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Resumen. El estado de Sonora es uno de los
principales productores de sandia en México. Cada
aflo, los productores locales enfrentan problemas
fitosanitarios, provocados principalmente por hon-
gos del suelo. En el presente estudio se analizd
la presencia de hongos patéogenos asociados con
pudriciéon de raiz en plantas de sandia en las dos
zonas de mayor produccion en Sonora. El analisis
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Abstract. The state of Sonora is one of the main
producers of watermelons in Mexico. Each year,
agricultural producers deal with phytosanitary
issues like soilborne pathogens. In this study the
presence of phytopathogenic fungi associated
to watermelon root rot was analyzed in the main
production regions of Sonora. Morphological
analysis revealed three genera: Fusarium (73%),
Ceratobasidium (20%) and Rhizoctonia (6%).
Through a multilocus phylogenetic analysis (ITS1,
TEF and RPB2 for Fusarium; ITS1 and RPB2 for
Rhizoctonia and Ceratobasidium), the following
species were identified: Fusarium falciforme, F.
brachygibbosum and F. oxysporum. In addition to
this, two anastomosic groups for Ceratobasidium
sp. (AG-F y AG-A) and two for Rhizoctonia spp.
(AG-4 y AG-6) were identified. Pathogenicity
assays showed that the representative isolates
from these five different species caused root rot
wounds and wilting in watermelon plantlets 21
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morfologico revelod la presencia de tres géneros de
hongos: Fusarium (73%), Ceratobasidium (20%) y
Rhizoctonia (6%). Mediante un analisis filogenéti-
co multilocus (ITS1, TEF y RPB2 para Fusarium;
ITS1 y RPB2 para Rhizoctonia y Ceratobasidium),
se identifico a: F. falciforme, F. brachygibbosum y
F. oxysporum; ademas de dos grupos anastomosi-
cos de Ceratobasidium sp. (AG-F y AG-A) y dos
de Rhizoctonia sp. (AG-4 y AG-6). Aislados repre-
sentativos de estas cinco especies causaron pudri-
cion de raiz y marchitez de plantulas de sandia a los
21 dias después de su inoculacion. En este estudio
se informa por primera vez de F. falciforme y se
define a nivel de grupos anastomosicos las cepas de
Rhizoctonia y Ceratobasidium como causantes de
pudricion radicular en sandia en la region.

Palabras clave: analisis multilocus, Fusarium, Ce-
ratobasidium, Rhizoctonia

Meéxico es el principal exportador de sandia en
el mundo, aportando 23% de este fruto al comercio
mundial (FAO, 2014), principalmente a Estados
Unidos, Canada y los Paises Bajos. En los tltimos
diez afios las exportaciones han crecido a una tasa
promedio anual de 8% (SAGARPA, 2014). Sonora
es el principal productor de sandia (Citrullus la-
natus) en México. En 2016 se plantaron mas de 9
000 ha en este estado (SIAP, 2017). No obstante,
uno de los factores limitantes en la producciéon de
sandia en este estado, son las enfermedades radi-
culares. En 2013, en ciertas plantaciones de sandia
establecidas en los valles de Guaymas y la Costa
de Hermosillo en Sonora, regiones que concentran
alrededor del 96 % de la superficie estatal estable-
cida con este cultivo, se observé que, previamente
a su madurez fisiologica, ciertas plantas presenta-
ron un amarillamiento y marchitamiento de hojas;
dias después las plantas murieron. El analisis visual

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2018

days post inoculation. In this study, F. falciforme is
reported for the first time and anastomosic groups
for Rhizoctonia and Ceratobasidium are defined as
causal agents of watermelon root rot in the region.

Key words: MLST, Fusarium, Ceratobasidium,
Rhizoctonia

Mexico is the world’s leading exporter of
watermelon, with 23% of the total worldwide
supply of'the fruit (FAO, 2014), mainly to the United
States, Canada and the Netherlands. In the last ten
years, world exports have grown to an average rate
of 8% a year (SAGARPA, 2014). Sonora is the
main producer of watermelon (Citrullus lanatus)
in Mexico. In 2016, over 9 thousand hectares of
this crop were planted in this state (SIAP, 2017).
However, one of the limiting factors in Sonora’s
watermelon production are root diseases. In 2013,
in certain watermelon plantations in the valleys of
Guaymas and the Coast of Hermosillo in Sonora,
areas that concentrate over 96% of the surface in
the state with this crop, it was observed that before
physiological maturity, certain plants presented
yellowing and wilting of leaves; days later, the
plants died. A visual analysis showed the presence
of lesions and rotting in the cortex of the base of the
stem and the top section of the main root, as well
as rotting in the main and secondary roots, typical
of diseases caused by fungi (Meza-Moller et al.,
2014).

To date there is no knowledge on work
published concerning the fungal complexes related
to root rotting in watermelon plants grown in
Sonora; diagnoses are generally based only on the
symptoms of the crop and, in the best of cases, on
the morphology of the colonies and the observation
of reproductive frequently
mentioned that the root diseases in watermelon

structures. It is
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demostro la presencia de lesiones y pudricion en la
corteza de la base del tallo y la parte superior de la
raiz principal, ademas de pudriciones en las raices
principales y secundarias, tipicas de las enferme-
dades ocasionadas por hongos (Meza-Modller et al.,
2014).

A la fecha no se tiene conocimiento de trabajos
publicados acerca del complejo de hongos asocia-
dos a la pudricion de raices en las plantas de sandia
cultivadas en Sonora; generalmente los diagnosti-
cos se basan solo en la sintomatologia del cultivo y
en el mejor de los casos en la morfologia de las co-
lonias y observacion de estructuras reproductivas.
Recurrentemente se menciona que las enfermeda-
des radiculares de sandia cultivada en la region son
debidas al ataque de: Fusarium oxysporum, Fusa-
rium solani o Rhizoctonia solani.

Las especies pertenecientes al género Fusarium
(Nectriaceae, Hypocreales, Sordariomycetes, As-
comycota), son ubicuas y de gran importancia eco-
nomica en la agricultura, ya que muchas de ellas son
patdgenas para las plantas. Algunas de sus especies
también producen toxinas nocivas para humanos y
animales. Este grupo monofilético esta conformado
por 20 clados que incluyen mas de 300 especies.
Con algunas excepciones, las especies de Fusarium
producen las caracteristicas macroconidias multi-
septadas y con forma de huso; pero ademas exis-
ten otras caracteristicas morfoldgicas que permiten
diferenciar entre especies (O’Donnell et al., 2013;
Geiser et al., 2013; O’Donnell et al., 2015).

En el complejo Rhizoctonia, 1a morfologia hifal
y configuracion del septo permiten diferenciar los
géneros; mientras que las especies pueden ser dis-
tinguidas por el nimero de nucleos presentes en las
células somaticas de hifas jovenes y el grosor de las
hifas guias, o por las caracteristicas morfométricas
de las estructuras reproductivas sexuales (Cedeno,
2008). El grupo de Rhizoctonia multinucleadas in-
cluye a R. solani, R. zeae y R. oryzae.
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plants produced in the area are due to the attack
of Fusarium oxysporum, Fusarium solani or
Rhizoctonia solani.

The species belonging to the genus Fusarium
(Nectriaceae, Hypocreales,  Sordariomycetes,
Ascomycota), are ubiquitous and economically
very important in agriculture, since most of them
are pathogenic for plants. Some of their species also
produce toxins harmful to humans and animals. This
monophyletic group is composed of 20 clades that
include over 300 species. With some exceptions,
the Fusarium species produce the multi-shafted,
macroconidial features and spindle shapes; but
there are also other morphological characteristics
that help to tell species apart (O’Donnell et al.,
2013; Geiser et al., 2013; O’Donnell et al., 2015).

In the Rhizoctonia complex, the hyphal
morphology and configuration of the septum help
differentiate the genera, whereas species can be told
apart by the number of nuclei present in the somatic
cells of young hyphae and the thickness of the guide
hyphae, or by the morphometric characteristics of
the sexual reproductive structures (Cedefio, 2008).
The group of multinuclear Rhizoctonia includes R.
solani, R. zeae and R. oryzae.

R.  solani  [teleomorph:  Thanatephorus
cucumeris] (Ceratobasidiaceae: Cantharellales:
Agaricomycetes: Basidiomycota), groups a

heterogenous mixture of strains that cause root
rotting in many crops around the world (Gonzalez,
2013). According to the hyphal fusion analysis
(anastomosis), these strains are split into 14
anastomosic groups (AG), labelled between AG-1
and AG-13, plus AG-BI (Carling et al., 2002).
The group of binuclear Rhizoctonia corresponds
to the teleomorphs Ceratobasidium spp. and
Tulasnella spp. According to Sharon et al. (2008),
Ceratobasidium is composed of 21 anastomosic
groups identified as AG-A to AG-U, some of which
are highly pathogenic in different plant species.

