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Resumen 
 
La filogenia que se hace utilizando métodos moleculares dentro del género Fusarium es 
controversial, por las diferencias presentadas entre los resultados obtenidos al analizar 
diferentes genes útiles para hacer filogenia. Al analizar las secuencias de ADN 
obtenemos arboles con clados que muestran diferentes distribuciones de las especies 
estudiadas. El presente trabajo explora la posibilidad de utilizar microsecuencias de 
genes conservados para resolver problemas de clasificación taxonómica y de filogenia 
de las especies pertenecientes al género Fusarium. Para esto, se evaluaron trece 
especies del géneroFusarium (F. anthophilum, F. avenaceum, F. culmorum F. equiseti, F. 
foetens, F. graminearum, F. oxysporum F. proliferatum, F. solani, F. sp., F. 
sporotrichioides,F. subglutinans, F. verticillioides), utilizando 15 parejas de iniciadores 
que codifican para las regionesgénicas de: cluster de rDNA, ɓ-tubulina, calmodulina, 
citocromo oxidasa I, factor de elongación 1-Ŭ, histonas 3 y 4 y subunidad pequeña 
ribosomal de RNA. A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que el uso de 
las microsecuencias altamente variables son la mejor opción para resolver los problemas 
de un gen una historia evolutiva, debido a que los arboles obtenidos mostraron un alto 
porcentaje de similaridad entre aquellos arboles producto de diferentes regiones génicas 
y el árbol de caracteres morfológicos. Además el uso de estas microsecuencias elimina 
homoplasias y reduce artefactos como saturación y atracción de ramas largas lo cual 
genera inferenciasfilogenéticas erróneas.   
 
 
Palabras clave: Fusarium, filogenómica, microsecuencias de ADN, concatenación. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Abstract 
 
Molecular phylogenies based on individual or concatenated gene sequences from the 
genus Fusariumare known to show controversial results: Different (combinations) of DNA 
sequences may result in at times unresolved trees, with different clade distributions and 
topologie.  Besides, morphological and molecular species characterizations vary. In the 
present work, we exploit the possibilities of highly variable microsequences , with high 
percentages of transitions and transversions from phylogenetically useful genes for the 
construction of phylogenetic trees. Single and concatenated microsequences were used 
from thirteen Fusarium species, using primers that encode for different genic regions of:  
the rDNA cluster, ɓ-tubulin, calmodulin, cytochrome oxidase, elongation factor, histones 3 
and 4 and small subunit ribosomal RNA gene. Al phylogenetic trees were evaluated with 
congruence tests.By the results, we conclude that the highly variable microsequences are 
the best choice to solve those problems because these ended up having a high similarity 
percent between different genic regions, an accurately approximation between 
morphological species, and reduce artifacts like saturation and attraction of long branch 
phenomena that produce erroneous phylogenetic results. 
 
Keywords: Fusarium, DNA micro-sequences, phylogenomics, concatenation.
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Introducción 
 

Fusarium es un género de hongos ampliamente distribuidos en todo el mundo, conocidos 
por ser importantes patógenos de plantas y por ser productores de micotoxinas, las 
cuales están asociadas con riesgos para la salud animal y humana (Nelson et al., 1983; 
Moretti, 2009; Watanabe et al., 2011). Las enfermedades causadas por Fusariumen 
plantas incluyen afectaciones a cultivos de cereales, marchitez y pudriciones de algunos 
cultivos como tomate, arveja, melón, papa, algodón y lino, y afecciones en plantas 
ornamentales como las asteráceas, claveles, bulbos y plantas leñosas (Wollenweber, 
1913; Booth, 1971; Burgess, 1981; Snyder et al., 1989), situación que acarrea grandes 
pérdidas económicas y alta inversión de capital en tratamientos preventivos y correctivos. 

Un problema comúnmente encontrado por los fitopatólogos y micólogos se relaciona con 
los inconvenientes del sistema de clasificación taxonómico de las especies 
pertenecientes al género Fusarium, el cual es conocido alrededor del mundo como uno 
de los que presentan mayor dificultad de clasificación (Snyder et al., 1989; Leslie et al., 
2006). En general, las especies son reconocidas bajo tres conceptos: especie biológica, 
especie morfológica y especie filogenética (Gerlach et al., 1982; Leslie et al., 2006). Los 
sistemas taxonómicos de clasificación tradicional del género Fusarium, han sido 
propuestos bajo el concepto de especie morfológica (Gerlach et al., 1982; Nelson et al., 
1994; Leslie et al., 2006). Sin embargo, la mayor causa de las dificultades inherentes a la 
clasificación de este grupo de hongos, es la capacidad que tienen sus miembros para 
variar sus caracteres morfológicos y fisiológicos incluyendo la virulencia, lo cual genera 
inconvenientes a la hora de definir el agente causal en una enfermedad (Schmidt et al., 
2013). 

En los últimos años, los métodos de clasificación molecular han cobrado gran 
importancia dado a que permiten definir de una manera ñprecisaò la taxonom²a de las 
especies (Misra et al., 2012). Sin embargo, la filogenia que se hace utilizando estas 
herramientas dentro del género Fusarium es controversial (Nelson et al., 1994; Watanabe 
et al., 2011) por las diferencias presentadas entre los resultados obtenidos evaluando 
diferentes genes útiles para hacer taxonomía (Watanabe et al., 2011). Al analizar 
filogenéticamente las especies, obtenemos Árboles con clados que muestran diferentes 
distribuciones de las especies estudiadas. Para resolver esta situación, diferentes 
autores proponen trabajar con secuencias concatenadas de varios genes del mismo 
tamaño o de tamaños similares para la construcción del árbol filogenético, donde el árbol 
inferido es probable que tenga la topología apoyada por el mayor número de genes en 
las secuencias (Suzuki et al., 2002), y que por la robustez del método se corrijan los 
errores generados por la inferencia de árboles no concatenados.  

Teniendo en cuenta lo anterior, este estudio busca desarrollar un análisis comparativo 
acerca de la filogenia obtenida para trece especies del géneroFusarium, utilizando 
primero una aproximación morfológica a partir de la caracterización en cultivo In Vitro, y 
posteriormente una caracterización molecular utilizando la amplificación, secuenciación y 
concatenación basada en un análisis multicriterio de regiones de genes útiles para hacer 
filogenia, con el fin de proponer una herramienta molecular de clasificación filogenética 
que permita llevar a cabo una diferenciación a nivel de especie de una forma más precisa 
y eficiente. 
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1. Justificación 
 

Los patógenos del género Fusariumhan incrementado su importancia ya que han puesto 
en alerta a los floricultores y cultivadores en general en todo el mundo, debido a que 
estos han ampliado su rango de hospederos, siendo cosmopolita y desarrollando 
resistencia a tratamientos químicos (Abeywickrawa y Beal, 1992; Summerell et al., 2010). 
La rápida dispersión de este patógeno se ha visto favorecida por la capacidad de sus 
esporas de resistir largos periodos de latencia y cambios drásticos de las condiciones 
ambientales como son la temperatura, humedad y pH (Palmero et al., 2011). La 
implementación de manejos químicos y culturales no han sido útiles para el control de 
este hongo por lo que es común encontrar plantas infectadas que no muestran síntomas 
de fusariosis. Es por esto que la importación y exportación de productos agrícolas ha 
contribuido de forma significante en su dispersión a nivel global. Por medio de este 
estudio de filogenia molecular en el campo de la micología, el grupo de investigación en 
Fitopatología molecular de la Universidad Militar Nueva Granada está ayudando a 
identificar los agentes causales de enfermedades infecciosas con precisión, lo que facilita 
el diagnóstico y tratamiento. De esta forma se podrá mejorar la productividad de los 
cultivos y se podrá reducir el uso de fungicidas los cuales causan impactos ambientales y 
sociales al dejar residuos tóxicos en los suelos, aire y agua (Garret et al., 2011).  
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2. MARCO TEÓRICO 
 

2.1 Fusarium 

Fusariumes un género de hongos filamentosos que pertenece a la división Ascomycota, 
al orden Hypocreales y a la familia Nectriaceae (Nelson et al., 1983). El género Fusarium 
fue introducido por Link en el año de 1809 (Leslie y Summerell, 2006). 

