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RESUMEN

Los bananosy platanos (Musa spp.) son frutas tropicales de importancia econdémica para
Méxicoy de las mas importantesa nivel mundial. Dependiendo de los cultivares, sonafectados
por razas del hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (FOC), el cual causa la enfermedad
conocida como Marchitez por Fusarium, que genera pérdidas econémicas significativas. En
México, se han reportado la presencia de FOC raza 1 y 2 afectando a diversas variedades de
bananos y platanos. Este estudio tuvo como objetivo la identificacion morfoldgica y molecular
de FOC en banano “Manzano” (Musa AAB, subgrupo Silk) en el estado de Nayarit, México.
Se obtuvieron aislamientos de FOC de pseudotallos de plantas enfermas en medio de cultivo
Papa Dextrosa Agar (PDA) con antibioticos. Los aislamientos fueron caracterizados
morfologicamente mediante microscopia dptica. La identificacion molecular se realizd por
PCR y secuenciacion de las regiones ITS. Para las pruebas de patogenicidad, la cepa
FOCRI1NayO0lI se cultivo enmedio PDA diluido, cuantificandoseunasuspension 1x10° esporas
mL!, que se inocularon a plantas sanas de banano “manzano” en invernadero. La morfologia
microscopica mostré abundante produccion de microconidias en falsas cabezas sobre
monofialides cortas, asi como clamidosporas intercalares y terminales a partir de las cuatro
semanas de cultivo. El analisis BLAST mostrd una correspondencia con varias cepas de FOC
aisladas a partir de diversos cultivares debananosprocedentes dela India, Sri Lanka y Pakistan
con los cuales el aislamiento denominado FOCR1Nay01 de este estudio, comparte entre 90.84
a 99.82 % de identidad. El cladograma generado con secuencias ITS evidencio 2 grupos
principales, ubicando el aislamiento FOCR1Nay01 en el grupo 2 junto con otros mas de la
India y Sri Lanka, principalmente. Las pruebas de patogenicidad evidenciaron alta
susceptibilidad de banano “Manzano” a este patégeno, el cual fue reaislado de las plantas
moculadas. Todos estos datos indican que el aislamiento de México corresponde a la raza 1 de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Palabras clave: FOC, filogenia, identificacion, ITS, microscopia, patogenicidad.

ABSTRACT

Bananas and plantains (Musa spp.) are tropical fruits of economic importance for Mexico and
one of the most important worldwide. Depending on the cultivars, they are affected by races
of the fungus Fusarium oxysporumf. sp. cubense (FOC), which causes the disease known as
Fusarium wilt, leading to significant economic losses. In Mexico, the presence of FOC race 1
and 2 affecting different varieties of bananas and plantains has beenreported. This study aimed
to identify FOC morphologically and molecularly in "Manzano" banana (Musa AAB, Silk
subgroup) in the state of Nayarit, Mexico. Isolations of FOC were obtained from pseudostems
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of infected plants on Potato Dextrose Agar (PDA) supplemented with antibiotics. The
isolations were morphologically characterized by optical microscopy. Molecular identification
was performed using PCR and sequencing of the ITS regions. For pathogenicity tests, the
FOCRI1Nay01 strain was cultured in low-strength potato dextrose agar (LSPDA), achieving a
suspension of 1x10°spores/mL, which was inoculated into healthy "Manzano" banana plants
in a greenhouse. Microscopic morphology revealed abundant production of microconidia in
false heads on short monophialides, along with intercalary and terminal chlamydospores
beginning four weeks post-cultivation. BLAST analysis showed a match with several strains
of FOC isolated from various banana cultivars from India, Sri Lanka, and Pakistan, sharing
90.84% to 99.82% identity with the isolation termed FOCR1NayO01 from this study. The
cladogram generated with ITS sequences revealed two main groups, placingthe FOCR1Nay01
isolation in group 2 along with others from India and Sri Lanka, primarily. Pathogenicity tests
demonstrated a high susceptibility of "Manzano" bananas to this pathogen, which was
reisolated from the inoculated plants. All these data indicate that the isolation from Mexico
corresponds to Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1.

Keywords: FOC, phylogeny, identification, ITS, microscopy, pathogenicity.