235



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

R. solani [teleomorfo: Thanatephorus cucume-
ris] (Ceratobasidiaceae: Cantharellales: Agari-
comycetes: Basidiomycota), agrupa una mezcla he-
terogénea de cepas causantes de pudricion radicu-
lar en muchos cultivos alrededor del mundo (Gon-
zélez, 2013). De acuerdo al analisis de fusion hifal
(anastomosis), estas cepas se separan en 14 grupos
anastomosicos (AG), designados desde AG-1 hasta
AG-13 més AG-BI (Carling et al., 2002). EI grupo
de Rhizoctonia binucleadas corresponde a los te-
leomorfos Ceratobasidium spp. y Tulasnella spp.
De acuerdo a Sharon et al. (2008), Ceratobasidium
consta de 21 grupos anastomosicos identificados
como AG-A hasta AG-U, algunos de los cuales son
altamente patogénicos en diferentes especies vege-
tales.

En el pasado la taxonomia de hongos se basaba
en la morfologia de sus estructuras reproductivas en
el estado anamoérfico. El concepto de especie mor-
fologica aun prevalece como el método de diagnos-
tico mas usual para diferenciar entre especies de
hongos, debido a que los caracteres morfologicos
de los individuos son facilmente detectables y com-
parables. Sin embargo, no es un método capaz de
detectar diferencias entre especies cercanas, subes-
timando la verdadera diversidad fingica (Taylor et
al., 2000).

Las técnicas moleculares basadas en analisis de
ADN superan las desventajas de la identificacion
morfologica ya que son rapidas, precisas, objetivas
y aplicables a un gran nimero de muestras. Permi-
ten diferenciar entre genotipos y establecer indices
de variabilidad genética existente dentro de una
poblacion (Narayanasamy, 2011). En afios recien-
tes se ha popularizado el concepto de especie filo-
genética entre los hongos filamentosos, basado en
la concordancia de secuencias de multiples genes
de ADN; este enfoque filogenético permite definir
mejor las especies (Taylor ef al., 2000; Choi ef al.,
2013).
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In the past, fungus taxonomy was based on the
morphology of their reproductive structures in the
anamorphic state. The concept of morphological
species still prevails as the most common diagnostic
method to differentiate fungal species, since the
morphological characteristics of individuals are
easily traceable and comparable. However, this
method is unable to find differences between
nearby species, underestimating the true fungal
diversity (Taylor et al., 2000).

The molecular techniques
DNA analysis surpass the disadvantages of
morphological identification, since they are quick,
precise, objective and applicable to a large number
of samples. They help differentiate between
genotypes and to establish genetic variability
indices within a population (Narayanasamy, 2011).
In recent years, the concept of phylogenetic species
between filamentous fungi has become increasingly
popular, based on the consistency of multiple DNA
gene sequences; this phylogenetic approach helps
define species better (Taylor et al., 2000; Choi et
al.,2013).

Since White et al. (1990) published the
sequences of primers that allowed the amplification
and sequencing of sections of the rDNA operon,
an interest arose in phylogenetic research, which
now dominates fungal taxonomy. The sequencing
of the ITS fragments of rDNA continues to be
the most widely accepted approach in molecular
mycology to classify and identify specimens or
cultures of unknown fungi. However, its resolution
in taxonomic relations of a higher level is inferior
to many other genes. Numerous studies have been
carried out to identify loci with characteristics
of adequate primary barcodes. The AFTOL
(Assembling the fungal tree of life) project,
completed in 2008, has established a phylogeny
based on the amplification of genes RPB1, RPB2,
nucLSU, nucSSU, mtSSU, TEFla and mtATP6

based on
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Desde que White ef al. (1990) publicaron las se-
cuencias de cebadores que permitieron la amplifi-
cacion y secuenciacion de secciones del operdn de
rDNA, surgi6é un marcado interés en la investiga-
cion filogenética, que ahora domina la taxonomia
fungica. La secuenciacion de los fragmentos ITS
de rDNA, sigue siendo el enfoque mas ampliamen-
te aceptado en la micologia molecular para clasifi-
car e identificar especimenes o cultivos de hongos
desconocidos. Sin embargo, su resolucion en rela-
ciones taxonomicas de nivel superior es inferior a
muchos otros genes. Numerosos estudios se han
realizado para identificar /oci con caracteristicas de
codigo de barras primarias adecuadas. El proyecto
AFTOL (Assembling the fungal tree of life), com-
pletado en 2008, ha establecido una filogenia basa-
da en la amplificacion de los genes: RPB1, RPB2,
nucLSU, nucSSU, mtSSU, TEF1a y mtATP6 (Stie-
low et al., 2015). El conocimiento de las especies
causantes de una enfermedad es indispensable para
su adecuado manejo y control.

En base a lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue identificar las especies de hongos cau-
santes de pudricion radicular en plantas de sandia
en la Costa de Hermosillo y Valle de Guaymas en
Sonora, en base a analisis morfologicos y de filoge-
nia multilocus.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo: El estudio se realizé durante los ciclos
primavera-verano 2013 y 2014, en cuatro campos
comerciales, dos localizados en la Costa de Her-
mosillo (CHI, CH2) y dos en el Valle de Guaymas
(VG1, VG2), en Sonora, México que representan
el 10% de la superficie establecida con sandia en
el estado. Las variedades cultivadas en estos cam-
pos fueron Sugar Red, SuperSeedless 7187HQ F1
y Precious Petit. En cada ciclo se colectaron alea-
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(Stielow et al., 2015). Knowing the species
that cause a disease is crucial for their adequate
management and control.

Based on this, the aim of the present investigation
was to identify the fungus species that cause rotting
of the roots in watermelon plants in the Coast of
Hermosillo and Valley of Guaymas in Sonora,
based on morphological and multilocus phylogeny
analyses.

MATERIALS AND METHODS

Sampling: The study was carried out during the
spring-summer cycles of 2013 and 2014, in four
commercial fields, two of which were located on
the Coast of Hermosillo (CH1, CH2) and two in
the Valley of Guaymas (VG1, VG2), in Sonora,
Mexico, which account for 10% of the state’s
surface used for the production of watermelon.
The varieties planted in these fields were Sugar
Red, SuperSeedless 7187HQ F1 and Precious
Petit. In each cycle, 40 plants (10 plants per field)
were collected at random in the areas with wilting
and dryness of runners . The samples were placed
in polyethylene bags, which were labelled and
transported in containers with ice to the laboratory
for processing.

Fungalisolation. The plantroots were washed using
water, dried with paper towels, and cut into 1 cm
pieces. Segments were taken from the crown, main
root and secondary roots. They were disinfected by
submerging them for 2 min in a solution prepared
with sodium hypochlorite at 6%, ethyl alcohol at
96% and sterilized distilled water in a 1:1:8 ratio,
respectivly. They were then placed in dishes with
agar-water at 2%. The dishes were incubated at
25 + 0.1 °C until the mycelium produced from
the pieces of plant allowed for the extraction of a
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toriamente 40 plantas (10 plantas por campo) en
las zonas donde se observaba marchitez y secazon
de guias. Las muestras fueron colocadas en bolsas
de polietileno etiquetadas y transportadas en con-
tenedores con hielo al laboratorio para su procesa-
miento.

Aislamiento flingico. Las raices de plantas enfer-
mas se lavaron con agua, se secaron con papel se-
cante y se cortaron en pedazos de 1 cm. Se tomaron
segmentos de la corona, raiz principal y raices se-
cundarias. Se desinfestaron sumergiéndolos por 2
min en una solucion preparada con hipoclorito de
sodio al 6%, alcohol etilico al 96% y agua destilada
esterilizada en proporcion 1:1:8, respectivamente.
Posteriormente se enjuagaron dos veces con agua
destilada estéril, se secaron en papel secante esté-
ril y se colocaron en cajas con agar-agua al 2%.
Las cajas se incubaron a 25 £+ 0.1 °C hasta que el
micelio emergido de los trozos vegetales permitid
tomar una punta de hifa. Las puntas de hifas fueron
cultivadas sucesivamente en Agar Dextrosa y Papa
(PDA) suplementado con una solucion de estrepto-
micina/neomicina e incubados a 25 £+ 0.1 °C, hasta
obtener un cultivo puro.

