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RESUMEN 

A nivel mundial Jatropha curcas, ha ganado importancia por su potencial para la 

producción de biodiesel. Aunque se considera una planta resistente a plagas y 

enfermedades, en otros países se ha reportado que diversos patógenos, entre los que 

destacan los hongos, afectan su producción. En los últimos años en Yucatán se han 

establecido grandes extensiones de esta especie, pero el cultivo no ha sido redituable 

debido a las grandes pérdidas ocasionadas por problemas fitosanitarios, de ahí la 

importancia del presente estudio. Se realizaron colectas en las diferentes zonas 

productoras de la Península de Yucatán, para llevar a cabo una caracterización polifásica 

de los patógenos fungosos que afectan a Jatropha. Se identificaron a nivel de género por 

claves morfométricas a Colletotríchum sp., Fusaríum sp. , Alternaría sp., y Lasíodíplodía sp. 

Las pruebas de patogenicidad demostraron que todos estos aislados están involucrados 

en las enfermedades de este cultivo. Mediante la secuenciación de la región ITS, se 

identificaron las especies Colletotríchum gloeosporíoídes, Fusaríum sotaní, Fusaríum 

equíseti, Fusaríum decemcellulare, Alternaría alternata, y Lasíodíplodía theobromae. La 

caracterización de las mismas se llevó a cabo utilizando las técnicas PCR-RFLP y AP

PCR. La primera sólo mostró polimorfismos a nivel de especie pero no 

intraespecíficamente. La segunda mostró un alto nivel de diversidad genética de estos 

patógenos ínter e intra específicamente, lo que permitió establecer la huella genética de 

cada cepa. La información generada en este estudio, es de gran importancia pues es el 

primer reporte generado sobre la diversidad genética de hongos fitopatógenos que 

afectan la producción de Jatropha curcas en México, lo cual permitirá el manejo 

fitosanitario biorracional de este cultivo. 





ABSTRACT 

Jatropha curcas has gained worldwide importance due to its potential for biodiesel 

production. Although it is considered pest and disease resistant, in some countries, reports 

have been made on several pathogens affecting the production of this crop, among them, 

the most known fungi. In recent years, in Yucatan, Mexico, the crop in large areas planted 

to this specie, had not been profitable due to large losses by phytosanitary problems, 

hence the importance of this study. Plant material from the different producing areas in the 

Yucatan Península was collected to conduct a polyphasic characterization of fungal 

pathogens affecting Jatropha. Fungi were identified to genus leve! by morphometric keys 

to Colletotrichum sp., Fusarium sp., Alternaria sp., and Lasiodiplodia sp. Pathogenicity 

tests showed that all of these isolates are involved in the diseases of the crop. The species 

Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium so/ani, Fusarium equiseti, Fusarium 

decemcellulare, Alternaria alternata and Lasiodiplodia theobromae were identified by 

sequencing the ITS region. The characterization of the same was carried out using the 

PCR-RFLP and AP-PCR techniques. The first only showed polymorphism at species leve! 

but not intra-specifically. The second showed a high leve! of genetic diversity of these 

pathogens inter-species and intra-specifically, thereby allowing to establish the genetic 

fingerprint of each strain. The results of this study are very important, because it is the first 

report generated on genetic diversity of phytopathogenic fungi that affecting the production 

of Jatropha curcas in Mexico, allowing a rational biological management of this crop plant. 





Introducción 

INTRODUCCIÓN 

A nivel mundial se ha presentado un incremento constante en el consumo de petróleo, 

debido a que es utilizado en la mayoría de los sistemas de transporte en muchos países; 

esto ha traído como consecuencias, la reducción de las reservas energéticas y el 

incremento de las emisiones de gases efecto invernadero (Agarwal, 2007; Randelli, 2008). 

Esta demanda creciente de energía, la posibilidad del agotamiento de los combustibles 

fósiles y la preocupación por el cambio climático, han orillado a buscar nuevas fuentes de 

energía que sean renovables y amigables con el ambiente (Reddy y Pamidimarri, 201 O). 

Particularmente, los estudios se han enfocado en el biodiesel, por sus ventajas de ser 

biodegradable, no daña al ambiente, se puede convertir de forma gradual y satisfactoria 

en un substituto del diesel mineral, no contiene azufre y no es corrosivo (Pabón, 2009). 

Entre los cultivos con potencial para la elaboración de biocombustibles, Jatropha curcas 

(o piñón como también es conocido en México), ha ganado mucha importancia como la 

más prometedora fuente de semillas oleaginosas, pues no se destina al consumo humano 

y tiene un alto contenido de aceite, que es susceptible de ser transformado a biodiesel 

(Ovando-Medina et al., 2011 ). Debido a este reconocimiento y por todas sus buenas 

características como cultivo, pero más aún porque se evita el dilema de "combustibles vs 

alimentos" (Reddy y Pamidimarri, 201 0), se ha generado una fuerte oleada de interés 

hacia la inversión en su producción en muchos países y por lo tanto, el número de 

plantaciones en los países tropicales ha ido en aumento (GEXSI , 2008). 

En México, desde el 2007, se está impulsando ei"Programa Nacional de Introducción de 

Bioenergéticos", de tal forma que varias comunidades en el estado de Michoacán y otros 

estados de la República han plantado J. curcas con ayuda de subsidios del Gobierno 

Federal y el apoyo de la iniciativa privada (Hinojosa y Skutsch, 2011). Tan sólo en el país 

se han detectado tres proyectos para el cultivo de Jatropha en donde los más importantes 

actores son los Gobiernos de los Estados de Chiapas, Sinaloa y Michoacán. Los 

Gobiernos de Michoacán y Chiapas han puesto en marcha dos proyectos ambiciosos, 

cada uno de ellos con el objetivo de 120,000 ha para el 2015. En Sinaloa, la Fundación 

Produce Sinaloa estableció una plantación piloto de 5 ha y está conduciendo estudios de 

factibilidad para establecer una planta de procesamiento de biodiesel en la región (GEXSI 
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2008). También varias empresas privadas están contemplando proyectos en Michoacán , 

Guerrero, Chiapas, Oaxaca, Yucatán y Veracruz; además existen iniciativas locales de 

universidades en diversas partes del país para el cultivo de esta especie (Cifuentes-Jara y 

Fall , 2009). Como es el caso del Estado de Yucatán , en donde se encuentran 

establecidas varias empresas que han invertido en este cultivo para la producción de 

biocombustibles (Ancona, 2011 ; Kuo, 201 O) . 

Sin embargo, un hecho importante es que al establecerse monocultivos a gran escala de 

J. curcas para la obtención de biodiesel, los problemas fitosanitarios de este cultivo han 

aumentado (Nielsen , 2009) de tal manera, que a nivel mundial se han reportado un gran 

número de insectos plaga y enfermedades, cuya importancia radica en que reducen la 

producción de los cultivares (Tewari , 2007; Fu et al. 2007; Aswatha et al., 2006; Benge, 

2006). En particular, las enfermedades causadas por los hongos constituyen una gran 

amenaza en la producción , debido a que provocan el aborto de flores y frutos , causan 

daños en las hojas (lo que ocasiona la reducción de su desarrollo) y también afectan las 

partes radiculares pudiendo ocasionar la muerte de las plantas (AEA, 2006). 

Debido a que en Yucatán ya se encuentran establecidas plantaciones de esta especie, 

que abarcan en su totalidad casi 5,000 ha, y a que no existe información de las 

enfermedades fungosas asociadas a este cultivo en la región , este trabajo de 

investigación se orientó a la identificación y caracterización de los hongos patógenos que 

afectan a J. curcas, para en el futuro recomendar estrategias de manejo que permitan 

mantener a las plantas en buenas condiciones durante su cultivo y de esta forma propiciar 

la obtención de altos rendimientos con vista a la elaboración de biodiesel. 
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CAP~ULOI.ANTECEDENTES 

1.1 Origen y distribución de Jatropha curcas 

Jatropha curcas, es una planta cuyo centro de origen ha generado muchas controversias 

entre los investigadores. Algunos de ellos la identifican como originaria de Centroamérica 

{Woods y Estrin, 2007; Heller, 1996) mientras que otros mencionan que es de América del 

Sur (Dorado, 2008). Sin embargo, es muy probable que su centro de distribución sea 

México, debido a que en este país se le ha encontrado creciendo en una gran variedad de 

ambientes, que van desde bosques hasta las regiones costeras (Heller, 1996). 

Se cree que fue llevada al Caribe por los navegantes portugueses en el siglo XVI, desde 

donde se extendió hacia los países de África y Asia como Indonesia, Malasia y Filipinas, 

como planta para cercar (Woods y Estrin, 2007; Heller, 1996). En la actualidad se 

encuentra ampliamente expandida por todo el mundo, especialmente en las zonas 

cálidas. Está presente en forma silvestre o cultivada en casi toda Centro América, África 

del Sur y en el continente Asiático específicamente en la India y el Medio Oriente (Fig. 1) 

(Pabón, 2009). 

Figura 1. Distribución de Jatropha curcas en el mu~do. 
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En México, J. curcas, se encuentra extensamente distribuida, de tal manera que puede 

ser encontrada en más de 15 estados de forma silvestre. Las condiciones climáticas que 

el país posee son adecuadas para sembrar J. curcas; Núñez-Colín y Goytia-Jiménez 

(2009) y México es el único país en donde se hallan las variedades tóxicas y no tóxicas 

(Makkar y Becker, 2009). Los estados de Guerrero, Michoacán y Chiapas poseen más del 

90% de la Jatropha tóxica, mientras la Jatropha no tóxica se encuentra en los estados de 

Puebla y Veracruz (Martínez et al., 201 0). Debido a que en estos dos estados se 

encuentran las variedades no tóxicas Jatropha, las semillas son consumidas por los 

humanos después de tostar y en la preparación de platillos tradicionales (Makkar et al., 

1998). 

1.2 Importancia económica del cultivo 

Jatropha curcas es una planta multipropósito con numerables atributos valiosos y 

considerable potencial económico. En la medicina tradicional , varias partes de la planta 

(raíces, tallos, hojas, semillas y frutos) han sido utilizadas para el tratamiento de muchas 

enfermedades, en forma fresca o en preparaciones (Pabón, 2009) . Por ejemplo, de sus 

hojas se preparan infusiones que son utilizadas contra la tos y después del parto como 

antiséptico, o también la infusión puede ser utilizada como insecticida (Kaushik et al. , 

2006). Mientras que sus frutos son empleados para el tratamiento de enfermedades como 

la disentería, las hemorroides, la gonorrea, la infertilidad y enfermedades de la piel 

(Akintayo, 2004). 

Del tallo se extrae látex, que contiene un alcaloide llamado "jatrophina", el cual se cree 

que tiene propiedades anticancerígenas y es utilizado en aplicaciones externas en las 

enfermedades de piel y reumatismo (Thomas et al., 2008). El aceite tiene una fuerte 

acción purgativa y es ampliamente usado para tratar las enfermedades de la piel y para 

calmar el dolor. Por otro lado, debido a su alto contenido de aceite , aproximadamente 

55% (Pabón , 2009) , las semillas son usadas en la India y otros países para la elaboración 

de jabones. También debido a esto, en años recientes las semillas han llamado la 

atención como materia prima para la elaboración de combustibles para motores con una 

alta viabilidad económica (Chen et al., 2006). 
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Alternativamente a la utilización de esta planta como medicina, repelente de insectos, 

para la elaboración de jabones o biodiesel, los subproductos que se generan, se utilizan 

en la fabricación de pinturas y barnices. La torta, producto de la extracción de aceite es un 

excelente abono para la recuperación de suelos, como también lo son sus hojas y la 

corteza de sus frutos. En muchas comunidades rurales de América tropical, la planta ha 

sido utilizada tradicionalmente para la construcción de cortinas rompe vientos y cercos 

vivos para evitar el paso de animales a los huertos (Andrade, 2009). 

1.3 Clasificación taxonómica 

De acuerdo a Cronquist (1981 ), la clasificación taxonómica de Jatropha curcas L. es la 

siguiente: 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Euphorbiales 

Familia E uphorbiaceae 

Género Jatropha 

Especie Jatropla Curcas L. 

Es pariente cercana de la Higuerilla (Ricinus communis), la yuca (Manihot esculenta 

Crantz) y el árbol de hule (Hevea brasiliensis) (Alfonso, 2008; Woods y Estrin, 2007). 
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1.4 Descripción botánica 

Jatropha curcas es un arbusto grande, perenne, de crecimiento rápido , cuyo ciclo de vida 

se extiende entre los 45 y 50 años. Tiene una altura normal de 2 a 3 metros, aunque 

puede superar los 5 metros, de acuerdo a las condiciones en que se encuentre (Pabón , 

2009; Alfonso, 2008). Presenta raíces cortas, poco profundas, formadas normalmente por 

cinco raíces, una principal o central (pivotante) y cuatro periféricas (Pabón, 2009; Alfonso, 

2008; Heller, 1996). Su tallo es un cilindro delgado, de aproximadamente 20 cm de 

diámetro, su corteza es lisa de color verde amarillento y presenta ramificaciones a poca 

altura de donde salen las hojas (Pabón , 2009; Alfonso, 2008). 

Las hojas son palmeadas, de color verde en el haz y verde claro en el envés; son amplias 

(6 a 15 cm) y brillantes, formadas con 5 a 7 lóbulos acuminados poco profundos (Pabón , 

2009; Alfonso, 2008). Se encuentran sostenidas por grandes pecíolos de 1 O a 15 cm de 

longitud y se colocan de forma alterna o subalterna opuesta en la rama . Presentan 

nervaduras blanquecinas, salientes en el envés y son caducifolias , pues caen durante la 

época de sequía. Las inflorescencias son racimosas, se forman en la posición terminal de 

las ramas, entre las axilas formadas por las hojas y ramas (Pabón , 2009). Contiene flores 

unisexuales y ocasionalmente hermafroditas; ambas flores, masculinas y femeninas se 

forman en la misma planta y en la misma inflorescencia, por lo que se dice que es una 

planta monoica (Chang-Wei et al, 2007; Bhattacharya et al, 2005; Raju , 2002). 

Los frutos son ovoides de aproximadamente 25 mm de largo y para su desarrollo se 

necesitan de 90 días (desde la floración hasta que madura la semilla) (Pabón, 2009) . En 

un principio son de color verde, pero a medida que maduran se vuelven de color amarillo; 

cuando se secan adquieren un color café oscuro o negro, son dehiscentes y contienen a 

las semillas (Alfonso, 2008) . Las semillas son de color negro con un tamaño aproximado 

de 2 cm por 1 cm y contienen un alto contenido de aceite (55%) (Pabón, 2009) . Entre sus 

principales ácidos grasos se encuentran el ácido mirística (0-0.5%) , ácido palmítico (12-

17%), ácido esteárico (5-6%), ácido oleico (37-63%) y el ácido linoleico (19-40%) (Dorado, 

2008). 
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1.5 Plagas y enfermedades 

Las plagas y enfermedades no constituyen un problema en las plantas cuando se 

encuentran en estado silvestre; sin embargo; como es de esperarse de cualquier tipo de 

monocultivo, los grandes campos de Jatropha curcas son susceptibles a las plagas y 

enfermedades (Banjo et al, 2006; Regupathy y Ayyasamy, 2006; Shanker y Dhyani, 

2006). 

1.5.1 Plagas 

Las plagas más frecuentes son Pachycoris k/ugii y Leptoglossus zonatus que causan 

abortos en frutos y malformaciones en las semillas (De la Vega, 2008). Entre otras plagas 

se incluye Lagocheirus undatus que perfora los tallos de las plantas así como también 

grillos, hormigas y orugas que se alimentan de las hojas (Cuadro 1). 

Cuadro 1. Principales plagas que afectan a Jatropha curcas. 

Nombre común 

Chinches 

Ácaros 

Chicharrita verde 

Hormigas 

Escarabajos 

Mosca blanca 

Langosta 

Gusano soldado 

Trips 

Piojo harinoso 

Nombre científico 

Leptoglossus zonatus1·2 Pachycoris KlugiP. Lagocheirus 
undatus Praxis puntulatus1 

Polyphagotarsonemus latus3 Tetranychus sp.3 

Empoasca sp. 3 

Atta cephalotes 

Bostrichus sp. 

