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Resumen. Para evaluar la diversidad genética de Sclerotium
rolfsii en México, se determinaron los grupos de
compatibilidad micelial (GCM) de 20 aislamientos de
diferentes regiones de la Republica Mexicana mediante su
confrontacién entre ellos en medio papa-dextrosa-agar y se
compararon con once aislamientos de una coleccion mundial.
Cada uno de los aislamientos utilizados dio un patrén diferente
de GCM, al confrontarse éstos con los de la coleccién mundial
predomino el GCM 33 en 8§ aislamientos de México. Todo
parece indicar que los GCM no tienen relacion con el
hospedero de origen ni con el area geografica. En los mismos
aislamientos se determiné la variacion en las secuencias
espaciadoras transcritas internas (ITS) de los genes
ribosomales mediante la prueba de RFLP con digestion de
cuatro enzimas de restriccion: Rsal, Hpall, Sau3Al'y Mspl.
La combinacion de los patrones de bandas para las cuatro
enzimas se usaron para determinar la variacioén entre
aislamientos y se compard con los grupos obtenidos en la
coleccion mundial. Se encontraron doce aislamientos de
Meéxico que pertenecen a algunos de los grupos de RFLP de
la coleccion mundial de Harlton ef al., los ocho aislamientos
restantes pertenecen a un grupo nuevo caracteristico de
México.

Palabras clave adicionales: Variacion genética, tizon surefio,
RFLP-ITS, grupos de compatibilidad micelial.

Abstract. Twenty isolates of Sclerotium rolfsii from different
regions of Mexico were confronted amongst themselves to
evaluate their genetic diversity. This trial was made using
potato-dextrose-agar media to establish mycelial compatibility
groups (MCGQG) and then they were compared with eleven
isolates of a worldwide collection of this fungus. Each isolates
showed a different MCG pattern, and when they were
confronted with isolates from the world colection MCG 33
prevailed over 8 isolates from Mexico. It seems that there is

no relationship between either MCG and the host or
geographical area. The variation in the internal transcribed
spacer (ITS) regions of the ribosomal genes in the same
isolates, was determined by RFLP using the restriction
enzymes Rsal, Hpall, Sau3AI, and Mspl. Combined banding
patterns for the four enzymes were used to characterize isolate
variation and to compare these results with the combing
banding patterns of the eleven isolates from the worldwide
collection. It was found that twelve isolates from Mexico
belong to some of the RFLP-ITS groups of the worldwide
collection of Harlton ef al.; the other eight isolates belong to
anew group characteristic of Mexico.

Additional keywords: Genetic variability, southern blight,
RFLP-ITS, mycelial compatibility groups.

