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Abstract

Asparagus cultivation is highly profitable and is appreciated in international gourmet cuisine. In Mexico, the production of this vegetable is
mainly for export, in the state of Veracruz it has been recently introduced. The objective of the research was to characterize by morphology,
molecular techniques and pathogenicity test the Fusarium species isolated from symptomatic tissues of asparagus shoot. A directed
sampling was carried out on plants that showed rot, wilting and dark brown spots. Fungal isolates were obtained from diseased shoots,
which were disinfected and seeded on potato dextrose agar. Isolates were purified in monosporic cultures by hyphal tip. Four species of
Fusarium were identified by taxonomic morphology, in a selective carnation leaf agar medium, then pathogenicity tests were carried out,
complying with Koch's postulates. Next, the strains that were pathogenic were characterized by molecular techniques, and their identity as
Fusarium oxysporum and Fusarium proliferatum was confirmed. The information obtained allows the implementation of appropriate
management strategies for pathogenic species and thereby avoids economic losses in the short, medium, and long term in the asparagus
crop.
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Resumen

El cultivo de espérragos es altamente rentable, y es apreciado en la gastronomfa gourmet internacional. En México la produccién de este
vegetal es principalmente de exportacion, en el estado de Veracruz es de reciente introduccién. El objetivo de la investigacion fue
caracterizar por morfologfa, técnicas moleculares y pruebas de patogenicidad las especies de Fusarium aislados de tejidos sintomaticos
de turiones de esparrago. Se realiz6 un muestreo dirigido en plantas que presentaban pudricion, marchitez y manchas de color marréon
obscuro. Los aislamientos fungicos se obtuvieron a partir de turiones enfermos, que fueron desinfectados y sembrados en papa dextrosa
agar. Los aislamientos se purificaron en cultivos monospoéricos por punta de hifa. Se identificaron cuatro especies de Fusarium por
morfologia taxondmica, en medio selectivo agar hoja de clavel, luego se realizaron pruebas de patogenicidad cumpliendo con los
postulados de Koch. En seguida se caracterizaron por técnicas moleculares a las cepas que resultaron patdgenas, y se corrobord su
identidad como Fusarium oxysporum y Fusarium proliferatum. Lo informacién obtenida permite implementar estrategias de manejo
apropiadas para las especies patdgenas, y con ello evitar pérdidas econdmicas a corto, mediano y largo plazo en el cultivo de esparrago.
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exportacion con un valor de $8, 414,014.56 (SIAP, 2022).

1. Introducciéon ! ) =
En Veracruz es de reciente introduccion.

En Meéxico los principales estados productores de Una de las enfermedades de importancia mundial que
esparragos son Sonora, Guanajuato, Baja California Sury afecta a cultivos agricolas es la fusariosis, conocida
Baja California, en el 2021 se sembraron un total de también como podredumbre de raices y corona (Elmer &

37,489.40 ha, de ellas 22, 073.80 ha fueron para Pignatello, 2001, Quilambaqui et al., 2004; Borrego-
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Benjumea et al., 2014). Se ha reportado que el cultivo de
esparrago es susceptible al ataque de microorganismos
del género Fusarium (Corpas-Hervias et al., 2006; Hu et
al., 2021), que causa importantes pérdidas econdmicas
por las afectaciones en el rendimiento y produccion
(Maskova et al., 2021). Las especies reportadas en México
son  Fusarium oxysporum Schitdl (1984), Fusarium
moniliforme Sheldon (1904) y Fusarium solani Mart. (1842)
(Quilambaqui et al., 2004; Quilambaqui & Miguel, 2005),
que producen sintomas como clorosis, amarillamiento,
marchitez, decoloracion de la raiz, podredumbre,
lesiones de color castafio en la superficie de tallos, raices
y disminucion en el tamafio de los turiones (Quilambaqui
& Miguel, 2005; Corpas-Hervias et al., 2006; Kato-
Noguchi et al., 2017). Estos patdgenos se presentan en
cualquier etapa del desarrollo del cultivo, lo que se asocia
a factores de edad, temperatura, estrés y un mal manejo
agricola (Parikh et al., 2018). El cultivo de espéarrago en
areas donde no se cultivaba, pueden ser susceptibles a
plagas y enfermedades endémicas (Dietzel et al., 2019;
Ristaino et al, 2021), por lo tanto, se debe realizar
estudios de identificacién de especies de Fusarium para
su posterior manejo (Arie, 2019).

El objetivo de la investigacion fue caracterizar por morfo-
logia, técnicas moleculares y pruebas de patogenicidad
las especies de Fusarium aislados de tejidos sintomaticos
de turiones de esparrago.

