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RESUMEN

destructivas de | as especies del género Allium.
Esta se propaga de manera rgpida atacando
mas de 700 especies de plantas en cualquier

Sclerotium cepivorum es el agente causal de la "pudricion blanca' del gjo. El conocer su variabilidad
genética permitira buscar estrategias de control mas eficientes. Se utilizaron 47 aislados de S. cepivorum
provenientes de Aguascalientes, Guanajuato, Zacatecas y 7 cepas de referencia. El analisis morfolégico
correspondio al establecido para este hongo. Se amplificd el gen ribosomal 18S dando un tamafio cercano
a2.2 kb en todos los aislados y cepas de S. cepivorum, en los hongos control fue de aproximadamente 18
kb. El grado de variabilidad se analiz6 por medio del Polimorfismo de los Fragmentos Amplificados al Azar
(RAPD). Los aislados de S. cepivorum dieron un patrén génico similar, pero muy diferente al que
muestran los otros hongos fitopatdégenos. La disimilitud genética promedio fue de 9.4%. Se proponen
algunas bandas como marcadores moleculares para identificar al fitopatdgeno. En el dendograma se
aprecia que hay tendencia de los aislados a agruparse segin el estado de donde provienen.

ABSTRACT

Sclerotium cepivorum is the etiologic agent of garlic "white rot". Knowledge of genetic variability of the
fungus may help to design efficient strategies for its control. For this study, 47 isolates obtained from
Aguascalientes, Guangjuato and Zacatecas as well as 7 reference strains were used. Morphological
characterization was that established for this organism. PCR amplification of ribosomal 18S gene generated
aDNA fragment of asize closeto 2.2 Kb in all isolates and reference strains, as compared to that of 1.8 Kb
amplified in control fungi. Variability was analyzed by Random Amplified Polymorphism Distance (RAPD).
I solates exhibited a similar gene pattern with an average dissimilitud of 9.4%. Some of the bands identified
here can be useful as molecular markersin identification studies of this plant pathogen. Dendogram analysis
of data revealed a tendency of isolates to group according to their geographic procedence.
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INTRODUCCION

suelo donde los cultivos estén en periodo de

crecimiento y con igual magnitud en el desarro-

UDRICION BLANCA. La pudricién
blanca es una de las enfermedades

fungicas mas importantes, extendidas y reproduccion  del

Ilo de la parte de la planta hospedera durante la
temporada fria, la cual conduce al desarrolloy
patdgeno  Sclerotium
cepivorum (Coley-Smith y Entwistle, 1988; Pin-
to y col 1988). Bgjo estas condiciones, esta
enfermedad se vuelve la mayor limitante en la
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produccion de los cultivos de Allium (Crowe,
1980a). A lafechano se hareportado la exis-
tencia de especies del género Allium resistentes
alainfeccion por S. cepivorum.

Los sintomas iniciales que presentala planta
afectada por la pudricién blanca se caracterizan
por unaclorosis, seguida por el marchitamiento
y caida de las hojas inferiores. Al arrancar una
planta puede observarse que la base de las
hojas, el bulbo y las raices estdn necréticas y
cubiertas por una pelusa blanca (micelio). Tam-
bién se pueden observar algunas pequefias man-
chas negras, debido a que el micelio tiende a
formar esclerocios (formas de resistenciay de
reproduccion asexual de S. cepivorum), cuyos
cuerpos son pequefios, esféricosy de color os-
curo. La pudricién del bulbo es suave y acuosa.
Sobre el gjo, el crecimiento de otros organis-
mos es inhibido, permitiendo asi un diagndstico
relativamente fécil. Los sintomas en € follge se
presentan solamente después que el patégeno
ha crecido y penetrado ala base del tallo o el
bulbo de la planta (Crowe, 1995).

La germinacion de los esclerocios de S.
cepivorum es ocasionada por la produccion de
exudados radicales de plantas del género
Allium; estas sustancias son alquil y aquenil-L-
cistein sulfoxidos que son metabolizados por la
microbiota del suelo que los descomponen hacia
unamezcladetiolesy sulfuros volétiles (Coley-
Smith y Parfitt, 1986). Los esclerocios de S.
cepivorum pueden sobrevivir por mas de 20
anos en el suelo alin en la ausencia de la planta
huésped y pueden diseminarse de un campo a
otro por equipo contaminado o por el uso de
semillas (dientes de ajo) contaminadas con el
patégeno. Su germinacion es estimulada a bajas
temperaturas, tornandose optima entre los 14-
18°C y terminando abruptamente alrededor de
los 24°C (Coley-Smith, 1960).

S. cepivorum es un hongo fitopatégeno
clasificado como un deuteromiceto ya que no
se conoce su ciclo de vida sexual ni si produ-
ce esporas funcionales, sin embargo, se ha
sugerido que es un ascomiceto ya que se ha
reportado la formacion de microconidias de
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1.6 a 3.4 pp cuando se crece sobre agar agua
(Schwartz y Mohan, 1995) y porque se han
encontrado fidides conteniendo microconidias
sobre la superficie de esclerocios (Littley y
Rahe, 1992).

Grupos de compatibilidad micelial en
Sclerotium cepivorum. Lavariacion en laefec-
tividad de | as précticas de control dela pudricion
blanca puede estar asociada con la variabilidad
genéticade S. cepivorum (Earnshaw y Boland,
1997). Un método para medir indirectamente la
variabilidad genética entre aislados de hongos
fitopatdgenos es la determinacion de Grupos de
Compatibilidad Micelia (MCG, del inglés:
mycelial compatibility groups) yaque no revela
el grado de relacion entre aislados provenientes
del mismo o de diferente MCG. Solamente
aislados provenientes del mismo MCG pueden
formar heterocariontes estables por lo que la
compatibilidad micelia sirve como un indicador
cualitativo de relacion entre aislados (Earnshaw
y Boland, 1997).

Algunos métodos que miden directamente la
variabilidad genética en hongos son:
polimorfismo deisoenzimasy polimorfismo enla
longitud de fragmentos de restriccion (RFLP)
de DNA nuclear y mitocondrial (Earnshaw y
Boland, 1997), ademas de polimorfismo en la
longitud de fragmentos amplificados (AFLP)
(Martinez y Simpson, 1998) y polimorfismos en
lalongitud de fragmentos amplificados al azar
(RAPD) (Williamsy col. 1990).

