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RESUMEN

Fusarium es un hongo filamentosos saprofito del suelo quéas caracterizado por ser
patdégeno de diferentes hospederos, worenorme impacto a nivel fitopatdgeno y clinico,
por considerarse patégeno emergenteh&bilidad para causar enfermedad en un amplio
rango de hospederos lo convierten un organismo lmopara analizar mecanismos
patogenicidad. En este trabajo se propuso evaisiamaentos dd-usarium de diferentes

origenes con el fin de entender su capacidad c@tdgeno multihospedero.

Cuarenta aislamientos ¢reisarium spp. origen humano (superficial y sistémico), align

vegetal fueron identificados a nivel de especierfoh@gica y molecularmente. Luego se
caracterizaron por ERIC-PCR y REP-PCR, se evalubmportamiento frente a diferentes
factores moduladores de patogenicidad (respuedifarantes temperaturas, pH y sustrato,

y actividad ureasa) y su perfil de susceptibilidaahtifingicos de uso en terapia clinica.

Se identificaron diferentes especies en los aiglatos dd-usarium de los cuatro origenes,
siendo Fusarium oxysporum la especie mas representativa. Sin embargo, mdtados
obtenidos mostraron inconsistencias entre ideatifam morfoldgica y molecular al
momento de interpretar los resultados. En la camaecion molecular no se observo
formacion de conglomerados definidos por origeaidiamiento o por especie identificada,
mostrando un alto grado de diversidad en los aislaios estudiados, lo que explica porque
Fusarium spp. puede considerarse un modelo de patégenohosgedero; con la
capacidad para adaptarse a diferentes condicianésntperatura, pH y actividad ureasa,

asi como la resistencia presentada frente a ditgemtifingicos.

Los resultados derivados de este trabajo permiigers aFusarium spp. como modelo

para el analisis de patdgenos multihospedero.



1. INTRODUCCION

El género Fusarium comprende individuos de distribucion universal, odiferentes
caracteristicas ecologicas, morfolégicas y fisialag, capaces de causar una amplia
variedad de procesos infectivos en plantas, angnaleimanos, y de producir una serie de
micotoxinas. Este género persiste en suelo, plantaaterial vegetal en descomposicion,
donde cambios en su estructura y diversidad puestam asociados a regiones especificas

en el mundo.

Las especies involucradas en procesos infectivos identificadas por caracteristicas
morfologicas diversas y complejas; lo cual difiauistablecer unas claves taxondmicas
adecuadas y ampliamente aceptadas, mostrando unfus@oe inestable historia

taxonOmica por caracteristicas morfolégicas naaslgpor variaciones y mutaciones a nivel
de cultivo y por el amplio concepto de especie. lpasebas moleculares para su
identificacion son fundamentales pero necesitan es@uadas cuidadosamente en un

amplio rango de especies, debido a su alta vadalilgenética.

Fusarium ha tenido un enorme impacto como fitopatdgeno leseetor agricola por las
grandes pérdidas en cultivos de importancia ecargnia amplia variedad de plantas
hospedero y su dificil control en el campo han eotido a Fusarium en un

microorganismo temido por los agricultores.

Las especies deusarium son también agentes causales de un gran numenéedeiones

oportunistas en humanos y animales, causando iafexc sistémicas con una alta
mortalidad, asi como infecciones localizadas empitd y otras partes del cuerpo. Se
encuentra asociado a pacientes inmunocompetent@soeasos de queratitis, patologia
ocasionada por implantacion traumatica, asi compreoesos de onicomicosis donde se
puede constituir en el punto de partida para lasnds diseminadas. En pacientes

inmunosuprimidos se describen infecciones con erddad de base como malignidad



hematoldgica o con tratamientos mielosupresoreasioptual se constituye en un patégeno

cuya importancia crece exponencialmente.

Algunos hongos causan enfermedad en un solo tigwogpedero, sin embardusarium

por su marcada variabilidad, en cuanto a sus @afsiitas fisiolégicas y morfoldgicas,
tiene la capacidad de colonizar un amplio rangohdgspederos. Los mecanismos que
determinan a estos hongos en relacion al tipo @épduero no han sido completamente
entendidos, aunque existen determinantes de vaial@ue son claramente especificos de
hospederos, se sabe también que existen mecaniEmogrilencia universales en hongos
patdégenos con alta diversidad de hospederos. Adiltiente, los mecanismos moleculares
gue determinan la especificidad entre el rango aspdderos y el hongo no han sido
completamente entendidos, pero la disponibilidadetriencias de genomas completos de
hongos patogenos en plantas y humanos y su hospeasir como el desarrollo de
protocolos para genes funcionales son de enormeriameia para avanzar en el
entendimiento de la patogénesis del hongo y laeandak del hospedero.

La patogénesis dEusarium no es muy clara, su amplia distribucion se atrbaysu
capacidad para crecer en gran numero de sustradgssymecanismos de dispersion donde
el viento y la lluvia juegan un importante papelsendiseminacion. Dada la habilidad de
causar enfermedad en plantas, animales y hum&usarium se considera un modelo
importante para analizar diferentes mecanismosatiegpnicidad. Algunas especies son
capaces de colonizar organismos vivos, por la idabil para reconocer y penetrar
hospederos especificos, utilizar diferentes tipesndtrientes, protegerse de la respuesta

inmune innata y causar enfermedad.

Este patbgeno oportunista emergente es una crec@menaza especialmente por las
infecciones sistémicas que desarrolla en pacigntagnosuprimidos, al ser la segunda
causa de infeccién fungica por hongos filamentopos, los escasos principios activos
disponibles para su tratamiento y por la continpariaion de especies resistentes.

Patdgenos que pueden ser transmitidos entre diésresspecies de hospederos son de



fundamental interés e importancia desde el puntoisia de salud publica y a nivel
economico; por esto se hace necesario evaluaredtts caracteristicas del género

Fusarium para entender la capacidad que tiene como patégemergente y causar
enfermedad en diferentes tipos de hospederos.



2. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En los dltimos afo&usarium spp., hongo sapréfito del suelo, se ha caractwizamo
patogeno de diferentes hospederos, generandoaimgléicto a nivel clinico y agricola. El
incremento en el niumero de casos por infeccionegidas ha aumentado el interés
particular por el estudio d&usarium como patdgeno multihospedero, debido a su
capacidad para infectar plantas, animales y humdn@arium ha sido reportado como
agente etiolégicde infecciones oportunistas en animales y humaasando infecciones
sistémicas con una alta mortalidad, asi como iidees localizadas en la piel y otras
partes del cuerpo, tanto en hospederos inmunocongpicios como inmunocompetentes
(Raadet al., 2002; Hattoriet al., 2005; Hilmiogluet al., 2005; Caladcet al., 2006),
convirtiéndose en la segunda causa mas comun deféasiones por hongos oportunistas
después dAspergillus (Godoyet al., 2004).

Varias especies d&usarium han sido caracterizadas como causantes de infescion
superficiales en individuos inmunocompetentes (Go@b al., 2004), sin embargo
recientemente se ha visto una mayor incidencianf@egiones causadas por este hongo en
tejidos profundos en pacientes inmunosuprimidosiBlmanet al., 1995; Giltroyet al.,
2006), asi como una alta resistencia frente a gentas antifangicos de uso clasico
(Linares et al.,, 2005). Por otro ladoFusarium también ha sido reportado como
fitopatdbgeno causando marchitamiento vascular, dafida raiz y semillas en especies
vegetales de importancia econémica, generando gsgnerdidas en la agricultura (Boutati
y Anaissie, 1997; Gohet al., 2006).

Poco se conoce de la patogénesifuat@arium, la mayoria de estudios solo se centran en la
capacidad que tiene para penetrar diferentes sejido la produccion de enzimas como

pectinliasas, celulasas, proteasas y queratinasts, otras, que le permiten la degradacion
de diferentes sustratos (Roncezbal., 2000; Richardson y Edward, 2000; Gracia y

Rodriguez, 2008; Blyscal, 2009).



Se han utilizado herramientas moleculares que pemnuaracterizar genéticamente este
patdégeno, contribuyendo al entendimiento de lamdic& poblacional en relacion a sus
hospederos (Godowt al., 2004, O'Donnellet al., 2004; Poundegt al., 2005). Sin

embargo, siendo un patdégeno emergente capaz deaedam diferentes condiciones
fisioldgicas y ambientales, son pocos los repajtesasocian los casos de infeccion con el

origen de contaminacion.

Teniendo en cuenta la diversa problematica plaatgacbnociendo que la mayoria de los
hongos se desarrollan en la naturaleza en conégiomy diversas a las que encuentra en
el hospedero, el propdsito de esta investigaciddestificar las especies involucradas en la
relacion patdgeno-hospedero, evaluar factores raddrgs de patogenicidad y conocer el
perfil de susceptibilidad de los aislamientosFisarium spp. de los diferentes origenes

con el fin de contribuir a la caracterizaciénFdesarium como patdgeno multihospedero.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar aislamientos deusarium spp. de diferentes origenes para entender su dapaci

como patégeno multihospedero.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar fenotipica y molecularmente aislamientde Fusarium spp. implicados en

procesos infectivos de plantas, animales y humanos.

Caracterizar molecularmente aislamientogd&rium spp. por ERIC-PCR y REP-PCR.

Evaluarin vitro factores moduladores de patogenicidad involucraao$a adaptacion a

diferentes hospederos.

Evaluar si existe asociacion entre el perfil decepsbilidad a antifangicos de uso en

terapia clinica y el origen de aislamientordsarium spp.



4. MARCO TEORICO GENERAL

4.1 GENERALIDADES DEL GENERO Fusarium

El géneroFusarium es un hongo de distribucién universal, sapréfitonéo del suelo,
asociado a materia organica en descomposiciOn ectoss parasito facultativo de
numerosos hospederos como plantas, animales y logni@mani, 1997; Tostt al., 2000;
Summerellet al., 2001).Fusarium crece rdpidamente en diferentes medios de cukino,
agar papa dextrosa produce colonias blancas, msad@mon o grises con textura
algodonosa. Microscopicamente se observan filarsemi@inos septados, macroconidios
fusoides y microconidios ovoides, cilindricos enbezas mucilaginosas o cadenas.

(Dignani y Anaissie, 2004).

La forma perfecta (telemorfo) dausarium, en las especies que la presentan, pertenecen al
filo Ascomycota, orden Hypocreales, a los gené&edria, Calonectria, Micronectriella y
Gibberella; que se caracterizan por ascosporas producidaas&carpos en forma de
peritecio. La forma anamorfa pertenece al filo Beanycota (hongos mitospoéricos).
Sumemerell y colaboradores (2006) describen 70cespede las cuales solo a 15 se les

conoce su fase telemorfa (Nelsaral., 1983; Pardo y Duran, 1999).

Se ha visto una confusa e inestable historia tax@apor caracteristicas morfoldgicas no
claras, el concepto de especie tan amplio, vanasiy mutaciones a nivel de cultivo. Las
bases taxonOmicas mas utilizadas actualmente sondéa Booth (1971), Nelson y

colaboradores (1983) y Leslie y Summerell (2006).

4.2 PATOGENO MULTIHOSPEDERO

Fusarium se ha caracterizado como patégeno de diferentgeties, generando un alto
impacto a nivel clinico y agricola por la variedael infecciones que causa en plantas,



humanos y animales. Esta capacidad que tiene umoaonganismo para colonizar
normalmente especies de un reino e infectar espperenecientes a otro se define como
salto entre reinos, la cual ha sido denominada ceamacidad multihospedero (Van
Baarlenet al., 2007).

Los hospederos que pueden ser colonizados perteegotitivamente a distintos grupos
de eucariotas como insectos, plantas, animales igahos. Dentro de los hongos,
Aspergillus, Alternaria, Curvularia y Fusarium constituyen el grupo de microorganismos
con esta capacidad, ya que han desarrollado hedbélgd para reconocer ciclos de vida
parasiticos en distintos hospederos causando exdedr(De Lucca, 2007; Van Baarlen

al., 2007). Estos patogenos fungicos poseen difeyemicanismos de patogenicidad y
factores de virulencia que les permiten atravesaretas de defensa, penetrar diferentes
sustratos y tomar los nutrientes necesarios parsac&nfermedad (Ortonedgal., 2004;
Goldet al., 2001).

4.3 PATOGENESIS DEL GENEROFusarium

La patogénesis dEusarium no es muy clara, su amplia distribucion se atrbaysu
capacidad para crecer en un gran niamero de ssiyatolos mecanismos de dispersion

donde el viento y la lluvia juegan un importantpgia

4.3.1Fusarium como fitopatdégeno

Las enfermedades de las plantas causadas por hawgosuna de las mayores
preocupaciones en el campo de la agricultura. Bogereportes han sefaladéwsarium
como patdgeno asociado con dafios radiculares psadle plantas en diferentes cultivos.
Este penetra las diferentes capas de la cortelmrdé hasta alcanzar el sistema vascular.
Una vez establecido, la colonizacion de la plasthesada a cabo rapidamente a través del
xilema, lo que conlleva a la sintomatologia camdstiea de marchitez y posterior muerte
de la planta (Agrios, 1997; Roncegbal., 2000). Entre los sintomas caracteristicos de la



enfermedad se describen el amarillamiento pamigbrchamiento de las hojas, fenébmenos

de enanismo, disminucion del crecimiento y marehi@gresiva.

Los cultivos mas afectados son el clavel, algotdmate, platano, cafia de azucar, café y
frijol; donde se describen mas de 120 formas eafesci(Di Pietro y Gonzélez, 2004;
Agrios, 2005; Zambranet al., 2007).

Dentro de las especies mas conocidas se encudntraxysporum, F. avanaceum, F.
graminearum, F. poae, F. semitectum, F. sporotrichioides, F.cuimorum y F. tricinctum
encontradas en cereal@s;nygamai y F. fujikuroi en arroz;F. nygamai, F. subglutinans y

F. verticillioides en maiz. En legumbres se obserf#archlamydosporumy F. tumidum, y

en papar. solani (Marasaset al., 1984; Samuelst al., 2001; Carrillo, 2003)Fusarium
oxysporum es la especie mas comun y la mas temida en todwetlo por las pérdidas
anuales en las producciones agricolas que sobrephd2%, pese a la utilizacién masiva
de fungicidas (Di Pietro y Gonzalez, 2004; Agrie805; O Donnelkt al., 2009).

Algunas especies dEusarium afectan cereales y pueden producir micotoxinasosn |
granos, inclusive antes de la cosecha; otras s#aasa podredumbre de hortalizas y frutas
almacenadas en refrigeracion, marchitamiento vascpldricion basal y tizén (Booth,
1971; Nelsoret al., 1994; Summerekt al., 2001; Agrios, 2005; Castm al., 2008).

4.3.2Fusarium como patégeno humano y animal

En los dltimos afos varias especies del géRasarium se han reportado como patdgenos
oportunistas de humanos, causando enfermedades danpacientes inmunosuprimidos
como inmunocompetentes (Moreerbal., 2008), generando infecciones superficiales en
piel, ufias y Ulceras; mientras que en pacienteanosuprimidos puede causar infecciones
sistémicas, comprometiendo cualquier 6rgano (Giétogd., 2006). En la interaccion del
sistema inmune cofusarium, los polimorfonucleares y macréfagos son la basdad
respuesta de defensa. Los polimorfonucleares inreberecimiento de las hifas, mientras
gue los macréfagos, inhiben la germinacion de ¢osifDiazet al., 2007). Es por esto, que



la susceptibilidad del hospedero es el factor detemte para el establecimiento de la
infeccidn. Existen muchos factores de riesgo adosia la generacion de estas infecciones,
dentro de los que se destacan el déficit numéritmoional de neutréfilos (neutropenia),
el uso de corticoesteroides como tratamiento querapéutico y trasplantes de médula
Osea (Cohen, 2000; Gilray al., 2006). La enfermedad se desarrolla por la disaoibn de
conidios que tienen la capacidad de soportar temtyrar corporal. Una vez estos germinan
empiezan a desarrollar hifas, que se adhieren tejiol®s y tratan de penetrar las partes
mas profundas de la piel a través de la liberad@renzimas como lipasas y proteasas,

generando de esta manera enfermedad (Pérez, 2005).

Las patologias a las cuales se ha asodtadarium son intoxicacion alimentaria, queratitis,
infecciones en la piel, onicomicosis, otitis, irf@mn intranasal invasiva, absceso cerebral,
endocarditis y enfermedades diseminadas (Nels®¥; 19 Pietro y Gonzélez, 2005). Las
especies dd-usarium mas comunmente asociadas a estas patologia.ssohani, F.

oxysporumy F. verticillioides (Hooget al., 2003; Dignani y Anaissie, 2004).

4.4 PATOGENO EMERGENTE

Fusarium spp. al causar enfermedad diseminada en paciemesiosuprimidos y ser la
segunda causa mas frecuente de los hongos filasmentdespués déspergillus, es
considerado un patégeno emergente (Dignani y Airai2804). Enfermedades emergentes
son las que aparecen en un tiempo, incrementancéencia o han sido reportadas en
nuevas areas, donde una serie de factores tierersaqupropuestos para explicar este
comportamiento. Estos factores incluyen caraciesst del patdégeno (mutacion,
recombinacion o varabiliadad genética), caracteaistdel hospedero (inmunosupresion),
caracteristicas de la poblacion del hospedero @tapraovimiento) y factores ecoldgicos
(cambios en agricultura, uso de la tierra, urbamirg (Morse, 1995; Schrag y Weiner,
1995; Morris y Potter, 1997).
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Los patdgenos que infectan mas de un hospederentiemyor probabilidad de ser

emergentes en comparacioén con los patdgenos geetanfun solo hospedero. En toda
enfermedad emergente se debe cumplir al menoseidosielementos claves, el patégeno
debe ser capaz de entrar en contacto e infectatueno hospedero y/o ser capaz de
diseminarse de un hospedero a otro (Morse, 19%&vElancet al., 2001).

Patogenos que pueden ser transmitidos entre diésrezspecies de hospederos son de
fundamental interés e importancia desde la perspede salud publica y economica.
Desde la perpectiva de conservacion, los patoggmepueden ser transmitidos a través de
un rango de hospederos son de especial cuidadmldacmnes pequeias y en riesgo,
mientras que los patdgenos de especies espedfinastamente improbables que persistan
en poblaciones pequefias de hospederos en riesgBallMim y Dobson, 1995). Los
patdgenos que pueden infectar mas de una espe@esigten en otras especies con una
poblacion amplia de hospederos, han sido respasal# muchos brotes recientes de
enfermedades (Murragt al., 1999; Daszakt al., 2000; Cleavelane al., 2001).
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5. IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR

5.1INTRODUCION

El concepto de especie fangica se basa en casdici®si morfoldgicas, pruebas de
entrecruzamiento o pruebas moleculares (CarriD@32 Fusarium es un género dificil de
identificar, sobre todo a nivel de especie, pogue generalmente se acude a laboratorios
especializados. Su marcada variabilidad en cuantasacaracteristicas fisiologicas y
morfologicas explica la dificultad para estableedr manejo de claves taxondmicas.
Ademas, muchas especies requieren condiciones ifispec para desarrollarse
adecuadamente y otras sufren mutaciones rapidantesiteexplica la cantidad de sistemas

de clasificaciony especies descritas por los dogasitores (Monzon y Rodriguez, 2000).

La alta variacién dé&usarium spp. explica la capacidad que tiene para colomizesrsos
nichos ecologicos alrededor del mundo (Nelsbal., 1994). Debido al impacto que tiene
Fusarium causando enfermedad en diferentes hospederos &xisécesidad de identificar
las especies involucradas en cada proceso infectwoel fin de evaluar la dinamica
poblacional, ya que el nimero de especies reparthdae algunos afios ha cambiado

respecto al numero de especies reconocidas actalme

5.2 IDENTIFICACION FENOTIPICA DEL GENERO Fusarium

5.2.1 Medios de cultivo

Cuando las cepas se desarrollan en medios aprgpiaddentificacion se puede realizar
con mayor exactitud. En medios habituales como agbouraud y PDA las colonias se
desarrollan rapidamente cubriendo la placa deveu(tiaja Petri, 9cm de didmetro) en una

semana. Las caracteristicas macroscopicas comordextolor y pigmentos difusibles
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dependen de la especie. El color que desarroll@adegyser blanco, crema, naranja, rosa,

rojizo y purpura, entre otros, y dependen de ifpraha del medio de cultivo utilizado.

Varios medios de cultivo han sido utilizados pavalgar la morfologia que permita
identificar las especies drsarium. Caracteristicas morfolégicas que pueden ser evasuad
comunmente en un mismo medio de cultivo, puedeestar presentes o estar alteradas en

otro medio (Leslie y Summerell, 2006).

Los medios de cultivo mas utilizados son agar etdrale malta, que permite evaluar
caracteristicas macroscopicas, microscopicas yupoi@h de conidios. El agar papa
dextrosa (PDA), es util para evaluar aspectos riagitos y pigmentacion de la colonia; su
alto contenido en carbohidratos permite un mayecigriento, pero poca produccion de
conidios. El agar avena (OA), permite evaluar vidlad de crecimiento, color, aspecto de
la colonia y caracteristicas microscopicas (Nelspbal., 1983; Summerelkt al., 2003;
Leslie y Summerell, 2006).

Otros medios de cultivo como agar hoja de claveA)Cmedio con KCI, agar arena y agar
nutriente sintético (SNA), entre otros, son utiliaa en laboratorios especializados. La
temperatura habitual de incubacion de estos hoegode 25 - 28 °C. La formacion de
conidios se puede estimular incubando los difesentedios bajo oscuridad y alternando
luz y temperatura (25 °C dia / 20 °C noche) (MongoRodriguez, 20Q0Leslie y
Summerell, 2006).

5.2.2 Caracteristicas morfolégicas

Actualmente, las caracteristicas morfoldgicas sm driterios mas empleados para la
identificacibn de especies dBusarium. La identificacion se realiza con base en
caracteristicas macroscopicas y microscopicassuakes son agrupadas en caracteristicas
primarias y secundarias, que son usadas para selaaraespecies en los sistemas
taxonomicos existentes (Nelsetral., 1994; Carrillo, 2003; Leslie y Summerell, 2006).
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Entre las caracteristicas primarias, se incluyeacéamestructura mas importante para la
identificacién de especie la forma de los macradiosj los cuales pueden ser hialinos,
multicelulares, curvados, rectos, con células #scahusadas, curvadas, en punta y con
células basales en forma de pie. Los microconigiosson producidos por todas las
especies deusarium, pero estos pueden ser hialinos, unicelularesdesa cilindricos, de
base truncada y formarse en cabezas mucilaginosaglenas. El tipo de conidi6foro,
formacion de fialides y polifialides y por ultima presencia o ausencia de clamidosporas
en masas o cadenas de pared lisa 0 rugosa (Netlsbn 1994; Carrillo, 2003; Leslie y
Summerell, 2006).

Dentro de las caracteristicas secundarias se emanefa presencia o0 ausencia de
esporodoquios, morfologia y pigmentacion de la maldNelsonet al., 1994; Pardo y
Duran, 1999).

5.3IDENTIFICACION MOLECULAR DEL GENERO  Fusarium

Los estudios moleculares tienen aplicacion pragtiees permiten distinguir un aislamiento
de otro, estas técnicas han sido desarrolladas@ntgmpo y a veces son fundamentales
en el diagnéstico, sin embargo, en la rutina diasadudoso que suplan los métodos
morfolégicos tradicionales. El uso de herramientasleculares ha permitido estudiar

caracteristicas estables en el ADN (Arenas, 2006).

La principal estrategia de identificacion moleculde hongos filamentosos es la
secuenciacion de ADN. Para esto, se deben evag@nes altamente conservadas, las
cuales deben flanquear regiones con alta variabllte secuencias, para poder discriminar

entre géneros y especies (Wengenack y Binnick€9)20

En hongos las regiones mas evaluadas son ITS1% €nfre las subunidades ribosomales
18S y 28S, sin embargo, en algunos casos no s&dafjciente variabilidad, por lo cual se

han utilizado otros genes como: Factor de elongadit, subunidad 18S de RNA
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ribosomal, subunidad 28S de RNA ribosomal, subuhidads grande de la RNA
polimerasa Il [§") y la segunda subunidad més grande de la RNAnpodisa Il §) (James
et al., 2006; Wengenack y Binnicker, 2009).

Los andlisis de secuencias de espaciadores intéamoscritos (ITS) del ADN ribosomal
permiten identificar y evaluar las relaciones fdogticas entre taxas distantes por las
secuencias altamente conservadas y las tasas teiémolentas (Hillis y Dixon, 1991;
Baldwin et al., 1995; Aguilar, 2002). Los genes de ADN ribosonsain familias
multigénicas con repeticiones en tandem, con regi@enicas y espaciadores, donde cada
unidad repetitiva posee una copia de las subunsda8&, 5.8S, 28S, dos espaciadores
internos transcritos (ITS1 e ITS2) y un espaciaadt@rgénico (IGS) (O'Donnell, 1992). La
region de espaciadores internos transcritos (Id@)siderada region altamente conservada,
esta formada por el ITS 1, la subunidad 5.8S y8I2 (Baldwinet al., 1995).

El factor de elongacionolcodifica para una region de una proteina altamemnservada
involucrada en el proceso de traduccion (Ragje., 1999; Geisekt al., 2004); ha sido
utilizada para el analisis filogenético de muchapeeies asi como de especies de
Fusarium. Los cebadores EF1-2 y EF3-22 han sido utilizadoa pevestigar linajes en el
complejo de-usarium oxysporum (O"Donnell, 1998). Estos cebadores amplifican BOdp

la region EF, la cual flanquea tres intrones, aangndo mas de la mitad de la longitud del

amplicon en las especies Easarium (Geiseret al., 2004).

5.4METODOLOGIA
5.4.1 Descripcion de la muestra
Se evaluaron 40 aislamientos del génEusarium, 30 aislamientos provenientes de la

coleccion de microorganismos de la Pontificia Ursigdad Javeriana y 10 aislamientos de

la coleccion de microorganismos del Instituto Naalode Cancerologia y La Corporacion
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de Investigaciones Biologicas (CIB). Todos losaskntos fueron conservados en agua

destilada estéril y papel de filtro estéril a padé cultivos monosporicos (Tabla 5.1).

La identificacion morfoldgica fue realizada a |03 dislamientos debido a las diferencias
observadas en la identificacion morfolégica y molac reportada en el trabajo realizado
por Vega (2009). Se realizé una identificacionatenfa mas rigurosa como se describe mas
adelante. La identificacion molecular solo se mala los 10 aislamientos de origen

humano sistémico.

Tabla 5.1. Origen de los aislamientos deusarium spp.

Caodigo | Fuente Origen Codigo| Fuente Origen
108 Bovino | HL en ojo 302 Vegetal|l Haces vascularesael
111 Canino | HL superficial extremidad 303 Vegetdl Ha@sculares de tomate
121 Canino | HL superficial lomo anterior 308 Vegetal cemvasculares de tomatg
131 Canino | RL superficial lomo anterior 309 Vegetdl étacasculares de tomats
155 Canino | RL superficial lomo anterior 310 Vegethl acks vasculares de tomatg
156 Canino | RL superficial lomo anterior 311 Vegetdl cekvasculares de tomatg
159 Canino | HL superficial articulacion posteripr 314  gétal | Haces vasculares de tomafe
160 Bovino | RL cutinea zona media del lomo 318 Vegetahced vasculares de clavel
161 Canino | RL cutanea en cola 314 Vegetal Haces \assulde clavel
162 Canino | HL cutinea lomo superior 319 Vegetal Haassulares de clavel
201 Humano | Onicomicosis 401 Humano Hemocultivos
202 Humano | Onicomicosis 402 Humarjo Hemocultivos
203 Humano | Queratitis 403 Humano Hemocultivos
204 Humano | Onicomicosis 404 Humarjo Hemocultivos
205 Humano | Onicomicosis 405 Humarjo Hemocultivos
206 Humano | Onicomicosis 406 Humarjo Hemocultivos
207 Humano | Onicomicosis 407 Humarjo Hemocultivos
208 Humano | Onicomicosis 408 Humarjo Hemocultivos
209 Humano | Onicomicosis 409 Humarjo Hemocultivo
210 Humano | Onicomicosis 410 Humarjo Hemocultivo

HL Hisopado lesion ~ RL Raspado lesion
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5.4.2 ldentificacion morfolégica

Para la identificacibn morfoldégica de las especiks Fusarium, las cepas fueron
recuperadas en PDA e incubadas a 28°C por 7 ddagereficO pureza por observacion
microscopica con azul de lactofenol y se procedr@adizar una segunda siembra en el
mismo agar bajo las mismas condiciones. Cumplide®¥ Idias de incubacion se evaluaron
caracteristicas macroscoépicas (color, textura ympigos difusibles al medio) y se
realizaron los montajes correspondientes en agas lde clavel (CLA) y microcultivos en
PDA, CLAy OA.

Las siembras en CLA fueron evaluadas a los 7, 24 dias de incubacién a 28°C y los
microcultivos a los 7 dias de incubacion a la misemaperatura. La lectura se realizé bajo
observaciones microscopicas en aumento 100X y sdizamn mediciones de

macroconidios, microconidios y fidlides. Todos lessayos fueron realizados por

duplicado.

Para la identificacibn morfologica se tuvieron errta las claves de Nelsehal., 1983;
Leslie y Summerell, 2006 y Samsetral., 2004, manejando los pardmetros indicados en el

formato (Anexo 5.1).
5.4.3 Identificacion molecular
5.4.3.1 Extraccion de ADN gendmico
Para realizar la extraccion de ADN fungico se taoto base el método propuesto por
Avila et al. (2007) (Anexo 5.3). Una vez se obtuvo el ADN séfieé la calidad de la
extraccion mediante electroforesis, utilizando ehdg agarosa al 1%. EI ADN extraido

fue tratado con 1mg/ml de ARNsa para su purifiaacpbsteriormente se incubd en bafio

serologico a 37°C por dos horas.
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5.4.3.2Técnicas de PCR

Amplificacién de espaciadores internos transcrito§lTS)

Para realizar la reaccion en cadena de polimeRGRY), se utilizaron AL de ADN a una
concentracion de 50ngd/, amplificando regiones ITS, para lo cual se usdos cebadores,
ITS4 (5"-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") siguiendo la metodologiatilizada por Castret
al. (2008) (Tabla 5.2).

Tabla 5.2.
Condiciones de reaccion utilizadas para amplificaregiones ITS 4 — ITS 5
Reactivos Concentracion| Concentracion Volumen por
inicial final en reaccién| reaccion de 25

ddh,O 17,8 uL
Buffer 10x 1x 2,5 uL
MgCl, 50mM 2mM 1uL
Mix dNTPs 10mM 0,2mM 0,5 uL
Cebador 1 (ITS 4) 10uM 0,2uM 0,5 uL
Cebador 2 (ITS 5) 10uM 0,2uM 0,5 uL
DNA 50 ng/pL 100ng 2 puL
Taq polimerasa 5U/uL 1U 0,2 uL

Las reacciones de PCR fueron realizadas teniendaanta las siguientes condiciones: una
denaturacion inicial de 96°C por 2 min, seguido &% ciclos de amplificacion
(denaturacion a 96°C por 1 min, anillamiento a 593 1 min, extension a 72°C por 2
min) y una extension final de 72°C por 10 min. Elducto fue evaluado en gel de agarosa

al 1.5%. La electroforesis se corrio a 70 Voltindeffer TAE 1x.
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Una vez se verifico la presencia de bandas en®heé6B0 bp se realizé una purificacion del
amplificado utilizando el kit Wizard (Anexo 5.4),posteriormente se envido a Macrogen

Korea para ser secuenciado.

Amplificacién de Factor de elongacion traduccional-alfa (EF 1a) 1-2 y 3-22

Para la reacciéon de PCR, se utilizaroml2de ADN a una concentracion de 5Quig/
amplificando la region de Factor de elongacion Ltilizando cebadores de exones
conservados, EF-1  (5-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3"), EF-2  (5-
GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3"), EF-3 (5°-
GTAAGGAGGASAAGACTCACC-3) y EF-22 (5-AGGAACCCTTACGAGCTC -3))
siguiendo la metodologia utilizada por O"'Donmeelhl. (1998) y Lewist al. (2002) (Tabla
5.3).

Tabla 5.3.
Condiciones de reaccion utilizadas para amplificaregiones EF1-2 y EF 3-22
Reactivos Concentracion | Concentracion Volumen por
inicial final en reaccién | reaccion de 25 pl
ddHO 15,8 uL
Buffer 10X 1X 2,5 uL
MgCl, 50mM 3mM 1,5puL
Mix dNTP"s 10mM 0,2mM 0,5puL
Cebador 1(EF1) 10uM 0,5 uM 1,25 pL
Cebador 2 (EF2) 10uM 0,5 uM 1,25 uL
DNA 50 ng/pL 100ng 2puL
Tag polimerasa 5U/uL 1U 0,2 uL

Las reacciones de PCR se realizaron bajo las sigsie€ondiciones: denaturacién inicial a
95°C por 6 min, seguido por 40 ciclos de amplifi6addenaturacion a 95°C por 30 segq,

anillamiento a 56°C por 20 seg, extension a 72°C2pmin) y una extension final de 72°C
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por 5 min. La electroforesis se corrié a 70 Volters buffer TAE 1x y el producto se
visualiz6 en gel de agarosa al 1,5%.

Después de verificar las bandas con un peso makeapkoximado de 700 bp se realizd
una purificacion del amplificado del gen utilizand® kit Wizard (Anexo 5.4), y

posteriormente se envio a secuenciar a Macrogeeakor

5.4.4 Andlisis de las secuencia ITS 4-5, EF 1-2 ¥ B-22

Recibidas las secuencias se realizd un alineamiente las secuencias “forward” y
“reverse” de cada aislamiento, para evaluar ladadlide cada base obtenida y eliminar
fragmentos de baja calidad. A partir de las sedasrancenso se realizé un alineamiento
por BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgipara tener una identificacion
preliminar del hongo.

Posteriormente, se realizaron alineamientosde dasesicias concenso con el programa
CLC DNA Workbench 5.1_(http://www.download3000.calmwnload-clc-dna-workbench-

count-reg13733.html) para hacer la identificacion taxondénuoaparando con secuencias

reportadas en Genebank. Luego se realizaron anal®jenéticos de maxima parsimonia

con el programa SeaView 4t(p://en.bio-soft.net/format/SeaView.hjmalineando las

secuencias por el algoritmo Muscle (Edgar, 2004)a pposteriormente generar un
cladograma (1000 pseudoréplicas). Finalmente, laslogramas se editaron con el
programa FigTree v1.3.1 (http://tree.bio.ed.acafkigare/figtree/).
5.5RESULTADOS Y DISCUSION

5.5.1 Identificacion morfolégica de los aislamiensdeFusarium
La identificacion de los 40 aislamientos bajo ctadsticas macroscoépicas y microscopicas

utilizando las claves taxondmicas descritas posdiedt al. (1983), Leslie y Summerell
(2006) y Samsost al. (2004) se muestran en el anexo 5.1.
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El 90% (36/40) de los aislamientos fueron iderdifics claramente a nivel de especie,
donde el 65% correspondidFaisarium oxysporum, seguido dd-. sporotrichoides (7,5%),
F. solani (7,5%),F. equiseti (5%) yF. verticillioides (5%) (Figura 5.1).

Fusarium oxysporum fue la especie mas comun lo que concuerda caplartado por otros
autores en la identificacion fenotipica de aislartte deFusarium clinicos y fitopatégenos
(Hoog et al., 2003; Dignani y Anaissie, 2004). Se observo alidad en cuanto a
caracteristicas fisiologicas y morfoldgicas en @lde los aislamientos, explicando la
dificultad para el manejo de claves taxonomicagalatidad de clasificaciones y especies

descritas por los diversos autores (Monzon y Raezg2000).

Del 10% (4/40) de los aislamientos que dificilmesgeidentificaron, dos (5%), de origen
animal y humano sistémico (Figura 5.1), presentagamacteristicas morfologicas
compatibles con dos especidsvérticillioides y F. proliferatum), posiblemente porque
requieren de condiciones especificas para desagelladecuadamente o por mutaciones
generadas en los cultivos (Figura 5.2). Un aislatoi€2,5%) no pudo ser identificado a
nivel de especie por presentar caracteristicasatdgitas atipicas y un aislamiento (2,5%)

correspondid al génewcremonium.

Finalmente las cepas que presentaron dualidad tagida fueron clasificadas asi: la cepa
155 de origen animal conta verticillioides por presentar monofialides verticiladas, orejas
de conejo y microconidios de base truncada. Res@eet proliferatum no se observaron
polifialides pero si falsas cabezas mucilaginokasepa 203 de origen humano superficial
se clasifico comd-. proliferatum por presentar monofialides no verticiladas, palidies y

falsas cabezas mucilaginosas (Figura 5.2).

El aislamiento de origen humano sistémico idemtdi como Acremonium estaba
clasificado comd-usarium solani, al momento de la donacién de las cepgasemoniun
presenta caracteristicas morfoloégicas compatibles el géneroFusarium, donde

estructuras como fialides, falsas cabezas mucidags y microconidios pueden
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comunmente ser confundidaicremonium facilmente puede ser confundido dénsolani
ya que esta especie dificiimente desarrolla maoiduxs, caracteristica que debe ser
evaluada cuidadosamente para evitar errores al mtorde la identificacion.

Figura 5.1. Porcentaje de distribucion de especi@e Fusarium identificadas por morfologia
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Figura 5.2. Fotos identificacion morfoldgica.

Cepa 155 F. verticillioides /F. proliferatum  Cepa 203 F. proliferatum /F. verticillioides




La distribucion de especies por origen de aislatnigruestra &usarium oxysporum como

la especie méas representativa, en el origen hunsaperficial 80% (8/10), humano
sistémico 70% (7/10) y vegetal 100% (10/10). Ee éimo origen podria haber un sesgo
ya que los aislamientos se hicieron a partir detptade tomate y clavel con sintomatologia
tipica de marchitamiento vascular, donde esta espacie responsable de la enfermedad
(Di Pietroet al., 2003). Es asi, com®. oxysporum se constituye en la especie responsable
de un gran numero de enfermedades en plantas spkcie mas implicada en los casos
clinicos de las formas diseminadas en humanos rg&®3).F. solani solo se identifico en

el 20% (2/10) de los aislamientos de origen hunsstémico. Estos resultados concuerdan
con lo reportado sobre las especies mas frecuentermeplicadas en fusariosis humaRa,
oxysporum, F. solani y F. moniliforme (Dignani y Anaissie, 2004)

En los aislamientos de origen animal se observanéyor diversidad de especies;
encontrando aFusarium sporotrichioides (30%) como la especie mas representativa,
seguida dd-. verticillioides (20%) yF. equiseti (20%). Fusarium oxysporum a diferencia

de los otros origenes fue la especie menos comguar@d>.3). Estos hallazgos dificilmente
se pueden correlacionar ya que no se encuentradi@stque reporten la incidencia de
Fusarium en especies animales, debido a que no se establdiegndstico por laboratorio.
Sin embargo, algunas de las especies identificgasn sido reportadas en casos clinicos,
lo cual se puede asociar como posible contagioodehlmanos al contacto con los
animales. Por otro lado, al geroxysporum la especie mas implicada como fitopatégeno y
una de las especies con mayor incidencia en las cdimicos humanos podria considerarse
de igual forma una manera de contaminacion al mtda manipular plantas en cultivos,

constituyéndose en un factor de riesgo de tipo acopal.

F. sporotrichioides es una especie reconocida por la produccion detoxicas, asociada

con aleukia toxica alimentaria en humanos y toxéces animales (Leslie y Summerell,
2006). F. equiseti es reportado en toxicidad de ganado vacuno, pofla®s, cerdos,

ratones y conejos; en humanos se conoce como abéfgeslie y Summerell, 2006).