Los miembros de este género pueden causar enfermedad en plantas, humanos y 
animales domésticos (Watanabe et al., 2013; Boonpasart et al., 2002; Snyder y Hansen, 
1989). La tasa de mortalidad de pacientes humanos con infecciones sistémicas por 
Fusarium es >70% (Krcmery et al., 1997), y los pacientes infectados con VIH son más 
susceptibles a infecciones con Fusarium. Además, las especies de Fusarium producen 
una serie de metabolitos secundarios que están asociados con enfermedades de plantas, 
así como cáncer y otros defectos de crecimiento en humanos y animales domésticos 
(Leslie y Summerell, 2006). 

El género Fusarium comprende especies fitoparásitas y otras que viven de forma 
saprofita en el suelo (Leslie y Summerell, 2006). Los integrantes de este género resisten 
la desecación al igual que la saturación del suelo, asimilan azúcares complejos y son 
buenos colonizadores de materia orgánica (Bigreet al., 1990).  

Basados en morfología de colonia y microscopia óptica (Carrillo, 2003), el género 
Fusariumse ha dividido en diferentes secciones tales como: Eupionnotes, Spicarioides, 
Arachnites, Sporotrichiella, Roseum, Arthrosporiella, Gibbosum, Discolor, Lateritium, 
Liseola, Elegans y Martiella-Ventricosum (Nelson et al., 1983). 

Los patógenos del géneroFusarium han aumentado su importancia ya que han puesto en 
alerta a los floricultores y cultivadores en todo el mundo, debido a que estos patógenos 
han ampliado su rango de hospederos, siendo cosmopolita y desarrollando resistencia a 
tratamientos químicos (Abeywickrawa y Bean, 1992). Según estimaciones de la FAO, la 
agricultura mundial pierde cada año el 12% de su producción por daños causados por 
hongos fitopatógenos, más que por cualquier otro agente. Estos daños se producen a 
pesar de la masiva utilización de fungicidas, cuyo mercado global supera anualmente los 
20.000 millones de dólares.  

2.1.1 Morfología de Fusarium 

La forma y tamaño de las esporas es la característica principal para el reconocimiento de 
los Fusarium(Link, 1809). Las esporas están dispersas en el micelio aéreo o en 
esporodoquios. Las macroconidias son curvadas, pluriseptadas, con una célula apical 
más o menos puntiaguda y en muchas especies con una célula basal en forma de pie. 
Las microconidias son comúnmente unicelulares, elipsoidales, fusiformes, claviformes, 
piriformes o subglobosas, similares en ancho a las macroconidias, con una base 
redondeada o truncada, por lo general formando cabezuelas mucosas, pero en algunas 
especies en cadenas basípetas (Carrillo, 2003). No siempre son producidos ambos tipos 
de esporas. Las monofiálides producen conidios desde una sola abertura y en las 
polifiálides surgen las esporas desde más de una abertura en la misma célula (Booth, 
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1971 citado por Carrillo, 2003). Algunas especies presentan clamidosporas terminales, 
laterales o intercalares, a veces formando cadenas. Las células conidiales 
ocasionalmente se transforman en clamidosporas (Carrillo, 2003). 

2.1.2 Historia de la taxonomía de Fusarium 

En 1809, Link dio las bases para la descripción del género, teniendo en cuenta la forma 
de banano o canoa que presentaban las conidias. Posteriormente en 1935, Wollenweber 
y Reinking reformularon el concepto de especie dentro del género y propusieron guías de 
identificación que eran independientes de la planta hospedera y basados en caracteres 
morfológicos de las cepas involucradas (Leslie y Summerell, 2006). 

En las décadas de 1940 y 1950 Snyder y Hansen redujeron el número de especies 
dentro del género a nueve. Durante las décadas de 1960 y 1970 Booth publicó la 
monografía The Genus Fusarium, en la cual se incluían claves para determinar las 
secciones y las especies de Fusariumen un sistema taxonómico similar al de 
Wollenweber y Reinking (Leslie y Summerell, 2006). 

En 1982 Gerlach y Nirenberg, publicaron un tratado en donde reconocían un gran 
número de especies del género basado en los estudios del laboratorio de Wollenweber. 
En 1983 investigadores de la Universidad Estatal de Pensilvania (Nelson, Toussoun y 
Marasas), produjeron un manual de identificación de Fusarium, en el cual se encuentra 
información acerca del cultivo y aislamiento del patógeno; es una guía muy popular ya 
que contiene información útil acerca del aislamiento y cultivo, así como fotografías a color 
para distinguir las variaciones de los pigmentos (Leslie y Summerell, 2006). 

Posterior a estos investigadores, vinieron los debates por las formas especiales y otra 
nomenclatura subespecífica. Muchos de los sistemas taxonómicos desarrollados para 
Fusarium utilizan muchos rangos taxonómicos subespecíficos dentro de los cuales se 
incluyen las variedades, cultivares, subespecies y forma speciales. Wollenweber y 
Reinking (1935), y Gerlach y Nirenberg (1982), hacen extensivo el uso del rango de 
variedad para describir un taxa subespecífico que diferia relativamente poco uno del otro 
en morfología. Este rango de taxa está claramente definido en el Código Internacional de 
Nomenclatura Botánica. El termino cultivar fue usado por Snyder  y Hansen para 
describir taxas patogénicos dentro de una amplia definición de especies. Formae 
speciales distinguen formas patogénicas de una especie particular que morfológicamente 
no pueden ser distinguidas (Leslie y Summerell, 2006).  

2.1.3 Estrategias de identificación para el género Fusarium 

La mayor dificultad para la identificación de un cultivo de Fusarium radica en una serie de 
pasos que se explicaran a continuación (Leslie y Summerell, 2006): 

- Describir la enfermedad y los síntomas observados. Tener en cuenta las condiciones 
climáticas bajo las cuales se está generando la enfermedad. 

- Emplear protocolos de aislamiento y recuperación del patógeno para determinar el 
espectro de especies que están causando la enfermedad. 

- Por último, las cepas de interés son purificadas y se evalúan usando los criterios 
morfológico ymolecular.   
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2.1.4 Diagnóstico Morfológico-Molecular del género 

Cuando los caracteres morfológicos determinantes no están disponibles, los 
investigadores se tornan a los caracteres basados en secuencias de ADN para completar 
las identificaciones. Los estudios de ADN son más demandantes en cuanto a equipos, 
reactivos y experiencia en las técnicas de laboratorio, pero las respuestas son obtenidas 
más rápidamente. Los protocolos de diagnóstico para Fusarium incluyen amplificación 
por PCR con iniciadores específicos y secuenciamiento de ADN (Leslie y Summerell, 
2006). 

2.2 Especies en estudio 

2.2.1 Fusarium anthophilum (A. Braun) Wollenweber 

Sinónimos comunes: Fusarium moniliforme var.anthophilum 

Estado sexual: Ninguno conocido 

Sección: Liseola (Nelson et al., 1983) 

Se encuentra en varias especies de plantas en regiones cálidas. 

Características en medios de cultivo: 

CLA: las microconidas son el carácter más importante, se distinguen microconidias 
globosas o piriformes y son formadas en mono o polifialides (Leslie y Summerell, 2006). 

PDA: el micelio aéreo es blanco y crece rápidamente. Si los esporodoquios están 
presentes son de color naranja y pueden ser discretos o confluentes. El agar puede 
permanecer sin color o contener pigmentos violetas (Leslie y Summerell, 2006).  

Microconidias: piriformes, globosos u ovoides. Usualmente no tienen septos, pero 
ocasionalmente pueden tener 1 septo (Leslie y Summerell, 2006).  

Macroconidias: relativamente delgadas con una pequeña curvatura y pared delgada. La 
célula apical es curvada y la célula basal es pobremente desarrollada. Usualmente tienen 
3 septos pero ocasionalmente pueden tener 4 septos (Leslie y Summerell, 2006). 

Clamidosporas: ausentes (Leslie y Summerell, 2006). 