Genesribosomales como herramienta de
clasificacion de organismos. La unidad
ribosomal nuclear en eucariontes esta constitui-
da por los genes 18S, 5.8S, 28Sy en algunos
casos existe la subunidad 5S que puede estar
localizada dentro de la unidad ribosomal o en
otraregion del genoma. La utilidad de estudiar
estas regiones es el establecimiento de filogenias
y divergencias evolutivas intra o inter especificas
comparando organismos en un amplio rango de
jerarquias taxonomicas morfolégicas y/o
fisiol6gicamente diferentes o similares (Tan y
col, 1994; Fatehi y Bridge, 1998; Marquez-
Lona, 1998).
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L os genes nucleares de RNA ribosomal de
las subunidades pequefia (n rRNA 18S) y gran-
de (n rRNA 28S), han sido empleados para
determinar relaciones filogenéticas entre hongos,
protista, eucariontesy procariontes donde los
caracteres morfolégicos no son muy claros
(Castlebury y Domier, 1998). El gen 5.8S esta
conservado evolutivamente como |os genes 18S
y 28S, pero su tamafio pequefio limita su utili-
dad en comparaciones filogenéticas (Duggal y
col, 1997). En contraste, la region inter
espaciadora (ITS) muestra mucho mas diver-
genciay es usada para comparar organisSmos
muy relacionados (Whitey col, 1990).

Carboney col (1995), analizaron la secuen-
ciadelaregion inter espaciadora 1 de la unidad
ribosomal (ITS-1) en S cepivorumy en los
ascomicetos  Sclerotinia  sclerotiorum,
Slerotinia trifoliorumy Sclerotinia minor re-
portando una similitud de més del 98% entre
ellos. Por otro lado Marquez-Lona (1998), al
utilizar losiniciadores NS1 y NS8 descritos por
Whitey col (1990) (Tablal) paraamplificar el
gen n rRNA en aislados de S. cepivorum, en-
contré un producto de amplificacién de aproxi-
madamente 2.2 kpb y para otros hongos como
Sacch. cerevisiae, T. harzianum, U. maydisy
M. rouxii, un producto de amplificacion de
aproximadamente 1.8 kpb.

Polimorfismo de los fragmentos amplifi-
cados al azar (RAPD). El desarrollo de mar-
cadores moleculares ha permitido unaintensa
investigacion y la caracterizacion genética en
hongos. La ventgja de los marcadores
moleculares es que permiten utilizar informacion
sobre eventos naturales y mutaciones

fenotipicamente neutrales dentro de las pobla-
ciones. La mayoria de las poblaciones tienen,
relativamente, altas frecuencias de polimorfismos
debidos a pequefios cambios en el DNA, como
mutaciones puntual es tales como, sustitucion de
bases, inserciones, delecionesy translocaciones
(Rosewich y Mcdonald, 1994). L as nuevas tec-
nologias, tales como RAPD, RFLPy AFLP han
permitido la deteccion de esos polimorfismos
con o que se puede hacer una eficiente discri-
minacion entre individuos, estas tecnologias son
herramientas muy usadas actualmente en Biolo-
gia Molecular ya que permiten el analisis del
genoma completo, evitan las imprecisiones de-
bido a efectos ambientales y pueden reducir
tiempo, espacio y costo en los programas de
biomejoramiento. Muchos hongos filamentosos
tienen pocos marcadores fenotipicos que pue-
den ser usados para diferenciar entre individuos
en una poblacion, esto limita el estudio sobre la
biologia de poblaciones en estos organismos.
L os marcadores fenotipicos han sido Utiles para
diferenciar ciertos grupos entre algunas espe-
cies, pero no tienen suficiente resolucion para
distinguir entre individuos de una misma especie.
La actual disposicion de marcadores genéticos
basados en diferencias en la secuencia de DNA
ha hecho posibley practico llevar a cabo estu-
dios basicos de poblacion y de biologia evoluti-
va en hongos (Rosewich y Mcdonald, 1994).

Los RAPDs han sido empleados para dife-
renciar algunas cepas de la misma especie en
plantas, bacterias, animalesy hongos (Williams
y col. 1990). Welsh y McClelland (1990) des-
criben que una simpley reproducible huella de
genomas compl g os puede ser generada usando
iniciadores elegidos arbitrariamente y la reac-

Tabla 1. Iniciadores empleados para amplificar genes ribosomales.

INICIADOR | AMPLIFICACION DEL: TAMANO ESPERADO [SECUENCIA (5 3) —
Fragmento interno del gen

MS1 mt SSU rRNA ~0.716 kpb CAGCAGTCAAGAATATTAGTCAATG

MS2 GCGGATTATCGAATTAAATAAC

NS1 GennrRNA 18S ~1.8 kpb GTAGTCATATGCTTGTCTC

NS3 GGCTGCTGGCACCAGACTTGC
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cion en cadena de la polimerasa (PCR, del

inglés: polymerase chain reaction), por 1o que no
se requiere un conocimiento previo de la
genética molecular de |os organismos sometidos
a esta investigacion. Cada iniciador da un mo-

delo diferente de productos de amplificacion,

los cuales son marcadores dominantes; de esta
manera, los datos producidos (huellas génicas)

permiten |la diferenciacion de cepas de lamisma
especie aln estrechamente relacionadas. Por
otro lado Williamsy col. (1990) describieron un
ensayo de polimorfismos de DNA de hongos en
general, basado en laamplificacion al azar de
fragmentos de DNA con iniciadores sencillos de
secuencias arbitrarias de nucleotidos. Dichos
polimorfismos pueden ser usados para construir
mapas genéticos de gran variedad de especies.
Ellos sugieren que dichos polimorfismos sean
[lamados marcadores de Polimorfismo de Frag-
mentos Amplificados al Azar: RAPD (dd inglés:

Random Amplified Polymorphic DNA). Laca-
racteristica “al azar” de RAPD se refiere al

iniciador cuya secuencia es arbitraria. En el

RAPD, losiniciadores se alinean a su secuencia
complementaria alo largo de todo el genoma
durante lareaccion y por ello se requieren bajas
temperaturas de alineacion, generalmente de 30
a37°C.

