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RESUMEN

La produccion de cultivo de algoddn en el Valle de Mexicali se ve afectada principalmente por enfermedades que marchitan y
pudren la raiz, y son asociadas al hongo Fusarium spp. El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de la inoculacion
de Fusarium solani en cuatro cepas y conocer el porcentaje de la severidad del dafio en plantulas de algodoén transgénico. Los
resultados indicaron que las cepas T-ICA03 y T-ICAOQ1 presentaron un 90% de dafios, asi como un mayor nimero de puntos de
infeccion en el sistema radicular en comparacion con las otras cepas evaluadas. En plantas de 20 dias de edad se determiné la
eficiencia fotosintética y clorofilica observando cambios significativos entre las cepas inoculadas y el control durante el experimento.
Ambos parametros fisiologicos explican los posibles efectos de la infeccion a nivel del transporte de nutrientes y agua que impacta
negativamente al sistema fotosintético de la planta. No obstante, debido a su especificidad, se recomienda principalmente el uso
de la eficacia fotosintética como un parametro no destructivo para evaluar el dafio a nivel del fotosistema causado por la infeccion
de F. solani en las plantas de algodon transgénico.
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Pathogenicity of native strains of Fusarium solani in transgenic cotton plants in Baja California, Mexico

ABSTRACT

Cotton crop production in the Mexicali Valley mainly affected by diseases that cause wilt and root rot, which are associated with
Fusarium spp. The aim of this work is was evaluate the effect of inoculation with 4 strains of Fusarium solani on the percentage
of severity in transgenic cotton seedlings. The results indicated that the T-ICA03 and T-ICA01 strain generated a 90% severity
percentage, as well as a greater number of infection points in the root system compared to the other strains evaluated. In 20-day-old
plants, the photosynthetic efficiency and chlorophyll was evaluate, observing significant changes between the inoculated strains
and the control during the experiment. Both physiological parameters explain the possible effects of the infection at the level of
nutrient and water transport that negatively impacts the photosynthetic system of the plant. However, due to its specificity, the use
of photosynthetic efficiency is mainly recommended as a non-destructive parameter to assess photosystem damage caused by F.
solani infection in transgenic cotton plants.
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INTRODUCCION
| algoddn (Gossypium hirsutum L.) es el cultivo

| de mayor importancia econoémica utilizado en

la industria textil y constituye méas de la mitad
del consumo de esta fibra en todo el mundo
(Karademir, Karademir & Gencer, 2011). El algodén
transgénico fue usado de manera comercial en 1996 en paises
como Argentina, Australia, China, y México (Teran-Vargas
et al., 2009). En México, el algodén transgénico “Bollgard
I 'y II” fue introducido por la empresa Monsanto® y se
caracteriza por tener la toxina Cry 1Ac, derivada de Bacillus
thuringiensis (Bt), var kurstaki Berliner, que es altamente
efectiva contra las larvas del gusano rosado, Pectinophora
gossypiella (Saunders), el gusano bellotero, Heliothis zea
(Boddie), el gusano tabacalero, Heliothis virescens (Fabricius)
y la conchuela del algodonero, Chlorochroa ligata (Say).
En la actualidad, el uso de plantas transgénicas ha sido un
factor determinante en el incremento del area de siembra
del cultivo y en la reduccién del uso de plaguicidas en las
zonas productoras de México (Vargas-Bejarano et al., 2012).
No obstante, el crecimiento del algodon transgénico puede
verse afectado severamente por varios tipos de estrés bidticos
(Ahsan et al., 2011). Dentro de estos factores la presencia
marchita del tallo causada por hongos, es una enfermedad
generalizada en el cultivo del algodon que se produce durante
la etapa inicial de su crecimiento, o sea, cuando prevalecen
condiciones de alta humedad (Lutfunnessa & Shamsi, 2011).
Por otra parte, estudios recientes reportan que las plantas de
algoddn transgénicas que contienen la toxina Cry 1Ac, han
mostrado ser méas susceptibles a las enfermedades fungicas
en comparacion con las lineas convencionales (Li et al.,
2009). Esto como resultado de un efecto promotor de la
germinacion de las esporas y el crecimiento micelial de
hongos fitopatdgenos como Fusarium oxysporum (Li, Wei,
Liu & Alam, 2013).