2.2.2 Fusarium avenaceum (Fries) Saccardo 

Fusarium roseum f. sp. cerealis var. avenaceum 

Estado sexual: Gibberella avenacea Cook 

Sección: Roseum(Nelson et al., 1983) 

Sinónimos comunes: Fusarium avenaceum ssp. avenaceum (Sacc). 
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Se encuentra en regiones templadas como un saprófito del suelo y es un patógeno de 
legumbres, claveles, y varias especies de plantas perennes (Leslie y Summerell, 2006). 

Características en medios de cultivo: 

CLA: macroconidias rectas a ligeramente curvadas están formadas en esporodoquias 
naranja pálido sobre las hojas de clavel y en la superficie del agar. No se producen 
clamidosporas (Leslie y Summerell, 2006). 

PDA: las tasas de crecimiento varían de lento a relativamente rápido. Forma abundante 
micelio el cuál varía de blanco a amarillo pálido o rosa grisáceo. Abundantes 
esporodoquias de color naranja pálido a café forman una masa central de esporas. El 
pigmento formado en el agar es rosa grisáceo a borgoña pero puede aparecer café 
debido a la luz reflejada por la masa central de esporas (Leslie y Summerell, 2006).  

Microconidias: fusoides de 1 a 2 septos; puede variar en tamaño. Se produce solo en 
algunos aislados y cuando se producen es raro (Leslie y Summerell, 2006). 

Macroconidias: alargados y delgados; pared delgada, recto o ligeramente curvo; célula 
apical alargada y afilado en la punta, puede estar doblada, célula basal pronunciada, 
aunque algunos aislados puede tener forma de pie en su célula basal; usualmente de 5 
septos aunque se pueden ver de 3 a 4 septos; moderadamente abundantes en 
esporodoquias (Ver Figura 1 a) (Leslie y Summerell, 2006).  

Clamidosporas: ausentes (Leslie y Summerell, 2006). 

2.2.3 Fusarium culmorum (W.G. Smith) Saccardo 

Fusarium roseum f.sp.cerealisvar. culmorum 

Sección: Discolor (Nelson et al., 1983) 

Posición taxonómica (Bial et al., 2002): 

Phylum: Ascomycota 

Clase: Euascomycetes 

Orden: Hypocreales 

Familia: Hypocreaceae 

Estado sexual: ninguno conocido 

Se encuentra en regiones templadas. La germinación de macroconidias de F. culmorum 
puede ocurrir en un amplio rango de temperaturas (5-35°C) (Megan y Lacey, 1984 
citados por Magan et al.,2004). 

Descripción micológica: Es un hongo filamentoso que presenta conidióforos simples, 
cortos, tabicados que terminan con varios macroconidios, alargados, estrechos, curvados 
y con extremos afilados (de 4-6 x 40-60 µm), con cinco a ocho septos transversales y 
pared fina y lisa. Microconidios ausentes (Bial et al.,  2002). 
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Colonias de crecimiento rápido, vellosas, algodonosas, inicialmente blancas, y, en 
algunos medios de cultivo, con una pigmentación rosa en el centro que se difunde a todo 
el cultivo. Las colonias pigmentadas tienen el centro rosa-naranja intenso, con zona 
marginal rosa pálido y bordes blancos. Reverso de color rosa-naranja intenso (Bialet al., 
2002) 

Características en medios de cultivo: 

CLA: macroconidias formadas de forma abundante en esporodoquias naranjas. Las 
macroconidias son cortas y robustas con pobre desarrollo de pie celular y célula apical 
redondeada. Las macroconidias están formadas por monofialides o conidióforos 
septados en esporodoquias y en menor medida en hifas (Leslie y Summerell, 2006). 

PDA: crece rápidamente produciendo abundantes esporodoquias en una gran masa 
central de esporas (1 a 2cm de diámetro), que es inicialmente naranja pálido pero 
comienza a hacerse café a café oscuro con el tiempo. Muchas cadenas forman 
pigmentos rojos en el agar, pero algunos pueden producir micelio café oliva y pigmentos 
café oliva en el agar (Leslie y Summerell, 2006). 

Microconidias: ausentes (Leslie y Summerell, 2006). 

Macroconidias: robustos, relativamente cortos y pared gruesa; en el punto medio es 
mucho más amplio; lado dorsal un poco curvo pero el lado ventral es completamente 
recto; bastante ancho en relación con su longitud; célula apical redondeada y roma; 
célula apical pronunciada sin forma de pie distinguible, usualmente poseen de 3 a 4 
septos; normalmente tienen el mismo tamaño y forma (Leslie y Summerell, 2006). 

Clamidosporas: usualmente abundantes y se forman relativamente rápido. Se encuentran 
en hifas y macroconidias. Se encuentras sencillas y en cadenas (Leslie y Summerell, 
2006). 

2.2.4 Fusarium equiseti (Corda) Saccardo 

Estado sexual: Gibberella intricans Wollenweber 

Sección: Gibbosum(Nelson et al., 1983) 

Cosmopolitas en áreas que van de frío a cálido o caliente y árido, como saprofitos o 
invasores secundarios.  

Características en medios de cultivo: 

CLA: forman abundantes macroconidias en esporodoquios de color naranja. La delgada 
pared de las macroconidias tiene una fuerte curvatura dorsoventral y usualmente tienen 
entre 5 y septos con una forma de pie bien definida y la célula apical reducida (Leslie y 
Summerell, 2006). 

PDA: produce abundante micelio que inicialmente es blanco, pero toma una coloración 
café con la edad. Forman pigmento café a café oscuro en el agar (Leslie y Summerell, 
2006).  

Microconidias: ausentes (Leslie y Summerell, 2006). 
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Macroconidias: largas o muy largas y delgadas. Tienen una pronunciada curvatura 
dorsoventral. La célula apical es reducida y elongada. La célula basal tiene una 
prominente forma de pie y puede tener una apariencia elongada (Leslie y Summerell, 
2006).  

Clamidosporas: usualmente abundantes después de 2-6 semanas en CLA. Se 
encuentran sencillas o en cadenas (Leslie y Summerell, 2006). 

2.2.5 Fusarium foetens Schroers, OôDonnell, Baayen & Hooftman 

Estado sexual: ninguno conocido 

Sección: Elegans (Nelson et al., 1983) 

Recuperada en viverosde begonia en Noruega y Alemania. 

Características en medios de cultivo: 

CLA: abundante micelio sobre y entre las hojas de clavel. El micelio puede crecer como 
cuerdas. Las microconidias son abundantes en el micelio aéreo. Esporodoquios de color 
naranja pálido contienen las macroconidias que son relativamente rectas y usualmente 
tienen 3 septos con una curvatura en la célula apical y una célula basal no distinguible 
(Leslie y Summerell, 2006). 

PDA: puede presentarse abundante micelio blanco como penachos o en un patrón 
irregular sobre la superficie de la caja y produce pigmentos rojos o café en el agar (Leslie 
y Summerell, 2006). 

Microconidias: son ovoides o elipsoidales y no tienen septos. Las mesoconidias son 
fusiformes, pero sin un pie bien definido y pueden tener hasta 3 septos (Leslie y 
Summerell, 2006). 

Macroconidias: tienen una célula apical curvada y la célula basal es redondeada. 
Usualmente presentan 3 septos, pero pueden tener entre 3 y 5 septos (Leslie y 
Summerell, 2006). 

Clamidosporas: se encuentran en el final de las hifas. Usualmente sencillas. Lisas o 
verrugosas (Leslie y Summerell, 2006). 

2.2.6 Fusarium graminearum Schwabe 

Fusarium roseum f.sp.cerealis var. graminearum 

Estado sexual: Gibberella zeae Schwein (Petch) 

Sección: Discolor(Nelson et al., 1983) 

Son cosmopolitas. 

Características en medios de cultivo 
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CLA: las esporodoquias algunas veces están esparcidas, pero cuando están presentes 
son naranja pálido y pueden estar escondidas bajo el micelio. Las macroconidias son 
relativamente delgadas, tienen forma de hoz a casi rectas, paredes gruesas, 5 a 6 
septas, con una célula apical estrecha y una célula basal de pie. Microconidias ausentes 
(Leslie y Summerell, 2006). 