En conclusion, las ventajas de la técnica de
RAPD, comparada con otras técnicas que per-
miten obtener la huella génica en aislados, son:
rapidez, no requiere de librerias génicas ni de
ninguna formade clonacidn, se requieren peque-
fas cantidades de DNA, los iniciadores son faci-
les de conseguir y no requiere radioi sdtopos, por
ello esbgaen costo y brinda mayor seguridad a
operario. Esta técnica es altamente recomendada
para trabajos sobre biologia de poblaciones y
ecologia molecular de hongos, mapeo genético,
identificacion de heterocariontes’/homocariontes,
es decir, basicamente en cualquier proyecto de
identificacion genética de hongos (Foster y col,
1993; Rosewichy McDonald, 1994).

Existen algunos antecedentes en torno ala
variabilidad genéticade S. cepivorum emplean-
do latécnicade RAPD. Marquez-Lona (1998),
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empleando 20 aislados de S. cepivorum prove-
nientes de Celaya, Gto. probé 200
decainiciadores (Operon Technologies, Inc) de
los cuales propone 12 iniciadores (Tabla 2) para
realizar €l andlisis RAPD con este fitopatégeno.
Asimismo, Pérez-Moreno (1999) empled un to-
tal de 31 aislados de S. cepivorum, probo 30
iniciadores (Bio-synthesis, Inc.) y con cinco de
ellos encontré amplificacion al realizar RAPDSs.

Tabla 2. Iniciadores empleados en reacciones tipo

RAPD.
INICIADOR | SECUENCIA (5—3)
OPAQ2 TGCCGAGCTG
OPAO3 AGTCAGCCAC
OPA13 CAGCACCCAC
OPB10 CTGCTGGGAC
OPE14 TGCGGCTGAG
OPG02 GGCACTGAGG
OPG10 AGGGCCGTCT
OPHO3 AGACGTCCAC
OPH18 GAATCGGCCA
OPH19 CTGACCAGCC
OPJ20 AAGCGGCCTC

Andlisisdeladisimilitud genética. Lava-
riabilidad genética entre individuos de unamis-
ma especie, se puede cuantificar analizando los
patrones de bandeo obtenidos por diferentes
técnicas, como RAPD.

En la construccion de diagramas tipo arbol o
dendograma, se usa una medida de disimilaridad
genética entre individuos, |lamada formalmente
Unidades Taxondmicas Operacionales (OTUS).
Ladisimilaridad genética entre dos OTUs es un
estimado cuantitativo de la divergencia genética
entre ellas. Lamedida de disimilaridad genética
puede variar entre cero (para las OTUs muy
relacionadas) y uno. Las bandas de RAPDs
pueden ser numeéricamente codificadas como 1
y 0. El nimero 1 corresponde ala presencia de
la banday el 0 a su ausencia. Para medir la
dismilaridad genética entre dos OTUS, se nece-
sita comparar su patron de bandeo; patrones
similares indican individuos genéticamente muy
emparentados, mientras que patrones muy dife-
rentes indican divergencia genética. Mediante un
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analisis matematico se construyen los &rboles;
programa busca la minima disimilitud, y dos
OTUs con laminima disimilitud son reunidos
(Martinez y Simpson, 1998).

Se han descrito varios tipos de OTUs,
como por ejemplo, el Coeficiente de aparea-
miento smple, e Coeficientede Ne y Li (1979),
el Coeficiente de Jaccard, entre muchos otros.
El Coeficiente de apareamiento simple es reco-
mendado para usarse en trabajos de diversidad
genética cuando €l nimero de aislados es gran-
de ya que toma en cuenta los pares de valores
(0,0), es decir, toma en cuenta |a ausencia de
una determinada banda dentro del patrén génico
del par de aislados que examina. La ausenciade
bandas también tiene un significado de homologia
en las secuencias del DNA del genoma de cada
especie. El coeficiente de Nei y Li, asi como €l
de Jaccard, depende solamente de las bandas
presentes en |os individuos que se estan anali-
zando, no de las bandas que estan presentes en
cualquier otro individuo de la muestra anterior.
(Dr. Octavio Martinez de la Vega, comunica-
cién personal).

JUSTIFICACION

Guanajuato, Zacatecas y Aguascalientes
son las entidades federativas mas importantes
en la produccion de gjo y cebolla, ambos hos-
pederos de S. cepivorum (Laborde, 1987). Por
ello es necesario realizar estudios que lleven a
conocer a este fitopatdgeno con el fin de con-
servar la produccion de dichas hortalizas. Se ha
intentado controlar la pudricién blanca utilizan-
do la poca informacién disponible que existe en
la literatura pero los resultados hasta la fecha
han sido parciaes. En el Bgjio se han realizado
esfuerzos importantes para generar tecnologia
para el control del patégeno. Se han evaluado
medios de control biolégico através de pruebas
y busgueda de enemigos naturales del hongo,
control cultural con inundacion y solarizacion,
control genético con el uso de variedades de la
planta resistentes al hongo, y control quimico
con aplicacion de fungicidas al suelo y ala
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semilla. Con el uso de productos quimicos se
han tenido algunos resultados positivos pero li-
mitados. Existe poca informacion disponible so-
bre lavariabilidad genética entre aislados de S.
cepivorum o sobre laimportancia de tal varia-
bilidad sobre las practicas de control de este
fitopatdgeno (Earnshaw y Boland, 1997), por
ello, nos hemos planteado como objetivo obte-
ner informacion basica sobre S. cepivorum que
permita disefiar y establecer |as estrategias méas
adecuadas para el control de la pudricion blan-
ca del gjo en la region. En este trabajo nos
propusimos determinar el grado de variabilidad
genética entre aislados de S. cepivorum prove-
nientes de varios estados mediante el anélisis
tipo RAPD.

MATERIALES Y METODOS

Aislados y cepas empleados. La lista de
aislados y cepas que fueron empleados en este
estudio (Tabla 3) puede dividirse de la siguiente
manera: 1) Cepas de referencia de S
cepivorum. Seis cepas que cada una representa
un Grupo de Compatibilidad Micelial (MCG)
diferente (proporcionadas por la Dra. Linda
Kohn, de laUniversidad de Toronto, Canada).
Una cepa proveniente de I nglaterra denominada
2FD30E (proporcionada por Felipe Delgadillo
del INIFAP-Celaya). 2) Aislados de S.
cepivorum. Se utilizaron 47 aislados mexica-
nos provenientes de tres Estados productores
de gjo: 29 de Guangjuato, 13 de Aguascalientes
y 5 de Zacatecas. L os aislados de Guanajuato
y Aguascalientes provienen de esclerocios que
fueron colectados de muestras suelo de cam-
pos donde se ha presentado la pudricién blan-
ca. Los aislados provenientes de Zacatecas
son esclerocios que fueron obtenidos directa-
mente de bulbos de gjo infestados. Los aisla-
dos “FD” fueron proporcionados por Felipe
Delgadillo (INIFAP-Celaya), “C2” por Luis
Pérez (ICA); “SC” por Alfredo Herrera
(CINVESTAV-Irapuato); las“INI” y “AC” por
LuisC. Lopez y Juan T. Guerrero (INIFAP-
Aguascalientes); y por ultimo, las“FAZ” por
Jorge A. Verdin, Alberto Floresy Francisco
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Tabla 3. Clave, nombre y origen de los aislados y cepas empleados en este

estudio.