Caracterizacion morfoloégica y cultural. Todos
los aislados fueron agrupados en base a las carac-
teristicas de las colonias y al color desarrollado en
el anverso y reverso de la caja de PDA. Un aislado
representativo de cada grupo fue utilizado para la
caracterizacion morfologica. En los aislados con
caracteristicas de Fusarium se determind la pre-
sencia y morfologia de microconidias, macroconi-
dias y clamidosporas a partir de su crecimiento en
agar hojas de clavel (CLA), después de siete dias
en oscuridad a 25 + 0.1 °C (Leslie and Summerell,
2006). Los aislados con caracteristicas del género
Rhizoctonia se identificaron mediante la observacion
de caracteristicas vegetativas como la coloracion del
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hypha tip. The hypha tips were planted successfully
in Potato Dextrose Agar (PDA) supplemented with
a solution of streptomycin/neomycin and incubated
at 25 £ 0.1 °C, until a pure culture was obtained.

Morphological and cultural characterization. All
isolates were grouped based on the characteristics
of'the cultures and the color developed on both sides
of the PDA plate. A representative of each group
was used for the morphological characterization.
In the isolations with characteristics of Fusarium
the presence and morphology of microconidia,
macroconidia, and  Chlamydospores  was
established from their growth in carnation leaf agar
(CLA), after seven days in the dark at 25 £ 0.1 °C
(Leslie and Summerell, 2006). The isolations with
characteristics of Rhizoctonia genus were identified
by observing vegetative characteristics such as the
color of the mycelium, septa, constrictions near
the ramifications, during growth in PDA or Malt
Extract Agar (MEA). To determine the number
of nuclei, hyphae were stained with trypan blue
in lactophenol. Growth rate was determined in
PDA, keeping the cultures at 25 £ 0.1 °C and
photoperiods of 14h/10h of light/darkness. The
diameter of the culture was measured every 24 h
until the mycelium covered the dish completely
(Sneh et al., 1996). All isolations were initially
identified up to the genus level.

DNA Extraction. A mycelia from pure cultures
in PDA were taken with a sterile microbiological
spatula and placed in a tube of the Kit Power Soil
DNA Isolation (MoBIO Laboratories, California,
U.S.A.). Cell lysis was carried out in a Precellys
Evolution Homogenizer (Bertin Technologies,
France), stirring the tubes at 6500 rpm for three
20 s cycles with 20 s pauses. DNA integrity
was verified in a 2% agarose gel. The extracted
DNA was quantified in the NanoDrop 1000
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micelio, septos, constricciones cerca de la ramifi-
cacion, durante el crecimiento en PDA o agar ex-
tracto de malta (MEA). Para la determinacion del
numero de nicleos, las hifas se tifieron con azul de
tripano en lactofenol. La velocidad de crecimiento
se determind en PDA, manteniendo los cultivos a
25 + 0.1 °C y fotoperiodo de 14h/10h, de luz/os-
curidad. Se midio el diametro de las colonias cada
24 h, hasta que el micelio cubrié completamente la
caja (Sneh et al., 1996). Todos los aislados fueron
identificados inicialmente hasta nivel de género.

Extraccion de ADN. El micelio proveniente de
cultivos puros en PDA, se recogi6 con espatula mi-
crobiolégica estéril y se coloco en un tubo del Kit
Power Soil DNA Isolation (MoBIO Laboratories,
California, EUA). La lisis celular se llevd a cabo
en un homogeneizador Precellys Evolution (Bertin
Technologies, Francia), agitando los tubos a 6500
rpm durante tres ciclos de 20 s con pausas de 20
s. La integridad del ADN se verific6 en un gel de
agarosa al 2%. El ADN extraido, se cuantifico en
el NanoDrop 1000 (ThermoScientific). Solo se am-
plificaron muestras con una relaciéon de absorban-
cia 260/280 entre 1.8 y 2. El ADN se almaceno a
-20 °C hasta su uso.

Amplificacion y secuenciacion de ADN. Se am-
plificé la region no codificante del espaciador
transcrito interno (ITS) y una parte de la region que
codifica para la subunidad mayor de la ARN poli-
merasa Il (RPB2) de todos los aislados obtenidos.
Adicionalmente, se amplificé la region que codifica
para el factor de elongacion de la transcripcion la
(TEF-1 a) para los aislados con caracteristicas de
Fusarium. La informacion sobre los primers em-
pleados se muestra en la Cuadro 1.

La reaccion en cadena de la polimerasa se rea-
liz6 mezclando 12.5 ml de GoTaq® Green Master
Mix (Promega), 1 ml de cada primer forward y
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(ThermoScientific). Samples with an absorbance
ratio of 260/280 between 1.8 and 2 were amplified.
The DNA was stored at -20°C until its use.

DNA amplification sequencing. The non-
codifying region of the internal transcribed
spacer (ITS) was amplified with a segment of the
region that codified for the DNA-directed RNA
polymerase II second largest subunit (RPB2) of all
the isolations obtained. In addition, it was amplified
the region that codifies for translation elongation
factor 1-a (TEF1) for the isolates with Fusarium
characteristics. Information about the primers used
is shown in Table 1.

The polymerase chain reaction was carried out
by mixing 12.5 ml of GoTaq® Green Master Mix
(Promega), 1 ul of each forward and reverse primer
(IDT Technologies) 10 mM, 1 ul of DNA (1 ng/
ul)and molecular biology degree water up to 25 pl
final volume. The PCR products were separated
by electrophoresis in agarose gel at 2%, dyed with
GelRed (Biotium Inc) in 5X Green GoTaq reaction
buffer (Promega) 15 pl:1ml. They were visualized
in UV light (DigiDoc-It™, UVP) observing the
size of the amplicon and its purity. Purification
was carried out using ExoSAP-IT PCR Product
Cleanup (Affymetrix) or with by cutting bands
of the expected size with the Wizard® SV Gel kit
and PCR Clean-Up System (Promega). Purified
amplicons were sequenced in both directions with
ABI 3730x1 DNA Analyzer (Applied Biosystems)
in GENEWIZ. Each sequence was reviewed
manually and nucleotides in ambiguous positions
were corrected with complementary sequences
obtained with both primers, using the software
ChromasPro v2.1.6. The sequences from regions
ITS, RPB2 and TEF were compared by alignment
with those contained in the databases Fusarium
MLST (http://www.cbs.knaw.nl/Fusarium),
Fusarium ID (http://isolate.fusariumdb.org) and in
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Cuadro 1. Oligonucledtidos empleados en este estudio.
Table 1. Oligonucleotides used in this study.
Locus Primer Oligonucleoétidos (5°-3”) (pb) Referencia
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG - .
ITS ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC =530 White et al. (1990)
EF1 ATGGGTAAGGARGACAACAC N R
TEF-1a EF2 GGARGTACCAGTSATCAT ~ 700 O’Donnell et al. (1998)
R RPB2-5F2 GGGGWGAYCAGAAGAAGGC N >
RPB2 fRPB2-7cR  CCCATRGCTTGYTTRCCCAT =900 O’Donnell et al. (2013)
, RPB2-980F TGYCCIGCIGARACICCHGARGG N .
RPB2 fRPB2-7cR  CCCATRGCTTGYTTRCCCAT =674 Gonzélez et al. (2016)

*Especificos para el género Fusarium / Specific to the genus Fusarium.
“ Especificos para el género Rhizoctonia / Specific to the genus Rhizoctonia.

reverse (IDT Technologies) a una concentracién 10
mM, 1 pl de ADN a una concentracion de 1 ng/ml
y agua grado biologia molecular hasta obtener un
volumen final de 25 pl. Los productos de PCR se
separaron mediante electroforesis en gel de agarosa
al 2%, mezclados previamente con GelRed (Bio-
tium Inc) en 5X Green GoTaq reaction buffer (Pro-
mega) 15 pl:1ml. Se visualizaron en luz UV (Di-
giDoc-It™, UVP) observando el tamafo del am-
plicon y su pureza. La purificacion se realizé con
ExoSAP-IT PCR Product Cleanup (Affymetrix)
o mediante el corte de bandas del tamafio espera-
do con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). Los amplicones purificados se
secuenciaron en ambas direcciones con el equipo
ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems)
en GENEWIZ. Cada secuencia se revisé manual-
mente y los nucledtidos en posiciones ambiguas
se corrigieron con las secuencias complementarias
obtenidas con ambos primers, usando el software
ChromasPro v2.1.6. Las secuencias de las regio-
nes ITS, RPB2 y TEF de Fusarium se compararon
mediante alineamiento, con las contenidas en las
bases de datos: Fusarium MLST (http://www.cbs.
knaw.nl/Fusarium), Fusarium ID (http://isolate.fu-
sariumdb.org) y National Center for Biotechnology
Information (NCBI), donde también se compara-
ron las secuencias de las regiones ITS y RPB2 de
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the National Center for Biotechnology Information
(NCBI), in which the sequences from regions ITS
and RPB2 of Rhizoctonia spp. were also compared,
using the “Basic local alignment
(BLAST) (Altschul et al., 1990).

search tool”

Phylogenetic analysis. The Fusarium species
and the anastomosic groups of Rhizoctonia and
Ceratobasidium were determined separately in
two data matrices. In each case, several alignments
were carried out using the software Clustal Omega
(Sievers et al., 2011). The sequences were linked
and edited using the software UltraEdit32. The
phylogenetic analysis of each data matrix was
carried out separately under the criterion of
Maximum Likelihood Estimation (MLE) with the
software PAUP 4.0a152 (Swofford, 2002). The
best nucleotide substitution model was established
using ModelTest (Posada and Crandall, 1998).

