia el tallo que
las soporta (Salazar-Garcia, 1995).

Diversas especies de Fusarium causan la malformacién del
mango (Steenkamp ez al., 2000; Zheng & Ploetz, 2002; Marasas
et al., 2006). La especie Fusarium mangiferae se ha detectado
en Africa del Sur, Egipto, Florida (EUA), Israel y Malasia.
Mientras que la especie E sterililhyphosum se ha detectado en
Africa del Sur y Brasil (Zheng & Ploetz, 2002). Recientemente,
en Brasil (Lima ez @/, 2008) y Michoacdn, México (Rodriguez-
Alvarado et al., 2008), se han detectado otros dos taxones de
Fusarium causantes de la malformacién del mango. Estos dos
nuevos taxones son diferentes genéticamente a £ mangiferac y E
sterilihyphosum pero similares morfolégicamente a ambos.

Uno de los métodos para estudiar la diversidad genética en
Fusarium es determinar los grupos de compatibilidad vegetativa
(GCV) presentes entre los miembros de una poblacién de
aislamientos (Correll ez al, 1987). Se considera que dos
aislamientos de una especie de Fusarium son compatibles
vegetativamente cuando sus hifas se fusionan (anastomosis)
formando heterocariones estables, por lo que ambos aislamientos
pertenecen al mismo grupo de compatibilidad vegetativa (Leslie &
Summerell, 2006). El nimero de loci que controlan la habilidad
de complementacién fisiolégica entre los aislamientos es de 10 a
15. Aislamientos que pertenecen al mismo GCV se consideran
poblaciones clénales que comparten diferentes alelos de ciertos
loci que les conceden caracteristicas fisiolégicas y patoldgicas
similares, asi como poseer un mismo origen geografico (Swift e¢
al., 2002). Entre otras aplicaciones de los GCV es que permiten
distinguir entre especies y formas especiales (Correll ez al., 1987).

Una de las estrategias para identificar GCV, es generar
mutantes auxotréfos en la ruta metabdlica de asimilacién de
nitrato (nit) y forzarlos a formar heterocariones que restauren
la capacidad original (prototréfica) de utilizacién de diversas
fuentes de nitrégeno. Esta via de asimilacién de nitrégeno en
Fusarium comienza con la captacién de nitrato, seguida de la
reduccién de nitrato a nitrito por la enzima nitrato reductasa;
posteriormente el nitrito sufre una reduccién més por la enzima
nitrito reductasa hasta formar amonio (Crawford & Arst,
1993). Mutantes de Fusarium de esta ruta metabdlica surgen
espontdneamente cuando este hongo es cultivado en medio con
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KCIO,, un compuesto andlogo de NaNO,. Los mutantes se
reconocen porque presentan crecimiento micelial no denso en
un medio minimo que contenga nitrato de sodio como Unica
fuente de nitrégeno. En medio minimo que contenga amonio
como fuente de nitrégeno, los mutantes presentardn crecimiento
denso, al igual que el tipo silvestre. Pueden generarse diversos
tipos de mutantes. El tipo de mutante 7it/ presenta cambios en
el gen nitl, el cual codifica para la enzima nitrato reductasa, por
lo que no pueden utilizar NO, como fuente de nitrégeno. Otro
tipo de mutacién ocurre en los loci (= 5 genes) que codifican
para un cofactor que es parte de las enzimas nitrato reductasa y
purina deshidrogenasa. Estos mutantes se denominan NitM, los
cuales no pueden utilizar NO, ni hipoxantina como fuentes de
nitrégeno. Un tercer tipo de mutante denominado 7it3 posee
modificaciones en un gen que codifica una proteina reguladora
de la via de asimilacion del nitrato, por lo que no pueden utilizar
nitrato y nitrito como fuentes de nitrégeno (Leslie & Summerell,
2006).