PDA: las colonias crecen rápidamente y producen relativamente gran cantidad de micelio 
denso que varía de blanco a naranja pálido o amarillo en color. Esporodoquias rojo-café 
a naranja son producidas despacio (> 30 días). Los cultivos forman pigmentos rojos en el 
agar (Leslie y Summerell, 2006).    

Microconidias: ausentes (Leslie y Summerell, 2006). 

Macroconidias: delgados, de pared gruesa, de longitud mediana; moderadamente 
curvado a recto en la superficie ventral y ligeramente curvo en la superficie dorsal; célula 
apical afilada y de vez en cuando estrecha en forma parecida a un hocico; célula basal 
muy bien desarrollada en forma de pie; de 5-6 septos; relativamente raras en abundancia 
pero se encuentran más en esporodoquios (Ver Figura 1 c) (Leslie y Summerell, 2006). 

Clamidosporas: se localizan en las macroconidias. Se producen solas o agrupadas y en 
cadenas (Leslie y Summerell, 2006). 

2.2.7 Fusarium oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder & 
Hansen 

Estado sexual: Ninguno conocido 

Sección: Elegans (Nelson et al., 1983) 

Cosmopolitas. Es un importante patógeno de la marchitez vascular. Un saprofito común 
del suelo. 

Características en medios de cultivo: 

CLA: las macroconidias están formadas en esporodoquios de color naranja pálido. Son 
cortas o de longitud media, con pared delgada y usualmente poseen 3 septos. La célula 
apical es corta. La célula basal tiene forma de pie. Las macroconidias son formadas a 
partir de monofialides. Las microconidias usualmente no tienen septos y son formadas 
abundantemente en falsas cabezas o cortas monofialides (Leslie y Summerell, 2006). 
Las clamidosporas son formadas en las hifas (Leslie y Summerell, 2006). 

PDA: el micelio puede crecer como penachos, esparcido o abundante y el color varía de 
blanco a violeta pálido. Produce pigmentos violetas o magentas pálidos o fuertes en el 
agar (Leslie y Summerell, 2006). 

Microconidias: ovales, elipsoidales o reniformes sin septos. Presencia de falsas cabezas, 
produce cortas monofialides (Leslie y Summerell, 2006). 

Macroconidias: cortas o de longitud media, rectas a medianamente curvadas, 
relativamente delgadas y con pared delgada. La célula apical es curvada y la célula basal 
tiene forma de pie o es puntiaguda. Usualmente poseen 3 septos (Leslie y Summerell, 
2006).  
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Clamidosporas: pueden tener pared lisa o rugosa (Leslie y Summerell, 2006). 

2.2.8 Fusarium proliferatum (Matushima) Nirenberg 

Estado sexual: Gibberella intermedia (Kuhlman) Samuels, Nirenberg & Seifert. 

Sinónimos comunes: Gibberella fujikuroi  

Sección: Liseola (Nelson et al., 1983) 

Distribución mundial en una variedad de sustratos agrícolas y no agrícolas. Causa 
enfermedades en maíz, sorgo, mango y espárragos (Leslie y Summerell, 2006). 

Características en medios de cultivo: 

CLA: Las macroconidias son delgadas, casi rectas y usualmente tienen entre 3 y 5 
septos. Las microconidias son formadas en cadenas y menos comúnmente en falsas 
cabezas a partir de mono y polifialides. Las cadenas de microconidias son más cortas 
que las de F. verticillioides(Leslie y Summerell, 2006).  

PDA: el abundante micelio aéreo inicialmente es blanco pero puede volverse purpura-
violeta con la edad. Pueden producirse pigmentos violeta en el agar (Leslie y Summerell, 
2006). 

Microconidias: son ensanchadas gradualmente en la punta, no tienen septos. Presencia 
de mono y polifialides (Leslie y Summerell, 2006). 
 
Macroconidias: delgadas, pared delgada, relativamente rectas. La célula apical es 
curvada y la célula basal pobremente desarrollada. Usualmente tienen entre 3 y 5 septos 
(Leslie y Summerell, 2006). 

2.2.9 Fusarium solani (Martius) Appel & Wollenweber emend. 
Snyder & Hansen 

 
Estado sexual: Haemanectria haematococca (Berkeley & Broome) Samuels & Nirenberg. 
 
Sinónimos comunes: Nectria haematococca 
 
Sección: Martiella (Nelson et al., 1983) 
 
Cosmopolita en un rango de sustratos. Regularmente aislado de suelos en una variedad 
de ambientes. Patógeno de una gran cantidad de especies de plantas, especialmente 
árboles. 
 
Características en medios de cultivo: 
 
CLA: las macroconidias son relativamente robustas, rectas a levemente curvadas, tienen 
de 3 a 7 septos con puntas redondeadas. Microconidias ovales, reniformes o elipsoidales 
sin septos formadas alrededor de falsas cabezas (Leslie y Summerell, 2006). 
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PDA: los cultivos son usualmente blancos a crema con poco micelio. La mayoría de los 
cultivos no producen pigmentos en el agar, sin embargo otros producen pigmentos 
violetas o café (Leslie y Summerell, 2006). 
 
Microconidias: ovales, elipsoidales, reniformes y fusiformes sin septos o con 1 o 2 
ocasionalmente. Falsas cabezas (Leslie y Summerell, 2006). 
 
Macroconidias: relativamente robustas y rectas. La célula apical es roma y redondeada y 
la célula basal tiene un pie definido. Tienen entre 5 y 7 septos (Leslie y Summerell, 
2006). 
 
Clamidosporas: comúnmente formadas abundante y rápidamente. Pueden estar 
intercaladas en las hifas o formadas en la parte terminal de ramas laterales sencillas o en 
cortas cadenas. Pueden ser globosas a ovales en forma y con pared lisa o rugosa (Leslie 
y Summerell, 2006). 
 

2.2.10 Fusarium sporotrichioides Sherbakoff 

 
Estado sexual: Ninguno conocido 
 
Sinónimos comunes: Fusarium tricinctum, Fusarium sporotrichiella var. Sporotrichioides 
 
Sección: Sporotrichiella (Nelson et al., 1983) 
 
Ampliamente distribuida. Generalmente se encuentra en los lugares templados del 
mundo en una variedad de sustratos. 
 
Características en medios de cultivo 
 
CLA: las macroconidias son abundantes en esporodoquios naranja. Son de longitud 
media a largas, 3 a 5 septos con una célula apical estrecha y un pie poco definido. Las 
microconidias son producidas de mono o polifialides y pueden ser piriformes sin septos o 
fusoides sin o con 1 septo.  Las clamidosporas son abundantes en los cultivos viejos, y 
oscuras con la edad (Leslie y Summerell, 2006). 
 
PDA: el micelio es profuso y crece rápida y densamente. Inicialmente el cultivo es blanco 
o rojo pálido, pero con la edad el pigmento oscurece y aparecen esporodoquios naranja. 
Pigmentos rojos son producidos en el agar (Leslie y Summerell, 2006). 
 
Microconidias: piriformes sin septos, elipsoidales o fusoides con 1 septo (Leslie y 
Summerell, 2006). 
 
Macroconidias: tienen forma de luna. La célula apical es curvada y no se distingue el pie. 
Tiene entre 3 y 5 septos (Leslie y Summerell, 2006). 
 
Clamidosporas: abundantes, se encuentran en cadenas en las hifas. Globosas (Leslie y 
Summerell, 2006). 
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2.2.11 Fusarium subglutinans (Wollenweber & Reiking) 
Nelson, Toussoun & Marasas 

 
Estado sexual: Gibberella subglutinans Nelson, Tousson & Marasas 
 
Sinónimos comunes: Fusarium moniliforme var subglutinans, Fusarium sacchari var. 
Subglutinans, Gibberella fujikuroi cruce población E. 
 
Sección: Liseola (Nelson et al., 1983) 
 
Un patógeno del maíz. Encontrado en regiones frías donde el maíz es cultivado. 
 
Características en medios de cultivo: 
 
CLA: poca formación de macroconidias. Producción de microconidias en falsas cabezas 
a partir de mono o polifialides y son de forma oval sin septos. No tiene clamidosporas 
(Leslie y Summerell, 2006). 
 
PDA: abundante crecimiento de micelio inicialmente blanco y con el tiempo toma una 
coloración violeta. Las pigmentaciones del agar van desde sin color hasta morado oscuro 
casi negro (Leslie y Summerell, 2006). 
 