Bemisia tabaci, Trialeurodes vaporariorum 

Oedaleus senegalensis4 

Spodoptera frugiperda 

Thrips tabaco 

Ferrisia virgata 

Fuente: 1.- González et al., (2011) 2.- De la Vega (2008) . 3.- De Siqueira y Gabriel (2008) . 4.
Heller (1996) . 
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1.5.2 Enfermedades 

Aunque Jatropha curcas ha sido considerada una planta resistente a enfermedades, en 

muchos países se han registrado diversos patógenos infectándola, o que han afectado a 

otras especies del mismo género (Saturnino et al., 2005) . De acuerdo a los reportes, las 

principales enfermedades son causadas por virus, bacterias y hongos. En el cuadro 2 se 

en listan algunas enfermedades causadas por virus. 

Cuadro 2. Principales enfermedades virales en Jatropha curcas. 

1 Agente causal Síntomas 

Jatropha mosaic virus2 Mosaico amarillo , hojas deformadas con 
reducción de tamaño, engrosamiento de las 
venas, ligero enanismo de las plantas. 

Cassava mosaic virus1 Mosaico severo, reducción de tamaño de la hoja, 
retraso en el crecimiento de plantas. 

African cassava mosaic virus2 Mosaico, deformación de hojas, reducción de 
tamaño de las planta. 

Cucumber mosaic virus1 Mosaico amarillo 

Fuente. 1.- Raj, et al., (2008) .) 2.- De Siqueira y Gabriel (2008). 

Las enfermedades bacterianas reportadas se encuentran en el cuadro 3. 

Cuadro 3. Principales enfermedades bacterianas en Jatropha curcas. 

Enfermedad 

Pudrición de raíz 

Pudrición de tallos 

Mancha angular 

Fuente: González et al., (2011 ). 

Agente causal 

Erwinia spp. 

Erwinia spp. 

Xanthomonas sp. 

Las enfermedades fungosas más frecuentes son causadas por los hongos Co/letotrichum 

capsící, Col!etotríchum gloeosporioides Pythium spp., Alternaría spp. y Fusarium spp. 

(Cuadro 4). Los hongos que atacan la parte radicular como lo hacen Fusarium spp. y 

Rhízoctonía spp., pueden causar la muerte de la planta. 
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Cuadro 4. Principales enfermedades fungosas en Jatropha curcas. 

1 Enfermedad Agente causal 

Pudrición de raíz Fusarium spp7·11 Lasiodiploidia theobromae8
·
9
·
10 

Rhizoctonia sp. 

Pudrición de tallo 

Antracnosis 

Cenicilla 

Tizón de inflorescencia 

Pudrición de frutos 

Mancha foliar 

Royas 

Muerte descendente 

Gomosis 

Fusarium spp. 4' 
13 

Col/etotrichum gloeosporioides 1•
2

·
3

· 
12

, Colletotrichum 
capsici 1·

2
·
3

·
6 

Oidium sp.5 

Alternaría alternata 14 

Alternaría alterna fa 15 

Cercospora sp.4•
5

, CuNularia sp.4
·
5 

Phakopsora arthuriana2 

Fusarium spp. 12 

Lasiodiplodia theobromae8 

Fuente : 1.- González et al., (2011 ) 2.- De Siqueira y Gabriel (2008) 3.- Freire y Parente (2006) 4.-
0rrego (2008) . 5.- Garcete et al., (2009) 6.-Torres-Calzada et al., (2011) 7.- Kaushik et al., (2001) 
8.- Fu et al., (2007) 9.- Latha et al., (2009) 10.- Pereira et al., (2009) 11.- Heller (1996) 12.- Jin
Hyeuk et al., (2012). 13.- Zarafi y Abdulkadir (2012) ; 14.- Espinoza-Verduzco et al., (2012) , 15.
Kumar et al., (2012) . 

1.6 Generalidades de los hongos 

Los hongos pertenecen al reino Fungi, constituido por aproximadamente 250,000 

especies (Dunlap et al., 2007). Son organismos eucariotas, carecen de clorofila, y sus 

paredes celulares contienen quitina, ~ glucanos, mananos y celulosa (Agrios, 2005). 

Pueden ser unicelulares como las levaduras o pluricelulares como los mohos y se 

reproducen tanto sexualmente o asexualmente por esporas, aunque también se pueden 

reproducir asexualmente a partir de fragmentos de micelio. (Biackwell et al., 2009) . En la 

naturaleza se pueden encontrar en una deslumbrante variedad de tamaños, formas y 

colores (Biackwell , 2011 ; Desjardin et al., 201 O; Lutzoni et al. , 2004). La mayoría de las 

especies conocidas de hongos, son estrictamente saprófitas y viven sobre la materia 

orgánica muerta, a la que descomponen. Se considera que cerca de 8,000 especies de 

hongos son las que producen enfermedades en las plantas, y cada hongo parásito puede 

atacar a una o más especies de plantas (Agrios, 2005). Otros viven en una relación de 
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simbiosis con algún organismo huésped, así hay hongos micorrizales que están 

asociados con las raíces de las plantas y facilitan la absorción de nutrientes por la misma. 

(Biackwell, 2011; Hanson, 2008; Taylor et al., 2004). Las unidades básicas estructurales 

de la mayoría de los hongos son filamentos conocidos como las hifas, que al agruparse 

forman el micelio. Los hongos macroscópicos desarrollan estructuras complejas 

fácilmente observables conocidas como cuerpos fructíferos y algunos hongos 

unicelulares, tales como las levaduras, producen pequeñas células globulares o elipsoides 

que sólo son visibles bajo el microscopio y que permiten su identificación (Hanson , 2008). 

1.7 Hongos fitopatógenos 

Los fitopatógenos fungosos han tenido un impacto importante en la historia, se estima que 

aproximadamente el 70% de todas las enfermedades de los cultivos principales son 

causadas por hongos (Hanson, 2008). El daño que ocasionan no sólo se refiere a las 

pérdidas desde el punto de vista económico, sino también a las pérdidas biológicas, es 

decir, a la alteración que existe en el crecimiento y desarrollo de las plantas hospedantes 

atacadas por estos organismos, así como también a la afectación de los diferentes 

órganos que se destinan para el consumo (como flores y frutos) e incluso en las pérdidas 

poscosecha en frutas y granos almacenados (Rodríguez, 2001 ). 

Uno de los ejemplos más notorios es la hambruna que se vivió en Bengala en 1943, de la 

que se estima ocasionó la muerte de aproximadamente 2 millones de personas, debido a 

las pérdidas en el cultivo de arroz, que fue afectado por el patógeno Helminthosporium 

oryzae (ahora conocido también como Bipolaris oryzae o Cochliobolus miyabeanus) , 

(Hanson , 2008). Otro ejemplo, son los hongos del género Fusarium que causan daños 

graves a numerosas especies de plantas en todo el mundo (Li , et al., 2008; Youssef et al., 

2007; Mirete et al., 2004; Weiland y Sundsbak, 2000) , como lo son el maíz, el trigo y la 

cebada, a los que infecta y genera grandes pérdidas (Nganje et al. , 2004; Windels, 2000). 

En los últimos años, el cultivo de maíz ha sido motivo de especial preocupación debido a 

la infección por Fusarium spp. que produce metabolitos tóxicos (micotoxinas) que 

presentan una gran amenaza para la salud humana o animal. Además, de lo anterior, 

dichas toxinas afectan la calidad de los granos utilizados en la industria alimentaria 

(McMullen et al. , 1997). 
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1.8 Identificación y caracterización morfológica 

Los medios más comunes para la identificación de hongos se basan en las características 

de sus esporas, de sus cuerpos fructíferos (estructuras que portan a las esporas) y hasta 

cierto grado, en las características de su soma (Azevedo et al. , 201 O). El uso de las claves 

taxonómicas y la comparación de las características observadas son de vital importancia 

para lograr una correcta identificación de organismos fúngicos (Azevedo, et al., 201 O). 

Para los fines de identificación microscópica, se toman las estructuras reproductivas de 

los hongos, se colocan en lactofenol y se observan con el microscopio. La caracterización 

macroscópica de las colonias se basa en la observación del color, tasa de crecimiento, 

borde, textura y difusión del hongo en el medio, así como la manera en que se disponen 

las esporas sobre los esporóforos o cuerpos fructíferos (Sidrim y Moreira, 1999). Esas 

estructuras reproductoras, son características suficientes para sugerir (con una cierta 

experiencia en taxonomía de hongos), la clase, orden , familia y género al cual pertenece 

un determinado hongo y esto se logra mediante la consulta de claves morfométricas que 

se han publicado para la identificación de las especies de hongos. Una vez que se ha 

determinado el género al cual pertenece el microorganismo, deben consultarse las 

descripciones específicas de la especie, en monografías de los diferentes géneros 

fungosos en publicaciones específicas de revistas de investigación (Agrios, 2005). 

1.9 Identificación molecular 

La taxonomía en el reino Fungi hasta la década de 1980, se basaba casi exclusivamente 

en los caracteres morfológicos para delimitar las especies o los diferentes niveles 

taxonómicos (Webster y Weber, 2007) . Sin embargo, dichos caracteres presentan una 

serie de problemas asociados, como es la dificultad de diferenciar hongos estrechamente 

relacionados, la laboriosidad de sus métodos de estudio y, en algunos casos, incluso la 

insuficiente resolución para la delimitación de los taxones (Guarro et al. , 1999). Es por ello 

que actualmente los taxónomos han recurrido a la biología molecular como una 

herramienta de apoyo para permitirles solucionar algunos de los problemas mencionados. 

En las últimas décadas se ha dado especial atención a la aplicación de técnicas 

moleculares para la detección e identificación de fitopatógenos (Pecina-Quintero et al., 
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2001). En particular la tecnología de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), ha 

revolucionado la biología molecular y el diagnóstico molecular de los hongos (Hanson , 

2008). Las técnicas basadas en la PCR son un poderoso método de diagnóstico que 

distingue taxones a nivel de especie en hongos y utilizando algunos marcadores 

moleculares hasta nivel intraespecífico (Edwards et al., 2002). Además, de que reducen 

los tiempos de detección, son precisos y sensibles. Los ensayos de PCR para este fin 

pueden utilizar iniciadores específicos que se generan a partir de secuencias de origen 

diverso (Turner et al., 1998), o de regiones específicas del genoma fúngico 

(Moukhamedov et al., 1994). Algunas de las técnicas moleculares utilizadas para la 

identificación de hongos son las siguientes: 

El análisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP) basado 

en la digestión con enzimas de restricción del ADN genómico, es una técnica que se ha 

utilizado para clasificar cepas fúngicas dentro de una determinada especie (Viaud et al., 

2000), para ver conexiones anamorfo-teleomorfo (Gené et al., 1996), así como para 

establecer variabilidad genética entre cepas de una misma especie (Quirk y Kupinski , 

2002; Blanz et al., 2000; Jackson et al., 1999). 

ADN polimórfico amplificado al azar (RAPOs) . Esta técnica se basa en la amplificación por 

PCR de regiones del genoma al azar, para ello se utilizan uno o varios iniciadores con una 

longitud de 1 O nucleótidos que hibridan con regiones inespecíficas del genoma (Welsh y 

McCelland, 1990). Ha sido básicamente utilizada para clasificar cepas de una misma 

especie (Boldo et al. , 2003, Kano et al., 1998;), aunque su principal problema es la 

reproducibilidad (Taylor et al., 1999). 

Otra de las técnicas utilizadas para la identificación de cepas fúngicas (Schmidt et al. , 

2004; Treadway et al., 1999; Majer et al., 1996) y clasificación de las cepas (Soll , 2000) es 

la de los Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLPs) (Graser et 

al. , 1999). Esta técnica se basa en la unión de adaptadores al ADN genómico 

previamente digerido, seguido de una PCR con iniciadores específicos para estos 

adaptadores que incluyen un isótopo radiactivo o pueden estar marcados con 

quimioluminiscencia. 
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Las secuencias simples repetidas (SSR) o microsatélites se han utilizado como 

marcadores moleculares en numerosos experimentos para determinar huellas genéticas, 

esto es debido a su abundancia y al alto nivel de polimorfismo entre los distintos 

individuos. Los SSR son unidades repetidas en tándem de 1 a 6 pares de bases que se 

encuentran abundantes en los genomas procariotas y eucariotas (Karaoglu et al., 2004). 

Esta técnica se utiliza para caracterizar cepas de hongos y levaduras cuyo genoma se 

desconoce (Meyer et al., 2003; Meyer et al. , 2001). 

En sensu lato, la huella genética (DNA fingerprinting) es el proceso por el cual un 

individuo puede ser identificado de manera única, mediante pruebas que revelan 

polimorfismos múltiples en el ADN. Por ello, la huella genética de un individuo de una 

especie dada, puede obtenerse mediante la aplicación de diferentes técnicas moleculares 

tales como: microsatélites (SSR) , AFLPs, RFLPs, etc. (Van der Vossen et al., 2003; 

Applied Molecular Genetics Laboratory, 1996). 

ADN ribosómico. El ADNr es la región del genoma fúngico más utilizada para estudios 

filogenéticos (Bruns et al., 1992; Hillis y Dixon, 1991 ). Esta región ha sido seleccionada 

principalmente por el hecho de que los genes del ADNr son multicopia y están 

organizados en tandem de hasta 200 copias por núcleo (Butler y Metzenberg, 1989). Las 

regiones del ADNr más comúnmente estudiadas son los tres genes codificantes (18S, 

5.8S, y 28S) y los dos espaciadores internos (ITS1 y ITS2) También se encuentran 

asociadas a este complejo de genes la región espaciadora intergénica IGS con 2 regiones 

no codificadoras (ETS1 y ETS2) (lwen et al., 2002). Todas estas regiones del ADNr 

permiten realizar estudios filogenéticos a diferentes niveles taxonómicos (Bruns et al., 

1991). 

La región del gen 18S tiene alrededor de 1800 pb de tamaño, posee tanto dominios 

variables como conservados. Los polimorfismos de esta región han permitido establecer 

relaciones taxonómicas principalmente de grandes grupos entre eucariotas, pero también 

han permitido, en algunos casos, la distinción entre géneros y especies (Einsele et al. , 

1997). Sin embargo, en el caso de los hongos esta región presenta una elevada similitud 

entre las especies, y puede ayudarnos a distinguir géneros pero no especies (lwen et al. , 

2002). 
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La región del gen 5.8S, por otro lado, únicamente posee unos 160 pb y se encuentra 

altamente conservada entre los principales grupos de hongos. Debido a su pequeño 

tamaño y su conservada naturaleza, este gen no es apropiado para clarificar estudios 

filogenéticos. No obstante, su secuencia conservada ha sido utilizada como punto de 

unión de iniciadores universales para amplificar las regiones espaciadoras flanqueantes, 

ITS1 y ITS2, que si son de gran utilidad para establecer relaciones filogenéticas (White et 

al., 1990). 

Las regiones ITS1 e ITS2 que flanquean el gen 5.8S muestran una gran variabilidad entre 

los eucariotas. La longitud de las secuencias de cada una de estas dos regiones varía 

desde más de 1000 pb en las células humanas hasta menos de 300 pb en algunas 

levaduras (Joseph et al. , 1999; González et al. , 1990). Estas regiones han sido utilizadas 

en numeroso estudios como diana para la identificación de especies fúngicas (lwen et al., 

2002). 

El gen 28S es el que posee un mayor número de pares de bases (alrededor de 3400) y 

presenta tanto regiones conservadas como variables. Son estas regiones variables, 

principalmente los denominados Dominios 1 y 2 (D1 y D2), los que han permitido delimitar 

especies (lwen et al. , 2002) e incluso categorías taxonómicas superiores (Sampaio et al. , 

2002). 