En pruebas de autocompatibilidad entre mutantes nitl y
NitM de un mismo aislamiento, la formacién de micelio denso en
el punto de crecimiento donde ambas colonias se juntan indicard
que dicho aislamiento tiene la habilidad de anastomosarse, o en
otras palabras es un aislamiento autocompatible. En pruebas
de compatibilidad entre mutantes de diferentes aislamientos
de un mismo taxon, si ocurre la formacién de micelio denso
en el punto de contacto de las dos colonias miceliales, indicard
que ambos aislamientos son compatibles vegetativamente. En
este caso, se habrd restablecido la caracteristica prototréfica del
micelio heterocarion generado por la anastomosis de las hifas
de ambos mutantes, debido a que los aislamientos pertenecen al
mismo GCV (Leslie & Summerell, 2006). Si no hay formacién
de micelio denso, entonces ambos aislamientos pertenecen a
diferentes GCVs.

El andlisis de los GCVs de especies de Fusarium es una
herramienta 1til para conocer la variabilidad genética de
poblaciones de este hongo. Ademds, permite determinar si
existe reproduccion sexual en dichas poblaciones. Lo anterior
tiene implicaciones en el establecimiento de programas de
control y manejo de la enfermedad. Los objetivos de este trabajo
fueron determinar la frecuencia de generacién de mutantes,
caracterizarlos fenotipicamente y determinar los grupos de
compatibilidad de aislamientos de Fusarium obtenidos de mango
con malformacién.

Materiales y metodos

Aislamientos de Fusarium

Se analizaron 14 aislamientos de Fusarium obtenidos de tejidos
malformados de mango procedentes de huertas de las localidades
(municipio) de Buena Vista (Buena Vista), Minitas (Nueva Italia),
Gambaro (Nueva Italia), Corondiro (Nueva Italia), El Tejaban
(Nuevo Urecho), Mirador (Nuevo Urecho), Nuevo Urecho
(Nuevo Urecho) e Ibérica (Nuevo Urecho), en Michoacédn en el
afio 2004. Dichos aislamientos fueron purificados por medio de
cultivos monospdricos y se almacenaron en glicerol 25% a -70 °C
(Valente-Morales, 2006). La patogenicidad de estos aislamientos
en mango ha sido demostrada previamente (Rodriguez-Alvarado
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et al., 2008). Los aislamientos se identifican por el cédigo Mexmi.

Preparacion de medios de cultivo

Se siguieron las instrucciones de Leslie & Summerell (2006)
para la preparacién de medios de cultivo. Los medios de cultivo
se disolvieron en el horno de microondas y posteriormente se
esterilizaron en una autoclave a 121 °C y 15 libras de presién
durante 20 minutos. Posteriormente se colocaron en bafio Maria
a 49 °C, hasta que el medio se estabiliz a esa temperatura.
Finalmente se vacié en cajas Petri en una campana de flujo
laminar. Las cajas Petri con medio se etiquetaron y almacenaron
en bolsas de pldstico hasta su uso.

PDA (papa dextrosa agar)

Se disolvieron 9.75 g de PDA deshidratado (DB Bioxon®) en
250 ml de agua destilada. Después de esterilizarlo, el medio se
vacié en cajas Petri 60 x 15 mm, las cuales se almacenaron a 25°
C durante 2-4 dias antes de usarlas.

Medio basal

Para preparar un litro de medio se utilizd 1 g de fosfato de potasio
monobdsico, 0.5 g de sulfato de magnesio hepta-hidratado, 0.5 g
de cloruro de potasio, 0.2 ml de una solucién de elementos, 2 g
de nitrato de sodio, 30 g de sacarosa, 20 g de agar bacteriol4gico.
La solucién de elementos se preparé disolviendo en 100 ml de
agua destilada los siguientes compuestos: 5 g de 4cido citrico, 5
g de Zn SO, 6H,0O, 1 g de Fe(NH,),(SO,), 6H,0, 250 mg de
CuSO, 5H,0, 50 mg de MnSO,, 50 mg de acido bérico y 50
mg de Na,MoO, 2H,O.

Medio Minimo (MM)
Se utilizaron los mismos compuestos y cantidades que para el
medio basal, agregdndose adicionalmente 0.5 g de nitrato de

sodio (NaNO3).

Medio minimo + clorato

Para 250 ml de este medio se preparé inicialmente medio MM y
se agregaron 0.4 g de L-asparaginay 5 g de KCIO, (2%). Se vacié
en cajas Petri 100 x 15 mm las cuales se almacenaron a 25 °C por
24 horas antes de usarlas.