2. Materiales y métodos

2.1 Area de estudio y muestreo

Se realizé un muestreo dirigido a 40 plantas de esparrago
de cuatro afios de edad en febrero 2020 y abril 2021, en
una superficie de cuatro hectéreas, ubicada en Perote,
Veracruz, México a una altitud de 2358 m.s.n.m, con
coordenadas geograficas 19°37'34.2" N, -97°14'53.6"0.
Se cortaron turiones con sintomas caracteristicos de da-
fios causados por hongos. Las muestras se almacenaron
en bolsas de plastico y refrigeraron a 4 °C.

2.2 Aislamiento y purificacién de los hongos

Se recolectaron raices, tallos y turiones, y se cortaron en
pequefios cilindros de tamafio de tres milimetros, fueron
desinfectados de acuerdo con Hernandez et al. (2011), se
realizaron enjuagues, uno con agua corriente, dos con
NaClO al 2% y dos lavadas con agua destilada estéril,
cada uno durante un minuto. Para el crecimiento y
desarrollo del hongo, el tejido vegetal fue colocado en
cajas de Petri con agar papa dextrosa (PDA) y se
incubaron a 25+2 °C durante cinco dias o hasta observar
crecimiento micelial. De cada aislamiento fungico, se
obtuvieron cultivos monosparicos, luego se tomaron con
un asa bacteriologica cinco porciones de 0,5 cm? de
micelio crecido en PDA, el cual se resuspendio en 5 ml de
agua estéril y se agitd por un minuto para posteriormente
realizar diluciones seriadas de las esporas (10" a 10°°) en
placa vaciada en PDA, se incubd a 25 + 2 °C hasta
observar crecimiento micelial (Cafiedo & Ames, 2004). En
seguida se aislaron las colonias y se observo que las cepas
estuvieran purificadas.

2.3 Caracterizacién morfoldgica y morfométrica
Con agar hojas de clavel (CLA) se estimuld la produccion
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de macro y microconidios, las hojas se maceraron con
agua destilada en un mortero, se filtraron a través de una
gasa, se agregd agar (15 g/L) y se esterilizd. Se colocd un
cuadro de un cm? de cada cultivo purificado y se incubo
por doce dias a 27+ 2 °C. La identificacion taxondmica se
realizd con base en la morfologia de fidlides, micro y
macroconidios (Leslie et al., 2006). Para la caracterizacion
morfométrica, se realizaron 50 mediciones de cada una
de las estructuras identificadas (macroconidios, microco-
nidios, monofialides) calculando la media aritmética.

2.4 Pruebas de patogenicidad

Para realizar los postulados de Koch se utilizaron turiones
de espérragos sanos en un estado de madurez
fisioldgica, los cuales se desinfectaron de acuerdo con lo
descrito por Hernandez et al. (2011). Los turiones de 20 a
25 cm de largo se inocularon con cada una de las
especies aisladas de Fusarium; para esto, se hizo un
cultivo previo en medio PDA 'y a los siete dfas de edad se
inocularon en cada pedazo de turidén, se hicieron
pequefias heridas superficiales con un bisturi estéril, y se
colocé un trozo de agar con micelio del hongo (5 mm
aprox.) en la parte apical y basal de cada turién. Todas las
especies de Fusarium fueron inoculadas por triplicado y
un control sin inocular. A continuacion, se colocaron en
recipientes de polietileno con tapa hermética se
colocaron toallas absorbentes humedecidas con agua
destilada estéril, para generar una humedad relativa
cercana al 80% y se incubaron a 25 + 2 °C. Después del
periodo de incubacion se observé crecimiento, signos y
sintomas caracteristicos de dafios causados por las
especies de Fusarium a las 48, 72, 96 y 144 h. Finalmente,
se aislaron los hongos que aparecieron en las lesiones
inducidas en los tratamientos de turiones, con el fin de
corroborar que las caracteristicas morfolégicas en medio
PDA 'y CLA coincidieran con el agente causal.