1 FD1 GTO 20 FD27 GTO 39 AC1 AGS

2 FD2 GTO 21 FD28 GTO 40 AC2 AGS

3 FD4 GTO 22 FD31 GTO 41 AC6 AGS

4 FD5 GTO 23 FD32 GTO 42 AC8 AGS

5 FD6 GTO 24 FD34 GTO 43 FAZ1 ZAC

6 FD8 GTO 25 FD42 GTO 44 FAZ2 ZAC

7 FD11 GTO 26 M1A GTO 45 FAZ3 ZAC

8 FD12 GTO 27 M2A  GTO 46 FAZA4 ZAC

9 FD14 GTO 28 C2 GTO 47 FAZ5 ZAC

10 FD15 GTO 29 SC GTO 48 2FD30E Inglaterra

11 FD16 GTO 30 INI1  AGS 49 MCG1 Canada

12 FD17 GTO 31 INI2 AGS 50 MCG2 Canada

13 FD18 GTO 32 INI4  AGS 51 MCG3 Canada

14 FD19 GTO 33 INI5 AGS 52 MCG4 Canada

15 FD20 GTO 34 INI6  AGS 53 MCG5 Canada

16 FD21 GTO 35 INI7  AGS 54 MCG6 Canada

17 FD22 GTO 36 INI8 AGS 55 Sclerotiumrolfsii CINVESTAV

18 FD23 GTO 37 INI9  AGS 56 Rhizoctoniasolani  CINVESTAV

19 FD24 GTO 38 INI1I0 AGS 57 Botrytiscinerea CINVESTAV
58 Macrophomina CINVESTAV

phaseolina

Luna (UGTO). 3) Otras cepas. Se utilizaron 4
cepas de hongos fitopatdgenos, |os cuales son
también formadores de esclerocios: Sclerotium
rolfsii, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea y
Macrophomina phaseolina. Estas cepas fueron
proporcionadas por Alfredo Herrera E.
(CINVESTAV-Irapuato).

Cultivo de aislados y cepas empleados.
Se utilizaron dos medios de cultivo: Agar Ex-
tracto de Malta, que contiene caldo extracto de
maltaal 3.4% (Bioxon) y agar bacteriologico al
1.5% (Bioxon). El otro medio fue Agar de Dex-
trosay Papa (PDA) al 3.9% (Bioxon). Estos
medios de cultivo fueron esterilizados en auto-
clavea 121 °C (1.05 kg/cm3) durante 15 min.
Todos los cultivos de S. cepivorum y de B.
cinerea se incubaron a una temperatura entre
18y 21 °C, mientras que cultivos de S. rolfsii,
R. solani y M. phaseolina se incubaron a 28°C.

Caracterizacion de la morfologia colonial
y lamorfologia de los esclerocios. La morfo-
logia colonia y lamorfologia de los esclerocios
fue observada paratodos los aislados y cepas
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de referencia empleados capturando las image-
nes con una camara de video acoplada a una
computadora, utilizando el programa Apple Vi-
deo Player.

Extraccion y cuantificacion del DNA. Se
sigui6 el procedimiento para extraer el DNA
descrito por Flores-Martinez y col (1997). La
calidad del DNA se verificO mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Parala
cuantificacion se tomo una alicuota de la sus-
pension de DNA y se midi6 la densidad dptica
a 280 y 260 nm. en un espectrofotometro
Beckman DU-600. Con esta informacion, se
gjusté la concentracion a 100 ng/L de DNA de
cada muestra.

Electroforesis en gel de Agarosa. Se pre-
pararon geles de Agarosa ala concentracién
deseada en una camara horizontal, empleando
regulador TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8.0,
EDTA 1 mM), las muestras se mezclaron con
regulador de carga (Azul de bromofenol
0.25%, Xilen cianol 0.25% vy glicerol 30% en
TAE) en proporcion 5:1y laelectroforesis se
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efectud a voltaje constante (normalmente 75
Volts). Como marcadores de tamafio molecular
se utiliz6 DNA del fago A cortado con la enzi-
made restriccion Pst | (A-Pst I). Con el fin de
visualizar las bandas de DNA, a momento de
preparar la agarosa se le adicioné bromuro de
etidio a una concentracion de 0.5 pg/mL. Los
geles se observaron en un transiluminador de
luz ultravioleta y la imagen se grab6 en un
registrador de informacion Eagle eye Il de
Stratagene. En la mayoria de los casos se to-
maron dos imagenes del gel: una imagen se
integro de tal modo que se pudiesen ver la
mayoria de las bandas, mientras que, para
visualizar mejor las bandas més débiles se to-
maba la segunda imagen.

Amplificacién de genesribosomales. Para
amplificar los genes ribosomales utilizando la
técnica de PCR, se utilizaron los iniciadores
mostrados en la Tabla 1. Cada reacciéon de
PCR serealiz6 en un volumen total de 25 pL en
tubos Eppendorff de 0.5 mL; utilizando 1.5 uni-
dades de Tag DNA Polimerasa (Gibco BRL)
utilizando |a mezcla de reaccion sugerida por €
proveedor. En el caso de los RAPDs se empled
20 UM de iniciador), posteriormente se agrega-
ron aprox. 50 pL de aceite mineral. Las condi-
ciones de amplificacion fueron: Un ciclo (3 min/
95°C), cuarenta ciclos (1 min/95°C, 1 min/
50°C, 2 min/72 °C), un ciclo (10 min/ 72°C),
un ciclo (10 min/ 6°C). Las reacciones se lleva-
ron a cabo en el termociclador RoboCycler
Gradient 40 de Stratagene.