Sclerotium rolfsii Sacc. es uno de los hongos fitopatdgenos
habitantes de suelo de mas amplio rango de hospederos; tan
so6lo en Estados Unidos se conocen alrededor de 500 especies
de plantas susceptibles a su ataque, las cuales se ubican en
alrededor de 100 familias de plantas, la mayoria dicotiledoneas
y algunas monocotiledoneas (Farr et al., 1989); esta especie
se encuentra distribuida en el mundo en varios tipos de climas
sin que se conozca con exactitud el total de sus hospederos
(Punja, 1985). Su diversidad genética se ha puesto en evidencia
mediante la deteccion de grupos de compatibilidad micelial
(GCM) y/o estudios genéticos con marcadores moleculares
utilizando diversas técnicas. La presencia de GCM en sus
poblaciones implica limitaciones para introducir nuevos
genotipos del hongo en un area. Considerando que este
hongo carece de esporas asexuales y a que sus basidiosporas
solo se han encontrado en condiciones de laboratorio, haria
suponer que su potencialidad de variacion genética pareceria
limitada; sin embargo, los estudios realizados al respecto
demuestran lo contrario (Punja, 1988). Los GCM pueden ser
tan diversos en un area geografica amplia como en una
localizada; Harlton ez al. (1995) encontraron 49 GCM en una
coleccion de aislamientos de S. rolfsii, en tanto que Nalim e?
al. (1995) encontraron 25 GCM en aislamientos de Texas. Los
GCM no parecen seguir patrones de distribucion geografica
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homogéneos ni tienen hospederos restringidos; los
aislamientos de una misma area geografica u hospedero con
frecuencia pertenecen a un solo GCM, pero también ocurre
que aislamientos de muy diversas areas geograficas u
hospederos, pueden quedar incluidos dentro en un mismo
GCM o bien pueden pertenecer a muy diversos GCM.
Utilizando la técnica molecular de RFLP-ITS [polimorfismo
en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) en las
secuencias espaciadoras transcritas internas (ITS)] de los
genes ribosomales (rDNA), Harlton et al. (1995) encontraron
12 grupos subespecificos de patrones de distribucion de
bandas de electroforesis, algunos de los cuales se
correlacionaron con sus respectivos GCM, pero también
aislamientos de un GCM tuvieron diferentes patrones de
distribucion de bandas y otros subgrupos pudieron quedar
entre varios GCM. También se han tenido buenos resultados
para diferenciar variantes genéticas del hongo en los GCM
con la técnica de RAPDs (DNA polimoérfico amplificado al
azar) y lade AFLP (polimorfismo en la longitud de fragmentos
amplificados) en una coleccion mundial de aislamientos (Punja
y Sun, 2001), en Sudafrica (Cilliers et al., 2000), Japon (Okabe
et al., 2000) y en Brasil (Almeida et al., 2001). No obstante,
ninguno de estos estudios han sido comparados entre si
para poder determinar la distribucion geografica de las
variantes genéticas. Por otra parte poco se sabe sobre la
relacion de las variantes genéticas con los niveles de
patogenicidad y rango de hospederos, lo cual podria influir
en los niveles de confianza de medidas de control como la
rotacion de cultivos (Flores-Moctezuma et al., 2006). Ante
esta perspectiva el presente trabajo se orientd a estudiar la
variacion genética en aislamientos de S. rolfsii de México
mediante la determinacion de los GCM y los perfiles
electroforéticos de los RFLP-ITS.

MATERIALESY METODOS

Aislamientos usados. Se utilizaron aislamientos de S. rolfsii
de diferentes areas geograficas representativas de México,
desde el nivel del mar (Veracruz) hasta 1800 msnm (Guanajuato,
(Cuadro 1). También se incluyeron 11 aislamientos de S. rolfsii
proporcionados por el Dr. Zamir K. Punja de la Universidad
Simon Fraser de Burnaby, British Columbia, Canada, que son
parte de una coleccion mundial y que representan 11 grupos
de RFLP-ITS (Cuadro 2). Todos los aislamientos se
mantuvieron en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA)
(Difco Laboratories, Detroit) en cajas de petri de 100 x 15 mm
e incubados de 25 a 27°C.

Determinacion de grupos de compatibilidad micelial. Todos
los aislamientos fueron confrontados en pares entre si para
determinar si habia compatibilidad o no entre ellos. Para esto
se tomaron discos de micelio de colonias de 7 dias de edad y
se colocaron cada uno a distancias entre si de 25 a 35 mm en
cajas de Petri de 100 x 15 mm; después se incubaron a 26 a
28°C durante 7 dias. Si los aislamientos confrontados fueron
capaces de mezclar sus micelios se consideraron compatibles,
mientras que la formacion de una barrera entre ellos se
considerd como de incompatibilidad. El registro de datos se
realizd con base en 3 repeticiones. Los resultados permitieron
establecer los GCM de acuerdo a la relacion entre todos los
aislamientos de México y a sus equivalencias con los GCM
de Harlton et al. (1995).