2.5 Caracterizacién molecular de las especies patdgenas

La extraccion de ADN se realizo segun el método descrito
por Méller et al. (1992). La reaccién en cadena de la poli-
merasa (PCR) se logré mediante una reaccion de
amplificacién con volumen final de 50 L que contenfa: 1X
de buffer de PCR, 3 mM de MgClz, 200 uM de mix dNTP'S,
0,4 pM de iniciador ITST (5 TCC GTA GGT GAA CCT TGC
GG 3", 0.4 pM de iniciador ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA
TAT GC 39, 2,5 U de Taqg Polimerasa, agua libre de
nucleasas grado molecular 31,5 pL y 50 ng de ADN. Las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizaciéon
inicial a 95 °C durante 3 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C
por 455,53 °C por30sy 72 °C por 90 min y una extension
final a 72 °C por 10 min. Los amplificados se purificaron
con el kit Wizard (Pro-mega®, USA) siguiendo las
instrucciones del fabricante y fueron secuenciados en un
secuenciador (Applied Biosystems, modelo 391). La bus-
queda de la similitud de las secuencias de ADN se desa-
rrolld por medio del programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), y se compararon con las secuen-
cias del GenBank. Las secuencias se alinearon con el algo-
ritmo ClustalW del software MegAlign de Mega 6 (Tamura
et al,, 2013). Los arboles filogenéticos fueron construidos
usando el algoritmo de maxima verosimilitud (K2+G) del
software Mega 6, con un bootstrap de 1000 réplicas.
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3. Resultados y discusion

3.1 Aislamientos flngicos y sintomatologfa

La sintomatologia observada en las plantas enfermas de
esparrago, como pudricion, amarillamiento y marchitez
(Figura 1), coincide a lo reportado por Fusariosis (Schreuder
et al, 1995; Corpas-Hervias, 2016). De las 40 plantas que se
muestrearon, se obtuvieron 50 aislamientos que pertene-
cieron al género Fusarium caracterizados con base en sus
estructuras microscopicas (Leslie et al., 2006).

3.2 Identificacidn morfolégica y morfométrica

La identificacién de los 50 aislados se agruparon en cua-
tro tipos de especies que coincidieron con la descripcion
de F. oxysporum, F. proliferatum, F. graminearum y F.
avenaceum. Para F. oxysporum se observé una colonia
con micelio aéreo de color blanco y pigmentacién rosa
en el reverso de la colonia y bordes irregulares en medio
PDA (Figura 2.1y 2). En medio CLA se observaron macro-
conidios agrupados en esporodoquios de color amarillo
claro, los cuales tenian células apicales con ganchos, cé-
lula basal en forma de pie bien desarrollada, con 3 septos
y con promedio de 27 um de largo por 3 um de ancho
(Figura 2A). Abundantes clamidosporas grandes esféri-
cas, de pared gruesa, agrupadas en pares o en cadenas
(Figura 2B). Monofialides cortas en forma de botella de
tamafio aproximado de 13 pm de largo (Figura 2C).
Microconidios, agrupados en falsas cabezuelas, de forma
ovalada con un largo entre 7-10 um, y con un ancho de
3um, sin septos (Figura 2D); los datos de morfometria
corresponden a lo descrito por Arbelaez (2000).

Para el caso de F. proliferatum, la colonia presenté micelio
aéreo algodonoso de color blanco y por el reverso pig-
mentacion color durazno (Figura 3. 1y 2). En medio CLA
se observaron microconidios ovalados, sin septos y con
un tamafio promedio de 6 ym de largo por 2 pm de
ancho, unidos en cadenas cortas (Figura 3A). Forma
pseudoclamidosporas (Figura 3B). Los macroconidios son
delgados con 43 ym de largo por 1 pm de ancho, con
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célula apical curva y célula basal poco desarrollada
(Figura 3C). Monofialides largas con un tamafio que oscila
entre 20-40 ym de largo y 2 um de ancho, con ausencia
de polifialides (Figura 3D). Los datos morfométricos se
ajustan a lo reportado por Martfnez et al. (2015).

Para F. graminearum se observd micelio aéreo, algodo-
noso, blanco, con un halo amarillo y otro blanco. Al
reverso fue de color naranja, con halo marcado de color
marron y bordes amarillos. Se observaron abundantes
macroconidios con 3 a 5 septos, delgados, con célula
apical en forma de gancho y con un tamafio entre 27 a
45 pm de largo por 2 ym de ancho. Presencia de abun-
dantes esporodoquios de color naranja en medio CLA;
clamidosporas intercalares, globosas; monofialides cortas
y medianas, con un promedio de 25 pm de largas; micro-
conidios ausentes. Con respecto a F. avenacium, ésta
presentd micelio algodonoso blanco, con halo amarillo y
borde irregular, al reverso fue amarillo con borde blanco.
Abundantes macroconidios, delgados, curvos, con célula
basal en forma de pie, agrupados en esporodoquios de
color amarillo claro en medio CLA. Su tamafio va entre
50 a 68 um de largo. Hay presencia de clamidosporas
intercalares, monofialides cortas y microconidios
ovalados, sin septos con un tamafio de 5 um.