Entre los hongos que han sido reportados en el valle de
Mexicali en Baja California, una de las principales zonas
productoras de algodon en México, estd Fusarium solani
del que se tienen diferentes aislados (Gonzalez-Soto et al.,
2015). Sin embargo, estudios sobre la interaccion de estos
aislados con pléntulas de algoddén transgénico “Bollgard
I1” que se siembran en el mismo valle, no habian sido
realizados. Por esto los objetivos del presente trabajo fueron
los siguientes: evaluar los cambios a nivel fisiologico
de las plantulas y morfoldgico en las plantas de algoddn
transgénico “Bollgard 11” al ser inoculadas con cepas
nativas de F. solani, estudiar el efecto del crecimiento del
hongo mencionado en la necrosis, numero de lesiones en la
raiz, actividad fotosintética e indice de clorofila en plantulas
de algoddn transgénico “Bollgard 1.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del indculo de las cepas de Fusarium solani
Los cultivos de cuatro aislados de F. solani (T-ICAO1,
T-ICA03, T-ICA04 y T-ICA08), separados previamente de las
plantas de algoddn fueron cultivados en agar papa dextrosa
(PDA, por sus siglas en inglés), e incubados a 27 °C. Las
cepas fueron previamente identificadas molecularmente y
registradas en Genbank por Gonzalez-Soto et al., (2015)
con las siguientes claves: KJ620374 (T-ICA01), KJ620372
(T-ICA03), KJ620371 (T-ICA04) y KJ620375 (T-ICA08). Los
subcultivos de cada aislado de F. solani en PDA se realizaron
de acuerdo con lo propuesto por Tsror, Barak & Sneh (2001)
para mantener viables las cuatro cepas de patdgenos utilizadas
en el estudio.

Inoculacion de las plantulas de algodén con los aislados de
Fusarium solani

Las semillas de algoddn transgénico Bollgard con 20 dias
de germinacion fueron retiradas del suelo de los terrarios del
laboratorio y el sistema radicular lavado con agua destilada
estéril para eliminar los residuos de tierra (Figura 1A).
Posteriormente, el sistema radicular de las plantas se inocul6
con cada una de las cepas de F solani (T-ICA01, T-ICAO03,
T-ICA04 y T-ICA08) y sometidas a inmersion con 1x107
esporas-mL? por un tiempo de 30 min., (Figura 1B). Las
plantas inoculadas fueron colocadas en un microcosmos
tipo sandwich de 100x15 cm de acuerdo con lo descrito por
Espinoza-Victoria, Gonzalez, Plascencia & Garcia (2004). Las
plantulas inoculadas y sin inocular (testigos), se mantuvieron
bajo un fotoperiodo de 12 h luz: oscuridad a 30 °C y con una
humedad del 60%. Se realizaron cinco muestreos destructivos
alosO0, 3,6,9y 12 dias después de la inoculacion del patogeno,
evaluando cuatro repeticiones por tratamiento. Las variables
medidas fueron incidencia y severidad de la enfermedad en
las plantulas de algodén transgénico Bollgard, usando la
escala propuesta por Adorada et al. (2000) y también con base
en estos autores la severidad de la enfermedad (SE) se expreso
en porcentajes con la formula:

Severidad = Suma de los valores de la enfermedad +100
~ NUmero total de valores = Valor maximo de la enfermedad

Eficiencia fotosintética e indice de clorofila en las pliantulas
inoculadas con F. solani.

Una vez que las plantulas de algodén fueron inoculadas
con el patdgeno se procedid a medir el valor de la clorofila
empleando un medidor de clorofila SPAD 502 plus (Minolta)
y la eficiencia fotosintética mediante un fluorémetro portatil
0S-30p (OPTI-SCIENCE, USA), respectivamente. Se
realizaron 4 mediciones por planta y cepa del patégeno
empleado, registrandose lecturas a los dias 0, 3, 6, 9 y 12
posteriores a la inoculacién con las cepas de F. solani.
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20 dias de la germinacion; (B) inoculacion de las plantulas con
suspension de esporas de las cepas de F. solani.

Puntos de infeccion de F. solani en las plantulas

Los cambios detectados en el sistema radicular de las plantulas
de algoddn previamente inoculadas con las diferentes cepas de
F. solani, se evaluaron contabilizando los puntos de infeccion
provocados por el hongo usando un estereoscopio Stemi 305
(Carl Zeiss). Las lecturas se realizaron los dias 0, 3, 6, 9y 12
posteriores a la inoculacion.

Analisis estadisticos

Se utiliz6 un disefio completamente al azar para los datos de
eficiencia fotosintética e indice de verdor con 4 repeticiones
para cada medicidn, se llevo a cabo un anélisis de varianza
(ANOVA) vy los datos fueron comparados con una prueba
de Tukey (P < 0.05) en el paquete estadistico NCSS version
2007. Las graficas fueron elaboradas en el paquete Sigma
Plot 10.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de severidad del dafio en las plantulas
inoculadas con F. solani

Diversos estudios han reportado la accion patogénica del
hongo Fusarium solani en diferentes cultivos de importancia
agricola (Herrera-Parra et al., 2017). El hongo causa necrosis
en el sistema radicular y en el tallo (Figueroa-Rivera et al.,
2010). Afectando, el flujo de nutrientes y agua via xilema por
el dafio hidraulico que ocasiona el crecimiento hifal del hongo
en los haces vasculares, marchitando la planta. En México,
se ha informado de la presencia de F. solani en plantas de
Guanajuato, Aguascalientes y Morelos (Delgado-Ortiz et al.,
2016). También se ha reportado en plantas de importancia
forestal como Pinus patula y P. pseudostrobus en el estado de
Guerrero, México (Robles-Yerena et al., 2016).