F. verticillioides ha sido reportadocomo agente causal en enferntexladimanes y peces

de agua fresca, en humanos puede causar infeds@midada en pacientes con cancer y
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HIV y en pacientes inmunocompetentes lesiones enypjueratitis (Leslie y Summerell,
2006).

La especid-. proliferatum de origen humano superficial (onicomicosis), li slescrita en
pacientes imunosuprimidos e inmunocompetentesgné&rmedades de plantas, asociada a
pudricion de raiz. En 1988 se reportd el primemctsal de infeccidn diseminada en
paciente con leucemia linfoblastica. Es importaetaltar que las onicomicosis causadas
por Fusarium pueden constituirse en el punto de partida defdamas diseminadas

(Summerelkt al., 1988; Leslie y Summerell, 2006).

Figura 5.3. Porcentaje de distribucion de especigmr origen de aislamiento.
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5.5.2 Identificaciéon molecular de los aislamientode Fusarium

Los criterios para definir las especies identifemen las comparaciones realizadas por
BLASTN fueron las secuencias que coincidieran cepeeies definidas y “E-value”
cercanos 0 iguales a cero, porcentajes de identyglatscore” altos. Con estas
determinaciones se escogieron las cinco primex@ggeias similares a nuestra secuencia
consenso, las cuales fueron registradas en unadeas@tos para luego seleccionar las

secuencias para realizar los analisis filogenéticos

Los resultados de la identificacion molecular seesttan en la tabla 5.4 y 5.5. Las
comparaciones BLAST de las secuencias ITS y kFmbuestran coincidencia en la
identificacion en el 85% (34/40), donde se idendifF. oxysporum (62,5%), F. solani
(7,5%),F. equiseti (5%),F. nelsonii (7,5%),F. verticillioides (2,5%).

F. oxysporum fue igualmente la especie mas representativadeotificacion molecular, en
el origen humano superficial 80% (8/10), humandémigco 50% (5/10), vegetal 100%
(10/10) y para el origen animal solo fue del 20942

La especid-. solani fue identificada molecularmente en aislamientosnates 10% (1/10)
y humano sistémico 30% (3/1(, nelsonii 10% y 20% (1-2/10) en los aislamientos de
animales y humanos superficial respectivamenke gquiseti 20% (2/10) Unicamente en
los aislamientos de origen animal. En los aislatomumanos sistémicos es importante

resaltar la identificacion molecular de dos aiskEmos coma\cremonium.

Se observaron discrepancias del 15% (6/40) de islsnd@entos entre los patrones

moleculares evaluados (ITS y El)1En los aislamientos de origen animal, humano
superficial y vegetal 7,5% (3) y para los aislartoerde origen humano sistémico 7,5%(3)
entre ITS y EF 1-2. Teniendo en cuenta que pasaalslamientos de origen humano

sistémico se secuenciaron regiones EF 3-22 se geaaiferencias del 20% (2/10) respecto

a EF 1-2.
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5.5.3 Comparacion de la identificacion morfolégicg molecular

Los resultados de la identificacion morfolégica plecular de los 40 aislamientos son
concordantes en el 75% (30/40) de los casos (Eablg 5.5).Fusarium oxysporum que es
la especie mas comun se identifico en un 60% @ juido deF. solani 7,5% (3),F.
equiseti 5% (2),F. verticillioides 2,5% (1).

Se encontraron discrepancias entre la identificaon@rfolégica y molecular en el 25%
(10/40) de los aislamientos, donde el 12,5% (5)odeaislamientos no coincidieron con
ningln patron molecular evaluado y 12,5% (5) caliecon al menos con un patrén

molecular.

En los aislamientos que no coincidieron con la tifieacion molecular; de los tres
aislamientos identificados morfolégicamente comaporotrichioiodes, dos (cepa 121 y
159) fueron molecularmente identificados cofonelsonii, dato no validado ya que
morfologicamente se observaron monofidlies. El @iglamiento identificado comb.
oxysporum, de igual forma no fue validado ya que se observarono y polifialides.

El aislamiento identificado morfolégicamente com®. oxysporum Yy reportado
molecularmente com@cremonium, Trichoderma y F. solani no se acepta porque fue la
especie que menos dificultad present6 en la ideatibn morfologica y por sus estructuras
caracteristicas de monofidlides cortas y abundazgbszas mucilaginosas, hallazgo que

cuestiona la confiabilidad de la identificacién ewmllar.

En los aislamiento de origen humano superficiab sml aislamiento no fue identificado a
nivel de especie ya que no se evidenciaron estasctiipicas, pero molecularmente se

identific6 comoF. nelsonii.

En los aislamientos que coincidieron con al menmopatréon molecular; un aislamiento de
origen humano sistémico identificado morfoldgicateesomoAcremonium solo coincidio
con la identificacion molecular por ITS y el aisianto identificado morfolégicamente

como F. oxysporum correspondié molecularmente por EF 1-2 y EF3-28s ldos
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aislamientos de origen animal identificados morgaémente comdr. verticillioides
coincidieron molecularmente por EF1-2 y el aislartoede origen humano superficial
identificado morfol6égicamente conkoproliferatum coincidié molecularmente por ITS.

Los aislamientos de origen animal, que presentaramayor diversidad de especies, fueron
los que mayormente presentaron discrepancias emddatificacion morfolégica y

molecular.

Estos hallazgos muestran diversidad y variabildBusarium implicados en los procesos
infectivos de animales, plantas y humanos; cuestido la utilidad de estos marcadores
para la identificacion de especies, lo cual difeuh interpretacion de los resultados y

muestra la posible adaptacién en condiciones cardsian diferentes tipos de hospederos.
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Tabla 5.4 Comparacion de la identificacién morfoloéga y molecular deFusarium spp. (Origen animal, humano superficial y vegetal)

Cepa ID Morfologica Identificacion por ITS Identificacion por EF 1-2

Especie N° Acceso Especie E-valug Scord % Id N° Accesp Esie E-value Score % Id
108 |F. solani EU326189 |F. solani 0 574 100 DQ220264 |F. solani 1,01E171 308 100
111 |F. equiseti AY147362 |F. equiseti 0 503 100 AJ543570 |F. equiseti 6,52E117 216 96
121 |F. sporotrichoides GQ505436 |F. nelsonii 0 529 99 GQ505404 F. nelsonii 0 514 97
131 |F. equiseti AY147362 |F. equiseti 0 508 100 DQ842092|F. equiseti 0 523 97
158 |F. verticillioides EF57723! |F. proliferatum 0 54¢ 10C FN17934. [F. verticillioides 9,70E-172 30¢ 10C
156 |F. verticillioides X94166 |F. verticillioides 0 519 100 FN179339 |F. verticillioides 0 608 100
159 |F. sporotrichioides GQ505436 |F. nelsonii 0 530 99 GQ505404 |F. nelsonii 0,00E+00 515 97
160 |F. sporatrichioides EU839386 |F. oxysporum 0 546 100 GU170546|F. oxysporum 0 628 100
161 |F. verticillioides EU821467 |F. proliferatum 0 473 100 FN179339 |F. verticillioides 0 606 100
162 |F. oxysporum DQ132824 |F. oxysporum 0 472 100 GU170546 |F. oxysporum 0 598 100
201 [Fusarium sp GQ505436 |F. nelsonii 0 525 99 GQ505404 |F. nelsonii 2,48E94 178 96
202 |F. oxysporum EU839389 |F. oxysporum 0 534 100 GU170546 |F. oxysporum 0 595 100
203 |F. proliferatum EU821467 |F. proliferatum 0 515 100 FN179343 |F. verticillioides 0 616 100
204 |F. oxysporum EU839389 |F. oxysporum 0 526 100 GU170546 |F. oxysporum 0 585 100
205 [F. oxysporum EU715659 [F. oxysporum 0 a77 100 GU170546 |F. oxysporum 0 600 100
206 |[F. oxysporum DQ132824 |F. oxysporum 0 a77 100 GU170546 |F. oxysporum 0 590 100
207 |F. oxysporum EU715659 |F. oxysporum 0 480 100 GU170546 |F. oxysporum 0 630 100
208 |[F. oxysporum EU715659 [F. oxysporum 1,90E-135 247 100 DQ837687F. oxysporum 0 592 98
209 |F. oxysporum EU839389 |F. oxysporum 0 528 100 GU170546|F. oxysporum 0 620 100
210 |F. oxysporum EU715659 [F. oxysporum 5,16E-117 216 100 GU170544F. oxysporum 0 589 100
302 |F. oxysporum EU839393 [F. oxysporum 0 481 100 EU246549 |F. oxysporum 0 334 100
303 [F. oxysporum FJ157215 [F. oxysporum 0 468 100 DQA487324|F. oxysporum 0 616 100
308 |F. oxysporum EU715659 [F. oxysporum 0 461 100 DQ837687 [F. oxysporum 0 583 98
309 [F. oxysporum AF322074 [F. oxysporum 0 557 100 DQ465933(F. oxysporum 0 624 100
310 [F. oxysporum FJ157215 |F. oxysporum 8,53E-62 123 100 FJ985404(F. oxysporum 0 569 100
311 |F. oxysporum EU839377 |F. oxysporum 0 528 100 FJ939699 |F. oxysporum 0 619 100
312 |F. oxysporum EU715659 |F. oxysporum 0 473 100 DQ837676|F. oxysporum 0 624 100
313 |F. oxysporum AB470894 [F. oxysporum 0 469 100 DQ837676|F. oxysporum 0 633 100
314 [F. oxysporum EU839385 |F. oxysporum 0 541 100 DQ220127 [F. oxysporum 0 328 100
315 |F. oxysporum EU715659 |F. oxysporum 4,29E-70 137 100 DQ837676|F. oxysporum 0 633 100
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Tabla 5.5 Comparacion de la identificacion morfoléga y molecular deFusarium spp. de origen humano sistémico

Cepa ID Morfolégica Identificacion por ITS Identificacion por EF 1-2 Identificacion por EF 3-22
Especie N° Acceso Especie E-valug Scorg % Id N° Accesp Esig E-value | Score % I1d | N°Accesq Especie E-valug Scorg % |

401 |F. oxysporum GU205445 |F. oxysporum 0 455 100 GU165940(F. oxysporum 0 530 98 GU165954F. oxysporum 0 373 98
402 |F. solani HQ315846 |F. solani 1,44E-172] 307 98 HQ201753F. solani 0 556 98 HQ201753F solani 0 336 94
403 |Acremonium FR717902 |Acremoniumstrictum | 1,54E-135 245 95 GU16594(F. oxysporum 0 509 97 HQ201753F solani 0 365 96
404 |F. solani HQ315846 |F. solani 7,12E-178| 316 99 HQ201753F. solani 0 559 98 HQ201753F. solani 2,56E-39 84 99
405 |F. oxysporum GU205445 |F. oxysporum 0 448 100 GU165956 | F.oxysporum 0 523 98 GU165954F. oxysporum 1,18E-145 262 96
406 |F. oxysporum FR717902 |Acremoniumstrictum | 2,73E-162 290 92 HQ342219T. vermipilum 1,03E-60 120 95 HQO1485{F. solani 4,51E-25 60 95
407 |F. oxysporum GU205445 |F. oxysporum 0 461 100 GU165940(F. oxysporum 0 560 99 GU165954F. oxysporum 2,31E-142 257 96
408 |F. oxysporum GU205445 |F. oxysporum 0 457 100 GU165940(F. oxysporum 0 537 98 GU165954F. oxysporum 1,23E-153 276 98
409 |F. oxysporum GU205428 |F. lactis 0 483 99 GU165945 |F. oxysporum 0 386 93 GU165944 F. oxysporum 3,14E-119 218 93
410 |F. oxysporum GU205445 |F. oxysporum 0 465 100 GU165940(F. oxysporum 0 546 99 GU165954F. oxysporum 5,06E-134 243 98

Discrepancia de la identificacion morfolégica retpea lo molecular 10% (4/40)
Discrepancia de lo morfolégico con uno de los pasomoleculares 12,5% (5/40)

Discrepancia de lo morfolégico con todos los patsomoleculares 2,5% (1/40)
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5.5.4 Relaciones filogenéticas de las secuenciagsemso ITS de aislamientos de

Fusarium spp.de origen humano sistémico

El analisis de maxima parsimonia con el programa 8ew 4, donde se realiz6 un
alineamiento utilizando el algoritmo Muscle paragar el cladograma de las secuencias
ITS de los aislamientos d&usarium spp. de origen humano sistémico con 1000
pseudoréplicas y un grupo externo de siete se@gma@Acremonium, se muestra en la

figura 5.4.

Se observa la formacién de clados por especieiidad, en donde el clado uno, agrupa
aislamientos dé&. oxysporum, inclusive la cepa 409 que morfolégicamente cpoade a
F. oxysporum, pero de acuerdo a la secuencia ITE. dactis. Este resultado apoya la

correlacion que debe existir entre la identificaaidorfolégica y molecular.

El clado dos incluye aislamientos de solani, que coinciden con ambos tipos de
identificaciéon y el clado tres formado por la cdfi8 y 406 identificadas morfolégicamente
comoAcremonium y F. oxysporum, respectivamente. Este agrupamiento correspondm seg
identificacidon molecular, por el patron ITSAeremonium strictum (Tabla 5.5), ubicandose
cerca al clado cuatro que estd formado por las ese@s del grupo externo
correspondientes a la misma especie. Sin embasgo)portante resaltar que el clado tres
se agrupa con los clados uno y dos formados paslascies d€. oxysporum y F. solani
conbootstrap superiores a 98; mientras que el cladtr@eon bootstrap de 71, se agrupa

con las secuencias del grupo externo (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Cladograma de las secuencias ITS de laslamientos deFusarium spp.

(Origen humano sistémico)
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5.5.5 Relaciones filogenéticas de las secuenciagsemso ITS de aislamientos de
Fusarium spp. de origen humano sistémico y otras secuenciasportadas en el

Genebank.

El analisis de maxima parsimonia con el programa 8ew 4, donde se realiz6 un
alineamiento utilizando el algoritmo Muscle paragmr el cladograma de las secuencias
de espacios transcritos (ITS) de los aislamien®d-ukarium spp. de origen humano
sistémico y 5 de las secuencias reportadas pot &tasl Genebank para cada uno de los
aislamientos, con 1000 pseudoréplicas se muestrda fgura 5.5. De las 50 secuencias
seleccionadas por BLAST teniendo en cuenta loseSé&bralue y porcentaje de similitud,
se quitaron las secuencias repetidas, quedandounoiotal de 21secuencias por el

Genebank.

Se observa agrupamiento de las secuencias deslamantos dé-usarium spp. de origen
humano sistémico entre las secuencias del Genelkro de este grupo se forman
cuatro subclados con bootstraps superiores a 8Adedda cepa 409, identificada
morfolégicamente comB. oxysporum, es independiente del agrupamiento constituido por
los otros aislamientos de la misma especie; cormpento no observado en el cladograma
de la figura 5.4 que no incluye secuencias del Game La cepa 406 y 403, identificadas
morfologicamente comé&. oxysporum y Acremonium respectivamente, forman un clado,
comportamiento esperado ya que molecularmente lppatedn ITS se reportan como

Acremonium.

Es importante resaltar que las diferentes espe@elos aislamientos de origen humano
sistétmico no se agrupan con las mismas especidasdsecuencias reportadas en el
Genebank y forman parte de un clado mayor confoonal especies diferentesFa
oxysporum, que es la especie mas representativa en losnagsitos de este origen (Figura
5.5).
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Figura 5.5. Cladograma de las secuencias ITS de laislamientos deFusarium spp.

(Origen humano sistémicovs secuencias reportadas en el Genebank)
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5.5.6 Relaciones filogenéticas de las secuenciassemso EF 1-2 de aislamientos

de Fusarium spp.de origen humano sistémico

El analisis de maxima parsimonia con el programa 8ew 4, donde se realiz6 un
alineamiento utilizando el algoritmo Muscle paraegmr el cladograma de las secuencias
de factor de elongacion (EF 1- 2) de los aislameigieFusarium spp. de origen humano
sistémico con 1000 pseudiréplicas y un grupo estécinco secuencias geremonium

se muestra en la figura 5.6.

Se observa la formacion de clados por especieifidanta, donde el clado uno corresponde
a aislamientos dE. oxysporum con un bootstrap de $§ue a su vez incluye un subclado
con un bootstrap de 84, correspondiente a las ¢ddag 410. Aqui se incluye la cepa 403,
la cual morfologicamente se identificO corAoremonium pero molecularmente conia

oxysporum por el patrén EF 1-2.

El clado dos y tres se forman por un solo aislatoi¢cepa 408 y 409) correspondientes a
F. oxysporum con un bootstrap superior a.%4 clado cuatro agrupa especiesFdsolani,
comportamiento igual al observado con el patréremdbr ITS.

Por otro lado, la cepa 406 identificada morfolégieate comd-. oxysporum se incluye en
el clado 5 con dos secuencias del grupo extermesymrndientes Acremonium, cepa que
molecularmente por el patron EF 14&gistra como Trichoderma. Este mismo
comportamiento fue observado con el patron moledts, donde el patron molecular ITS
registra comoAcremonium. De igual forma este ultimo clado se ubica cerdasagrupos

externos décremonium (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Cladograma de las secuencias EF 1-2 lds aislamientos dd-usarium spp.

(Origen humano sistémico)
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5.5.7 Relaciones filogenéticas de las secuenciassemso EF 1-2 de aislamientos
de Fusarium spp.de origen humano sistémico y otras secuenciasportadas en el

Genebank.

El analisis de maxima parsimonia con el programa 8ew 4, donde se realiz6 un
alineamiento utilizando el algoritmo Muscle paragmr el cladograma de las secuencias
de factor de elongacion (EF 1-2) de los aislamekeFusarium spp. de origen humano
sistémico y las secuencias reportadas en el Gekebam 1000 pseudoréplicas se muestra

en la figura 5.7.

A diferencia del comportamiento observado con dfrgpalTS y las secuencias del
Genebank, se observa agrupamiento de las espeei€sisdrium de origen humano
sistémico con las secuencias del Genebank. Se fomufado con un bootstrap de 71 que
incluye todas las especies He oxysporum, donde nuevamente se incluye la cepa 403
identificada morfolégicamente conmferemonium y molecularmente comB. oxysporum.

De igual forma la cepa 409 identificada morfologiegate comoF. oxysporum con un

bootstrap 93, forma un clado independiente a lms@islamientos de la misma especie.

La cepa 406 identificada morfologicamente comaxysporum y molecularmente por EF
1-2 comoThichoderma, se agrupa a un clado mayor cercano a especiés shbani y de
forma seguida a especies #e oxysporum, con un bootstrap de 62, comportamiento
diferente a lo observado en la figura 5.6 dondagepa a secuencias éeremonium.
También llama la atencién que no forma un clado @ secuencias del Genebank
reportadas comdrichoderma, ya que ésta fue la identificacion por el patroneunolar EF
1-2. Estosresultados muestran las posibles inconsistencida @tentificacion molecular
(Figura 5.7).
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Figura 5.7. Cladograma de las secuencias EF 1-2 lds aislamientos dd-usarium spp.

(Origen humano sistémicovs secuencias reportadas en el Genebank)
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5.5.8 Relaciones filogenéticas de las secuenciasnsemso EF 3-22 de

aislamientos deFusarium spp.de origen humano sistémico

El analisis de maxima parsimonia con el programa 8ew 4, donde se realiz6 un
alineamiento utilizando el algoritmo Muscle paragmr el cladograma de las secuencias
de factor de elongacion (EF 3-22) de los aislamieFusarium spp. de origen humano
sistémico con 1000 pseudoréplocas y un grupo exskrcinco secuencias deremonium

se muestra en la figura 5.8.

Se observa un comportamiento muy similar al obsknaon el patron molecular EF 1-2
donde los clados se muestran por especie. El eladoy dos con bootstrap de 96 y 100
respectivamente, representan especieb. dixysporum, este Ultimo por una sola especie
(cepa 409), comportamiento ya observado con lass giatrones moleculares. La Unica
diferencia se representa en el clado tres formadaegpecies d€. solani que incluye la

cepa 403, identificada morfolégicamente cofmpemonium, comportamiento esperado ya

que por el patron molecular EF 3-22 se identifizagF. solani.

El clado cinco formado por la cepa 406 identificat@folégicamente comB. oxysporum

se agrupa en un bootstrap de 100 con aislamiemrfogrdpo externo correspondientes a
Acremonium; comportamiento observado con el patrén moledtfafd-2 sin las secuencias
del Genebank con un bootstrap de 70. Este compiené&mo se esperaba ya que esta cepa

fue identificada molecularmente por el patron EE23:omoF. solani.
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Figura 5.8. Cladograma de las secuencias EF 3-22 lde aislamientos dé-usarium spp.

(Origen humano sistémico)
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5.5.9 Relaciones filogenéticas de las secuenciasnsemso EF 3-22 de
aislamientos de Fusarium spp.de origen humano sistémico y otras secuencias

reportadas en el Genebank.

El analisis de maxima parsimonia con el programa 8ew 4, donde se realiz6 un
alineamiento utilizando el algoritmo Muscle paragmr el cladograma de las secuencias
de factor de elongacion (EF 3-22) de los aislamigdieFusarium spp. de origen humano
sistémico y las secuencias reportadas en el Geketram 1000 pseudoréplicas se muestran

en la figura 5.9.

El comportamiento observado es similar al observamo EF 1-2 y las secuencias del
Genebank, donde los agrupamientos se dan por egpseiincluyen dentro de las especies
reportadas por el Genebank. Se observan dos graladies, uno formado por las especies
de F. oxysporum con un bootstrap de 100, donde se forma un subajae relne los
aislamientos de origen humano sistémico con unsham de 64; y otro formado por
especies d€&. solani con un bootstrap de 100 donde se incluye la c8fald diferencia
observada respecto al patron molecular EF 1-2 wdasencias del Genebank es que las
cepas 406 y 409 las ubica en los extremos del gitadma y no las agrupa teniendo en
cuenta la identificacion molecular por éste patr@fa solani y F. oxysporum

respectivamente), como lo observado en los otemogramas.
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Figura 5.9. Cladograma de las secuencias EF 1-2 lds aislamientos dd-usarium spp.

(Origen humano sistémicovs secuencias reportadas en el Genebank)
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5.5.10 Relaciones filogenéticas entre las secuesciaonsenso EF 1-2 de
Fusarium spp.de los diferentes origenes de aislamiento.

Se realizdé un andlisis de las secuencias de ERep@tadas por Vega (2009) de los
aislamientos de origen animal, vegetal y humanerigmal con las secuencias obtenidas
por el mismo marcador molecular de los aislamien®rigen humano sistémico, para
observar el comportamiento de las especies de ifesentes origenes y contribuir al
entendimiento deFusarium como posible patégeno multihospedero. No se gemera
arboles para el patrén molecular ITS ya que alzaaél analisis con el programa SeaView
4 de los 40 aislamientos, se mostraron datos diméeg. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Vega (2009) de las 30 secuenciasridenoanimal, vegetal y humano
superficial donde los cladogramas obtenidos no isfermativos. Tampoco se realizo
comparacion con el patron molecular EF 3-22, debidpie no se obtuvieron secuencias
por este patron en los aislamientos trabajado¥ega (2009).

El analisis de maxima parsimonia con el programa 8ew 4, donde se realiz6 un
alineamiento multiple utilizando el algoritmo Musgbara generar el cladograma de las
secuencias de factor de elongacion (EF 1-2) ddQasslamientos dEusarium spp. de los
diferentes origenes, con 1000 pseudoréplicas yrupogexterno de cinco secuencias de

Acremonium se muestra en la figura 5.10.

Se observa la formacién de ocho clados constitupdwsespecies dE. oxysporum. Un
clado con un bootstrap de 30, que incluye quinskmientos de origen animal, humano
superficial y sistémico. En este clado se inclugeckpa 160 y 403 identificadas
morfologicamente comoF. sporotrichioides y Acremonium, respectivamente, pero
molecularmente identificadas por este patron cdmamxysporum. Otro clado con un
bootstrap de 71 reune solo aislamientos de origgetal; un clado con bootstrap de 63,
formado por dos aislamientos (origen vegetal y ai)im cinco clados formados por un

solo aislamiento, todos de origen vegetal.
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Las especies identificadas cofoverticillioides forman un clado con un bootstrap de 90,
donde se incluye la cepa 203 identificada morfaagiente y por el patrén molecular ITS

comoF. proliferatum, pero por EF 1-2 comB. verticillioides.

Un clado con un bootstrap de 96 incluye dentroadeckpas de origen humano sistémico
identificadas comé&-. solani, a la cepa 108 de origen animal identificada igpesite como

F. solani tanto morfolégica como molecularmente.

El clado que agrupa las especies He sporotrichioides, segun la identificaciéon
morfoldgica, incluye con un bootstrap de 99 la c2ph que morfolégicamente no pudo ser

identificada, pero molecularmente por este patwdag correspondenFa nelsonii.

Las cepas de origen animal identificadas cofoequiseti, tanto morfolégica como
molecularmente, se ubican en clados independieRiealmente las cepas 406 y 409
identificadas morfolégicamente comnfa oxysporum siguen el mismo comportamiento,
formando clados independientes. La cepa 409 cerdasdaislamientos de origen vegetal
correspondientes a la misma especie y la cepael@é al grupo externo deremonium,
comportamiento no esperado ya que molecularmentegie patron se identific6 como

Trichoderma.

Por otro lado, otro comportamiento que llama lacita, es la ubicacion de tres secuencias
de Acremonium del grupo externo entre aislamientosFdexysporumy F. verticillioides,
comportamiento que se podria asociar con la difiduén la identificacion de éste género
tanto morfolégica como molecularmente o, por otrdol a la cercania filogenética del

génercAcremonium al génerd-usarium (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Cladograma de las secuencias EF 1-2lde aislamientos dé-usarium spp.

(Origen animal, vegetal, humano superficial y sistéico.)
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5.5.11 Relaciones filogenéticas entre las secuesciaonsenso EF 1-2 de
Fusarium spp.de los diferentes origenes de aislamiento y a$r secuencias reportadas

en el Genebank.

El analisis de maxima parsimonia con el programa 8ew 4, donde se realiz6 un
alineamiento utilizando el algoritmo Muscle paragmr el cladograma de las secuencias
de factor de elongacion (EF 1-2) de los aislamemi®Fusarium spp. de origen animal,
vegetal, humano superficial y sistémico y las secias reportadas en el Genebank, con

100 pseudiréplicas se muestran en la figura 5.11.

Partiendo de la raiz del arbol se observa la foidnade 2 clados con un bootstrap de 100,
uno de ellos reune todos los aislamientos Fasarium de los diferentes origenes,

agrupando los aislamientos por especie. Este camp@mnto se podria asociar con la
capacidad déusarium para colonizar diferentes hospederos.

En este clado se observa un subclado que agrupa losl aislamientos de los diferentes
origenes identificados comd. oxysporum y las secuencias del Genebank. Este
agrupamiento muestra los aislamientos de origeetaegserie 300) a un lado del clado,

mostrando la similitud de los aislamientos, mientyae los aislamientos de origen animal,
humano superficial y sistémico se distribuyen aleatente al otro lado del clado. Vale la

pena resaltar que nuevamente se incluye la cepy 363, identificadas molecularmente

por este patron comB. oxysporum, pero morfolégicamente conié. sporotrichioides y

Acremonium respectivamente.
Las secuencias del Genebank y de los aislamiemd=usarium identificadas comd-.
verticillioides forman un clado con un bootstrap 97, donde seuyeclla cepa 203

identificada molecularmente como la misma especie.

Los aislamientos deF. sporotrichioides, identificacion morfologica, pero que

molecularmente corresponderFanelsonii se agrupan en un clado con bootstrap 90, con
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secuencias del Genebank reportadas déenmelsonii y no con secuencias reportadas como

F. sporotichioides.

La cepa 406 identificada molecularmente por est@panolecular comdrichoderma se
agrupa en un clado con aislamientosFdesolani, los cuales no se agrupan con otras
secuencias del Genebank correspondientes a la naspexie; agrupamiento observado

con el patron molecular EF1-2 y las secuenciasseekebank.

La cepa 409 identificada morfolégicamente y por EEF comoF. oxysporum forma un
clado independiente entre aislamientog=deelsonii y F. verticillioides, comportamiento
diferente al observado con los otros patrones mtdess (ITS y EF3-22) donde se ubicaba

cerca a otras secuenciaskd@xysporum (Figura 5.5, 5.8, 5.10, 5.11).
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Figura 5.11. Cladograma de las secuencias EF 1-2lde aislamientos dé-usarium spp.

(Origen animal, vegetal, humano superficial y sistéico vs secuencias reportadas en el

Genebank.)
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6. CARACTERIZACION MOLECULAR

6.1 INTRODUCCION

Disponer de secuencias de genomas completos despatpgenos en plantas y animales
y desarrollar protocolos para el analisis de gdnesionales, tiene un enorme potencial
para el entendimiento de la interaccion del hongo @& hospedero en el ciclo patogénico
(Ortonedeet al., 2004).

Actualmente métodos de genotipificacion estan siepdrte integral de laboratorios
clinicos y de investigacion, para distinguir cepadones de una especie. Los métodos de
genotipificacion incluyen analisis plasmidicos, &ms de PCR, electroforesis de enzimas
multilocus (MLEE), tipificacién de secuencias mioitus (MLST), electroforesis en gel de
campo pulsado (PFGE), secuenciacion del ADN, amatifon al azar de ADN
polimorfico (RAPD), polimorfismo de la longitud deagmentos amplificados (AFLP),
polimorfismo de longitud de los fragmentos de resibn (PCR-RFLP), secuencias
repetitivas palindrémicas extragénicas (REP) y eecias consenso repetitivas intragénicas
de enterobacterias (ERIC) (Wu y Della-Latta, 20B&;nandez, 2004; Heady al., 2005).
Estas técnicas facilitan los analisis epidemioldgimoleculares que buscan determinar la
relacion clonal que existe entre aislamientos de misma especie, informacion util para

determinar clones en diferentes interacciones.

La identificacion a nivel de especie es importamesl campo epidemioldgico y clinico, la
cual se basa en caracteristicas morfologicas, mdédmbrioso donde solo micélogos bien
entrenados son capaces de asegurar el diagnostiteelade género y especie. Sin
embargo, casi siempre los resultados no son cozriey y mas de la mitad de los
aislamientos no se logran identificar hasta esp€Eiealy et al., 2005). Godoy Yy

colaboradores (2004) recientemente mostraron ledadi clinica de técnicas de PCR

basada en secuencias repetitivas (rep-PCR) pactigi§oacion de cepas deusarium.
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6.2 ERIC Y REP-PCR

Las técnicas de PCR que utilizan cebadores quéalaibal azar (AP-PCR) y la PCR que
utiliza cebadores que hibridan con secuencias dd Adpetidas (rep-PCR) son las técnicas

mas utilizadas para tipificar bacterias y hongosrédlovicet al., 1991; Bruijn, 1992).

La técnica rep-PCR para tipificacion utiliza ceb@soque hibridan con secuencias de ADN
repetidas (secuencias rep) que se encuentran ewmrdnsosomas de enterobacterias,
bacterias Gram positivas y hongos. Se amplificgiores que separan las secuencias rep,
donde el polimorfismo resulta de la variabilidadl@mepeticion de dichas secuencias y la
distancia entre copias (Fernandez, 2004). Las se@mse repetitivas palindrémicas
extragénicas (secuencias REP) y las secuenciaserm@mcrepetitivas intragénicas de
enterobacterias (secuencias ERIC) son algunasdetaiencias rep que mas se utilizan en
estudios epidemioldgicos (Versalowtal., 1991; Bruijn, 1992; Versaloviet al., 1994;
Rademakeket al., 1998). Aunque los cebadores de ERIC y REP fuersardalados para
genomas procariotas, estos han sido aplicados xitm @&n la tipificacion molecular de

genomas eucariotas (Van Belketral., 1998).

Los fragmentos amplificados son evaluados mediange matriz de presencia/ausencia,
obteniendo los perfiles de REP-PCR y ERIC-PCR getwr(fingerprinting), los cuales
son analizados por programas computarizados com®YSpc 2.0 y Diversilab. Estos
andlisis permiten identificar las fuentes y lasasevolucradas en un brote, vigilar la

existencia y frecuencia de especies de patbgemos [Easarium spp. (Healyet al., 2005).

6.3 METODOLOGIA

6.3.1 Técnicas de PCR

La caracterizacion molecular de los aislamientoswarium de origen humano sistémico

se realiz6 mediante dos reacciones de PCR, teniendouenta secuencias repetitivas
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extragénicas (REP) y secuencias repetitivas intiege (ERIC) del genoma. Los

resultados fueron analizados en conjunto con légsdareviamente reportados por Vega
(2009), correspondientes a los aislamientos dewragnimal, vegetal y humano superficial,
con el fin de observar el comportamiento de todmss dislamientos d€usarium en la

aproximacion al modelo multihospedero.

6.3.2 Amplificacion de secuencias repetitivas palilnomicas extragénicas (REP)

y secuencias consenso repetitivas intragénicas deexobacterias (ERIC).

Para amplificar las secuencias repetitivas extiagéne intragénicas se usaron los
cebadores REP 1R (5"-1IIICGICGICATCIGGC-3), REP 21 (5°-
ICGICTTATCIGGCCTAC-3"), ERIC 1R (5"-ATGTAAGCTCCTGGGATTCAC-3") vy
ERIC 2 (5"-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3"), siguiendo haetodologia utilizada
por Versalovic y colaboradores (1991). Se utilizpllde cada muestra de ADN a una
concentracién de 50ngd.. Las condiciones de reaccion de ERIC y REP PCRragentan

en las tablas 6.1y 6.2.

Tabla 6.1. Condiciones de reaccién de amplificacidBRIC - REP PCR

. Concentracion | Concentracion final Volumen por
Reactivos
inicial en la reaccién reaccion de 25 pl
ddh,O 12,45 pL
Buffer 5X Gitschier 5X 1X 5uL
BSA 10mg/mL 1,6 mg/mL 0,4 pL
DMSO 100% 10% 2,5uL
Mix dNTPs 10mM 0,5mM 1,25 pL
Cebador 1
50uM 50pmol 1uL
(ERIC 1/REP1)
Cebador 2
50uM 50pmol 1puL
(ERIC2/REP2)
Taq polimerasa 5U/uL 2U/ul 0,4 uL
ADN 1puL
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Tabla 6.2. Ciclos de reaccién PCR para ERIC - REP

Ciclo ERIC REP
Denaturacion inicial 95°C por 7 minutos 95°C poninutos
Denaturacion 94°C por 1 minuto 94°C por 1 minuto
Anillamiento ii(t):los 52°C por 1 minuto 40°C por 1 minuto
Extension 65°C por 8 minutos 65°C por 8 minutos
Extension final 65°C por 16 minutos 65°C por 16 ubis

Para observar los productos de la reaccion sezéealn gel de agarosa al 1.5% y la
electroforesis se corrié a 50 Voltios en buffer TAE Posteriormente, se tifio el gel con
una mezcla de TAE 1x con Bromuro de etidio, prategie la luz por 20 min. Por ultimo,

se observo y registrd en el fotodocumentador desg€el Doc).

La talla de los productos obtenidos se determindregresion logaritmica teniendo en
cuenta la movilidad electroforética de los marcadate talla molecular en cada uno de los
geles, Hyperladder 11 (2000bp, Bioline) e Hyperladdil (5000bp, Bioline). Luego se
realiz6 una matriz de presencia y ausencia de Bapdhmorficas, la cual se analizd
mediante el programa NTSYS (Numerical Taxonomy Khdtivariate Analysis System)
version 2.0. Este programa permite la elaboraciérugia matriz de similitud entre los
aislamientos con el indice DICE, para luego de#larran dendograma por el algoritmo
UPGMA. El dendograma se analiz6 con un porcentajsichilitud del 70% teniendo en
cuenta reportes de la literatura.

6.4 RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de la caracterizacion molecular porGRICR y REP-PCR se realiz6 teniendo
en cuenta los resultados de la identificacion mégioa de todos los aislamientos de

Fusarium de los diferentes origenes.

6.4.1 Patrones de bandeo por ERIC-PCR
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El dendograma obtenido mediante el programa NTSi¥&izado con un porcentaje de
similitud del 70% muestra un total de 20 conglordesacon los patrones de bandeo

obtenidos por ERIC-PCR, trece de ellos formadosupaolo aislamiento (Figura 6.1).

Cuatro conglomerados presentan un porcentaje ddtsthndel 100%, que incluyen 16
(40%) aislamientos de origen animal y humano sigalkf observandose en tres especies
de Fusarium diferentes Estas agrupaciones no son representativas potdrakno de
individuos, sin embargo, llama la atencion los emigs agrupados, lo cual se podria asociar
con posible contaminacién por contacto directo lieétnano con el animal, como se

describe en la patogénesis de los dermatofitostfvidan y Summerbell, 1995).

Se observan tres grandes conglomerados, el pricoaran porcentaje de similitud del 78%
formado por cuatro aislamientos Beoxysporum, dos de origen vegetal y dos de origen
humano sistémico; el segundo con un porcentajandiéitsd del 73% formado por siete
aislamientos dé&. oxysporum de origen vegetal y el tercero con un porcentajsiohilitud
del 81% formado por dos aislamientosFleoxysporum de origen humano sistémico. La
especieF. oxysporum se encuentra presente en todos los conglomeramtasados,
posiblemente porque es la especie mas comunmestaelaia nivel fitopatdgeno, humano

superficial y sistémico.

Es importante resaltar la formacién de un conglaah@mpor un solo individuo de origen
animal correspondiente a la espde€ieverticillioides, ya que no se agrupa con las mismas

especies identificadas en los aislamientos de agéenal.

Los aislamientos de origen humano sistémico seredisale forma dispersa en todos los
conglomerados formados; sin embargo, en el congkmoeformado con un porcentaje de
similitud del 23% se ven agrupados la mayoria d#amientos de origen humano
sistémico, ademas de observarse en este mismo difgrentes especies daisarium

representado por aislamientos de origen animaidtimiento de origen humano sistémico

identificado comoAcremonium se agrupa con diferentes especiesFdsarium en un
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conglomerado con un porcentaje de similitud del 238&sultado esperado ya que lo

reportado en otros estudios es la formacion delopregados a nivel de especie (Heetly

al., 2005).

Figura 6.1. Dendograma de los aislamientos deusarium asociados a patrones de bandeo por

ERIC-PCR
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6.4.2 Patrones de bandeo por REP-PCR

El analisis del dendograma obtenido por el progr&&YS analizado con un 70% de
similitud muestra un total de 17 conglomerados pmatones de bandeo obtenidos por
REP-PCR (Figura 6.2).

Seis conglomerados presentan un porcentaje deitsanitdlel 100%, incluyendo 12
aislamientos (30%); todos agrupan aislamientosndemo origen y aislamientos de la

misma especie.

Se observa un conglomerado con un porcentaje diitsimdel 75%, formado en su
mayoria por aislamientos de oxysporum de origen vegetal y humano superficial. Este
conglomerado incluye dos aislamientos de origenmahique corresponden &.

verticillioiodes.