The trees were viewed and modified in FigTree and
exported to graphic editors. The consensus trees for
Rhizoctonia spp. and Fusarium spp., were rooted
using Botryobasidium simile (isolation GEL2348)
and Neofusicoccum parvum (strain CCF216),
respectively.

Pathogenicity tests. In compliance with Koch’s
postulates, to assure that the isolates obtained were

240



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

Rhizoctonia spp., mediante la herramienta “Basic
local alignment search tool” (BLAST) (Altschul
et al., 1990).

Analisis filogenético. La determinacion de las es-
pecies de Fusarium y de los grupos anastomoésicos
de Rhizoctonia y Ceratobasidium, se realizd por
separado en dos matrices de datos. En cada caso, se
realizaron multiples alineamientos usando el soft-
ware Clustal Omega (Sievers ef al., 2011). La con-
catenacion y edicion de las secuencias se realizd
con el software UltraEdit32. El analisis filogenéti-
co de cada matriz de datos se realizd por separado
bajo el criterio de Maxima Verosimilitud (MV) con
el software PAUP 4.0a152 (Swofford, 2002). Se es-
tablecio el mejor modelo de sustitucion de nucleod-
tidos con ModelTest (Posada y Crandall, 1998).

Los arboles se visualizaron y modificaron en
FigTree y se exportaron a editores graficos. Los
arboles consenso para Rhizoctonia spp. y Fusa-
rium spp., se enraizaron con Botryobasidium simile
(aislado GEL2348) y Neofusicoccum parvum (cepa
CCF216), respectivamente.

Pruebas de patogenicidad. En cumplimiento con
los postulados de Koch, para comprobar que los
aislados obtenidos son los agentes causales de la
pudricién de raiz en plantas de sandia, se selec-
ciond aleatoriamente un cultivo monospdrico de
cada una de las especies identificadas en el anali-
sis molecular. Los tratamientos fueron: 1) Testigo
sin inocular, 2) F. falciforme, 3) F. oxysporum, 4)
F. brachygibbosum, 5) R. solani, 6) Ceratobasi-
dium sp, 7) F. brachygibbosum + F. solani, 8) F.
brachygibbosum + F. oxysporum, 9) R. solani +
Ceratobasidium sp. 10) Ceratobasidium sp. + F.
solani y 11) Ceratobasidium sp. + F. oxysporum.
Se utilizaron plantas sanas de las variedades Super-
Seedless 7187HQ F1 y Precious Petit, de 21 dias de
edad, establecidas en macetas con una mezcla de
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the causal agents of the root rotting in watermelon
plants, a monosporic culture was chosen at
random from each one of the species identified
in the molecular analysis. The treatments were:
1) Non-inoculated control, 2) F. falciforme, 3) F.
oxysporum, 4) F. brachygibbosum, 5) R. solani,
6) Ceratobasidium sp, 7) F. brachygibbosum + F.
solani, 8) F. brachygibbosum + F. oxysporum, 9) R.
solani + Ceratobasidium sp. 10) Ceratobasidium
sp. + F solani and 11) Ceratobasidium sp. +
F. oxysporum. Healthy plants of the wvarieties
SuperSeedless 7187HQ F1 and Precious Petit,
aged 21 days, established in pots with a mixture
of soil and perlite (1:3). Six plants were inoculated
for each treatment. Each plant was treated with
rotting and discoloration of vascular bundles,
typical symptoms of damages by Fusarium spp.
Four discs, 8 mm in diameter, were placed around
the root. Healthy plants treated with sterile PDA
discs were used as controls. The pots were placed
in a controlled environment chamber at 25 £ 0.1 °C,
with a photoperiod of 14h/10h day/night, until the
appearance of symptoms. Irrigation was carried
out based on water requirements, and a Hoagland
nutrient solution was applied on a weekly basis.
The number of disease plants was observed. The
percentage of infected roots was determined using
ten root segments from each plant. These tissue
fragments were disinfected separately and placed
in PDA. The evaluation was carried out observing
the development of mycelia after seven-day
incubation.

RESULTS

Damages observed during sampling. Figure 1A
shows the damages observed in the crop. Plants
with symptoms displayed different types of rotting
in the crown, stem, roots and rootlets. One type of
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suelo:perlita (1:3). Se inocularon seis plantas por
cada tratamiento. Cada planta se traté6 con micelio
de cinco dias de crecimiento en PDA. Se colocaron
cuatro discos de 8 mm de diametro alrededor de
la raiz. Plantas sanas tratadas con discos de PDA
estéril se utilizaron como testigo. Las macetas se
colocaron en una camara de ambiente controlado a
25+£0.1 °C, con un fotoperiodo de 14h/10h dia/no-
che, hasta la aparicion de los sintomas. El riego se
realizé en base a los requerimientos hidricos y cada
semana se aplico solucion nutritiva de Hoagland.
Se observo el nimero de plantas enfermas. El por-
centaje de raices infectadas se determino utilizando
diez segmentos de raiz de cada planta. Estos frag-
mentos de tejido se desinfectaron por separado y se
colocaron en PDA. La evaluacion se realizo obser-
vando el desarrollo de micelio después de 7 dias de
incubacion.

RESULTADOS

Daiios observados durante el muestreo. La Figu-
ra 1A muestra los dafios observados en el cultivo.
Las plantas sintomaticas presentaron diferentes ti-
pos de pudricién en la corona, tallo, raices y raici-
llas. Un tipo de lesiones fueron pequeiias, hundidas
y no hundidas, de color marrén (Figura 1B) y de
aspecto humedo, tipicas de Rhizoctonia sp. En cier-
tos casos este tipo de lesiones se observaron con
pequefias pustulas. En otras plantas las lesiones

Y

lesion was small, concave or not, brownish (Figure
1B) and moist-looking, typical in Rhizoctonia sp.
In certain cases, this type of lesions was observed
to have small pustules. In other plants, lesions were
light brown, discolored and with vascular beam rot,
typical in symptoms of damages by Fusarium spp.
(Figure 1C).

Isolation and morphology of the colonies and
reproductive structures of fungi. A total of
45 fungal isolates were obtained from the four
sampling sites, and in each one, at least one species
of Rhizoctonia and Fusarium was isolated. The
distribution of species by site is shown in Figure 2.

The morphological analysis helped to form two
groups of isolates. One group was formed of 13
isolations that presented colonies with abundant
aerial hyphae, ivory-colored at first, turning light
brown or brown after 7 days. In these isolations,
hyphae were robust, with branches in right angles,
constriction of the ramification and the formation of
a septum near the point of origin, without spores, all
of which are typical characteristics of Rhizoctonia
sp. (Sneh et al., 1996). Average growth rate was
1.25 mm h'. Nuclei staining revealed the presence
of isolates with both binuclear and multinuclear
cells (Figure 3).

The second group of 32 isolates showed
the formation of macroconidia, microconidia,
chlamydospores and monophyalides in CLA,
typical of Fusarium sp., according to descriptions

 —

Figura 1. Dafios en plantas cultivadas de sandia. A) Dafio en campo, B) Raices de plantas enfermas, C) Dafio vascular.
Figure 1. Damage on planted watermelon crops. A) Damage on the field, B) Roots of diseased plants, C) Vascular damage.
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fueron de color café claro, con decoloracion y pu-
dricion de haces vasculares, tipicas de sintomas de
dafios por Fusarium spp. (Figura 1C).