Medios para la caracterizacion fenotipica

Para la caracterizacién de mutantes #it, se utilizé el medio basal
suplementado con diferentes fuentes de nitrégeno por separado:
tartrato de amonio 1.6 g, nitrato de sodio 2 g, nitrito de sodio 0.5
g e hipoxantina 0.2 g.

Preparacién del inoculo

Se inocularon 25 pl de una suspensién de conidios de cada
uno de los aislamientos, los cuales fueron obtenidos de cultivos
monosporicos y almacenados en glicerol 25% a -70 °C, en cajas
con medio PDA. Los cultivos se incubaron a 25° C hasta obtener
un crecimiento micelial abundante (7-10 dfas). Se utilizaron 3-4
cajas por aislamiento.

Inoculacion de discos en medio minimo + clorato
A partir de las cajas de Petri con inoculo de cada aislamiento se
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tomaron discos de 3 mm?® de didmetro. Tres discos se colocaron
en cada caja con medio MM + clorato, equidistantes unos de
otros, formando un tridngulo equildtero. Las cajas con los discos
se incubaron a 25 °C bajo luz negra y blanca constante. Los
cultivos se revisaron diariamente para detectar la formacién de
sectores resistentes a clorato.

Transferencia de sectores

Los sectores de micelio resistentes al clorato se transfirieron a
medio MM vy se incubaron a 25 °C. La transferencia de sectores
se llevé a cabo durante cinco dias consecutivos a partir del cuarto
dia de incubacién.

Caracterizacion de mutantes nit

Para la caracterizacién de los mutantes 7t se utilizé medio MM
suplementado con diferentes fuentes de nitrdgeno, nitrato,
nitrito, hipoxantina y amonio. Los resultados se analizaron en
base a la informacién indicada en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Caracterizacion fenotipica de mutantes nit de aislamientos de
Fusarium causantes de la malformacién del mango en Michoacan.

Fuentes de nitrogeno

Tipo de mutante

NH, NO, NO, Hipoxantina
Silvestre, no
+ + + +
mutante
nitl + - + +
nit3 + - - +
NitM + - + =

- Crecimiento micelial no denso
+ Crecimiento micelial denso

Pruebas de auto-compatibilidad

Mutantes nit (NitM y #nitl) de un mismo aislamiento se
complementaron en medio minimo con NO, como la tnica
fuente de nitrégeno. Discos de 1 mm de medio y micelio de
cada mutante fueron colocados en cajas Petri 100 x 15 mm
con el medio indicado. Los discos se colocaron separados
aproximadamente 4 cm. Los cultivos se incubaron a 25 °C.
Si hay formacién de micelio denso en la linea de contacto
entre los micelios de ambos mutantes, se considera que ocurre
complementacién. Lo anterior indica que dicho aislamiento
tiene la facultad de formar un heterocarion prototréfico. A estos
aislamientos se les denomina heterocariones auto compatibles
(HSC, heterocarion self-compatible). Si no ocurre la formacién
de micelio denso, se considera que dicho aislamiento no tienen
la facultad de formar heterocarion con otros aislamientos. A
este tipo de aislamientos se les denomina heterocariones auto
incompatible (HSI, heterocarion self-incompatible), por lo tanto
se descartaron de andlisis posteriores (Leslie y Summerell, 2006).

Pruebas de compatibilidad

Mutantes niz (NitM y nitl) de cada aislamiento se utilizaron
en pruebas de complementacién entre los aislamientos en
medio minimo con NO, como la tinica fuente de nitrégeno. El
procedimiento fue similar al descrito en la seccién anterior.
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Resultados

Frecuencia de generacién de sectores

Los aislamientos de Fusarium iniciaron la generacion de sectores
de micelio tres dias después de la inoculacién en medio MM con
clorato. Los 14 aislamientos analizados en este estudio generaron
168 sectores de micelio resistentes a clorato a partir de 228 discos
(Figura 1). El rango de frecuencia de generacién de sectores
entre los aislamientos fue de 40% a 94.4% (Cuadro 2). Los
aislamientos Mexmi-15 y Mexmi-19 tuvieron una generacién de
sectores de mds del 90%, mientras que en el porcentaje mds bajo
se ubicé el aislamiento Mexmi-10. El promedio de generacién de
sectores del resto de los aislamientos fue de 72.8%.