Reacciones de amplificacion tipo RAPD.
Para |as reacciones tipo RAPD se utilizaron los
12 iniciadores reportados por Marquez-Lona
(1998) y que se muestran en la Tabla 2. Las
condiciones de amplificacion fueron: un ciclo (3
min/ 95°C), cuarenta ciclos (1 min/95°C, 40 g/
30°C, 2 min/72°C), un ciclo (10 min/72°C), y
un ciclo (10 min/ 6°C). Las reacciones se lleva
ron a cabo en el termociclador RoboCycler
Gradient 40 de Stratagene. Estas condiciones
siempre se mantuvieron constantes durante to-
das las amplificaciones.
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Andlisis de los productos obtenidos en
reacciones de amplificacion. Los productos
de amplificacion fueron concentrados por
centrifugacion al vacio empleando un equipo
marca SAVANT Co. Cada muestra se
resuspendié en 6 UL de aguadesionizaday 5 pL
de regulador de carga. Delos 11 pL resultantes,
1.5 L se sometieron a electroforesis con €l fin
de detectar las muestras con amplificacion posi-
tiva. Los 9.5 L restantes fueron almacenadas a
-20°C hasta su posterior utilizacion.

L os productos de amplificacion de las reac-
ciones de PCR del gen n rRNA 18S se separa-
ron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1% como se describio anteriormente. Para se-
parar |os productos de amplificacion de las re-
accionestipo RAPD, se usaron geles de agarosa
al 1.4%.

Andlisisdel patron de bandeo de RAPDs.
Se utilizé una hoja de calculo del programa
Microsoft Excel para cada uno de los doce
iniciadores empleados en este estudio. La pre-
sencia de una banda fue representada con un
valor de 1, mientras que alaausenciase le dio
unvalor de0. Seledio un valor de ND cuando
no se tenia la certeza de la existencia de la
banda ya fuese por cualquiera de los dos moti-
vos siguientes: 1) Cuando el patrén de bandeo
mostrado era débil y por ello la banda en cues-
tién no pudiera observarse. 2) Cuando laampli-
ficacion de las bandas vecinas era tan intensa
que no permitiavisualizar la banda analizada.

Matriz de disimilitud genética vy
dendograma. Para analizar matematicamente
los patrones de bandeo obtenidos con los 12
iniciadores-RAPD utilizados, se contd con la
colaboracion y asesoria del Dr. Octavio
Martinez delaVega del CINVESTAV-Irapuato.
Para determinar |a distancia genética entre cada
par de aislados de S. cepivorum se empled €l
coeficiente de disimilaridad de apareamiento
simple utilizando laférmula para calcular la pro-
porcion de bandas no compartidas (DAP) pro-
puesta por Skroch y col (1992).
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Con los coeficientes de disimilitud de apa-
reamiento simple, se construy6 una matriz
de disimilitud genética. Ademas se constru-
y0 un dendograma usando el método de los

Figura 1. Morfologia colonial y de los esclerocios. Los aisla-

dos y cepas fueron crecido en placas con medio de
Agar Extracto de Maltay se dejaron incubando has-
ta laformacion de los esclerocios, como se describe
en Materiales y Métodos.

promedios no ponderados (UPGMA, del in-
glés. Unweighted Pair Group Method using
Aritmetic Averages).

RESULTADOS Y DISCUSION

Morfologia colonial y morfologia de
los esclerocios de las cepas y aislados
empleados. Con el fin de caracterizar
morfol 6gicamente alos aislados y cepas uti-
lizadas, se inocul6 micelio en placas de Agar
Extracto de Maltay se dejaron incubando
hasta |a formacion de esclerocios. Todos los
aislados mexicanos presentaron la morfolo-
gia colonial tipica de las cepas de referen-
cia Asimismo, todos los aislados fueron ca-
paces de formar esclerocios con las carac-
teristicas propias reportadas para S.
cepivorum (Crowey col, 1980; Crowe y
Hall, 1980a,b; Backhousey Stewart, 1987,
Kohny Grenville, 1989; Crowe, 1995), cua-
tro de ellos se muestran en laFig. 1.

GUANAJUATO

M2A

GUANAJUATO
FD19

AGUASCALIENTES

GUANAJUATO
Cc2

Lamorfologia colonia que presentaron los
otros hongos fitopatdgenos empleados en este
estudio fue muy diferente ala de S. cepivorum.
Los cultivosde S rolfsii mostraron micelio blan-
co Yy esclerocios redondos de color café claro 'y
de un tamafio correspondiente a lo reportado
(0.5-1.0 mm) (Punjay Damiani, 1996; Harton y
col, 1995). R. solani mostré micelio café y
conglomerados de esclerocios amorfos de color
café que corresponde alo ya descrito (Young y
Ashford, 1995). B. cinerea mostré micelio blan-
co con acumulos de micelio amarillento-grisa-
ceo (al microscopio estereoscopico se podian
apreciar los conididforos) y esclerocios de for-
ma irregular, negros con un diametro entre 2-10
mm correspondiente a lo reportado en lalitera-
tura (Kohn y Grenville, 1989; Crowe y col,
1995). M. phaseolina (teleomorfo de
Sclerotium bataticola) mostré micelio muy ne-
gro y formo microesclerocios redondos de 28-
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162 pum, similar ala ya reportado (Jiménez y
col, 1983).

Obtencion de DNA total. EI DNA total se
extrajo como se describe en materiales y méto-
dos, en algunas muestras, junto con el DNA
coprecipitaba un material muy viscoso que era
eliminado mecanicamente. Electroforesisen geles
de agarosa a 1% del DNA de cada unade las
muestras indicd que no estaban degradados ni
contenian cantidades detectables de RNA. Tam-
bién nos percatamos de la presencia de bandas
de material extracromosomal en 31 delosaisla
dos y cepas de referencia de S. cepivorum, lo
gue corresponde al 57.4% de la poblacion ana-
lizada de S. cepivorum (Fig. 2).

Desconocemos la naturaleza quimica de
este material extracromosomal asi como su pa-
pel en lafisiologia de S. cepivorum; sin embar-
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Figura 2. DNA total de aisladosy cepas dereferencia. El DNA

total se obtuvo como se describe en Materialesy Mé-
todos. Geles de agarosa al 1% tefiidos con BrEt. M.
Marcador de tamafio molecular (I-Pst 1) Los nimeros
sobre los carriles corresponden al numero de aislado y
cepa seglin la Tabla 3. Los nlemros duplicados corres-

cion del gen n rRNA 18S utilizando la
técnica de PCR con los iniciadores NS1
y NS8 como se describié en Materialesy
Métodos. Se encontré que laamplifica-
cion de este gen en aislados y cepas de

ponden a dos extracciones diferentes.