Aislamiento y morfologia de las colonias y es-
tructuras reproductivas de los hongos. En total,
se obtuvieron 45 aislados fungicos provenientes de
los cuatro sitios de muestreo y en cada sitio se aislo
al menos una especie de Rhizoctonia y Fusarium.
La distribucion de especies por sitio se muestra en
la Figura 2.

El analisis morfologico permitio formar dos
grupos de aislados. Un grupo formado de 13 aisla-
dos que presentaron colonias con abundantes hifas
aéreas, de color marfil al inicio, tornandose café
claro o marrén después de siete dias. En estos ais-
lados las hifas fueron robustas con ramificaciones
en angulo recto, constriccion de la ramificacion y
formacion de un septo cercano al punto de origen,
sin presencia de esporas, caracteristicas tipicas de
Rhizoctonia sp. (Sneh et al., 1996). La velocidad de
crecimiento promedio fue de 1.25 mm h'. La tin-
cion de nucleos revelo la presencia tanto de aisla-
dos con células binucleadas, como multinucleadas
(Figura 3).

El segundo grupo de 32 aislados mostro la
formacion de macroconidias, microconidias, cla-
midosporas y monofidlides en CLA, tipicas de
Fusarium sp., segun las descripciones de Leslie
y Summerell (2006). 25 aislados se ajustaron a la
descripcion de F. solani: colonias color crema con
pigmentos rojo a gris oscuro en el anverso, micro-
conidias ovales sin septos, monofialides largas, cla-
midosporas solas o en pares, abundantes macroco-
nidias rectas con 3 a 5 septos. Otros 2 presentaron
caracteristicas propias de F. oxysporum: micelio
algodonoso, escaso blanco a violeta palido y mora-
do en el agar; monofialides cortas. El resto de los
aislados produjo micelio blanco, el cual se torna-
ba rosado, con esporodoquios de color amarillo;
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Figura 2. Distribucion de especies de hongos patogénicos,
por sitios de muestreo. CH1= Costa de Hermosi-
llo 1. CH2=Costa de Hermosillo 2. VG1=Valle de
Guaymas 1. VG2=Valle de Guaymas 2.

Figure 2. Distribution of pathogenic fungi species, by
sampling sites. CH1= Coast of Hermosillo 1.
CH2=Coast of Hermosillo 2. VG1=Valley of
Guaymas 1. VG2=Valley of Guaymas 2.

by Leslie and Summerell (2006). Twenty-five
isolations fit the description of F solani: cream-
colored colonies with red to dark gray pigments
in the obverse oval-shaped microconidia without
septa, long monophyalides, single or paired
chlamydospores, abundant straight macroconidia
with 3 to 5 septa. Other 2 presented typical
characteristics for £ oxysporum: cottonlike mycelia,
scarce white to pale violet and purple color in the
agar; short monophyalides. The rest of the isolates
produced white mycelia, which turned pink, with
yellow sporodochia; oval unicellular microconidia,
produced in monophyalides, curved macroconidia
with 3 to 5 septa, with wide central cells, slightly
pointy apex, single or chained chlamydospores
(Figure 3). No isolations were found with different
morphology to Rhizoctonia or Fusarium.

Molecular identification and phylogenetic
analysis of fungi. A first BLAST analysis from
the region between the internal transcribed spacers
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Figura 3. Morfologia de las colonias y coloracion del medio
en PDA de Rhizoctonia spp., Ceratobasidium sp.,
E falciforme, F. oxysporum, F. brachygibbosum,
(1A-5Ay 1B-5B) respectivamente. (1C) Hifas po-
linucleadas. (1D) Septos. (2C) Hifas binucleadas.
(2D) Células monilioides. (3C) Monofialides y
microconidias. (3D) Macroconidias. (4C) Micro-
conidia in situ en CLA. (4D) Microconidia. (5C)
Macroconidia. (SD) Clamidosporas.

Figure 3. Morphology of the colonies and colors of the me-
dium in PDA of Rhizoctonia spp., Ceratobasidium
sp., E falciforme, F. oxysporum, F. brachygibbo-
sum, (1A-5A and 1B-5B) respectively. (1C) Poly-
nuclear hyphae. (1D) Septa. (2C) Binuclear hy-
phae. (2D) Monilioid cells. (3C) Monophialides
and microconidia. (3D) Macroconidia. (4C) Mi-
croconidi in situ in CLA. (4D) Microconidia. (5C)
Macroconidia. (SD) Clamidospores.

microconidias ovales unicelulares, producidas en
monofialides, macroconidias curveadas de 3 a 5
septos, con células centrales anchas, apice ligera-
mente agudo, clamidosporas solas o en cadena (Fi-
gura 3). No se detectaron aislados con morfologia
diferente a Rhizoctonia o Fusarium.
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I and II (ITS1-ITS2) of all the isolates helped
determine that 25 sequences had a similarity of
99-100% with F. solani; 5 to F. brachygibbosum,
2 to F oxysporum, 10 to Ceratobasidium sp.
and 3 sequences to Rhizoctonia solani also with
a similarity of 99-100% to NCBI homologous
sequences.

The phylogenetic analysis under the ML criterion
for the Fusarium genus was carried out with the
linked matrix of genes ITS, RPB2 and TEF1 of
the 32 isolations of this study and of 25 reference
strains deposited in culture collections (Al-Hatmi et
al., 2016). The best nucleotide substitution model
was TIM2+I+G. Total of 1816 nucleotides were
considered in the data set. The multilocus analysis
helped define the correct identity of the isolations
initially proposed as F. solani, since they form a
separate clade with a similarity of 100 % with the
type isolations of F. falciforme, a member of the
Fusarium solani species complex (FSSC). The
identity of F. brachygibbosum and F. oxysporum
was corroborated (Figure 4).

A similar analysis was carried out with the
sequences of isolations from Rhizoctonia and
Ceratobasidium sp. a data matrix was integrated
by the regions ITS and RPB2 of 49 isolations,
including those from the present study and 36
references strains (Cantharellales), obtained from
culture collections (Gonzalez et al., 2016). The best
nucleotide substitution model was GTR+I+G. Total
of 1355 nucleotides were considered from each
isolation in the data set. This analysis established
the identity of two anastomosic groups for the
genus Rhizoctonia, AG-4 and AG-6 and two for the
genus Ceratobasidium, AG-A and AG-F (Figure
5). Table 2 shows the identity and the accession
numbers of the sequences obtained.

Pathogenicity tests: The appearance of symptoms
in plants took place 14 days after inoculation, in
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Identificaciéon molecular y analisis filogenético
de los hongos. Un primer analisis BLAST a par-
tir de la region comprendida entre el espaciador
transcrito interno I y II (ITS1-ITS2) de todos los
aislados, permitié determinar que 25 secuencias
tenian un 99-100% de similitud a F. solani; 5 a F.
brachygibbosum, 2 a F. oxysporum, 10 a Cerato-
basidium sp. y 3 secuencias a Rhizoctonia solani
también con 99-100% de similitud con secuencias
homologas de NCBI.

El analisis filogenético bajo el criterio de MV
para el género Fusarium se realizd con la matriz
concatenada de las secuencias de los genes ITS,
RPB2 y TEF1 de los 32 aislados de este estudio
y de 25 cepas de referencia depositadas en co-
lecciones de cultivos (Al-Hatmi ez al., 2016). El
mejor modelo de sustitucion de nucledtidos fue
TIM2+I+G. Se consideraron 1816 nucle6tidos en
el conjunto de datos. El analisis multilocus permi-
ti6 definir la identidad correcta de los aislados ini-
cialmente propuestos como F. solani, ya que €stos
forman un clado separado con 100 % de similitud
con los aislados tipo de F. falciforme. Un integran-
te del complejo de especies de Fusarium solani
(FSSC). La identidad de F. brachygibbosum y F.
oxysporum fue corroborada (Figura 4).

Un analisis similar, se realizd con las secuencias
de los aislados de Rhizoctonia y Ceratobasidium
sp. Se proces6 una matriz integrada por las regio-
nes ITS y RPB2 de 49 aislados, incluyendo los del
presente estudio y 36 cepas de referencia (Can-
tharellales), obtenidas de colecciones de cultivos
(Gonzalez et al., 2016). El mejor modelo de susti-
tucion de nucledtidos fue GTR+I+G. Se considera-
ron 1355 nucledtidos de cada aislado en el conjun-
to de datos. Este analisis establecio la identidad de
dos grupos anastomosicos para el género, AG-4 y
AG-6 y dos para el género Ceratobasidium, AG-A
y AG-F. (Figura 5). El Cuadro 2 muestra la iden-
tidad y los numeros de accesion de las secuencias
obtenidas.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2018

the form of lesions in the roots and the base of
the stem. All the isolation and their combinations
caused the death of the plants after 21 days. Table
3 shows the percentage of infected roots in each
treatment. Control plants presented no symptoms.