Porcentaje de mutantes nit

Sectores de micelio generados se transfirieron a cajas con medio
minimo, en donde se observé el tipo de crecimiento micelial
(Figura 2). Solamente el 65.5% de los sectores transferidos
mostraron un crecimiento micelial no denso por lo que se
consideraron como mutantes 7it (Cuadro 2). El resto de los
sectores transferidos produjeron micelio denso. Algunos de los
mutantes produjeron micelio denso en zonas de la colonia en
medio MM. Se considerd que estos mutantes presentaban una
mezcla de micelio mutado vy silvestre en algunas partes de la
colonia micelial (Figura 3). En estos casos, se realizé un intento
de recuperacién del mutante, haciendo una transferencia del
micelio no denso a una caja nueva con medio MM. Si el micelio
denso era recurrente, se descartaba dicho mutante.

Caracterizacion fenotipica de mutantes nit

Los mutantes obtenidos se caracterizaron en medio MM
suplementado con diferentes fuentes de nitrégeno (Figura 4).
Los resultados indicaron que el 56.2% de los mutantes fueron
del tipo nitl, el 26.6% nit3 y el 16.2% de los mutantes fueron
del tipo NitM (Cuadro 3). El aislamiento Mexmi-3 produjo
tres mutantes que presentaron crecimiento no denso en medios
suplementados con NO,, NO, e hipoxantina como fuentes de
nitrégeno (Figura 5).

Pruebas de complementacién

En los casos de complementacién vegetativa entre los
aislamientos, se observo la formacién de micelio denso en
el lugar de contacto de las hifas. La ausencia de formacién de
una linea de crecimiento denso de micelio indico que ocurrié
incompatibilidad. Se detectaron dos grupos de compatibilidad
vegetativa entre los aislamientos analizados (Cuadro 4).
Aislamientos en un mismo grupo de compatibilidad vegetativa
fueron capaces de formar heterocariones prototréfico. Cuatro
aislamientos probados en este estudio pertenecieron a un mismo
grupo (GCV 1). Mientras dos aislamientos formaron otro grupo
(GCV 1II). Se observaron diferencias entre los aislamientos de un
mismo grupo en su capacidad para formar micelio heterocarion;
algunos aislamientos formaron abundante micelio denso en la
linea de contacto (Figura 6), mientras que otros aislamientos
formaron lineas de micelio heterocarion poco prominentes. El
aislamiento MexMi-5 no fue agrupado en uno de los GCVs
debido a que no se obtuvieron mutantes NitM.
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Figura 1. Formacion
de sector de micelio
resistente en medio
minimo mas clorato.

Figura 2. Comparacion del tipo de crecimiento micelial de Fusarium en medio
minimo mas nitrato como tinica fuente de nitrégeno. A la izquierda se muestra
un crecimiento denso del tipo silvestre. A la derecha se muestra un crecimiento no
denso caracteristico de mutantes nit.

Figura 3. En algunos mutantes se generaban espontineamente sectores
de micelio algodonoso en medio minimo con nitrato como tnica fuente de
nitrégeno. Estos mutantes se descartaron debido a su inestabilidad.

Discusién
La compatibilidad vegetativa o heterocarion se ha reportado en
diversos hongos filamentosos como Aspergillus flavus (McAlpin
et al., 2002), Colletotrichum coccodes (Nitzan et al., 2002);
Verticillium dabliae (Collado-Romero et al., 2006), E oxysporum
(Correl et al., 1987), y E graminearum (Chen et al., 2007). Se ha
demostrado que es una herramienta dtil para estudiar la dindmica
de poblaciones especialmente en hongos como Fusarium que
presentan poblaciones asexuales (Leslie & Summerell, 2006).
Las especies de Fusarium que se han encontrado causando
malformacién en mango en el 4mbito mundial no presentan o
no se ha encontrado su fase sexual (Marasas ez al., 2006).