Es importante resaltar la formacién de un conglaah@mpor un solo individuo de origen
humano sistémico que corresponde a la espeaysporum, la cual no se agrupa con la

misma especie identificada en los otros origenes.
El aislamiento de origen humano sistémico ideraac comoAcremonium se agrupa en un

conglomerado con un porcentaje de similitud deRA@dn un aislamiento de solani de

origen humano sistémico y un aislamientd=dequiseti de origen animal.
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Figura 6.2. Dendograma de los aislamientos deusarium asociados a patrones de bandeo por

REP-PCR.
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6.4.3 Comparacion ERIC-PCR y REP-PCR

Comparando los resultados obtenidos por ERIC-PCREP-PCR los datos no son

concluyentes, no se observa formacién de conglatosradefinidos por origen de

aislamiento ni por especie identificada. En losa#lamientos evaluados se observaron 34

patrones de bandeo para ERIC-PCR y 24 para REP-RORyrando la eficiencia de la

56




técnica para diferenciar entre cepas estrechamelstieionadas (Ededt al., 1995). Este
comportamiento observado en los diferentes aislsse demuestra la variabilidad
genética del génefieusarium (Healyet al., 2005; Poundeet al., 2005).

La diferencia entre estas técnicas puede estaciopbda con los fragmentos de
amplificacion y la variabilidad genética que préaarios hongos. Esto se puede relacionar
con el estudio de Godoy y colaboradores (2004),deoavaluaron por ERIC-PCR
aislamientos deF. solani provenientes de pacientes con queratitis, obseos@nda
formacion de varios conglomerados dentro de la misspecie con un indice de similitud
del 90%.

Por otro lado, al comparar los resultados reposgguw Vega (2009), del analisis de 30
aislamientos (origen animal, humano superficial ggetal), se muestra un patron de
distribucion diferente al observado con la inclaside los 10 aislamientos de origen
humano sistémico, donde los conglomerados por BRIR; estaban definidos por especie,

contrario a lo observado en nuestro analisis.

La formacién de conglomerados con porcentajes rdditsid del 100% en ERIC-PCR no
esta definida por especies especificas, ya queébsern@n agrupaciones que relacionan
individuos de diferentes especies; fendbmeno caatealo observado en REP-PCR donde la
mayoria de conglomerados con el 100% de similitgthre definidos por especies
especificas. Respecto a la distribucion por origenaislamiento hay correlacion entre
ERIC-PCR y REP-PCR, ya que estos estan distribuddlestoriamente a lo largo de los

conglomerados.

Los resultados obtenidos no concuerdan con lo taporen otros estudios donde hay
formacion de conglomerados por especie. Alves whmohdores (2004) realizaron un
estudio donde evaluaron la aplicabilidad de REP-R&Ra tipificar molecularmente

hongos de los génerd2haeoacremonium y Phaeomoniella, analizando los patrones de
bandeo por el programa NTSYS, donde hubo formad#oonglomerados por especie y se

consider6 como una técnica de apoyo para complametros métodos de identificacion.

57



Por otro lado, analisis realizados por el progrdbneersilab REP-PCR para identificar
dermatofitos y especies deusarium también se observé formacion de conglomerados
segun especie (Heatyal., 2005; Poundeet al., 2005).

Los analisis realizados de estas especies y gbagriento que presentan a nivel molecular,
confirma la alta variabilidad de este género, lal @poyaria la capacidad multihospedero
de Fusarium spp, a pesar de no existir estudios que consoléga hipétesis. Esta
variabilidad se puede definir como la capacida@ pesponder a cambios ambientales y en
el hospedero (Ortoneaial., 2004; Rochambeaat al., 2000). La discriminacion de cepas
observada en los patrones de rep-PCR fueron eggedatido a la dindmica compleja del
género Fusarium, cuya clasificacion ha sido controversial y fratieenente confusa
(Groenewald, 2005).
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7. FACTORES MODULADORES DE PATOGENICIDAD

7.1INTRODUCCION

Las enfermedades son el resultado de la interacerire los microorganismos, el
hospedero y el medio ambiente. La capacidad dmioorganismos de causar infecciéon
depende de sus factores de virulencia, la respuestame y la susceptibilidad genética en
relacion con las condiciones fisicas, culturalesgnomicas del medio ambiente.

En la patogénesis, las caracteristicas propias aeicroorganismo o factores de virulencia
que facilitan la capacidad de adhesion o transgned® barreras naturales, la capacidad de
alterar los tejidos o la fisiologia del hospedeta gapacidad de evadir la respuesta inmune

son el resultado de una enfermedad.

Hoy en dia muchas enfermedades se logran contgoéaias al conocimiento de los
agentes causales y su interaccion en la respuestalphospedero. Sin embargo, la
patogénesis deusarium en modelos animales no es clara, donde el fagorirdlencia
mas descrito es la actividad enzimatica pero Uréceenen modelos vegetales. Por este
motivo es importante evaluar otros factores modukslide virulencia en la interaccion con

diferentes hospederos.

7.2 PATOGENESIS DEFusarium

La patogeénesis se describe como el proceso comgttdesarrollo de enfermedad en el
hospedero. Durante las etapas iniciales de laaict@imn, el microorganismo debe percibir
estimulos y responder mediante cambios morfolégycbgquimicos donde los procesos

de sefalizacion son claves para definir la infec¢ionceraet al., 2003).

Entre los mecanismos de patogenicidad que le pamnait patdgeno detectar la presencia

del hospedero y posteriormente generar enfermagaehcuentra la capacidad de adherirse
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a los tejidos e interferir con las funciones ceksa(Pradost al., 2006). La relacion entre

germinacion y adherencia se considera una de ilasigales causas de patogenicidad. Los
receptores de las células del hospedero para lesiads de algunos hongos juegan un
papel importante. Este es el caso de fibronectinebina, lectinas y factor G, esenciales

para que el microorganismo se establezca en @bt@jitolaet al., 2001).

En el génerd-usarium se encuentran algunas especies productoras a@sayiie producen
mas de 50 sustancias toxicas, que pueden causalibead del tejido o necrosis hasta la
extrema inmunodeficiencia, supresion humoral ylaelproduciendo efectos mutagénicos
y cancerigenos tanto en el hombre como en anirfidi@ssas, 1984; Di Pietro y Gonzélez,
2005).Fusarium spp. también tiene la habilidad para adherirsaternal de plastico como

lentes de contacto y catéteres.

Los sideréforos son considerados otro factor degesticidad al favorecer la adquision de
hierro, indispensable para una variedad de proocesatares como respiracion, ciclo del
acido tricarboxilico, detoxificacion de radicalese destrés oxidativo, sintesis de

aminoacidos, desoxiribonucleotidos, lipidos y edésr (Haa®t al., 2008).

Fusarium tiene la capacidad de producir enzimas que puetlerar o degradar distintos
polimeros presentes en las paredes celulares dpldatas. Este complejo enziméatico
constituye un importante factor de virulencia pisarium ya que le permite no solo
penetrar el tejido del hospedero al mediar la namid@n tisular y la disgregacion de la
estructura de la pared, sino que es un mecanisoesago para la obtencion de nutrientes
(Di Pietro y Gonzalez, 2005). Asi mismo, algunaszimas pueden facilitar la
multiplicacion del propio hongo, favoreciendo lasatninacion por los tejidos del

hospedero.

Fusarium como fitopatdgeno necesita atravesar las paredatares de sus hospederos
para proliferar en el apoplasto y tener accesoadbplasto, debido a que durante el proceso
infeccioso el hongo encuentra diversas barrerasiabstales tales como la endodermis,

paredes vesiculares y tilosas, entre otras. Ssthhlecido que la secrecion de un complejo
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enzimatico que actla en la degradacion de la paetedar (cell wall-degrading enzymes
CWDESs) es el mecanismo principal mediante el ceatisspolimeriza cada uno de los
componentes de las paredes celulares (celulosmoxipectinas, acidos poligalacturénicos
y extensinas) (Di Pietro y Gonzéalez, 2005). Las (B¥3on utilizadas por los patdogenos
durante el proceso de infeccion para diferentepdsmitos, tales como penetracion y
ramificacion dentro de los tejidos de la plantapearo, liberacidbn de nutrientes o
interferencia con la respuesta de defensa de mdgp{Roncerat al., 2000; Guevara, 2003;
Di Pietro y Gonzéalez, 2005). Se ha establecidoxiatencia de dos tipos de enzimas,
enzimas que presentan actividad "endo” (aquellasagtiian en los enlaces centrales de la
molécula), capaces de producir necrosis y por tdegtruccion de tejidos y enzimas de
actividad exo (actian en los enlaces externos deolécula) que proporcionan nutrientes

al patégeno a partir de las sustancias polimédeda pared del hospedero (Imai, 1991).

Algunos hongos presentan capacidad queratinoffliqaeratinolitica como un importante

factor de patogenicidad, ya que les permite colnigjidos de humanos y animales y de
esta forma convertirse en agentes patdégenos. Logokoqueratinofilicos producen un
complejo de enzimas proteoliticas que tienen unpliangama de especificidad (Kurnet,
2000), pueden hidrolizar proteinas solubles (casegelatina, albumina, hemoglobina,
mioglobina) y otras insolubles (queratina, elastic@ageno, fibrina, fibronectina) (Imai,

1991). La produccion y secrecion de enzimas pritiess se lleva a cabo a través del
micelio activo de hongos dermatofitos y de génateshongos queratinofilicos como
Fusarium (Richardson y Edgard, 2000).

7.3 FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA PATOGENESIS
Otros factores que favorecen al patégeno la sumwia dentro del hospedero y

ambientes hostiles, son la temperatura, dispoddullide oxigeno, concentracion de iones,

disponibilidad de nutrientes y pH, los cuales seias a patogenicidad.
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La temperatura es uno de los factores ambientaées importantes para el crecimiento
optimo de los hongos, la cual oscila entre 25 y2&in embargo, estudios realizados
vitro han demostrado que especiesFdenoniliforme y F. graminearum se adaptan a un
amplio rango de temperaturas (Xiangmietgal., 2007). ElI marchitamiento en plantas
también es afectado por la temperatura. Ben Yeph8htienberg (1994) indicaron la
relacion entre la temperatura del sustrato y langsidad de la enfermedad. En las formas
diseminadas en modelos animales, la temperatumga jum papel fundamental en la

adaptacion del microorganismo a las células diela€BuriK et al., 2001).

El pH es importante en varios modelos de patogdgmcya que favorece la supervivencia
del patdgeno en el hospedero (Hogan, 19969 microorganismos que crecen a diferentes
pH, tienen la capacidad de reconocer y respondecuadamente a las condiciones
ambientales a las cuales se encuentran expuesigarfH1996; Nosanchuk, 2003). Se ha
demostrado que el pH influencia la germinacionldmilosporas eR. oxysporum, aunque

la germinacion al parecer ocurre en un amplio raRgmget al., 1999). Estudios previos
han reportado que el pH intracelular se asociadifementes procesos celulares, como la
transcripcion de ADN, la regulacion de las actidiels enzimaticas, la sintesis de proteinas
y pared celular (Chitarret al., 2005). Los hongos al tener la capacidad de naockhlpH
dentro del fagolisosoma, de pH acido a pH alcalismn capaces de sobrevivir a la

respuesta inmune (Segal, 2006).

Las etapas de crecimiento también se ven infludasigor el balance ecoldgico y la
disponibilidad de nutrientes. Dentro de las comdies de colonizacion en las células y
tejidos animales, se debe reconocer la importadeidos requerimientos nutricionales
presentes en la sangre, tales como hemoglobinanaih y mioglobina que son proteinas
solubles (Imai, 1991).
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7.4 METODOLOGIA
7.4.1 Descripcion de la muestra

Se evalud el comportamiento de los 40 aislamiefraste a factores moduladores de

crecimiento como temperatura, pH, sustrato e higisidle urea.
7.4.2 Evaluacion de las muestras

Se evaluaron aislamientos Besarium previamente crecidos en PDA con un periodo de
incubacién de 7 dias. Se tomaron discos de agabatde del crecimiento radial y se

colocaron en el centro de las cajas con el mediabiar.

Para observar el comportamiento a diferentes teathyas se sembraron cajas de agar PDA
y se incubaron a 28, 37 y 40°C. Para evaluar ps&s®ro en cajas de agar PDA con pH 4,
7y 9, las cuales se incubaron a 28°C. La evalnaiténte al sustrato se realizdé en agar
extracto de malta suplementado con sangre al 5%@rtdo como control el mismo agar sin
suplementar e incubando a 28°C. Todas las evalegige realizaron por triplicado por un
periodo de 7 dias midiendo el diametro de la caloada 24h.

La actividad ureasa se determind por crecimientiraje del indicador de pH en agar y

caldo urea, formulacién de Christensen.

7.4.3 Analisis de los resultados

Para cada parametro evaluado los datos fuerortrastps en una base de datos de Excel y
analizados estadisticamente por area bajo la dAiB&) (Istifadahet al., 2006), en el
programa estadistico SPSS 11.5.

g
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7.5 RESULTADOS Y DISCUSION

7.5.1 Comportamiento frente a diferentes temperatias

El comportamiento de los 40 aislamientos frentasadiferentes temperaturas evaluadas
mostrd diferencias estadisticamente significatif@s0.05) (Anexo 7.1). Se observd un

buen desarrollo de las colonias a 28°C de todosaislamientos, lo que demuestra la

condicion fisiolégica de los hongos para desanmsd#laen el medio ambiente en forma

saprofita (Figura 7.1 y 7.3). Sin embargo, es irtgue resaltar el mejor crecimiento de las
colonias a 37°C de los aislamientos de origen abgedmparado con el de 28°C (Figura

7.1y 7.2) (Anexo 7.3). Este comportamiento poddasiderarse un factor importante al

momento de colonizar hospederos animales, dondmialiciones de temperatura cambian
y deben adaptarse a las nuevas condiciones deglttoodpedero, o a las condiciones en
diferentes regiones climaticas.

El andlisis por Duncan muestra varios agrupamiefdsscuales reune aislamientos de
diferentes origenes, excepto para la evaluaciddf@ donde solo se agrupan aislamientos

de origen humano sistémico (Anexo 7.2).

Investigaciones realizadas en control biol6gicgdtgenos en plantas revelan que éste es
mas agresivo a 28°C y que a temperaturas extrehuesarrollo del patdgeno se inhibe y
no favorece el progreso de la enfermedad. El cienim evidenciado a 37°C podria ser

una forma de adaptacion del ciclo parasitico em ledispedero (Groenewald, 2006).
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Figura 7.1. Aislamientos de-usarium spp a diferentes temperaturas segun origen
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Abc: area bajo la curva (mediciones del crecimieathal).

La temperatura es uno de los factores ambientalesrds influye en el desarrollo de una
enfermedad y en la expresion de sintomas. La textyvardptima para el desarrollo del
patdégeno esta entre 25 y 30°C, una temperaturanaidé 5°C y una temperatura maxima
de 37°C, considerandose un rango de muerte enekd satre 57.5 a 60°C durante 30
minutos (Groenewald, 2006). Estudios realizados @udoneda (2003), indican que las
patologias causadas pbusarium spp. son mayores en areas tropicales y subtropicale
aumentando su incidencia en temporadas de lluvialgso cambios de temperatura y
humedad, condiciones que favorecen la capacidgemeinacion.

Los aislamientos de origen animal presentaron ehif@as en el comportamiento frente a

las tres temperaturas evaluadas. La cepa 159 denoanimal, identificada comb.
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sporotrichioides, tiene un menor desarrollo a 37°C diferente a o#fistamientos de la
misma especie, lo que podria indicar que el corapvento no esta definido por especie
sino por adaptacién evolutiva en relacion al hospe¢Figura 7.1).

Por otro lado, se observan diferencias estadis(sasxo 2) del comportamiento de los
aislamientos de origen humano sistémico a 40°Qdrarnos otros origenes. Esta condicion
de termotolerancia explica la adaptacion de lasa@sp de-usarium aisladas de procesos
sistémicos para sobrevivir a temperaturas quelaos@ntre los 38°C y 40°C, en los
cuadros febriles de pacientes inmunosuprimidose@PgrCarrasco, 2006) (Figura 7.2). La
termotolerancia se encuentra relacionada con lsepota de proteinas hidrofébicas en la
pared celular de los conidios que protegen al hamgjoestrés térmico y favorecen la
adhesion a las células del hospedero (Ying, 2004).

Figura 7.2. Aislamientos de-usarium spp. a 40°C.
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Figura 7.3. Cultivos deFusarium spp. a diferentes temperaturas
Serie 400
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Serie 200 (aislamientos origen humano superficsahie 300 (aislamientos origen vegetal) y serie 40
(aislamientos origen humano sistémico).

El comportamiento deF. oxysporum a las diferentes temperaturas es similar en
aislamientos de origen animal, humano superficialegetal. EI mayor crecimiento de
aislamientos humanos sistémicos a 40°C indica datadion de esta especie a los cuadros

febriles de hospederos humanos con patologias isiadas (Figura 7.4).

Figura 7.4. Comportamiento deF. oxysporum a diferentes temperaturas.
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El comportamiento de las especies diferentBsaysporum a las diferentes temperaturas

se muestran en la figura 7.5.

Figura 7.5. Comportamiento deFusarium spp. a diferentes temperaturas.
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7.5.2 Comportamiento frente a diferentes pH

Todos los aislamientos se desarrollaron en un ralg@H acido (4) a alcalino (7),
mostrando diferencias estadisticamente signifiaati(p<0.05) (Anexo 7.4). Este
comportamiento indica la adaptabilidad Basarium en un amplio rango de pH, lo cual
favorece al microorganismo la supervivencia enrdifees ambientes del hospedero (Figura
7.6). Los analisis por Duncan muestran agrupamsedemlos por diferentes origenes de

aislamiento (Anexo 7.5).

El crecimiento de las cepas a pH 4 se asocia coandicion fisioldgica requerida por los

hongos para desarrollarse de forma sapréfita. B9@% de los aislamientos provenientes
de origen animal, donde hay diversidad de espegiég, aislamientos de plantas, donde
solamente se encuentfa oxysporum, se presentd un mayor crecimiento a pH 9. Los

aislamientos de origen humano superficial y sistérmiostraron mayor crecimiento a pH 9
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en un 80% y 60% respectivamente (Figura 7.6). 8haiiento 403 de origen humano

sistémico,

identificado comoAcremonium, no muestré diferencias estadisticamente

significativas en su crecimiento en los tres pHwa@os (Anexo 6), pero si respecto a los

otros aislamientos; comportamiento fisiolégico difdge al géner&usarium (Figura 7.6).

Figura 7.6. Aislamientos de-usarium spp. a diferentes pH segun origen.
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Abc: area bajo la curva (mediciones del crecimieatbal).

Hogan y colaboradores (1996), afirman que la cdpacpara modular un amplio rango de

pH, favorece la supervivencia del patogeno en spédero, incrementando su virulencia y

habilidad para crecer a pH fisioldgico. Las espeegtudiadas no mostraron diferencias en

su comportamiento cuando se crecieron a pH 4, ,7llgv@ando a concluir que esta es una

condicién favorable para todas las especies dergéusarium (Figura 7.7 y 7.8).
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Figura 7.7. Aislamientos dd-usarium oxysporum a diferentes pH
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En F. oxysporum fue clonado un gen ortélogpacC que regula pH y funciona como
regulador de virulencia en plantas. Cepas mutapte€ de F. oxysporum muestran
crecimiento en ambientes a pH &cidos aumentandiridencia, mientras que ceppacC
silvestres que expresan el alelo domingoaeC crecen a pH alcalinos disminuyendo

significativamente su virulencia (Caracethl., 2003).

Figura 7.8. Comportamiento deFusarium spp. a diferentes pH
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La capacidad observada de los aislamientos de ifesetes origenes para adaptarse a
diferentes condiciones de pH muestra una propidddds hongos y un determinante de su
evolucion por su capacidad para adaptarse a uri@mplgo de condiciones extremas. Esta
habilidad podria depender de la presencia de sengoe monitorean el ambiente y median
cambios en la expresion de genes en respuestal@aosaen las condiciones externas, los
cuales pueden estar involucrados en la virulenah hebngo. Por otro lado, el pH

intracelular se asocia con diferentes procesosaceli(Chitarraet al., 2005).

7.5.3 Comportamiento frente a sustrato

La evaluacion del crecimiento en agar extracto déansuplementado con sangre al 5%, en
la mayoria de aislamientos no mostro diferencitadésticamente significativas respecto al

control, agar extracto de malta sin suplementayuffai 7.9). Se observé un buen desarrollo
de todos los aislamientos independientemente dgkrgr sin embargo, es importante

resaltar el comportamiento de la cepa 403 ideatific comoAcremonium, donde se

observé un menor desarrollo a pesar de las fuentesionales.

Figura 7.9. Comportamiento deFusarium spp. en agar extracto de malta.
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El mayor desarrollo observado en el agar suplemdentzon sangre al 5% puede

correlacionarse con la adaptacion en modelos aesralla disponibilidad de nutrientes
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proporcionados en la sangre como azUcares, pretgingitaminas. Estos resultados
muestran el comportamiento de las especiesw@rium en condiciones naturales de

colonizacion en hospederos animales (Figura 7.10).

Figura 7.10. Cultivos deFusarium spp. en agar Extracto de malta.

EM+S: Agar extracto de malta suplementado con sandgs&al EM: Agar extracto de malta

7.4.4 Hidroélisis de la urea

Dentro de los factores de virulencia asociaddsusarium, se destaca el papel de las
enzimas, las cuales le permiten degradar impogacoastituyentes de las barreras de
proteccion externa de sus hospederos. En esteiesaldl00% de los aislamientos de

Fusarium de los diferentes origenes, mostraron actividadsa en medio sélido y liquido.

La evaluacion de pH en caldo Urea se determin0 gamacer los rangos de pH en la
alcalinizacion del medio, teniendo en cuenta Issiltados observados en la evaluacion de
pH en PDA, donde los aislamientos presentaron @m lokesarrollo a pH 9. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas enaisamientos evaluados (p <0.05) (Anexo
7.7). Los rangos de pH obtenidos para los aislawsedeFusarium, independiente del
origen, oscilaron entre pH 7 y 9, lo cual concuetda los resultados obtenidos en la
evaluacion de pH en PDA. El andlisis por Duncantmaseis agrupamientos, donde cinco

estuvieron representados por aislamientos de difese origenes, presentandose
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solapamiento entre ellos y un grupo esta constitgidr un solo aislamiento de origen

animal (Anexo 7.8).

Figura 7.11.Evaluacion de pH en caldo Urea.
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El comportamiento frente a un amplio rango de ppdanite aFusarium modular frente a
la respuesta inmune del hospedero y de igual fdrerde a diferentes pH en el suelo.
Reportes de Segal (2006), afirman que los proceshdares como la regulacion de la
actividad enzimatica y la sintesis de proteinadneasociados al pH intracelular; es alli,
donde el microorganismo debe sobrevivir a la resjau@mune del hospedero modulando
el pH dentro del fagolisosoma, de pH acido a pHalao, condicion modulada

posiblemente por actividad enziméatica de la ur@assenberg, 1997)

La gran diversidad y las variaciones estructurdéSusarium spp. podrian estar asociadas
a regiones climaticas especificas en el mundoeB8ibargo, el rango real de especies de
Fusarium asociadas a hospederos capaces de causar enférmeetia sido investigada y
los efectos de diferentes factores como temperabliitay nutrientes en la distribuciéon de

especies no ha sido completamente entendida (Viladiral. 2000).
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8. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD

8.1 INTRODUCCION

Existe aumento en la incidencia de infeccionesifiagyque han sido documentadas desde
los afios 80, con patdégenos flngicos emergentesqueu®l nimero de infecciones
diseminadas causadas por hongos filamentosos ascbajparada con las infecciones
causadas por levaduras, el incremento en su irgalgnel aumento en la resistencia
requieren de la evaluacion mediante pruebas destilsiidadin vitro a antifingicos de
terapia clinica. En los ultimos afios, hongos patdgemergentes han generado resistencia
intrinseca frente a agentes antifiUngicos de ussicoapresentandose una transicion de

aislamientos sensibles a resistentes (Linatralk, 2005).

Especies ddé-usarium han emergido como un importante grupo de hondaséntosos

que causan infecciones localizadas y diseminadasica alta morbilidad y mortalidad. Se
han reportado tasas de mortalidad del 100% enmasienmunosuprimidos con fusariosis
diseminadas, dondEusarium solani es considerada una de las especies mas patdgenas
después déspergillus fumigatus. Fusarium solani y Fusarium oxysporum son las especies

mas frecuentemente encontradas en los aislamieliasos (Pujolet al., 1997).

El tratamiento apropiado para las infecciones disadas es limitado y existe poca
informacion acerca de la actividaavitro frente a los antifingicos, sin embargo el uso de
nuevos antifungicos como el voriconazol ofrece mayor eficacia clinica y una menor
toxicidad (Linarest al., 2005).

Por este motivo, se pretende tener datos adiciosalere el perfil de susceptibilidad frente
a antifangicos de terapia clinica de aislamient®$wbkarium spp. siguiendo el protocolo
del CLSI (M38A2) para determinar posibles asociaes o diferencias entre los

aislamientos y su origen.
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8.2 PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANO S

En 1982 el CLSI (Clinical and Laboratory Standarstitute) establecié los parametros para
determinar la sensibilidad antifingigavitro a las levaduras. Para el afio 1998 se publicé
el primer documento que describe el método dearféa para determinar la sensibilidad
in vitro de los hongos filamentosos M38-P (NCCLS, 1998)xudtento que ha sido
modificado, hasta llegar al que hoy se conoce cdomumento de referencia M38-A2
(CLSI, 2008).

Las pruebas de susceptibilidad estan orientadasnacer si los microorganismos son

sensibles o resistentes a los antimicrobianossar @ que las condiciones simuladas en la
técnica son diferentes a lo que ocurre en el seraho. Sin embargo, si estos resultados
son bien interpretados son de utilidad para eladjnademas de ser pruebas importantes

para el desarrollo y descubrimiento de nuevos atrtinianos.

En los dltimos afios se han desarrollado técnices @laestudio de la susceptibilidad
vitro a los antifungicos de las cuales el método deadilercion en caldo es considerado la
técnica de referencia. Aunque con dificultad seestablecido un protocolo para evaluar
susceptibilidad de hongos filamentosos, el CLSIntaiecon el estandar M38-A. Este
método ha sido estandarizado pa#apergillus sp., Fusarium sp., Rhizopus sp.,
Pseudalescheria boydii y la forma filamentosa d&porothrix shenckii. Determinar la
concentracién inhibitoria minima (CIM), en hongdarhentosos es complejo, pues ademas
del recuento por densidad Optica, requiere un rdgouele conidios por camara de
Neubauer, debido a la presencia de conidios y @imsehifales que influyen en la

preparacion del indculo (Tapia, 2009).

Existen métodos alternos que surgen por la neakdigl@ontar con técnicas que puedan ser
utilizadas para el diagndstico de rutina en el dfatmyio clinico. Las técnicas de difusion en
agar han sido una de las méas generalizadas, dbadest es la mas utilizada. Esta técnica
cuantitativa permite determinar si una cepa esildens resistente, siendo un método

simple, donde se inocula el hongo en la superfieiain agar, se aplica una tira plastica
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impregnada con un gradiente de concentracion défulagico y se determina la
concentracion inhibitoria minima (CIM). Esta téajgermite evaluar CIM de anfotericina
B, fluconazol, itraconazol, fluocitosina, voricoogzposaconazol y caspofungina (Espinel-
Ingroff et al., 2001; Ballestét al., 2006; Tapia, 2009).

8.3 IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE SUSCEPTIBILIDAD ANTI FUNGICA

La realizacion de las pruebas de susceptibilidaatinicrobianos permite efectuar estudios
de vigilancia epidemioldgica para conocer los pesfide susceptibilidad y de resistencia de
aislamientos en un pais o0 zona geogréfica. Por latto, permite vigilar el nivel de
resistencia frente a nuevos antifungicos y predadiespuesta clinica o mejorar la terapia
de pacientes que no responden adecuadamente miératzs convencionales (Tapia,
2009).

8.4 CORRELACION DE LOS RESULTADOS CON LA CLINICA

Un dato de CIM sin una correlacién clinica no tiemaor. Sin embargo, existen varios
factores que influyen en la interaccibn que se gerantre el microorganismo y el
hospedero. La respuesta clinica puede estar imfludsm por factores intrinsecos del
antifingico, del hospedero y del microorganismotog&sfactores juegan un papel
importante en la respuesta al tratamiento (Rodeigua ., 2000; Tapia, 2009).

Dentro de los factores del hospedero que puedduirirdn la terapia encontramos
respuestas inespecificas como quimiotaxis, fagaisitoinflamacion, etc.; respuestas
especificas como activacion del complemento, indadhicelular e inmunidad humoral y
sitio de la infeccion como zonas donde la respuestaine es efectiva, formacion de
abscesos, presencia de cuerpos extrafios, pH del dgt infeccion y anaerobiosis
(Rodriguezt al., 2000; Tapia, 2009).
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Otros factores a tener en cuenta, son las carstactas propias del patdgeno como tamafo
del inéculo, fase de crecimiento, factores de eimala (toxinas, enzimas extracelulares),

factores de adherencia y resistencia a la accilbsugeo (Rodrigueet al., 2000).

8.5 RESISTENCIA A LOS ANTIFUNGICOS

Existe un mayor reconocimiento por la morbilidachgrtalidad de las infecciones fungicas
causadas por hongos resistentes. EI aumento dekraude pacientes trasplantados,
poblacién infectada por el virus de inmunodeficianftumana y en general de pacientes
inmunosuprimidos ha generado un aumento paralelonfdeciones fungicas, uso de

antifungicos y aparicion de hongos resistentesas §Beréa y Patterson, 2002).

La resistencia se define desde el punto de vistaohibldgico y clinico. La resistencia
clinica es la persistencia o progresion de unacoid@ a pesar de la administracion
apropiada de tratamiento antifingico y la resisgenucrobiolégica es cuando la cepa es
resistente al antifungico presentando CIM mas elevale lo habitual (Peréa y Patterson,
2002; Kerridgeet al., 1988). Dentro de resistencia se habla de resisténtrinseca cuando
ninglin miembro de una especie es sensible a ufirgitio, resistencia primaria cuando
una cepa perteneciente a una especie normalmersiblseal antifingico posee resistencia
natural al mismo sin necesidad de haber estadomaato con éJ resistencia secundaria
cuando una cepa previamente sensible adquier¢eress al compuesto después de haber
estado en contacto con él (Rodrigeeal., 2000; Kontoyiannis y Lewis, 2002).

Se han descrito mecanismos bioquimicos de resiatarlos antifUngicos como alteracion
de la membrana celular que conlleva a una menangabilidad de los antifingicos,
defecto enzimatico, aumento en la sintesis de cestps naturales del hongo que compiten
con el antifingico y desaparicion del blanco o caméstructural del mismo. Los
mecanismos de resistencia descritos por basesigen&bn mutaciones cromosomicas,
mutaciones extra cromosémicas Yy segregacion matotle homocigotos resistentes
(Rodriguezt al., 2000; Vanden, 1997; Masia y Gutiérrez, 2002).
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8.6 ANTIFUNGICOS

Los principios activos disponibles hoy en dia pardaratamiento de las micosis pueden
dividirse en cuatro grupos de acuerdo a su mecandaraccion: alteracion de la funcién
de membrana (polienos), inhibicidon de la sintesid@N o ARN (fluocitosina), inhibicion
de la biosintesis de ergosterol (azoles, alilamjr@snhibicion de la sintesis de glucanos
(equinocandinas) (Vanden, 1997; Peréa y PatteP&f2).

8.6.1 Antifungicos mas utilizados en practica clisa y su blanco de accién

Anfotericina B (Fungizone): polieno que actla aehide sintesis de ergosterol. Resistencia
primaria ha sido vista efseudallesheria bodyii, Scedosporium, Fusarium spp,Aspergillus

terreusy A. flavus.

Fluconazol (Diflucan):compuesto que actian mediante la inhibicion de daine
lanosterol 14- demetilasa en el complejo citocré?b0 de los hongosrésenta actividad
frente aCandida spp.y Cryptococcus spp. No tiene actividad contra hongos filamentosos
invasivos. Resistencia primaria con especies Gaadida no albicans y resistencia
secundaria frente @ albicans en pacientes con SIDA.

Voriconazol (Vfend): triazol de segunda generacd@rivado sintético del fluconazol.
Inhibe el citocromo P450 dependiente de 14 lanolstirmetilasa, la enzima requerida para
la sintesis de ergosterol. El Voriconazol es mustés potente inhibidor de la enzima
fungica comparado con el Fluconazol, resultandaerantifingico de amplio espectro.
Presenta actividad frente a hongos filamentososfodeas clinicas invasivas como

Aspergillusy Fusarium spp. No presenta actividad contra los Zygomycetes.

Caspofungina: es el primer representante de unaanciase antifingicos denominados
quinocandinas que interfieren en la sintesis depdeed del hongo, 1,3 D-glucano
componente clave de la pared de la célula fungicajuciendo inestabilidad osmatica y

muerte celular. Fungicida cont@andida spp. y especies resistentes a los azoles.
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Terbinafina: alilamina que inhibe la enzima escoal@-3 epoxidasa, interfiriendo en la
sintesis del ergosterol, componente fundamentdh daembrana del hongo, llevando a

deficiencia del ergosterol ocasionando la muettidare

8.7 METODOLOGIA

8.7.1 Descripcion de la muestra

Se evaluo el perfil de susceptibilidad de los 4flaanientos de-usarium spp de los

diferentes origenes de aislamiento.

8.7.2 Perfil de susceptibilidad deFusarium spp. a los antifungicos por el

método de microdilucién

Se realiz6 la técnica de microdilucidon en caldapgamgos filamentosos segun el protocolo
del CLSI M38-A2. Los antifungicos evaluados fuerédmfotericina B, Fluconazol,
Voriconazol y Terbinafina. Se utiliz6é RPMI 1640 +Q®S (0,164M) a pH 7,0

suplementado con 2% de glucosa como medio de aultiv
Las soluciones de antifungise prepararon de acuerdo al solvdibla 8.1)y pesando la

cantidad correspondiente para obtener una concéniral00 veces superior a la

concentracion mas alta del antifingico a evaluar.
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Tabla 8.1. Solventes utilizados para preparar lasobuciones patrén.

) _ Concentracién evaluada
Antifingico Solvente
pg/mL
* Anfotericina B (Bristol M) DMSO 16— 0.03
Fungizone '
* Fluconazol (Phizer)
_ Agua 64 — 0.125
Diflucan
* Voriconzol (Phizer)
DMSO 16 — 0.03
ViendTM
Terbinafina (Sigma) DMSO 16 —0.03

* Preparado comercial para infusién endovenosa.

Las diluciones de los antifungicos se prepararomaerdo al esquema propuesto por el

documento M38-A2, teniendo en cuenta el interv@aancentracion de cada antifungico

en la microplaca fondo en U.

Antifingicos no solubles en agua: a partir de llu@on patrén se realizaron
diluciones seriadas en DMSO a una concentracionvéfes mayor a la
concentracién final a evaluar. Luego se realiz6 dilacion 1/50 en RPMI
guedando una concentracion dos veces mayor a teetracion final deseada. El
volumen de cada tubo de dilucién se coloco en daj®etri estéril y con pipeta
multicanal se llenaron con 100 ul de la concenbracorrespondiente, los pozos de
las microplacas fondo en U (columnas 1 a 10). La®op de la columna 11 se
llenaron con 100ul de RPMI con 2% de DMSO (conttel crecimiento) y los
pozos de la columna 12 con 200ul de RPMI (contecdsterilidad).

Antifungicos solubles en agua: a partir de la dolucpatron se realizaron
diluciones seriadas en RPMI 1640 a una concentrat® veces mayor a la
concentracion final a evaluar. Luego se realizédiheion 1/5 en RPMI quedando
una concentracion dos veces mayor a la concentrdicial deseada. El volumen
de cada tubo de dilucion se coloc6 en caja de @&tiril y con pipeta multicanal se
llenaron los pozos de las microplacas fondo endlufenas 1 a 10) con 100 ul de

la concentracion correspondiente. Los pozos deolanma 11 se llenaron con
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100! de RPMlcontrol de crecimiento) y los pozos de la colurhBaon 200ul de
RPMI (control de esterilidad).

Para evaluar los aislamientos #esarium spp. se tomd un cultivo de siete dias de
crecimiento en agar Avena en tubo (72h a 35°C degie 96h a 25 - 28°C para completar
los 7 dfas). Se realizé una suspension de conéia®lucion salina de 1-5t@luals/mL,

la cual se ajust6 por recuento en camara de NeulBeidnizo una dilucién 1/50 en RPMI,

con una concentracion final de 0,4 ¥ £06x1¢ UFC/mL. Todas las microplacas fondo en
U se llenaron con 100ul de la suspension de conidige yncubaron a 35°C por 48h.

Posteriormente, se realizd lectura espectrofotocaéta 405nm. La concentracidon

inhibitoria minima (CIM) de los azoles (antifungicdungiestéticos) se evalué con la
concentracion mas baja que produjera el 50% deisibn de crecimiento respecto al

control, anfotericina B (antifingico fungicida) yonconazol con el 100% inhibicion y

terbinafina con el 80% de inhibicion.

La prueba s&alidé con el control de calidadilizando como cepas de referen€andida
parapsilosis ATCC 22019 yCandida krusei ATCC 6258. Las cepas fueron obtenidas de un
banco liofilizado en la coleccibn de microorganismde la Pontificia Universidad
Javeriana. Las cepas se reconstituyeron comprobandpureza y posteriormente se
conservo en varios viales, para evitar el riesguat@cion en su perfil de sensibilidad por

la realizacion de varios repiques durante el estudi

8.7.3 Perfil de susceptibilidad dé-usarium spp. a los antifungicos por E-test
Los antifungicos evaluados fueron Anfotericina BJudenazol, Voriconazol vy
Caspofungina. Se utilizaron placas de agar con RED + MOPS (0,164M) a pH 7,0

suplementado con 2% de glucosa.

A partir de cultivos dd-usarium spp. en agar Avena en tubo inclinado e incubado3p

dias a 35°C y posteriormente 4 dias a 28°C, sedgaaha suspension en solucién salina
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(0,85%), ajustando la concentracion de conidiosrpouento en camara de Neubauer de
10Pcélulas/mL.

Las suspensiones se inocularon en las placas dengg@gnando escobillones estériles y
sembrando en tres direcciones. Se dejé secar panidtos para absorber el exceso de
inodculo y posteriormente con pinza estéril se anloe las tiras de E-test sobre la superficie
del agar (1 tira por caja). Las placas fueron iaclas a 35°C por 48 horas.

Se determind la concentracion minima inhibitoridM{Ccomo el punto de interseccion de
la elipse de inhibicion de crecimiento con la til@ antifngico teniendo en cuenta los
siguientes criterios. Para anfotericina B: cualga@onia dentro de la elipse de inhibicion
independiente del tamafio se tuvo en cuenta pagentear el CIM y para los azoles: no se

tuvo en cuenta colonias dentro de la elipse ddicilbn para determinar el CIM.

La prueba se valido utilizando cepas de referethei@andida parapsilosis ATCC 22019 y
Candida krusei ATCC 6258, bajo las mismas condiciones descritas fpa técnica de

microdilucion.

8.7.4 ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Para el analisis de los resultados se realizé twmdies de tipo descriptivo de corte
transversal, para esto los datos obtenidos de Ids €e grabaron en una base de datos
disefiada en formato Access, donde se incluyerdasrelg validacion. Para el analisis, los
datos se exportaron al programa Stata®. El anatisis componente descriptivo se
fundamento en el uso de proporciones y medias eam&si junto con las correspondientes
medidas de dispersion (rangos de intercuartilesswidciones estandar). Para los CIMs de
los aislamientos, se hallaron las medias geomét(id&) de cada especie para los cuatro
antifungicos evaluados y se establecieron los mdgasensibilidad para la misma. Ademas
se determinaron los percentiles 50 (GJMy 90 (ClMyg). Las medidas de frecuencia fueron
expresadas junto con sus intervalos de confianZb%. En el componente analitico se

utilizaron medidas estadisticas® ¥ prueba exacta de Fisher, dependiendo de las
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caracteristicas de las tablas de los antifUngipesa observar y evaluar la asociacion o
interdependencia entre dos variables aleatoriaginc@s, mediante el coeficiente de
correlacion de Spearman (Técnica de Microdilucidrcaldo vs. Técnica E-test), en todos

los casos se utilizaron niveles de significancicb@e.