3.3 Pruebas de patogenicidad

En las pruebas de patogenicidad, de las cuatro especies
de Fusarium spp. asociadas al cultivo de espérrago, sélo
las especies F. oxysporum y F. proliferatum indujeron
crecimiento micelial algodonoso de color blanco y sinto-
matologia de marchitez de la parte inferior de la planta
después de las primeras 48 h de incubacion (Figura 4A y
4E), respectivamente. Comparado con el testigo, el cual
no presentd crecimiento de micelio. Con respecto al
cultivo de F. oxysporum, a las 144 h se desarrolld pudri-
cién humeda en los turiones (Figura 4D), mientras que
con el cultivo de F. proliferatum, en el mismo tiempo el
hongo colonizé el resto del turidon lo que provocd su des-
hidratacion (Figura 4H).

Figura 1. Esparragos colectados con sintomas caracteristicos de Fusariosis.
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Figura 2. Colonia de F. oxysporum en medio PDA incubada a 25 + 2 °C durante 7 dias. 1. Vista de frente. 2. Vista de reverso. Estructuras
microscopicas a 100x de F. oxysporum desarrolladas en medio CLA incubada a 25 + 2 °C durante 7 dias. A. Macroconidios. B.
Clamidosporas, C. Monofialides cortas en forma de botella. D. Microconidios, algunos agrupados en falsas cabezuelas. Las barras de escala
representan 10 pm.

Figura 3. Colonia de F. proliferatum en medio PDA incubada a 25 + 2 °C durante 7 dias. 1) vista de frente y 2) vista de reverso de la colonia.
Estructuras microscopicas de F. proliferatum 100x desarrolladas en medio CLA incubada a 25 + 2 °C durante 7 dias. A. Microconidios. B.
Pseudoclamidosporas. C. Macroconidios. D. Monofialides y falsas cabezuelas. Las barras de escala representan 10 pm.
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De esta manera, los postulados de Koch confirmaron la
patogenicidad de las cepas, se observd desarrollo de
estructuras asexuales en medio de cultivo PDA para F.
oxysporum y en CLA para F. proliferatum, las cuales
fueron reaisladas del crecimiento micelial de los turiones
utilizados en las pruebas de patogenicidad (Figura 5). Por
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lo tanto, se asocian estas dos especies de Fusarium a la
pudricion en raices y tallos, con sintomas claramente
visibles, ambos pueden causar dafios, como lo observado
en este estudio sobre la pudricion y deshidratacion de
turiones, lo que conlleva a la muerte de la planta
(Schreuder et al., 1995; Corpas-Hervias et al., 2006).

Figura 4. Prueba de patogenicidad en esparrago observando crecimiento micelial y sintomas de enfermedad. En F. oxysporum a las 48
(A), 72 (B), 96 (C) y 144 h (D). En F. proliferatum a las 48 (E), 72 (F), 96 (G) y 144 h (H).

A

Figura 5. Postulado de Koch de F. oxysporum y F. proliferatum reaislados de los turiones utilizados en la prueba de patogenicidad. A.
Colonia tipica en PDA. B. Clamidospora y C. Monofiélide corta en forma de botella caracteristicas de F. oxysporum. D. Desarrollo micelial
en CLA, E. Microconidios en cadena. F. monofidlides largas caracteristicas de F. proliferatum. Las barras de escala representan 10 pm.
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3.4 Identificacién molecular

Las cepas patdgenas obtenidas con los postulados de
Koch, se corroboraron la identidad mediante el anélisis
molecular del gen ADN ribosomal y sus espaciadores
internos 1TS1 e ITS4. Los cuales mostraron un 99% de
similitud con secuencias de F. oxysporum y F. proliferatum
depositadas en el GeneBank, situada la cepa CIMA-JSM-
01 en el clado de F. oxysporum y CIMA-JSM-02 en el
clado correspondiente de F. proliferatum (Figura 6). Las
dos especies de Fusarium identificadas como patégenas
en esparrago ya fueron reportadas en cultivos de
Guanajuato, México por Quilambaqui & Miguel (2005).
También se han reportado en Estados Unidos (California,
Carolina del Norte), donde el patégeno dominante en los
cultivos de esparrago ha sido F. proliferatum, 1o que
coincide también con reportes en México y Perd (Elmer,
2000). Por otra parte, en el sur de Espafia se ha reportado
a F. proliferatum, F. oxysporum f. sp. asparagi, F.
moniliforme y F. solani (Corpas-Hervias et al., 2006).