Deteccion de variantes por RFLP-ITS. Cada uno de los
aislamientos se sembroé por duplicado en cajas con PDA, y a
los 7 dias de crecimiento se cosechd el micelio raspando con
un bisturi estéril la superficie del micelio de cada aislamiento
para que se pudiera extraer el DNA. El micelio de cada
aislamiento se colocd de forma rapida en morteros de porcelana
esterilizados y enfriados a-70°C. Después se agregd 1000 pL

Cuadro 1. Aislamientos y area de colecta de Sclerotium rolfsii de México.

1 Perejil (Petroselimum crispum Mill.) Yautepec, Morelos

2 Lenteja (Lens esculenta Moench) “

3 Diente de ledn (Taraxacum officinale L.) «

4 Tabaco (Nicotiana tabacum L.) «

5 Flor de pajarito (Parthenium hysterophorus L.) «

6 Rabano (Raphanus sativus L.) «

7 Chicharo (Pisum sativum L.) «

8 Calabaza (Cucurbita pepo L.) «

9 Frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.) «

10 Cilantro (Coriandrum sativum L.) «

11 Cebolla (Allium cepaL.) «“

12 Frijol (Phaseolus vulgaris L.) «

13 Jitomate (Lycopersicon esculentum Mill.) Cocula, Guerrero

14 Cacahuate (4rachys hypogaea L.) Tlaxmalac, Guerrero

15 Frijol (Phaseolus vulgaris L.) Cotaxtla, Veracruz

16 Chile (Capsicum sp. L.) “

17 Soya [Glycine max (L.) Merrill] Juan José Rios, Sinaloa
18 Cebolla (Allium cepaL.) Ledn, Guanajuato

19 I Cebolla (4/lium cepa L.) Izucar de Matamoros, Puebla I

20 II Cebolla (Allium cepa L.)

“ Puebla I1




Revista Mexicana de FITOPATOLOGIA,/ 9

Cuadro 2. Aislamientos de Sclerotium rolfsii de la coleccion mundial utilizados para comparar con los

aislamientos de México.

Aislamiento Origen de Area de colecta de YGrupo de GCM
aislamientos los aislamientos RFLP
22 Pasto (138) (Poa annua L.) Chile I 21
23 Pasto (143) (Poa annua L.) North Carolina, EUA II z
24 Tabaco (156) (Nicotiana tabacum L.) North Carolina, EUA I 34
25 Pasto (176) [Eleusine indica (L.) Gaertn.] North Carolina, EUA v 33
26 Manzano (1094) [Malus sylvestris (L.) Mill.] California, EUA \% 10
27 Cebolla (GA13) (Allium cepa L.) Georgia, EUA. VI 3
28 Pepino (197) (Cucumis sativus L.) Mississipi, EUA VIII 29
29 Pasto (3078) (Poa annua L.) Maryland, EUA IX 8
30 Cacahuate (3081) (drachys hypogaea L.) Indonesia X 48
31 Avena (3082) (4vena sativa L.) Nepal XI 49
32 Papa (Chet A) (Solanum tuberosum L.) Israel XII 22

YGrupos de patrones electroforéticos y grupos de compatibilidad micelial pertenecientes a la coleccion mundial

por Harlton et al., 1995.
“No se encontrd reportado algin grupo.