8.8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.8.1 Perfil de susceptibilidad por Microdilucion yE-test

Las drogas antifingicas probadas (Tabla 8.2) imclugtos azoles (Fluconazol, FLC, y
voriconazol, VRC), un polieno (anfotericina B, AMB)na equinocandina (caspofungina,

CAS) y una alilamina (terbinafina, TRB).

Se observd concordancia de los resultados por daicgé de microdilucion y E-test
evaluados mediante el coeficiente de correlacionSdearman (0,59) y un p < 0,05;

mostrando buena correlacion Unicamente frentecarflazol.

Los resultados de las pruebas de susceptibilidadgtro se muestran en la tabla 8.2. En
general todos los antifungicos muestran CIMs altos. aislamientos 111 ( equiseti) de
origen animal y 311K. oxysporum) de origen vegetal no muestran datos frente anakju
antifingicos porque no se observd crecimiento enplacas a evaluar, incluyendo los
controles de crecimiento, comportamiento que llada atencion debido a la
reproducibilidad del comportamiento en la repeticide la prueba con todos los

aislamientos.
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Tabla 8.2. CIMs de 40 aislamientos deusarium spp. de diferentes origenes

Aislamiento CIMs (ug/ml) Microdilucion CIMs (ug/ml) E- test
Cepa N° Hongo AMB FLC | VRC | TRB | AMB FLC | VRC CS
108 F. solani 216 =264 | 216 =216 | 0,125 | 2256 | =32 =32
111* F. equiseti 0,125 * * * =32 | =256 1 =32
121 F. sporotrichoides 2 32 1 0,06 | 232 | 2256 3 232
131 F. equisseti 216 | 264 | 216 | 216 0,5 | 2256 2 232
155 F. verticillioides 4 264 2 0,125| 232 | 2256 1 =32
156 F. verticillioides 216 | 264 | 216 | 216 | 232 | 2256 1 =32
159 F. sporotrichioides 216 | 264 | 216 | 216 | 232 | 2256 3 232
160 F. sporotrichioides 4 16 2 2 232 96 2 232
161 F. verticillioides 216 =264 | 216 =16 =32 | =256 1,5 =32
162 F. oxysporum 216 =264 | 216 =16 =32 | =256 1 =32
201 Fusarium sp 2 =64 4 0,5 =32 | =256 2 =32
202 F. oxysporum 216 =264 | 216 =16 =232 | 2256 | 0,38 | =232
203 F. proliferatum 4 > 64 2 0,25 | 232 | 2256 4 =32
204 F. oxysporum 216 | 264 | 216 | 216 | 232 | 2256 2 232
205 F. oxysporum 4 > 64 4 025 | 232 | 2256 15 232
206 F. oxysporum 4 > 64 2 0,125| 232 | 2256 2 232
207 F. oxysporum 4 =64 4 0,25 =232 | 2256 | =232 =32
208 F. oxysporum 4 =64 4 0,25 =32 | =256 1,5 =32
209 F. oxysporum =16 =264 | 216 =16 =232 | =256 1,5 =32
210 F. oxysporum 4 =64 2 0,25 =232 | =256 1 =32
302 F. oxysporum =16 =264 | 216 =16 =232 | 2256 | =232 =32
303 F. oxysporum 4 =64 2 0,225 | =232 | =256 2 =32
308 |F. oxysporum 8 >64 8 025 | 232 [ 2256 3 >32
309 |F. oxysporum 4 > 64 4 05 | 232 | 2256 232 | 232
310 F. oxysporum 4 > 64 4 0,5 2 > 256 3 232
311* F. oxysporum * 32 0,5 0,125 * * * *
312 F. oxysporum 2 =64 4 1 1 2256 | =232 =32
313 F. oxysporum 2 =264 | 216 0,5 =232 | 2256 | =232 =32
314 F. oxysporum 4 =64 2 0,06 =32 | =256 3 =32
315 F. oxysporum 4 =64 4 0,25 =232 | 2256 | =232 =32
401 F. oxysporum 4 =64 4 0,5 =32 | =256 4 =32
402 F. solani =16 =264 | 216 =16 0,5 2256 | =232 =32
403 Acremonium 4 32 0,5 0,03 ]| 232 | 2256 | 0,25 | 232
404 F. solani 4 264 8 216 05 | 2256| 232 | 232
405 F. oxysporum 4 > 64 4 025 | 232 | 2256 15 232
406 F. oxysporum 4 > 64 4 025 | 232 | 2256 15 232
407 F. oxysporum 4 =64 2 0,25 =232 | =256 1,5 =32
408 F. oxysporum 4 =64 2 0,25 =232 | 2256 | 0,75 | =232
409 F. oxysporum 2 =64 4 0,125 =232 | 2256 | =232 =32
410 F. oxysporum 2 =64 2 0,225 | =232 | =256 2 =32

AMB Anfotericina B; FLC Fluconazol; VRC Voriconazol; TRB Terbinafina; CS Caspofungina

* No crecimiento
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El control de calidad de las técnicas de E-testigradilucion fue realizado con cepas de
referencia ATCC como se muestra en la tabla Br8Btodos los ensayos realizados los
CIMs para las cepas del control de calidad estomien el rango esperadesultados que

validaron los preparados comerciales para infusi@ovenosa.

Tabla 8.3. Control de calidad de prueba de microdilcion - CIMs cepas de referencia

Aislamiento Antifingico Resultados CIM | Rango CIM CLSI
M38- A2 (ug/ml) (png/ml)
Anfotericina B 1 1-4
C. krusel Fluconazol 64 16 - 128
ATCC 6258 Voriconazol 1 0,12-1
Terbinafina NA ND
Anfotericina B 1-4 05-4
C. parapsilosis Fluconazol 2 1-4
ATCC 22019 Voriconazol 0,25 0,03-0,25
Terbinafina NA ND

NA: No aplica ND: No determinado

Tabla 8.4. Control de calidad de prueba E-test - Qlls cepas de referencia

Aslamiento Antifingico Resultado CIM | Rango CIM CLSI
E-test (ug/ml) (ug/ml)
Anfotericina B 0,5 05-2
C. krusel Fluconazol >64 16 - 128
ATCC 6258 Caspofungina 0,38 0,25-1
Voriconazol 0,5 0,25-1
Anfotericina B 0,25 0,25-1
C. parapsilosis Fluconazol 05-1 1-8
ATCC 22019 Caspofungina 0,38 0,25-2
Voriconazol 0,016 0,016 - 0,064

Las medias geométricas (MGs) y los intervalos defiaoza de los antifingicos se
muestran en la tabla 8.5. El antifiungico que pr@serayor actividad farmacoldgica frente

a los aislamientos deusarium spp. fue terbinafina con ClJl< 0,37 pg/mL, antifingico
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evaluado Unicamente por la técnica de microdilucs@guido de voriconazol con CiyK

4 pg/mL por microdilucion y CINy< 2 pg/mL por E-test.

Terbinafina ha sido reportada en algunos estudiogpoca actividad frente a aislamientos
de Fusarium (Alastrueyet al., 2008), sin embargo, otros reportes indican Enhuactividad
frente a éste antifungico (Speeleveldl., 1996. Estos datos dejan ver la variabilidad en el

comportamiento de los aislamientoskiesarium frente a éste compuesto.

La actividad fungistatica de voriconazol confnasarium spp. ha sido reportada de forma
variable; los resultados obtenidos muestran CIMsalo que concuerda con los resultados
de otros autores (Lewi al., 2005; Sabatellet al., 2006). Frente &. oxysporumy F.
solani, muchos estudios muestran CIMs frente a voricdnamo rangos de 0.25 to&y/ml
(Espinel-Ingroffet al., 2001). Por otro lado, la actividad vitro de voriconazol ha sido
reportada similar o mejor que itraconazol y anfoiea B frente d&usarium spp (Espinel-
Ingroff, 1998).

A pesar de las discrepancias en los datos obtefrelti® a anfotericina B por la técnica de
microdilucion y E-test con MG de 16,8 pg/ml (G 32 pg/mL) y MG de 5,4 pg/mL
(CIMsp< 4 pg/mL) respectivamente, los resultados no cadewmecon lo reportado en otras
investigaciones donde anfotericina B es la drogs atéivafrente a diferentes especies de
Fusarium (Pujol y Guarro 1997; Azoet al., 2007; O Donnell, 2008; Alastruey, 2008).
Estas discrepancias observadas frente a anfonua las dos técnicas evaluadas también

fueron reportadas por Espinel-Ingroff (2001).

Las CIMs de anfotericina B no son buenos predistdeela respuesta clinica al tratamiento
con este antifingico en pacientes con fusariosenginada. Un estudio revel6 que en 56 de
73 pacientes con fusariosis diseminada, en quiatiésla terapia con anfotericina B, las
CIMs de los aislamientos fueron indiscriminadamelpégos € 1 pg/mL) y altos £2
png/mL) (Espinel-Ingroff, 2001).

La resistencia primaria a anfotericina B ha emergid paralelo con el incremento de las

infecciones fangicas invasivas (IFl) causadas pongbs emergentes tales como
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Trichosporon beigelii, Candida lusitaniae, Candida guilliermondii, hongos filamentosos
del grupo de hialohiphomicosis tales comearium sp.,Scopulariosis sp. yScedosporium

sp. y ciertos hongos dematiaceos (Bidart, 2004).

Tabla 8.5. Medias geométricas (MG) e intervalos dmonfianza.

MIC (ug/ml) por:
Antifingico NCCLS M38-A2 E-test

MG IC 95% MIC 55 | MIC g MG IC 95% MIC 5, | MIC g
Anfoterina B 54 42-6.9 4 16 168] 10.2-27.9 32 32
Fluconazol 59,4 | 54.4-65.0 64 64 24944 236.7-262.8 256 256
Voriconazol 48 35-6.6 4 16 35 2.2-56 2 32
Terbinafina 089 | 044-179 0,375 16
Caspofungina 32 32-32 32 32

Frente a fluconazol, 35 aislamientos (87,5%) twneCIMs> 64 pg/mL por la técnica de
microdilucion y 38 aislamientos (95%) tuvieron CIM256 pg/mL por la técnica de E-test
mostrando la alta resistencia de los aislamiengdSudarium spp. a este antifungico. Esta
resistencia es universalmente reconocida, dondestnoge resultados confirman los

hallazgos de previas investigaciones (Paphatal., 2002).

Las CIMs para caspofungina obtenidas por la técde&-test fueron altas, CIMs 64
png/mL, no mostrando actividad frente a los aislamoie deFusarium. Los datos reportados
de la actividad de caspofungina frentd=asarium son limitados, sin embargo, en un
estudio realizado por Arikan y colaboradores (2@afbién se reportan CIMs altos frente
a caspofungina. Estudios realizados de la comhkinade caspofungina y anfotericina B
muestran una sinergia del 100% contra aislamiesds. oxysporum, pero solo del 25%
contraF. solani (Arikan et al., 2002).

Las medias geométricas (MGs) y los intervalos ddiaoza de los antifingicos por origen
de aislamiento se muestran en la tabla 8.6. La magtovidad farmacolégica en todos los
origenes de aislamiento igualmente fue terbinadeguido de voriconazol. Estos hallazgos
muestran que la resistencia observada es propigédero independientemente del origen

de aislamiento.
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Tabla 8.6. CIMs deFusarium spp. por origen de aislamiento

CIM (ug/ml) por:
Origen de aislamientd  Antiflingico Microdilucién NCCLS M38-A2 E-test
MG IC 95% CIM 55 | CIM o MG IC 95% CIM g | CIM g
Anfoterina B 9,33 4,91-17]7 16 16 10,88 2,05 - 57,6 32 32
Fluconazol 50,7 34,8 - 74,0 64 64 22954 1785-2951 256 256
Origen animal  |Voriconazol 74 3,00- 18,2 16 16 2,28 0,99 - 5,26 2 32
Terbinafina 3,98 0,68 - 23, 16 16
Caspofungina 32 32-32 32 32
Anfoterina B 5,65 3,31 - 9,66 4 16 32 32-32 32 32
Origen humano Fluc?onazol 64 64 - 64 64 64 256 256 - 256 256 256
superficial Voriconazol 49 2,64-9,16 4 16 2,05 0,90 - 4,42 1,74 18
Terbinafina 0,87 0,20 - 3,73 0,25 16
Caspofungina 32 32-32 32 32
Anfoterina B 43 2,63-7,08 4 16 16 55-46,4 32 32
Fluconazol 64 64 - 64 64 64 256 256 - 25p 256 256
Origen vegetal |Voriconazol 5,03 2,77-9,14 4 16 10,68 391-291 32 32
Terbinafina 0,46 0,13-1,54 0,5 16
Caspofungina 32 32-32 32 32
Anfoterina B 4 2,66 - 5,99 4 10 13,92 3,97 -48|8 32 32
Origen humano Flugonazol 59,71 51,0-69,8 64 64 256 256 - 296 256 25
Sistémico Voriconazol 3,24 1,67 - 6,30 4 12 3,32 0,97-1134 1,74 37
Terbinafina 0,43 0,10 - 1,84 0,25 16
Caspofungina 32 32-32 32 32
MG: media geométrica IC 95% intervalo de confiadeb95% CIM: concentracion inhibitoria minima

Las medias geométricas (MGs) y los intervalos ddianza de los antifGngicos por especie
identificada se muestran en la tabla 8.7. Tenieadocuenta la especie identificada,
voriconazol es el antifungico con mayor actividadrfacoldgica, excepto pala solani y

F. equiseti, donde anfotericina B es el antifiungico que tierayon actividad (Tabla 8.7).
Un estudio realizado por Castro y colaboradore®8p@nuestra en sus resultados gue
solani presenta CIM altos frente a voriconazol. Aunqubagb niumero de aislamientos de
F. solani y F. equiseti dificultan la interpretacion, estos resultados cc@ndan con lo
reportado (Paphitoet al., 2002). A diferencia de las otras especkessolani presenta
CIMs altos frente a todos los antifungicos evalgado

Estos resultados muestran que no existe asociaaitbe el perfil de susceptibilidad a los
antifingicos de uso en terapia clinica y el origeraislamiento deusarium spp., ejemplo
de esto e&. solani. identificada en los aislamientos de origen aniyndé origen humano

sistémico.
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Tabla 8.7. CIMs deFusarium por especie identificada

MIC (pg/ml) por:
Hongo Antifangico Microdilucion NCCLS M38-A2 E-test
MG IC 95% CIM 5, CIM MG IC 95% CIM 5, CIM
Anfoterina B 10,07 1.3-73.6 16 16 0.31 0.04-2.8 0,5 50,
F solani Fluconazol 64 64 - 64 64 64 256 256 - 256 256 254
Voriconazol 12,69 4.6 -34.3 16 16 32 32-32 32 32
Caspofungina 32 32-32 32 32
Anfoterina B 16 16 16 0,5 0,5 0,5
F. equiset Fluconazol 64 64 64 256 256 256
Voriconazol 16 16 16 2 2 2
Caspofungina 32 32 32
Anfoterina B 5,03 0.3-69.9 4 16 32 32-32 32 32
F. sporotrichioides Fluconazol 32 5.7 - 179.0 32 64 184,6 45.2 - 75B.6 25 256
Voriconazol 3,17 0.08 - 114. 2 16 2,62 1.4-4l6 3 3
Caspofungina 32 32-32 32 32
Anfoterina B 10,07 1.3-73.6 16 16 32 32-32 32 32
F.verticillioides Fluconazol 64 64 - 64 64 64 256 256 - 256 256 254
Voriconazol 8 0.40 - 157.8 16 16 1,14 0.63 - 2.04 1 1,5
Caspofungina 32 32-32 32 32
Anfoterina B 4,85 3.6-6.4 4 16 24,9 17.4 - 35)6 32 32
F. oxysporum Fluconazol 64 64 - 64 64 64 256 256 - 256 256 256
Voriconazol 4,72 3.4-6.5 4 16 3,7 2.0-6.7 2 32
Caspofungina 32 32-32 32 32
Anfoterina B 2 2 2 32 32 32
Fusarium sp. Fluconazol 64 64 64 256 256 256
Voriconazol 4 4 4 2 2 2
Caspofungina 32 32 32
Anfoterina B 4 4 4 32 32 32
. proliferatum Fluconazol 64 64 64 256 256 256
Voriconazol 2 2 2 2 4 4
Caspofungina 32 32 32
Anfoterina B 4 4 4 32 32 32
Acremonium Flugonazol 32 32 32 256 256 256
Voriconazol 0,5 5 5 0,25 0,25 0,25
Caspofungina 32 32 32
MG: media geométrica IC 95% intervalo de confiadeb95% CIM: concentracion inhibitoria minima

El comportamiento de la cepa identificada coAwemonium frente a los antifUngicos
evaluados es igual a los resultados obtenidos leareespecies dé&usarium, lo cual
favorece la conducta terapéutica en el pacientadmubos aislamientos son errbneamente

identificados.

La resistencia intrinseca a la terapia antifangitgervada en algunos géneros y el
desarrollo de resistencia durante el tratamientotess, es el comienzo de un problema
mayor en el manejo de estas enfermedades (Peréaeyséh, 2002). Los resultados

obtenidos del perfil de susceptibilidad muestramelsistencia natural de las especies de

Fusarium.
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9. DISCUSION GENERAL

Dentro de los hongos filamentosésisarium es un microorganismo ubicuo, versatil, capaz
de colonizar diferentes hospederos causando erdadnéanto en plantas como en
animales.Fusarium estd ampliamente distribuido en la naturalezaseesnocido por su

importancia histérica y econdmica como fitopatbgenaecientemente como patégeno
emergente asociado a enfermedad en los humanaa. ffesente estudio se identificaron
fenotipica y molecularmente aislamientos &esarium de diferentes origenes; se
caracterizaron molecularmente los aislamientosrigmm humano sistémico, se evaluaron
factores moduladores de patogenicidad y el pedilsdsceptibilidad de aislamientos de
Fusarium de origen animal, vegetal, humano superficial stésnico; con el fin de

contribuir al entendimiento dd-usarium spp. como posible modelo de patdégeno

multihospedero.

En la identificacion morfolégica de las muestras Fgsarium spp. el 90% (36/40) de los
aislamientos fueron identificados claramente hasteel de especie por métodos
morfologicos, donde el 65% correspondié Faisarium oxysporum, seguido deF.
sporotrichoides (7,5%),F. solani (7,5%),F. equiseti (5%) yF. verticillioides (5%).

En la identificacion molecular por ITS y EFu ke observo concordancia por los dos
marcadores moleculares en el 85% de las vecesO|34#62,5% de los aislamientos fue
identificado comd-. oxysporum, el 7,5% comd-. solani, el 5% comaF. equiseti, el 7,5%
comoF. nelsonii y 2,5% comd-. verticillioides. Al comparar los métodos de identificacion

morfologica y molecular se obtuvo una concordarni@5% de los aislamientos.

La identificacibn de hongos filamentosos a nivel elpecie por métodos clasicos es
dispendiosa, requiere de experiencia y dispondailide tiempo ya que se precisa de una
clara y rigurosa caracterizacion morfologica, que agunos casos no es facilmente
expresada en los medios convencionales para descrimorfologica. Este escenario de
identificacion constituye un problema al momento idstaurar terapia clinica en el

paciente. Sin embargo, a pesar de que la idemifiogpor métodos moleculares puede ser
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implementada para diagnostico, gracias a su mamdez, se debe tener en cuenta la
informacion registrada en las bases de datos, ganqusiempre coincide la identificacion
morfoldgica con la identificacion molecular. Estargportamiento se observé con las cepas
121 y 159 FE. sporotrichioides), donde morfolégicamente se evidencid presencia de
monofidlides y polifidlides. Otros ejemplos de dgencia entre las dos estrategias de
identificaciébn son los casos de las cepas 403 y 4@6cepa 403 morfolégicamente
corresponde al génerAcremonium y solo coincidi6 molecularmente con éste género
evaluando la region ITS. La cepa 406 que morfobigiente correspondeFa oxysporum y
molecularmente registra com&cremonium, Trichoderma y F. solani por los patrones
moleculares evaluados, muestra la mayor discrepanespecto a la identificacion
molecular. Estos métodos muestran grados de vamigcsu utilidad depende en parte de la
amplitud y confiabilidad de las bases de datosas@dra la comparacion (Arunmozhi

al., 2007). Es importante tener en cuenta que lagese@seportadas sean registradas por

grupos reconocidos con amplia experiencia en lestiyacion del microorganismo.

La mayoria de métodos moleculares para identificese basan en técnicas de PCR que
utilizan cebadores universales de regiones altaamsoriservadas del gen RNA ribosomal.
Los resultados de la identificacidbn morfoldgica glecular mostraron discrepancias en el
25% de los aislamientos, donde el 12,5% de loaraishtos no coincidieron con ningun
patrén molecular y el 12,5% coincidieron al menms gn patron molecular. En este ultimo
se encontraron diferencias del 7,5% por las regioleelos espacios transcritos (ITS) y del
5% por factor de elongaciér Xespecto a la identificacion morfoldgica. El asidlide las
secuencias de ITS no es considerado confiable lpaidentificacion de especies de
Fusarium porque contiene dos paralogos, con secuenciauligs, las cuales son fuente
de confusion (Alastruest al, 2008). Por otro lado, para los aislamientos dgearhumano
sistémico se secuenciaron regiones EF1-2 y EF3-22 gncontraron diferencias en solo
dos de diez aislamientos. Aunque debido al nimercegas evaluadas es dificil establecer
qué regidon es mejor para la identificacion, esessiltados sugieren EF1-2 y EF3-22 que

serian mas convenientes como lo ha sugerido Gatigkey2004; O"Donnellet al., 2009
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En la identificacion molecular, teniendo en cudntaresultados de los diferentes analisis
de los patrones moleculares ITS, EF 1-2 y 3-22aniqularmente el andlisis que reune
todos los aislamientos drsarium de los diferentes origenes y que resulta masnrativo
(figura 5.11), se puede concluir gbesarium spp. es un género de hongos filamentosos de
alta complejidad y confuso para descifrar; ya gusenta diferentes comportamientos que
dificilmente permiten establecer una asociaciotiqudar. El comportamiento en el analisis
de las relaciones filogenéticas por los diferenpasrones moleculares dejan ver la
diversidad de las especies Hasarium tanto en la identificacion morfolégica como la
molecular. Entre los 10 aislamientos que presentdigcrepancias por las dos técnicas de
identificacién, se observé con algunos aislamiemgipamientos con secuencias de la
misma especie partiendo de la identificacion mdécy no respecto a la morfolégica.
Otros aislamientos mostraron total discrepancimata cepa 403 identificada por los tres
patrones moleculares evaluados codmemonium, F. oxysporum y F. solani. Este
aislamiento en el andlisis filogenético mostré mifdges asociaciones en los cladogramas,
pasando entre secuenciasAgeemonium, F. solani y F. oxysporum.

Los aislamientos identificados morfologicamente adimverticillioides y F. proliferatum

y que coincidieron con algun patron de identifibacimolecular, se ubicaron en el
cladograma con secuencias de la misma especie segatrtéon molecular evaluado.

La cepa 406 y 409 mostraron comportamientos pé#atest al formar clados
independientes, ubicandolos entre secuenciab. delani, Acremonium, F. nelsonii, F.
verticillioides o totalmente distante de las otras especies.

Estos resultados muestran la dificultad de la ileation molecular y la versatilidad del
géneroFusarium, donde no se establecen asociaciones por origaisideiento lo cual se

podria asociar con la capacidad multihospederg@®troFusarium.

La identificacion a nivel de especie es importartesl campo epidemioldgico y clinico, y
se basa en caracteristicas morfolégicas, métodaritedo, donde solo micologos bien
entrenados son capaces de asegurar el diagnostiteelade género y especie. Sin
embargo, casi siempre los resultados no son cozrdiey y mas de la mitad de los

aislamientos no se logran identificar hasta espétaalyet al., 2005).
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Teniendo en cuenta estos hallazgos, la variabilidadespecies encontradas en los
aislamientos de los diferentes origenes evaluadadificultad al momento de interpretar
los resultados, se podria considerar un métoddapmo para la identificacién, que
combine métodos morfoldgicos y moleculares y ezaab clinico que asegure el manejo de
pacientes con infeccion fungica (Vandameheal., 1996; Yli Mattilaet al., 2002;Marques

et al., 2010).Por otro lado, un método util para identificacié la quimiotaxonomia,
donde se determinan patrones de produccién desgidsos, proteinas, carbohidratos o
metabolitos secundarios. Esta herramienta ha gibpaia identificacion en hongos como
Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicillium y en pocos basidiomycetos (Frisvetdal.,
2008). Una aproximacioén es la evaluacion del comapuiento fisiologico, donde el
aislamiento 403, identificado comécremonium, muestra un crecimiento diferente

comparado con los otros 39 aislamiento§a&rium.

Las especies mas frecuentemente reportadas erigrfes de animales y humanos son
Fusarium oxysporum y Fusarium solani, pero otras especies corko verticillioides, F.
chlamydosporum, F. dimerum, F. napiforme, F. nygamai, F. proliferatum y F. sacchari
también han sido reportadas ((Hoegal., 2003; Dignani y Anaissie, 2004). En este
estudio, los aislamientos se identificaron en éoG®moF. oxysporum en los diferentes
origenes evaluados y el 7,5% cofosolani en los aislamientos de origen animal y
humano sistémico. Otras especies encontradas fuerogporotrichioides (7,5%) F.
verticillioides (7,5%), F. equiseti (5%) y F. proliferatum (2,5%). Estos resultados
confirman la variedad de cepas implicadas en difeeehospederos, observandose mayor
diversidad en los aislamientos de origen animalinff®rtante aclarar qué. oxysporum

fue la Unica especie identificada en los aislam®de origen vegetal, posiblemente porque
los aislamientos corresponden a lesiones de hasesilares, donde ésta especie es la mas
implicada. Estos resultados muestran la gran doemisy variabilidad de especies
Fusarium implicados en los procesos infectivos de animgiamtas y humanos, lo cual
dificulta la interpretacion de los resultados y site la posible adaptacion evolutiva a

condiciones cambiantes en diferentes tipos de kiesps.
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La caracterizacion molecular por ERIC-PCR y REP-RIERos aislamientos deusarium

de origen humano sistémico incluyendo los resuttamlstenidos por Vega (2009) de los
aislamientos de origen animal, humano superficiaegetal, no muestran formacion de
conglomerados definidos por origen de aislamienpmioespecie identificada, como si se
reporta en otros estudios donde hay formacion dglomerados segun especie (Ahats
al., 2004; Healyet al., 2005; Poundeet al., 2005). Estos resultados apoyan la hipétesis de
la variabilidad genética del géndrasarium (Healyet al., 2005; Poundeet al., 2005), por

su capacidad de variacion y de respuesta a candnasientales y de hospedero
(Rochambeawt al., 2000; Ortonedat al., 2004). Se encontré un alto grado de diversidad
en los aislamientos estudiadas lo cual explicaipdsibilidad de considerarFasarium

spp. como un modelo de patdégeno multihospedero.

En contraste con las bacterias, pocos hongos saladeros patdégenos, donde algunas
propiedades en los hongos son frecuentemente daeaian el ciclo de patogénesis y otras
son consideradas importantes solo para patdgepesifisos (van Burik y Magee, 2001).

Estas caracteristicas incluyen la capacidad derewitia, colonizacién, adaptacion a las

condiciones del hospedero, adquisicion de nutrseptaodulacion de pH, entre otras.

En este estudio las especies de los cuatro orig@mesislamiento frente a diferentes
condiciones de temperatura, pH y actividad ureasgstran aFusarium como un
microorganismo versatil, capaz de adaptarse a edifes condiciones, mostrando su

habilidad para causar enfermedad en diferentesdesps.

La temperatura es una de las condiciones que rfiagdren el desarrollo de la enfermedad
y en la expresion de sintomas. A pesar del buearmd® de Fusarium spp. a 28°C,
condicion fisiolégica teorica de los hongos, salentcio la capacidad de adaptacion de los
aislamientos d€usarium segun el origen de aislamiento (Figuras 7.1,7.2y 7.4). Cabe
destacar el desarrollo de los aislamientos de ongmyetal a 37°C, posiblemente por la
adaptacion a diferentes regiones climaticas, lol cga constituye en una condicidn
favorable al momento de colonizar hospederos humgranimales. Los aislamientos de

origen animal que fueron los de mayor diversidad edpecies, también mostraron
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diferencias en el comportamiento frente a las teesperaturas evaluadas. La cepa 159
identificada comd-. sporotrichioides, mostré un menor desarrollo a 37°C, diferente a los
otros aislamientos de la misma especie, lo queipadflejar que el comportamiento no
esta definido por especie sino por adaptacion évalde algunos aislamientos en relacion
al hospedero (Figura 7.1). Los aislamientos deearipumano sistémico mostraron un
mejor desarrollo a 40°C, hecho que se puede asomiala capacidad de sobrevivir aun en
condicion febril del paciente, mostrando la capadide termotolerancia deisarium spp.

(Pérez y Carrasco, 2006).

Todos los aislamientos se desarrollaron en un rdegiH acido a alcalino. El desarrollo de
las cepas a pH 4 se asocia con la condicion fgiicddrequerida por los hongos para
desarrollarse de forma saprofita, sin embargomg®itante resaltar el comportamiento de
los aislamientos deusarum spp. a pH 9 (figura 7.6). El aislamiento 403 dgemw humano

sistémico, identificado comoAcremonium, mostré6 diferencias estadisticamente
significativas en su desarrollo respecto a losamigntos deFusarium Hogan vy

colaboradores (1996), confirman que la capacidad pedular un amplio rango de pH,
favorece la supervivencia del patégeno en el haspedncrementando su virulencia y
habilidad para crecer a pH fisiolégico. La evaldadie los aislamientos drisarium a pH

4, 7 y 9 muestran la adaptabilidad del género snditerentes pH, lo cual favorece su

supervivencia en diferentes ambientes dentro dgddaero.

Dentro de los factores de virulencia asociaddsusarium, se destaca el papel de las
enzimas, las cuales le permiten degradar impogaocbastituyentes de las barreras de
proteccion externa de sus hospederos. Los proadokres como la regulacién de la
actividad enzimatica y la sintesis de proteinadneasociados al pH intracelular (Segal,
2006). En este estudio, el 100% de los aislamietedaisarium de los diferentes origenes,

mostraron actividad ureasa generando un cambididerpel medio de cultivo, entre 7 y 9.

A pesar de la gran diversidad, las variacionesuetstrales y el poco conocimiento en la
patogénesis dEusarium spp. éstos resultados muestran algunas caractesisel género

gue permiten hacer una aproximacion al modelo hmgpedero por su capacidad para
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adaptarse a diferentes condiciones. Estudios aglgz por Di Pietro y Roncero (2000)
describen ausarium oxysporum como un microorganismo con todas las caracteditstic
patogénicas necesarias para constituir un modepabgénesis multihospedero, en plantas
y mamiferos, al ser considerado causante de laidssavascular y patégeno oportunista
emergente en humanos; ademas de la resistencsaaatifiingicos de uso clinico (Guarro
et al., 1999). Sin embargd;.solani, F. verticillioides también son responsables de casos
clinicos de fusariosis diseminada en humanos (Geptd., 2003), es por esto que la
implicacidon de estas y otras especies como se idescen este estudio muestran la
importancia del género para causar enfermedad stintds hospederos, incluidos
vegetales. Por este motivo, los resultados de egfmximentos resultan llamativos, ya que
indican como no sol&. oxysporum sino también otras especies Flgsarium son capaces
de regular diferentes condiciones para cumplir ¢o®: requerimientos fisiolégicos

necesarios para su desarrollo.

Otra caracteristica destacada en el géResarium es la resistencia a los antifingicos de
uso clinico (Guarrat al., 1999). Los resultados de las pruebas de susielaiibin vitro
muestran de forma general CIMs altos frente a mbi$tagicos evaluados. En este estudio,
terbinafina con CIN, < 0,37 pg/ml y voriconazol con CBdi< 4 pg/ml por microdilucion

y CIMso < 2 ug/ml por E-test fueron los antifiingicos que tmawen mayor actividadn
vitro frente a las especies drisarium. Datos que muestran variabilidad como lo han
reportado diferentes autores (Alastrietyal., 2007; Speeleveldt al., 2009; Lewiset al.,
2005; Sabatellet al., 2006).

Anfotericina B por la técnica de microdilucion yté&st con MG de 16,8 ug/ml (Chyi< 32
pg/ml) y MG de 5,4 pg/ml (Cidy < 4 pg/ml) respectivamente, no mostré la mayor
actividad frente &usarium, como lo reportan varias investigaciones (PujGuarro 1997;
Azor et al.,, 2007; O Donnell, 2008; Alastruey, 2008). Sin ango, las CIMs de
anfotericina B no se consideran buenos predictdeeta terapia clinica. Los resultados
frente a fluconazol confirmaron la resistencia ereal reconocida. Estos resultados
muestran que no existe asociacion entre el pefiswbceptibilidad a los antifangicos de

uso en terapia clinica y el origen de aislamiergd-dsarium spp., ya qud-. solani fue
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identificada en los aislamientos de origen animag yrigen humano sistémico, siendo ésta
la especie mas resistente respecto a las otrasiesplel género.

Es importante resaltar la tolerancia de los aigtatos de origen vegetal a antifungicos de
uso en terapia clinica a los cuales no han estgolgestos, lo que se podria inferir en una

resistencia natural del géndfasarium frente a los antifingicos.

Las caracteristicas evaluadas permiten integrantgnder el comportamiento de este
género frente a diferentes hospederos, donde fdifidacion de especies implicadas, la
caracterizacion molecular, el comportamiento frentéferentes condiciones fisiologicas y
la respuesta frente al ataque de sitios diana pusee de gran utilidad al momento de
evaluar la dinamica de microorganismos patdgenosrgentes; ademas de la utilidad
clinica para el manejo de las infecciones causamassolidando dusarium spp. en un

modelo para el analisis de patégenos multihospedero
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10 CONCLUSIONES

La identificacion morfolégica y molecular mostro daversidad y variabilidad de
especies dd-usarium implicadas en procesos infectivos de animales,tgday
humanos, indicando la posible adaptacién estructevalutiva a condiciones

cambiantes en los diferentes hospederos.

Teniendo en cuenta la divergencia entre la ideatfon morfolégica y molecular
de especies deusarium, especialmente especies axysporum, se debe considerar
una estrategia polifasica que combine estos méfodds con evaluaciones a nivel

fisiologico y quimiotaxonémico para precisar lant&cacion taxonémica.

Fusarium oxysporum fue la especie mas representativa de los origemesno y
vegetal a diferencia del origen animal donde seemidsla mayor diversidad de

especies.

La caracterizacion molecular muestra la formaciércanglomerados no definidos
por especie ni por origen, estos agrupamientosrowari la variabilidad del género,

lo que apoya la capacidad multihospederé&asarium spp.

Fusarium es un microorganismo versatil, capaz de desarsella diferentes
condiciones de temperatura, pH y sustrato, mostrasmd habilidad para causar
enfermedad en diferentes hospederos.

No existe asociacion entre el perfil de suscejdidd a los antifingicos de uso en

terapia clinica y el origen de aislamientordsarium spp.

Se confirma la baja actividad vitro de los diferentes antifiUngicos evaluados frente
a Fusarium, siendoF. solani la especie mas resistente respecto a las otrasiesp
del género.
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Voriconazol a pesar de ser un antifiungico de amgdjectro y el indicado para el

tratamiento de fusariosis diseminada presentaelGtMs altos.

Fusarium spp posee caracteristicas patogénicas necesarias para comsiit
modelo de patégenos multihospedero.
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11. RECOMENDACIONES

» A partir de los resultados obtenidimsvitro, en relacion a factores moduladores de
patogenicidad, se sugiere realizar estudios en lm®dmimales y vegetales para
confirmar la capacidad multihospedero Besarium, estableciendo pruebas de

infeccion cruzada a partir de los aislamientosodeliferentes origenes.