S. cepivorum daba un producto de
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aprox. 2.2 kpb mientras que el producto
en los otros hongos fitopatdgenos em-
pleados fue de alrededor de 1.8 kpb (Fig.
3).

Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Marguez-Lona (1998) y
con los reportados por White y col
(1990). Marquez-Lona (1998) encontrd
un producto de amplificacion de aproxi-
madamente 2.2 kpb en aislados de S.
cepivorum provenientes del municipio de
Celaya, Gto. y un producto de amplifica-
cion de aproximadamente 1.8 kpb en
Sacch. cerevisiae, T. harzianum,
Ustilago maydis y Mucor rouxii; resul-
tados similares alos reportados para otros
hongos por White y col (1990). Un ma-
yor tamano al esperado en el producto
de amplificacion en los aislados y cepas
de S. cepivorum puede sugerir la pre-
sencia de una o varias secuencias de
insercion dentro del gen n rRNA 18S.
En el gen n rRNA 18S de

go, cabe la posibilidad de que este material
pudieran ser plasmidos (Griffiths, 1995),
transposones (Kempken y Kiick, 1998) o RNA
de doble cadena (Chun y Lee, 1997; Beck y
col., 1994). A lafecha, no hemos encontrado
en laliteratura que se reporte la presencia de
un material similar al detectado en S
cepivorum. En nuestro caso, se abre la pers-
pectiva de analizar la naturaleza del material
observado y determinar su posible papel en la
biologia de este organismo.

Amplificacion del gen n rRNA 18S me-
diante PCR. Después de verificar la calidad
del DNA de cada uno de los aislados y cepas
empleadas, se procedi6 arealizar laamplifica-
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Plasmodiophora bassicae, de 3.026
kpb, se han encontrado tres intrones (Castlebury
y Domier, 1998). En aislados de Cladonia
chlorophaea se han encontrado hasta 7 intrones
en el gen n rRNA 18S con un tamafio entre 200
y 400 nucledtidos; la cantidad y posicion de los
intrones variaba de aislado a aislado (DePriest,
1993; DePriest y Been, 1992).

Andlisis cualitativo de los patrones de
bandeo de RAPDs. Se realizaron |os ensayos
tipo RAPD empleando los 12 iniciadores des-
critos por Méarquez-Lona (1998). LasFigs. 4
y 5, muestran el patrén de bandeo obtenido con
los iniciadores OPB10 y OPH19 paratodos los
aislados y cepas empleadas. Con todos los ini-
ciadores se obtuvieron productos de amplifica-
cion. En general, no observamos muchas diferen-
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Figura 3. Amplificacion del gen n rRNA 18S. Laamplifica-
cion se llevo a cabo como se describe en Mate-
rialesy Métodos. Geles de agarosa al 1% tefiidos
con BrEt. M. Marcador de tamafio molecular (I-
Pst I) Los nimeros sobre los carriles correspon-
den a numero de aislado y cepa segin la Tabla

bandas que fueron capaces de ser
distinguibles como presentes o ausentes da-
das las condiciones propias de cada gel. Se
tomaron como idénticas las bandas que tu-
vieron e mismo tamario, laintensidad de las

3. Ca Candida albicans

bandas no fue considerada un factor de
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polimorfismo. En lasFigs. 4y 5 se indican
con un numero las bandas sel eccionadas.
No sabemos aun a que se debe este incre-
mento en laintensidad de |as bandas, ni si
tienen relacion con alguna actividad fisiol 6-
gica de los aislados, pero es posible que
realizando estudios fisiologicos vy
bioquimicos se pueda correlacionar la au-
sencia o presencia de una banda o la mayor
amplificacion de una banda, con alguna ca-
racteristicafisiol6gica en estos aislados que
Ileve a obtener mas informacion que permita
controlar la pudricion blanca.

En la Tabla 4 se anot6 la cantidad de
bandas analizadas en |os patrones génicos
obtenidos con cada iniciador, asi como
cuantas de ellas son bandas polimoérficas y
no polimorficas; la cantidad de bandas con-
sideradas con cada iniciador-RAPD estu-
VO entre siete y quince. Aungue existe un

cias en el patron de bandeo en los aislados y
cepas de S. cepivorum con los iniciadores pro-
bados, pero si fueron mas notorias las diferencias
con respecto a patrén de bandeo que presenta-
ban los otros hongos fitopatdgenos utilizados.

En el presente estudio, refiriéndonos a los
patrones génicos obtenidos con cada iniciador
con los aislados y cepas de S. cepivorum, |la-
mamos a una banda polimorfica como aquella
gue esta presente a una frecuencia mayor a 1%
y menor a 100% Lewin (1997). Por lo tanto
una banda que este presente en todos |os patro-
nes génicos tendra una frecuencia del 100% y
es [lamada banda no polimérfica.

Para el andlisis matemético realizado en el
presente estudio, solo se consideraron aquellas
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alto porcentaje de bandas polimoérficas
(84.5%), los patrones génicos de S
cepivorum encontrados con cada iniciador son
muy parecidos debido a que 66.7% de las
bandas polimoérficas tienen una frecuencia su-
perior al 51.9% (Tablab).

El andlisisdescrito enlaTabla4 no reflgala
frecuencia con que aparece una banda dentro
de los patrones, por esta razon, se calculé la
frecuencia de cada banda analizada y estos re-
sultados se muestran en laTabla5. Losinicia
dores con los que se obtuvieron los patrones
génicos mas polimérficos fueron OPGO02,
OPH18 y OPJ20, mientras que los menos
polimérficos fueron OPE14, OPHO3, OPAQ2 y
OPHO4.

Andlisis cuantitativo de los patrones de
bandeo. El andlisis de los patrones de bandeo
obtenidos con los 12 iniciadores empleados es
representado por una matriz de disimilitud. Di-
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Figura 4. RAPD con € iniciador OPB10. Electroforesis

en gel de agarosa 1.4% tefiido con BrEt. M,
marcador de tamafio molecular. Los nime-
ros de los aislados se presentan en la Tabla
3. Los ndmeros dentro de cada gel indican
las bandas analizadas.

Figura 5. RAPD con €l iniciador OPH19. Electroforesis

en gel de agarosa 1.4% tefiido con BrEt. M,
marcador de tamafio molecular. Los nime-
ros de los aislados se presentan en la Tabla
3. Los nimeros dentro de cada gel indican
las bandas analizadas.
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Tabla 4. Bandas polimérficas obtenidas con cadainiciador en el analisis de RAPDS.