DISCUSSION

Although Sonora is the main watermelon
producing state in Mexico, there are no formal
reports on the fungi related to rotting. The
pathological data in this investigation show that,
individually or in a group, at least five different
fungal species caused root rot, which led to
death of watermelon plants before they reached
physiological maturity, during the formation
and development of fruits. The characteristics
of the colonies, morphology, nuclei staining and
phylogenetic analysis of sequences helped to
identify two species of the Ceratobasidiaceae
family: Rhizoctonia solani and Ceratobasidium
sp., and three of the Fusarium genus: F. falciforme,
F. oxysporum and F. brachygibbosum, showing
that there is a diverse community of fungi causing
root rot in watermelon planted in the Coast of
Hermosillo and the Valley of Guaymas, Sonora.

The predominant species was found to be £
falciforme, with 25 isolations from three fields
of the two sites sampled. Initially, this fungus
was identified as the polytypic morphospecies F.
solani. Based on the linked phylogenetic analysis
of the regions ITS, TEF-1a and RPB2 using ML,
a separate clade is formed within the Fusarium
solani Species Complex (FSSC). This complex
groups at least 60 different species that, because of
the similarity in the morphology of their conidia,
are known as cryptic species. They have a wide
range of hosts and have been subdivided into
formae speciale, depending on the specificity of the
host (O’Donnell et al., 2015). Recent phylogenetic
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Figura 4. Filogenia por MV de las secuencias concatenadas de los genes ITS, EF y RPB2 de 8 aislados de Fusarium spp. (en
negritas) representativos de 29 obtenidos de plantas de sandia con marchitez y pudricién de raiz. Bootstrap de
1000 réplicas; grupo externo: Neofusicoccum parvum.
Figure 4. Phylogeny by MV of the chained sequences of the genes ITS, EF and RPB2 of 8 Fusarium spp. isolations (in bold)
representative of 29 obtained from watermelon plants with wilting and root rot. Bootstrap of 1000 replications;
external group: Neofusicoccum parvum.
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e Thanatephorus sp. (AG-6 HGI) OHT-1-1

Ceratobasidium sp. (AG-F) AH-6

98 |———CeDAG03
59 ——CeDAG12 AG-F

93

100

CeDAGOS
Thanatephorus sp. (AG-7) 76Rs
Ceratobasidium sp. (AG-U) 135.82
L: T. cucumeris (AG-3PT) CBS 200.25
T. cucumeris (AG-3PT) Rhs1 AP
97 Thanatephorus sp. (AG-10) CBS 346.84
ﬁ: Thanatephorus sp. (AG-9) S-21
Thanatephorus sp. (AG-9) CBS 970.96
71 95 Ceratobasidium sp. (AG-D) CBS 132.82
_E Ceratobasidium sp. (AG-D) CBS 223.51
Ceratobasidium sp. CBS 148.54
Ceratobasidium sp. (AG-Ba) C-484

L: CeDAG17 AG-A
Ceratobasidium sp. (AG-A) SIR-2

Ceratobasidium sp. (AG-D) CBS 223.51
Thanatephorus sp. (AG-8) CBS 101782
T. praticola (AG-4 HGIII) 187Rs
E: T. praticola (AG-4 HGI) SJ02
Thanatephorus sp. CBS 293.31
Ceratobasidium sp. 476.82
79 Ceratobasidium sp (AG-P) C-158
T. cucumernis (AG-2-1) CBS 208.84
99 — Ceratobasidium sp (AG-E) F-18
b Ceratobasidium sp (AG-E) CBS 137.82
T. penduius (AG-1-1A) CBS 700.82
T. sasakii (AG-1-1C)140.82
91 — Ceratobasidium sp (AG-Q) C-620
—— C. papillatum CBS 570.83
51 r— C. sphaerosporum CBS 571.83
—— C. globisporum (AG-Bb) CBS 569.83
Ceratobasidium sp. (AG-D) CBS 438.80
83 [ Ceratobasidium sp. (AG-G) AH-9
&: Ceratobasidium sp. DAOM 138188
Ceratobasidium sp. (AG-A) C-538
Botryobasidium simije isolate GEL2348

75

91

59

Figura 5. Filogenia por MV de las secuencias concatenadas de los genes ITS y RPB2 de 8 aislados de Rhizoctonia spp. (en
negritas) representativos de 16 obtenidos de plantas de sandia con marchitez y pudricion de raiz. Bootstrap de
1000 réplicas; grupo externo: Botryobasidium simile. AG=Grupo anastomosico.

Figure 5. Figure S. Phylogeny by MV of the chained sequences of the genes ITS, EF and RPB2 of 8 Rhizoctonia spp. isola-
tions (in bold) representative of 16 obtained from watermelon plants with wilting and root rot. Bootstrap of 1000
replications; external group: Botryobasidium simile. AG=Anastomotic group.

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2018 247



REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

FuLLy BILINGUAL

Cuadro 2. Identidad, localizacion y nimeros de accesion de secuencias obtenidas en el presente estudio.
Table 2. Identity, location and accession numbers of sequences obtained in this study.

Nombre

Numero de accesion en el GenBank

Identidad del aislado Sitio ITS EF RPB2

E falciforme (FSSC) FsDAG10 CH2 KX583230 KY514171 MF939148
F. falciforme (FSSC) FsDAGL11 CH1 KX583231 KY514185 MF939149
F. falciforme (FSSC) FsDAG14* CH2 KX583232 KY514172 KY 637066
F. falciforme (FSSC) FsDAG36 CH2 KX583233 KY514173 MF939150
F falciforme (FSSC) FsDAG43* CHI1 KX583234 MF939167 KY 637067
E falciforme (FSSC) FsDAG44* CH1 KX583235 KY514176 KY637068
F. falciforme (FSSC) FsDAG45 CH1 KX583236 KY514177 MF939151
F falciforme (FSSC) FsDAG46 CHI1 KX583237 KY514187 MF939152
F. falciforme (FSSC) FsDAG48 CHI1 KX583238 KY514178 MF939153
F. falciforme (FSSC) FsDAG49 CH1 KX583239 KY514179 MF939154
F. falciforme (FSSC) FsDAGS50 CH1 KX583240 KY514180 MF939155
F falciforme (FSSC) FsDAGS1 CH1 KX583241 KY514181 MF939156
F falciforme (FSSC) FsDAGS52 CHI1 KX583242 KY514182 MF939157
F. falciforme (FSSC) FsDAGS3 CH1 KX583243 KY514183 MF939158
F. falciforme (FSSC) FsDAG54 CH1 KX583244 KY514184 MF939159
F. falciforme (FSSC) FsDAG30 CHI1 KX583245 KY514186 MF939160
F falciforme (FSSC) FsDAG37 CH2 KX583246 KY514174 MF939161
E falciforme (FSSC) FsDAG29 CH1 KX583247 MF939168 MF939162
F. falciforme (FSSC) FsDAG40* VGl KX583248 KY514175 KY637065
F. brachyigibbosum (FSSC)* FbDAG41 VGl KX583249 MF939166 MF939163
F. brachyigibbosum (FSSC)* FbDAG67* CHI1 KX583250 KY514170 KY 637062
E brachyigibbosum (FSSC)* FbDAGS8* CH1 KX583251 KY514169 KY637061
F. brachyigibbosum (FSSC)* FbDAG9 CH2 KX583252 MF939165 MF939164
E oxysporum f. sp. niveum (FOSC) FoDAG38* VG2 KX583253 KY514188 KY637063
F oxysporum f. sp. niveum (FOSC) FoDAG39* VGl KX583254 KY514189 KY637064
Ceratobasisium sp. AG-F CeDAG3* CH2 MF804912 KY637071
Ceratobasisium sp. AG-F CeDAGS5* VG2 KX583256 - KY637074
Ceratobasisium sp. AG-F CeDAG12* CH2 KX583257 - KY637072
Ceratobasisium sp. AG-F CeDAG19* VG2 KX583258 - KY637073
Ceratobasisium sp. CeDAG17 CH1 MEF804910 - MF804913
Ceratobasisium sp. CeDAG22 CH2 KX583259 - -

Ceratobasisium sp. CeDAG23 CH2 KX583260 - -

T. praticola=R. solani AG-4 RhDAG18* CH2 MF804911 - MF804914
Thanatephorus sp. RhDAG20* VGl KX583262 - KY637069
Thanatephorus sp. RhDAG21* VGl KX583263 - KY637070

*= Aislados considerados en el analisis filogenético. FSSC= Fusarium solani Species Complex. FSSC*= Fusarium sambucinum
Species Complex. FOSC= Fusarium oxysporum Species Complex. CHI= Costa de Hermosillol, CH2= Costa de Hermosillo2,
VGI1= Valle de Guaymasl, VG2= Valle de Guaymas. AG=Grupo anastomésico. - = sin dato / *= Isolations considered in the
phylogenetic analysis. FSSC= Fusarium solani Species Complex. FSSCa= Fusarium sambucinum Species Complex. FOSC=
Fusarium oxysporum Species Complex. CH1= Coast of Hermosillol, CH2= Coast of Hermosillo2, VG1= Valley of Guaymasl,
VG@G2= Valley of Guaymas. AG= Anastomosic group. - = Without data.