* Es importante realizar mas estudios de aislamieatomales, para evaluar la
diversidad de especies asociadas a este origeeyson pocos los reportes en este

hospedero.
* Debido a la alta resistencia Basarium frente a los antifingicos de uso clasico y a

la resistencia que se esta generando frente aomadol, se sugiere llevar a cabo

estudios que permitan evaluar genes de resistaraiéfliingicos.
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13. ANEXOS

Anexo 5.1. Identificacién morfolégica de Fusarium spp
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Fusarium solani

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 108 — - - - — - — Clamidospora ; Observaciones
Tamarfo pm | Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um Promedio DS Forma Tamafio pm | Prom DS colonia
27,16 x 4,8 24,3 X 4, 4,1 x Of Escasos Redondo 9,7x 4,8 7.8x 4,5 1,9 x0,p Curvados, 57,2 71, 2.2 Intercalares, Micelio delgado,
21,34 x 4,8 macroconidios 9,7 x 4,8 elipsoidales u 48,5 globosas y de par¢d septado, largas
ancho, robusto| 90,7 x 4,8 ovalados, 0-2| 95,1 lisa monofialides,
con célula apicql 9.7 x 4.8 septos 55,3 cabezas
Microcultivo redonda, 3 sept 5.8x4.8 102.8 mucilaginosas
agar Cla 4,8 x 4,8
58x1,9
8,7 x4,8
7,7x4,8
6,7 x4,8
29,1 x 4,8 27,9 x 4,4 3,47 x ) Abundantes Redondo No se observal 55,3 61,1 19,7 Intercalares y Anverso: Monifidlides
24,3 x 4,8 macroconidios 45,6 terminales en |amarillo naranj
24,3 x 4,8 ancho con célulp 44,6 cadena de pareq algodonoso
243 x 4.8 apical redonda, 67.9 lisa Reve_rso:
Microcultivo 34 x 4,8 A4septos 92,2 nzr:‘;r:j'gos’m
agar PDA 29,1 x4,8 pigmento
29,1x4.8 difusible
31 x 4,8
24,3 x4,8
30,1 x4,8
14,6 x 3,8 19,4 x 4,4 5,1 x 0,% Macroconidios| Redondo 6,7 X 4,8 9,1 x 4,4 1,6 x 0,p Curvados, 74,7 65, 14,3 Micelio delgado,
11,6 x 4,8 ancho con célulp 9,7 x 3,8 elipsoidales u| 50,4 septado, largas
14,6 x 4,8 apical redonda, 9,7 x 4,8 ovalados, 0-2 61,1 monofialides,
233x4.8 4septos 12.6 x 4.8 septos 97.0 cgbegas
Microcultivo | 22,3 X 3,8 8,7 X 4.8 67,9 mucilaginosas
agar Avena 21,3 x4,8 7,7 x 3,8 64,0
21,3x4,8 7,7 x 3,8 63,1
26,2 x 3,8 8,7 x4,8 53,4
9,7 X 3,8 53,4
9,7x4,8
24,3 x 4,8 31,7 X 4, 4,5 x 0,4 Abundantes Redondo 9,7 x 3,8 10,4 x 4,1 3 x 0,4 Curvados, 27,2 25, 2|1 Intercalares y Micelio delgado,
35,9 x 4,8 macroconidios 7.7 x 3,8 elipsoidales u| 24,3 terminales en septado, largas
27,2 x 4,8 con célula apicgl 9,7 x 3,8 ovalados, 0-1 cadena de pared monofialides,
33 x 4.8 redonda, 3- 9.7 x3.8 septos lisa cgbe‘zas
Agar CLA 35.0x3.8 4septos 9.7 x 4.8 mucilaginosas
(10 dias) 32 x4,8 8,7 x3.8
33 x 4,8 10,6 x 4,8
28,1 x3,8 10,6 x 3,8
38,8 x 4,8 8,7 x 3,8
29,1 x4,8 18,4 x 4,8
34 x 4,8 31,8 x 4,4 2,5 x 0| Macroconidios| Redondo Si 17,4 x 3,8 11,4 x 4,3[f 5,4 x 0J3 Curvados, Fialides no se
33 x 4,8 con célula apicgl 20,3 x 4,8 elipsoidales u observan
33 x 4,8 redonda, 3- 9,7 x 4,8 ovalados, 0-1
201x48 4septos, algungs 7.7 x4.8 septos
Agar CLA 35,9 x 4.8 desarrollo de pip 7.7 x4.8
(15 dias) 29,1 x 4,8 14,5 x 4,8
29,1 x4,8 5,8 x4,8
31 x 4,8 7,7x 4,8
16,5 x 4,8 26,6 x 4,3 8,7 x 0, Abundantes 11,6 x 4,8 11 x 4,6 1,2 x 0,4 Curvados, 48,5 48 Fialides no se
20,4 X 4,8 macroconidios 9,7 x 4,8 elipsoidales u observan
19,4 x 4,8 con célula apicql 11,6 x 4,8 ovalados de 0O-}
19,4 x 4.8 redonda, 3- 10.6 x 4.8 septos
Agar CLA 20,4 x 4,8 4septos 13,5 x 3,8
(21 dias) 24,3 x 3,8 10,6 x 3,8
34 x 3,8 9,7 x4,8
38,8 X 3,8 9,7x4,8
34 x 3,8 10,6 x 4,8
38,8 x 3,8 11,6 x 4,8
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Fusarium equiseti

Cepa 111

Macroconidio

Microconidio

Fialide

Tamarfio pm

Promedio

DS

Forma

Apice

Pie

Tamafio pm

Promedio DS

Forma

Tamarfio um

Prom

DS

Clamidospora

Color de
colonia

Observaciones

Microcultivo
agar Cla

25,2x3,9

23,8 x 3,

4,4 X 0

28,1 x 3,9

16,5 x 3,9

23,3x3,9

19,4 x 3,9

18,4 x 3,9

24,3 x3,9

29,1 x3,9

24,3 x3,9

29,1 x3,9

Muy largos y
delgados con
dorso ventral
pronunciado

Ahusada
elongadal

Prominente
elongado

16 x 3,9

18,1 x 3,94 1,4 x O

Ovalada, 1
septo

Microcultivo
agar PDA

35,9x3,9

25,6 x 3,9

4,7 x 0,

i

29,1 x2,9

21,3x3,9

24,3x2,9

18,4 x2,9

24,3x2,9

26,2 x3,9

23,3x2,9

28,1 x2,9

25,2x2,9

Muy largos y
delgados con
dorso ventral
pronunciado

Ahusada
elongada

Prominente
elongado

23,3

23,3

Anverso: blanc
algodonoso
Reverso: blanc]
sin pigmento
difusible

Monofialides

Microcultivo
agar Avena

24,3 x3,9

26,6 x 3.4

2,6 x0

29,1 x3,9

32x3,9

24,3 x3,9

24,3 x3,9

29,1 x3,9

26,2 x3,9

24,3 x3,9

26,2 x3,9

26,2 x3,9

Muy largos y
delgados con
dorso ventral
pronunciado

Ahusada
elongada

Prominente
elongado

8,7

9,2

0,7

9,7

Intercalares

Monofialides

Agar CLA
(10 dias)

38,8 x 3,9

30,7 x 3.4

59x0

38,8 x 3,9

36,9 x 3,9

31 x 3,9

33 x 3,9

24,3 x3,9

24,3 x3,9

29,1 x3,9

26,2 x3,9

24,3 x3,9

Muy largos y
delgados con
dorso ventral
pronunciado

Ahusada
elongadal

Prominente
elongado

Agar CLA
(15 dias)

38,8 x 3,9

35 x 3,8

5,6 x0

38,8 x 3,9

36,9 x 3,9

31 x 3,9

33 x 3,9

23,3x3,9

39,8 x 3,9

38,8 x 3,9

Muy largos y
delgados con
dorso ventral
pronunciado

Ahusada
elongadal

Prominente
elongado

17 x 3,9

17,7 x 3,94 1,4 x O

16 x 3,9

19 x 3,9

Ovalada, 1
septo

Intercalares en
cadena

Agar CLA
(21 dias)

13 x 3,9

12,6 x 3,4

micelio, septado

Se observa solo|

montajes
realizados)
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Fusarium sporotrichioides

Cepa 121

Macroconidio

Microconidio

Fialide

Tamarfio um

Promedio

DS Forma

Apice

Pie

Tamafio pm

Promedio DS

Forma

Tamarfio um

Prom

DS

Clamidospora

Color de
colonia

Observaciones

Microcultivo
agar Cla

6,8 x 1,9

7,5x2,1 1,1 x0,

 Piriformes,

7,8 x 1,9

38,8

34,0

6,9

elipsoideales d

6,8 x 1,9

29,1

0-1 septo

8,7 x 2,9

6,8 x 1,9

9,7x2,9

58x1,9

6,8 x 1,9

7,8 x 1,9

8,7x 1,9

Monofialides y
polifiadlides,
mufiones

Microcultivo
agar PDA

22,3x4,9

25,7 x 4,

4,8 x 0

29,1 x4,9

Delgados con
curva dorsal,

Curvado
ahusado

13 x 3,9

10 x 3,5

1,8x0,p

Piriformes,

12 x 2,9

elipsoidales d¢

9,7 x2,9

0-1 septo

8,7 x 3,9

7,8 x 3,9

9,7 x 3,9

Anverso:
amarillo rojizo
algodonosos

Reverso:
amarillo-rojizo
con pigmento
rojo difusible aj
la 3a semana|

Poca esporulacid

Microcultivo
agar Avena

9,7 x2,9

9,8 x 2,7 0,8 x O,

. Piriformes ,

11 x 2,9

elipsoidales d¢

9,7x1,9

0-1 septo

11x2,9

8,7x2,9

Intercalares en
cadena

No se oservan
estructuras claraj

5

Agar CLA
(10 dias)

9,7x2,9

0,9 x0,

Piriformes de

7,8x2,9

29,1

24,

1 septo

8,7x2,9

29,1

9,7x2,9

14,6

7,8x2,9

9,7 x3,9

9,7x2,9

9,7x2,9

9,7x2,9

7,8 x2,9

Micelio grueso y
delgado,monofial
des y poifialides

Agar CLA
(15 dias)

6,8x1,9

6,8 x2,3 0,8x0,

bPequefios O - [L

5,8x 1,9

9,7

11,

2|0

septos

6,8x1,9

14,6

(lagrimas)

6,8x2,9

9,7

58x2,9

11,6

6,8x1,9

9,7

7,8x2,9

11,6

8,7x2,9

10,7

6,8x1,9

11,6

6,8x1,9

14,6

14,6

Intercalares

Monofialides y
polifidlides,
mufiones

Agar CLA
(21 dias)

8,7x2,9

8,8 x2,9

0,9 x

Pequefios O - [L

8,7x2,9

septos

9,7x2,9

(lagrimas)

7,8x2,9

9,7x2,9

8,7x2,9

7,8x2,9

11x2,9

8,7x2,9

7,8x2,9

Intercalares y en
cadenas
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Fusarium equiseti

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 131 - - - - - - - Clamidospora N Observaciones
Tamafo um | Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pum Promedio DS Forma Tamafio pum Prom DS colonia
29,1x2,9 32x3 3,4 x 0,3 Muy largos y | Ahusada yf Prominente
29,1x 2,9 delgados con | elongada elongado
38,8 x 2,9 dorso ventral
29,1 x2,9 pronunciado
Microcultivo 31 x2,9
agar Cla 31 x 2,9
34 x2,9
34 x 3,9
24,3x2,9 26,8 x 2,9 5,5 x 0| Muy largosy | Ahusada y Prominente Anverso: blanci
24,3x 2,9 delgados con | elongada| elongado amarillo
20,4 X 2,9 dorso ventral algodonosos
31x 2.9 pronunciado Reversosalmor
Microcultivo 34x29 S'gisjgiﬂzmo
agar PDA .
29,1 x1,9 27,8 x 3,3 3,3x0, Muy largos y | Ahusada y Prominente
24,3x 1,9 delgados con | elongada| elongado
25,2 x 3,9 dorso ventral
26,2 x 2,9 pronunciado
Microcultivo 32 x 3,9
agar Avena 29,1 x 2,9
24,3 x 3,9
32 x 3,9
32 x 3,9
24,3 x 3,9
41,7 X 2,9 35,2 x 3,4 3,8 x 0,6 Muy largos y | Ahusada Y Prominente
34 x2,9 delgados con | elongada elongado
34,9 x 3,9 dorso ventral
34,9 x 3,9 pronunciado
Agar CLA 30,1 x 2,9
(10 dias) 39,8x 2,9
38,8 x 4,9
34 x 3,9
30,1 x2,9
34 x 3,9
48,5 x 2,9 41,5 x 2,9 8,6 x 0| Muy largos y | Ahusada y Prominente 13 x 2,9 13,5 x 2,9 1,3x0Q Ovalada, 1 Intercalares
26,2 X 2,9 delgados con | elongada| elongado 15 x 2,9 septo
43,7 x 2,9 dorso ventral
35,0 x 2,9 pronunciado
Agar CLA 43,7 x 2,9
(15 dias) 29,1x2,9
39,8 x 2,9
51,4x2,9
48,5 x 2,9
48,5 x 2,9
42,7 x 1,9 30,8 x 1,9 8,5 x 0 Muy largosy | Ahusada yf Prominente
34x1,9 delgados con | elongada| elongado
29,1 x 1,9 dorso ventral
38,8 x 1,0 pronunciado,
Agar CLA 19,4 x 1,9 rugosos
(21 dias) 17,5x1,9
24,3 x1,9
38,8 x 1,9
34,9 x1,9
29,1x1,9
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Fusarium verticillioides - Fisarium proliferatum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de i
Cepa 155 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamarfo um | Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pum Promedio DS Forma Tamafo pum | Prom DS colonia
4,9x1,9 6,2 x 2, 0,6 x 0,8 Ovales, 48,5 46, 6 Monofidlides en
6,8 x 1,9 pequefiios de| 53,4 pares y forma dg
6,8 x 1,9 base truncadq, 43,7 orejas de conejg
5.8 x 1,9 0 septos 48,5
Microcultivo 58x1,9 35,9
agar Cla 6,8 x 1,9
58x1,9
6,8x1,9
6,8 x 2,9
5,8x1,9
20,4 x 2,9 18,1 x 2,9 2,02 x () Escasos, largos|y Curvado 7,8x1,9 6,4 x2,1 0,7 x0,p Ovales, 29,1 24, 2| Anverso: Monofialides en
17,5 x 2,9 delgados 6,8 x 1,9 pequefios de 29,1 naranja violetg pares y forma de¢
16,5 x 2,9 5,8x 1,9 base truncadg, 22,3 algodonoso orejas de conejq
6,8 x1,9 0 septos 29,1 Re\{erso: b!anc:)
Microcultivo 7,8x29 29,1 VIpleta Stm
agar PDA 5,8 x 2,9 27,2 ’z;g:;?bnleo
58x1,9 25,2
5,8 x 1,9 25,2
6,8 x 1,9 23,3
58x1,9
24,3 x4,9 24,3 x 4,4 9,7x 1,9 9,7 x2,4 0,5 x0,f Ovales, 24,3 20, 4
7,8x2,9 pequefios de 17,5
8,7 x 1,9 base truncadd,
9,7 x 3,9 0O septos
Microcultivo 15x2,9
agar Avena 11 x 1,9
6,8 x 1,9
5,8 x 1,9 7,2x2,4 1 x 0,5 Pequefios col 31,0 27, 4 Monofialides en
6,8 x 2,9 base truncadd, 24,3 pares y forma d¢
6,8 x 2,9 0 septos 33,0 orejas de conejo|
6,8 x 1,9 34,0 Se observo una
Agar CLA 7.8x1,9 26.2 cabeza
i mucilaginosa
(10 dias) 6,8 x 2,9 27,2
9,7x 2,9 24,3
7,8x 1,9 24,3
6,8x2,9 22,3
23,3
58x2,9 7,9%x2,9 1,9 x 0| Pequefios col 24,3 22,3 1,9 Monofialides en
4,9 x 2,9 base truncadd, 24,3 pares y forma dg
6,8 x 2,9 0 septos 24,3 orejas de conejo|
9,7 x 2,9 21,3 Iargas cadgqas d
Agar CLA 7.8x2,9 22.3 microconidios
(15 dias) 6,8x2,9 20,4
11 x 2,9 19,4
11 x2,9 22,3
7,8x2,9
8,7x2,9
20,4x2,9 18,1 x 2,9 2,0x0 Rugosos 6,8 x 2,9 8,1 x 3 1,2 x 0, Pequefios co 24,3 26, 3
17,5x 2,9 8,7 x2,9 base truncadqg, 29,1
16,5 x 2,9 11 x 2,9 O septos
8,7x2,9
Agar CLA 6,8 x 2,9
(21 dias) 7,8x3,9
8,7x2,9
7,8x2,9
8,7x2,9
6,8 x 2,9
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Fusarium verticillioides

[

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de :
Cepa 156 — - - - — - — Clamidospora . Observaciones
Tamarfio pm | Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamarfio pm | Prom DS colonia
14,6 x 2,9 14,6 x 2, Escasos, largos|y Curvado 7,8x2,9 8 x 2,7 1,1 x 0,4 Pequefios co 24,3 27,p 2 Monofialides
delgados, 3 8,7 X 2,9 base truncadd, 29,1 orejas de conejg
septos 5,8 x 2,9 0O septos 24,3 cadenas de
6.8 x 2.9 20,1 microconidios
Microcultivo 8,7x2,9 29,1
agar Cla 8,7x 1,9
9,7x 1,9
7,8x2,9
7,8x2,9
8,7x2,9
31x2,9 31 x 2,9 Escasos, largos|y Curvado 58x1,9 6,7 x2,1 1,5 x 0,4 Pequerios col 21,3 21,4 1 Anverso: Cadenas de
delgados, 3 6,8x 1,9 base truncaddg, 19,4 naranja violetg microconidios
septos 5,8 x 2,9 O septos 19,4 algodonoso
58 x 1,0 10,4 Re'ver§o: violetq
Microcultivo 58x1,9 21,3 sin _plgl_'nento
difusible
agar PDA 6,8 x 1,9 24,3
7,8x 1,9 23,3
6,8 x 1,9 22,3
58x1,9 21,3
11 x 2,9 22,3
13 x 1,9 11,6 x 3 2,5 x 0,5 Pequefios col 19,4 21,6 1 Monifialides
15 x 3,9 base truncadd, 21,3
12 x 2,9 0 septos 21,3
11 x 2,9 22,3
Microcultivo 11 x 3,9 19,4
agar Avena 12 x 2,9 21,3
16 x 2,9 22,3
12 x 2,9 22,3
12 x 2,9 23,3
58x2,9 22,3
4,9%x2,9 7,4x2,9 1,6 x 0,4 Pequefios col 20,4 27,8 (5] Se observan
5,8 x 2,9 base truncadq, 19,4 cadenas de
6,8 x 2,9 O septos 24,3 microconidios, ng
5.8 x 2,9 23.3 septos y ﬁélid_es €
Agar CLA 7,8x2,9 29,1 forma de orejas de
(10 dias) 9.7 X 2.9 34.0 conejo
9,7x 1,9 38,8
7,8x2,9 29,1
8,7 x3,9 33,0
7,8x2,9 27,2
19,4 x 3,9 19,4 x 3,4 0 x 0,6| Escasos, largos|y Curvado 6,8 x 2,9 8,4 x 3,1 1,7 x O, Pequefios col 21,3 27,4 7.6 Monofidlides en
19,4 x 2,9 delgados, 3 8,7x2,9 base truncadd, 19,4 forma de orejas d
septos 7.8x 2,9 0 septos 24,3 conejo, cadenas ¢le
9.7 X 2,9 15,5 microconidios
Agar CLA 4,9 x 2,9 29,1
(15 dias) 9,7x2,9 29,1
9,7x2,9 25,2
8,7x2,9 38,8
11 x 3,9 35,9
7,8 x 2,9 34,9
24,3x1,9 35,9 X 2,7 8,1 x 0,4Escasos, largos|y Curvado 12 x 2,9 8,7x3 1,7 x 0,p Pequefios co 24,3 17.p 6 Monofialides en
29,1 x 1,9 delgados, 3 9,7 X 2,9 base truncadd, 11,6 forma de orejas de
27,2 x2,9 septos 8,7 x 2,9 0O septos 10,7 conejo
38,8 x 2,9 7,8x2,9 11,6
Agar CLA 29,1x2,9 8,7x2,9 24,3
(21 dias) 46,6 x 2,9 9,7 x 2,9 11,6
41,7 x 2,9 11 x 2,9 29,1
44,6 x 2,9 7,8x2,9 14,6
43,7 X 2,9 58x2,9 16,5
34 x2,9 6,8 x 3,9 17,5
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Fusarium sporotrichioides

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 159 — - - - — - — Clamidospora . Observaciones
Tamafio um | Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um Promedio DS Forma Tamafio ym | Prom DS colonia
14,6 x 3,9 14,6 X 3, Mesoconidios 9,7 x3,9 7,3x3,4] 1,7x0,p Piriformes, 9,7 9,5 17 Muchas Polifidlides,
4,9 x 3,9 ovales, fusoid¢g 8,7 clamidosporas muifones
5,8 x 2,9 de 0-1 septo 7.8 intercalares
7,8x2,9 11,6
Microcultivo 4,9 x 3,9
agar Cla 6,8 x3,9
7,8x2,9
8,7x2,9
7,8x2,9
9,7 x3,9
7,8x1,9 7,2x29 1,7 x 0,p Piriformes, 9,7 8,4 24 Anverso: Polifidlides,
4,9%x1,9 ovales, fusoid¢g 9,7 amarillo rojizo muifones
5,8 x 2,9 de 0-1 septo 8.7 algodonosos
58x2,9 10,7 Re'versoj
Microcultivo 58x29 5,8 acn(‘)lsrllilor»;cgj:]ztg
agar PDA 9,7x3,9 4.9 rojo dpifgsible al
7.8x29 la 3a semana|
6,8 x 3,9
8,7x2,9
9,7x2,9
7,8x3,9 8,3 x3,5 1,9 x 0,p Piriformes, 9,7 8,1 2|8 Polifidlides,
12 x 2,9 ovales, fusoid¢g 5,8 muifones
8,7 x 2,9 de 0-1 septo 4,9
5,8 x 3,9 8,7
Microcultivo 8,7 x 3,9 11,6
agar Avena 9,7 x 3,9
11 x 3,9
5,8 x 3,9
6,8 x 2,9
7,8x2,9
6,8 X 3,9 7,4x29 3 x1,1 Piriformes, 14,6 19.6 31 Monofialides (no
5,8 x2,9 ovales, fusoidg 19,4 lo formaF.
7.8 x 2,9 de 0-1 septo 25,2 nelsonii) y
8.7 x 2,9 223 polifiNéIides,
Agar C’ZLA 7,8x2,9 19,4 apar::r':sinaes;eja
(10 dias) 7.8x29 17,5 de conejo (no lo
;2 X i% 13'4 forma F. nelsonii
,7 X 3, 19,4
8,7 x 3,9
15,5 x 2,9 17,3 x 2,9 1,4 x 0 Abundantes 9,7 x2,9 9,4 x 3,0l 0,7 x0,B Piriformes, 27,2 14,3 6,4 Intercalares Monofidlides y
19,4 x 2,9 mesoconidios 8,7 x 2,9 ovales, fusoidq 9,7 polifialides,
17,5 x 2,9 9,7 x 2,9 de 0-1 septo 11,6 mufiones,
17,5 x 2,9 8,7 x2,9 9.7 apariencia oreja
Agar CLA 155 x 2,9 9.7 X 2,9 9,7 f(f’:n‘;o':”‘eriggs“';’
(15 dias) 19,4 x 2,9 11 x 2,9 24,3
17,5x 2,9 9,7x2,9 14,6
17,5x2,9 9,7x2,9 9,7
17,5 x 2,9 9,7 x2,9 11,6
15,5 x 2,9 7,8 x 3,9 14,6
8,7x2,9 8,1x2,9 1x0 Piriformes, Intercalares Polifiadlides,
7,8x2,9 ovales, fusoid¢g muifiones
9,7 x 2,9 de 0-1 septo
7,8x2,9
Agar CLA 6,8 x 2,9
(21 dias) 7.8x2,9
9,7x 2,9
8,7x2,9
7,8x2,9
6,8 x2,9
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Fusarium sporotrichioides

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 160 — - - - — - — Clamidospora . Observaciones
Tamafo um | Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pum Promedio DS Forma Tamafio um | Prom DS colonia
19,4 x 2,9 17,3 x 2, 1,4 x 0| Mesoconidios, No forma 8,7x2,9 8,1x2,8 1,3 x 0,B Piriformes, 9,7 12, 5|6 Intercalaresy polifiadlides,
17,5 x 2,9 fusoides 9,7 x 2,9 redondos de O 19,4 terminales muifones
17,5x 2,9 5,8 x 2,9 septo 9,7
15,5x 2,9 9,7x1,9
Microcultivo 19,4 x 2,9 8,7x2,9
agar Cla 17,5x2,9 5,8x2,9
17,5x 2,9 8,7 x2,9
15,5 x 2,9 7,8x2,9
17,5 x 2,9 7,8x2,9
15,5 x 2,9 8,7x2,9
9,7x2,9 8,8 x 2 1,2 x 0,BPiriformes de 9,7 10, 1)0 Intercalares Anverso: Polifidlides,
7,8%x2,9 1 septo 11,6 amarillo rojizo mufiones
12 x 2,9 11,6 algodonosos
7,8x3,9 10,7 Rgversq;
Microcultivo 9,7 x2,9 11,6 ""C";r?r"l'onfg:tg
agar PDA 8.7x29 9.7 rojo dﬁfgsible al
7.8x29 9.7 la 3a semana|
8,7x2,9
8,7x2,9
7,8x2,9
6,8 x 2,9 7,8x3 1,1 x 0,BPiriformes de 11,6 11, 1|4 Intercalares Polifialides
6,8 x 3,9 1 septo 11,6
9,7x 2,9 9,7
7,8x2,9 11,6
Microcultivo 8,7x2,9 12,6
agar Avena 9,7x 2,9 14,6
7,8x2,9 11,6
6,8 x 2,9 11,6
7,8x2,9 12,6
6,8 x 2,9 9,7
7,8x2,9 7,9x2,9 0,8 x O] Piriformes de 9,7 11, 3f7 Polifialides,
7,8%x2,9 1 septo 9,7 mufiones
9,7x 2,9 9,7
8,7x2,9 19,4
Agar CLA 8,7x 2,9 9,7
(10 dias) 7,8x2,9 11,6
6,8 x 2,9 7,8
7,8x2,9 9,7
7,8x2,9 14,6
6,8 x 2,9 16,5
9,7 x 3,9 9,5x3,1 1,2 x O0,pPiriformes de 15,5 15,3 0,8 intercalares Polifidlides,
9,7 x 3,9 1 septo 14,6 amarillas con mufiones
12x 2,9 16,5 puntos.
9,7x2,9 14,6
Agar CLA 7,8x2,9 15,5
(15 dias) 8,7x2,9
7,8x2,9
8,7x2,9
11x2,9
11x2,9
9,7 x 2,9 8 x 3,1 1,5x 0,4 9,7 10, 2l6 Terminales e Polifidlides,
7,8x2,9 14,6 intercalares mufiones
5,8x2,9 8,7
6,8 x 2,9 9,7
Agar CLA 8,7 x 3,9 7,8
(21 dias) 9,7 x2,9
7,8x2,9
8,7x2,9
9,7 x 3,9
5,8x2,9
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Fusarium verticillioides

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 161 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamafo um | Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pum Promedio DS Forma Tamafio um | Prom DS colonia
11 x 2,9 9,2x2,4 2,3x0,p Gordos, 19,4 27, 14,2 Monofialides
6,8 x 1,9 ovalados con 24,3 orejas de conejo
9,7 x 2,9 base truncadd 24,3 cadenas de
8,7 x 3,9 0-1 septos 19.4 microconidios
Microcultivo 15x2,9 48,5
agar Cla 6,8x1,9
7,8x1,9
11 x 1,9
7,8x 1,9
8,7x1,9
5,8 x 2,9 6,2 x2,7 0,8 x 0,p Gordos, 20,4 22, 4|8 Anverso: Monofialides,
6,8 X 2,9 ovalados con 16,5 morado orejas de conejg
6,8 x 2,9 base truncadg 24.3 algodonoso
5.8 x 1,9 0-1 septos 24.3 Reverso_:
Microcultivo 5,8 x 2,9 31,0 morado o
agar PDA 4,9%x2,9 19,4 ot
6,8 x 3,9 19,4
7,8x2,9
58x1,9
58x1,9
5,8x 2,9 6,5 x 2,5 1,2 x0,b Gordos, 19,4 24, 5|3 Buscar cadenasg
49x2,9 ovalados con 24,3
6,8 x 1,9 base truncadd 20,4
5,8 x 2,9 0-1 septos 35,9
Microcultivo 6,8 x 2,9 26,2
agar Avena 4,9x1,9 17,5
6,8x 1,9 21,3
7,8x2,9 24,3
7,8x 1,9 24,3
8,7x2,9 29,1
8,7x2,9 9,7 x 3,7 3,2x0,p Gordos, 29,1 26, 4|3 Monofialides
9,7 x 2,9 ovalados con 27,2 orejas de conejd
13 x 3,9 base truncadg 24,3
17 x 4,9 0-1 septos 19,4
Agar CLA 9,7 x 3,9 25,2
(10 dias) 9,7x2,9 29,1
7,8 x 3,9 27,2
6,8 x 3,9 35,9
6,8 x 3,9 27,2
8,7 x 3,9 24,3
17,5 x 2,9 30,4 x 2,9 9,6 x 0 Largas y Curvada )y forma de pie| 9,7x 1,9 11x2,9 1 x 0,7 Gordos, 29,1 25,5 4,6 Monofidlides,
30,1 x 2,9 delgadas de ahusada 0 muesca 13 x 1,9 ovalados con 19,4 orejas de conejg
19,4 x 2,9 pared delgada 9,7 x 3,9 base truncadd 20.1
24,3 x 2,9 12 x 2,9 0-1 septos 24,3
Agar CLA 19,4 x 2,9 12 x 2,9
(15 dias) 43,7 X 2,9 9,7 x2,9
38,8 x2,9 11x1,9
34 x 2,9 12 x2,9
37,8x2,9 12 x 3,9
38,8 x 2,9 12 x 3,9
24,3 x 2,9 25,7 x 2,9 4,5 x 0 6,8 x 2,9 9,7 x 2,9 1,8 x 0,4 Gordos, 22,3 23, 3|3 Monofialides
31x2,9 7,8x1,9 ovalados con 24,3
27,2 %x 2,9 9,7 x2,9 base truncadg 19,4
20,4 x 2,9 12x2,9 0-1 septos 22,3
Agar CLA 8,7x 2,9 29,1
(21 dias) 9,7 x2,9 21,3
12 x 2,9
8,7 x2,9
12 x 2,9
12 x 3,9
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Fusarium oxysporum

Cepa 162 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color fie Observaciones
Tamafno um | Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamafo pym | Prom DS colonia
5,8x1,9 6,8 X 2,6 1 x 0,4 Abundantes, 9,7 9.3 1,0 Cortas
6,8x 1,9 ovales y 11,6 monofialides y
5,8 x 2,9 elipsoidales, 9,7 cabezas
7.8x1,9 septos, se 8.7 mucilaginosas
Microcultivo 8,7x2,9 observan 2 8,7
vacuolas
agar Cla 6,8x 2,9 9,7
5,8 x 2,9 8,7
7,8x2,9 9,7
6,8 X 2,9 7,8
5,8 x 2,9 8,7
3,9x1,9 6,1x2,5 1,5 x 0,p Abundantes, 14,6 11, 5|0 Terminales e |Anverso: blanc Cortas
9,7 x 2,9 ovales y 11,6 intercalares morado monofialides
5,8 x 2,9 elipsoidales, 11.6 algodonoso
58x1,9 septos, se 13.6 Reverso: blanc
Microcultivo 5.8 x1.9 observan 2 14.6 mgrado sin
agar PDA cBx29 vacuolas 523 pigmento
. . > difusible
7,8x2,9 4,9
4,9 x 1,9 9,7
5,8 x 2,9 5,8
58x2,9 8,7
7,8x2,9 9x3,5 1,7 x 0,6 Abundantes, 14,6 14, 3|8 Fiélides gordas
8,7 x 2,9 ovales, 20,4 cortas
8,7 x 2,9 elipsoidales y 14,6
78x2,9 arrifionados, ( 14.6
Microcultivo 6,8 x2,9 osbespet?vsa,msz 9,7
agar Avena 9,7 X 3,9 vacuolas
9,7 x4,9
11 x 3,9
7,8 x 3,9
13 x 3,9
6,8 x 3,9 6,9 x 3,7 1,7 x 0,4 Abundantes, 9,7 9.4 217 Fidlides gordas
11 x 3,9 ovales y 8,7 cortas, cabezas
5,8 x 2,9 elipsoidales, 7.8 mucilaginosas
6.8 x 2,9 septos, se 12,6
Agar CLA 5,8 x 3,9 o\k/)ssgc/fl‘:sz 9.7
(10 dias) 5,8 x 3,9 8,7
4,9 x 3,9 14,6
6,8 x 3,9 7,8
7,8 x 3,9 9,7
8,7 x 3,9 4,9
5,8 x 3,9 6,4 x 3,5 0,6 x 0,p Abundantes, 9,7 10,6 2,1 Fidlides gordas
6,8 x2,9 ovales y 10,7 cortas, cabezas
5,8 x 3,9 elipsoidales, 12,6 mucilaginosas
6.8 x 3.0 septos, se 14.6
Agar CLA 5,8 x 3,9 o\kl)sg\é?:sz 9.7
(15 dias) 6,8 x 2,9 6,8
7,8x2,9 9,7
5,8 x 3,9 10,7
6,8 x2,9 11,6
5,8 x 3,9 9,7
9,7 x3,9 8,5 x 3,9 1,5 x 0 Abundantes, 9,7 11, 42 Fiélides gordas
12 x 3,9 ovales y 7.8 cortas, cabezas
6,8 x 3,9 elipsoidales, 6,8 mucilaginosas
7.8 x3,9 septos, se 9.7
Agar CLA 6,8 x 3,9 o\k/’sg‘c’)?:sz 10,7
(21 dias) 7,8 x 3,9 11,6
8,7 x 3,9 14,6
9,7 X 3,9 15,5
7,8 x 3,9 19,4
8,7 x 3,9 5,8
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Fusarium sp.

Cepa 201

Macroconidio

Microconidio

Fialide

Tamarfio pm

Promedio

DS

Forma

Apice

Tamarfio pm

Promedio

DS

Forma

Tamafio pm

Prom

DS

Clamidospora

Color de
colonia

Observaciones

Microcultivo
agar Cla

19,4x1,9

19x1,9

6,8x29

7,3x3,2

1,2x0,4

8,7x2,9

8,7x29

7,8x29

58x29

6,8x29

8,7x29

58x3,9

7,8x3,9

58x3,9

16,5

16,1

5,1

20,4

15,5

14,6

20,4

9,7

14,6

14,6

12,6

28,1

Ausencia de
macroconidios.
Mancha circular

como fotolibro

Microcultivo
agar PDA

6,8x29

7,08 x 3,59

1,03 x 0,6

6,8 x 3,9

6,8 x 3,9

7,8x4,9

58x3,9

8,7x29

8,7x3,9

6,8 x 3,9

6,8x2,9

58x29

Anverso: blanc
algodonoso
Reverso:
blanco morad
sin pigmento
difusible

Mucho micelio

Microcultivo
agar Avena

14,6 x 3,9

9,4x2,6

3,1x0

13,6 x 3,9

19,4 x3,9

13x3,9

7,57 x 3,69

2,37 x 0,4

L

7,8x3,9

6,8x29

7,8x29

58x3,9

6,8 x 3,9

5,8x3,9

6,8 x3,9

11 x3,9

4,9 x 3,9

Curvadas,
popochas,
largas

Agar CLA
(10 dias)

8,7x29

8,05 x 3,59

0,65 x 0,4

v

7,8x3,9

8,7x3,9

8,7x29

7,8x3,9

7,8x3,9

8,7x3,9

7,8x3,9

7,8x3,9

6,8x2,9

Agar CLA
(15 dias)

8,7x2,9

7,18 x 3,59

1,66 x 0,6

9,7x3,9

4,9x2,9

6,8 x 3,9

7,8 x 3,9

6,8x2,9

5,8 x 3,9

4,9 x4,9

7,8x3,9

8,7x2,9

14,6

14,8

4,4

20,4

9,7

14,6

Agar CLA
(21 dias)

8,7x29

7,47 x 3,3

2,1x0,5

9,7x3,9

9,7 x 3,9

4,9x2,9

39x29

58x3,9

7,8x3,9

7,8x29

6,8x29

9,7x2,9

6,8

9,1

2,0

10,7

9,7

Tubos germinativog
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Fusarium oxysporum

Cepa 202 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color fJe Observaciones
Tamarfio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamarfio pm Promedio DS Forma Tamarfio pm Prom DS colonia
3,9x1,9 4,7x 2,8 1,5x0,5| Abundantes, Intercalares y
4,9%2,9 ovales y terminales
3,9x 2,9 elipsoidales,
4.9 2.9 septos, se
Microcultivo 58x2,9 0\5’2:;\;?:52
agar Cla 29x1,9
4,9 x 2,9
7,8x3,9
2,9x2,9
58x2,9
3,9x 3,9 6,6 x 3,8 1,5x0,6| Abundantes, Terminales e Anverso:
6,8 x 3,9 ovales y intercalares morado rosad
4,9 x 3,9 elipsoidales, algodonoso
7,8x4,9 septos, se Reverso: blgnco
Microcultivo 8,7 x 4,9 observan 2 morado sin
agar PDA 2: X 22 vacuolas %?E?b':;o
8 X3,
6,8 x 2,9
7,8 x 3,9
7,8 x 3,9
7,8x2,9 6,9 x 3,2 1,6 x 0,6] Abundantes, 9,7 10,7 2,4 Cortas monofialideq
6,8 x 2,9 ovales y 11,6
5,8 x 2,9 elipsoidales, 9,7
11 x 4,9 septos, se 7.8
Microcultivo 7,8x2,9 O\t,);ce:;?;sz 14.6
agar Avena 58x2,9
6,8 x2,9
58x2,9
4,9 x 2,9
7,8x3,9
4,9 x 3,9 5,8x 3,9 1,0x 0,7] Abundantes, 6,8 6,8 0,4 Intercalares Escasas, cortas
7,8 x 3,9 ovales y 6,8 monofialides
6,8 x 2,9 elipsoidales,
4.9 x 3,9 septos, se
Agar CLA 4,9 x 3,9 0\?::1?:52
(10 dias) 5,8 x2,9
4,9 x 4,9
5,8x 4,9
6,8 x 3,9
58x4,9
Agar CLA
(15 dias)
5,8x 3,9 8,5x 3,7 2,5x 0,6 Abundantes, 3,9 6,5 3,0 Terminales Cortas, monofialidg
6,8 X 2,9 ovales 'y 6,8
6.8 x 3,9 elipsoidales, 10,7
9.7 x4,9 septos, se 2.9
Agar CLA 8,7 x 3,9 O\t”;f[“[’fl";sz
(21 dias) 14 x 3,9
8,7x2,9
6,8 x 3,9
6,8 x2,9
12 x 3,9
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Fusarium oxysporum

Cepa 202 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color fJe Observaciones
Tamarfio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamarfio pm Promedio DS Forma Tamarfio pm Prom DS colonia
3,9x1,9 4,7x 2,8 1,5x0,5| Abundantes, Intercalares y
4,9%2,9 ovales y terminales
3,9x 2,9 elipsoidales,
4.9 2.9 septos, se
Microcultivo 58x2,9 0\5’2:;\;?:52
agar Cla 29x1,9
4,9 x 2,9
7,8x3,9
2,9x2,9
58x2,9
3,9x 3,9 6,6 x 3,8 1,5x0,6| Abundantes, Terminales e Anverso:
6,8 x 3,9 ovales y intercalares morado rosad
4,9 x 3,9 elipsoidales, algodonoso
7,8x4,9 septos, se Reverso: blgnco
Microcultivo 8,7 x 4,9 observan 2 morado sin
agar PDA 2: X 22 vacuolas %?E?b':;o
8 X3,
6,8 x 2,9
7,8 x 3,9
7,8 x 3,9
7,8x2,9 6,9 x 3,2 1,6 x 0,6] Abundantes, 9,7 10,7 2,4 Cortas monofialideq
6,8 x 2,9 ovales y 11,6
5,8 x 2,9 elipsoidales, 9,7
11 x 4,9 septos, se 7.8
Microcultivo 7,8x2,9 O\t,);ce:;?;sz 14.6
agar Avena 58x2,9
6,8 x2,9
58x2,9
4,9 x 2,9
7,8x3,9
4,9 x 3,9 5,8x 3,9 1,0x 0,7] Abundantes, 6,8 6,8 0,4 Intercalares Escasas, cortas
7,8 x 3,9 ovales y 6,8 monofialides
6,8 x 2,9 elipsoidales,
4.9 x 3,9 septos, se
Agar CLA 4,9 x 3,9 0\?::1?:52
(10 dias) 5,8 x2,9
4,9 x 4,9
5,8x 4,9
6,8 x 3,9
58x4,9
Agar CLA
(15 dias)
5,8x 3,9 8,5x 3,7 2,5x 0,6 Abundantes, 3,9 6,5 3,0 Terminales Cortas, monofialidg
6,8 X 2,9 ovales 'y 6,8
6.8 x 3,9 elipsoidales, 10,7
9.7 x4,9 septos, se 2.9
Agar CLA 8,7 x 3,9 O\t”;f[“[’fl";sz
(21 dias) 14 x 3,9
8,7x2,9
6,8 x 3,9
6,8 x2,9
12 x 3,9
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 204 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamarfo pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamafo pm Promedio DS Forma Tamarfo pm Prom DS colonia
2,9x1,9 4,4 x 2,3 1,4x0,5| Abundantes, 9,7 9,1 1,7 Monofialides cortas.
1,9x19 ovales y 10,7 cabezas
6,8 x 2,9 elipsoidales, 7.8 mucilaginosas y tub
3,9 x 2,9 sbeptos, sez 9.7 germinativos
Microcultivo 3,9x2,9 observan 9,7
agar Cla 29x29 vacuolas. 57
9 > > Morfologia mu >
49x19 variada 10,7
5,8x 1,9 4.9
4,9 x 1,9 9,7
3,9x1,9 8,7
15 x 3,9 9,3 x4,2 3,9 x 0,6 | Abundantes, Anverso: blanc{ Tubos germinativos
13 x 3,9 ovales y morado
15 x 3,9 elipsoidales, algodonoso
4,9x 2,9 S;-‘ptOS, Sez Revzrsoi
Microcultivo 5,8 x 3,9 observan morado sin
agar PDA 97 x49 vacuolas. pigmento
9 X4 Morfologia muy sifusible
13x3.9 variada
58 x4,9
6,8 x 4,9
5,8 x4,9
5,8 x 3,9 6,4 x 3,1 2,5x0,7| Abundantes, 6,8 7,8 2,4 Escasas, cortas,
9,7x2,9 ovales y 5,8 monofialides,
4,9% 2,9 elipsoidales, 6.8
2,9x1,9 Ssptosv Sez 4,9
Microcultivo 6,8x 2,9 observan 9,7
agar Avena 58x209 vacuolas. 126
2 L Morfologia muy 2
11x39 variada 7.8
8,7x1,9
3,9x3,9
4,9 x 3,9
9,7 x 3,9 6,5 x 3,4 1,5x0,9| Abundantes,
7,8 x 3,9 ovales y
5,8 x 4,9 elipsoidales,
4,9%2,9 S;Pmsv ot
Agar CLA 4,9 x 4,9 observan
10 dias) Y TEN) vacuolas.
( z L Morfologia muy
58x29 variada
6,8 x 2,9
58x2,9
6,8 x2,9
15,5 x 3,9 11x2,91 2,4 x 0,5| Entre cortas Curvada puntiagudd 7,8x2,9 7,5x 3,2 2,1 x0,5| Abundantes, 5,8 7,6 3,9 Escasas, cortas,
17,5 x 4,9 medio largas] 58x2,9 ovales y 6,8 monofialides,
20,4 x 3,9 relativamentq 49x2,9 elipsoidales, 155
delgadas y cq 29x209 septos, se 2.9
Agar CLA pared delgad| 5.8x2.0 ?,?:J;;nsz o8
(15 dias) 7.8x29 Morfologia muy 5.8
6,8x2,9 variada
8,7x3,9
11x3,9
11x3,9
11x2,9 10,1 x 3,8 2,3x0,5| Abundantes, 3,9 7.5 3,9 Terminales e
6,8 x 3,9 ovales y 3,9 intercalares
7.8x 3,9 elipsoidales, 9,7
15 x 3,9 Ssptosv Sez 8,7
Agar CLA 12 x 3,9 c:,ascir;;ns 146
(21 dias) 11 x4,9 Morfologia muy 4.9
9.7x2.9 variada 4.9
11x3,9 9,7
7,8 x3,9
11x3,9
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Fusarium oxysporum