de nitrégeno liquido para romper las paredes celulares. Se
macerd el micelio con el pistilo, el polvo obtenido de esta
maceracion se coloco en tubos de microcentrifuga estériles y
etiquetados, los cuales se fueron guardando a -70°C para que
no se descongelara el micelio macerado mientras se realizaba
la molienda de las demas muestras. Posteriormente se siguio
el protocolo para extraccion de DNA de hongos con el kit
Qiangen® (2001), que consiste en aislar el DNA por medio de
columnas y reactivos incluidos en este mini kit. La pastilla de
DNA obtenida de los diferentes aislamientos se resuspendio
en 100 puL de agua grado milliQ. Enseguida, se les realizé una
electroforesis tomando 5 pL del DNA més 3 pLL de Agua milliQ
y 2 puL de colorante azul de bromofenol para tener una
referencia en la corrida y observar si hubo extraccion de DNA
y la cantidad obtenida. La solucién amortiguadora de corrida
y preparacion de los geles de agarosa al 1% utilizados en la
electroforesis fue Tris-Acetatos (Sigma) 1X (Sambrook ez al.,
1989). En cada pozo del gel se colocaron las muestras de
DNA de los diferentes aislamientos y como referencia el
marcador de peso molecular 1 Kb plus (2 pL). El tiempo de
corrida utilizado fue de 1 h con 30 min a 120 voltios. Después
de la corrida se tifieron los geles con una solucion de bromuro
de etidio, se enjuagaron los geles y se observaron en un
transiluminador de luz ultravioleta para visualizar el DNA y la
cantidad obtenida por cada aislamiento. Se tomaron
fotografias utilizando un equipo fotografico marca Stratagene,
modelo Eagle Eye.

Técnica de PCR para amplificar las regiones ITS. Con
referencia a la seleccion de los iniciadores u oligonucledtidos,
se escogieron los oligonucledtidos ITS1 e ITS4 mencionados
por Harlton et al. (1995) y disefiados por White et al. (1990),
que amplifican las secuencias del ITS-1, ITS-2 y el gen 5.8S,
para posteriormente analizarlos por RFLP para establecer la
relacion genética entre los aislamientos. Al DNA total que se
obtuvo de cada aislamiento se le calculd la cantidad obtenida
mediante espectrofotometria, para saber el volumen a usar en
lareaccion de PCR; se le realiz6 una amplificacion por la técnica

de PCR con los oligonucleétidos ITS1 (5" TCC GTA GGT
GAACCTGCGG3")elTS4(5' TCCTCC GCT TAT TGATAT
GC 3") que fueron sintetizados por el método de fosfo-triéster
en un sintetizador automatizado 391 de Applied Biosistems,
en la unidad de sintesis del Instituto de Biotecnologia-UNAM
en Cuernavaca, Morelos, México. La mezcla de reaccion para
la amplificacion se colocd en tubos de microcentrifuga de 0.5
pL y consisti6é de 1 pL de cada oligonucledtido, 10 pL de
solucion amortiguadora +Mg, 0.5 pL de Taqg DNA polimerasa
marca Roche,) 0.8 uL. de DNTPs, 80.2 pL. de H,Oy 0.5 pL de
DNA de cada aislamiento. Se probaron diferentes
temperaturas, tiempos y ciclos con el fin de obtener la dptima
PCR, la mejor amplificacion se logré con el programa de 94°C
3 min (1 ciclo); 94°C 1 min, 58°C 1 min, 72°C 1 min (30 ciclos);
72°C 5 miny 4°C (Termociclador Perkin Elmer, Thermal Cycler
480). Se incluyeron testigos negativos consistentes de la
misma mezcla de reaccion pero sin agregar DNA, los productos
de reaccion esperados fueron similares a lo reportado por
Harlton et al. (1995). También se calculd el tamafio de acuerdo
al esquema representado por White ez al. (1990). Al finalizar
el PCR, se le realiz6 una electroforesis usando la solucién
amortiguadora de Tris-Acetatos (Sigma) 1X, utilizandolo tanto
en la corrida como para hacer los geles de agarosa al 1%. Se
coloco en cada pozo del gel 10 pL de DNA del producto de
PCR de los diferentes aislamientos, incluyendo un marcador
de peso molecular (1 Kb plus) utilizandolo como referencia.
El tiempo de corrida fue de 1 hora con 30 min. Los geles se
tifleron con una solucion de bromuro de etidio, se enjuagaron
en agua destilada, y para poder observar el producto obtenido
en la amplificacidon se utilizd un transiluminador de luz
ultravioleta. Se fotografiaron los geles para registrar la
presencia y tamafio de fragmentos de DNA amplificados.

Polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccién. A
los productos obtenidos en el PCR de cada aislamiento se les
realizaron digestiones independientes con las enzimas de
restriccion Rsal, Hpall, Sau3 Al (isoquizémero de Mbo 1) y
Mspl (Invitrogen), a cada enzima por separado y para cada
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producto del PCR de los diferentes aislamientos. La mezcla
de reaccidn consistio de 12 pL del DNA obtenido en la PCR
de cada aislamiento, 1.5 pL de buffery 1.5 uL de cada una de
las enzimas, y se colocd en tubos de 1.5 mL. A los testigos
negativos (los cuales no llevaban DNA) también se les colocd
la solucion amortiguadora, la enzima y la mezcla del PCR (esto
con el fin de saber si las enzimas no se encontraran caducas
o contaminadas, o si en el paso del PCR hubiera algin DNA
contaminante). Los tubos con la mezcla se colocaron en una
incubadora a 37°C durante toda la noche. Posteriormente,
para poder comparar los patrones de bandas generadas por
las enzimas de restriccion se realizaron las electroforesis
utilizando geles de agarosa al 3%, usando como solucién
amortiguadora Tris-Acetatos 1X tanto para la corrida como
para la preparacion de los geles. El tiempo de corrida fue de 2
h 10 min a 70 voltios para tener una mejor separacion de las
bandas. Se utilizé toda la cantidad de las digestiones de los
diferentes aislamientos para colocarlas en los pozos
correspondientes de los geles. Se colocaron dos marcadores
de peso molecular (100 bp y 1 Kb Plus) como referencia, para
estimar el tamafio de las bandas procedentes de las
digestiones. Los geles fueron tefiidos con una solucién de
bromuro de etidio en agitacion. Después de 10 min se
enjuagaron con agua corriente por 15 min. Posteriormente se
colocaron en un transiluminador de luz ultravioleta y se
sacaron fotografias de cada uno de los geles.

Analisis de datos. De las fotografias de los geles con las
digestiones realizadas por las enzimas Rsal, Hpall, Mspl y
Sau3 Al al producto del PCR en cada aislamiento, se hicieron
conteos de las bandas presentes y ausentes en cada
aislamiento y con cada enzima, se les asigné un numero
diferente a cada banda, posteriormente se registraron en una
matriz de datos para su uso posterior. Para realizar los
agrupamientos de todos los aislamientos y para cada enzima
de acuerdo al nimero y peso molecular de las bandas dadas
por éstas, la matriz de datos que se realizé anteriormente se
analizo el programa de computo que estd basado en el método
de algoritmo de UPGMA (Método de promedio aritmético de
grupos de pares no ponderados) y Neighbor Joining, que fue
implementado en el Laboratorio de Ecologia Microbiana del
Centro de Investigacion en Ciencias Gendmicas de la
Universidad Nacional Autéonoma de México en Cuernavaca,
Morelos, México. Los datos se imprimieron y se analizaron.
La construccion de los dendrogramas se realizo a mano de
acuerdo a la distancia mencionada en los datos obtenidos
por dicho programa. Finalmente se obtuvieron los
agrupamientos y sus distancias de acuerdo a cada patrén de
bandas dado por cada una de las enzimas en todos los
diferentes aislamientos.

RESULTADOS

Grupos de compatibilidad micelial. Cada uno de los
aislamientos de México dio un patrdon diferente de
compatibilidad sin tener agrupamientos, pues se obtuvo el
mismo nimero de aislamientos como de GCM. Tomando como