En este estudio se determiné la capacidad de generacién
de mutantes de aislamientos de Fusarium sp. causantes de la
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Fuentes de Nitréogeno

NH4 NO3

NitM

Tipos de Mutantes

Silvestre

malformacién del mango en Michoacdn. El rango de frecuencia de
generacién de sectores entre los aislamientos fue amplio (Cuadro
2). En E oxysporum'y especies del complejo Gibberella fujikuroi se
ha reportado que ocurre variacién entre diversos aislamientos en
la frecuencia y rapidez en la formacién de sectores resistentes al
clorato (Puhalla, 1985, Leslie & Summerell, 2006). Se utilizé una
concentracién de clorato del 2%. La concentracién de clorato
utilizada puede variar de 1.5 a 3% (Leslie & Summerell, 2006).
Sin embargo, si la concentracién de clorato utilizada es muy
alta, algunos aislamientos sensibles al KCIO, podrian no formar
sectores, por lo que se recomienda empezar con concentraciones
relativamente bajas. A concentraciones mayores a 4%, el clorato
podria precipitar si el medio se deshidrata (Leslie & Summerell,
2000).

El 65.5% de los sectores transferidos produjeron mutantes
nit estables. Los mutantes 7it generados de cada aislamiento son
auxotréfos, pueden crecer indefinidamente en medio minimo
con nitrato de sodio como tnica fuente de nitrégeno. La tasa de
expansion radial que presentan es comparable a la de los tipos
silvestres, pero su crecimiento es no denso. Esta caracteristica se
mantiene aun después de sucesivas transferencias en dicho medio
(Puhalla, 1985).

En los casos de sectores que inicialmente mostraron micelio
no denso pero posteriormente produjeron dreas de micelio denso
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Hipoxantina

Figura 4. Tipos de
mutantes crecidos en
medio minimo con
diferentes fuentes de
nitrégeno.

Cuadro2. Frecuencia de generacion de sectores y mutantes de Fusarium
asociado con malformaciéon de mango en Michoacan.

Aislamiento di‘s)coes secot.orzs de sectores  de mutantes
(%) (%)

MexMi-1 18 12 66.6 66.76
MexMi-3 18 14 77.7 57.14
MexMi-4 18 14 77.7 21.43
MexMi-5 18 14 77.7 100
MexMi-8 15 13 86.6 79.92
MexMi-10 15 6 40 83.33
MexMi-11 15 10 66.6 80
MexMi-13 15 10 66.6 40
MexMi-14 15 9 60 70
MexMi-15 18 17 94.4 64.71
MexMi-17 15 12 80 58.33
MexMi-18 15 13 86.6 75
MexMi-19 15 14 93.3 71.43
MexMi-20 18 10 55.5 60
¥ 228 168

Rango 40 - 94.4 21.43-100
Promedio 73.52 66.28
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Figura 6. Compatibilidad vegetativa en mutantes de Fusarium sp. en medio
minimo mas nitrato como tnica fuente de nitrégeno. A) formacién del heterocarion
prototroéfico (Heterocarion Self-Compatible).B) No hay formacién del heterocarion
prototrofico (Heterocarion Self-Incompatible)

Cuadro 3. Fenotipos nit generados en medio minimo + clorato al 2% de
aislamientos de Fusarium asociado con malformacién de mango en Michoacan

Ieno !!pOS !!I!

Aislamiento Nit1 Nit3 NitM Nitnnu Total
MexMi-1 3 3 2 0 8
MexMi-3 0 3 2 3 8
MexMi-4 3 0 0 0 3
MexMi-5 8 3 3 0 14
MexMi-8 7 3 0 0 10
MexMi-10 2 2 1 0 5
MexMi-11 2 2 4 0 8
MexMi-13 2 1 1 0 4
MexMi-14 6 0 1 0 7
MexMi-15 8 1 2 0 11
MexMi-17 4 1 2 0 7
MexMi-18 7 1 1 0 9
MexMi-19 7 2 1 0 10
MexMi-20 2 2 2 0 6
Total G 5(:% ) @ 12_;% ) (2?)2 %) 3 (2.7%) 110
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Figura 5. Los mutantes
tipo nnu presentaron
un crecimiento
micelial no denso en
medio minimo con las
fuentes de nitrégeno
nitrato, nitrito o
Hipoxantina.

se les conoce como revertantes. Lo anterior puede ser explicado
por diversas causas: a) existen mutantes que experimentan un
nuevo cambio o modificacién del gen afectado; b) los mutantes
que posean mds de una mutacion en el gen nit podrian ser capaces
de formar heterocariones en su mismo micelio; ¢) existe otro tipo
de mutante denominado ¢r7 el cual puede utilizar NaNO, y ser
resistente al clorato. En todos estos casos, se recomienda descartar
estos mutantes (Leslie & Summerell, 2006).