Pruebas de patogenicidad: La aparicion de sinto-
mas en las plantas ocurrio después de 14 dias de su
inoculacion, en forma de lesiones en la raiz y base
del tallo. Todos los aislados y sus combinaciones
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analyses have revealed that each formae speciale
belongs to a biologically and phylogenetically
different species (Coleman, 2016; O’Donnell et al.,
1998). F. falciforme has been reported as a causal

248



FuLLy BILINGUAL

REVISTA MEXICANA DE FITOPATOLOGIA
MEXICAN JOURNAL OF PHYTOPATHOLOGY

causaron la muerte de las plantas después de 21
dias. El Cuadro 3 muestra el porcentaje de raices
infectadas en cada tratamiento. Las plantas testigo
no presentaron sintomas.

DISCUSION

Aun cuando el estado de Sonora es el principal
productor de sandia en México, no se tienen
reportes formales acerca de los hongos asociados
a la pudricién de raiz. Los datos patologicos en esta
investigaciéon demuestran que individualmente o
en conjunto, al menos cinco especies diferentes de
hongos causan pudricidn radicular y eventualmente
la muerte de plantas de sandia antes de alcanzar su
madurez fisioldgica, al momento de la formacion
y desarrollo de frutos. Las caracteristicas de las
colonias, la morfologia, la tincién de nucleos y el
analisis filogenético de secuencias permiti6 identi-
ficar dos especies de la familia Ceratobasidiaceae:
Rhizoctonia solani 'y Ceratobasidium sp. y tres del
género Fusarium: F. falciforme, F. oxysporum y F.
brachygibbosum, 1o que demuestra que hay una co-
munidad diversa de hongos causando pudricion de
raiz en sandia cultivada en la costa de Hermosillo y
el Valle de Guaymas, Sonora.

La especie predominantemente encontrada fue
F. falciforme, con 25 aislados provenientes de tres
campos de los dos sitios muestreados. Inicialmente,
este hongo fue identificado como la morfoespecie
politipica £ solani. Con base en el analisis filoge-
nético concatenado de las regiones ITS, TEF-1a y
RPB2 usando MV se forma un clado separado den-
tro del Fusarium solani Species Complex (FSSC).
Este complejo agrupa por lo menos a 60 diferentes
especies que, por similitud en la morfologia de sus
conidias, son llamadas especies cripticas. Cuen-
tan con un amplio rango de hospederas y han sido
subdvididas en formae speciale, dependiendo de la
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Cuadro 3. Porcentaje de raices infectadas en las pruebas

de patogenicidad.
Table 3. Percentage of infected roots in the pathogenicity
tests.
Tratamiento SS-7187 Preci(_)us
HQF1 Petit
Testigo 0 0
F solani 23 66
E oxysporum 71 75
FE brachygibbosum 87 100
Rhizoctonia solani 54 84
Ceratobasidium 48 100
F. solani + F. brachygibbosum 55 100
F oxysporum + F. brachygibbosum 55 100
R. solani + Ceratobasidium 71 100
E solani + Ceratobasidium 40 80
F. oxysporum + Ceratobasidium 100 100

agent of wilting and root rot in lima bean plants
and chickpea in Brazil (Sousa et al., 2017, Cabral
etal., 2016).

Five F brachygibbosum isolations belonging
to Fusarium sambucinum Species Complex
(FSSC) were identified in three sampling sites.
The characteristics of the colonies coincide with
the first description published (Padwick, 1945),
they present abundant white to pink aerial mycelia
white to amber sclerotia of up to 2.0 mm in
diameter, oval or fusiform conidia, hyperbolically
curved macroconidia, terminal or alternated
chlamydospores, single or in chain, generally
unicellular. As a preliminary product of this
investigation, F. brachygibbosum was reported for
the first time as a pathogenic agent, causing this
wilting in watermelon seeds (Renteria-Martinez
et al., 2015). It has recently been recorded as a
causal agent of rotting in the stem of maize plants
(Shan et al., 2017), wilting and regressive death in
Euphorbia larica and olive trees (Al-Mahmooli et
al., 2013; Trabelsi et al., 2017) and of rotting and
cankers in almond and chestnut trees (Stack et al.,

2017; Marek et al., 2013).
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especificidad al hospedero (O’Donnell et al., 2015).
Analisis filogenéticos recientes han revelado que
cada formae speciale corresponde a una especie,
biologica y filogenéticamente distinta (Coleman,
2016; O’Donnell et al., 1998). F. falciforme ha sido
reportado como agente causal de marchitamiento y
pudricién de raiz en frijol lima y garbanzo en Brasil
(Sousa et al., 2017, Cabral et al., 2016).

Se identificaron cinco aislados de F. brachy-
gibbosum perteneciente a Fusarium sambucinum
Species Complex (FSSC) en tres sitios de muestreo.
Las caracteristicas de las colonias coinciden con la
primera descripcion publicada (Padwick, 1945),
presenta micelio aéreo abundante de blanco a rosa,
esclerocios de blanco a &mbar de hasta 2.0 mm de
diametro, conidias ovoides a fusiformes, macroco-
nidias hiperbdlicamente curveadas, clamidosporas
terminales o intercaladas, sencillas o en cadenas,
generalmente de una célula. Como producto pre-
liminar de esta investigacion, F. brachygibbosum
fue reportado por primera vez como agente pato-
geno, causante de marchitez en plantas de sandia
(Renteria-Martinez et al., 2015). Recientemente se
ha registrado como agente causal de podredumbre
del tallo del maiz (Shan et al., 2017), marchitez y
muerte regresiva en Euphorbia larica y olivo (Al-
Mahmooli et al., 2013; Trabelsi et al., 2017) y de
podredumbre y cancros en almendro y nogal (Stack
et al., 2017; Marek et al., 2013).

F oxysporum f. sp. niveum perteneciente al Fu-
sarium oxysporum Species Complex (FOSC), se
aislo solamente de los campos ubicados en el Valle
de Guaymas. Los miembros de FOSC causan mar-
chitez vascular y pudricion radicular en mas de 100
diferentes especies vegetales, y en base a su espe-
cificidad con el hospedero se han reportado mas de
80 formae speciale. En ese sentido un diagnostico
certero, ain antes de que se presenten sus sintomas,
es crucial para el manejo de los cultivos (Lopez-
Mondéjar et al., 2012).
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F. oxysporum f. sp. niveum belongs to the
Fusarium oxysporum Species Complex (FOSC);
it was only isolated from the fields located in
the Valley of Guaymas. The components of
FOSC cause vascular wilting and root rot in over
100 different plant species, and based on their
specificity with the host, there have been reports of
over 80 formae speciale. In this sense, an accurate
diagnosis, even before symptoms appear, is crucial
for the management of crops (Lopez-Mondéjar et
al.,2012).

Regarding the Ceratobasidiaceae
binuclear Rhizoctonia(teleomorph: Ceratobasidium
sp.) was the species with the widest distribution,
since it was isolated from all the fields sampled,
and most frequently, in field No. 2 of the Coast
of Hermosillo. The symptoms observed in roots
and stems of infected plants were reddish-brown
lesions located and slightly sunken in the base of
the stem and 0.2 to 2.0 cm in length. In some cases,
the discoloration presented by diseased plants
affected almost 90 % of the root system (Meza-
Moller et al., 2014).

The phylogenetic analysis by ML showed that
the isolations obtained from Ceratobasidium sp.
belong to two different anastomosic groups: AG-A
and AG-F, previously found in diseased Ipomoea

family,

batatas and Arachis hypogaea plants, respectively.
The phylogenetic relations of Rhizoctonia fungi
show consistency between the clades formed and
the anastomosic groups to which they belong
(Gonzalez et al., 2016).