INICIADOR | NUMERO TOTAL NUM ERO DE NUM ERO DE BANDAS
DE BANDAS BANDAS NO POLIMORFICAS
POLIMORFICAS

OPA02 15 11 4

OPA03 14 11 3

OPA13 10 7 3

OPB10 14 13 1

OPE14 10 9 1

OPG02 13 13 0

OPG10 7 6 1

OPHO3 11 8 3

OPHO4 14 11 3

OPH18 15 13 2

OPH19 12 11 1

OPJ20 13 12 1

TOTAL 148(100%) 125 (84.5%) 23 (15.5%)
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Tabla 5. Frecuencia (%) de cada banda en el patron génico obtenido en los aislados y cepas de S. cepivorum.

BANDA | OPAO2 | OPA0O3 J OPA13 JOPB10 JOPE14 JOPGO02 JOPG10 JOPHO3 JOPHO4 JOPH18 JOPH19 ] OPJ20
1 96.3 90.7 40.7 40.7 92.6 85.2 100 35.2 96.3 35.2 574 55.6
2 68.5 98.2 83.3 72.2 100 87 96.3 14.8 94.4 315 315 66.7
3 14.8 100 83.3 100 94.4 54.7 29.3 98.2 98.2 90.7 35.2 70.4
4 3.7 92.6 98.2 97.8 77.8 321 92.6 96.3 44.4 69.8 98.2 815
5 100 77.8 100 98.2 1.9 17 61.5 51.9 37 74.1 51.9 90.7
6 100 100 88.9 14.8 19 96.2 62.3 100 18.5 92.6 100 100
7 100 100 100 20.4 1.9 78.8 75.5 100 100 90.7 66.7 1.9
8 1.9 85.2 59.6 44.4 1.9 20.8 98.2 100 88.9 75.9 14.8
9 68.5 11.1 100 75.9 1.9 84.9 100 42.6 100 44.4 44.4
10 100 77.8 69.2 87 3.7 3.7 88.9 100 100 5.6 55.6
11 35.2 22.2 87 1.9 90.7 94.4 79.6 1.9 18.5
12 3.7 40.7 3.7 13 98.2 72.2 19 96.1
13 3.7 1.9 16.7 13 1.9 75.9 51.9
14 315 9.3 3.7 5.6 1.9
15 5.6 1.9

chamatriz de disimilitud fue construida contan-
do con la colaboracion del Dr. Octavio Martinez
de laVega empleando los coeficientes de disi-
milaridad de apareamiento simple (Skroch y col,
1992). Debido a que la poblacion de aislados
empleados en este estudio fue grande, se eligio
emplear este coeficiente porgue permite tomar
en cuentalos pares de valores (0&0). Del anali-
sis estadistico de todos | os coeficientes de disi-
milaridad de apareamiento simple de los aisla-
dosy cepas de S. cepivorum se obtuvieron los
siguientes resultados: Numero de datos: 1431,
Promedio: 0.0941, Mediana: 0.095. De lo
anterior podemos concluir que la disimilitud
genética promedio entre la poblacion analizada
de S. cepivorum es de 9.4%, lo cual indica que
el grado de variabilidad genética en ella es poca
y que este hongo fitopatdégeno hallevado a un
grado minimo su recombinacion genética. Exis-
ten estudios realizados en otros hongos que sir-
ven como referencia para comparar € grado de
variabilidad genética encontrada en este trabajo;
en ellos, también se ha trabajado con una po-
blacion de aislados de la misma especie y reali-
zado su andlisis empleando la técnica de RAPD.
En Sclerotinia homeocarpa se encontro baja
disimilaridad genética (< 20%) (Rainay col,
1997). En Beauveria brongniartii la disimilari-

55

dad genética encontrada fue menor del 12%
(Piatti y col, 1998).

Paravisualizar mejor larelacion que existe
entre | os coeficientes de dismilitud genética con-
tenidos en lamatriz, se construy6 un dendograma
empleando el método UPGMA (método de los
promedios no ponderados). En este dendograma
(Fig. 6) se puede ver que la variabilidad exis-
tente entre la mayoria de los aislados es baja.
Ademés puede observarse como |os otros hon-
gos fitopatdgenos analizados, tienen un grado
mucho mayor de disimilitud respecto ala pobla-
cion de aislados de S. cepivorum, es decir, €l
andlisistipo RAPD logra diferenciar a aislados
de S. cepivorum de los que no |o son.

Un analisis mas fino del dendograma de la
Fig. 6 permite descubrir que los aislados de S.
cepivorum se agrupan en su mayoria de acuer-
do al Estado de donde provienen. La mayoria
de los aislados y cepas se distribuyen en dos
grandes ramas. Basicamente en una rama se
agrupan los aislados “INI” (de Aguascalientes)
y “FAZ” (de Zacatecas) y en la otrarama, los
aislados de Guanajuato y los “AC” (de
Aguascalientes). Todos los aislados “INI” se
agrupan en una sub-ramay cuatro de los cinco
aisados “FAZ” también se agrupan en otra sub-
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Figura 6. Distribucién de los aislados en funcién de sus patrones
génicos. Dendograma construido usando el método de los
promedios no ponderados (UPGMA), empleando |os coefi-
cientes de apareamiento simple. Como se describe en Ma-

teriales y Métodos.

los de cultivo de distintas zonas agri-
colas con similar densidad de
esclerocios viables. Quizalasvaria-
ciones en la efectividad de las précti-
cas de control de la pudricion blanca

0.5 0.4 0.3 0.2
L | 1 | 1

MCG

—

B.cinerea
14

M.phaseolina
]S rolfsii
R.solani

son debidas a otras condiciones tales
como: condiciones climaticas propias
de cada region, diferentes tipos de
suel 0 seglin su composicion quimica
y/o microbiolégica, diferenciasen la
implementacion del método de con-
! trol, etc.

Se analizd si en los aislados de
Guanajuato habia alguna correlacion
5 entre su agrupamiento y el municipio
de procedencia, observandose que no
hay ninguna correlacion al respecto.
Es probable que el intercambio anual
de go que realizan los campesinos
guanagjuatenses provoquen un inter-
cambio intenso de aislados de S
cepivorum.