Cepa 205 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color Qe Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamarfo pm Promedio DS Forma Tamafo pm Prom DS colonia
24,3x2,9 23 x2,7 2,1x0,4| Cortosy ahusado puntiagudg 5,8x1,9 5,5x1,9 0,6 x 0 | Abundantes, 11,6 13.4 4,9 Intercalares Escasas, cortas,
24,3x 2,9 medio largos| 5,8x 1,9 ovales y 19,4 monofialides,
19,4 x 2,9 rectos a 5.8x 1,9 elipsoidales, 8.7
26,2 x 2,9 escasamentge 49x 1,9 septos, se 14.6
Microcultivo 21,3x2,9 a%LLr;I:gg;‘ 3 4,9x1,9 (;ZS:J;’;”S'Z
agar Cla 25,2x1,9 septos 58x1,9 Morfologia mu:
24,3 x 2,9 4,9 x 1,9 variada
23,3x2,9 58x1,9
24,3x1,9 6,8x1,9
21,3x2,9 4,9x1,9
5,8x 1,9 6,4x1,9 0,94 x 0| Abundantes, 5,8 7,4 2,2 Anverso: Monofialides cortas
6,8x 1,9 arrinonadas, 9,7 morado falsas cabezas
7.8x1,9 ovales, 9,7 algodonosos mucilaginosas
5,8 x 1,9 elipsoidales, 6.8 Reverso: blancp
Microcultivo 5,8 x 1,9 Septos. 2.9 morado sin
agar PDA 2.9 x 1.9 Morfolqgla mu plgm?nto
5BxLo variada. difusible
6,8x 1,9
7,8x1,9
6,8x1,9
9,7x2,9 8,1x2,4 1,6 x 0,5| Abundantes, 9,7 8,1 2,3 Monofialides cortas]
8,7x2,9 arrifionadas, 4,9
58x1,9 ) ovgles, 11,6
58x1,9 elipsoidales, 78
Microcultivo 7,8x1,9 sept?s. 9,7
agar Avena 97x29 Morfolqgla mu; r%;
2 . variada. 2
9,7x2,9 4,9
8,7x1,9 5,8
8,7x29 8,7
58x1,9 9,7
19,4 x 3,9 13 x 2,26 0,6 x 0,5 Escasos, ahusado puntiagud 9,7 x 3,9 7,7 x 3,8 1,9x0,7| Abundantes, 5,8 4,9 1,4 Escasas monofialidg
18,4 x 2,9 rectos a 5,8 x 4,9 arrifionadas, 4,9 cortas
19,4 x 3,9 escasamentge 6,8 x 2,9 ovales, 3.9
curvados, 5.8 x 2,9 elipsoidales,
ahusados, 3 septos.
A(?grd(i:;sA) septos z; x3,9 Morfologia mu:
8x49 variada.
5,8x3,9
11 x 3,9
9,7x3,9
6,8 x2,9
20,4 x 2,9 12 x 1,94 3,1x 0,5 Escasos, ahusado puntiagudc 6,8 x 3,9 7,2%x3,7 1,8 x 0,6] Abundantes, 11,6 8,4 3,3 Monofidlides cortas
14,6 x 2,9 rectos a 8,7 x 3,9 arrifionadas, 11,6 falsas cabezas
19,4 x 3,9 escasamentg 4.9 % 3,9 ovales, 7.8 mucilaginosas
cirvadgs, 6.8 x 3,9 elipsoidtales, 9.7
ahusados septos.
A(?;rd(;l‘_SA) 4712 i z'g Morfologia mu: g':
- - variada. >
5,8x2,9 4,9
9,7 x 4,9 14,6
9,7 x 2,9 5.8
6,8 x 3,9 5,8
19,4 x 3,9 19 x 3,8 58x29 7,2%x 3,4 2,9 x0,5| Abundantes, 14,6 9,3 3,4 Intercalares Monofidlides corta:
13 x 2,9 arrifionadas, 3,9 falsas cabezas
4,9x2,9 ovales, 3,9 mucilaginosas
78x2.9 elipsoidales, 9.7
Agar CLA 4,9 2,9 Septos. 8,7
(21 dias) 57 %35 Morfolqgla mu 57
2 . variada. 2
4,9 x 3,9 14,6
12 x 3,9 10,7
5,8 x 3,9 8,7
4,9 x 3,9 9,7

132



Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 206 Tamarno P di DS Forma Apice Pie T A P di DS Forma T A Prom DS Clamidospora colonia Observaciones
um romedio P amafio um romedio amafio um
19,4 x 3,9 19 x 3,8 ahusado puntiagud 6,8 x 2,9 7.4 % 3,2 2,4 x0,5| Abundantes, 11,6 12, 4,4 Monofidlides cortas
5,8 x 2,9 arrifionadas, 4,9 falsas cabezas
4,9 x 3,9 ovales, 7.8 mucilaginosas
5.8 x 3.9 elipsoidales, 7.8
Microcultivo 6,8x29 sethS_ 14,6
agar Cla 12x29 Morfolqgla mu; 0.5
> variada. >
12x2,9 14,6
7,8x3,9 19,4
6,8 x 2,9 13,6
58x2,9 9,7
7,8x3,9 7,3%x3,7 2x0,6 Abundantes, 9,7 8,7 1,4 Anverso: blanc{ Escasas monofialidg
6,8 x 2,9 arrifionadas, 7,8 morado cortas
4,9 x 3,9 ovales, algodonoso
6.8 x 2.9 elipsoidales, Reverso: blancp
Microcultivo 9,7 x 3,9 Septos. sin pigmento
agar PDA 12 %39 Morfologia mu difusible
- variada.
5,8 x4,9
6,8 x 2,9
5,8 x 3,9
6,8 x 3,9
58x2,9 7,8x 3,4 1,9x0,5| Abundantes, No es facil evaluar
6.8x 3.9 arriionadas, morfologia en PDA
9:7 X 3:9 ovales, avena
12x2.9 elipsoidales,
Microcultivo 9,7x29 sept€>s.
agar Avena 7 B8x39 Morfolo_gla mu
- . variada.
6,8 x 3,9
5,8x3,9
6,8 x 2,9
6,8 x 2,9
26,2 x3,9 29 x 3,3 6,5x 0,5 Escasos, ahusado puntiagudg 7,8x3,9 7,3x3,4 1,3x0,5] Abundantes, 27,2 19,4 4.3 Monofialides cortas
19,4 x 3,9 rectos a 6,8 x 3,9 arriionadas, 18,4 falsas cabezas
34,9 x 2,9 escasamentg 5.8 x 2,9 ovales, 19,4 mucilaginosas
34 % 2.9 curvados, 78x2.9 elipsoidales, 19.4
Agar CLA 32 x 2,9 ahusados 8,7x3,9 Septos. 14.6
(10 dias) 9,7 x2,9 Morfologia mu 19,4
> - variada. >
7,8x3,9 22,3
58x2,9 24,3
6,8 x 3,9 14,6
58x2,9 14,6
24,3 x 3,9 24 x 3,2 4,8 x 0,5 Escasos, ahusado puntiagudd 11x2,9 8,9x 3,3 1,4x 0,5 Abundantes,
19,4 x 2,9 rectos a 8,7x 2,9 arrinonadas,
29,1x2,9 escasamentge 6,8 x 3,9 ovales,
curvados, 9.7 x3.9 elipsoidales,
Agar CLA ahusados 11x2.9 " fslep'(qs.
(15 dias) 8,7 x 2,9 e ™
7,8x3,9
6,8 x 3,9
9,7x2,9
9,7x2,9
29,1 x 3,9 29 x 3,4 6,8 x 0,5 Cortos y ahusado puntiagud 9,7 x 2,9 8,5 x 3,2 4x0,5 Abundantes, 14,6 10,5 3,9 Monofidlides cortas
29,1 x 2,9 medio largos| 16 x 3,9 arrifionadas, 8,7 falsas cabezas
34,9 x 3,9 rectos a 6,8 x 2,9 ovales, 9,7 mucilaginosas
37,8 x2,9 escasamentg 5.8 x 2.9 elipsoidales, 5.8
Agar CLA 29,1 x 2,9 curvados, 3,9x2,9 Septos. 5.8
N ahusados, 3 Morfologia mu
(21 dias) 146 x 3,9 septos 68x3.9 variada. 13,6
29,1 x2,9 15 x 3,9 11,6
29,1 x 3,9 58x2,9 12,6
8,7 x 2,9 4,9
6,8 x2,9 16,5
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Fusarium oxysporum

Cepa 207 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color Qe Observaciones
Tamarfo um Promedio DS Forma Apice Pie Tamarfo pm Promedio DS Forma Tamano pm Prom DS colonia
6,8x 1,9 6,8 x 2,2 1,9x0,5| Abundantes, 10,7 13,1 6, Monofidlides cortas
3,9x1,9 arrifionadas, 29,1 falsas cabezas
8,7 x 2,9 ovales, 16,5 mucilaginosas
8,7 x 1,9 elipsoidales, 155
Microcultivo 9,7x1,9 Sem?s' 16,5
Morfologia mu
agar Cla 5,8x29 variada. 8,7
6,8x1,9 5,8
7,8x29 8,7
4,9x1,9 7.8
4,9x1,9 11,6
5,8 x 2,9 6,4 x 3,3 1,1 x0,5| Abundantes, 11,6 10,1 8,5 Anverso: blanc{ Pocas monofialideg
7,8x 3,9 arrifonadas, 24,3 algodonoso cortas
7,8 2,9 ovales, 4,9 Reverso: blancp
6,8 x 2,9 elipsoidales, 5.8 sin pigmento
Microcultivo 6,8x2,9 Sem?s' 26,2
Morfologia mu
agar PDA 4,9 x3,9 variada. 8,7
7,8x3,9 2,9
4,9x2,9 2,9
5,8x29 3,9
5,8 x 3,9 9,7
3,9x2,9 6,01 x 2,8 1,4 x 0,5] Abundantes, 11,6 9,5 2,2 Monofialides cortas|
7,8 x 3,9 arrifonadas, 11,6
7,8 2,9 ovales, 7.8
5.8 x 2,9 elipsoidales, 7.8
Microcultivo 4,9x29 Sem?s' 6,8
agar Avena 58x29 Morfolqgla mu; 5.7
- - variada. 2
4,9x1,9 8,7
6,8x2,9 6.8
4,9x1,9 11,6
7,8x2,9 12,6
58x2,9 6,1x3,3 0,9 x0,5| Abundantes, 9,7 9,5 3,4 Monofidlides cortas
6,8 x 2,9 arrifionadas, 11,6 falsas cabezas
5,8 x 2,9 ovales, 10,7 mucilaginosas
4,9%3.9 elipsoidales, 10,7
Agar CLA 4,9x2,9 sept?s. 17,5
(10 dias) 58x3.9 Morfolqgla mu; =8
- - variada. 2
6,8x2,9 5,8
5,8x3,9 6.8
6,8x2,9 6.8
7,8x3,9 7,8
58x29 6,4 x 3,2 1,6 x0,6]| Abundantes, 6,8 8,6 2,2 Terminales Monofidlides cortas
58x2,9 arrifonadas, 11,6 falsas cabezas
6,8 x 2,9 ovales, 9,7 mucilaginosas
4.9x3,9 elipsoidales, 7.8
Agar (?LA 49x29 Morleetl:)gt?:lmu 9.7
(15 dias) 6,8 x 1,9 variada. 6,8
8,7 x 3,9 7.8
9,7 x 3,9 11,6
5,8x3,9 9,7
4,9x2,9 4,9
6,8x 2,9 7,6 x2,9 2x0 Abundantes, 9,7 10,1 3,5 Monofidlides cortas
9,7x2,9 arrifionadas, 7.8 falsas cabezas
11 x 2,9 ovales, 6.8 mucilaginosas
6,8 x 2,9 elipsoidales, 14.6
Agar CLA 9,7x2,9 sept?s. 9,7
(21 dias) 29x29 Morfolqgla mu; 58
- - variada. 2
58x29 9,7
6,8x2,9 9,7
9,7x2,9 17,5
5,8x2,9 9,7
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Fusarium oxysporum

Cepa 208 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color de Observaciones
P Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamafio um | Prom DS P colonia
19,4x2,9 22x3,1 4,2x0,4| Cortosy ahusado puntiagudc 58x29 8 x3 1,7x0,3 | Abundantes, 8,7 9,8 2,2 Monofialides cortas
19,4 x 2,9 medio largos 7,8%2,9 arrifionadas, 9,7
29,1x2,9 rectos a 9,7 x 2,9 ovales, 9,7
19,4 x 2,9 escasamentg 9.7 x 2,9 elipsoidales, 7.8
Microcultivo 22,3 x3,9 curvados, 58x29 Sept?s' 8,7
cl ahusados, 1 Morfologia mu
agar Cla septos 9.7x29 variada. 6.8
58x2,9 14,6
8,7 x 3,9 11,6
7,8x2,9 9,7
9,7x2,9 10,7
19,4 x2,9 21 x 3,4 2,1x0,6 Cortos y Curvado 6,8 x 3,9 7,3x3,2 1,8 x0,5| Abundantes, Anverso: blanc No se observan
22,3 x3,9 medio largos 5,8 x 2,9 arrifionadas, morado fidlides
rectos a 4,9%2,9 ovales, algodonoso
escasamentg 5.8x 2,9 elipsoidales, Reverso: blfanco
Microcultivo curvados, 2- 7.8%2.9 septg)s. rqsado sin
PDA septos Morfologia mu pigmento
agar 23 X 22 variada. difusible
X3,
11x2,9
7,8x3,9
6,8 x2,9
6,8 x 3,9 7,3%x3,2 1,8 x 0,5| Abundantes, 13,6 7,2 3.9 Monofidlides cortas|
5,8x29 arrifionadas, 9,7
4,9x2,9 ovales, 9,7
58x29 elipsoidales, 8.7
. . - - tos. -
Microcultivo 7,8x29 Septos 3,9
A Morfologia mu
agar Avena 68x29 variada. 6.8
9,7 x 3,9 2,9
11x2,9 3,9
7,8x3,9 3,9
6,8x2,9 8,7
24,3x2,9 20 x 3,6 3,6 x0,9 Cortos y ahusado puntiagud 7,8x2,9 7,4 x3,7 1,5x 0,4| Abundantes, 7,8 9,7 1,4 Monofialides cortas
20,4 x 2,9 medio largos 5,8 x 3,9 arrifionadas, 9,7 falsas cabezas
19,4 x 3,9 rectos a 6.8 x 3,9 ) ov_ales, 11,6 mucilaginosas
155 x 4,9 escasamentg 5.8 x 3,9 elipsoidales, 9.7
Agar CLA curvados, 9,7 x 3,9 Septos. 10,7
10 dias: ahusados, 3 ~8x39 Morfologia mu 116
( ) septos S X3, variada. 2
6,8 x 3,9 7,8
5,8 x 3,9 8,7
7,8 x 3,9 9,7
9,7x2,9 9,7
20,4 x 2,9 20x 2,9 Largas, medip ahusado 7,8x2,9 7,4%x 3,7 1,5x0,4| Abundantes, 5,8 8,5 2,0 Monofidlides cortas
curvadas, 3 5,8 x 3,9 arrifionadas, 11,6 falsas cabezas
septos 6,8 x 3,9 ovales, 9,7 mucilaginosas
58x 39 elipsoidales, 9.7
Agar CLA 9.7x3.9 Morff)leé)gt?j.mu 10.7
(15 dias) 7,8x 3,9 variada. 6,8
6,8 x 3,9 6,8
5,8 x 3,9 6,8
7,8x3,9 9,7
9,7 x2,9 7.8
19,4 x 2,9 22 x 3,1 4,2 x 0,4 Cortos y ahusado puntiagud 58x2,9 8,1x3 1,7 x 0,3| Abundantes, 8,7 8,9 0,8 Monofialides cortas
19,4 x 2,9 medio largos 7,8x2,9 arrifionadas, 9,7 falsas cabezas
20,1 x2,9 rectos a 9,7 x 2,9 ) ov_ales, 9,7 mucilaginosas
1904 x 2,0 escasamentg 9.7x2.9 elipsoidales, 8.7
Agar CLA 22,3x3,9 curvados, 5.8 x 2,9 Septos. 7.8
21 dias ahusados, 1 57x29 Morfologia mu
( ) septos 5’8 X 2’9 variada.
8 X2,
8,7 x 3,9
7,8x2,9
9,7x2,9
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de :
Cepa 209 — - - n = - — Clamidospora N Observaciones
Tamarfio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamarfo pm Promedio DS Forma Tamarfio pm Prom DS colonia
9,7x29 6,9x28 1,8 x0,5| Abundantes, 9,7 10.4 2,9 Terminales Monofialides cortas
4,9 x 2,9 arrifionadas, 10,7 falsas cabezas
5,8x 2,9 ovales, 14.6 mucilaginosas
5.8 x 2,9 elipsoidales, 14.6
Microcultivo 6,8 x 2,9 Septos. 116
Morfologia mu
agar Cla 7,8x2,9 variada. 10,7
9,7x2,9 9,7
4,9 x 1,9 8,7
58x1,9 8,7
7,8x3,9 4,9
7,8x2,9 8,3x 3,2 2,1x0,4| Abundantes, 4,9 10,4 3,9 Intercalares |Anverso: blanc{ Monofialides cortas|
6,8x 2,9 arrinonadas, 9,7 terminales morado
11 x 3,9 ovales, 11,6 algodonoso
12 x 3,9 elipsoidales, 14.6 Reverso: blancp
Microcultivo 8,7x2,9 septos. 6.8 morado sin
Morfologia mu pigmento
agar PDA 7.8x29 variada. 6.8 difusible
5,8 x 3,9 16,5
4,9 x 2,9 14,6
9,7x2,9 8,7
9,7x2,9 9,7
7,8x2,9 6,9 x 3,4 0,8 x 0,5| Abundantes, 14,6 15,1 2, Monofialides cortas
6,8 x 3,9 arrinonadas, 14,6 falsas cabezas
5,8x 2,9 ovales, 9,7 mucilaginosas
6.8 x 3.0 elipsoidales, 15.5
Microcultivo 7.8x 3,9 septos. 19,4
agar Avena 6820 Morfologia mu 126
> - variada. >
5,8 x 3,9 13,6
7,8x2,9 15,5
5,8 x 3,9 14,6
7,8x2,9 19,4
6,8 x 3,9 7,2 x 3,9 0,8x0 Abundantes, 11,6 10,7 3,5 Monofidlides cortas
6,8 x 3,9 arrifionadas, 11,6 falsas cabezas
7.8x3,9 ovales, 2.9 mucilaginosas
8.7 x 3,9 elipsoidales, 6.8
Agar CLA 6,8 x 3,9 Septos. 116
(10 dias) 6.8x39 Morfologia mu 107
- - variada. >
5,8 x 3,9 13,6
6,8 x 3,9 13,6
7,8x3,9 14,6
7,8x3,9 9,7
12 x 3,9 7,7%x 3,7 1,9x0,6 9,7 9,5 1,4 Monofialides cortas
58x29 9,7 falsas cabezas
6,8 x 2,9 10,7 mucilaginosas
4,9 x 3,9 6,8
Agar CLA 9,7 x 4,9 11,6
(15 dias) 7.8 x 3,9 9,7
6,8 x 2,9 9.7
8,7 x 3,9 9,7
7,8x3,9 9,7
6,8 x 3,9 7.8
29,1 x 3,9 29 x 3,8 Curvada, ahusada 58x2,9 6,6 x 3,1 1,4 x 0,4| Abundantes, 9,7 9,5 3,2 Monofialides cortas
larga y 4,9x2,9 arrifionadas, 10,7 falsas cabezas
delgada 6.8 x 3,9 ovales, 16,5 mucilaginosas
5.8 x 3,9 elipsoidales, 5.8
Agar CLA 7.8x2,9 Septos. 9,7
(21 dias) 5820 Morfologia mu 5.7
- : variada. 2
9,7x2,9 7.8
4,9 x 2,9 4,9
6,8 x 2,9 9,7
6,8x2,9 10,7
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Fusarium oxysporum

Cepa 210 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color Qe Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamano pm Promedio DS Forma Tamafo pm Prom DS colonia
24,3 x2,9 22 x2,9 2,2x0 Cortos y ahusado puntiagudg 7,8x2,9 7,3x3,1 1,4 x0,4] Abundantes, 11,6 9,7 3,5 Intercalares Monofialides cortas
25,2 x 2,9 medio largos| 6,8 x 3,9 arrifionadas, 6,8
23,3 x2,9 rectos a 9,7x2,9 ovales, 11,6
19,4 x 2,9 escasamentg 78x2.9 elipsoidales, 11.6
Microcultivo 23,3x2,9 curvados, 4,9 x 3,9 SePtf’S' 14,6
ahusados, 3 Morfologia mu
agar Cla 19,4 x2,9 septos 58x29 variada. 4.9
21,3x2,9 6,8 x 2,9 6,8
21,3x2,9 6,8 x 2,9
7,8x2,9
8,7x29
6,8x 2,9 8,8 x 3,1 1,9x0,4 Ovales, 8,7 10,4 1,3 Anverso: blanc{ Monofialides cortas|
7,8x2,9 elipsoidales, g 12,6 morado
9,7 x 2,9 septos. 9,7 algodonoso
6,8 x 2,9 Morfolqgia mu 9,7 Reverso: bl:_;\ncn
Microcultivo 8,7x 3,9 variada. 9,7 mprado tsm
agar PDA 14 %39 116 e
7,8x2,9 11,6
8,7x29 9,7
9,7x2,9
8,7x2,9
19,4 x 2,9 21x2,9 2,2x0 13x1,9 7,4%x2,9 2,9x0,5|] Abundantes, 9,7 11,2 5,4 Monofialides cortas
23,2x2,9 4,9x 2,9 arrifonadas, 10,7 pocas largas
19,4 x 2,9 12 x 2,9 ovales, 15,5
6.8 x 2,9 elipsoidales, 8.7
Microcultivo 9,7x2,9 Morfi)?t’;gt?:lmu 12,6
agar Avena 4,9 % 2,9 variada. 19,4
4,9 x 2,9 2,9
6,8 x 3,9 19,4
6,8 x 2,9 5,8
4,9x 2,9 6,8
18,4 x 4,9 18 x 4,8 Medio larga,| Ahusada 6,8 x 3,9 7,6 x 3,5 1,2 x0,5] Abundantes, 4,9 7,4 2,4 Monofialides cortas
delgada 7.8x3,9 arrifionadas, 6,8 cabezas
8,7 x 3,9 ovales, 9,7 mucilaginosas
9.7 x 3.9 elipsoidales, 9.7
Agar CLA 5,8 % 2,9 Septos. 58
(10 dfas) 5.8 x 25 Morfolqgla mu o
7:8 " 3:9 variada. :
6,8 x 3,9
8,7x2,9
7,8x29
4,9x 2,9 6,4 x 3,1 1,9x0,4| Abundantes, 11,6 9,5 2,6 Monofialides cortas
6,8 x 3,9 arrifionadas, 12,6 popochas
7,8x3,9 ovales, 9,7
5.8 x 2,9 elipsoidales, 116
Agar CLA 49x2,9 Morfz?é)g;?:.mu 8.7
(15 dias) 7.8x29 variada. 9.7
58x2,9 8,7
4,9x 2,9 11,6
11x2,9 5,8
4,9x2,9 4,9
4,9x2,9 6,9x3,1 1,8 x 0,4| Abundantes, 11,6 10,7 4, Monofidlides cortas
58Xx2,9 ovales y 17,5 cabezas
7.8%2,9 elipsoidales, 2,9 mucilaginosas
9,7 x 2,9 septos, se 10,7
Agar CLA 5,8 x 3,9 ?,T:J;’;”Sz 8,7
(21 dias) 58x3,9 Morfologia mu 9.7
78x29 variada 8,7
4,9 x 2,9 11,6
7,8x2,9
9,7x2,9
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Fusarium oxysporum

Macroconidio i idi Fialide . .
Cepa 302 - - - MI-CI'OCOFIIdIO Clamidospora Color Qe Observaciones
Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
19,4x 2,9 14,2 x1,9 2,2 x 0 |Cortos y medi ahusado 6,8x2,9 7,8%x3,2 1,6 x 0,4| Abundantes, 5,8 7,0 1,6 Monofialides corta:
largos, rectos 7,8%x2,9 arrifionadas, 4,9
escasamentg 8.7x2.9 ovales, 7.8
curvados, 78x29 elipsoidales, ( 78
Microcultivo ahusados, 3 9,7x2,9 SEpmSl 8,7
agar Cla septos Morfologia
9 107x3,8 muy variada.
4,8 x 2,9
6,8 x 2,9
6,8 x 3,9
puntiagudo 7,8 x 3,9
6,8x 2,9 8,2x2,7 1,9 x 0,6| Abundantes, Anverso:
78x2,9 arrifionadas, morado claro
6.8x 1.9 ovales, algodonoso
116x290 elipsoidales, ( Reverso: morad
. . - - septos. sin pigmento
M;cr;);::lg\: 6.8x1,9 Morfologia difusible
9 116x29 muy variada.
6,8 x 2,9
8,7x 1,9
6,8 x 2,9
7,8 x3,9
24,3x1,9 15,2x 1,3 1,7 x 0,6/ Cortos y medi ahusado puntiagud¢ 10,7 x 2,9 9,4 x3,0 1,5 x 0,7| Abundantes, Terminales Muchos tubos
21,3x 1,9 largos, rectos 10,7 X 2,9 arrifionadas, intercalares germinales
243x29 escasamentg 78x39 ovales,
curvados, 97x19 elipsoidales, (
Microcultivo ahusados, 3 10,7 x 2,9 septos.}
agar Avena septos Morfologia
9 9.7x29 muy variada.
9,7 x 3,9
5,8 x 3,9
9,7x1,9
9,7x2,9
29,1 x 2,9 30,5 x 3,5 4,4 x 0,5|Cortos y medi ahusado puntiagud¢ 4,8x2,9 8,4 x 3,2 2,2x0,5| Abundantes, 5,8 8,0 2,4 Monofidlides cortaq,
26,2 x 2,9 largos, rectos 5,8x 2,9 arrifionadas, 9,7 pocas largas
38.8 x 2,9 escasamentg 9.7x2.9 ovales, 11.6
29 1x39 curvados, 78x29 elipsoidales, ( 4.0
Agar CLA 29,1 x 3,9 ahusados, 3 9,7 X 2,9 septos. 6,8
(10 dias) 27,2x 3,9 septos 7,8 x 3,9 Morfologia 7,8
2 X3, S X3, muy variada. 2
34 x 3,9 6,8x3,9 9,7
9,7x2,9
11,6 x 3,9
10,7 x 2,9
30,1 x 2,9 30,1 x 2,9 Largo curvadd Ahusado puntiagudq 7,8 x 2,9 10,5 x 3,2 1,6 x 0,5 Abundantes, 7.8 7.8 Intercalares y Monofidlides corta:
3 septos 11,6 x 2,9 arrifionadas, terminales
9,7 x 3,9 ovales,
126x290 elipsoidales, (
Agar CLA 10,7 %29 M:;efgfzs'ia
(15 dias) 10,7 x 2,9 9
muy variada.
12,6 x 3,9
8,7x2,9
9,7x 2,9
31x2,9 31x2,9 Largo curvadd Ahusado puntiagudd 8,7 x 3,9 9,3x3,3 1,6 x 0,8| Abundantes, Intercalares y
3 septos 9,7x3,9 arrifonadas, terminales
8,7 x 2,9 ovales,
97x1.9 elipsoidales, (
Agar CLA 9,7x1,9 septos.
(21 dias) Morfologia
107x3,9 muy variada.
7,8 x 3,9
11,6 x 3,9
10,7 x 3,9
58x2,9
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Fusarium oxysporum

Cepa 303 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color de Observaciones
P Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS P colonia
6,8 x 2,9 7,8 x 3,0 1,5 x 0,3| Abundantes, 9,7 9,6 1,2 Monofidlides corta:
7.8x2,9 arrifionadas, 8,7
9,7x2,9 ~ovales, 10,7
7.7x2.9 ellpSOIdtaIes. q 9.7
Microcultivo 5,8 x 2,9 Mz?fglg:ia 11,6
agar Cla 68x29 muy variada. 8.7
9,7x2,9 7,8
8,7x2,9 9,7
9,7 x3,9 10,7
5,8x2,9 8,7
20,4 x 3,9 17,9 x 3,9 3,4 x 0 |Largo curvadd Ahusado puntiagudq 9,7 x 2,9 6,9 x 3,0 1,9 x 0,3| Abundantes, Anverso: blanct
15,5 x 3,9 3 septos 4,8 x 3,9 arrifionadas, algodonoso
5,8 x 2,9 ovales, Reverso: blanc
6.8 x 2.9 elipsoidales, ( sin pigmento
Microcultivo 10,7 x2,9 septos.' difusible
PDA Morfologia
agar 5.8x2.9 muy variada.
5,8x2,9
6,8 x2,9
5,8x2,9
19,4x3,9 13,6 x 2,6 2,4 x 0 |Largocurvadd Ahusado puntiagudd 8,7 x 2,9 10x3,1 3,1x0,4| Abundantes, 27,2 21,6 4,7 Monofialides
21,3 x 3,9 3 septos 7,8%3,9 arrifionadas, 26,2
24,3 x 3,9 5,8x 3,9 ~ovales, 21,3
10,7 x 2.9 ellpSOIdtaIes. q 155
Microcultivo 13,6 x 2,9 szleg;a 24,3
agar Avena 10,7x2,9 muy variada. 19.4
6,8x2,9 14,6
15,5 x 2,9 17,5
10,7 x 2,9 26,2
24,3
11,6 x 3,9 9,3 x 3,8 2,0 x 0,3|] Abundantes, 19,4 26,5 6,2 Monofialides cortad,
8,7 x 3,9 arrifionadas, 29,1 pocas largas
12,6 x 3,9 ~ ovales, 31,0
9.7 x 3.9 elipsoidales, (
Agar CLA 8,7 x 3,9 septos.
(10 dias) Morfologia
1as, 116 x3.9 muy variada.
6,8 x 3,9
8,7 x 3,9
7,8 x3,9
6,8x2,9
56,3 x 3,9 61,4 x 3,9 5,2 x 0 |Largo curvadd Ahusado puntiagudd 7,8x 3,9 7,9 % 3,6 1,7 x 0,5| Abundantes, 25,2 27,2 1,6 Monofiadlides cortad
58,2 x 3,9 3 septos 9,7 x 3,9 arrifionadas, 27,2 pocas largas
67,9 x 3,9 7,8x3,9 ~ovales, 27,2
63,1 x 3,9 6.8x 2,9 elipsoidales, 20.1
Agar CLA 11,6 x 2,9 szfz:gs-ia
(15 dias) 6,8 x 3,9 9
muy variada.
6,8 x 3,9
7,8x3,9
5,8x 2,9
8,7x 3,9
7,8 x 3,9 8,3x2,6 1,4 x 0,5| Abundantes, 24,3 26,7 3,4 Monofidlides cortag
8,7 x 3,9 arrifionadas, 29,1 pocas largas
7.8 x 3,9 ovales,
9.7x39 elipsoidales,
Agar CLA 10,7 x 2,9 septos.
(21 dias) Morfologia
1as, 8,7x3,9 muy variada.
7,7 x 3,9
6,8 x 2,9
5,8x2,9
8,7 x 3,9
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Fusarium oxysporum

Cepa 308 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color de Observaciones
Tamafo um Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um| Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
29,1x29 36,1 x2,9 4,1x0 Bastantes, Ahusado Puntiagudq 9,7 x 2,9 8,5x3,3 1,1 x 0,5| Arrifionadas, 16,5 16,5 Moncofialides
34 x2,9 largos, rectos 7,8%x2,9 ovales,
38,8 x 2,9 escasament 6,8x2.9 elipsoidales,
40,7 x 2,9 curvados, 3 9.7x3.9 septos.'
Microcultivo 29,129 septos 7.8x29 Morfolo.gla
agar Cla 37,8x 2,9 8.7%2.0 muy variada.
38,8x2,9 9,7 x 3,9
38,8 x2,9 7,8x3,9
36,9 x 2,9
36,9 x 2,9
36,9x2,9 38,2x2,8 2,6 x0,3| Bastantes, Ahusado Puntiagudd 5,9x2,9 7.6 x3,2 1,6 x 0,6| Arrifionadas, Anverso: blanc
36,9 x 1,9 largos, rectos 7.8%x2,9 ovales, morado
38,8 x 2,9 escasament 9.7x2.9 elipsoidales, algodonoso
43,7 x 2,9 curvados, 3 9.7x4.9 septos. Reverso: blanc
Microcultivo 36,9 x 2,9 septos 5,8 x 3,9 Morfologia morado sin
agar PDA 388x 29 87x20 muy variada. plgmgnto
s s : s difusible
40,7 X 2,9 5,8% 2,9
36,9x 2,9 6,8 % 2,9
38,8 x 2,9 7,8%x2,9
34 x 2,9 8,7x2,9
34 x 2,9 34,6 x 2,9 57x0 Bastantes, Ahusado Puntiagudd 5,8x2,9 9,7x2,9 2,4x0 | Arrifionadas,
24,3x 2,9 largos, rectos 7.8%2,9 ovales,
38,8 x 2,9 escasament 9,7x2.9 elipsoidales,
36,9 x 2,9 curvados, 3 14.6 x 2,9 septos.r
Microcultivo 26,2 x 2,9 septos 11,6 X 2,9 Morfologia
muy variada.
agar Avena 34,9x 2,9 7.8x2,9
36,9x2,9 9,7 x2,9
34x2,9 10,7 x 2,9
36,9x2,9 9,7x2,9
43,7 x 2,9 9,7x2,9
40,7 x 3,9 59,5 x3,9 8,8 x 0 Bastantes, Ahusado Puntiagudd 4,9 4,9 Monofialides
60,1 x 3,9 largos, rectos
72,8 3,9 escasament
60,1 x 3,9 curvados, 3
Agar CLA 50,4 x 3,9 septos
(10 dias) 60,1 x 3,9
67,9 x 3,9
61,1 x 3,9
58,2 x 3,9
63,1 x 3,9
38,8 x 3,9 47,3x 3,9 10,1 x O Bastantes, Ahusado Puntiagudd 14,6 11,0 3,1 Monofidlides
41,7 x 3,9 largos, rectos 9.7
39,8 x 3,9 escasament 8.7
43,7 x 3,9 curvados, 3-
Agar CLA 41,7 x 3,9 septos
(15 dias) 46,6 x 3,9
53,4 x 3,9
72,8 x 3,9
43,7 x 3,9
51,4 x 3,9
53,4 x 3,9 48,4 x 3,9 3,9x0 Bastantes, Ahusado Puntiagudd
48,5 x 3,9 largos, rectos
54,3 x 3,9 escasament
48,5 x 3,9 curvados, 3-3
Agar CLA 46,6 x 3,9 septos
(21 dias) 39,8 x 3,9
49,5 x 3,9
48,5 x 3,9
46,6 x 3,9
48,5 x 3,9
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Fusarium oxysporum

S

S

S

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 309 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
6,8 X 2,9 7,8x2,6 2,3x0,5| Arrifionadas, 9,7 9,7 0,0 Terminales Mopnofialides cortd
4,8x2,9 ovales, 9,7 intercalares
9,7x 2,9 elipsoidales,
10,7 x 2,9 septos.
Microcultivo 11,6 x 2,9 Morfologia
muy variada.
agar Cla 58x2,9
6,8 x 2,9
8,7x1,9
58x1,9
6,8x1,9
14,6 x 2,9 14,6 X 2,9 Cortos y medi| ahusado puntiagud 4,8x1,9 6,5%x2,6 1,5 x 0,5| Arrifionadas, Abundantes, Anverso:
largos, rectos 6,8x 1,9 ovales, terminales e morado
escasament 7.8x2,9 elipsoidales, intercalares algodonoso
curvados, 5.8x29 septos. Reverso: morad
N N ahusados, 3 Morfologia sin pigmento
M;g;f;'g\f septos 2; ); z: muy varigda. di’f)ugible
4,8x1,9
6,8 x 2,9
6,8 x 2,9
58x2,9
58x1,9 7,2%X2,6 1,8 x 0,5| Arrifionadas, 4,9 6,1 1,1 Terminales. Mopnofialides
4,8x1,9 ovales, 6,8 cortas, muchos tub
5,8 x 2,9 elipsoidales, 6.8 germinativos
6.8 x 2.9 septos.
Microcultivo 7,8x2,9 Morfolo.gla
muy variada.
agar Avena 4,8x1,9
9,7x2,9
7,8x2,9
8,7x2,9
9,7x 2,9
6,8 x 2,9 7,2x2,9 1,4 x 0 | Arrifionadas, 11,6 10,5 4,0 Mopnofialides cortd
7,8x29 ovales, 14,6
4,8 x2,9 elipsoidales, Of- 9,7
8,7 x2,9 2 septos. 5,8
Agar CLA 5,8x2,9 n’:’ll‘;”\f’;?gga' 146
(10 dias) 6,8 X 2,9 17,5
8,7x2,9 9,7
58x2,9 8,7
8,7x2,9 5,8
7,8x2,9 6,8
25,2 % 2,9 25,2 x 2,9 Cortos y medi ahusado puntiagud 6,8 x 2,9 7,6 x3,1 1,1 x 0,4 Arrifionadas, 7,8 10,1 5,4 Terminales e Mopnofialides cortd
largos, rectos 7.8%x2,9 ovales, 19,4 intercalares
escasament 8,7x 2,9 elipsoidales, 6.8
curvados, 6,8x2.9 2 septo;. 9.7
Agar CLA ahusados, 3] 78x39 Morfolo_gla 2.9
(15 dias) septos 7 8x3.9 muy variada. 126
6,8 x 2,9 11,6
7,8x2,9 18,4
58X 2,9 4,9
9,7x2,9 4,9
10,7 x 2,9 9,5x 3,4 1,9 x 0,7| Arrifionadas, 9,7 7.8 1,9 Mopnofialides cortg
9,7x29 ovales, 8,7
10,7 x 2,9 elipsoidales, 4.9
9,7 x 2,9 2 septos. 7.8
Agar CLA 11,6 x 3,9 Morfologia 4,9
- muy variada.
(21 dias) 5,8x4,8 9,7
7,8 x 3,9 5,8
9,7 x 2,9 7,8
11,6 x2,9 8,7
7,8x 3,9 9,7