base los GCM de la coleccion mundial de Harlton et al. (1995),
al confrontar éstos con los aislamientos de México se
pudieron ubicar las afinidades entre ellos. Los aislamientos
de Morelos de Lens esculenta, Taraxacum officinale,
Nicotiana tabacum, Parthenium hysterophorus, Raphanus
sativus, Phaseolus coccineus, Coriandrum sativum y el de
Veracruz de Phaseolus vulgaris fueron compatibles con el
aislamiento de Eleusine indica de Carolina del Norte, EUA
(GCM 33); el aislamiento de Morelos de Cucurbita pepo fue
compatible con el de Mississipi EUA de Cucumis sativus
(GCM 29); el de Morelos de Phaseolus vulgaris fue
compatible con el de Maryland, EUA de Poa annua (GCM
34); el de Guerrero de Arachys hypogaea fue compatible con
el Indonesia de 4. hypogaea (GCM 48); el de Veracruz de
Capsicum annuum fue compatible con el de Nepal de Avena
sativa (GCM 49); El resto de los aislamientos de México
(Morelos, Petroselinum crispum, Pisum sativum 'y Allium
cepa; Guerrero y Sinaloa, Lycopersicon esculentum;
Guanajuato y Puebla, Allium cepa) no fueron compatibles
con ningun aislamiento de la coleccion mundial. Entre todos
los aislamientos de 4. cepa (que fue el hospedero con mayor
numero de aislamientos) hubo compatibilidad entre los de
Guanajuato y Puebla, pero no la hubo de éstos con el de
Morelos ni con el de Georgia EUA.

RFLP-ITS delos aislamientos. El peso molecular del producto
de PCR en todos los aislamientos fue de 720 pb. Con la
digestion de la enzima Hpa 11 se obtuvieron tres patrones
diferentes: Un patron donde aparecen cuatro bandas de 580,
480, 140y 125; el segundo fue de cinco bandas de 600, 580,
480, 140y 90; y el tercer patron de cinco fragmentos (600, 480,
145, 140y 90 pb). El fragmento de 720 pb aparecio sin digerirse
en cinco aislamientos de México y en uno de la coleccion
mundial (Figs. 1y 2). Conladigestion de Mspl hubo desde 1
hasta 4 bandas en los diferentes aislamientos (Figs. 3,4y 5).
También se pudo observar que el aislamiento numero 19 que
correspondio al de Puebla I-Cebolla presenté un patron
diferente a los demas aislamientos tanto de México asi como
de los de la coleccion mundial, teniendo solamente una banda
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Fig. 1. Digestiones con la enzima de restriccion Hpall a los productos
del PCR. Carril 1 y 20: marcadores de peso molecular 100 pby 1 Kb
plus, respectivamente. Carril 2 al 19: aislamientos 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8,9,10,11,12, 13,14, 15, 16, 32 y testigo negativo, respectivamente.
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del PCH. Camil 1 v 1 manadores de peso moleculsr 12 phy | Kb
plus, respectivemente. Camml 15 libre. Camil 2 ol 14 sslameentos
17,18, 1'9, 20, 26, 29, 24, 25, 27, 28, 3, 3] v 32, respoctivamenic

L ensma Sz Al o los producios de PCR de los diferenies
msianuentos = muesiran en Las Figoms 8 v % La digestiion
resilizada por esta enzinu foe I que fuvo nuvor namerno de
Bandas de diferenie peso molecular comparndo con Lis olms
tres engimas. El 1odal de bandas obtenidas fue de 11, pero
huba desde 4 hasia 6 bandas envanos de los aslamuentos. El
mislamicnio que prescnid diferencias en cuanto al patron de
bandas fue el de Meracne-chile (Fig. Bcarmil 173 Con los cones
resibizzacios nl prochocto de PCR por ls coatro eneemas ulibuedas,
s¢ hicicron los diferenics patrones de bandas crnconirmdos
con $us respechivos pesos moleculares on todos los
atslamientos de 5. rolfii. Para [a enzima Hpall se formaron
sicte patrones diferentes a lo reporiado. En lo que se refiere a
kn eneamn Asel, s encontraren dos patroncs de bandas que
fucron 1guales a los reporindos v uno diferente gue
corresponde 3 un aislamiento de los de referencia. Con