INTRODUCCION

El cultivo de bananos y platanos representa una fuente fundamental para la
seguridad alimentaria a nivel mundial y desempena un papel importante en la economia
de muchos paises, incluyendo a México. En este contexto, la identificacion y manejo
de patdgenos que afectan a este cultivo es crucial para prevenir pérdidas econdmicas
significativas. La especie Fusarium oxysporum es una de las econdOmicamente mas
importantes y comprende un amplio rango de aislamientos patogénicos en diversos
hospedantes, causando enfermedad en mas de 150 plantas (Fourie et al., 2011); sin
embargo, cada cepa es patogénica en una o pocas especies hospedantes. Estos
aislamientos patogénicos son divididos entonces en formas especiales (f. sp.) de
acuerdo a las especies vegetales en las que causan enfermedad, y donde es posible,
clasificarlas en razas fisiologicas de acuerdo a la especificidad en diversos cultivares
de un mismo hospedante (Meldrum et al., 2012).

En este sentido, a nivel global la marchitez causada por Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (FOC) ha sido historica, y actualmente es la enfermedad mas destructiva
que afecta al cultivo de bananos y platanos. Cuatro razas se han descrito de acuerdo a
su especificidad en las variedades de musaceas (Dita ef al., 2010). La raza 1 causa
enfermedad en la variedad Gros Michel y genotipos con genoma AAB; la raza 2 afecta
a la variedad Bluggoe y sus genotipos relacionados (genomas ABB); la raza 3 es
patogénica a las especies del género Heliconia, por lo tanto, yano es considerada como
parte de la estructura de FOC (Meldrum et al., 2012); finalmente la raza 4 ataca a las
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variedades Cavendish y todas aquellos susceptibles a laraza 1 y 2. Asi mismo, la raza
4 es divididaen raza 4 tropical (RT4) y raza 4 subtropical (ST4), donde los aislamientos
RT4 causan enfermedad en condiciones de tropico y subtrdpico, mientras que los
aislados de ST4 causan enfermedad Gnicamente en condiciones subtropicales (Fourie

etal.,2011).

En el continente americano, la diseminacion de FOC raza 4 se ha reportado en
plantaciones de banano de paises como Colombia, Peru y recientemente, en el 2023 en
Venezuela (Acuia ef al., 2022; Garcia-Bastidas et al., 2020; Mejias Herrera et al.,
2023). En México, se han reportado las razas 1 y 2 de FOC afectando cultivos de
bananos y platanos (SENASICA, 2022). Aunque hasta la fecha, la raza 4 se ha
documentado ausente en el pais, se plantea un escenario de alerta y la necesidad de un
monitoreo constante (DGSV-DCNREF, 2023). El problema de la presencia y potencial
introduccion de FOCraza 4 en México es alarmante, dado el riesgo que representa para
la industria bananera, donde este cultivo es de vital importancia econémica y social.
Con base en lo anterior, el riesgo de introducciéon de FOC raza 4 a México es alto,
debido a su fécil diseminacion, el cual se propaga en gran medida por suelo
contaminado y material vegetativo infectado (Dita ef al., 2018; Pegg et al., 2019). El
objetivo del estudio fue realizar la identificacion morfologica y molecular de FOC en
plantas de banano “Manzano” del estado de Nayarit.

Para el afio 2023, en el estado de Nayarit, México se reportaron 614 hectareas de
banano “Manzano” (Musa AAB, subgrupo Silk) (SIAP, 2024). El principal problema
fitosanitario de este cultivar es la marchitez por Fusarium, el cual esta ampliamente
diseminado en todas las zonas productoras de banano de la entidad. A pesar de su
importancia econdmica, existe poca informacién publicada sobre la raza de FOC
afectando este cultivar. En julio del afio 2022, se realizo un recorrido en la localidad de
Gavilan Grande (georreferencia: 21.79694, -105.28417), perteneciente al municipio de
Santiago Ixcuintla en el estado de Nayarit, México con el proposito de obtener muestras
de plantas enfermas en una finca con banano “Manzano”. Se cortaron plantas enfermas
en varios puntos del predio, buscando la colonizacion de FOC en los haces vasculares
del pseudotallo y se tomaron laminas delgadas de tejido, a partir de las cuales se
realizaron los aislamientos utilizando PDA suplementado con cloranfenicol (100 mg
L") y estreptomicina (50 mg L-'). Los cultivos axénicos fueron caracterizados
morfoldgicamente mediante observacion al microscopio optico.