Microconidias: ovales sin septos. Falsas cabezas. Mono y polifialides (Leslie y 
Summerell, 2006). 
 
Macroconidias: relativamente delgadas con pared delgada. Célula apical curvada, célula 
basal pobremente desarrollada. Usualmente con 3 septos (Leslie y Summerell, 2006). 
Muy raras (Leslie y Summerell, 2006). 
 
Clamidosporas: ausentes (Leslie y Summerell, 2006). 
 

2.2.12 Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg 

 
Estado sexual: Gibberella moniliformis Wineland 
 
Sinónimos comunes: Fusarium moniliforme, Gibberella fujikuroi cruce población A. 
 
Sección: Liseola (Nelson et al., 1983) 
 
Un patógeno del maíz y se encuentra alrededor del mundo donde sea que el maíz sea 
cultivado. 

Características en medios de cultivo: 

CLA: microconidias ovoides sin septos. Siempre están formadas de las monofialides, las 
cuales tienen forma de V o de oreja de conejo. No produce clamidosporas (Leslie y 
Summerell, 2006). 



14 Marco teórico 

 

PDA: inicialmente los cultivos tienen micelio blanco pero pueden desarrollar pigmentos 
violeta con la edad. La pigmentación en el agar varia de medios sin pigmentos hasta 
otros gris-violeta, violeta oscuro o magenta oscuro (Leslie y Summerell, 2006).   

Microconidias: ovales y ensanchadas gradualmente en la punta sin septos. Largas 
cadenas de microconidias. Monofialides con forma de oreja de conejo (Leslie y 
Summerell, 2006). 

Macroconidias: relativamente largas y delgadas, pared delgada. La célula apical es 
curvada y la célula basal tiene forma de pie. Usualmente entre 3 y 5 septos (Leslie y 
Summerell, 2006). 

Clamidosporas: no se producen (Leslie y Summerell, 2006). 

2.3 Estudios de taxonomía molecular para el género Fusarium 

La aplicación del concepto de especies filogenéticas para Fusarium puede en algunas 
ocasiones clarificar las dificultades taxonómicas (Watanabe et al., 2011, Leslie y 
Summerell, 2006). Muchos estudios filogenéticos en hongos son basados en secuencias 
de ADN obtenidas de aislamientos caracterizados (Watanabe et al., 2011). Entre los 
iniciadores mayormente empleados se encuentran: el cluster de rDNA (Internal 
Transcribed Spacer (ITS)), ɓ-tubulina, Citocromo oxidasa I (COI), Factor de Elongación 1-

,h Histonas, Mitocondrial small subunit (mtSSU), Calmodulina (cmd), Proteína ribosomal 

60S P2 (arp-2), Proteasa Aspártica (asp), e Histidina Quinasa (hog1) entre otros tantos 
(OôDonell et al., 1998; Glass y Donaldson, 1995;White et al., 1990). 

2.3.1 Iniciadores para hongos por Glass y Donaldson (1995)  

Para el estudio y caracterización molecular de las especies del género Fusarium se han 
utilizado diferentes genes altamente conservados involucrados en funciones estructurales 
internas o que son ñhousekeeping genesò para los cuales fueron dise¶ados los siguientes 
pares de iniciadores: H3-1Ŭ/H3-1b, H4-1Ŭ/H4-1b, Bt1Ŭ/Bt1b, Bt2a/Bt2b, ITS1/ITS4 (Glass 
y Donaldson, 1995).   

2.3.2 Amplificación de la citocromo oxidasa 

La citocromo oxidasa es una enzima oxido reductasa que interviene en la cadena 
transportadora de electrones. Los iniciadores AHy fueron diseñados a partir de las 
secuencias de Fusarium oxysporum para amplificar un fragmento de 567bp de Cox1. 
Estos iniciadores han sido empleados para la identificación de especies como Fusarium 
graminearum (Gilmore et al.,2007). 

 

Figura 2-1. Mapa de la región Cox1 (barcode Project for Fusarium), (Basado en 
Gilmore et al.,2007). Las cajas numeradas representan intrones. Las flechas indican 
la posición de los iniciadores diseñados. No está a escala. 
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2.3.3 Amplificación del cluster de rDNA: Región Intergénica 
Especiadora (Internal Transcribed Spacer ITS) 

Los datos del rDNA 18S son ampliamente utilizados en el análisis molecular y 
reconstrucción de la historia evolutiva de los organismos; como su ritmo evolutivo es 
lento, lo hace adecuado para reconocer los cambios en lugar y tiempo (Abd-Elsalam 
et al., 2003). Los iniciadores ITS (internal transcribed spacer) son empleados para la 
identificación del género Fusarium (Sreenivasaet al., 2007).  Los genes de RNA 
ribosomal (rDNA) poseen características adecuadas para la detección de patógenos 
a nivel de especie (Abd-Elsalam et al., 2003). Estos rDNA son altamente estables y 
exhiben un mosaico de regiones diversas y conservadas dentro del genoma (Hibbet, 
1992 citado por Abd-Elsalamet al., 2003). Estos también se encuentran en múltiples 
copias, con más de 200 copias por genoma haploide (Bruns et al.,1991; Yao et 
al.,1992 citados por Abd-Elsalam et al., 2003) dispuestos en tándem, donde cada 
repetición consiste en una subunidad pequeña 18S (SSU), y los genes de las 
subunidades grandes 5.8S y 28S (LSU), (Abd-Elsalam et al.,2003). 

 

Figura 2-2.Diagrama de la región amplificada por PCR utilizando los iniciadores ITS 

(Basado en Abd-Elsalam et al.,2003). 

 

2.3.4Amplificaci·n de la ɓ-tubulina 

La ɓ-tubulina es una proteína del citoesqueleto de las células, altamente conservada 
a través de la evolución de los eucariotes (Gong et al.,2005). A partir de las 
secuencias del gen nuclear de la ɓ-tubulina se diseñaron una serie de iniciadores que 
codifican fragmentos específicos del mismo (Gong et al.,2005). En este estudio se 
emplearán los iniciadores Bt1 y Bt2 reportados por Louise y colaboradores en 1995 

   18S rRNA 5.8S rRNA 28S rRNA ITS1 ITS2 

ITS5 

   

ITS1 ITS4 
550 bp 

pGM-T pGM-T 

рΩ-CAACTCCCAAACCCCTGTGA-оΩ рΩ-GCGACGATTACCAGTAACGA-оΩ 

 398 bp 
ITS-Fu-f ITS-Fu-r 
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empleados en la amplificación de Ascomycetes filamentosos. Estos iniciadores 
contienen secuencias altamente conservadas por lo cual son usados en estudios de 
taxonomía molecular. 

 

 

 

 

 

Figura 2-3. Esquema de la ubicación de los iniciadores Bt1 y Bt2 que codifican para 
el gen nuclear de la ɓ-tubulina (Basado en Glass et al.,1992). 

2.3.5Amplificación de Histonas 

Las histonas son proteínas encargadas de mantener la estructura y la función del 
ADN (King,2011). Se ha reportado la existencia de cinco diferentes tipos de histonas, 
esto debido a las diferentes funciones específicas que cumplen (H1,H2A,H2B,H3 y 
H4), (King,2011). 

Tanto la histona 3 (H3) como la histona 4 (H4) son histonas que están en grandes 
concentraciones en el interior de las células del individuo, dado que regulan las 
funciones de fosforilación (Nowak, 2004). Además se sabe que la histona 3 es 
altamente conservada entre todas las especies permitiendo así evaluar polimorfismos 
(Stewart et al., 2006; Glass y Det, 1994; Powar, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-4.Representación esquemática del gen de la histona 3 (H3) y de la histona 4 
(H4), (Basado en Mesapogu et al., 2011).  
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2.3.6Amplificación del Factor de Elongación 1-  h

El gen del factor de elongación 1-Ŭ (EF-1Ŭ) codifica para una proteína expresada de 
forma constitutiva de manera abundante y es un elemento clave en la traducción de 
proteínas eucariotas. Debido a su alto nivel de la transcripción, el promotor EF-1Ŭ ha 
sido utilizado para dirigir la expresión de genes exógenos en células transfectadas 
(Luo et al., 2005). Otras funciones conocidas de EF-1Ŭ en las c®lulas eucariotas son 
la proteólisis dependiente de microtúbulos y la ruptura de la ubiquitina; además, EF-
1Ŭ es regulador de la apoptosis (Luo et al., 2005). 