Aslamienio Veraorur -chile

w
I3 3 85 67 8 FIO1LATIRIS050617 18 1930

G0 ph—

| 0 ph—

|'|] - -|:|I¥7H|I11|F-| ean la encima de restnecion SanIAl a los
productos del PCR. Caml | v 20; marcadores de peso msolecular
100 iy y 1 Kb plus, respectvamente. Carnl 2 &l 1% aislamiensos |,
23 4 5 6, 7. 8 W oo, 10, 12, 1 04, 1S, M6, 22 % 24,

respocirvamente
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Fig 9. Digestiones con |a enezma de restrnecion Saw3Al o los
productas del PCR. Caml 1 ¥ 15 marcadetes de pest msplecular
106} pb v | Kb plus, respectivamenie. Carml 2 al 14; aislamienios
17, 18, 19, 20, 26, 29, 2425 27 28 30, 31 v 32, nepectivamenic

S 3AT =2 oblinieron ocho patrones diferenies a lo reportda
S¢ cncontmron cinoo patrones difercnles de las digestiones
realizacdas por la enzima de restnccsin A fspl que no sz pudicron
COMPArAr, v que no s¢ encuenirm reportada por Harlion er af
{1945}, Enjoial seencontramon | | aslameenios que pertenooen
al RFLP-ITS IV v uno al IX, los 8 sislamicnios restanics
periensCen o un grupo Aueyo

Dendrogramae Los mskamdentos que quediaron dentrode los
grupos de RFLP scpim el dendrograma fucron los siguicnics:
pislamiento Vemcruz-chile (16} con el de Nepal-Avem (31)
del grups XI; sislamientos de Morelos diente de leda (3),
tabaco (4), papaniio (5), mbano (6), calabaes (B), Mmijol avocode
{9, cilantro { 103, cobolla (11 frged (12, Guerrero-cacahume
i 14y Vemenez-frijol { 153 con el aelamento de Morth Carolin-
Pasto (25 diel gropo 1V, Morclos-cilantro ( 2) con o grupa I
de Monh Canolina-tabaco. Para los aislamientos de Morclos
perciil {13 v chicharo (7). Guermero-piiomate { 133, Sinaloa-sova
{17}, Cnmnapeato-cebolla (18] v los dos de Puchda-cobolln {19
¥ 200 no s enconird grupo. En ¢l caso del sislamicmo 30 (que
corrcspondis al de Indoncsia-Cacahunie v grupo de RFLP X)
en iodes los dendrogrnias de las diferenies enzimas, sicmpre
s¢ compono alegads del resto de bos aislamientos (Fig. 10}

DISCUSION

Girupos de compatibilidad micelial. De acuerdo a estudios
antenores, existen algunas tendencias de comporamicnlo
diz los GOM, la mavoria de aislamienios dentro de un GOM
tienden a ser de una misma arca geogrifica v hospedero,
pero timbién pueede ocurmnir gue cn un GEM existan vanos
hospederos v varias sonas geogrificas v que una misne drea
peoirificn pueda tener una diversidad de GCM (Hardton e
af., 1995, Malim ef af., 1995); en esie irpbajo predomind ¢l
GOM 33 en 7 atslamienios de Morebos (sobre un total de 200,
pero de diferentes hospederes, én un mismo hospedero hay
afimedades emre algunos de los mslamiienios, pero én otros
no hay compatibilidad. Todo parece indicar que los GCM no
tenen relacion con el hospedéro de ongen m el Grea
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Fig. 10. Agrupamientos obtenidos englobando las 4 digestiones realizadas por las enzimas en los aislamientos mexicanos de

Sclerotium rolfsii 'y los de la coleccion mundial.