La caracterizacion molecular de los aislamientos de FOC se realizo a partir de
crecimientos en medio liquido PDB (caldo Dextrosa y Papa), de donde se extrajo el
DNA del hongo, utilizando entre 200-300 mg de biomasa de FOC, para ello se uso el
método clasico basado en el uso del CTAB (Bermiidez-Guzmén et al., 2016). E1 DNA
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extraido fue cuantificado y se evalud su pureza con un espectrofotometro NanoDrop
2000. La integridad del DNA se corrobord mediante electroforesis en gel de agarosa al
1 % con buffer TAE. Se amplifico por PCR la region ITS (Internal Transcribed Spacer)
de 3 aislamientos (White ef al., 1990) y se envid a un servicio de secuenciacion para
su posterior analisis bioinformdtico. A partir de una base de datos local creada con 61
secuencias ITS de FOC descargadas de la base de datos Popset de NCBI (National
Center for Biotechnology Information) se realizé un andalisis BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) del cual se seleccionaron 25 secuencias con mayor porcentaje
deidentidad, las cuales fueron alineadas y editadas utilizando el algoritmo ClustalW y
se elabord un cladograma con el método de construccion UPGMA y un anélisis de
Bootstrap con 1,000 réplicas utilizando una licencia vigente del software CLC Main

Workbench 24.0.2.

Para las pruebas de patogenicidad se utiliz6 la cepa FOCRINayOl para la
produccion masiva de esporas del hongo en medio LSPDA (low-strength potato
dextrose agar). Este medio contiene 12.5 g L-! de agar de dextrosa y papa 'y 19.5 g L!
de agar-agar, segun lo descrito por Moradi ef al. (2017). La cuantificacion de las
esporas se realizd con ayuda de una camara de Neubauer (hematocitometro) y un
microscopio Optico hasta obtener una concentracion de 1x10° esporas mL!
(Arredondo-Vega y Voltolina, 2007), con la cual se inocularon mediante “drench”
(causando heridas en raiz) plantas sanas de banano “Manzano” de 40 dias de edad en
condiciones de invernadero.

Se obtuvieron tres aislamientos de Fusarium sp. procedentes de Nayarit, México.
De manera general los aislados presentaron colonias con un diametro de 8 cm a los 7
dias de incubacion a 28 °C en Agar Papa Dextrosa (PDA), abarcando la totalidad del
medio, con micelio algodonoso, hialino y produccioén depigmento violeta en el reverso
de la colonia. Microscopicamente, se observo abundante produccion de microconidias
ovaladas-elipticas, rectas, mayormente unicelulares, en falsas cabezas sobre
monofialides cortas, asi como de clamidosporas intercalares y terminales a partir de las
4 semanas de cultivo (Figura 1), caracteristicas que concuerdan con lo reportado por
Leslie y Sumerell (2006) y Maryani et al. (2019) para Fusarium oxysporum, que
presenta una diversidad morfologica colonial.

Para la extraccion del DNA genomico se pulverizo la biomasa de los hongos con
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nitrégeno liquido y se utiliz6 un método clasico basado en el uso del CTAB,
comunmente aplicado para plantas (Bermidez-Guzman et al., 2016). Finalmente, para
todas las muestras se obtuvo una concentracion promedio de 400 ng pL-' de DNA con
valores de pureza promedio de2 y 1.7 para las relaciones de absorbancia de 260/280 y
260/230, respectivamente. Los productos de PCR presentaron bandas Unicas y fueron
secuenciados en Macrogen. La edicion y andlisis de las secuencias se realizaron con el
programa CLC Main Workbench 24.0.2. Las secuencias “Forward”y “Reverse” fueron
ensambladas para obtener secuencias consenso, las cuales fueron utilizadas para
realizar el analisis BLAST. Para este fin, se descargaron secuencias de regiones I'TS de
FOC procedentes de PopSet en NCBI para realizar una base de datos local de 61

secuencias.

Figura 1. Aislamiento y caracterizacion morfologica de FOC raza 1 de plantas de banano “Manzano”. A)
Plantas de banano “Manzano” con sintomas de marchitez por Fusarium. B) Colonizacion de los
haces vasculares por FOC en el pseudotallo. C) y D) Anverso y reverso de cepa purificada de
FOC. E) y F) Estructuras de clamidosporas y macroconidias de Foc.