En el presente estudio los resultados mostraron que las
cepas T-ICA03 y T-ICA08 de F. solani, tuvieron un efecto
significativamente mayor en la reduccion del nimero de raices
de las plantas de algoddn con respecto a las otras cepas de
F. solani, T-ICA0L1 y T-ICA04, (Figura 2). Lo anterior, podria
ocasionar un sistema radicular poco profuso, menor area de
contacto con las particulas del suelo, afectando la capacidad
de absorcion de agua y nutrimentos de la planta (Leslie,Zeller,
Lamprecht, Rheeder & Marasas, 2005).

Con respecto al porcentaje de severidad de los dafios
causados por el hongo se observaron diferencias
significativas (P < 0.05) entre las medias de los tratamientos
correspondientes a los 3, 6, 9y 12 dias (Figura 3). Los valores
mas altos de severidad fueron de un 90% en las cepas T-ICA03
y T-ICAO01. Siendo la cepa T-ICA08, la que presento el menor
porcentaje de severidad con un 40% a los 12 dias posteriores
a la inoculacion. Lo anterior, nos confirma la presencia de
variaciones genotipicas en el grado de patogenicidad entre
las cepas, asociadas a procesos de coevolucion y adaptacion
con la planta hospedera y el area geografica (Abd-Murad,
Mohamed-Nor, Shohaimi,& Mohd-Zainudin, 2017).

Por otra parte, el sistema radicular de las plantas inoculadas
con la cepa de F. solani T-ICA03 y T-ICA01 mostraron un
mayor nimero de puntos de infeccion y necrosis en las raices
con un promedio de 9 puntos en comparacion con las demas
cepas que fueron de entre 4 y 5 puntos (Figura 4). Todas las
cepas mostraron diferencias significativas con respecto al
testigo y conforme pasaban los dias las plantulas de algodon
tuvieron un incremento en el nimero de puntos de infeccion.
Resultados similares se han observado en el frijol (Phaseolus
vulgaris L.) en donde los sintomas iniciales de pudricion
de las raices por F. solani, en este caso F. phaseoli, son la
presencia de estrias longitudinales rojizas en el hipocotilo y en
la raiz primaria de las plantulas que a medida que la infeccion
avanza, el sistema radicular puede cubrirse de lesiones café
rojizas (Naseri, 2008). Similares resultados fueron reportados
por Truter & Wehner (2004) en lisianthus (Eustoma
grandiflorum (Raf.) Shinn.), una especie ornamental que se
cultiva para producir flores de corte o plantas en maceta y
que tiene una gran demanda comercial por la variedad de
sus colores. Por otra parte, las diferencias observadas en los
sitios de infeccion causadas por cada una de las cepas de F.
solani en las plantulas de algodon transgénico Bollgard, nos
indica también la presencia de una posible variacion en su
grado de patogenicidad influenciada por la tolerancia de la
planta de algodén a las diferentes cepas del hongo. Lo anterior
ha sido sugerido por Snapp, Kirk & Roman-Aviles (2021),
quienes observaron la relacion entre un menor sitio de dafio
en el sistema radicular y la tolerancia de las plantas de frijol y
tabaco a la infeccion de F. solani, respectivamente.
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Figura 2. Sintomatologia presente en plantulas de algodon transgénico Bollgard 12 dias después de la inoculacién con las cepas de
F. solani. Para cada variable, las barras con la misma letra son estadisticamente iguales.

e N\
100 — : i : .
© Testigo ry
= ® F. solani T-ICAQ4
£ 80w F solaniTICA03 1
2 A F. solani TACAO1
§ M F. solani T-ICA08
5 «
=
%)
-
]
§ 40 1
o
5
w
20 J
of ® 1

LR
o0

ake

0 3
Dias después de la Inoculacién

S J

Figura 3. Porcentaje de severidad en plantulas de algoddn
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Eficiencia fotosintética e indice de verdor en plantulas
inoculadas con F. solani