It is important to point out that most of
the Ceratobasidium sp. isolates found in this
investigation belong to group AG-F, which coincides
with earlier works on root rot in watermelon carried
out in Arizona, U.S.A (Nischwitz et al., 2013) and
Italy (Aiello et al., 2012). Ceratobasidium AG-F
is also the causal agent of root rot in strawberry
(Sharon et al., 2007), Tagetes erecta (Saroj et al.,
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En lo que respecta a la familia Ceratobasidiae,
Rhizoctonia binucleada (teleomorfo: Ceratobasi-
dium sp.) fue la especie de mas amplia distribucion,
ya que se aislé de todos los campos muestreados, y
mas frecuentemente en el campo No. 2 de la Costa
de Hermosillo. Los sintomas observados en raices
y tallos de plantas infectadas fueron lesiones loca-
lizadas café-rojizas y ligeramente hundidas en la
base del tallo y de 0.2 a 2.0 cm de largo. En algunos
casos, la decoloracion presentada por las plantas
enfermas afecto casi el 90 % de sistema radicular
(Meza-Modller et al., 2014).

El analisis filogenético mediante MV mostrd
que los aislados obtenidos de Ceratobasidium sp.,
corresponden a dos grupos anastomosicos distintos:
AG-A y AG-F, previamente registrados en plantas
enfermas de Ipomoea batatas y Arachis hypo-
gaea, respectivamente. Se ha demostrado que las
relaciones filogenéticas de hongos de Rhizoctonia
demuestran consistencia entre los clados formados
y los grupos anastomosicos a los que pertenecen
(Gonzalez et al., 2016).

Es importante sefalar que la mayoria de los ais-
lados de Ceratobasidium sp. encontrados en esta
investigacion pertenecen al grupo AG-F, lo que
coincide con trabajos previos sobre pudricion ra-
dicular en sandia realizados en Arizona, EUA (Nis-
chwitz et al., 2013) e Italia (Aiello et al., 2012).
Ceratobasidium AG-F también es el agente cau-
sal de pudricion radicular en fresa (Sharon ef al.,
2007), Tagetes erecta (Saroj et al., 2013) y pistache
(Alaei et al., 2017).

No existe informacion previa acerca de la pato-
genicidad del grupo anastomosico AG-A en sandia,
pero si en remolacha azucarera y manzano (Wang
y Wu, 2012).

Los aislados de menor frecuencia fueron los
pertenecientes al género Rhizoctonia, que por la
alta variabilidad en su distribucién geografi-
ca, morfologia, especificidad de hospederas, y
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2013) and pistachio (Alaei et al., 2017).

There is no previous information on the
pathogenicity of the anastomosic group AG-A in
watermelon, but there is on sugar beet and apple
trees (Wang and Wu, 2012).

The least frequent isolations belong to the genus
Rhizoctonia, which, due to the high variability in its
geographic distribution, morphology, specificity of
hosts, and pathogenicity, has also been proposed as
a species complex (Gonzalez et al., 2006). Isolation
RhDAGI18 obtained from site CH2 belongs to
AG-4 and has been morphologically delimited as
Thanatephorus praticola (Mordue et al., 1989),
which was later corroborated by the multilocus
phylogenetic analysis (Gonzalez et al., 2016). T.
praticola has been presented in association with
Ceratobasidium sp. AG-F as part of a fungal
complex that cause root rot and deterioration in
watermelon plantations in the production stage in
Italy (Aiello et al., 2012).

The pathogenicity tests showed that isolated
fungi are causal agents of root rot in watermelon
plants. The results of the percentage of infected roots
showed that both watermelon varieties evaluated
are susceptible to the five pathogens identified,
inoculated separately or in combinations. In this
regard, Aiello er al. (2012) detected percentages
of incidence of the disease higher than 81 % when
evaluating 6 different isolations of Ceratobasidium
from the anastomosic group AG-F.

Due to economic losses resulting from root
diseases in the areas of study, direct planting in
the soil has been replaced almost entirely with
watermelon grafted on patterns resistant to root rot.
The commonly used rootstocks in the region are
hybrids between Cucurbita maxima x C. moschata,
although these hybrids have shown susceptibility to
root rot (Lopez-Elias et al., 2010). Some rootstocks
have shown to be susceptible to Fusarium in
Spain, the main producer of cucurbits in Europe
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patogenicidad se ha propuesto también como un
complejo de especies (Gonzalez et al., 2006). El
aislado RhDAG18 obtenido del sitio CH2 pertene-
ce al AG-4 y ha sido delimitado morfoloégicamen-
te como Thanatephorus praticola (Mordue et al.,
1989), lo que fue corroborado posteriormente por
el analisis filogenético multilocus (Gonzalez ef al.,
2016). T. praticola se ha presentado en asociacion
con Ceratobasidium sp. AG-F como parte de un
complejo de hongos que causan pudricion de raiz 'y
declive de plantaciones de sandia en etapa de pro-
duccién en Italia (Aiello et al., 2012).

Las pruebas de patogenicidad demostraron que
los hongos aislados son agentes causales de pudri-
cion radicular en sandia. Los resultados del porcen-
taje de raices infectadas evidenciaron que las dos
variedades de sandia evaluadas son susceptibles a
los cinco patégenos identificados, inoculados por
separado o en combinaciones. A este respecto, Aie-
llo et al. (2012) detectaron porcentajes de inciden-
cia de la enfermedad superiores a 81 %, al evaluar
6 diferentes aislados de Ceratobasidium del grupo
anastomodsico AG-F.

Debido a las pérdidas economicas derivadas de
enfermedades radiculares en las regiones estudia-
das, la siembra directa en suelo ha sido sustitui-
da casi en su totalidad por sandia injertada sobre
patrones resistentes a pudricion de raiz. Los por-
tainjertos comunmente empleados en la region son
hibridos de Cucurbita maxima x C. moschata, sin
embargo, estos hibridos ya han mostrado suscep-
tibilidad a pudricion de raiz (Lopez-Elias et al.,
2010). Algunos portainjertos han mostrado suscep-
tibilidad a Fusarium en Espaiia, principal produc-
tor de cucurbitaceas en Europa (Armengol ef al.,
2000). Por otro lado, la aparente resistencia a mar-
chitez por Fusarium de algunas variedades comer-
ciales de sandia, es dependiente del tipo y concen-
tracion inicial del indculo (Martyn y McLaughlin,
1983); en ese sentido, la oportuna identificacion del
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(Armengol et al., 2000). On the other hand, the
apparent resistance to wilting by Fusarium of some
commercial varieties of watermelon depends on
the type and initial concentration of the inoculant
(Martyn and McLaughlin, 1983); in this sense,
the timely identification of the pathogen will help
make a better choice of rootstock. Additionally,
once the pathogenic species present has been
accurately established, the quantification of its
concentration will manage the disease better.
Using the quantitative PCR (qPCR) technique, it is
possible to detect up to one 1 pg of fungal DNA in
plants without symptoms (Haegi et al., 2013).

CONCLUSIONS

In the present study, Fusarium falciforme and
Thanatephorus praticola are reported for the
first time as causal agents of watermelon plants
root rotting in Mexico. The Multilocus analysis
corroborated Fusarium  brachygibbosum and
Ceratobasidium sp. identity, previously reported
in the literature. This research is a first attempt at
generating data that could lead to broader studies
that may contribute to establish adequate control
strategies for disease management in commercial
watermelon plantations.

End of the English version ~~—~—~—~—

patégeno permitira una mejor eleccion del portain-
jerto. Adicionalmente, una vez determinada con
precision la especie patogénica presente, la cuan-
tificacion de su concentracion, permitiria un mejor
manejo de la enfermedad. Mediante la técnica de
PCR cuantitativa (qQPCR), es posible detectar has-
ta 1 pg de ADN fungico en plantas asintomaticas
(Haegi et al., 2013).
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CONCLUSIONES

En el presente estudio se reporta por primera
vez a Fusarium falciforme y Thanatephorus pra-
ticola como causantes de pudricidon radicular en
plantas de sandia en México. El analisis multilocus
permitié corroborar también a Fusarium brachy-
gibbosum y Ceratobasidium sp., previamente re-
portados. Esta investigacion, representa un primer
intento para generar informacion que conduzca a
estudios mas amplios, que permitan establecer es-
trategias adecuadas para el manejo de la enferme-
dad en plantaciones comerciales de sandia.
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