S
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 310 — - - - — = — Clamidospora N Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
6,8 x 2,9 8,9 x3,3 1,6 x 0,5 Arrifionadas, 5,8 7,6 2,1 Monofialides cortad
11,6 x 2,9 ovales, 4,9 cabezas
7,8%x2,9 elipsoidales, 6,8 mucilaginosas
11,6 x 2,9 septos. 5.8
Microcultivo 7.8x 3,9 Morfologia 7.8
muy variada.
agar Cla 9,7 x 3,9 8,7
7,8 x 3,9 9,7
8,8 x 3,9 11,6
8,7 x 2,9 8,7
8,7x2,9 5,8
19,4 x 2,9 12,9 x 1,9 2,8 x 0,6| Medio largos| ahusado puntiagud 8,7x1,9 8,3x2,8 1,6 x 0,3| Arrifilonadas, Anverso: blanc
19.4x 2,9 rectos a 58x2.9 ovales, morado
14:6 X 3:9 escasamentg 7:8 X 2:9 elipsoidales, algodonoso
curvados, 6.8x2.9 septos. Reverso: blgnc
. . ahusados, 3 Morfologia morado sin
Microcultivo 11,6 x 2,9 - N
agar PDA septos 57 %25 muy variada. pigmento
- - difusible
7,8x2,9
8,7x2,9
7,8x2,9
9,7x 2,9
6,8 x 2,9 8,6 x 3,2 1,6 x 0,5| Arrifionadas,
11,6 x 3,9 ovales,
7.8%x2,9 elipsoidales,
8.7x2.9 septos./
Microcultivo 9,7x3,9 MorfOIO.glg
agar Avena 58X 29 muy variada.
7,8x2,9
10,7 x 2,9
8,7 x 3,9
7,8x2,9
9,7 x 3,9 9,2x3,7 2,5 x 0,4| Arrifionadas, 5,8 8,3 2,9 Monofialides cortad,
14,6 x 3,9 ovales, 4,9 cabezas
9,7 x 3,9 elipsoidales, 11,6 mucilaginosas
Agar CLA 5,8 x 3,9 muy variada. 5,8
(10 dias) 5,8x29 5.8
7,8x3,9 6,8
9,7 x 3,9 8,7
10,7 x 3,9 9,7
8,7x2,9 11,6
7,8x2,9 9,7x 3,0 2,4 x 0,3| Arrifionadas, 13,6 9,7 3,4 Monofialides cortad
9,7x2,9 ovales, 9,7 cabezas
6,8 x 2,9 elipsoidales, 7.8 mucilaginosas
14,6 x 2,9 septos. 4,9
Agar CLA 12,6 x 2,9 m“’i;’i";‘:g;a 1.6
(15 dias) 7,8%2,9 : 12,6
7,8 2,9 4,9
9,7 x 3,9 6,8
10,7 x 2,9 13,6
9,7x2,9 11,6
7,8%x29 8,8 x 3,0 1,3 x 0,3| Arrifionadas, 9,7 10,1 2,7 Monofialides cortaq
9,7x2,9 ovales, 8,7 cabezas
8:7 X 2:9 elipsoidales, 7:3 mucilaginosas
9,7 x2.9 septos. 13,6
Agar CLA 10,7 x 3,9 m'\tc;/rtloelegja. 116
(21 dias) 8,7 x 2,9 8,7
7,8x2,9 4,9
10,7 x2,9 11,6
6,8 x 2,9 13,6
7,8x2,9 10,7
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide 5 Color de .
Cepa 311 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
18,4 x 2,9 17,9 x 3,4 4,6 x 0,6 Medio largos| ahusado puntiagud 6,8 x2,9 7,8x3,2 1,2 x 0,5 Arrifionadas, 4,9 9,7 2,3 Intercalares Mopnofialides cortas
24,3 x 2,9 rectos a 9,7 x 2,9 ovales, 9,7
14,6 x 3,9 escasamentd 6,8 x 3,9 elipsoidales, 8,7
14,6 x 3,9 Chur"agos- 5,8 x 2,9 Sefpt°5' 5.8
" . ahusados, 3 Morfologia
Mlacgzcrugll;o septos 3; i ig muy vari?:\daA
9,7 X 3,9
7,8x2,9
7,8x2,9
7,8x2,9
19,4 x 3,9 21,9 x3,9 3,2 x 0 | Medio largos| ahusado puntiagudq 10,7 x 2,9 9,9 x 3,6 2,2 x 0,5 Arrifionadas, 6,8 10,7 5,0 Intercalares Anverso: |Mopnofidlides cortas
17,5 x 3,9 rectos a 9,7%x2,9 ovales, 14,6 morado
19,4 x 3,9 escasamentg 5,8 x 2,9 elipsoidales, 9,7 algodonoso
25.2 x 3.9 curvados, 9.7 x 3.9 septos. 13.6 Reverso: morad
. . ahusados, 3| Morfologia rosado sin
Microcultivo 22,3x3,9 septos 8,7x3,9 muy vari?:\daA 9,7 pigmento
agar PDA 25,2 x 3,9 9,7 x 3,9 6.8 difusible.
24,3 x 3,9 14,6 x 3,9 9,7
11,6 x 3,9 6,8
10,7 x 3,9 6,8
8,8 x 3,9 22,3
19,4 x 2,9 14,6 x 1,9 2,8 x 0 | Medio largos, ahusado puntiagud 7,8%x2,9 8,1x3,2 1,5 x 0,5| Arrifionadas, 13,6 11,3 4,9 Mopnofidlides cortags
24,3 x 2,9 rectos a 8,7 x 3,9 ovales, 3,9
19,4 x 2,9 escasamentg 10,7 x 3,9 elipsoidales, 16,5
curvados, 6.8 x 3.0 seplosi 2.9
Microcultivo ahusados, 3 7,8x2,9 Morfolo.gla 16,5
septos muy variada.
agar Avena 6,8x29 14,6
10,7 x 2,9 5,8
7,8x2,9 14,6
7,8x2,9 13,6
6,8x 2,9 9,7
21,3x2,9 12,6 x1,9 2,8 x 0 | Medio largos| ahusado puntiagud 6,8 x 2,9 6,9 x 3,2 1,2 x 0,5| Arrifionadas, 12,6 9,7 2,5 Monofialides cortag,
16,5 X 2,9 rectos a 6,8x 2,9 ovales, 13,6 cabezas
21,3 x 2,9 escasamentg 8,7 x 3,9 elipsoidales, 6.8 mucilaginosas
curvados, 48 x 2.9 septos. 78
ahusados, 3] Morfologia
A(?grd(l’:alx_sA) septos 2: i 23 muy variada. z;
5,8x2,9 10,7
7,8 x3,9 11,6
8,7 x 2,9 9,7
6,8x2,9 8,7
18,4 x 2,9 17,7 x 3,4 4,8 x 0,6| Medio largos|| ahusado puntiagud 6,8 x 2,9 8,5x 3,3 2,4x0,5| Arrifionadas, 4,9 6,9 2,1 Intercalares Mopnofialides cortas
24,3 x 2,9 rectos a 9,7x2,9 ovales, 9,7
13,6 X 3,9 escasamentg 6,8 x 3,9 elipsoidales, 8,7
14,6 x 3.9 i““’agos- 5,8 X 2,9 SefF’T°5~ 5.8
ahusados, 3] Morfologia
Agar CLA septos 87x29 muy vari?adaA 4,9
(15 dias) 7,8 x 3,9 8,7
9,7x3,9 9,7
14,6 x 3,9 5,8
7,8x2,9 4,9
7,8%x2,9 5.8
9,7 9,7 0,0 Terminales e Solo se observa
9,7 intercalares micelio
Agar CLA
(21 dias)
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Cepa 312 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color ¢.:ie Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um| Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
9,7 x 3,9 8,8 x 3,2 2,3 x 0,8] Arrifionadas, 6.8 7.8 1,4 Mopnofialides corta
7,8x2,9 ovales, 8,7
6,8x 1,9 elipsoidales,
5.8x 1,9 septos.
Microcultivo 10,7 x 2,9 Morfolo.g|a
agar Cla 8.7 x 2.0 muy variada.
13,6 x 3,9
8,7 x3,9
9,7 x 3,9
6,8 x 3,9
6,8 x 3,9 7,6 x 3,5 1,7 x 0,5| Arrifionadas, 9,7 7,5 2,1 Intercalares Anverso: blangdlopnofidlides corty
5,8 x 3,9 ovales, 6,8 morado
4,8 x 3,9 elipsoidales, 3.9 algodonoso
9,7 x 2,9 seplos.' 9.7 Reverso: blr.:mc
Microcultivo 7.8 x2,9 mhtilr?a:?g;a_ 5.8 rr';iogr;de%tsom
agarPoA 9.7x3.9 4.9 difusible
6,8 x 2,9 9,7
9,7 x 3,9 7.8
6,8 x 3,9 8,7
7,8x2,9 7.8
19,4x3,9 19.4x3,9 Medio largo,|  ahusado puntiagudg 7,8 x 3,9 7.7x3.2 1,8 x 0,6] Arrifionadas, 10,7 9,7 2,4 No se observan Mopnofialides cortd
recto a 5,8 x 2,9 ovales, 14,6
escasamentg 6.8 x 3,9 elipsoidales, 7.8
curvado, 58x 1,9 seplos., 7.8
Microcultivo ahusado, 3 8,7x3,9 Morfolo.gla 8,7
agar Avena septos 107 x 2.9 muy variada. 57
6,8x2,9 8,7
9,7x2,9
8,7x2,9
6,8 x 3,9
28,1 x 2,9 24,4 x 2,7 4,0 x 0,4| Medio largos| ahusado puntiagud: 6,8x 2,9 9,3x2,9 1,8 x 0 | Arrilonadas,
24,3 x 2,9 rectos a 10,7 X 2,9 ovales,
19,4 x 1,9 escasamenty 8.7 x 2.9 elipsoidales,
21,3x 2,9 curvados, 9.7x2.9 septos.'
Agar CLA 30,1x 2,9 ahusados, 3 9,7 x 2,9 Morfologia
(10 dias) 23.3x2.9 septos 107 x2.9 muy variada.
11,6 x2,9
5,8x2,9
10,7 x 2,9
8,7x2,9
19,4 x 3,9 15,2 x 2,6 3,5 x 0 | Medio largos|| ahusado puntiagud 8,7x2,9 9,1x3,5 1,8 x 0,7 Arrifionadas, 10,7 11,4 6,6 Mopnofidlides cortay
26,2 x 3,9 rectos a 9,7x2,9 ovales, 3,9
24,3x3,9 escasamenty 7,8 x4,8 elipsoidales, 78
nusados. 3 2o xS voriologia |—22
ahusados,
Agar (':LA septos 116x29 muy varigada. 10.7
(15 dias) 7,8 x 3,9 16,5
9,7 x 3,9 23,3
7,8x2,9
6,8x2,9
8,7x 3,9
9,7 x 3,9 9,2 x 3,3 1,8 x 0,5| Arrinonadas, Terminales e
8,7x29 ovales, intercalares
12,6 x 3,9 elipsoidales,
11,6 x 3,9 septos.
Agar cLA 87x29 mNLIJ?/rt/OaI\?igI;a.
(21 dias) 7.8x2,9
6,8 x 2,9
8,7x2,9
7,8x2,9
9,7 x 3,9
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 313 — - - - — = — Clamidospora N Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
21,3x 2,9 23,9x2,8 5,9 x 0,7| Medio largos,| ahusado puntiagud¢ 10,7 x 1,9 10,4 x 3,2 2,5 x 0,6] Arrifionadas,
23,3x 1,9 rectos a 6,8 x 2,9 ovales,
19,4 x 1,9 escasamentq 14.6 x 3.9 elipsoidales,
16,5 x 2,9 curvados, 9.7x2.9 septos.r
Microcultivo 31x 19 ahusados, 3 14,6 x 2,9 Morfologia
agar Cla 14.6% 2.9 septos 7 8x20 muy variada.
31 x 3,9 10,7 x 2,9
29,1x2,9 9,7 x 3,9
28,1x 2,9 8,7 x 3,9
24,3 x 3,9 10,7 x 3,9
27,2x2,9 26,6 x 3,2 4,7 x 0,5| Medio largos,( ahusado puntiagud¢ 8,7 x 1,9 8,8 x3,1 2,7 x 0,7| Arrifionadas, Anverso: blanc
29,1 x 3,9 rectos a 4,8%x2,9 ovales, rosado
28,1 x 2,9 escasamentg 5.8 x 3,9 elipsoidales, algodonoso
23.3x 2.9 iurva:os, 5 78x2.9 Msefp:os.r Reyer§o: blatnc
. . ahusados, oriologia sin pigmento
Microcultivo 30.1x29 septos 10,7 x 3.9 muy varigda. di’f)ugsible
agar PDA 34 x 3,9 8,7x2,9
18,4 x 2,9 10,7 x 3,9
26,2 x 2,9 14,6 x 3,9
20,4 x 3,9 8,7x1,9
29,1x 2,9 7,8x2,9
24,3x1,9 25,5x2,3 1,5 x 0,6] Medio largos,|  ahusado puntiagud¢ 7,8 x 2,9 9,8 x3,2 2,2 x0,6] Arrifionadas, Intercalares
27,2%x1,9 rectos a 8,7x1,9 ovales, terminales (+++)
25,2 x 2,9 escasamentq 10,7 X 3.9 elipsoidales,
curvados, 78x3.0 septos.'
Microcultivo ahusados, 3 10,7 x 3.9 Morfologia
septos muy variada.
agar Avena 14,6 x 3,9
8,7x2,9
7,8x2,9
9,7x2,9
11,6 x 2,9
44,6 x 3,9 39,4 x 3,9 3,2 x 0 | Medio largos,| ahusado puntiagud¢ 14,6 x 3,9 11,4 x 3,7 3,1 x 0,4 Arrifonadas, 4,9 6,3 1,8 Monofialides corta:
38,8 x 3,9 rectos a 10,7 x 2,9 ovales, 6.8
38,8 x 3,9 escasamentq 16,5 x 2,9 elipsoidales, 5.8
36,9 x 3,9 curvados, 9.7 x 3.9 septos. 5.8
Agar CLA 34,9x39 ahusados, 3 T16x3.90 Morfologia 55
(10 dias) 24.6 % 3.9 septos 126 % 3.9 muy variada. 8.7
40,7 x 3,9 14,6 x 3,9 9,7
38,8 x 3,9 9,7 x 3,9 5,8
36,9 x 3,9 7,8 x 3,9 4,9
38,8 x 3,9 6,8 x 3,9 3,9
20,4 x 3,9 28,5 x 3,7 5,7 x 0,4| Medio largos,| ahusado puntiagud¢ 8,7 x 2,9 8,8 x 3,0 1,5 x 0,3| Arrifionadas,
24,3 x 3,9 rectos a 9,7%x3,9 ovales,
25,2 x 3,9 escasamentg 7.8x2,9 elipsoidales,
30,1 % 2.9 curvados, 12,6 x 2,9 septos.'
Agar CLA 34,9x39 ahusados, 3- 78x2.9 Morfologia
(15 dias) 243 % 3.0 septos B.7x2.9 muy variada.
32 x 3,9 8,7x 2,9
24,3 x 3,9 7,8x2,9
38,8 x 3,9 7,8x2,9
31x2,9
34x3,9 36,7 x 3,9 2,6 x 0_| Medio largos,[  ahusado puntiagud¢ 9,7 x 3,9 8,6 x3,2 0,8 x 0,5| Arrifionadas, Intercalares
38,8 x 3,9 rectos a 7.8%x2,9 ovales,
34 x 3,9 escasamentg 9,7 x 3,9 elipsoidales,
38.8 x 3.9 curvados, 8.7x2.9 septos.'
Agar CLA 36,9 x 3,9 ah;"jatdo‘jss' 3 7,8%2,9 m“’f’s’;‘:gja
(21 dias) 38,8 x 3,9 P 7,8x2,9 Y .
35,9 x 3,9 8,7 x 2,9
38,8 x 3,9 7,8% 2,9
32 x 3,9 9,7 x3,9
38,8 x 3,9 8,7x2,9
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Fusarium oxysporum

Cepa 314 Macroconidio Microconidio Fialide Clamidospora Color de Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
17,5x 2,9 17,5x 2,9 Medio largos) ahusado puntiagud 9,7 x 3,9 10,7 x 3,9 2,6 x 0,5| Arrifionadas,
rectos a 10,7 x 3,9 ovales,
escasamentg 9,7 x 4,8 elipsoidales,
curvados, 14.6 x 3.9 septos.,
Microcultivo ahusados, 3 15,5 x 2,9 Morfologia
septos muy variada.
agar Cla 7,8x 3,9
8,7 x3,9
7,8 x 3,9
10,7 x 3,9
11,6 x 3,9
8,7x3.9 8,7x3,5 0,9 x 0,5 Arrifionadas, Anverso: blanci
7.8x29 ovales, morado
8,7 x 3,9 elipsoidales, algodonoso
9,7 x 3,9 septos. Reverso: blanc
Microcultivo 10,7 x 3,9 mhtilr?;?i?;a_ rgf;;rie%tsoln
agar PDA 87x29 difusible
7,8x2,9
8,7x2,9
7,8x3,9
8,7 x 3,9
6,8 x 1,9 6,8 x 2,3 0,7 x 0,9| Arrifionadas,
6,8 x 1,9 ovales,
6,8x 1,9 elipsoidales,
7.8%x3,9 septos.
Microcultivo 58x1,9 Morfologia
muy variada.
agar Avena
7,8x3.9 9,1x3,6 1,4 x 0,5| Arrifionadas,
10,7 x 3,9 ovales,
11,6 x 3,9 elipsoidales,
8.7 x 2.9 Septos.
M diam 10.7x 2.9 m“f;;ilo:g:a
(10 dias) 7,8 x3,9 )
8,7 x 3,9
7,8x3,9
8,7 x3,9
8,7x2,9
10,7 x 3,9 9,6 x 3,3 1,3 x 0,5 Arrifionadas, 5,8 4,9 1,4 Monofialide corta
8,7x2,9 ovales, 3,9
8,7x2,9 elipsoidales,
10,7 x 3,9 septos.
Agar CLA 11,6 %29 Morfologia
(15 dias) 78x3.9 muy variada.
9,7 x 3,9
10,7 x 2,9
8,7x2,9
8,7x2,9
7,8x4,8 8,9 x4,6 1,2 x 0,5| Arrifionadas,
9,7 x 3,9 ovales,
8,7 x 3,9 elipsoidales,
10,7 x 3,9 septos.
Agar CLA 78x48 m“f;;ilo:g:a
(21 dias) 8,7 x 4,8 .
7,8 X 4,8
7,8x4,8
9,7x4,8
10,7 x 4,8
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 315 — " = = = Clamidospora Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
19,4 x 3,9 19,4 x 3,9 Medio largos| ahusado puntiagud 6,8x 2,9 6,8 x 3,6 2,3x0,5| Arrilonadas, 4,9 8,5 2,0 Monofidlides corta:
19,4 x 3,9 rectos a 5,8 x 2,9 ovales, 6,8
escasamentg 6,8 x 2,9 elipsoidales, 9,7
curvados, 78x3.9 septos., 11.6
Microcultivo ahusados, 3 11.6 x 3.9 Morfologia 8.7
septos muy variada.
agar Cla 10,7 x 3,9 7,8
5,8 x 3,9 6,8
6,8 x 3,9 8,7
10,7 x 3,9 9.7
5,8 x3,9 10,7
20,4 x 3,9 18,9 x 3,9 2,1 x 0 | Medio largos|| ahusado puntiagud 6,8 x 2,9 7,8 x 3,4 1,3 x 0,5| Arrifionadas, 3,9 8,1 2,3 Terminales e Anverso: blancg Monofialides corta:
17,5 x 3,9 rectos a 7,8%3,9 ovales, 9,7 intercalares morado
escasamentg 6,8 x 3,9 elipsoidales, 4,9 algodonoso
curvados, 8.7 x 2.9 seplos.' 9.7 Reverso: blf’:mc
Microcultivo ahusados, 3 9.7 x 3.9 Morfologia 9.7 rosado sin
agar PDA septos ~Ex30 muy variada. 57 pigmento
- - . difusible
6,8 x 2,9 11,6
58x2,9 7,8
8,7x2,9 7.8
9,7 x 3,9 7,8
19,4 x 2,9 18,2 x 2,9 2,4 x 0 | Medio largos|| ahusado puntiagud: 7,8%x2,9 7,8x3,1 2,3x0,8| Arrilonadas, 9,7 9,0 2,9 Terminales e Monofidlides corta:
14,6 x 2,9 rectos a 10,7 x 3,9 ovales, 9,7 intercalares
19,4 x 2,9 escasamenty 11,6 x 3.9 elipsoidales, 6.8
19,4 % 2,9 curvados, 6.8 % 2.9 septos. 6.8
Microcultivo ahusados, 3 6.8 x 1.9 Morfologia 8.7
agar Avena septos 58 x 1.0 muy variada. +o
10,7 x 2,9 13,6
5,8x2,9 13,6
7,8x2,9 9,7
4,8 x 3,9 6,8
20,4 x 3,9 13,6 x 2,6 2,2 x 0,6/ Medio largos)) ahusado puntiagud 5,8 x 2,9 7,8 x3,2 1,9 x 0,5 Arrifionadas, 4,9 7,2 3,0 Monofialides cortad
20,4 x 3,9 rectos a 6,8 x 2,9 ovales, 4,9 cabezas
24,3 x 2,9 escasamentg 7.8x2,9 elipsoidales, 6.8 mucilaginosas
curvados, 6.8 x 2.9 septos., 14.6
Agar CLA ahusados, 3 2.9%x2.9 Morfolo.glgl 6.8
(10 dias) septos 6820 muy variada. %9
9,7 x 3,9 9,7
9,7 x 3,9 4,9
8,7x2,9 6,8
10,7 x 3,9 7.8
20,4 x 2,9 24,3 x 3,4 5,5 x 0,7| Medio largos| ahusado puntiagud 9,7 x 3,9 8,3x3,3 3,0 x 0,5| Arrifionadas, 14,6 10,3 3,9 Terminales e Monofialides cortad
28,1 x 3,9 rectos a 7,8%x2,9 ovales, 16,5 intercalares cabezas
escasamentg 10,7 x 3,9 elipsoidales, 5.8 mucilaginosas
curvados, 5.8x29 septos.' 5.8
(15 dias) 5,8x2,9 7,8
6,8 x 2,9 6,8
58x2,9 10,7
7,8x3,9 14,6
6,8 x 2,9 9,7
9,7 x 3,9 7,9 x 3,0 1,5 x 0,5| Arrifionadas, 4,9 7,0 2,4 Monofialides cortag
7.8x2,9 ovales, 5,8 cabezas
8,7%x2,9 elipsoidales, 9,7 mucilaginosas
7.8 x3,9 Septos. 10,7
Agar CLA 9,7 x 2,9 m’\t.c;/r?;g;a_ 7.8
(21 dias) 6,8 x 2,9 9,7
58x1,9 6,8
9,7x2,9 5.8
7,8x2,9 4,9
58x2,9 3,9
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Fusarium oxysporum

Cepa 401 Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
— " - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um Promedio DS Forma Tamaifo Prom DS colonia
7,8x2,9 8,7x2,6 1x0,5 | Arriionadas, 6,8 14,2 5,9 Monofialide corta
9,7%x 2,9 ovales, 8,7
8,7 x1,9 elipsoidales, 19,4
6,8 x 2,9 Septos. 7.8
Microcultivo 9,7 x2,9 Mor\floalgghaam“
agar Cla 8,7x2,9 ’
7,8%x1,9
8,7 x2,9
9,7 x 1,9
9,7 x 2,9
6,8 x3,9 6,4x2,6 1,8 x 0,6 Arrifionadas, 24,3 16,4 6,4 Anverso: Monofialide corta
9,7x2,9 ovales, 11,6 blanco morad
8,7 x 2,9 elipsoidales, 15,5 algodonoso
3,9x2,9 Septos. 7.8 Reverso: bland
Microcultivo 6,8 x 2,9 Morfologfa mu 29.1 rosado sin
agar PDA 68x10 variada. To.a pigmento
- - - difusible
4,8 x 1,9 12,6
4,8 x 2,9 14.6
5,8 x 1,9 11,6
5,8 x1,9 17,5
58x1,9 6,1x2,1 1x0,4 | Arrifionadas, 12,6 11,8 2,4 Monofidlide corta
4,8x1,9 ovales, 11,6
6,8 x 1,9 elipsoidales, 9,7
78x2.9 septos. 12.6
Microcultivo 6,8 x 1,9 Mor\floa'gg'daam“ 14,6
agar Avena 6,8 x 1,9 . 16,5
4,8 x 1,9 11,6
6,8 x 2,9 10,7
4,8 x 1,9 9,7
58x1,9 8,7
8,7 x2,9 7,1x28 1,6 x 0,3| Arrifionadas, Monofialides
6,8x2,9 ovales, cortas, cabezas
5,8 x 1,9 elipsoidales, mucilaginosas
4,8x2,9 Septos.
Agar CLA 5.8 x 2,9 Morfolqglda mu;
(10 dias) 58x20 variada.
9,7 x 2,9
8,7 x 2,9
7,8 x 2,9
6,8 x 2,9
8,7x2,9 7,8 x3,8 1,1 x 0,5| Arrifionadas, Monofialides
6,8 x 2,9 ovales, cortas, cabezas
6,8 x 3,9 elipsoidales, mucilaginosas
7.8x3,9 septos.
Agar CLA 5.8 x 3,9 Morfolqglcia mu;
(15 dias) 9.7 x3.9 variada.
7,8 x 3,9
7,8 x 3,9
7,8 X 3,9
8,7x 4,8
10,7 x 4,8 8,1 x 4,2 2x0,5 Arrifionadas, Monofialides cortal
9,7 X 3,9 ovales,
6,8 x 3,9 elipsoidales,
6,8 x 3,9 Septos.
Agar CLA 5.8 x 3.9 Morfolqglcia mu;
(21 dias) 58x3.9 varada-
9,7 X 4,8
5,8 x 3,9
5,7 x 3,9
10,7 x 4,8

5
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Fusarium solani / Fusarium proliferatum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 402 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um Promedio DS Forma Tamaifo Prom DS colonia
6,8 x 4,8 6,7 X 4,5 1,4x0,5 Ovales, 38,8 54,0 14,7 Conidi6foros
58 x 4.8 elipsoidales, 38.8 ramificados,
5.8 x 4.8 fusiformes, O- 579 Monofialides largal
6,8 x 4,8 septos 77,6
Microcultivo 7,8 x4,8 48,5
agar Cla 7,8x4.8 58,2
4,8 x 4,8 48,5
9,7 X 3,9
5,8 x 3,9
5,8 x 3,9
5,8 x 4,8 6 x 4,8 1,1x0 Ovales, 67,9 55,3 12,1 Anverso: Conidiéforos
8,7 x 4,8 elipsoidales, 58,2 blanco ramificados,
5,8 x 4,8 fusiformes, O- 67,9 algodonoso [Monofialides largal
5,8 x 4,8 septos 43,7 Re_ver;o: bland
Microcultivo 4,8 x 4,8 34,0 Sin pigmento
agar PDA 6,8 x4,8 67,9
5,8 x 4,8 58,2
5,8 x4,8 43,7
4,8 x 4,8 48,5
5,8 x 4,8 63,1
7,8 x 4,8 8,2 x4,8 1,2x0 Ovales, 48,5 50,6 17,0 Conidiéforos
6,8 x 4,8 elipsoidales, 58,2 ramificados,
8,7 x 4,8 fusiformes, O- 43,7 Monofialides larga]
7.8x 4.8 septos 38,8
Microcultivo 6,8 x 4,8 29,1
agar Avena 9,7 x 4,8 53,4
10,7 x 4,8 82,5
7,8 x 4,8
8,7 X 4,8
7,8%x 4,8
9,7 x 4,8 9,5x5,1 0,8x0,5 Ovales, 77,6 57,2 13,3 Conidiéforos
9,7 X 5,8 elipsoidales, 48,5 ramificados,
7.8x4,8 fusiformes, 0- 67.9 Monofialides larga
9,7 x 4,8 septos 67,9
Agar CLA 10,7 x 5,8 58,2
(10 dias) 9,7x4.8 38,8
9,7 x 5,8 48,5
8,7 x 4,8 58,2
9,7 x 4,8 38,8
9,7 x 4,8 67,9
29,1 x 4,8 37,8x 4,9 4,6 x 0,4| Amplio, recto Redondo Algunos 10,7 x 4,8 10,1 x1,9 1,2x0,5 Ovales, 48,5 48,5 0,0 Conidiéforos
38,8 x 4,8 robusto desarrollado] 11,6 x 5,8 elipsoidales, 48,5 ramificados,
40,7 x 4,8 10,7 x 4,8 fusiformes, O- Monofidlides larga]
34,9 x 4,8 9,7 x 4,8 septos
Agar CLA 38,8 x 4,8 11,6 x 5,8
(15 dias) 38,8 x 4,8 9,7 x 4,8
43,6 x 5,8 8,7 x 4,8
7,8 x 3,9
9,7 X 3,9
10,7 x 4,8
Agar CLA
(21 dias)
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Acremonium sp.

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 403 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
3,9x1,9 4,1x1,9 0,9x0 Pequefios, 14,6 16,9 6,5 Falzas cabezas
2,9x1,9 cilindricos, 14,6 mucilaginosas
3,9x1,9 elipsoidales 11,6 pequefias, fidlides
3.0x 1.9 9.7 en punzén
Microcultivo 4,8 x 1,9 29,1
agar Cla 5,8x1,9 19,4
4,8 x 1,9 19,4
3,9x1,9
2,9 x1,9
3,9x1,9
3,9x1,9 4,2x1,9 1,1x0 Pequeiios, 14,6 9,8 3,0 Anverso: Falzas cabezas
2,9x%x1,9 cilindricos, 9,7 blanco mucilaginosas
48 x 1,9 elipsoidales 11,6 algodonoso | pequefias, fialide:
58x 1,9 9.7 compacto en punzén
Microcultivo 3,9x1,9 14,6 R:i\r:epr;isghl:::l;c
agar PDA 29x1,9 8,7 difusible.
28x1.9 7.8 Crecimiento
39x1,9 6.8 restringido
2,9x1,9 5,8
5,8 x 1,9 8,7
Microcultivo
agar Avena
3,9x1,9 3,6x1,9 0,7x0 Pequerios, 7,8 11,6 9,1 Falzas cabezas
3,9x1,9 cilindricos, 14,6 mucilaginosas
2,9x1,9 elipsoidales 4,9 pequefias
2,9x1,9 1,9
Agar CLA 3,9x1,9 25,2
(10 dias) 3,9x1,9 26,2
4,8 x 1,9 4,9
2,9 x1,9 2,9
2,9x1,9 8,7
19,4
Agar CLA
(15 dias)
Agar CLA
(21 dias)
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Fusarium solani

Cepa 404

Macroconidio

Microconidio

Fialide

Tamafio pm

Promedio

DS Forma

Apice

Pie

Tamafio um

Promedio DS

Forma

Tamafio

Prom

DS

Clamidospora

Color de
colonia

Observaciones

Microcultivo
agar Cla

5,8 x3,9

8,9x3,4

2x0,5

11,6 x2,9

9,7x2,9

9,7 x3,9

8,7x3,9

5,8 x3,9

7,8x29

8,7x29

9,7x3,9

11,6 x2,9

Ovales,
elipsoidales,
fusiformes, 0O-

septos

77,6

92,2

20,6

106,7

Monofidlides larga]

Microcultivo
agar PDA

10,7 x4,8

8,7x4,8

1,1x0

9,7x4.,8

7,8x4,8

8,7x4.,8

9,7x4,8

8,7x4.,8

7,8x4,8

8,7x4.,8

8,7x4,8

6,8 x4.,8

Ovales,
elipsoidales,
fusiformes, O-

septos

72,8

48,0

18,9

67,9

72,8

34,0

38,8

63,1

38,8

24,3

29,1

38,8

Anverso:
amarillo rosad
algodonosos

Reverso:
amarillo-rosad
con pigmento|

difusible

Conidié6foros

ramificados,
Monofialides
largas, cabezas
mucilaginosas

Microcultivo
agar Avena

5,8 x3,9

8,9x3,4

2x0,5

11,6 x2,9

9,7x29

9,7x3,9

8,7x3,9

58x3,9

7,8x29

8,7x29

9,7 x3,9

11,6 x2,9

Ovales,
elipsoidales,
fusiformes, O-

septos

77,6

92,2

106,7

Monofidlides larga]

Agar CLA
(10 dias)

12,6 x 3,9

9,4 x4,5

1,5x0,5

7,8 x3,9

8,7x3,9

9,7 x4,8

8,7x3,9

9,7x4.,8

10,7 x4,8

7,8x4.,8

8,7x4.,8

9,7x4,8

Ovales,
elipsoidales,
fusiformes, 0O-

septos

72,8

61,1

13,9

87,3

58,2

48,5

63,1

67,9

48,5

38,8

58,2

67,9

Conidié6foros

ramificados,

Monofidlides
largas, cabezas
mucilaginosas

Agar CLA
(15 dias)

8,7 x 4,8

7,8 x 3,9

1,9x0,3

6,8 x 3,9

7,8 x 3,9

7,8 x 3,9

6,8 x 3,9

12,6 x 3,9

6,8 x 3,9

6,8 x 3,9

5,8 x 3,9

7,8 x 3,9

Ovales,
elipsoidales,
fusiformes, O-

septos

Intercalares

Agar CLA
(21 dias)

11,6 x 4,8

10,8 x 4,9

1,2x04

8,7x4.,8

11,6 x 4,8

11,6 x5,8

10,7 x 4,8

9,7x4,8

11,6 x 4,8

Ovales,
elipsoidales,
fusiformes, 0O-

septos

Intercalares
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 405 — - - - py " = Clamidospora . Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio um Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
6,8 x 1,9 7.3x2,1 1,8 x 0,4| Arrifionadas, 7.8 10,8 4,6 Monofialide corta
4,8 x 1,9 ovales, 9,7
9,7 x1,9 elipsoidales, 10,7
4,8x1,9 Septos. 13,6
Microcultivo 58x1,9 Morfolqglda mu 11,6
agar Cla 9.7 x 1.9 variada. 116
7,8x1,9 14,6
6,8 X 2,9 3,9
8,7x1,9 19,4
7,8x2,9 4.9
8,7 x4,8 6,9x3 1,5x1,2| Arrifionadas, 14,6 8,2 3,6 Anverso: Monofilides
6,8 x 1,9 ovales, 3,9 morado
5,8 x 2,9 elipsoidales, 6,8 algodonoso
9,7 x 3,9 Septf)s- 4.9 Reverso:
Microcultivo 6.8 x 2,9 Morfologia mu 11,6 morado rosadp
agar PDA 7 B x28 variada. 116 sin pigmento
- - - difusible.
58x1,9 4,9
4,8 x 1,9 5,8
5,8 x 1,9 8.7
6,8%x2,9 9,7
9,7 x4,8 8,5x3,6 1,4 x 0,6] Arrifionadas, 4,9 9.3 5,8 Monofialides
8,7x2,9 ovales, 5,8
7.8x2,9 elipsoidales, 7.8
7,8 x 3,9 Septos. 8.7
Microcultivo 10,7 x 3,9 Morfolqg|a mu 19,4
variada.
agar Avena 8,7 x 3,9
7,8 x2,9
9,7 X 3,9
8,7 X 3,9
5,8 x 2,9
27,2%x 2,9 26 x 3,7 2,7 x 0,4 |Largos, rectos ahusado puntiagudqg 7,8 x 3,9 9,5 x 3,3 3,3 x0,5| Arrifionadas, 6,8 8,8 3,1 Monofidlides
21,3x3,9 escasamentq 8,7 x 3,9 ovales, 6.8
26,2 x 3,9 curvados, 8.7 x 2.9 elipsoidales, 6.8
252 x 3,9 ahusados, 3 8.7 x 3.9 septc:‘)s. 5.8
Agar CLA | 29.1x3,9 septos 10,7 x 2,9 Morfologia mu 10.7
~ variada.
(10 dias) 29,1x 3,9 16,5 x 2,9 15,5
24,2 x 3,9 5,8 x 2,9 8,7
5,8 x 2,9 6.8
8,7%x2,9 12,6
13,6 x 3,9 6.8
33,9x 4,8 34,6 x 4,4 4,4 x 0,5|Largos, rectos ahusado puntiagud 5,8 x 3,9 7,9x4,4 2x0,5 Arrifionadas, 9,7 8,9 0,9 Monofialides
32,9%x4,8 escasamentgq 10,7 x 4,8 ovales, 8,7 cortas, cabezas
32 x 4.8 curvados, 9,7 x 4.8 elipsoidales, 7.8 mucilaginosas
31 x 3,9 ahusados, 3 6.8x3.0 septc:')s. o7
Agar CLA 31 x 3,9 septos 6.8 x 4.8 MorfolqglCia mu 8.7
(15 dias) 42,7 x 4,8 58 x 3.9 variada. o7
38,8 x 3,9 10,7 x 4,8 7.8
9,7 x 4,8
6,8 x 3,9
5,8 x 3,9
5,8 x 3,9 7,4 x3,8 1,4 x0,3 | Arrifionadas, 6,8 8,9 1,3 Monofialides
7,8 x 3,9 ovales, 7.8 cortas, cabezas
6,8 x 3,9 elipsoidales, 8,7 mucilaginosas
8,7 x 3,9 Septos. 10,7
Agar CLA 9,7x3,9 Mor\floalrc?gldaamu 8,7
(21 dias) 8,7 x 3,9 ’ 9,7
5,8 X 3,9 10,7
6,8 X 2,9 9,7
7,8%x3,9 8,7
5,8 x 3,9 7.8
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 406 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamarfio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
23,3x2,9 25,2x 3 3,8 x 0,3|Largos, rectos ahusado puntiagudd 5,8 x 2,9 6,9 x2,6 1,2 x 0,6 Arrifionadas, 11,6 9,5 2,5 Monofiélide corta
29,1 x2,9 escasamentq 58x 1,9 ovales, 4,9
24,3x 2,9 curvados, 5,8 x 1,9 elipsoidales, 9.7
25,2 x 2,9 ahusados, 3 6,8 X 2,9 septos. 10,7
Microcultivo | 19,4 x 2,9 septos 87 x1,9 Morfologia mu o8
agar Cla 19,4 x 2,9 7.8 x2,9 variada. 8.7
24,3x2,9 5,8 x2,9 7,8
29,1x2,9 6,8 x 3,9 10,7
29,1 x3,9 8,7 x 2,9 12,6
29,1x2,9 7,8x1,9 11,6
19,4x2,9 22,5%x29 2,2 x 0 |Largos, rectos| ahusado puntiagud 7,8x2,9 7,9x2,8 0,9 x 0,3| Arrifionadas, 9,7 10,7 4,5 Anverso: Monofiélides
23,3x2,9 escasamentg 7,8x1,9 ovales, 7,8 morado
24,3x2,9 curvados, 8,7 x 2,9 elipsoidales, 14.6 algodonoso
23,3x2,9 ahusados, 3 78x2.9 septos. 22.3 Reverso:
Microcultivo septos 9,7 x 2,9 Morfologia mu 7.8 morado rosad
agar PDA 68x20 variada. a7 sin pigmento
difusible.
7,8 x 2,9 9,7
6,8 X 2,9 7,8
6,8 x 2,9 8,7
8,7 x 2,9 9,7
19,4 x 2,9 19,4 x 2,9 Largo, recto g ahusado puntiagudd 7,8 x 1,9 8,2 x2,4 1,1 x 0,5| Arrifionadas, 9,7 10,4 2,0 Monofialides
escasamentg 8,7 x 1,9 ovales, 11,6
curvado, 9,7 x2,9 elipsoidales, 8,7
ahusado, 3 6.8 x 2.9 septf)s. 14.6
Microcultivo septos 6,8 x1,9 Morfolqg|a mu 78
variada.
agar Avena 8,7x1,9 9.7
9,7 x2,9 8,7
7,8x1,9 11,6
6,8 X 2,9 9,7
8,7x2,9 11,6
7,8x1,9 8,7x3,3 2,5x0,7| Arrifionadas, 15,5 11,9 5,1 Monofialides
58x2,9 ovales, 21,3
14,6 x 2,9 elipsoidales, 9,7
9,7 x 3,9 septos. 14,6
Agar CLA 6.8 x 3.9 Morfolqglcja mu 5.8
(10 dias) 6.8 x 3.9 variada. 58
7,8 x 2,9 9,7
9,7 x 3,69 11,6
9,7 x 3,9
8,7x 2,9
10,7 x 3,9 8,5 x 3,6 1,6 x 0,5 Arrifionadas, 16,5 11,6 2,9 Monofialides
7,8 x 3,9 ovales, 15,5 cortas, cabezas
7,8 x 2,9 elipsoidales, 9,7 mucilaginosas
10,7 X 3,9 Septos. 116
Agar CLA 7.8x3,9 Mor\floalggldaamu 5.8
(15 dias) 6,8 x 2,9 . 11,6
10,7 x 3,9 9,7
7,8x3,9 9,7
6,8 x 2,9 11,6
8,7 x 3,9 13,6
8,7 x 3,9 8,5x3,7 1,1 x 0,4] Arrifionadas, 8,7 9,4 1,1 Monofialides
7,8x3,9 ovales, 9,7 cortas, cabezas
8,7 x 3,9 elipsoidales, 8,7 mucilaginosas
10,7 x 2,9 septos. 7.8
Agar CLA 8.7 x 3.0 Morfolqgla mu 9.7
- variada.
(21 dias) 6,8 x 2,9 10,7
7,8 X 3,9 10,7
8,7 X 3,9
7,8 x 3,9
9,7 x 3,9
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Fusarium oxysporum