Las secuencias ITS de los tres aislamientos de este estudio fueron homologas, se
trata de secuencias de 559 pb delongitud, por lo que es muy probable se trate del mismo
aislamiento, debido también a que los hongos se aislaron de plantas del mismo predio,
por tal motivo se considerd solamente como un unico aislamiento denominado
FOCRINayOl. De manera similar Muhammad et al. (2017) también obtuvieron
secuencias homologas en 3 aislamientos de FOC en banano procedentes de Pakistan.

El analisis BLAST en la base de datos de NCBI de FOCR 1Nay01 coincidi6 con
secuencias de regiones ITS de FOC aislados a partir de diversas variedades de plantas
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de bananos procedentes de la India, Sri Lanka y Pakistan, con las cuales el aislamiento
denominado FOCR1Nay0O1l de este estudio, comparte entre 90.84 a 99.82 % de
identidad. La gran mayoria de informacion sobre secuencias ITS de FOC en la base de
datos de NCBI corresponde a raza 4, debido a la gran amenaza que representa para los
bananos y platanos. En este sentido hay muy poca informacion en relacion a esta region
para las razas 1 y 2. La secuencia FOCR1Nay01(NCBI: PQ787221) present6 en una
cobertura de 482 nucledtidos un porcentaje de identidad de 99.38 % con la cepa M1 de
FOCraza 1 (NCBI: OR617432) aislado de plantas de platano procedentes de Costa de
Marfil.

Para la construccion del cladograma de la Figura 2, se utilizaron secuencias ITS
con una cobertura de 427 pb, revelando dos grupos principales que agrupan diversas
cepas de FOC procedentes de suelo, cormo y rizoma de plantas de banano y platano de
distintas variedades. El grupo 1 estd conformado principalmente por aislamientos de
Pakistan, mientras que el grupo 2 incluye aislamientos de FOC principalmente de India
y Sri Lanka. El aislamiento de México se ubicé en el grupo 2, y su analisis filogenético
sugiere un probable origen a partir de cepas de FOC de estos paises asidticos.
Solamente tres cepas de FOC del grupo 2 procedentes de la India (MH454072.1,
MH454073.1 y MH454071.1) fueron identificadas a nivel de raza, perteneciendo a la
raza 4 tropical, y comparten un 99.77 % de identidad con el aislamiento mexicano. De
forma similar, el resto de los aislamientos de FOC del grupo 2 muestran el mismo
porcentaje de identidad con el aislamiento mexicano (99.77 %), mientras que las cepas
del grupo 1 presentan entre 97.89-99.06 % de identidad con el aislamiento
FOCRI1NayOl1.

Estos datos indican que la region ITS esté altamente conservada en FOC. Por lo
tanto, es recomendable secuenciar y realizar andlisis filogenéticos con otras regiones,
como TEF-la e IGS (Dita et al., 2010). Alternativamente se puede hacer uso de
marcadores especificos para la identificacion de razas de FOC, tales como
FOCRI1F/FOCRIR, FOCRA4F/FOCRA4R, FOCTR4F/FOCTR4R y
FOCSTR4F/FOCSTR4R (Thangavelu et al., 2022). Actualmente, con la reduccion de
costos en la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (NGS), se pueden
analizar los genomas completos de las cepas de FOC para determinar de forma precisa
la raza a la que pertenecen (Raman et al., 2021). En un estudio de Muhammad et al.
(2017) una secuencia parcial de 444 pb del espaciador intergénico del ARN ribosomal
28S-18S, amplificada con oligonucleétidos FOCTR4 F/R, de tres aislados
representativos de Pakistan (ntimeros de acceso de Genbank: KF270879, KP893342 y
KP893343, respectivamente) tuvieron 100 % de identidad entre si, es decir, son
secuencias homologas, por lo que esta region también esta altamente conservada en
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FOC. El analisis filogenético con el espaciador intergénico indicd que los aislados
paquistanies pertenecen al linaje V caracterizado previamente (Fourie et al., 2009) de
la raza tropical 4 de FOC (Fourie et al., 2009).