Entre otras técnicas utilizadas, se encuentran los AP-PCR y los PCR-RFLPs. Los AP-PCR 

utilizan iniciadores de 15 nucleótidos que amplifican el ADN de manera aleatoria, tienen la 

ventaja de que para su utilización no se necesita tener conocimiento previo de la 

secuencia del genoma o del ADN de interés y han sido utilizados para diferenciar entre 

poblaciones de varias especies de Colletotrichum (Johnston y Jones, 1997). La técnica 

PCR-RFLPs ha sido utilizada en la diferenciación de especies de hongos y combina la 

amplificación de una región objetivo con la posterior digestión enzimática (Carter et al., 

2000). Los patrones producidos por las enzimas de restricción se obtienen de una sola 

región genómica como por ejemplo el ADN ribosómico , el cual debe ser previamente 

amplificado con iniciadores específicos y dependiendo del tamaño o nivel de la 

variabilidad de la región amplificada se puede diferenciar cepas a nivel interespecífico o 

intraespecífico. En el caso de hongos filamentosos, se ha empleado para distinguir 
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especies del género Fusarium (Mirete et al., 2003) y también para diferenciar a dos 

especies de Colletotrichum en papaya (C. capsici y C. gloeosporioides) (Tapia-Tussell et 

al., 2008) . 

1.1 O Variabilidad genética en hongos 

Los organismos vivos que se desarrollan en condiciones naturales, están bajo una 

continua interacción de adaptación con los factores en los que crecen. Esta interacción 

adaptativa, resulta en la acumulación de la información genética que cada especie va 

guardando entre los miembros de su población y que se va transmitiendo en las 

subsiguientes generaciones a través del tiempo, de tal manera, que la población de 

individuos de una especie comparte características comunes y también variantes 

individuales. A la suma de todos los individuos con sus respectivas variantes, es lo que se 

conoce como variabilidad genética, y es la que permite a las especies adaptarse a los 

cambios que pueden presentar en su entorno (Hidalgo 2003). 

Por lo tanto, la generación de nuevas variantes genéticas, se convierte en una ventaja 

para los organismos, porque garantiza la sobrevivencia de su progenie, ante cualquier 

cambio eventual (Rivera 2007), de tal manera que una población con un alto grado de 

variabilidad genética, tiene mayor capacidad de respuesta a las variaciones a las cuales 

se expone y por lo tanto más probabilidades de adaptarse y sobrevivir. 

En el caso de los hongos fitopatógenos, estos cambios no solamente se refieren al 

ambiente físico natural, sino a los cambios en las características genéticas de sus 

hospederos (en donde los parásitos obligados necesitan adaptarse con rapidez para 

evitar su extinción) y a los elementos extraños introducidos por las prácticas agrícolas, 

como los fungicidas (Arauz 1998). 

De acuerdo a Agrios 2005, los mecanismos por medio de los cuales se genera 

variabilidad genética en los hongos son : recombinación sexual y mutación . 

La recombinación sexual se origina cuando dos gametos haploides (n) se unen para 

formar el cigoto (2n) y en la meiosis se producen entrecruzamientos genéticos, como 

resultado de los cuales pueden aparecer variantes para diversos caracteres, como los 
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asociados a la patogenicidad. De este modo, la progenie puede adquirir características 

nuevas que le permitan evadir la resistencia del hospedero o el efecto de un fungicida 

específico sobre su metabolismo. 

La mutación consiste en cambios abruptos y espontáneos en la secuencia de nucleótidos 

del ADN de los hongos, los cuales son transmitidos por herencia a la progenie. Estas 

mutaciones pueden deberse a la sustitución de una base por otra, o por adición o pérdida 

(deleción) de uno o muchos pares de bases. 

La comprensión de la variación y la diversidad en las poblaciones de patógenos fungosos 

y los mecanismos que influyen en los cambios genotípicos en las mismas, es un paso 

esencial en las estrategias de manejo de las enfermedades. La información sobre la 

variación del hongo es también útil para la identificación y caracterización del 

germoplasma resistente del hospedero. Para la evaluación de la resistencia se necesita 

utilizar diversas cepas de la población del patógeno obteniqas de distintos ecosistemas 

del cultivo de interés que representen la diversidad y variación en la agresividad de la 

población del patógeno fungoso. Este conocimiento deviene en un componente integral 

del mejoramiento para la resistencia a enfermedades fungosas y en el diseño de opciones 

de resistencia acoplada con prácticas de manejo adecuadas (Burgos et al., 2013; Ebadi et 

al. , 2013; Kempken 2002). 
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JUSTIFICACIÓN 

Aunque Jatropha curcas se considera una especie resistente al estrés biótico, la 

experiencia de los productores en Yucatán difiere de esto, debido a que han enfrentado 

pérdidas considerables en la productividad debidas a plagas y enfermedades, 

específicamente causadas por hongos. 

En México existe poca información sobre este tema y debido a que en Yucatán se tienen 

grandes extensiones de monocultivo de Jatropha, es preciso estudiar a los principales 

patógenos fungosos que afectan a estos cultivares, para recomendar estrategias de 

manejo fitosanitario que permitan mantener su sanidad. 
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HIPÓTESIS 

Las enfermedades fungosas de Jatropha curcas en Yucatán son producidas por especies 

con alto nivel de variabilidad genética. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Identificar y caracterizar morfológica y molecularmente los hongos patógenos que afectan 

el cultivo de Jatropha curcas en la región. 

Objetivos específicos 

18 

• Identificar a nivel de género los aislados fungosos mediante claves morfométricas 

y caracterizarlos morfológicamente. 

• Verificar la patogenicidad de los aislados. 

• Identificar y caracterizar molecularmente los aislados encontrados. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

- -- -

Colecta de material 
vegetativo infectado 

Identificación a nivel de especie 
(secuenciación de la región ITS) 

Características de las 
esporas 

Caracterización molecular 

Perfiles de restricción 

(PCR-RFLPs) 
Huellas genéticas 

(AP-PCR) 
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CAPÍTULO 11. CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DE LOS HONGOS 

ASOCIADOS A J. curcas 

2.1 INTRODUCCIÓN 

La identificación precisa de los hongos fitopatógenos es esencial para todos los aspectos 

de la patología de las plantas, desde la investigación sobre su biología hasta para el 

control de las enfermedades que causan (Capote et al., 2012; McCartney et al., 2003), 

además de que puede contribuir a generar medidas de control efectivas, a reducir los 

efectos negativos en el ambiente, como el uso desmedido e incorrecto de compuestos 

químicos, y a la vez orig inar información respecto a la interacción planta-patógeno (Flores, 

1997). 

En este sentido, los métodos convencionales de identificación de patógenos fúngicos 

implican el estudio de los síntomas de la enfermedad en la planta hospedera, el 

aislamiento y cultivo de los hongos en medios adecuados, la determinación de las 

características morfológicas, tanto de las esporas como de las colonias y la identificación 

de las esporas con base a sus características taxonómicas, así como la identificación por 

pruebas bioquímicas (Narayanasamy, 2011 ). Las características morfológicas y culturales 

son consideradas como uno de los principales criterios taxonómicos en la clasificación de 

los hongos, esto se debe a las variaciones en las características morfológicas de los 

hongos, las cuales permiten identificarlos a nivel de género y, en algunos casos hasta 

nivel de especie (Narayanasamy, 2011 ), tal como es el caso de las especies de 

Colletotrichum en donde ciertas características como: morfología , velocidad de 

crecimiento de las colonias, forma de los conidios, presencia o ausencia de setas, forma y 

tamaño de apresorios, temperatura óptima de crecimiento micelial , la existencia del 

estado teleomorfo, afiliación con una especie hospedera específica y sensibilidad a ciertos 

fungicidas, son útiles para su diferenciación a nivel de especie (Cai et al., 2009; Peres et 

al., 2005; Freeman et al., 1998; Sutton , 1992). 
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2.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1 Área de estudio y colecta de material 

Para el desarrollo de este proyecto, se consideraron como áreas de estudio los municipios 

de Muna, Tekax, Tizimín , Mérida y Opichén del' Estado de Yucatán , en donde el cultivo de 

Jatropha curcas constituye una actividad agrícola importante (Fig. 2). Se tomaron 

muestras de tejido vegetal que presentaron síntomas de enfermedad en las diferentes 

plantaciones de esta especie, se colocaron en bolsas de pl~stico y se etiquetaron 

indicando la clave, fecha , y lugar de colecta , posteriormente se trasladaron al laboratorio 

GeMBio, del Centro de Investigación Científica de Yucatán A.C. para su análisis. 

Figura 2. Municipios muestreados en el Estado de Yucatán. 

2.2.2 Aislamiento de los hongos 

Los tejidos de las plantas fueron incubados en cámaras húmedas de la siguiente manera: 

·se tomaron secciones de tejido afectado de aproximadamente 5 cm2
, se lavaron con 

detergente comercial , para eliminar el exceso de polvo y se enjuagaron con agua 

corriente. Posteriormente, el material vegetal se lavó con una solución de hipoclorito de 

sodio al 2% (6% de NaCIO activo) y se mantuvo en un recipiente con agitación constante 

por 2 minutos, luego se enjuagó 3 veces con agua destilada estéril, para eliminar el 

exceso de cloro y se secó con papel absorbente. Seguidamente se colocó en cajas Petri 
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que contenían en el fondo papel filtro humedecido con agua destilada estéril, para 

promover la formación de las estructuras fungosas. Las placas se mantuvieron a 

temperatura ambiente (25 oc ± 2) y se real izaron observaciones periódicas con el 

estereoscopio durante los siguientes días, para identificar el micelio o las estructuras 

reproductivas (cuerpos fructíferos). Una vez que se localizaron dichas estructuras se 

realizaron siembras directas en cajas Petri con medio de cultivo PDA y se incubaron a 28 

oc± 2 y fotoperiodo 12h/12h, para que crecieran . 

2.2.3 Purificación de los hongos 

Para la purificación de los hongos se utilizó la técnica de punto de hifa a fin de obtener 

cultivos monospóricos. Se realizaron cultivos en agar-agua a partir de los aislados en 

incubación (crecido en PDA) de la siguiente manera: se tomó una porción del micelio con 

ayuda de una aguja estéril y se colocó en una caja Petri nueva que contenía agar-agua 

para promover el crecimiento separado de las hifas, posteriormente, con una aguja estéril 

se tomó la punta de una hifa, se sembró en medio PDA y por último las placas se 

incubaron a 28 oc ± 2 y fotoperíodo 12h/12h para que crecieran. 

2.2.4. Identificación a nivel de género 

La identificación de los hongos se realizó tomando las estructuras reproductivas o micelio 

joven de las placas en crecimiento, de aproximadamente 7 días de edad. Se realizaron 

preparaciones semipermanentes como a continuación se describe, se colocaron en un 

portaobjeto dos gotas de azul de lactofenol y con la ayuda de una aguja estéril , se colocó 

en él una porción de micelio o cuerpo fructífero del hongo. La preparación se observó en 

el microscopio, utilizando el objetivo 40X, y las estructuras se compararon con lo 

reportado en las claves morfométricas de Barnett y Hunter (1998) y Watanabe (2002) . 

También se comparó el tamaño, la forma y el color de las esporas y sus estructuras 

reproductivas. 
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2.2.5. Caracterización morfológica 

2.2.5.1 Características de las colonias 

Los aislados puros de aproximadamente 5 días de edad fueron utilizados para la 

caracterización de las colonias. Por cada aislado se tomaron 5 discos de micelio de 8 mm 

de diámetro cerca del borde en crecimiento, posteriormente estos fueron colocados 

cuidadosamente con la ayuda de una aguja estéril en cajas Petri que contenían PDA y se 

mantuvieron bajo condiciones controladas de luz/oscuridad (12h/12h) y de temperatura 

(28 oc± 2). 

Todas las placas fueron marcadas en el reverso con dos líneas perpendiculares para 

medir el diámetro de las colonias cada 24 horas, la medición se realizó por 

aproximadamente 7 días o hasta que la colonia cubriera toda la placa. Se realizaron 2 

mediciones (sobre las líneas trazadas) por cada réplica y el promedio de estos datos fue 

considerado para calcular la velocidad de crecimiento de cada aislado. 

Por otro lado, antes de que las cepas cubrieran toda la placa, se describieron las 

características macroscópicas de los aislados, se tomó en consideración , la forma, el 

margen, el color de la colonia (anverso y reverso), así como el color y la distribución de 

los mismos en la caja Petri. 

2.2.5.2 Características de las esporas 

Una vez que se observó la esporulación de las cepas crecidas en PDA (bajo las 

condiciones antes mencionadas), se realizaron preparaciones semipermanentes para 

cada uno de los aislados. A 30 esporas seleccionadas al azar en la preparación , se les 

midió el largo y ancho de manera individual , utilizando el microscopio a 1 OOX y también se 

observó la forma, el color y el número de septos de las mismas. 
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2.2.6. Análisis estadístico 

Para analizar estadísticamente la velocidad de crecimiento y morfología de los conidios 

(largo y ancho), se utilizó el programa estadístico Statgraphics Centurion XVI versión 

16.1.18. Se empleó el análisis de varianza ANOVA con el fin de determinar las diferencias 

significativas en la velocidad de crecimiento y dimensiones de conidios de todos los 

aislados. Las medias se compararon utilizando la prueba de diferencia mínima 

significativa (DMS o LSD). 

2.2.7. Pruebas de patogenicidad (Postulados de Koch) 

Se germinaron semillas sanas de Jatropha curcas, las cuales fueron colectadas en la 

localidad de Tekax. Primeramente, se desinfectó la superficie de las semillas con 

hipoclorito de sodio al 2% (6% de NaCIO activo) por 2 min, luego se remojó en una 

solución de Procloraz (1 mi/L) por 24 horas, para que se rehidrataran . Después se 

colocaron en bandejas de plástico que contenían algodón estéril humedecido con agua 

destilada estéril. Las bandejas se mantuvieron a temperatura ambiente y fueron cubiertas 

con bolsas oscuras, para evitar la luz y mantener la humedad del algodón. Seguidamente, 

las plantas fueron trasplantadas a bolsas plásticas de 25 x 35 cm que contenían suelo y 

se mantuvieron en condiciones controladas en el invernadero. Por último, las plantas 

fueron regadas cada segundo día con aplicación de fertilizantes (Nitrato de Potasio (1 g/L) 

Nitrato de Magnesio (0.5 g/L), Triple ultra sol 18-18-18 (1 .5 g/L) y Xtra alga (2 mL/L)). 

Plantas de aproximadamente 6 meses de edad, fueron inoculadas para verificar la 

patogenicidad de los aislados. En el caso de los aislados fungosos foliares, se asperjaron 

3 plantas con una suspensión de conidios (1 X 106 conidios/ml) , posteriormente, las 

plantas se colocaron en charolas que contenían agua y se cubrieron con una bolsa de 

plástico, para propiciar las condiciones de humedad y evitar posibles contaminaciones 

(Torres-Calzada et al., 2011). Este mismo procedimiento se usó para las plantas control, 

las cuales únicamente fueron asperjadas con agua. 

Para los aislados provenientes del tallo, la inoculación se realizó insertando un disco de 

micelio en el tallo de la planta de la siguiente manera: con ayuda de un sacabocados 
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estéril de 1 O mm de diámetro se realizó una herida de aproximadamente 2 mm de 

profundidad en el tallo, se eliminó la corteza y se sustituyó con un disco de PDA con 

micel io, y posteriormente el sitio de inoculación se cubrió con algodón húmedo y parafilm. 

Las plantas control fueron tratadas de la misma forma, pero en este caso se utilizaron 

discos de PDA sin micelio para la inoculación . Todas las plantas se colocaron en las 

charolas de plástico con agua y se cubrieron con bolsas de plástico (Sulaiman et al., 

2012; Fujinawa et al., 2012; Latha et al., 2009). 

En ambos casos, las charolas se mantuvieron a 80% de humedad relativa y 25 oc± 2 y 

se realizaron observaciones cada tercer día, a fin de encontrar síntomas característicos 

de la enfermedad. Los postulados de Koch se concluyeron al realizar la identificación de 

los re-aislados de los hongos en las lesiones que aparecieron en las plantas inoculadas. 
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2.3 RESULTADOS 

2.3.1 Aislamiento e identificación de hongos 

En la figura 3 se pueden apreciar los principales síntomas fungosos que afectan al cultivo 

de J. curcas en Yucatán. Manchas color marrón y halo amarillo en la hoja, (a) , manchas 

oscuras en los frutos (b) , así como daño en raíces (e) y necrosis en el ápice (d). 