Existen diversos reportes que indican que los procesos
fotosintéticos pueden verse alterados de forma significativa
cuando las plantas son sometidas a diferentes tipos de estrés
bidticos o abidticos (Gonzalez-Mendoza, Espadas y Gil,
Escoboza-Garcia, Santamaria & Zapata-Perez, 2013; Michel-
Lopez, Espadas-Gil, Fuentes-Ortiz, Santamaria & Gonzalez-
Mendoza, 2016). En este sentido, los resultados mostraron que
la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) de las plantas inoculadas
con las diferentes cepas de F. solani fueron significativamente
(P <0.05), menores con respecto al testigo (Figura 5). En el
experimento las plantas inoculadas con la cepa T-ICA03 y
T-ICAO01, presentaron lo siguiente: (a) una clara reduccion en
la eficiencia fotosintética, la disminucion fue de 0.78 hasta
0.64 desde el primer dia hasta el dltimo dia del experimento.
Esto puede deberse a la accion del hongo sobre el sistema
vascular de la planta, donde la infeccion produce una
disminucion en las tasas de asimilacion fotosintética como
resultado de un descenso en el contenido de agua foliar y como
consecuencia de la baja absorcion de agua producida por la
presencia del hongo dentro del sistema vascular (Chekali
et al., 2011). Este déficit de agua en la planta puede afectar
el proceso de fotolisis generando una disminucion en el
transporte de electrones del fotosistema | (PSI) al fotosistema
II (PSID), lo cual también es otro factor que se refleja en un
decremento de la capacidad fotosintética de la planta (Yan
et al., 2018). Resultados que confirman la sensibilidad del
pardmetro (Fv/Fm) como un indicador no destructivo para

evaluar el dafio a nivel de transporte del agua y eficiencia
fotosintética (Chang-Hyo, Suk-Min, Seokchan, Young-Joo &
Hyeun-Jong, 2012); (b) en cuanto al indice de clorofila en
unidades SPAD, los datos mostraron diferencia significativa
(P<0.05) con respecto al testigo desde el tercer dia de la
evaluacion (Figura 6), con valores mas bajos cercanos a las
10 unidades SPAD, y también con diferencias significativas
respecto a todos los demas tratamientos. Lo anterior puede
ser un efecto del patdgeno sobre el transporte adecuado de
nutrientes que altera la sintesis de clorofila, y un correcto
balance NADPH/ATP (Arbona Hossain, Lépez-Climent,
Pérez-Clemente & GoOmez-Cadenas, 2008). Esto podria
afectar la formacion de especies reactivas de oxigeno debido
al proceso de infeccion, lo que favorece un estrés oxidativo
que dafia la capacidad antioxidante y de fotoproteccion de la
planta (Arbona, Iglesias, Talon & Gdémez-Cadenas, 2009).
Finalmente, el empleo de ambos parametros fisiologicos,
eficiencia fotosintética y clorofila, son de gran utilidad
para el seguimiento del proceso de infeccion del hongo en
las plantas. No obstante, el uso del parametro de eficiencia
fotosintética es mas sensible que el parametro de clorofila al
proporcionar una mayor informacién a nivel de fotosistemas
y bioenergético (L6opez-Cuén et al., 2020).

CONCLUSIONES

Los resultados indican que las cepas de Fusarium solani
aisladas del cultivo de algodon transgénico del valle de
Mexicali en Baja California, presentan una respuesta
diferencial al ataque del patdgeno. En donde, la cepa de
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Figura 5. Eficiencia fotoquimica del Fotosistema II en plantulas
de algoddon transgénico Bollgard inoculadas con cuatro
cepas de F. solani durante 12 dias después de la inoculacion
muestreo y un testigo. Cada uno de los simbolos es la media de
cuatro repeticiones * el error estindar (ns, no significativo; *,
significativo; **, altamente significativo).

Figura 6. Comportamiento del indice de clorofila para pliantulas
de algoddn transgénico Bollgard inoculadas con cuatro cepas de
F. solani para cada dia de muestreo y un testigo. Cada uno de los
simbolos es la media de 4 repeticiones * el error estandar (ns, no
significativo; *, significativo; **, altamente significativo).
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F. solani T-ICA03, fue causante de un mayor dafio en las raices
del algod6n en comparacidon con las otras cepas evaluadas. El
uso de parametros fisiologicos como la eficiencia fotosintética
y clorofilica, permitieron explicar los posibles efectos de
la infeccion a nivel del transporte de nutrientes y agua que
impacta negativamente el sistema fotosintético de la planta.
No obstante, debido a su especificidad, se recomienda
principalmente el uso de la eficiencia fotosintética como un
pardmetro no destructivo para evaluar el dafio a nivel del
fotosistema causado por la infeccién de F. solani en las plantas
de algoddn transgénico. Finalmente, futuros estudios deberan
encaminarse a determinar a nivel molecular los posibles
mecanismos presentes en el proceso de interaccién planta-
patégeno, del algodén transgénico que se cultiva en México,
especificamente en la region noroeste del pais.
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