5

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 407 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamarfio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
21,3x2,9 Largos, rectos ahusado puntiagudd 7,8 x 2,9 6,9 x 3 1,2 x 0,3| Arrifionadas, 10,7 10,3 3,5 Monofiélide corta
19,4 x 2,9 escasamentq 7,8 x 3,9 ovales, 7.8
25,2x 2,9 curvados, 8,7 x 2,9 elipsoidales, 4.9
19,4 x 2,9 ahusados, 3 4,8x2,9 Seplos. 17.5
Microcultivo 24,2x 2,9 septos 58x2,9 Mor\floalggldaamu 9,7
agar Cla 25,2x2,9 6,8 x2,9 ’ 9.7
24,2 x 2,9 6,8 x 2,9 8,7
28,1 x2,9 5,8 x 2,9 8,7
24,2x2,9 7,8x2,9 10,7
25,2x2,9 6,8 X 2,9 14,6
6,8 x 3,9 7,3x3,1 1,2 x 0,4] Arrifionadas, 11,6 10,0 4,3 Anverso: Monofialides
7,8 % 3,9 ovales, 14,6 blanco morad
4,8 X 2,9 elipsoidales, 10,7 algodonoso
7,8 x2,9 Septos. 9.7 Reverso: blang
Microcultivo 8,7 x2,9 Morfologia mu 7.8 morado sin
agar PDA 58x29 variada. ~8 p|-gm-ento
- - > difusible
6,8 X 2,9 6,8
7,8 x 2,9 4,9
8,7 x2,9 19,4
7,8x2,9 6,8
6,8 x 2,9 8,2x3 1,8 x 0,8 Arrifionadas, 6,8 10,2 2,8 Monofialides
7,8x2,9 ovales, 14,6
9,7 x 2,9 elipsoidales, 11,6
78x29 Morff)leggt?a&mu 11.6
Microcultivo 58x1,9 . 7,8
variada.
agar Avena 58x1,9 9,7
7,8x2,9 8.7
10,7 x 3,9 14,6
10,7 x 4,8 7,8
9,7 x2,9 8,7
24,3x 3,9 26,2 x 3,5 4,2 x 0,6]Largos, rectos ahusado puntiagudq 14,6 x 4,8 10,6 x 4,3 2,6 x 0,5| Arrifionadas, 7.8 7.7 1,8 Monofialides
19,4 x 4,8 escasamentq 8,7 x 3,9 ovales, 8,7
31 x 3,9 curvados, 14,6 x 3,9 elipsoidales, 4.9
19,4 x 3,8 ahusados, 3 9.7 x 4,8 septos. 9,7
Agar CLA | 24,3x3.9 septos 7.8x3,9 Morfologia mu 6.8
p variada.
(10 dias) 28,1x2,9 8,7 x 3,9 9,7
29,1x2,9 7,8 X 3,9 4,9
29,1 x2,9 9,7 x 3,9 7,8
29,1x2,9 11,6 x 4,8 8,7
28,1x2,9 12,6 x 4,8
Largo, recto o ahusado puntiagudg 7,8x3,9 8,6 x 3,8 1,9 x 0,3| Arrinonadas, 9,7 7,3 2,1 Monofialides
escasamentq 8,7 x 3,9 ovales, 7.8 cortas, cabezas
curvado, 10,7 x 3,9 elipsoidales, 5.8 mucilaginosas
ahusado, 3 9.7 x 3.9 septc?s. 2.9
Agar CLA septos 5.8x2.0 Morfolqglcja mu 30
(15 dias) 78x3.9 variada. 55
9,7 x 3,9 7.8
11,6 x 3,9 8,7
8,7 x 3,9 9,7
5,8 x 3,9 8,7
23,3x3,9 27,7 x 3,4 2 x 0,5 | Largo, recto o ahusado puntiagudq 8,7 x 3,9 8,3x4,2 0,9 x 0,5| Arrinonadas, 8,7 7.8 1,0 Monofidlides cortal
29,1 x 3,9 escasamentq 9,7 x 4,8 ovales, 6,8
29,1x 2,9 curvado, 7,8 x 4,8 elipsoidales, 7.8
252 x 2.9 ahusado, 3 8.7 X 3.9 septf)s.
Agar CLA | 27.2x29 septos 7,8 % 3,9 Morfologia mu
P variada.
(21 dias) 29,1x3,9 6,8 x 3,9
27,2x2,9 8,7 X 3,9
29,1 x3,9 7,8 x4,8
29,1x2,9
29,1x3,9
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 408 — - - - — - — Clamidospora N Observaciones
Tamafio pm Promedio DS Forma Apice Pie Tamarfio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
19,4 x 2,9 23,7x2,9 4 x 0,4 |Largos, rectos ahusado puntiagudd 6,8 x 2,9 6,6 x 3,1 1,2 x 0,4| Arrinonadas, 9,7 9,7 Monofiélide corta
29,1 x 1,9 escasamentq 7,8%2,9 ovales, 9,7
24,3 x 2,9 curvados, 5,8 x 2,9 elipsoidales, 11,6
19,4 x 1,9 ahusados, 3 5.8 x 2,9 septos. 10,7
Microcultivo 19,4 x 2,9 septos 4,8 x 2,9 Morfolqglja mu 8,7
agar Cla 19.4x2,9 58x2,9 varada. 5.8
29,1x1,9 6,8 X 2,9 9,7
27,2x2,9 5,8 x 2,9 11,6
24,3x 2,9 7,8 X 3,9 8,7
25,2x2,9 7,8 x 3,9 10,7
7.8x2,9 7,9x3,1 1,8 x 0,4 Arrifionadas, 22,3 16,6 4,8 Anverso: Monofialides
6,8 X 2,9 ovales, 29,1 morado
10,7 x 3,9 elipsoidales, 14.6 algodonoso
9,7 x 2,9 Septos. 155 Reverso:
Microcultivo 6,8 x2,9 Morfolqgla mu 19,4 m.ora(.jo rosad
agar PDA 58x30 variada. 155 sin pigmento
difusible.
6,8 x 2,9 14,6
10,7 x 2,9 19,4
6,8 x 2,9 15,5
7,8x2,9
7,8 x2,9 7,3x3,2 1,4 x 0,5| Arrifionadas, 13,6 9,9 2,5 Monofialides
6,8x2,9 ovales, 9,7
6,8 x 2,9 elipsoidales, 9,7
7.8 x 2,9 septos. 9,7
Microcultivo 5,8 x 3,9 Morfolqgla mu 9,7
variada.
agar Avena 10,7 x 3,9 14,6
6,8 X 2,9 5,8
5,8 x 3,9 7.8
6,8 X 2,9 8,7
7,8x2,9 9,7
24,3 x 2,9 24,3x 2,9 Largo, recto & ahusado puntiagud 8,7x 2,9 8,8 x 3,3 1,9 x 0,5| Arrifionadas, 6,8 9,7 3,0 Monofialides
escasamentq 10,7 x 3,9 ovales, 4,9
curvado, 6,8 x 3,9 elipsoidales, 3,9
ahusado, 3 7.8x2.9 septc?s. 9.7
Agar CLA septos 9.7 x 3.9 Morfolqgla mu; 5.8
o variada.
(10 dias) 9,7x2,9 14,6
5,8 x 2,9 7,8
7,8 X 3,9 9,7
8,7 x 2,9 6,8
12,6 x 2,9 6,8
24,3x 3,9 24,3 x 3,9 Largo, recto & ahusado puntiagudq 8,7 x 2,9 8,6 x 3,4 1,2 x0,5| Arrifionadas, 5,8 7,4 2,5 Intercalares Monofialides
escasamentq 6,8 x 3,9 ovales, 6,8 cortas, cabezas
curvado, 7.8x2,9 elipsoidales, 4,9 mucilaginosas
ahusado, 3 9.7 x3.9 septf)s. 2.9
Agar CLA septos 8.7 x 2.0 Morfolqglda mu o7
(15 dias) 7.8 % 3,9 variada. 10,7
8,7 x 2,9 8,7
10,7 x 3,9 9,7
8,7
5,8
24,3 x 3,9 22,1x3,4 3,1 x 0,5|Largos, rectos ahusado puntiagud 8,7x 2,9 Arrifionadas, 9,7 9,9 1,7 Monofialides
25,2 x 3,9 escasamentq 7,8 x 3,9 ovales, 11,6 cortas, cabezas
19,4x2,9 curvados, 8,7 x 3,9 elipsoidales, 8,7 mucilaginosas
19,4 x 2,9 ahusados, 3 5.8 x 2,9 septos. 7.8
Agar CLA septos 9.7 x 3.9 Morfolqgla mu; 1.6
> variada.
(21 dias) 10,7x2,9
11,6 x 3,9
8,7 X 3,9
7,8 x 3,9
8,7 x 2,9
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Fusarium oxysporum

Cepa 409 Macroconidio - - Microconidio Fialide Clamidospora Color (_:le Observaciones
Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamafio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
24,3x1,9 26,9x2,8 5,3 x 0,5|Largos, rectos ahusado puntiagudq 10,7 x 2,9 10,6 x 2,7 3,2 x 0,6] Arrifionadas, 19,4 12,2 3,2 Monofialide corta
29,1 x 1,9 escasamentq 12,6 x 2,9 ovales, 9,7
31 x 2,9 curvados, 11,6 x 2,9 elipsoidales, 10,7
23,3 x 2,9 ahusados, 3 6.8 x 1,9 septos. 116
Microcultivo 25,2 x 3,9 septos 58x1,9 Morfolqg:ja mu 9,7
agar Cla 24,3x 2,9 8,7x1,9 variada. 12,6
38,8x2,9 11,6 x2,9 9,7
19,4 x 2,9 8,7 x 2,9 16,5
29,1 x2,9 16,5 x 3,9 10,7
25,2x2,9 12,6 x 2,9 11,6
20,4 x 2,9 21,3x3,4 1,4 x 0,7|Largos, rectos ahusado puntiagud 6,8 x 1,9 7,8x2,8 3,5 x 0,8] Arrifionadas, 6.8 8,1 3,5 Anverso: Monofialides
22,3x 3,9 escasamentq 6,8 x 1,9 ovales, 4,9 blanco morad
curvados, 58 x 1,9 elipsoidales, 6.8 algodonoso
ahusados, 3 4.8 x 1,0 sept?s. 3.0 Reverso: blz.;\nc
Microcultivo septos 3,9x2,9 Morfologia mu 8.7 morado sin
agar PDA = Bx20 variada. ) pl_gm_ento
- - - difusible
9,7 X 3,9 7,8
5,8 x 2,9 13,6
15,5 x 3,9 13,6
11,6 x 3,9 10,7
12,6 x 2,9 9x25 2,8 x 0,5] Arrifionadas, 13,6 11,3 2,5 Monofialides
11,6 x 2,9 ovales, 14,6
9,7x2,9 elipsoidales, 8.7
5,8 x 1,9 septos. 11,6
Microcultivo 58x1,9 Mor\floalroig:jaam“ 11,6
agar Avena 6,8x 1,9 : 6,8
7,8 x2,9 10,7
6,8 x 2,9 13,6
9,7 x 1,9 12,6
13,6 x 2,9 8,7
29,1x2,9 36,7 x 3,1 7,3x0,4 7,8 x2,9 9,3x3,2 1,4 x 0,5| Arrinonadas, 9,7 14,6 2,7 Monofidlides
35,9 x 2,9 9,7 x 3,9 ovales, 9,7
29,1 x 2,9 9,7 x 3,9 elipsoidales, 11,6
38,8 x 2,9 11,6 x 3,9 septos. 11,6
Agar CLA 38,8 x 2,9 8,7 x 2,9 M°'f°'99:ja mu 12,6
(10 dias) 48,5 x 3,9 9,7x2,9 vanada. 7.8
9,7 x 2,9 15,5
8,7 x2,9 8,7
6,8 x 2,9 14,6
10,7 x 2,9 14,6
38,8 x 3,9 30,7 X 2,6 7,4x0 7,8x2,9 8,3 x 3,6 1,6 x 0,6 Arrinonadas, 5,8 9,6 3,1 Monofialides
53,3 x 3,9 6,8 x 3,9 ovales, 9,7 cortas, cabezas
48,5 x 3,9 11,6 x 3,9 elipsoidales, 11.6 mucilaginosas
8,7 x 3,9 septos. 8,7
Agar CLA 6.8 x 2,9 Mor\floalroig:jaamu 8.7
(15 dias) 5,8 x 4,8 : 14,6
8,7 x 2,9 9,7
8,7 x 3,9 11,6
9,7 X 3,9 5,8
7,8x2,9
56,3x 2,9 44,9 x2,9 9,9x0 7,8x2,9 8,3x3,2 1x0,5 | Arrifonadas, 14,6 15,5 2,8 Monofialides
32x2,9 6,8 x 3,9 ovales, 9,7 cortas, cabezas
44,6 x 2,9 8,8 x 2,9 elipsoidales, 14.6 mucilaginosas
46,5 % 2,9 9.7 x 3,9 septos. 11,6
Agar CLA 7.8x2,9 M°'f°'99:ja mu 7.8
(21 dias) 8,7 x 2,9 variada. 14,6
7,8
7,8
9,7
10,7
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Fusarium oxysporum

Macroconidio Microconidio Fialide . Color de .
Cepa 410 — - - - — - — Clamidospora . Observaciones
Tamafio um Promedio DS Forma Apice Pie Tamarfio pm Promedio DS Forma Tamafio Prom DS colonia
19,4 x 2,9 21,8x 2,7 2,8 x 0,5|Largos, rectos ahusado puntiagud 6,8 x 2,9 10,4 x 2,7 2,7 x 0,4] Arrifionadas, 4,9 9,2 4,4 Monofialide corta
24,3 x 2,9 escasamentg 9,7 x 2,9 ovales, 6,8
19,4x 1,9 curvados, 9,7x2,9 elipsoidales, 4,9
243x29 ahusados, 3 78x29 septos. 9.7
Microcultivo septos 10,7 x2,9 Morfolqgla mu 4,9
variada.
agar Cla 10,7 x 1,9 19,4
14,6 x 2,9 9,7
14,6 x 2,9 10,7
11,6 x 2,9 11,6
7,8x1,9 9,7
3,9x1,9 6,9%x2,4 1,8 x 0,5| Arrifionadas, 9,7 11,8 3,3 Terminales Anverso: Monofialides
58x 1,9 ovales, 10,7 blanco morad
6.8x 1.9 elipsoidales, 78 algodonoso
68x1.9 septos. 146 Reverso: bland
Microcultivo 58x1,9 Morfolqgla mu 19,4 m?rado sin
agar PDA 78x20 variada. 116 pigmento
9 8x2, : difusible
9,7x2,9 9,7
5,8 x 2,9 13,6
8,7 x 2,9 9,7
8,7x2,9 11,6
5,8 x1,9 6,3x2,8 1,1 x 0,7 Arrifionadas, 3,9 8,2 2,3 Monofialides
6,8x1,9 ovales, 7.8
6.8 x 3.9 elipsoidales, 9.7
5.8 x 3,0 " fsfp‘?s- 11,6
Microcultivo 4,8x2,9 oriologia mu 10,7
variada.
agar Avena 58x2,9 6,8
8,7 x2,9 7.8
6,8 X 2,9 5,8
4,8 x 1,9 9,7
6,8 X 2,9 8,7
9,7 x 3,9 7,1x3,5 2,4 x 0,5] Arrifionadas, 14,6 10,5 2,0 Monofialides
6,8 x2,9 ovales, 9,7
48%x29 elipsoidales, 10.7
10,7 x 3,9 " fsfp‘?s- 9.7
Agar CLA 5,8 X 3,9 ortologia mu 12,6
o variada.
(10 dias) 5,8x29 11,6
4,8 x 3,9 9,7
6,8 X 2,9 8,7
10,7 x 3,9 7.8
4,8 x 3,9 9,7
6,8 X 2,9 7,8 x 3,5 1,8 x 0,5| Arrifionadas, 12,6 8,8 2,4 Monofialides
4,8x2,9 ovales, 7,8 cortas, cabezas
7,8 x 3,9 elipsoidales, 9.7 mucilaginosas
8,7 X 3,9 v fsfp‘?s- 4,9
Agar CLA 9,7 x 3,9 orv(;:)igldaamu 78
(15 dias) 10,7 x 3,9 . 9,7
8,7 x 3,9 5,8
6,8 x 2,9 8,7
7,8 x3,9 9,7
5,8 x2,9 11,6
6,8 x 2,9 7,4x3,2 1,3 x 0,4| Arrifionadas, 11,6 10,3 2,6 Monofialides
4,8x2,9 ovales, 7,8 cortas, cabezas
7.8 x 3,9 elipsoidales, 14,6 mucilaginosas
8,7 x 2,9 v fsfp‘?s- 11,6
Agar CLA 7,8 X 2,9 ortologia mu 13,6
o variada.
(21 dias) 6,8 x 2,9 9,7
8,7 x 3,9 7.8
7,8 x2,9 6,8
9,7
9,7
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Anexo 5.2 Fotos identificacion morfoldgica.
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| Cepa 108 Fusarium solani |

Cepa 111 Fusarium equiseti

CLA 10 DIAS CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS
CLA microcultivo CLA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo
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| Cepa 121 F. sporotrichioides | Cepa 131 Fusarium equiseti |

CLA 10 DIAS CLA 10 DIAS
CLA 14 DIAS CLA 14 DIAS
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS
CLA microcultivo CLA microcultivo
PDA microcultivo PDA microcultivo
AVENA microcultivo AVENA microcultivo . ‘)
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[epa 155 Fusarium verticilloides/ | Cepa 156 Fusarium verticillioides |

CLA 10 DIAS . i CLA 10 DIAS
CLA 14 DIAS CLA 14 DIAS
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS
CLA microcultivo CLA microcultivo
PDA microcultivo PDA microcultivo
AVENA microcultivo AVENA microcultivo

161



CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS

Cepa 159 Fusarium sporotrichioides

Cepa 160 Fusarium sporotrichioides

CLA 10 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

PDA microcultivo

CLA microcultivo

AVENA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo
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CLA 10 DIAS

Cepa 161 Fusarium verticillioides

Cepa 162 Fusarium oxysporum |

CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS CLA 14 DIAS
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS
-
R
'
CLA microcultivo

CLA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo
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Cepa 201 Fusarium sp | Cepa 202 Fusarium oxysporum |

CLA 10 DIAS CLA 10 DIAS

o .

CLA 21 DIAS

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo CLA microcultivo

PDA microcultivo PDA microcultivo

AVENA microcultivo AVENA microcultivo
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Cepa 203 Fusarium proliferatum

Cepa 204 Fusarium oxysporum

CLA 10 DIAS

CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

PDA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

AVENA microcultivo
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Cepa 205 Fusarium oxysporum

CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

PDA microcultivo

Cepa 206 Fusarium oxysporum |

CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

{I

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

AVENA microcultivo
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Cepa 207 Fusarium oxysporum

Cepa 208 Fusarium oxysporum

CLA 10 DIAS
o ..|. . o
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

CLA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

PDA microcultivo

g

AVENA microcultivo
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Cepa 209 Fusarium oxysporum

| Cepa 210 Fusarium oxysporum

CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS

o . |. .

CLA 21 DIAS

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

CLA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo
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| Cepa 302 Fusarium oxysporum

Cepa 303 Fusarium oxysporum

CLA 10 DIAS CLA 10 DIAS
CLA 14 DIAS CLA 14 DIAS
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

CLA microcultivo

PDA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

AVENA microcultivo
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| Cepa 308 Fusarium oxysporum

Cepa 309 Fusarium oxysporum

B | |. |.

CLA 10 DIAS
B |. |. |. o
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

CLA microcultivo

PDA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

AVENA microcultivo

R

17

o




| Cepa 310 Fusarium oxysporum

Cepa 311 Fusarium oxysporum

CLA 10 DIAS CLA 10 DIAS
CLA 14 DIAS CLA 14 DIAS
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS

CLA microcultivo CLA microcultivo

PDA microcultivo PDA microcultivo

AVENA microcultivo AVENA microcultivo
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Cepa 312 Fusarium oxysporum

Cepa 313 Fusarium oxysporum

CLA 10 DIAS CLA 10 DIAS
CLA 14 DIAS CLA 14 DIAS
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

PDA microcultivo

CLA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

AVENA microcultivo
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Cepa 314 Fusarium oxysporum

Cepa 315 Fusarium oxysporum

CLA 10 DIAS CLA 10 DIAS
CLA 14 DIAS CLA 14 DIAS
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

CLA microcultivo

PDA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo

AVENA microcultivo
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| Cepa 401 Fusarium oxysporum | Cepa 402 Fusarium solani I

CLA 10 DIAS

. . . o . ..

CLA 14 DIAS

. . |. o . . . .

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

PDA microcultivo

. o . . . .

o . . . .

o . . . .
AVENA microcultivo AVENA microcultivo
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| Cepa 403 Acremonium | | Cepa 404 Fusarium solani |

o . . . .

CLA 10 DIAS
o o . . . .
o o . . . .

CLA microcultivo

o . . . .

PDA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo AVENA microcultivo
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Cepa 405 Fusarium oxysporum

CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

| Cepa 406 Fusarium oxysporum |

CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

PDA microcultivo

CLA microcultivo

AVENA microcultivo

PDA microcultivo

o . . . .
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CLA 10 DIAS

| Cepa 407 Fusarium oxysporum |

Cepa 408 Fusarium oxysporum

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

PDA microcultivo

B AR

CLA 10 DIAS

CLA 14 DIAS

CLA 21 DIAS

CLA microcultivo

AVENA microcultivo

PDA microcultivo

AVENA microcultivo
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| Cepa 409 Fusarium oxysporum | | Cepa 410 Fusarium oxysporum |

o . . o

CLA 14 DIAS CLA14 DIAS
CLA 21 DIAS CLA 21 DIAS
CLA microcultivo CLA microcultivo

PDA microcultivo PDA microcultivo

AVENA microcultivo AVENA microcultivo
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Anexo 5.3. Protocolo de extraccion de ADN.

1. Sembrar el hongo en medio PDA mas cloranfemiooB dias.

2. Tomar el micelio del hongo del medio PDA e ifado en caldo extracto de malta para
la produccién de biomasa por 8 dias en agitacion.

3. Recuperar la biomasa por medio de filtraciovaaio utilizando papel filtro.

4. Colocar el filtrado en frascos para liofilizacgngelar por un dia a -20°C.

5. Liofilizar por 24 horas o hasta que el miceliede totalmente seco.

6. Macerar el micelio hasta convertirlo en polvoyrfino.

7. Tomar 100mg del polvo y colocarlo en un eppehnaoevo.

8. Adicionar 100Qul de buffer de lisis (2% CTAB, 3% SDS, 250mM Na200mM Tris-
HCI pH 8.5, 25mM EDTA pH 8.0).

9. Homogenizar por inversion y luego por vortex.

10. Anadir 8Qul de B-mercaptoetanol en camara de flujo.

11. Homogenizar por vortex.

12. Incubar las muestras a 65°C por 2 horas, honmayepor inversion cada 10 min.

13. Centrifugar a 13000 rpm. 5 min, tomar el sohdamte y repartirlo en dos tubos
eppendorf nuevos.

14. Agregar 400ul de fenol cloroformo isoamil alcohol (25:24:1)(éewliendo de los
volumenes), mezclar por inmercion y por vortex.

15. Centrifugar a 13000 rpm. 5min, tomar el sobdante de los dos eppendorf y
colocarlos en un eppendorf nuevo.

16. Adicionar un volumen igual de Cloroformo isohatcohol (24:1) 600ul.

17. Centrifugar a 13000 rpm. 5 min a T° ambiente.

18. Recuperar el sobrenadante en un eppendorf nédaliocionar un volumen igual de
isopropanol frio (-20°C). Mezclar suave por invénsy ver aparicion de mota blanca.

19. Dejar a -20°C toda la noche.

20. Centrifugar a 13000 rpm 10 min.

21. Descartar sobrenadante y dejar los eppendad bBbajo sobre una toalla de papel

absorbente.
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22. Lavar el pellet con 200 de etanol al 70 % frio (-20°C). Mezclar bien yhwdugar
13000 rpm 5 min

23. Descartar el sobrenadante y dejar los eppetaad abajo sobre una toalla de papel
absorbente hasta que se seque.

24. Agregar 10Q de buffer TE (0.1mM Tris- HCI, 20mM EDTA).

25. Colocar a 4°C y resuspender (Almacenar a -20°C)

180



Anexo 5.4. Kit de limpieza Wizard® SV Gel and PCR &an-Up System

Purificacion de DNA por centrifugacién

Preparacion del corte de Gel

* Realizar la electroforesis de los DNA a purificar

* Cortar la banda de DNA que se desea purificarccmhilla estéril.

« Colocar el pedazo de gel en un eppendorf de L(Buevo) previamente marcado.

» Pesar en mg el pedazo de gel en una balanzé@mali

 Adicionar 10ul de la solucién de unién a la membrana (MembrandiBg Solution) por
cada 10 mg de gel.

 Colocar en Vortex e incubar de 50°C — 65°C hgatase disuelva totalmente.

Union de DNA

* Insertar una SV minicolumna en el tubo de colatg@reviamente marcados.

« Transferir la mezcla del gel disuelto al la S\hioolumna e incubar 1min a

T° ambiente.

* Centrifugar a 16.000 x g por 1min.

» Descartar sobrenadante y reinsertar la SV minmah en el tubo de coleccion.
Lavado

* Adicionar 700ul de solucion de lavado de membrana (Membrane \8a#ition)

* Centrifugar a 16.000 x g por 1min.

» Descartar sobrenadante y reinsertar la SV minmah en el tubo de coleccion.

* Adicionar 500ul de solucién de lavado de membrana (Membrane \8akition)

* Centrifugar a 16.000 x g por 5min.

» Descartar sobrenadante y reinsertar la SV miniah en el tubo de coleccion.

* Centrifugar a 16.000 x g por 1min, con la tapdadeentrifuga abierta para permitir la
evaporacion de los residuos de etanol.

Elucion

* Transferir la SV minicolumna a un eppendorf derh| (nuevo) previamente marcado.
 Adicionar 50ul de agua libre de nucleasa (Nuclease- Free Wategbar 1min a T°
ambiente.

* Centrifugar a 16.000 x g por 1min.

» Descartar la SV minicolumna y almacenar el DN&@ o -20°C.
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Anexo 7.1. Andlisis de varianza de aislamientos drusarium spp. a diferentes

temperaturas.
ANOVA
Suma de Media .
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 759729,288 39 19480,238 45,236 1,1094510 E-40
ABCT28 Intra-grupos 34450,953 80 430,637
Total 794180,241 119
Inter-grupos | 3348516,767 39 85859,404 173,009 3,6501267 E-63
ABCT37 Intra-grupos 39701,700 80 496,271
Total 3388218,467 119
Inter-grupos | 7130124,297 39 182823,700 5592,393 | 2,9446620 E-123
ABCT40 Intra-grupos 2615,320 80 32,692
Total 7132739,617 119

182



Anexo 7.2. Agrupamientos Duncan d&usarium spp. a diferentes temperaturas

Cepa ABC Agrupamientos Duncan ABCT 28
403 | 543,13 a
210 | 594,00 b
203 | 602,30 b
308 | 604,60 b c
402 | 616,63 b c
209 | 621,10 b c
204 | 628,70 b c d
303 | 631,00 b c d
314 641,37 c d
207 | 641,97 c d
302 | 664,30 d e
108 | 681,20 f
e
310 | 687,40 e f g
161 | 689,40 e f g h
313 | 690,57 e f g h
311 | 690,63 e f g h
309 | 693,10 e f g h
131 | 694,10 e f g h
202 | 711,40 f g h i
312 | 715,10 f g h i j
406 | 716,97 f g h i j
409 | 724,67 g h i j k
111 | 728,37 h i j k
407 | 734,37 i j k
404 | 743,60 i j k |
408 | 744,37 i j k |
201 | 751,10 j k | m
410 | 753,90 j k | m
205 | 760,70 k | m n
405 | 778,43 | m n o
206 | 782,27 | m n o
315 | 785,90 m n o
401 | 796,00 n o
160 | 808,27 o p
121 | 809,80 o p
162 | 837,20 p q
156 | 838,30 p q
208 | 844,20 p q
155 | 855,40 q
159 | 862,70 q
Sig. 1,000 061 ,059 063 ,139 ,080 ,067 ,055 ,101 ,054 072 ,050 ,075 066 ,109 061 187
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Cepa

ABC

Agrupamientos Duncan ABCT 37

159

34,5000 | a

161

269,9000

403

341,3000

155

346,6000

108

401,4000

111

412,9000

156

415,9000

402

427,2000

160

432,6333

408

437,2000

131

443,5333

404

483,9333

401

492,0000

406

511,7000

210

513,5000

162

526,1000

209

541,3000

207

543,3000

203

548,4000

407

548,7333

409

561,6000

405

568,6000

204

606,9000

121

621,6000

202

671,2000

303

685,6000

410

687,0000

205

701,6000

314

706,3000

201

708,6000

208

714,0667

310

729,7000

308

731,5000

313

746,5000

311

748,6000

312

751,9000

206

753,0000

302

757,4333

309

760,5000

315

875,1000

Sig.

1,000

1,000

72

o O O O O O

,088

® ® ® ® @d® @

,146

— —h —h —h

,143

Q o o «

,090

> SO S S S TS TS

3 3 3 3 3 3

082 091 196 421 074 178

5 SO SO S S O

,156

O O o o o o

,055

T T T T T ©

,056

,067 ,155 1,000

o 0 o0 o0 o0 o o
=

S

184



Cepa

ABC

Agrupamientos Duncan ABCT 40

313

334000 | 4

314

97,0000

315

98,9000

309

101,0000

310

104,1000

312

106,4000

302

108,1000

303

108,3000

131

109,1000

1

111,4000

ik

111,5000

308

116,0000

201

117,7000

155

121,3000

162

121,4000

m

121,7000

160

122,3000

203

128,6000

202

132,7000

204

134,0000

20

134,0000

161

143,3000

156

145,1000

209

164,5000

159

164,9000

205

170,1000

207

181,9000

208

196,5000

206

202,7667

108

215,9000

403

490,8667

402

524,9000

401

661,1000

408

662,9000

409

689,3000

406

696,0667

407

703,1000

405

758,5000

404

767,8000

410

805,4000

Sig.

1,000

o o T o o

075

o o o o o oo o o

e e e e a @

R

061 057 079 (079 (059 246 170 299 (062 701 263 1000 183 1000 1000 1000 1,000

74151

136

1,000 1,000 1,000
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Anexo 7.3. Comparacion de los aislamientos drusarium spp. a diferentes

temperaturas.
Anova Grupos Duncan?
CEPA Sig. al<abc b2 C3>abc

108 0 40 37 28
111 0 40 37 28
121 0 40 37 28
131 0 40 37 28
155 0 40 37 28
156 0 40 37 28
159 0 37 40 28
160 0 40 37 28
161 0 40 37 28
162 0 40 37 28
201 0 40 37 28
202 0 40 37 28
203 0 40 37 28
204 0 40 37 28
205 0 40 37 28
206 0 40 37 28
207 0 40 37 28
208 0 40 37 28
209 0 40 37 28
21C 0 40 37 28
302 0 40 28 37
303 0 40 28 37
308 0 40 28 37

0 40 28
309 37

0 28
310 40 37
311 0 40 28 37

0 40 28
312 37
313 0 40 28

0 40 28
314 37
31t 0 40 28 37
401 0 37 40 28
402 0 37 40 28
403 0 37 40 28
404 0 37 28 40

0 37 40
405 8
406 0 37 40 28
407 0 37 40 28
408 0 37 40 28
409 0 37 40 28
41C 0 37 28 40
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Anexo 7.4. Andlisis de varianza de aislamientos drusarium spp. a diferentes pH.

ANOVA
Suma de Media .
cuadrados g cuadrética F Sig.
Inter-grupos | 1054500,943 39 27038,486 817,857 6,48549 E-90
ABCpH4 Intra-grupos 2644,813 80 33,060
Total 1057145,756 119
Inter-grupos | 1219882,190 39 31279,031 1168,192 4,33894 E-96
ABCpH7 Intra-grupos 2142,047 80 26,776
Total 1222024,237 119
Inter-grupos | 1266821,317 39 32482,598 557,260 2,80054 E-83
ABCpH9 Intra-grupos 4663,187 80 58,290
Total 1271484,504 119
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Anexo 7.5. Agrupamientos Duncan dé&usarium spp. a diferentes pH.

Cepa

ABC

Agrupamientos Duncan ABC ph 4

403

246,30

311

409,97

404

484,97

308

499,57

202

519,27

312

521,30

162

525,93

309

526,00

@ @M @

310

530,50

—. = =~ =

313

540,17

108

541,57

204

544,40

121

546,70

315

548,73

oqQ oa oO0a ou oOa

402

552,20

111

554,37

155

554,70

= i S - -

302

561,03

314

561,03

303

567,70

131

567,87

409

570,50

160

572,97

159

576,10

~ x~ x~ = =

207

580,20

161

588,43

209

590,13

156

602,20

205

613,97

203

624,27

206

634,10

210

636,60

201

662,87

208

697,83

407

699,60

405

701,10

406

719,90

408

720,70

401

725,00

410

805,03

Sig.

1,000 1000 1000 1000 197 076 108 056 097 075 115 061 083 718 1000 1000 1000 596 1000 517

311

v
1,000
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Cepa

ABC

Agrupamientos Duncan ABC pH 7

403

234,90

402

564,20

404

577,80

302

601,57

111

604,90

311

616,40

315

616,63

310

645,80

313

647,60

303

650,70

409

652,60

314

657,40

203

660,37

131

663,50

308

664,20

209

669,30

309

671,90

204

685,30

202

689,70

210

690,77

121

691,50

207

693,60

161

694,00

108

694,50

156

714,50

160

719,60

162

731,10

155

732,03

407

750,40

206

761,00

405

762,30

408

767,90

208

779,40

312

786,00

401

789,50

201

794,67

159

800,30

205

813,40

406

821,20

410

853,77

Sig.

— —h —h —h

< X =X =

1000 1000 1000 432 956 147 138 086 147 055 072 062 231

826

1,000

127

122

,055

,186

,069

u
1,000
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Cepa

ABC

Agrupamientos Duncan ABC pH 9

403

244,00

402

543,20

404

576,00

11

651,43

302

666,70

131

691,10

313

703,50

303

705,90

209

709,80

409

713,10

203

713,20

310

715,40

108

717,37

121

718,30

308

720,70

202

726,90

210

733,30

161

734,20

204

737,13

207

742,90

309

745,60

206

747,00

208

751,90

311

753,60

156

756,80

162

757,33

155

764,30

408

766,00

160

782,90

315

796,00

407

800,30

401

815,17

312

817,80

201

822,07

405

823,60

159

826,13

205

829,00

406

838,90

314

847,50

410

867,50

Sig.

1,000

1,000

1,000

1,000

1,000

,050

o oo 0o 0o 0o Oou «

,056

o0 o o o oS oSO

,089

,137

S 3 3 3 3 3

o o o o o o

058 059 139 056 052 103

T T T T T

079

o o o o o

079

1,000

492

—~ ~+ + &+ ~+ o+

,054

055 172

1,000
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Anexo 7.6. Comparacion de los aislamientos drusarium spp. a diferentes pH.
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Anexo 7.7. Analisis de varianza de aislamientos dreisarium spp. en caldo urea.

ANOVA
Suma de Media .

PH cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 17,596 39 451 10,208 2,59328 E-18
Intra-grupos 3,536 80 ,044

Total 21,132 119
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Anexo 7.8. Agrupamientos Duncan dé&usarium spp. en caldo urea.

Cepa ABC Agrupamientos Duncan pH
160 7,100 a
313 7,550 b
208 7,680 b
131 7,820 b
121 7,833 b
159 7,860 b c
204 8,207 d
210 8,210 d
205 8,400 d e
207 8,470 d e f
203 8,473 d e f
314 8,527 d e f
315 8,527 d e f
311 8,533 d e f
407 8,550 d e f
111 8,557 d e f
162 8,563 d e f
309 8,570 d e f
209 8,573 d e f
202 8,583 d e f
312 8,603 d e f
406 8,607 d e f
401 8,613 d e f
410 8,617 d e f
310 8,650 e f
302 8,660 e f
408 8,667 e f
206 8,673 e f
308 8,683 e f
201 8,687 e f
409 8,697 e f
161 8,707 e f
108 8,720 e f
303 8,737 e f
402 8,740 e f
404 8,747 e f
156 8,763 e f
405 8,763 e f
155 8,770 e f
403 8,843 f
Sig. 1,000 ,112 ,056 ,055 ,090 ,087
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