Figura 3. Lesiones observadas en a) hoja b) fruto e) raíz y d) brote apical de Jatropha curcas. 

A partir de estos daños se obtuvieron 54 aislados divididos en 4 géneros: Colletotrichum, 

'Fusarium, Alternaría y Lasiodiplodia (Cuadro 5) , donde se puede observar que la mayoría 

de los aislados fueron de hoja (73.91%), seguidos del ápice del tallo (10.56%), tallo 

(6.52%), fruto (4.34%) y raíz (2.17%). 
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Cuadro 5. Aislados fungosos de Jatropha curcas obtenidos en este estudio. 

Género o especie Tejido Localidad Clave del 
aislado 

Fruto Ayim, Tekax JG21 

Ápice Ayim, Tekax JG23 

Hoja Ayim, Tekax JG12 

Hoja Ayim, Tekax JG15 

Hoja Ayim , Tekax JG19 

Hoja Ayim , Tekax JG35 

Hoja Ayim, Tekax JG36 

Hoja Ayim, Tekax JG46 

Hoja Ayim, Tekax JG47 

Hoja Mérida JG26 
C. gloeosporioides 

Hoja Mérida JG27 

Hoja Mérida JG29 

Hoja Mérida JG33 

Hoja Mérida JG38 

Hoja Mérida JG41 

Hoja Mérida JG43 

Hoja Mérida JG44 

Hoja Mérida JG51 

Hoja Mérida JG53 

Hoja Mérida JG54 

Apice Ayim , Tekax JG18 

Hoja Ayim , Tekax JG13 

Hoja Ayim, Tekax JG16 

Hoja Ayim, Tekax JG20 

Hoja Mérida JG28 
C. capsici 

Hoja Mérida JG37 

Hoja Mérida JG39 

Hoja Mérida JG42 

Hoja Opichén JG56 

Hoja Opichén JG61 

Fruto Ayim, Tekax JG22 

Ápice Ayim, Tekax JG25 

Ápice Ayim, Tekax JG50 
Fusarium sp. 

Ápice Tizimín JG3 

Raíz Muna JG4 

Tallo Muna JG2 
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Género o especie Tejido Localidad Clave del 
aislado 

Hoja Mérida JG55 

Hoja Opichén JG58 

Hoja Opichén JG59 

Fusaríum sp. 
Hoja Opichén JG62 

Hoja Opichén JG64 
Hoja Opichén JG65 

Hoja Opichén JG66 
Hoja Opichén JG67 

Ápice Ayim, Tekax JG24 
Hoja Ayim, Tekax JG14 
Hoja Mérida JG32 

Alternaría sp. Hoja Mérida JG49 
Hoja Mérida JG52 
Hoja Opichén JG57 
Hoja Opichén JG63 

Tallo Tizimín JG6 

Lasíodíplodía sp. Tallo Tizimín JG7 
Tallo Muna JG8 

Los géneros Colletotríchum y Fusaríum fueron los que tuvieron una mayor frecuencia de 

aparición en la mayoría de los órganos muestreados. El género de Lasíodíplodía 

únicamente fue aislado del tallo de las plantas, mientras que Alternaría sp. fue aislada de 

hojas y ápice del tallo (Cuadro 5) . 

Por claves morfométricas sólo se pudo identificar a nivel de especie el género 

Colletotríchum en C. gloeosporíoídes y C. capsící (Fig . 4) . Los conidios de C. 

gloeosporíoídes son cilíndricos, unicelulares, hialinos y sus extremos son redondos (Fig. 

4a) mientras que los de Colletotríchum capsící son falcados, en forma de canoa o de 

media luna, hialinos y con extremos agudos (Fig . 4b); esta especie no fue objeto de este 

estudio ya que ha sido reportada y caracterizada en Jatropha curcas por Torres-Calzada 

et al., (2011). 
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Figura 4. a) Conidios de C. gloeosporioides y b) conidios de C. capsici. 

Los conidios de Fusarium sp. son hialinos y pueden ser de dos tipos: macroconidios que 

son estructuras largas en forma de media luna y se encuentran septados, mientras que 

los microconidios son esféricos u ovalados y se encuentran formados por una o dos 

células (Fig. 5). 

b) 

* 
Figura 5. a) Macro y b) microconidios de Fusarium sp. 
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El género Alternaría sp. se caracteriza por tener conidios catenulados (en cadena), los 

cuales son cilíndricos o en forma de huso, color marrón oscuro y se encuentran septados 

transversal y longitudinalmente (Fig. 6) . 

Figura 6. Conidios de Alternaría sp. 

En el caso de Lasiodiplodia sp. , se pueden observar conidios inmaduros (Fig . 7a) que son 

elipsoidales, unicelulares, hialinos; y los conidios maduros tienen una coloración café 

oscura, presentan un solo septo y estrías longitudinales (Fig. 7b). 

Figura 7. a) conidios inmaduros y b) conidios maduros de Lasiodiplodia sp. 
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2.3.2 Caracterización morfológica 

2.3.2.1 Colletotrichum gloeosporioides 

Como se muestra en la figura 8, los aislados de C. gloeosporioides se dividieron en 5 

morfotipos. En todos los grupos la forma de las colonias fue circular con margen entero 

(Cuadro 6). El mayor número de aislados se encontró en los morfotipos 4 y 3. 

representando un 40 y 35% del total de aislados respectivamente, mientras que en los 

morfotipos 2 y 5 sólo se encontró un 5% del total de aislados. 

Figura 8. Morfotipos de Colletotrichum gloeosporioides a los 7 días de edad. a) anverso y b) 
reverso de la placa. 
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Cuadro 6. Características morfológicas de Col/etotrichum gfoeosporioides. 

G No. de Clave de F 
Velocidad de Conidios 

rupo aislamiento aislamiento orma Margen Descripción de la colonia crecimiento Largo (IJm) Ancho (IJm) 
{mmfdía} 

3 JG29, JG33, Circular Entero Micelio algodonoso. Blanco, con 10.38 ± 0.17b 13.86 ± 0.30c 3.93 ± 0.20cd 
JG47 masa de conidios naranja en el 

centro. 

2 1 JG23 Circular Entero Micelio algodonoso denso. Blanco, 10.69 ± 0.37b 13.80 ± 0.55c 4.03 ± 0.32d 
con masa de conidios naranja en el 
centro. 

3 7 JG19, JG35, Circular Entero Micelio algodonoso. Blanco-naranja, 10.40 ± 0.04b 13.09 ± 0.26b 3.89 ± 0.15c 
JG43, JG44, con conidios naranja formando anillos 
JG51 , JG53, concéntricos. 
JG54 

4 8 JG12, JG21 , Circular Entero Micelio algodonoso denso. Blanco, 8.20±0.1 7a 12.79 ± 0.45a 3.73 ± 0.18b 
JG26, JG27, sin masa de conidios visible. 
JG36, JG38, 
JG41 , JG46 

5 1 JG15 Circular Entero Micelio algodonoso escaso. Gris 8.58 ± 0.23a 13.06 ± 0.52b 3.13 ± 0.35a 
oscuro, con masa de conidios gris 
oscuro en el centro. 

Los valores numéricos seguidos de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente, según lo determinado en la prueba 
de diferencia mínima significativa (DMS o LSD) a un nivel de significación de P s 0.05. 
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2.3.2.2 Fusarium sp. 

Dentro de los géneros de hongos aislados de Jatropha curcas, sin lugar a dudas el más 

variable fue Fusarium sp. Lo que se tradujo en los siete morfotipos descritos en la Figura 

9 y el Cuadro 7. 

Como se aprecia en el cuadro 7, el morfotipo 4 agrupó el mayor número de aislados 

(35%) los cuales procedían en su mayor parte de Opichén. Estos aislados fueron 

encontrados en las cinco localidades bajo de estudio, en Tekax se encontraron a los 

grupos 4, 5 y 6; en Muna a los grupos 2 y 3; mientras que en Mérida y Tizimín únicamente 

se hallaron a los grupos 4 y 3 respectivamente, y finalmente en Opichén encontramos a la 

mayoría de los grupos (1 , 2, 4,6 y 7). 

De todos los morfotipos, 7, 6 y 1 presentaron las velocidades de crecimiento más lentas 

'(de 3 a 6 mm/día), en comparación con los demás grupos (superiores a 1 O mm/día). 

También se puede observar, que el grupo 7 se distingue por las dimensiones de sus 

conidios, que fueron los de mayor longitud y ancho, y presentaron el mayor número de 

septos. 

Figura 9. Morfotipos de Fusarium sp. a los 4 días de edad. a) anverso y b) reverso de la placa. 
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Cuadro 7. Características morfológicas de Fusarium sp. 

G No. de Clave de F 
Velocidad de 

Margen Descripción de la colonia crecimiento rupo aislamiento aislamiento orma 
(mm/día) 

JG66 Circular Ondulado Micelio algodonoso denso. Salmón 6.63 ± 0.41c 
claro. 

2 2 JG4, JG62 Circular Entero Micelio algodonoso en el centro y ralo 10.86 ± 0.15d 33.45 ± 0.64d 3.95 ± 0.33ce 4-6 
en el borde. Salmón claro. 

3 2 JG2, JG3 Circular Entero Micelio algodonoso denso en el punto 15.56 ± 0.30g 23.26 ± 0.59a 3.16 ± 0.33a 3-4 
de inoculación y ralo en el borde. 
salmón claro 

4 5 JG25, JG55, Circular Entero Ralo. Naranja claro. 12.63 ± 0.30e 35.78 ± 0.48e 4.01 ± 0.19e 4-6 
JG59 JG64, 
JG65 

5 1 JG22 Circular Rizoide Ralo y filamentoso. Salmón claro 14.43 ± 0.75f 40.43 ± 0.77f 3.83 ± 0.37c 5-6 

6 2 JG50, JG58 Circular Ondulado Ralo. Naranja 4.46 ± 0.30b 30.96 ± 0.66c 3.41 ± 0.32b 3-5 

7 1 JG67 Circular Entero Aterciopelado. Amarillo a rojo con 3.06 ± 0.15a 99.2 ± 0.80g 5.00 ± O.OOf 6-7 
formación de anillos concéntricos 

Los valores numéricos seguidos de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente , según lo determinado en la prueba 

de diferencia mínima significativa (DMS o LSD) a un nivel de significación de P s 0 .05. 
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2.3.2.3 Alternaría sp. 

De los 7 aislados de Alternaría sp., se formaron 4 grupos morfológicos (Fig. 1 0) . Como se 

presenta en el cuadro 8, el mayor número de aislados se agruparon en el morfotipo 1, a 

diferencia del resto, que sólo estuvieron representados por un solo aislado cada uno. El 

morfotipo 1 se caracterizó por tener la mayor velocidad de crecimiento y que el origen de 

las cepas fue de dos localidades muy cercanas geográficamente (Mérida y Opichén) . De 

manera general los morfotipos se diferenciaron básicamente por fa coloración del micelio 

y por el largo y ancho de los conidios. Destacando el morfotipo 4, cuyos conidios midieron 

casi el doble de largo en relación a los otros grupos y sin embargo tuvieron el menor valor 

de ancho. 

" . 
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Figura 10. Morfotipos de Alternaría sp. a los 6 días de edad. a) anverso y b) reverso de la placa. 
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Cuadro 8. Características morfológicas de Alternaría sp. 

G No. de Clave de 
Velocidad de Conidios 

1 rupo aislamiento aislamiento Forma Margen Descripción de la colonia crecimiento Largo (IJm) Ancho (IJm) 
(mm/día} 

4 JG32, JG52, Circular Rizoide Micelio algodonoso. Beige a café claro. 8.90 ± 0.10c 38.66 ± 0.34a 13.97 ± 0.35b 
JG57, JG63 Formación de anillos concéntricos. 

2 1 JG49 Circular Rizoide Micelio algodonoso. Café claro a gris 8.66 ± 0.25c 38.33 ± 0.33a 14.46 ± 0.62b 
oscuro. Margen café claro . 

3 1 JG14 Circular Rizoide Micelio algodonoso. Café oscuro a blanco. 7.36 ± 0.31b 38.16 ± 0.33a 13.36 ± 0.61 b 
Micelio blanco cerca del punto de 
inoculación. 

4 1 JG24 Circular Rizoide Micelio algodonoso. Café claro a blanco. 5.43±0.15a 57.73 ± 0.33b 12.33 ± 0.47a 

Los valores numéricos seguidos de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente , según lo determinado en la prueba 

de diferencia mínima significativa (DMS o LSD) a un nivel de significación de P ::5 0.05. 

Cuadro 9. Características morfológicas de Lasiodiplodia sp. 

No. de Clave de 
Velocidad de Conidios 

Grupo aislamiento aislamiento Forma Margen Descripción de la colonia crecimiento Largo (IJm) Ancho (IJm) No. de 
(mm/día) se tos 

JG6 Circular Ondulado Micelio aéreo abundante blanco a gris 32.84 ± 0.38a 28.16 ± 0.83a 14.20 ± 0.48a 1 
oscuro cerca del punto de inoculación. 

2 2 JG7, JG8 Circular Ondulado Micelio aéreo escaso. Blanco. Micelio 32.29 ± 0.42a 28.16 ± 0.44a 13.98 ± 0.42a 
abundante en el borde. 

Los valores numéricos seguidos de la misma letra en la misma columna no difieren significativamente , según lo determinado en la prueba de 
diferencia mínima significativa (DMS o LSD) a un nivel de significación de P ::5 0.05. 
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2.3.2.4 Lasiodiplodia sp. 

El género Lasiodiplodia, fue uno que presentó menor número de aislados, y sólo se aisló 

del tallo de la planta. Únicamente se formaron dos grupos morfológicos (Fig. 11) que se 

diferencian en la densidad del micelio al centro de la colonia, donde el morfotipo1 es más 

denso que el 2. Es importante destacar que ambos morfotipos se encontraron en la zona 

oriente del estado (municipio de Tizimín).En el cuadro 9, se muestran sus características, 

así como los valores de velocidad de crecimiento, longitud de los conidios y número de 

septos, como se aprecia no se encontraron diferencias significativas para estos 

parámetros entre los morfotipos. 

Figura 11 . Morfotipos de Lasiodiplodia sp. a los 2 días de edad a) anverso y b) reverso de la placa. 

2.3.3 Pruebas de patogenicidad 

En todos los aislados fungosos de los distintos géneros se pudo corroborar la 

patogenicidad mediante los postulados de Koch. 

2.3.3. 1 Colletotrichum gloeosporioides 

Los síntomas en plantas inoculadas con la suspensión de conidios de Colletotrichum 

gloeosporioides, aparecieron a los 19 días después de la inoculación. Se observó la 

presencia de manchas circulares en el centro de la hoja y manchas irregulares en el borde 

de las mismas, en ambos casos estas manchas fueron de color café claro y presentaron 
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un halo amarillo, (Fig. 12b). También las hojas nuevas fueron afectadas, en estas se 

observó la presencia de las manchas irregulares además del enrollamiento del borde de 

las mismas. 

Figura 12. Plantas de Jatropha curcas: a) testigo, b) inoculada con C. gloeosporioides. 

En la figura 13a se muestran los acérvulos que se formaron en las lesiones de las hojas, 

así como los conidios de C. gloeosporioides que se observaron después de reaislarlos 

(Fig. 13b), lo cual confirma que C. gloeosporioides es patogénico para Jatropha curcas. 

Figura 13. a) Acérvulos en hoja; b) conidios de C. g/oeosporioides reaislados de las lesiones. 
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2.3.3.2 Fusarium sp. 

Después de 6 días de inoculación, las plantas expuestas a la suspensión de conidios de 

Fusarium sp, presentaron el síntoma de marchitez en hojas y pudrición de peciolos, se 

observó que las hojas inferiores se tornaron amarillas y posteriormente senescentes (Fig. 

14b). 

Figura 14. Planta de Jatropha curcas: a) testigo, b) inoculada con Fusarium sp. 

La identificación media"nte claves morfométricas de los conidios reaislados, confirmó la 

patogenicidad de Fusarium sp. en Jatropha curcas (Fig . 15). 