———® MF540560.1 Pakistan
L MF630972.1 Pakistan

MF630983.1 Pakistan

—: MF540568.1 Pakistan Grupo 1
MF630986.1 Pakistan

4‘:: MF630979.1 Pakistan

® MH681687.1 India J

® MF540564.1 Pakistan )
® PQ787221 México*

MH681690.1 India
4|—_—‘::. MH454071.1 India
MG564296.1 Sri Lanka
MG564288.1 Sri Lanka
—:: MG564287.1 Sri Lanka
MG564290.1 Sri Lanka
4‘:: MG564295.1 Sri Lanka
4(:: MG564289.1 Sri Lanka - Grupo 2
MG564292.1 Sri Lanka
MG564291.1 Sri Lanka
4(:: MH454072.1 India
MH454073.1 India
—(:: MH681691.1 India
MH681689.1 India
4‘:: MH681692.1 India
MH681688.1 India
—:: MF540565.1 Pakistan

Figura 2. Cladogramade laregion ITS de diversos aislamientos de FOC. Se muestra el ID de Genbank
seguido del pais de origen del aislamiento. La muestra con asterisco corresponde a este estudio.
Los numeros en los nodos corresponden al porcentaje de Bootstrap.

Recientemente, la amplificacion por PCR del gen TEF1-a produjo fragmentos de
~690 pb en 46 aislados de FOC. A partir de estos datos se genero un arbol filogenético
cuyo andlisis evidencio dos clados principales denominados A y B. El clado A contiene
todos los aislados FOC R1, y el clado B contiene todos los aislados FOC R4, que
incluyen los aislados TR4 y STR4 (Thangavelu et al., 2024). Aunque este estudio solo
determina el origen geografico del aislamiento mexicano, la mayoria de las
investigaciones actuales se enfoca en identificar las agrupaciones de cepas de FOC
basadas en los diferentes genes asociados a las distintas razas a las que pertenecen.

En las pruebas de patogenicidad realizadas con plantas de banano “Manzano”
(genotipo AAB), se inocularon cinco plantas con la cepa FOCR1Nay01, mientras que
otras cinco plantas sanas, que no fueron inoculadas, fueron consideradas como
controles. La manifestacion de los sintomas caracteristicos de marchitez por Fusarium
(amarillamiento y marchitez en hojas) se presentd a los 30 dias después de la
inoculacion. Las plantas permanecieron en malla sombra por 60 dias mas y
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posteriormente fueron cortados los pseudotallos para buscar colonizaciéon por
FOCR1NayO01 en los haces vasculares, tejido a partir del cual se reaislo el patogeno
(Figura 3). La muerte total o parcial de las plantas de banano “Manzano” ocurrio6 a los
120 dias.

Figura 3. Pruebas de patogenicidad de FOC R1 en banano “Manzano”. A) Planta de banano “Manzano”
sana. B) Corte de pseudotallo sin colonizacion de FOC. C) Planta de banano “Manzano” infectada
con la cepa FOCR1Nay01 con sintomas de marchitez por Fusarium. D) Corte de pseudotallo con
haces vasculares colonizados por FOCR1Nay01. E) Reaislamiento de la cepa FOCR1Nay01 de
plantas de banano inoculadas.

Conel fin de llevar a cabo un andlisis filogenético mas robusto y diagnosticar las
distintas razas de FOC, el grupo de trabajo se ha centrado en la identificacion de focos
de infeccion por marchitez por Fusarium para obtener una coleccion de aislamientos
en diversas zonas plataneras de México. Esto permitira utilizar marcadores moleculares
especificos de las razas, como los descritos recientemente por Thangavelu et al. (2022)
y, en la medida de lo posible, realizar secuenciacion de nueva generacion que permita
generar informacion valiosa que contribuya a un analisis més detallado de las
diferencias genéticas, facilitando asi la elaboracion de filogenias y la determinacion de
razas.
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Esta prueba nos indica que el genotipo de banano “Manzano” es altamente
susceptible a la cepa FocR1NayO1, por lo que considerando que atin no hay reportes
de FOC raza 4 en México y que la raza 2 es patogénica para platanos de coccidbn como
‘Bluggoe’ (ABB) (Dita et al., 2018; Ploetz y Pegg, 2000), podemos concluir que el
aislamiento de este trabajo corresponde a la raza 1 de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense.
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