El hongo F. oxysporum se ha reportado en zonas
templadas y tropicales lo que indica la plasticidad que
tiene el hongo para adaptarse a diferentes climas,
ocasiona podredumbre radicular, las plantas maduras
son las més susceptibles, sin embargo, también pueden
afectar a plantulas y trasplantes jévenes (Elmer, 2015). En
el trabajo de Quilambaqui & Miguel (2005) realizaron un
estudio de inductividad de suelo, encontraron que se
podria considerar a £. oxysporum como la especie méas
prevalente y severa, probablemente por su adaptacion al
conjunto de factores fisicos, quimicos y bioldgicos que
determinan la inductividad de un suelo. Respecto a las
pruebas de patogenicidad in vitro se ha indicado que se
podria sobreestimar que las plantulas sean maés
susceptibles que las cultivadas en campo, en condiciones
in vitro el patégeno tiene ventajas, debido a que no
compite con otros microorganismos, tampoco esta
expuesto a  condiciones  ambientales  adversas
(Quilambaqui & Miguel, 2005), estas pruebas serfan Utiles
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solo para tener resultados preliminares, lo dptimo es
llevarlas a cabo en los cultivos a campo abierto (Corpas-
Hervias et al., 2006). Por otra parte, las especies aisladas
de Fusarium pueden tener cierta variacion en cuanto a
incidencia y severidad en el dafio de las plantulas, lo cual
depende del grado de patogenicidad y virulencia
(Quilambaqui & Miguel, 2005).

La identificacion de especies de Fusarium se ha realizado
en algunos estudios con los espaciadores internos ITST e
[TS4 y por amplificacion aleatoria de ADN polimérfico
(RAPD, Random Amplification of Polymorphic DNA en
inglés) en plantas de tomate (Singha et al., 2016); Corpas-
Hervias et al. (2006) estudiaron 19 cepas de Fusarium por
RAPD, lograron identificar 15 de ellas (F. oxysporum (8), F.
proliferatum (4) y F. moniliforme (3), sin embargo con F.
solani no se agruparon los dendogramas, esto se debe a
la diversidad genética entre estas especies.

Es esencial realizar estudios de identificacion morfoldgica
y pruebas de patogenicidad en los hongos de Fusarium
que dafian a los esparragos, se ha reportado que el
estudio de los sintomas de la enfermedad en las raices,
también indican la virulencia del patégeno (Farahani-
Kofoet et al.,, 2020).

En el estado de Veracruz, el cultivo de esparrago es de
reciente introduccion, existen alrededor de 100 ha
sembradas, se desconocian los agentes patégenos que
causaron dafio y afectaron la calidad y el rendimiento de
la produccion, en este primer trabajo de investigacion
cientifica se logré elucidar la problematica en la zona de
estudio, con el propdsito de que se implementen las
medidas fitosanitarias para el manejo adecuado de las
especies de F. oxysporum y F. proliferatum. Al no aplicar
la regulacion fitosanitaria los patdbgenos que causan
enfermedades se dispersan con facilidad a través del
material vegetativo de un lugar a otro, lo que provoca
mayores gastos econémicos y contaminacion ambiental
por excesos de aplicaciones de agroquimicos, para el
manejo especifico de la fusariosis en esparrago.

HQ451894.1 Fusarium oxysporum strain FOCCB-7

JQ954892.1 Fusarium oxysporum strain JAI-MB24

JX406508.1 Fusarium oxysporum strain CS11794

Strain CIMA-JSM-01 F. oxysporum

KY921613.1 Fusarium proliferatum strain LF3

Strain CIMA-JSM-02 F. proliferatum

0 MK942876.1 Fusarium proliferatum isolate CP3
—69|: FN868470.1 Fusarium proliferatum

MK828119.1 Alternaria alternata

Figura 6. Cladograma de las especies de F. oxysporum y F. proliferatum.

4. Conclusiones

En esta investigacion se caracterizaron las cepas de
F.oxysporum'y F. proliferatum, de forma morfoldgica, por
técnicas moleculares y por pruebas de patogenicidad, a
las dos especies patégenas causantes de la pudricion y
deshidratacion en plantas de esparragos en el estado de
Veracruz. Esto ayudara al productor en la toma de
decisiones para el manejo del cultivo.

Derivado del trabajo en campo, se llevd a cabo la
aplicacién de composta de ganado bovino por medio de
aspersiones foliares, y se observd de forma general en el
cultivo de esparrago una baja incidencia de la fusariosis.
Por lo que se justifica hacer estudios posteriores que
enriquezcan la estrategia, para mejorar la calidad y
produccion del espéarrago.
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