Figura 15. Conidios de Fusarium sp. reaislados en lesiones de J. curcas. 
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2.3.3.3 Alternaría sp. 

Las plantas inoculadas con la suspensión de conidios de Alternaría sp. , desarrollaron 

síntomas después de 8 días de la inoculación. Se observó el amarillamiento de las hojas 

(Fig. 16b) y pequeñas manchas oscuras dispersas en toda la hoja, tanto en hojas 

amarillas como hojas que se mantenían verdes, en donde se observó micelio blanco 

como se muestra en la figura 16b. Estos síntomas no fueron observados en la planta 

control (Fig. 16a). 

Figura 16. Planta de J. curcas: a) testigo, b) planta inoculada con Alternaria sp. hojas con manchas 
oscuras, y micelio blanco en lesiones de hoja. 

Con la identificación de los conidios reaislados de las lesiones observadas, se corroboró 

la patogenicidad de Alternaría sp. , en Jatropha curcas (Fig. 17). 

Figura 17. Conidios de Alternaria sp. reaislados de lesiones de J. curcas 
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2.3.3.4 Lasiodiplodia sp. 

A los 1 O días después de la inoculación con Lasiodiplodia sp. en el tallo de las plantas, se 

observaron los primeros síntomas que consistieron en el amarillamiento y defoliación de 

hojas (Fig. 18b) en las plantas inoculadas, pero no así en las plantas testigo (Fig. 18a). En 

la figura 18c se muestran los daños ocasionados por el patógeno en el tallo. 

Figura 18. Plantas de J. curcas: a) Testigo y b) planta inoculada con Lasiodiplodia sp., mostrando 
los primeros síntomas, e) lesión en el tallo de la planta inoculada 

La identificación mediante claves morfométricas de las estructuras fungosas reaisladas , 

indicó que Lasiodiplodia sp. es patógeno de Jatropha curcas. En la figura 19 se muestran 

los conidios inmaduros y maduros de este hongo reaislados en las lesiones de la planta. 

Figura 19. a) Conidios inmaduros y e) conidios maduros de Lasiodiplodia sp. 
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2.4 DISCUSIÓN 

Los géneros Col/etotrichum y Fusarium fueron los que se encontraron en mayor número 

de aislados en diferentes órganos de J. curcas. 

En el caso de Colletotrichum gloeosporioides se encontró colonizando principalmente a 

las hojas, aunque también se aisló del ápice del tallo y del fruto. Esto coincide con lo 

reportado por Jin-Hyeuk et al., (2012) en Jatropha curcas en Corea, quién identificó a 

Col/etotrichum gloeosporioides como el agente causal de la enfermedad llamada 

antracnosis en Jatropha. Las lesiones irregulares observadas en las hojas nuevas 

coinciden con lo reportado por Sá et al., (2011) y Santos et al., (2013). 

De acuerdo a las características morfológicas de los aislados, se separaron en cinco 

morfotipos, los cuales coinciden en la apariencia con los grupos del 1 al 5 reportados por 

Torres-Calzada et al., (2012) en Carica papaya L; así mismo los grupos 2 y 3 de este 

estudio son similares a los grupos 1 y 2 reportados por Photita et al., (2005) en varios 

cultivos. También el grupo 4 aquí descrito coincide con el morfotipo 4 caracterizado por 

Rampersad, (2011). 

Es importante destacar que el caso del reporte de Torres-Calzada et al. , (2012) se 

hallaron 6 morfotipos de C. gloeosporioides y en este estudio se encontraron 5 de ellos, 

sólo el morfotipo 6 no estuvo presente. Esto indica la alta variabilidad a nivel morfológico 

que hay en la Península de Yucatán en esta especie de hongo, ya que a pesar de que los 

hospederos son cultivos diferentes, se hallaron prácticamente todos los morfotipos 

reportados y en frecuencias de aislados muy parecidas, puesto que el morfotipo 3 

presentó en ambos estudios un mayor número de cepas. 

Todos los grupos morfológicos descritos se observaron en Tekax, mientras que en Mérida 

sólo se observaron los morfotipos 1, 3 y 4. Los postulados de Koch indicaron que esta 

especie es patogénica para Jatropha curcas y éste sería el primer reporte de antracnosis 

causada por C. gloeosporioides afectando a J. curcas en México. Esto coincide con 

reportes previos de esta enfermedad, como una de las más importantes en el cultivo de J. 

curcas en Brasil y la India, donde ocasiona importantes pérdidas económicas en la 

producción (Carels, 2009; Suryanarayana, 201 O). 
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Otro género aislado fue Fusarium sp., el cual se encontró colonizando la mayoría de los 

órganos de las plantas. La caracterización morfológica de los 14 aislados arrojó siete 

morfotipos bien diferenciados. En cuanto a sus características culturales estos fueron 

semejantes en apariencia a lo reportado por Qi , et al., (2013) en Mangifera indica, 

Sutthisa et al., (201 O) en Morus alba L.) , y también a lo descrito por Shahnazi et al., 

(2012) en Piper nigrum, EI-Kazzaz et al., (2008) en diversos hospederos y Arruda et al., 

(2005) en Glycine max. 

El morfotipo 7 de Fusarium sp, mostró características muy diferentes al resto de los 

aislados, en cuanto al tamaño de los conidios y velocidad de crecimiento, lo cual coincide 

con la morfología reportada por Qi, et al. , (2013) para F. decemcellulare en mango en 

China. Esto apunta a la posibilidad de que la cepa JG67 representante del morfotipo 7 sea 

esta especie. 

La patogenicidad de estos aislados se corroboró con los postulados de Koch , en donde 

una de las lesiones más observadas fueron las manchas en las hojas, aunque también se 

presentó la pudrición de los peciolos y el amarillamiento de las hojas. Este último síntoma, 

ha sido reportado como uno de los síntomas que conducen a la pudrición de la raíz de 

Jatropha curcas, la cual es causada por Fusarium solani en China y Fusarium moniliforme 

en la India 0Nu et al., 2011 ; Sharma et al. , 2001) . En Nigeria, también se ha reportado que 

este género es el agente causal de la pudrición del tallo , la muerte regresiva y el tizón de 

las hojas de Jatropha (Zarafi y Abdulkadir, 2012 y Zarafi y Abdulkadir, 2013) . 

Los siete aislados de Alternaria sp. formaron 4 grupos morfológicos, los cuales coinciden 

en número por lo reportado por Pryor y Michailides, (2002) , pero no coinciden en cuanto a 

las características de las colonias. Debido a que no existen muchos trabajos con respecto 

a la caracterización morfológica de este género, el presente estudio constituye un aporte 

importante para conocer la diversidad morfológica de Alternaria sp. en la Península de 

Yucatán 

La patogenicidad de Alternaría sp. para el cultivo de Jatropha curcas, ya ha sido reportada 

por Kumar et al. , 2009, quienes identificaron a Alternaria sp. como el agente causal de las 

manchas foliares de esta planta en la India. La importancia de este patógeno, radica en 

que además se ha reportado causando la pudrición de los frutos en la India y el tizón de 
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las inflorescencias de Jatropha curcas en Sonora, México (Kumar et al., 2012; Espinoza

Verduzco et al., 2012), en donde afectan de manera considerable la producción, de ahí la 

importancia de identificar estos hongos para poder legar un buen control. 

El género Lasiodiplodia con base en sus características morfológicas se separó en dos 

grupos morfológicos. La variación morfológica observada entre estos aislados coincide 

con lo reportado con Sangeetha et al., (2012) en plátano y por Shah et al., (201 O) en pera. 

También coincide con las observaciones de los tres aislados, respecto a la distribución de 

los picnidios en las colonias en cajas Petri, a partir de los 30 días de edad. Los síntomas 

de amarillamiento y defoliación observados en las plantas coinciden con lo reportado por 

Kumar et al., (2013) y Latha et al., (2009) en la India y Pereira et al., (2009) en Brasil. La 

importancia de este patógeno en otros países en este cultivo es alta, por ejemplo en 

Malasia, ha causado pérdidas de hasta el 80% de las plantaciones (Sulaiman et al., 

2012). 
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CAPÍTULO 111. IDENTIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LOS 

HONGOS ASOCIADOS A J. curcas. 

3.1 INTRODUCCIÓN 

Actualmente el proceso de identificación de hongos no solamente se basa en sus 

características morfológicas, ya que los avances tecnológicos basados en el ADN, como 

las técnicas fundamentadas en la PCR, permiten la identificación más certera de los 

patógenos de las plantas y de hecho se están utilizando en conjunto con los métodos 

tradicionales para una identificación polifásica. En sí, los métodos tradicionales de 

identificación de patógenos de las plantas pueden ser laboriosos y tardados, además de 

que suelen requerir de un considerable conocimiento en taxonomía. Una de las 

limitaciones de estos métodos es la dificultad de cultivar algunas especies in vitro, y la 

incapacidad para cuantificar con precisión el patógeno (Goud y Termorshuizen , 2003), 

esto llevó a la búsqueda de técnicas de diagnóstico alternativas y ha conducido al 

desarrollo de métodos moleculares que tienen una mayor precisión y fiabilidad (Capote et 

al., 2012). 

Las técnicas moleculares generalmente se basan en las propiedades inherentes de los 

patógenos, tales como su genoma o la inmunorreactividad de sus proteínas; con la 

ventaja de que la identidad del organismo puede establecerse en las primeras etapas de 

su desarrollo, sin la necesidad de la formación de esporas sexuales o asexuales. Otra de 

sus ventajas, es que no depende de los síntomas inducidos por el patógeno en las 

plantas infectadas, lo cual es de gran relevancia si se tiene en consideración que existen 

plantas asintomáticas. Además este tipo de técnicas nos puede indicar la presencia o 

ausencia de un organismo patógeno y por si fuera poco, también nos puede indicar la 

cantidad del mismo en las muestras infectadas (Narayanasamy, 2011 ). Debido a su alto 

grado de especificidad, pueden utilizarse para distinguir organismos estrechamente 

relacionados (Capote et al. , 2012), y para detectar varios patógenos de un mismo cultivo 

simultáneamente, así como para distinguir entre razas o cepas de una misma especie 

(McCartney et al., 2003). También se han aplicado al estudio de la variabilidad genética 

de las poblaciones de patógenos, e incluso para la descripción de nuevas especies de 

hongos (Capote et al., 2012). 
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3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 Extracción del ADN genómico 

La obtención del ADN se realizó a partir de micelio de aproximadamente 6 días de edad, 

de acuerdo al protocolo reportado por Tapia-Tussell et al., (2006). 

Se tomó 1 mg de micelio congelado de cada aislado fungoso y se depositó en un tubo 

eppendorf de 2 mi. Se añadieron 1000 !JI de buffer de extracción SOS, se incubaron a 65 

oc durante 30 minutos con inversión ocasional y se dejaron enfriar a temperatura 

ambiente. Posteriormente se adicionaron 600 ¡JI de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) y 

los tubos se agitaron durante 1 O minutos, se centrifugaron a 13,000 rpm por 1 O minutos y 

el sobrenadante se transfirió a tubos limpios de microcentrífuga de 1.7 mi. Se adicionaron 

700 ¡JI de isopropanol frío a cada tubo, se agitaron suavemente para mezclar las fases y 

las muestras se incubaron a -20 oc por 1 O minutos, luego se volvió a centrifugar a 13,000 

rpm y se el iminó el sobrenadante. Las pastillas se lavaron con 500 ¡JI de etanol al 70% y 

se centrifugaron por 5 minutos a 13,000 rpm, se eliminó el sobrenadante y se secó a 

temperatura ambiente. Finalmente el ADN se resuspendió en 50 ¡JI de agua bidestilada 

estéril. 

Se cuantificó la cantidad de ADN de acuerdo al método descrito por Sambrook et al. , 

(2000), este método se basa en la lectura que se obtiene a una longitud de onda de 260 

nm, lo cual permite el cálculo de la concentración de ácidos nucleicos en la muestra. La 

concentración y la pureza del ADN (A2so/A2so) extraído se determinaron mediante un 

biofotómetro eppendorf. 

Para determinar la calidad e integridad de ADN se realizó una electroforesis en un gel de 

agarosa al 0.8% en buffer TBE (tris-borato-EDTA) a 90V por 30 minutos. Los geles se 

tiñeron previamente con bromuro de etidio (1 Omg/mL) y se visualizaron en un 

transiluminador UV, se capturaron las imágenes y se analizaron . 
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3.2.2 Identificación con iniciadores específicos 

La identificación molecular de Colletotrichum gloeosporioides se realizó utilizando el 

iniciador específico Cglnt (5 '- GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG -3 ') en conjunto con el 

iniciador universal ITS4 (Talh inhas et al. , 2002; Milis et al., 1992). Las reacciones de PCR 

se llevaron a un volumen final de 25 IJI , que contuvo 25 ng de ADN, 1X de amortiguador 

(10X: 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH 8,4) (lnvitrogen) , 0.20 mM de cada dNTP 

(lnvitrogen) , 1.5 mM de MgCI2 , 1 IJM de iniciador y 1 U de Taq polimerasa (lnvitrogen). 

La amplificación consistió de una etapa inicial de desnaturalización a 95 oc por 5 minutos, 

seguido por 25 ciclos de 30 segundos a 94 oc, 2 min a 62 oc y 2 min a 72 oc, y un paso 

final de extensión de 5 min a 72 oc. Los productos de PCR de aproximadamente 450 pb 

se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (p/v) y se tiñeron con 

bromuro de etidio. 

3.2.3 Secuenciación 

3.2.3.1 Amplificación de la región de ITS y el gen 5.85 

Para la amplificación de la región ITS completa (ITS1 , ITS2) y el gen 5.8S del ADNr de 

todos los aislados, se usaron los iniciadores universales ITS1 (5'- TTC GTA GGT GAA 

CCT GCG G-3') e ITS4 (5'- TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3'), descritos por White et 

al., (1990). 

La reacción de PCR se llevó a un volumen final de 25 IJI , que contuvo 1X de amortiguador 

(10X: 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI , pH 8.4) (Promega) , 0.20 mM de cada dNTP 

(lnvitrogen) , 2.50 mM MgCI2 (Promega) , 1 pmol de cada iniciador, 1.25 U de Go Taq Flexi 

DNA poli me rasa (Promega) y 100 ng de ADN objetivo. La amplificación consistió en un 

primer paso de amplificación a 95 oc por 1 minuto, seguido por 30 ciclos de 1 minuto a 94 

oc, 1 minuto a 58 oc (temperatura de alineamiento) y 1 minuto a 72 oc, y un paso final de 

extensión de 7 minutos a 72 oc. El producto de amplificación obtenido se visualizó 

mediante electroforesis en gel de agarosa (lnvitrogen) a 1.5% (p/v) en amortiguador TBE 

1X (Tris-Borato-EDTA), a 100V por 50 minutos. Los geles se tiñeron previamente con 

bromuro de etidio y se utilizó como marcador de peso molecular la escalera de 100 pb. 
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Los productos de amplificación de la región ITS fueron enviados al laboratorio de 

secuenciación Macrogen lnc (Corea) , en la cantidad especificada por el laboratorio. 

Posteriormente las secuencias obtenidas fueron procesadas con el programa BioEdit 

Sequence Alignment (Hall , 1999) y se comparó con la base de datos del GenBank. 

3.2.4 Caracterización molecular 

3.2.4.1 PCR-RFLP 

Los productos amplificados de la región ITS1/ITS2 y el gen 5.8S de todos los aislados 

fueron digeridos con las enzimas de restricción Alul , Haelll , Hindlll , Mspl , Rsal, y Taql. La 

reacción de digestión se llevó en un volumen de reacción de 20 ¡.¡L que contuvo 1 O ¡.¡1 del 

ADN amplificado, 2 ¡.¡1 del buffer 1 OX de la enzima de restricción , 0.2 ¡.¡1 de BSA al 0.1 %, 

0.2 ¡.¡1 de la enzima y 7.6 ¡.¡1 de agua destilada estéril. Las reacciones de digestión fueron 

incubadas a 37 oc por 2 h para las enzimas Alul , Haelll , Hindlll , Msel, Mspl , Rsal , y a 70 

oc por 2 h para la enzima Taql. 