geografica, ya que por ejemplo, fueron compatibles algunos
aislamientos de Morelos con los de lugares tan remotos como
Nepal e Indonesia y un aislamiento de una especie de la familia
Poaceae (Eleusine indica) fue compatible con aislamientos
procedentes de especies de plantas de muy diversas familias.
Amplificacion por PCR de la regién ITS. La amplificacion en
todos los aislamientos se obtuvo un fragmento del tamafio
esperado de 720 pares de bases. Estos resultados coinciden
con los reportes de Harlton ez al. (1995), Okabe et al. (2000) y
White et al. (1990), quienes mencionan el mismo peso
molecular del producto de PCR. Cilliers ef al. (2000),
mencionan que diferentes tipos de marcadores han sido
desarrollados para caracterizar poblaciones de patogenos de
plantas, los RFLP pueden ser altamente informativos utilizando
los cebadores apropiados, aunque en varios estudios se
reportan pequefias variaciones inter e intraespecificas, dentro
de las regiones ITS en varias especies de hongos y que éstas
son debido principalmente a los eventos de delecion e
insercion en las regiones ITS I e ITSII.

Grupos RFLP-ITS. En el reporte realizado por Harlton e? al.
(1995), determinaron los 12 grupos de RFLP-ITS con 4 enzimas
de restriccion, aun cuando en este trabajo sélo se utilizaron
tres de las cuatro enzimas reportadas se tuvieron resultados
similares. Con las enzimas Mspl 'y Rsal se encontr6 el mismo
patrén de bandas. Con Sau3A4I, aunque las digestiones son
un poco parciales, tampoco se encontraron bandas mayores
a 445 pb, pero de acuerdo a los resultados del presente trabajo,
se obtuvieron tamafios mas grandes (500, 650, 700y 720 pb),
lo que demuestra diferencias notables entre los aislamientos
mexicanos y los de otros paises. En el presente trabajo se
encontraron trece aislamientos de México que estan
relacionados a los aislamientos 31, 25 y 24 que pertenecen a

los grupos RFLP-ITS XI, IV y Ill reportados previamente por
Harlton et al. (1995), los siete aislamientos restantes
pertenecen a tres grupos distintos segun las enzimas de
restriccion utilizadas en esta investigacion. Esto indica que
se tiene una coleccion heterogénea de diferentes areas
geograficas y de varios hospederos y que tales diferencias
pueden deberse a la influencia de las condiciones ambientales
donde se desarrollan estos aislamientos (Punja y Grogan,
1983). Los aislamientos de México podrian tener mas de una
copiade laregion ITS dentro de su genoma, ya que se observod
que al realizar las digestiones presentaban una doble banda
de 720 pares de bases y podria deberse al estado
multinucelado de Sclerotium rolfsii. Esta situacion también
se reporta en otros trabajos y con otras especies donde se
encontraron mezclas de diferentes tipos de rDNA. También
se especula que la variacion podria ser entre las copias de
DNA en sitios de restriccion o en sus tamafios, pues con
otras especies al realizar la amplificacion los productos
obtenidos variaron en tamafio de pares de bases (Gardes et
al., 1990). Los resultados aqui encontrados en cuanto a la
particularidad de los genotipos de México, refuerzan lo
encontrado en cuanto a diversidad patogénica de este hongo
en el pais (Flores-Moctezuma et al., 2006), lo cual plantea la
necesidad de establecer estrategias de manejo de S. rolfsii de
acuerdo a las caracteristicas regionales de la Republica
Mexicana.

CONCLUSIONES

Existe diversidad de GCM en los aislamientos de Sclerotium
rolfsii de las regiones geograficas de México que se utilizaron
en este estudio, y no se encontrd relacion en estos GCM con
el area geografica ni con los hospederos de origen. También
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mostraron variacion las regiones intergénicas de los genes
ribosomales de los aislamientos de México. Los patrones de
RFLP-ITS obtenidos de los aislamientos de México
permitieron distinguir diversos genotipos, algunos nuevos
no reportados, mientras que otros se asemejan a patrones
reconocidos previamente (Harlton ez al., 1995), pero existen
también algunos particulares del pais, lo que sugiere la
posibilidad de que a nivel mundial todavia sea posible
encontrar mas variantes que se podrian detectar en los paises
donde se han encontrado la mayor diversidad de hospederos
o en aquellas regiones no exploradas.
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