 

 

 

 

 

Figura 2-5.Diagrama del gen (EF-1Ŭ) y de los sitios y de los sitios de los iniciadores 
empleados en su amplificación (Modificado de Kroon et al., 2004). 

2.3.7Amplificación de calmodulina 

La calmodulina es una proteína de 148 aminoácidos que se encuentra en todas las 
células de eucariotes (Taleisnik, 2006). Funciona como un receptor intracelular de 
Ca2+ mediando muchos procesos regulados por Ca2+ (Taleisnik, 2006). La 
amplificación de la calmodulina es útil ya que es altamente conservada a nivel de 
secuencia (Alvarado, 2009).  

2.3.8Amplificación de la subunidad pequeña mitocondrial 
(mitocondrial small subunit) 

La subunidad pequeña mitocondrial ribosomal (mt SSU rDNA) es generalmente 
considerada por ser una de las moléculas apropiadas para análisis filogenético a nivel 
de familia (Sung, 2002). Se ha reportado que mt SSU rDNAs evoluciona 16 veces 
más rápido que el 18S rDNAs (Bruns y Szaro, 1992), pero son menos variables que 
los ITS rDNAs (Sung, 2002). 
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Figura 2-6.Esquema de la ubicación de los iniciadores que codifican para SSU rDNA 
diseñados para Bjerkandera adusta (Basado en Sung, 2002). 

2.3.9Amplificación de la proteína ribosomal 60S 

La proteína ribosomal 60S juega un rol importante en el paso de la elongación en la 
síntesis de proteínas (Remacha et al., 1995). 

2.3.10Amplificación de proteasas aspárticas 

Son un grupo de enzimas proteolíticas que comparten el mismo aparato catalítico. 
Las fuentes más conocidas de proteasas aspárticas son el estómago de los 
mamíferos, levaduras y hongos (Szecsi, 1992). Constituyen una gran familia en 
eucariotes que juega un papel fundamental en el procesamiento de proteínas, 
maduración y degradación (Chen et al., 2009). 

2.3.11Amplificación de la Histidina Quinasa 

La histidina quinasa juega un rol importante en las señales de transducción en 
procariotes para la adaptación celular a las condiciones ambientales y el estrés 
(Dutta, 1999). 

2.4 Multi-locus sequence typing 
 
Usa la secuencia de nucleótidos de varios genes para identificar patógenos 
microbianos individuales (Taylor y Fischer, 2003). Las variaciones en los diferentes 
locus se detectan de forma directa por secuenciación del ADN en fragmentos de 
genes seleccionados, permitiendo la identificación de grupos de  microorganismos 
con características similares o idénticos o con genotipos altamente relacionados 
(Vazquez y Berrón, 2004). 

2.3 Filogenia Molecular 

Los análisis filogenéticos de secuencias de ADN o proteínas se han vuelto una 
importante herramienta para estudiar la historia evolutiva de los organismos (Nei, 
1996; Yang y Rannala, 2012).   

 
Una filogenia es una historia de la división de las especies inferida a través del 
tiempo. Existen dos procesos involucrados en esta inferencia: estimación de la 
topología y estimación de la longitud de las ramas para una topología dada (Pagel, 
1999; O´Meara, 2012). El método de inferencia filogenética usado en filogenética 
molecular puede ser clasificado en tres grandes grupos: métodos de distancia, 



Marco teórico 19 

 

 

métodos de verosimilitud y métodos de parsimonia (Nei, 1996; Yang y Rannala, 
2012). Sin embargo, actualmente se incluye otro método: Inferencia Bayesiana. Los 
métodos Bayesianos para estimar árboles se han propuesto recientemente como un 
método rápido que incorpora los métodos estadísticos complejos dentro del proceso 
(Holder y Lewis, 2003).  

 
Con respecto a los métodos de distancia, una distancia evolutiva se calcula para 
todos los pares de secuencias, y un árbol filogenético se construye a partir de 
distancias pareadas utilizando los mínimos cuadrados, evolución mínima, o algún otro 
criterio. La distancia evolutiva es un estimado del número de sustituciones por sitio de 
nucleótidos o aminoácidos (Nei, 1996; Yang y Rannala, 2012).  

 
La idea de usar un método de máxima verosimilitud (ML del inglés Maximum 
Likelihood) en la inferencia filogenética fue presentado por primera vez por Cavalli-
Sforza y Edwards en 1967, para frecuencias de datos génicos. Posteriormente 
Felsenstein en 1981, desarrollo un algoritmo para construir un árbol filogenético por el 
método de ML. Para obtener una topología verdadera se implementaron diferentes 
modelos de evolución para evaluar en este método, como es el de Jukes-Cantor 
(1969), Kimura (1980) y GTR (1986), entre otros tantos.  

 
En el método de Máxima Parsimonia, un conjunto dado de secuencias de nucleótidos 
(o aminoácidos) son considerados, y los nucleótidos (o aminoácidos) de secuencias 
ancestrales para una topología hipotética se infieren bajo el supuesto de que se 
produzcan cambios mutacionales en todas las direcciones entre los cuatro 
nucleótidos diferentes (o 20 aminoácidos). A continuación, se calcula el número más 
pequeño de sustituciones de nucleótidos que explican todo el proceso evolutivo de la 
topología dada. Este cálculo se realiza para todas las otras topologías, y la topología 
que requiere el menor número de sustituciones es elegida para ser el mejor árbol 
(Stewart, 1993; Nei, 1996).  

 
Por otro lado, la esencia del punto de vista Bayesiano es que no hay una distinción 
lógica entre los parámetros del modelo y los datos. Ambas son variables aleatorias 
con un conjunto de distribución de probabilidades que están dadas por un modelo 
probabilísticoespecífico. Desde este punto de vista, los datos son variables 
observadas y los parámetros son variables no observadas (Beaumont y Rannala, 
2004).  
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

El sistema de clasificación taxonómico de las especies pertenecientes al género 
Fusarium, es un problema comúnmente encontrado por los investigadores, dado a que 
este género es conocido alrededor del mundo como uno de los que presentan mayor 
dificultad de clasificación. En general, las especies son reconocidas bajo tres conceptos: 
especie biológica, especie morfológica y especie filogenética. Los sistemas taxonómicos 
de clasificación tradicional del género Fusarium, han sido propuestos bajo el concepto de 
especie morfológica. Sin embargo, la mayor causa de las dificultades inherentes a la 
clasificación de este grupo de hongos, es la capacidad que tienen sus miembros para 
variar sus caracteres morfológicos y fisiológicos incluyendo la virulencia, lo cual genera 
inconvenientes a la hora de definir el agente causal en una enfermedad.  
En los últimos años, el método de clasificación molecular ha cobrado gran importancia 
dado a que permite definir de una manera ñprecisaò la taxonom²a de las especies. Sin 
embargo, la filogenia que se hace utilizando estas herramientas dentro del género 
Fusariumes controversial por las diferencias presentadas entre los resultados obtenidos 
al analizar amplicones de diferentes genes de manera individual o por agrupación de 
algunos de ellos.  
Al analizar las secuencias de ADN obtenidas de diferentes especies con una variedad de 
genes conservados por medio de herramientas bioinformáticas, obtenemos Árboles con 
diferentes topologías y distancias de ramas. Además de encontrar sesgos topológicos 
por incongruencia de clados, se observa que no hay una correspondencia entre la 
filogenia obtenida por caracteres morfológicos y la obtenida por caracteres moleculares. 
Por esta razón, por medio de este proyecto de investigación se pretende proponer una 
herramienta de análisis de microsecuencias de genes conservados que generen el 
mismo patrón de parentesco y que demuestren correspondencia entre la filogenia 
obtenida por caracteres morfológicos y la obtenida por caracteres moleculares.  

3.1 Pregunta de investigación 

 
¿La generación de una supermatriz a partir de la concatenación de microsecuencias de 
ADN permite obtener reconstrucciones filogenéticas precisas, robustas y consistentes en 
el género Fusarium?  