Los productos de digestión se separaron en un gel de agarosa al 2%, se usó el buffer de 

corrida TBE 1X y se tiñó con bromuro de etidio. Los patrones de digestión se visualizaron 

bajo un transiluminador UV y las imágenes fueron tomadas con el programa Sistema 

Biolmaging UVP. 

3.2.4.2 AP-PCR 

Para los análisis de AP-PCR se utilizaron 6 iniciadores de 15 pares de bases: (GTG)s, 

(GACACh, (CAG)5 , (GAC)5, (TCC)5 y MR. (Torres-Calzada et al., 2012; Nguyen et al., 

2009) . La reacción de PCR se realizó en un volumen final de 25 ¡.¡1 que contuvo 1X de 

amortiguador (1 OX: 200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI , pH 8.4) (lnvitrogen) , 0.25 mM de cada 

dNTP, 2 mM de MgCb, 0.8 ¡.¡m de iniciador y 1 U de Taq polimerasa (lnvitrogen). 

La amplificación consistió de un primer paso de desnaturalización a 95 oc por 5 minutos, 

seguido por 40 ciclos de: desnaturalización durante 40 segundos a 95 oc, alineamiento 

durante 1 min a 42 oc para (GACACh y (TCC)5 , o 50 oc para (GTG)5, (GAC)s y M13 o 60 

oc para (CAG)5, extensión durante 1 min a 72 oc; y un paso de extensión final de 5 min a 

72 oc. Los productos de PCR amplificados se visualizaron mediante electroforesis en 
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geles de poliacrilamida al 6% en una proporción 29:1 (acrilamida: bisacrilamida) (ver 

anexo 1 ). Los geles fueron corridos a un voltaje constante de 100 V por 4 horas en 

amortiguador Tris-Glicina (TG) 1X. El revelado se realizó mediante la técnica de tinción 

de plata (ver anexo 2 y 3). 

3.2.5 Análisis filogenético 

Las bandas obtenidas por la técnica AP-PCR fueron registradas como presencia (=1) o 

ausencia (=O) y se generó una matriz binaria para cada iniciador. Los datos de las 

matrices de cada iniciador se combinaron y se utilizó el programa NTSYSpc v. 2.1 (Rohlf, 

2000) para crear una matriz de similaridad con el coeficiente de Jaccard (número de 

bandas comunes/ número total de bandas de los dos aislados que se comparan; Jaccard, 

1901). Posteriormente se realizó un análisis de agrupamiento (cluster) con el método 

UPGMA y se generó un Dendograma (Anderson et al,. 2013). El soporte de las ramas en 

el árbol fue medido con un análisis de bootstrapping (Felsestein, 1985) usando 1000 

réplicas. 
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3.3 RESULTADOS 

3.3.1 Identificación 

Los aislados previamente identificados por sus características morfológicas como 

Colletotrichum gloeosporioides, fueron amplificados con los iniciadores específicos 

Cglnt/ITS4. Como se puede observar en la figura 20, se obtuvo un producto de 

amplificación de aproximadamente 450 pb para todos los aislados, lo que indica que 

todos ellos corresponden a C. gloeosporioides, ya que este producto de amplificación 

coincide con lo reportado por Milis et al. , (1992) para la especie en cuestión. 

~~ ~ ~ ~ ,y - ~ t!:' ~ .e> ~ * * ~~ ~ ~ ~ 41 S' ~ 41 ~ ~ ~ ~ 'i 

111 .. 
111 .. . -= ·--

111 .. ~.# ........ 
11 •• ~·· 

. ..... - .. ""' .. .... ..... ,.., .... .....\ . -. .... :::450 bp 

,-.....,.. 
11 ....... 
11 •' 

Figura 20. Productos de amplificación con el par de iniciadores CglnUITS4 para identificar a 
Colletotrichum g/oeosporioides. MM: Marcador molecular 1 Kb plus . 

En la figura 21 se muestra que el producto de amplificación de la región ITS de todas las 

muestras restantes (Fusarium sp. , Lasiodiplodia sp. y Alternaría sp.) fue de 

aproximadamente 550 pb. 
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bp 

Figura 21. Productos de amplificación de la región ITS de Fusaríum sp., Lasíodíplodía sp., y 
Alternaría sp. MM: Marcador molecular 1 Kb plus. 

Todos estos productos de amplificación se mandaron a secuenciar y el análisis de estas 

secuencias utilizando la base de datos del GenBank, permitió identificarlas a nivel de 

especie. En el cuadro 1 O se presenta la especie a la cual corresponde cada aislado, el 

porcentaje de identidad y el número en el Banklt. 

Cuadro 10. Aislados secuenciados en este estudio. 
1 Clave de aislado Especie %identidad No. Banklt 

JG2 Fusaríum solaní 98 1697826 
JG3 Fusaríum equísetí 99 1697827 
JG4 Fusaríum equísetí 99 1697828 
JG22 Fusaríum equísetí 99 1697832 
JG25 Fusaríum equísetí 99 1697876 
JG50 Fusaríum equísetí 99 1697879 
JG55 Fusaríum equísetí 99 1697881 
JG58 Fusaríum equísetí 99 1697885 
JG59 Fusaríum equísetí 99 1697889 
JG62 Fusaríum equísetí 99 1697890 
JG64 Fusaríum equísetí 99 1697891 
JG65 Fusaríum equísetí 99 1697895 
JG66 Fusaríum equísetí 98 1697896 
JG67 Fusaríum decemcel/ulare 99 1697900 
JG14 Alternaría alternata 100 1697786 
JG24 Alternaría alternata 99 1697788 
JG32 Alternaría alternata 99 1697794 
JG49 Alternaría alternata 99 1697819 
JG52 Alternaría alternata 99 1697820 
JG57 Alternaría alternata 100 1697821 
JG63 Alternaría alternata 99 1697822 
JG6 Lasíodíplodía theobromae 99 1697903 
JG7 Lasíodíplodía theobromae 100 1697905 
JG8 Lasíodíelodía theobromae 99 1697908 
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Para corroborar la identidad de estos aislados, se tomaron varias secuencias del Gen8ank 

y se construyó un árbol filogenético por el método UPGMA. En la figura 22, se aprecia que 

se formaron dos grupos bien definidos (1 y 2) , en el primero se ubicaron todas las cepas de 

Alternaria alternata, mientras que en el segundo se concentraron el resto de las cepas. 

El ciado 2 a su vez se subdividió en dos subclados (2A y 28), en el primer subclado se 

agruparon todas las cepas correspondientes a Lasiodiplodia theobromae, mientras que en 

el segundo subclado se encontraron todas las cepas del género Fusarium. Dividiéndose 

éste último, en el subclado 281 donde se ubicaron todas las cepas de Fusarium equiseti y 

en el subclado 282, donde se encuentran dos grupos bien definidos representados por 

Fusarium sotaní y Fusarium decemcellulare. Todas las ramas tuvieron una alta robustez 

que confirma la correcta identidad de todas las cepas. 
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1 

2A 

2 
96 

72 

.----JG63• 
JG49 • 
JC660842 .11 A.altemata 
JG52 • 
JC660840 .11 A.altemata. 
JQ660841.11 A.altemata 

'--~1--- JQ936166:11 A.altemata 
JG32 • 
JG2A • 
JG57 • 
JG14 • 
JQ660836.11 A.alternata 

.----JG6 • 
JG? • 
JG8 • 
HM466959 21 L. theobrorrae 
H!~466957.2J L. theobrorrae 
HM466951.2j L theobrorrae 
.GU219983. 21 L. theobromae 

.-----JG4 • 
t-----JX205167 J¡ F.equisetl 
t----- JG59 • 
I-----JQ936180.11 F.equiseti 
1----- JG5B • 
t----'---- J G&4 • 
1----- JG22 . 

-~t----- JQ690085.1I F.equiseti 
1-----AB425996 .11 F.equiseti 

JG3 • 
JQ4121 09.1[ F.equiseti 

t-----JG55• 
1-----JG65• 
1-------- JG62• 

JG25 • 
JG50 • 

~------JG66• 
JQ625562 11 F.solani 
JX406551 .11 F.solani 

'-----FJ478114.11 F.solani 
~------JG2 • 

100 

KF019259.11 F.decemcelk.Jiare 
KC895536 .11 F.decem::ellulare 
JG67 • 
HM054153 .11 F.decemcelulare 

~--------,......,----- AF200517. 1j Rhizoctonia sp. 

Figura 22. Árbol fi logenético derivado del análisis UPGMA basado en la secuenciación de la 
región ITS del ADNr de los hongos bajo estudio. Como grupo externo se utilizó a 
Rhizoctonia sp. +aislados bajo estudio. 
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3.3.2 Caracterización molecular 

3.3.2. 1 Alternaría alternata 

El análisis de los siete aislados de Alternaría alternata con la técnica PCR-RFLP, no 

reveló variación genética a nivel de especie con esta técnica. Las seis enzimas de 

restricción (Aiul , Haelll , Hindlll , Mspl , Rsal y Taql) utilizadas en este estudio encontraron 

sitios de reconocimiento en la región ITS y como se puede observar en la figura 23, 

dependiendo de la enzima utilizada, se generaron diferentes perfiles de restricción. Los 

tamaños de los fragmentos generados en la digestión enzimática de la región ITS se 

presentan en el cuadro 11. 

Alul Haelll Hinc:llll 

12000pb 

1000pb 

500pb 

200pb 

100pb 

Figura 23. Perfiles de restricción generados con Alul , Haelll , Hindlll , Mspl , Rsal y Taql para 
Alternaria a/ternata. MM: Marcador molecular 1 Kb plus. 

Cuadro 11. Longitud de los fragmentos de restricción obtenidos por PCR-RFLP para Alternaría 
alterna fa . 

Clave de la cepa 
Enzimas de restricción 

A fui Haelll Hindlll Mspl Rsal Taql 

JG14, JG24, JG32, 250 225 
370 420 370 430 220 

JG49, JG52, JG57, 180 140 210 140 215 70 JG63 11 o 60 
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Huella genética: 

De los seis iniciadores utilizados, los que tuvieron un mayor poder resolutivo fueron MR, 

(TCC)sY (GACACh (Fig. 24). 

Con el iniciador MR, el rango de polimorfismo estuvo entre 500 y 2000 pb. Con éste, fue 

posible distinguir entre todas las cepas, con excepción de JG14 y JG24, que mostraron 

un mismo patrón de bandas. Las cepas JG32 y JG49 tuvieron muchas bandas en común 

con este iniciador, sin embargo se pudo observar una banda de 650 pb en JG32 que la 

diferenció de JG49. La cepa JG52 mostró el mayor número de bandas polimórficas en la 

zona de 81 O a 980 pb. Mientras que la cepa JG57 presentó una banda distintiva de 1800 

pb. Por su parte la cepa JG63 presentó bandas de 1400 y 1650 pb que la diferencian del 

resto. 

El iniciador (TCC)s reveló diferencias entre las cepas JG14 y JG24, en la zona de 600 a 

1000 pb, también el iniciador (GACACh marcó esta diferencia en el rango de 500 a 850 

pb, lo que indica que se trata de dos cepas diferentes. Con ambos iniciadores se pudo 

observar, que las cinco muestras restantes tienen patrones únicos. Con el iniciador 

(TCC)5 la zona de polimorfismo para todas las cepas estuvo entre 91 O y 1100 pb, 

mientras que con el iniciador (GACACh esta zona polimórfica se encontró entre los 575 y 

1000 pb. Con este último iniciador también se pudo observar que todas las cepas 

comparten una banda común de aproximadamente 1440 pb. 
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Figura 24. Perfiles de bandas de Alternaria alternata obtenidas con los iniciadores MR, (Tee)5 y 
(GAeAe)J. MM: marcador molecular 1 Kb plus. 

El análisis a nivel de ADN genómico utilizando la técnica AP-PCR reveló alto grado de 

polimorfismo intraespecífico; dependiendo del iniciador y de la cepa se obtuvieron 

diferentes patrones de bandas para esta especie (Cuadro 12), por lo que se pudo 

constatar que cada cepa es un individuo diferente. 

Cuadro 12. Patrón de huellas genéticas obtenidas por AP-PeR para las cepas de Alternaria 
alternata. 

Clave de la Patrón 
cepa MR general 

JG14 A A A A A A A 
JG24 B B B B B A B 

JG32 e e e e e B e 

JG49 D D D D D e D 

JG52 E E E E E D E 

JG57 F F F F F E F 

JG63 G G G G G F G 
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Con los datos de AP-PCR se generó un dendograma para conocer las relaciones entre 

las distintas cepas (Fig . 25) . En éste se puede observar que se formaron dos grupos bien 

definidos cuando el coeficiente de similaridad fue de 0.42. En el grupo 1 se concentraron 

las cepas de Sur del Estado (JG14 y JG24) , mientras que en el grupo 2 el resto de las 

cepas. Este grupo a la vez se subdividió en dos ciados (2A y 28). En el primero se 

agruparon todas las cepas de Mérida (JG32, JG49, JG52) y en el segundo las de 

Opichén (JG57, y JG63). Las cepas JG32 y JG49 fueron las más cercanas entre sí, con 

un coeficiente de similitud de O. 71. 

0.41 

1 
1 
1 

1 

:2 

JG14 Tekax 

JG24 Tekax 

1 JG32 Mérida 
,---------------------------~ 

1 JG49 Mérida 2A 

'--------,------------------------ JG52 Mérida 

,---------------------------------- JG57 Opichén 

~ L---------------------------------- JG63 Opichén 

0.48 0.56 0.63 0.71 

Coeficiente de similaridad 

Figura 25. Dendograma obtenido por UPGMA, basado en el análisis de los datos de todos los 
iniciadores con los aislados de Alternaria alternata. 

3.3.2.2 Fusarium sp. 

El análisis por PCR-RFLP de la región ITS de las catorce cepas de Fusarium indicó 

variación genética de especie a especie, pero no dentro de la misma especie. De manera 

general , las enzimas Hindlll y Rsal no encontraron sitio de reconocimiento en ninguna de 

las especies de Fusarium aquí estudiadas (F. so/ani, F. equiseti y F. decemcel/u/are). En 

la figura 26, se pueden observar los diferentes perfiles de restricción generados con las 
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cuatro enzimas restantes. La enzima Mspl no fue capaz de digerir las cepas de F. 

equiseti (JG3-JG66) pero sí a F. sotaní (JG2) y F. decemcellulare (JG67) , para las cuales 

generó diferentes perfiles de restricción . 

Con la enzima Alul las cepas JG2 (F. solam) y JG67 (F. decemcel/ulare) tuvieron perfiles 

de restricción muy similares entre ellas y a su vez diferentes del resto de las cepas (F. 

equisett). Únicamente las enzimas Mspl , Haelll y Taql , permitieron diferenciar a estas tres 

especies, ya que generaron perfiles de bandas únicas para ellas. De estas enzimas 

mencionadas, la más indicada para estudios de identificación de las especies de 

Fusarium bajo estudio, es la Haelll ya que los perfiles de restricción para cada especie 

son contrastantes. Los tamaños de los fragmentos generados en la digestión enzimática 

para cada una de las cepas de Fusarium se muestran en el cuadro 13. 

Alul 

Figura 26. Perfiles de restricción generados con las enzimas Mspl , Alul , Mspl y Taql para 
Fusarium sotaní (JG2), Fusarium equiseti (JG3-JG66) y Fusarium decemcellulare 

(JG67). MM: Marcador molecular 1 kb plus. 
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Cuadro 13. Longitud de los fragmentos de restricción obtenidos por PCR-RFLP para Fusarium 
solani, Fusarium equiseti y Fusarium decemce/Iulare . 