También seinvestigo s losaidados
se agrupaban de acuerdo ala presen-
cia de material extracromosomal, |o
cual no fue asi; es decir, los aislados
de S cepivorum con material
extracromosomal se agrupan junto con
aguellos aislados a los que no se les

3

ramajunto con la cepa de Inglaterra; mientras
que el otro aislado de Zacatecas (FAZ2) se
encuentra en la otra gran rama, no asociado a
ningun otro aislado. L os aislados de Guanajuato
se agrupan en una sub-rama, con excepcion de
FD14, C2, FD15y FD27. Tres de los cuatro
aislados “AC” se agrupan en una sub-rama del
dendograma junto con. También se observa
como el cuarto aislado “AC” (AC1) se agrupa
en unaramajunto con MCG2 y MCG3.

Dada la poca variabilidad genética que tiene
la poblacién de S. cepivorum analizada en este
trabajo, puede suponerse gque un mismo metodo
de control debe tener smilar efectividad en sue-
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detecto dicho material. Sin embargo,
en el dendograma el aislado (FD14) con mayor
cantidad de material extracromosomal, Si se se-
par6 de los otros. Desconocemos si |a separa-
cion de FD14 es atribuible a la presencia del
material extracromosomal pero existen otros es-
tudios que indican que este material tiene poca
influencia sobre el patron génico obtenido con
RAPD.

Asi pues, aqui se reporta que los aislados
mexicanos de S. cepivorum logran discernirse
mediante analisis RAPD segun la entidad
federativa de donde provienen. Aunque a la
fecha desconocemos cual esla presion selectiva
gue provoca dicha separacion.
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Bandas propuestas como marca-
dores moleculares para la identifica-

Tabla 7. Bandas propuestas como marcadores moleculares para

identificacién de S. cepivorum.

o On,de S'.Ceplvorum' Como Se,”.'e”' INICIADOR | BANDAS Tamario molecular (kpb)
clono anteriormente, los patronesgénicos  FpGo . 6,7, 10 1.38, 1.28, 1.19, 0.8
obtenidos entre S. cepivorumyy las ce- OPAO3 2.4.6,7 2.79, 2.04. 147, 1.25

pas control (S rolfsii, R. solani, B. OPA13 4.9 1.88, 1.20

cinerea 'y M. phaseolina) son distintos OPB10 34,5 2.11, 1.90, 1.82

entre si, lo cual hace factible identificar 8:2(5311‘(‘) i 2 ‘11-30, 113
bano]asqueseamphﬁpan selectivamente OPHO3 3,4,6,7,8,9 [21,182, 119,10, 0.88,0.7
en aislados de S cepivorumy emplear- - F5pro, 2,3,7,11,12 |2.27, 1.89, 0.95, 0.66, 0.55
las para identificar muestras que [opHis 3,7,9 2.73, 1.32, 0.81
presumiblemente sean de este hongo. OPH19 4 2.14

Para estefin, fue necesario identificar las OPJ20 6,12 1.12,0.35

bandas que comparten las cepas control

y los aislados de S. cepivorum con cada
iniciador, para descartarlas (Tabla 6). El nimero
total de bandas analizadas fue de 337, de las
cuales, 189 pertenecen exclusivamente a las ce-
pas control; 48 se compartian entre las cepas
control y las cepas de S. cepivorum y 100
bandas restantes son exclusivas de S
cepivorum, (Tabla6).

Dado los criterios mencionados anteriormente
y los resultados de la tabla 7, los iniciadores
OPAO02, OPA03, OPHO3 y OPHO4 son losiini-
ciadores masidodneos para utilizarse en laidentifi-
cacion molecular de aislados de S. cepivorum,
ya que son los que proporcionan una cantidad
mayor de bandas clarasy conservadas.

Tabla 6. Bandas compartidas entre las cepas control y S. cepivorum.

CONCLUSIONES

Tanto los aislados como las cepas

de referencia de S. cepivorum mostra-

ron patrones similares de morfologia

colonia y morfologia de los esclerocios.

Se encontré material extracromosomal

en el 57.4% de la poblacion analizada

de S. cepivorum.

Todos los aislados y cepas de refe-

INICIADOR | S.rolfsi | R.solani | B. cinerea| M. phaseolina
OPA02 15 |- 1 1

OPA03 14 3,8
OPA13 7 5 3,6 |-
OPB10 2,10 2 | 6,9
OPE14 6 10 3,10  [-------
OPG02 2 |- 5 |-
OPG10 | --------- 2,4 2,4,6 |-
OPHO3 5 |-
OPHO04 1,6,8,10 8

OPH18 6 |- 5, 6 4,5, 10, 13
OPH19 5911 6,7 3,6 |-
OPJ20 4,5

rencia de S. cepivorum mostraron un

* Los numeros significan el ndmero de la banda.

Posteriormente, se seleccionaron agquellas ban-
das que tuvieran una frecuencia superior a 90%,
gue fueran nitidas dentro del patrén génicoy que
se les pudiera determinar su tamafio molecular.
De las bandas exclusivas de S. cepivorum se
proponen 33 bandas que cumplen los criterios
antes mencionados y que podrian ser empleadas
como marcadores moleculares paraidentificar a
este organismo (Tabla 7).

57

producto de amplificacion de aproxi-
madamente 2.2 kpb correspondiente al
gen nrRNA 18S, mientras que |os otros hongos
fitopatdgenos empleados dan el producto de
amplificacion esperado de aproximadamente 1.8
kpb. Todos los iniciadores probados dan ban-
das de amplificacion. Se lograron condiciones
de reproducibilidad en los RAPDs realizados,
El 84.5% de las bandas analizadas son
polimorficas. El andlisis RAPD logra discernir
claramente a los aislados de S. cepivorum de
los otros hongos fitopatégenos empleados. Esto
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apoya la conclusién de que todos los aislados
son S. cepivorum. Con todos los iniciadores
empleados, los aislados y cepas de S
cepivorum dan un patron similar entre si, pero
muy diferente al que mostraron los otros hongos
fitopatdgenos utilizados. La disimilitud genética
promedio entre los aislados de S. cepivorum es
de 9.4%. Ello implica que la recombinacion
genética en los aislados de este fitopatogeno es
poca. El dendograma, de manera general, agru-
pa a los aislados segun la entidad federativa de
donde provienen, pero no se logra agrupar alos
aislados guanajuatenses segun el municipio de
origen, tampoco agrupa a los aislados que tie-
nen material extracromosomal. Se proponen 33
bandas como marcadores moleculares para
identificacion de S. cepivorum.
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