Algunos mutantes producidos por el aislamientos Mexmi-3,
presentaron crecimiento no denso en medios con NO,, NO,
e hipoxantina. En Neurospora crassa y Aspergillus nidulans, los
genes nit-2 y areA respectivamente, codifican para factores de
transcripcién perteneciente a la familia GATA, que participan en
la regulacién de la via global de nitrégeno (Feng y Marzluf, 1998).
Los fenotipos por mutaciones en dichos locus de estas especies
poseen un crecimiento no denso en los tres medios mencionados
(Klittich y Leslie, 1988; Marzluf, 1997) similar a los mutantes
generados en el aislamiento Mexmi-3. En Fusarium spp. se han
reportado diversos nombres para estos locus homdlogos para
este factor de transcripcién. Por ejemplo para £ fujikuroi es
denominado AreA (Leslie y Summerell, 2006) -mientras que para
Fusarium oxysporum es llamado Frnl (Divon et al., 2006). Para
miembros del género Fusarium, como prioridad es recomendado
utilizar el nombre del locus 7nu (Leslie y Summerell, 2006).

Los fenotipos encontrados en mutantes del aislamiento
MEXMI-3 podrian deberse a mutaciones en diferentes loci
involucrados en el metabolismo del nitrato. Asi, mutaciones en
el gen regulatorio de la via especifica de nitrégeno ocasionan un
fenotipo 7it3 cuyo crecimiento es no denso tanto en medios
con NO, y NO,. Mientras que mutaciones en el cofactor de
molibdeno, el fenotipo NitM resulta en un crecimiento no
denso en medios con hipoxantina o nitrato (Leslie y Summerell,
2006). La combinacién de estas dos mutaciones podria resultar
en el fenotipo descrito en este andlisis para los mutantes del
aislamiento MEXMI-3. Debido a que las mutantes tipos 723 y
NitM podrian no distinguirse del mutante tipo 7itI, que cabe la
posibilidad de tener los 3 loci mutados.

La diversidad genética entre poblaciones de diversas
especies de Fusarium ha sido estudiada analizando los grupos
de compatibilidad vegetativa (GCV) al que pertenecen los
aislamientos. Se comprobd la capacidad de los aislamientos de
anastomosarse entre si y con otros aislamientos encontrando solo
dos grupos de compatibilidad, indicando que existe poca variacién
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Cuadro 4. Matriz de complementacién en medio MM + Clorato al 2% entre mutantes de aislamientos de Fusarium sp. obtenidos de mango con malformacién en Michoacan.

ni

NitM

MexMi-3 MexMi-4 MexMi-8 MexMi-10 MexMi-11 MexMi-13 MexMi-14 MexMi-15 MexMi-17 MexMi-18 MexMi-19 MexMi-20

MexMi-1

c*
C

MexMi-1

MexMi-3

Microbiologia

Compatibilidad vegetativa de aislamientos de Fusarium sp. obtenidos de arboles de mango (Mangifera indica L.) con malformacién en Michoacan

genética entre los aislamientos obtenidos de tejido malformado
de mango en Michoacdn. En esta investigacion se obtuvieron por
primera vez mutantes 7it de aislamientos de Fusarium causantes

i il bl Rl sl il il Eal Eal B de la malformacién del mango en Michoacdn. Se demostré la
aparicién espontdnea de dichos mutantes en medio con clorato.
Debido a que este taxén de Fusarium parece estar distribuido
ampliamente en huertas de mango con malformacién en

Ol | e = =00 0 v|u — Michoacdn y en estados vecinos (Quezada-Gutiérrez, 2008),
es importante determinar si son poblaciones clénales o si estd
ocurriendo la reproduccién sexual.
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