Clave de la cepa Enzimas de restricción 
Alul Haelll Hindlll Ms 1 Rsal Ta 1 

240 230 

JG2 
440 125 

Nd 
370 

Nd 
200 

120 95 220 60 
90 55 

JG3, JG4, JG22, JG25, 
370 360 

230 
JG50, JG55, JG58, 

140 115 Nd Nd Nd 
160 

JG59, JG62, JG64, 80 
JG65, JG66 

50 90 
75 

235 

JG67 
470 480 

Nd 
370 

Nd 
230 

130 90 200 75 
70 

Nd: No digerido 

Huella genética: 

De los seis iniciadores utilizados (GACACh y MR fueron los más resolutivos para las 

especies de Fusarium en este estudio. El rango de polimorfismo de todas las cepas con 

estos dos iniciadores fue de 300 a 1600 pb (Fig . 27) . Con el iniciador (GACACh, F. solani 

(JG2) presentó bandas distintivas de 320, 370 y 415 que la diferencia de las otras dos 

especies, mientras que en F. decemcellulare (JG67) se observó una zona polimórfica 

entre 560 y 670 pb. En cuanto a F. equiseti (JG3- JG66), las cepas tuvieron una banda en 

común de aproximadamente 400 pb, que no estuvo presente ni en F. solani (JG2) ni en F. 

decemcellulare (JG67) . 

Con el iniciador MR se pudo observar que todas las cepas presentaron una banda de 

aproximadamente 600 pb. F. so/ani se distinguió por las bandas de 900, 980, 1300 y 

1400 pb, mientras que F. decemcellu/are presentó bandas distintivas en la zona de 1000 

a 1650 pb. Para las cepas de F. equiseti las bandas de 1200 y 1600 pb son comunes. Es 

preciso indicar que con ambos iniciadores las cepas JG25-JG50 y JG58-JG59, tienen 

muchas bandas en común , sin embargo también existen regiones que permiten 

diferenciarlas; por ejemplo para JG25 y JG50 se presenta polimorfismo en la zona de 650 

a 850 pb con ambos iniciadores, mientras que las cepas JG58 y JG59, se distinguen por 
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presentar polimorfismo en el rango de 500 a 1650pb con (GACACh y 400 a 1650 pb con 

el iniciador MR. 

Figura 27. Patrones de bandas de las especies de Fusarium obtenidos con los iniciadores 
(GACACh y M R. MM: Marcador molecular 1 Kb plus. JG2: Fusarium solani; JG3-
JG66: Fusarium equiseti y JG67: Fusarium decemcellulare . 

Los patrones de bandas generados con todos los iniciadores se muestran en el cuadro 

14. En el patrón general de las huellas genéticas existió una gran diversidad 

intraespecífica para las cepas de Fusarium equiseti. Los iniciadores (CAG)5 , (GAC)s, 
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(GTG)s y (TCC)s indicaron que JG25 y JG50 comparten un mismo perfil de bandas, 

mientras que con los demás iniciadores arrojaron un perfil único para cada cepa, lo que 

ratificó que se trataba de dos cepas diferentes. 

Cuadro 14. Patrón de huellas genéticas obtenidas por AP-PeR para las cepas de Fusarium sp. 

Clave de la Patrón 
cepa MR general 
JG2 A A A A A A A 

JG3 8 8 8 8 8 8 8 
JG4 e e e e e e e 

JG22 D D D D D D D 

JG25 E E E E E E E 

JG50 E E F E E F F 

JG55 F F G F F G G 

JG58 G G H G G H H 

JG59 H H 1 H H 1 1 

JG62 1 1 J J J 
JG64 J J K J J K K 

JG65 K K L K K L L 

JG66 L L M L L M M 
JG67 M M N M M N N 

Con los datos de AP-PCR se generó un dendograma para conocer las relaciones entre 

las distintas cepas de Fusarium. En la figura 28 se puede observar el dendograma con 

tres grupos bien definidos (1, 2 y 3), los cuales están de acuerdo a la especie a la cual 

pertenecen. En el grupo 1 se ubicó a Fusarium solani (JG2), mientras que en el grupo 2 

se encontró a todas las cepas de Fusarium equiseti (JG3-JG66) y finalmente en el grupo 

3 se ubicó Fusarium decemcellulare (JG67). 

El grupo 2 (F. equiset1) a su vez se subdividió en cuatro subgrupos (2A, 28, 2C y 20). En 

el subgrupo 2A se agruparon las cepas JG3 y JG66, que fueron aisladas del ápice de 

tallo y de la hoja respetivamente, en las localidades de Tizimín y Opichén. En el subgrupo 

28 únicamente se ubicó a la cepa JG3, aislada de fruto de la localidad de Tekax. 

Mientras que en el subgrupo 2C, se encontraron a la mayoría de las cepas, este 

subgrupo a su vez, se subdividió formando los ciados 2C1 y 2C2. En el ciado 2C1 se 
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agruparon las cepas JG25, JG50, JG58 y JG59. Cabe destacar que las cepas JG25 y 

JG50 se encuentran estrechamente relacionadas entre sí, con un coeficiente de similitud 

de 0.87. Coincidentemente, estas cepas fueron aisladas del ápice del tallo de las plantas 

ubicadas en la localidad de Tekax, mientras que las cepas JG58 y JG59 de hojas de 

plantas de Opichén. En el ciado 2C2 se agruparon las cepas JG55, JG62 y JG64, las dos 

últimas, se encuentran más cercanas entre sí, con un coeficiente de similitud de 0.38. 

Ambas cepas fueron aisladas de hojas en la localidad de Opichén, mientras que la cepa 

JG55 también fue aislada de tejido foliar, pero de la localidad de Mérida. Finalmente en el 

subgrupo 20 únicamente se ubicó la cepa JG65, la cual fue aislada de hoja de plantas de 

Opichén. 

1 ~~-+----------------------------------------------- JG2 Muna 

0.16 

2 

1 
1 
1 
1 

~ 
r-------------------------------------------- JG3 Tizimín 

1 
1 '-------------------------------------------- JG66 Opichén 
1 

28: 
1 

,-"-!"+----------------------------------------------- JG22 Tekax 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

~~ 
1 
1 
1 
1 
1 

~ 1 
1 
1 
1 
1 
1 

2C2 1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

J JG25 Tekax 
r------------------------------------~ 

1 JGSO Teka.x 

1
r----- JGSS Opichén 

'---------------------------------_, l.__ ____ JG59 Opichén 

,------------------------------------ JGSS Mérida 
1 

1 1 

1 

,------------~----------------------- JG62 Opichén 

'---------------------------- JG64 Opichén 

2o! 

3 

t:=T----------------------------------------- JG65 Opichén 

l!:!...._ __ .J-------------------------------------------- JG67 Opichén 

0.34 0.52 0.70 0.87 

Coeficiente de similaridad 

Figura 28. Dendograma obtenido por UPGMA, basado en el análisis de los datos de todos los 
iniciadores con los aislados de Fusarium. 
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3.3.2.3 Lasiodiplodia theobromae 

El análisis de los tres aislados de Lasiodiplodia theobromae con las seis enzimas de 

restricción , indicó que las enzimas Alul, Haelll, Mspl, Rsal y Taql encontraron sitios de 

restri~ción en la región ITS de esta especie, pero ninguna de ellas fue capaz de mostrar 

variación genética a nivel de especie (Fig . 29). La enzima Hindlll fue la única que no 

encontró sitio de restricción en esta región amplificada. Los tamaños de los fragmentos 

de la digestión de la región ITS de estas cepas se presentan en el cuadro 15. 

500 

200 

100 

Figura 29. Perfiles de restricción generados con las enzimas Alul, Haelll , Mspl , Rsal y Taql para 
Lasiodiplodia theobromae. MM: Marcador molecular 1 kb plus . 

Cuadro 15. Longitud de los fragmentos de restricción obtenidos por PCR-RFLP para Lasiodiplodia 
theobromae. 

Especie Enzimas de restricción 
Alul Haelll Hindlll Ms 1 Rsal Ta 1 

200 230 
JG6, JG7, JG8 290 440 

Nd 
170 470 

150 210 11 o 90 90 
70 

75 

Nd: No digerido 

En el análisis del ADN genómico con la técnica AP-PCR de esta especie, no· se observó 

mucho polimorfismo entre las cepas bajo estudio, lo que indica la poca variabilidad de 

Lasiodiplodia theobromae (Fig. 30). El iniciador (CAG)5 fue el único que generó tres 

perfiles de bandas, que permitieron diferenciar a las tres cepas de Lasiodiplodia 
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theobromae, por lo que puede considerarse como el iniciador más idóneo para distinguir 

entre cepas de esta especie. En la figura 30 la zona polimórfica para las 3 cepas bajo 

estudio se concentró entre 650 y 2000 pb. Con el iniciador (GTG)5 se encontró que las 

cepas JG6, JG7 y JG8 comparten un perfil de bandas muy similar, sin embargo para JG8 

no se obseNa la banda de 470 pb. Con el iniciador MR se obseNó que la cepa JG8 se 

diferencia de las dos cepas anteriores, por la presencia de las bandas distintivas a 515 , 

680 y 820 pb. Mientras que con los demás iniciadores únicamente se obseNaron perfiles 

monomórficos. 

Figura 30. Patrones de bandas de Lasiodiplodia theobromae con todos los iniciadores. MM: 
Marcador molecular 1 Kb plus. 

Los perfiles obtenidos con los diferentes iniciadores se presentan en el cuadro 16. El 

iniciador (CAG)5, fue el único que mostró polimorfismo entre las cepas de Lasiodiplodia 

theobromae, los iniciadores (GTG)5 y MR generaron dos perfiles de bandas, mostrando 

que JG6 y JG7 se encuentran estrechamente relacionadas. 
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Cuadro 16. Patrón de huellas genéticas obtenidas por AP-PeR para las cepas de Lasiodiplodia 
theobromae. 

Clave de la 
cepa 

JG6 
JG7 
JG8 

A 
B 

e 

A 
A 

A 

A 

A 

A 

A 

A 

B 

A 

A 

A 

Patrón 
MR general 

A A 

A B 
B e 

Los datos recabados de la presencia o ausencia de bandas con todos los iniciadores, 

permitieron generar el dendograma de la figura 31. En éste se presentan dos grupos bien 

definidos. Los agrupamientos de esta especie se formaron en función de la localidad de 

procedencia de las cepas. En el grupo 1 se encuentran JG6 y JG7 que proceden de la 

localidad de Tizimín, mientras que en el grupo 2 se encuentra la cepa JG8, proveniente 

de la localidad de Muna. 

JG6 Tizimín 
1 

. JG7 Tizimín 

~~2-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------. JGS Muna 

0.89 0.91 0.93 0.95 0.96 

Coeficiente de similaridad 

Figura 31. Dendograma obtenido por UPGMA, basado en el análisis de los datos de todos los 
iniciadores con los aislados de Lasiodiplodia theobromae. 
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3.3.2.4 Colletotrichum gloeosporioides 

El análisis de las veinte cepas de Colletotrichum gloeosporioides con la técnica PCR

RFLP indicó que de las seis enzimas utilizadas, sólo A/ul, Haelll , Mspl , Rsal y Taql 

digirieron la región ITS de esta especie, pero en ninguna de ellas se observó variación 

genética a nivel de especie (Fig . 32) . La longitud de los fragmentos de restricción de la 

región ITS de estas cepas, con todas las enzimas se muestra en el cuadro 17. 

Alul 

Haelll 

Figura 32. Perfiles de restricción generados con las enzimas A/ul y Haelll para Colletotrichum 

gloeosporioides. MM: Marcador molecular 1 Kb plus . 
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Cuadro 17. Longitud de los fragmentos de restricción obtenidos por PCR-RFLP para 
Colletotrichum gloeosporioides. 

Clave de la cepa 

JG12, JG15, JG19, JG21 , 
JG23, JG26, JG27, JG29, 
JG33, JG35, JG36, JG38, 
JG41 , JG43, JG44, JG46, 
JG47, JG51, JG53, JG54 

Nd: No digerido 

Alul 

395 
195 

Enzimas de restricción 
Haelll Hindlll Mspl 

290 
180 
120 

Nd 
360 
120 
11 o 

Rsal 

400 
190 

Taql 

270 
260 
60 

El análisis del ADN genómico con los 6 iniciadores reveló un alto nivel de polimorfismo 

entre los aislados de Colletotrichum gloeosporioides. Con el iniciador (CAG)5 se 

obtuvieron bandas en un rango de 200 a 1200 pb. En la figura 33 se muestra que las 

cepas JG35 y JG36 presentaron perfiles de bandas muy similares, aunque difieren en la 

zona de 650 a 850 pb. Con este mismo iniciador, las cepas JG46 y JG47 presentaron un 

mismo perfil de bandas, mientras que JG51 , JG53 y JG54 comparten muchas bandas, 

pero difieren en la zona de 200 a 300 pb. Se pudo constatar que una banda de 

aproximadamente 1000 pb es distintiva para esta especie, pues se presentó en todas las 

cepas. 

El iniciador MR, reveló la variabilidad genética que existe entre las 20 cepas y con él se 

apreció una banda de 850 pb que parece ser distintiva para la especie de Colletotrichum 

gloeosporioides. Con este iniciador las cepas JG35 y JG36 comparten el mismo perfil de 

bandas al igual que JG46 y JG47. Otras cepas que presentaron muchas bandas en 

común fueron JG51 , JG53 y JG54, aunque se diferencian en la zona de 500 a 650 pb, 

indicando esto que son diferentes. 
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2000 pb 

1650 pb 

1000 pb 

850 pb 

650 pb 

500 pb 

Figura 33. Patrones de bandas de Colletotrichum g!oeosporioides obtenidos con el iniciador 
(CAG)5.y M R. MM: marcador molecular 1 Kb plus. 

Los patrones de bandas generados con todos los iniciadores se muestran en el cuadro 

18. En el patrón general de las huellas genéticas existió una gran diversidad 

intraespecífica para Co/letotrichum g/oeosporioides, además que se pudo constatar que 

cada cepa es un individuo diferente. 

88 



Capítulo 111 

Cuadro 18. Patrón de huellas genéticas obtenidas por AP-PeR, para los aislados de 
eol/etotrichum g/oeosporioides. 

Clave de la Patrón 
cepa MR general 
JG12 A A A A A A A 
JG15 8 8 8 8 8 8 8 

JG19 e e e e e e e 
JG21 D D D D D D D 

JG23 E E E E E E E 
JG26 F F F F F F F 
JG27 G G G G G G G 

JG29 H H H H H H H 

JG33 1 1 

JG35 j J j j j j j 

JG36 K K j j j j K 

JG38 L L K K K K L 

JG41 M M L L L L M 

JG43 N N M M M M N 
JG44 o o N N N N o 
JG46 p p o o o o p 

JG47 p p o o p o Q 

JG51 Q Q p p Q p R 
JG53 R R Q Q R Q S 
JG54 S S Q Q R R T 

En cuanto al análisis filogenético, la relación que se encontró en los agrupamientos fue 

de acuerdo al sitio de colecta de las muestras. En la figura 34 se observan dos grupos 

bien definidos (1 y 2). 

En el grupo 1, se encontraron la mayoría de las cepas y todas ellas fueron aisladas de 

hojas, a excepción de JG21 , que fue aislada del fruto . Este grupo a su vez se subdividió 

en los subgrupos 1A y 1 B. En el subgrupo 1A se aprecia que las cepas JG35-G36, JG46-

G47, JG27-G29 y JG38-G41 , se encuentran estrechamente relacionadas y proceden de 

las localidades de Tekax (JG35-G36, JG46-G47) y Mérida (JG27-G29 y JG38-G41). Es 

preciso resaltar que las cepas JG38 y JG41 , que se encuentran en el mismo ciado, 

además de proceder de la misma localidad y de haber sido aisladas del mismo órgano de 

la planta, tienen en común al morfotipo del hongo. En el subgrupo 1 B se agruparon las 
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cepas JG19, JG33 y JG43, las dos últimas que se encuentran más relacionadas entre sí, 

proceden de la localidad de Mérida, mientras que JG19 procede de Tekax. 

En el grupo 2 se ubicó el menor número de cepas y ésta a su vez se subdividió en 2A y 

28. En el subgrupo 2A únicamente se encontró a JG23, la cual fue aislada del ápice del 

tallo en la localidad de Tekax; mientras que en el subgrupo 28, se ubicaron las cepas 

JG51, JG53 y JG54, que además de ser aisladas del mismo órgano de la planta (hoja) y 

proceder de la misma localidad (Mérida) , tienen en común al mismo morfotipo (morfotipo 

3). Independientemente de estas coincidencias, a nivel molecular presentaron genotipos 

diferentes, lo cual indica que se trata de tres individuos diferentes. 