 

 

 



21 Objetivos 

 

 

4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Diseñar un modelo de evaluación para resolver problemas de filogenia molecular en el 
género Fusarium, basado en los análisis de microsecuencias de ADN de multilocus 
conservados.  
 

4.2 Objetivos específicos 

4.2.1 Caracterizar morfológicamente por medio de cultivo in vitro trece especies del 

género Fusarium. 

4.2.3 Realizar el análisis bioinformático y la reconstrucción filogenética de las 13 

especies del géneroFusariuma partir de las secuencias nucleotídicas obtenidas 

de la amplificación de las diferentes regiones génicas. 

4.2.4  Diseñar un modelo de análisis de arreglos concatenados que permita encontrar 

los mejores árboles filogenéticos para el grupo, resolviendo problemas de 

filogenia a partir de microsecuencias de ADN de multilocus conservados. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Obtención del material biológico 

Trece muestras biológicaspertenecientes al género Fusarium (relacionadas en la Tabla 5-
1) fueron obtenidas de los ceparios del Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la 
Universidad Militar Nueva Granada, del Laboratorio de Microbiología de la Pontificia 
Universidad Javeriana a cargo de Melva Linares M.Sc. y de la Clínica de Plantas de  la 
Universidad Nacional de Colombia a cargo de la Doctora Liliana María Hoyos. Las 
especies de los ceparios de la Universidad Militar Nueva Granada y de la Clínica de 
Plantas fueron aisladas de plantas ornamentales (clavel) y de interés alimentario (gulupa, 
tomate, cereales, entre otras)  en la Sabana de Bogotá. 

Tabla 5-1. Especies de Fusariumempleadas en el estudio  

Sección Especie Fusarium Cepario Procedencia 

Discolor culmorum UMNG Clavel 

graminearum UMNG Clavel 

Elegans oxysporum UMNG Clavel 

foetens UMNG Clavel  

Gibossum equiseti PUJ Suelo 

Liseola proliferatum UMNG Suelo  

subglutinans UMNG Suelo 

verticillioides UMNG Clavel 

 anthophilum UMNG Suelo 

Martiella solani UN Gulupa 

Roseum avenaceum UMNG Clavel 

Sporotrichiella sporotrichioides PUJ Suelo 

 sp. UMNG Suelo 

 

5.2 Caracterización morfológica del material biológico 

Se realizaron cultivos monospóricos para garantizar la pureza de los inóculos de cada 
uno de los trece aislamientos en siete medios de cultivo sólidos diferentes: PDA (Potato 
Dextrose Agar OXOID ®), PDA®+Zanahoria (Fórmula para 1L: 39g de PDA (OXOID®), 
20g de Zanahoria), Czapek Dox (OXOID®), Agar Avena (Fórmula para 1L: 60g de Avena, 
12.5g de Agar), Agar Zanahoria (Fórmula para 1L: 40g de Zanahoria, 15g de Agar), Agar 
V8 (Fórmula para 1L: 200mL de jugo de tomate V8, 2g de Carbonato de Calcio, 10g de 
Agar)  y Carnation Leaf Piece Agar-CLA (Preparado con fragmentos de hojas de clavel 
estériles en una caja de Petri con agar agua al 2%).  

Los cultivos monospóricos se realizaron como se describe a continuación:  
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1. Se tomó un inóculo de 1cm2 a partir de los  cultivos sólidos y se transfirió a un 
tubo con medio líquido Czapek Dox (OXOID®), dejándolo en agitación e 
incubación a 27°C por una semana 

2. Una vez transcurridos los 7 días, la suspensión fue filtrada a través de gasa 
estéril. Posteriormente el filtrado se centrifugó a 4000 rpm en una centrifuga 
ALC (Multi Speed Centifuge) PK 131R® durante 7 minutos; el pellet obtenido 
(esporas del patógeno limpias y concentradas), se resuspendió en 10 mL de 
ADE (Agua Destilada Estéril) para realizar así las subsecuentes diluciones 
hasta ajustar la concentración a 1 X 103 esporas por mL de agua. Las esporas 
fueron contadas con ayuda de un hemocitómetro.  A partir de dicha  

suspensión se tomaron 20ml y se inocularon en cajas Petri con medio PDA 
sólido (OXOID®), realizando dispersión con rastrillo con el fin de separar las 
esporas en el medio 

3.  72 horas después, se tomó una espora individual y se sembró en los 
diferentes medios de cultivos sólidos nombrados en el párrafo anterior. Los 
cultivos fueron incubados a 27°C en una incubadora binder. 

 

Se realizaron observaciones de microscopía óptica cuatro semanas después de realizada 
la siembra, con el fin de determinar las siguientes variables: presencia/ausencia y tipo de 
micro y macroconidias, clamidosporas y tipo de micelio contrastando con la bibliografía 
para la correcta identificación de las especies. El montaje de las láminas se hizo en agua, 
se observaron en un microscopio de luz Axioskop 2 Plus Carl Zeiss® y las fotografías 
fueron tomadas con una cámara digital Canon PowerShot G5 adaptada al microscopio 
con un aumento de 100X x 4.0X x 2.5X. . Las estructuras reproductivas (macro y 
microconidias) fueron medidas utilizando el programa Scion Image®. Las medidas 
tomadas fueron de área, perímetro, longitud mayor y longitud menor.  

Con base en la información obtenida se desarrolló una clave dicotómica para hacer la 
clasificación filogenética basada en caracteres morfológicosmicroscópicos 
(microconidias, fialides, macroconidias y clamidosporas), y posteriormente la información 
fue traducida a una matriz binaria de información analizada con el programa Mesquite® 
versión 2.75 (Maddison, 2011).  

5.2.1 Tasa de crecimiento 

Se hizo el cultivo monospórico de las 13 especies en los medios de cultivo PDA® 
(OXOID) y Czapek Dox® (OXOID) al 100%. Los cultivos fueron incubados a 27°C en una 
incubadora binder.Diariamente por un periodo de 30 días se tomó la medida de 
crecimiento por medio de la longitud del diámetro mayor y del diámetro menor. Una vez 
obtenidos los datos se realizó la curva de crecimiento para cada una de las especies por 
medio del programa CurveExpert Professional®.  

5.3 Caracterización molecular de los hongos 

5.3.1 Extracción de ADN fúngico 

Se realizó la extracción de ADN de cada una de las especies de hongos empleando el 
método propuesto por Cenis (1992) con algunas modificaciones de la siguiente forma: 
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Los hongos se inocularon en medio líquido Czapek Dox (OXOID®) y se mantuvieron 
durante 1 semana a 27ºC en agitación. Transcurrido este tiempo, las muestras fueron 
centrifugadas en una microcentrífuga (Eppendorf 5415D®) a 13000rpm durante 10 
minutos, posteriormente se realizó un lavado con TE (10mM Tris HCl, pH8.0, 1mM 
EDTA), se centrifugó nuevamente en una microcentrífuga (Eppendorf 5415D®) a 
13000rpm por 10 minutos, se eliminó el sobrenadante y se dejó secar el micelio por 10 
minutos. Luego se maceró el micelio utilizando nitrógeno líquido, posterior a esto se 
adicionaron 300µl de buffer de lisis (200mM Tris HCl (pH8.5), 250mM NaCl, 25mM 
EDTA, 0.5% SDS). A continuación se adicionaron 150µl de acetato de sodio 3M (pH5.2) 
y los tubos fueron llevados a -20ºC por 24 horas, para luego centrifugar en una 
microcentrífuga (Eppendorf 5415D®) a 13000rpm por 10 minutos.  El sobrenadante se 
transfirió a un nuevo tubo frío y se adicionó un volumen de 450µl de isopropanol. Las 
muestras se almacenaron a 4ºC durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se centrifugó 
en una microcentrífuga (Eppendorf 5415D®) a 13000rpm durante 10 minutos, al pellet se 
le agregó etanol al 70% para retirar el exceso de sales, se centrifugó en una 
microcentrífuga (Eppendorf 5415D®)a 13000rpm durante 10 min (este procedimiento se 
realizó dos veces). Finalmente, el ADN se resuspendió en TE tibio y se le agregó 1µl de 
RNAsa A, se dejó en incubación a 37°C durante 2 horas y posteriormente se almacenó a 
-30°C.     