1 HoJa 
1 
1 
1 
1 
1 

Fruto 1 
1 

~ 1 

1 
1 
1 '----1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

~ 1 

l l 
1 
1 
1 
1 

Hoja 

lB 1 

Ho a 

2A Ápice 

4 1 
1 28 Hoja 1 
1 
1 
1 
1 
1 

0.30 0.46 

1 

1 

.---

'--

J 

0.63 

Coeficiente de similaridad 

1 

l 

1 

J 
1 

0.79 

JG12 Tekax 

JG15 Tekax 

JG21 Tekax 

JG26 Mérida 

JG27 Mérida 

JG29 Mérida 

JG35 Tekax 

JG36 Tekax 

JG38 Mérida 

JG41 Mérida 

JG44 Mérida 

JG46 Tekax 

JG47 Tekax 

JG19 Tekax 

JG33 Mérida 

JG43 Mérida 

JG23 Tekax 

JGSl Mérida 

1 
JG53 Mérida 

1 JG54 Mérida 

0.95 

Figura 34. Dendograma obtenido por UPGMA, basado en el análisis de los datos de todos los 
iniciadores con los aislados de Colletotrichum gloeosporioides. 
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3.4 DISCUSIÓN 

El análisis de las secuencias de la región ITS completa (ITS1 , ITS2) y el gen 5.8S del 

ADNr de los aislados fungosos encontrados como patógenos de J. curcas, permitió 

identificarlos, sin lugar a dudas, como pertenecientes a las especies Colletotríchum 

gloeosporíoídes, Fusaríum sotaní, Fusaríum equísetí, Fusaríum decemce/ulare, Alternaría 

alternata, y Lasíodíplodía theobromae. La región ITS es el marcador genético más 

frecuentemente secuenciado de los hongos y es de uso rutinario para investigar aspectos 

relacionados con la sistemática, filogenia e identificación de cepas a nivel específico e 

intraespecífico (Nilsson et a/.,2008; Simon y Weif1, 2008; Yao et al. , 1999). 

En cuanto a la técnica PCR-RFLP, resultó en este estudio un método simple y rápido 

para diferenciar cepas de Fusaríum a nivel de especie. De acuerdo a la literatura, este 

método ha sido utilizado para distinguir diferentes especies de Fusarium y Colletotrichum 

(Chehri et al., 2011 ; Maharaj y Rampersad , 2011 ; Tapia-Tussell et al., 2008), así como 

también para comparar relaciones genéticas entre especies de Fusaríum (Lee et al., 

2000) y para diferenciar formas especiales de Fusaríum solani (Suga, 2000). 

En nuestro estudio las enzimas Mspl , Haelll y Taql nos permitieron diferenciar a las 

especies de Fusarium sotaní, Fusaríum equísetí y Fusaríum decemcellulare , debido a que 

generaron un solo perfil de bandas para cada una de ellas. Estos resultados coinciden 

con lo reportado por Chehri et al., (2011), quien con seis enzimas de restricción (EcoRI , 

Sphl , Pstl , Haelll , Mspl y Smal) fue capaz de diferenciar a cinco especies de Fusaríum 

(F. sotaní, F. oxysporum, F. pro/iferatum, F. equísetí y F. semitectum) aisladas de 

cucurbitáceas en Irán. 

Es preciso resaltar que aunque nuestro hospedero fue Jatropha curcas y los hongos 

fueron aislados en el Estado de Yucatán, obtuvimos los mismos perfiles de bandas con 

las enzimas Haelll y Mspl para Fusaríum sotaní y Fusaríum equísetí que los obtenidos por 

Chehri et al., (2011) en patógenos de cucurbitáceas. 

La gran diversidad genética que existe entre las cepas aquí estudiadas, se vio reflejada 

en los patrones generales de los aislados obtenidos utilizando la técnica AP-PCR con los 

seis iniciadores. Lo cual también confirmó que cada cepa es un individuo diferente. 

91 



Capítulo 111 

Las relaciones que se observaron entre las distintas cepas de Alternaría alternata y 

Lasiodiplodia theobromae estuvieron correlacionadas únicamente con la localidad de 

procedencia de las muestras. Las relaciones que existieron entre las cepas de Fusarium 

fue de acuerdo a su especie, sin embargo, a nivel de Fusarium equiseti, se observó que 

algunas muestras están estrechamente relacionadas con la localidad de procedencia y al 

órgano de la planta de donde se aisló la cepa. Finalmente las cepas de Col/etotrichum 

tuvieron correlación con la localidad, lo cual coincide con lo reportado por Torres-Calzada 

et al., 2012, quienes a partir de 22 aislados de Col/etotrichum gloeosporioides obtenidos 

de Carica papaya , observaron que se agrupaban por localidades. Dentro de esta especie 

de hongo también pudimos notar que algunos agrupamientos tienen correlación, incluso 

con el grupo morfológico al que pertenecen . 
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CAPÍTULO IV. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES 

4.1 DISCUSIÓN GENERAL 

El cultivo de Jatropha curcas se ha incrementado en los últimos años en México, dada la 

promesa que encierra su producción, respecto a la obtención de biodiesel sin afectar la 

producción alimentaria (Contran et al., 2013; Galaz-Avalos et al., 2012; Reddy et al., 

2008). 

Sin embargo, la ampliación de las áreas plantadas con esta especie, y en muchos casos 

con variedades de diferente procedencia, ha traído consigo el incremento de las 

afectaciones por plagas y enfermedades (Anitha y Varaprasad 2012; Machado y Pereira 

2012; Ginting y Maryono 2009). 

Dentro de los patógenos que más han incidido y afectado los rendimientos de frutos en 

este cultivo, en Yucatán destacan los fungosos y esta problemática se ha presentado en 

otros países donde se planta J. curcas desde hace varios años, como la India (Rao et al., 

2011; Latha et al., 2009; S harma y Kumar 2009; S harma et al., 2001 ). 

La combinación de características morfológicas, técnicas moleculares y las pruebas de 

patogenicidad confirmaron que hay una gran variedad de especies de hongos patógenos 

de Jatropha curcas en el Estado de Yucatán, lo que corrobora la hipótesis planteada al 

inicio del presente trabajo. Las especies que se identificaron fueron Colletotríchum 

gloeosporioídes, Fusaríum sotaní, Fusaríum equísetí, Fusaríum decemcelulare, Alternaría 

alternata, y Lasíodíplodía theobromae y todas ellas han sido reportadas en otras latitudes 

como patógenos de esta planta (Kumar et al., 2013; Zarafi y Abdulkadir 2012; Jin-Hyeuk 

et al., 2012; Espinoza-Verduzco et al., 2012; Kumar et al., 2012; De Campos et al., 201 0). 

La caracterización morfológica realizada mostró una gran diversidad dentro de cada 

especie bajo estudio. De todas ellas, se destacó la variabilidad morfológica de los catorce 

aislados de Fusaríum sp que se concentraron en siete grupos morfológicos. Las 12 cepas 

de Fusaríum equíseti se ubicaron en seis grupos morfológicos (1-6), mientras que la única 

cepa de Fusaríum decemcel/ulare (JG67) se encontró en el grupo 7, el cual se distinguió 
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de los demás por su coloración, velocidad de crecimiento y dimensiones de conidios. No 

obstante, la única cepa de Fusaríum sotaní (JG2), se ubicó compartiendo el mismo grupo 

morfológico (grupo 3) que JG3 identificado como Fusaríum equíseti, esto pone de 

manifiesto que las características de las colonias no son suficientes como para sugerir 

con certeza la especie a la cual pertenecen los aislados (McKay et al. , 2009; Arruda et al., 

2005; Photita et al., 2005; Rotem 1994 ). 

Las siete cepas de Alternaría alternata formaron cuatro grupos morfológicos, los cuales 

coinciden en número por lo reportado por Pryor y Michailides, (2002) quiénes pudieron 

diferenciar cuatro especies de Alternaría por morfología colonial (uno por cada grupo) . Sin 

embargo, en este estudio se observó que aunque pertenece a la misma especie, los 

aislados presentan diferencias morfológicas, lo cual se debe a la plasticidad que esta 

especie presenta (Simmons 1992; Misaghi et al. , 1978). 

Para el caso de Colletotríchum gloeosporíoídes, los veinte aislados se agruparon en cinco 

grupos morfológicos los cuales son semejantes en apariencia a lo reportado por Torres

Calzada et al., (2012) , mientras que para Lasíodíplodía Theobromae estos coinciden con 

lo reportado por Sangeetha et al. , (2012) y por Shah et al., (201 O) . 

La región ITS mostró su utilidad para la identificación a nivel de especie de los 

organismos fungosos (Nilsson et al., 2008) aquí encontrados en Jatropha curcas. Sin 

embargo, con la técnica PCR-RFLP no se generaron polimorfismos intraespecíficos en la 

región ITS de Colletotríchum gloeosporíoídes, Fusaríum sotaní, Fusaríum equísetí, 

Fusaríum decemcellulare, Alternaría alternata, y Lasíodíp/odía theobromae, aunque sí se 

obtuvieron perfiles únicos para cada una de estas especies. No obstante, esta técnica fue 

capaz de diferenciar a las tres especies de Fusaríum, siendo las enzimas Haelll , Mspl y 

Taql las más resolutivas. Todo esto indicó que este método marcó diferencias de una 

especie a otra, pero no dentro de la misma especie en los casos aquí estudiados, esto 

coincide con lo reportado por Maharaj y Rampersad 2011; Chehri et al., 2011 y Tapia

Tussell et al., 2008. Aunque hay estudios que han mostrado la utilidad de esta técnica 

para diferenciar aislados de una misma especie (Maharaj y Rampersad 2011; Chehri et 

al., 2011; Masratul a/., 201 O; Brasileiro et al., 2004; Suga et al., 2000). 
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La técnica AP-PCR reveló polimorfismos intraespecíficos y dependiendo de la cepa y del 

iniciador utilizado, se obtuvieron diferentes perfiles. Los iniciadores que presentaron 

mayor nivel de discriminación entre cepas para Colletotrichum gloeosporioides, fueron 

(CAG)s y MR, mientras que para Fusarium sp., fue (GACAC)3. Para Alternaría alternata, 

todos mostraron su utilidad para este fin a excepción de MR y para Lasiodiplodia 

theobromae el único resolutivo fue (CAG)5. Estos hallazgos coinciden con Torres-calzada 

et al., 2012; y Brasileiro et al., 2004; donde esta técnica ha podido utilizarse para distinguir 

entre individuos de una misma especie de hongo. 

Al analizar los patrones generales de huellas genéticas, obtenidos mediante el estudio 

polifásico realizado en este trabajo, podemos asumir que todas las cepas estudiadas son 

individuos diferentes, lo que confirma la importancia de la combinación de herramientas 

moleculares para distinguir entre cepas de la misma especie y se corrobora que el empleo 

de más de una técnica de este tipo, puede revelar todas las diferencias existentes a nivel 

intraespecífico De ahí que se sugiere la necesidad de combinar técnicas de huellas 

genéticas más que usarlas individualmente en los estudios de caracterización molecular 

de hongos (Brasileiro et al., 2004; Pryor y Michailides 2002). 

Aunque la mayoría de la literatura considera a J. curcas resistente a enfermedades, 

(Anitha y Varaprasad 2012; Machado y Pereira 2012; Ginting y Maryono 2009) en este 

trabajo de investigación se da a conocer una diversidad de hongos patógenos asociados 

a esta planta. 

La importancia de este trabajo radica en que la mayoría de estos hongos, con las 

condiciones de clima adecuadas, pueden convertirse en un problema grave para los 

agricultores de Yucatán, debido a que pueden causar severas epidemias en el cultivo de 

J. curcas, y con ello reducir la producción de las plantaciones. 

Los hallazgos de este estudio, permitirán a los productores y especialistas fitosanitarios 

relacionados con la producción de J. curcas en el Estado, tener información real y actual 

sobre los principales patógenos fungosos del cultivo en la región , su gran variabilidad y en 

consecuencia, posibil itará que se tomen decisiones de manejo de enfermedades 

fundamentadas y que logren un adecuado control de las mismas. 
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4.2 CONCLUSIONES 

• Se identificaron a Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium so/ani, Fusarium equiseti, 

Fusarium decemcellulare, Alternaría a/ternata y Lasiodiplodia theobromae afectando a 

Jatropha curcas en Yucatán. 

• Todas las especies identificadas resultaron patogénicas para Jatropha curcas. 

• Se obtuvo la huella genética para todas las cepas identificadas. 

• Con el uso de la enzima Haelll se pueden diferenciar las tres especies de Fusarium 

(F solani, F. equiseti y F. decemcellulare) encontradas en este hospedero. 

• La técnica AP-PCR fue más resolutiva que la PCR-RFLP ya que reveló los 

polimorfismos intraespecíficos de las especies bajo estudio. 
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4.3 PERSPECTIVAS 

• Evaluar in vitro la efectividad biológica de fungicidas contra las diferentes cepas 

caracterizadas para hacer recomendaciones adecuadas en el manejo fitosanitario 

integrado en el cultivo de Jatropha curcas. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Preparación de los geles de poliacrilamida 

Solución Stock acrilamida/bisacrilamida al 40% (29:1) 

r eactivo Cantidad 

Acrilamida 386.7 g 

Bisacrilamida 13.4 g 

H20 bidestilada Completar a 1 L 

Para preparar un gel de poliacrilamida al 6% (18 cm X 16 cm) 

~eactivo Cantidad {ml)l 

Solución Stock de acrilamida/bisacrilamida al 40% 6.0 

Buffer TG (5X) 8.0 

H20 bidestilada 26.0 

APS 25% 0.2 

TEMED 0.02 

Volumen total 40.22 
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Anexo 2. Tinción de plata 

1. El gel de acrilamida se transfiere a un recipiente y se mantiene en agitación 

constante durante 5 min con la solución fijadora (Solución 1 ). 

2. Se retira la solución fijadora y se agrega la solución de tinción de nitrato de plata 

al 0.2% (Solución 2) , con la cual se deja en agitación durante 15 min. 

3. Seguidamente se realizan tres lavados con agua bidestilada para eliminar los 

residuos de plata y se agrega la solución reveladora (Solución 3) , con la que se 

incuba en agitación hasta la aparición de bandas nítidas. 

4. Por último se aplica la solución de detección de la reacción (Solución 4). 

Solución (1) Fijadora 

r eactivo Cantidad (ml) 1 

Etanol absoluto 40 

Ácido acético glacial 2 

H20 bidestilada 358 

Volumen total 400 

Solución (2) de tinción con plata (AgN03 al 0.2%) 

eactivo Cantidad 

0.8 g 

H20 bidestilada 400 ml 

Volumen total 400 mL 
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Solución (3) reveladora 

r eactivo Cantidad 

Na OH 12 g 

Formaldehído* 2 mL 

H20 bidestilada 400 mL 

Volumen total 400 ml 

*El formaldehído se debe añadir a la solución justo antes de usar 

Solución (4) de detención de la reacción 

~Reactivo Cantidad 

EDTA 15 g 

H20 bidestilada 500 mL 

Volumen total 500 ml 
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Anexo 3. Preparación de Buffer de corrida 

Buffer de corrida TBE 1 OX (pH 8) para geles de agarosa 

Reactivo Cantidad 

Trizma Base 108 g 

Ácido Bórico 55 g 

EDTA 0.5 M 40 mL 

HzO bidestilada Completar a 1 L 

Buffer de corrida TG 1 OX (pH8) para geles de poliacrilamida 

¡Reactivo 

Trizma Base 

Glicina 

HzO bidestilada 

Cantidad 

140 g 

30 g 

Completar a 1 L 

Buffer de carga para geles de poliacrilamida 

Reactivo Concentración final 

1 M Tris pH8 50 mM 

0.5 M EDTA pH8 5mM 

Sacarosa 25% 

Azul de bromofenol (BPD) 2 mg/mL 

Xilencianol (XC) 2 mg/mL 

H20 bidestilada 
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Cantidad 

2 mL 

0.4 mL 

10g 

0.8 g 

0.8 g 

Completar a 40 mL 