5.3.2 Cuantificación de ADN genómico 

Se usaron 2ɛl de todos los extractos del ADN total obtenido de las 13 especies de 
hongos, para evaluar cualitativamente la calidad del extracto en electroforesis en gel de 
agarosa (Bioline®) al 1%. La electroforesis se corrió utilizando como buffer TBE 1X 
(89mM Tris base, 89mM ácido bórico, 2 mM EDTA), por 1 hora a 50 V en un equipo de la 
marca Major Science. La tinción de ADN se realizó con bromuro de etidio (Sigma) 
concentración final 0.5mg/ml y la visualización del gel se realizó en un transiluminador 
UV Kasai Spectroline®. Las muestras de ADN se cuantificaron con el Kit Qubit Assay®, 
utilizando un fluorómetro Qubit (Invitrogen ahora Life Technologies), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 

5.3.3 Diseño de iniciadores 

Para los genes que no contaban con iniciadores reportados, se llevó a cabo una 
búsqueda de secuencias en la base de datos de nucleótidos del National Center for 
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). Teniendo en cuenta 
que para la mayoría de genes se encuentra reportada la secuencia para una sola especie 
de Fusarium, ésta fue analizada con el programa Primer3 Plus®, con el fin de identificar 
posibles sitios para el diseño de los iniciadores. Para el caso de histidina quinasa se 
encontró mas de una secuencia, por lo que se llevó a cabo un alineamiento de 
nucleótidos con el algoritmo CLUSTAL-W utilizando el servidor NPS del Pole 
BioInformatique Lyonnais ñNCBIò (http://npsa- pbil.ibcp.fr), con el fin de identificar 
regiones conservadas entre las especies. Los posibles iniciadores fueron posteriormente 
analizados en el programa Gene Runner ® con el fin de verificar características como: 
temperatura de anillamiento, porcentaje de guaninas-citocinas (%GC) y posible presencia 
de artefactos (loops, dímeros, bulger loops y/o internal loops); estos análisis fueron 
realizados de forma individual y combinada (directo y reverso simultáneamente). 
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Se seleccionaron los iniciadores con mejores características para la amplificación para 
ser analizados en la herramienta Basic Local Alignment Search Tool 
ñBLASTò(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) con el fin de verificar que los iniciadores 
tuviesen similitud con secuencias reportadas para Fusarium, para descartar posibles 
anillamientos inespecíficos que pudiesen conducir a sesgos en los resultados, este 
análisis fue realizado contra todas las secuencias reportadas y contra las secuencias 
especificas para humano. 

5.3.4 Ensayos de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

El ADN extraído fue utilizado como molde para la amplificación de los genes utilizando la 
técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) empleando los iniciadores 
relacionados en la Tabla 5-2. 

Tabla 5-2. Iniciadores empleados en el estudio. Contiene la información acerca del 
gen, primer, secuencia y temperatura de anillamiento. 

INICIADOR SECUENCIA 5'-3' SENTIDO 

TEMPERATURA 
DE 

ANILLAMIENTO ºC REFERENCIA 

arp-2f 5'TCACCACCGAACTCGAGG3' Forward 57.8 Diseñados en el estudio 

arp-2r 5'AAGACCGAAGCCCATATCC3' Reverse     

Bt1Ŭ 5'TTCCCCCGTCTCCACTTCTTCATG3' Forward 58.6 Glass y Donaldson, 1995  

Bt1b  5'GACGAGATGGTTCATGTTGAACTC3' Reverse     

Bt2a  5'GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC3' Forward 60.6 Glass y Donaldson, 1995  

Bt2b  5'ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC3' Reverse     

cmd-F  5´GATCAAGGAGGCCTTCTC3´ Forward 
55.8 

OôDonnell et al., 2000 

cmd-R  5´TTTTTGCATCATGAGTTGGAC3´ 
Reverse 

  
  

AHyFuF  5'CTTAGTGGGCCAGGAGTTCAATA3' 
Forward 

57.2 
Barcode, Forward from F. 

oxysporum AY874423 

AHyFuR  5'ACCTCAGGGTGTCCGAAGAAT3' Reverse     

EF1H  5'ATGGGTAAGGAAGACAAGAC3' Forward 57 OôDonnell et al., 1998 

EF2T 5'GGAAGTACCAGTGATCATTGTT3' Reverse     

hog1-F 5'GAGACGCCCAACGAGG3' Forward 54.9 Diseñados en el estudio 

hog1-R 5'TCTTGTAGCTGCTTCTGC3' Reverse     

H31Ŭ 5'ACTAAGCAGACCGCCCGCAGG3' Forward 61.3 Glass y Donaldson, 1995 

H31b  5'GCGGGCGAGCTGGATGTCCTT3' Reverse     

H41Ŭ 5'GCTATCCGCCGTCTCGCT3' Forward 57.8 Glass y Donaldson, 1995 

H41b  5'GGTACGGCCCTGGCGCTT3' Reverse     

ITS FuR 5' GCGACGATTACCAGTAACGA3' Forward 61 White et al., 1990 

ITS FuF  5'CAACTCCCAAACCCCTGTGA3' Reverse     

ITS1  5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3' Forward 64 White et al., 1990 

ITS2  5'GCTGCGTTCTTCATCGATGC3' Reverse     

ITS1 5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3' Forward 61 White et al., 1990 

ITS4  5'TCCTCCGCTTATTGATATGC3' Reverse     
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ITS4  5' TCCTCCGCTTATTGATATGC3' Forward 56.5 White et al., 1990 

ITS5  5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG3' Reverse     

NMS1  5´CAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATG3´ Forward 61.3 White et al., 1990 

NMS2  5´GCGGATCATCGAATTAAATAACAT3´ Reverse     

asp-F 5'GAAGCATCACGCAATCAAGA3' Forward 58.4 Diseñados en el estudio 

asp-R 5'AGCGAGAAGAGCGTTGAGAG3' Reverse     

Cada mezcla de reacción contenía 1 µM de cada uno de los iniciadores, buffer de 
reacción 10X [200 mM TrisHCl (pH 8.4), 500 mM KCl], dNTPs 10mM y 0,75U/ µL 
de TaqADN polimerasa (Invitrogen®). El perfil de PCR fue el siguiente para todos 
los iniciadores: denaturación inicial a 95ºC por 2 minutos, denaturación a 94ºC 
por 1 minuto, anillamiento (Ver Tº para cada uno de los iniciadores en la Tabla) 
por 1 minuto, extensión a 72ºC por 1 minuto, se repitió 35 veces de los pasos 2 al 
5 y extensión final a 72ºC por 10 minutos. Fueron llevadas a cabo utilizando un 
termociclador PT-100 (MJ Research) y un termociclador Multigene Labnet 
International Inc. 

Se utilizó un control negativo de la reacción el cual consistió en la misma mezcla de 
reacción sin ADN. 

Los productos de PCR fueron separados por corrido electroforético en geles de  
agarosa (Bioline) al 1%,utilizando como buffer de corrida TBE 1X (89mM Tris base, 
89mM ácido bórico, 2 mM EDTA), por 90 minutos a 50 V en un equipo de la marca 
Major Science. La tinción de ADN se realizó con bromuro de etidio (Sigma) 
concentración final 0.5mg/mL y la visualización del gel se realizó en transiluminador 
UV Kasai Spectroline®. Las fotografías fueron tomadas en un analizador de 
imágenes marca MiniBIS Pro®. 

5.3.5 Secuenciación 

El producto de PCR obtenido con cada uno de los iniciadores fue purificado utilizando 
el Kit PureLink Quick Gel Extraction de Invitrogen®. Los productos purificados fueron 
secuenciados usando el método Sanger en Macrogen Korea ®. Para cada muestra 
se secuenciaron dos productos de PCR obtenidos de forma independiente con los 
iniciadores Forward y Reverse. 

5.4 Análisis bioinformático de las secuencias nucleotídicas 

Cada una de las secuencias obtenidas, se comparó con la base de datos GenBank 
empleando la herramienta nBLAST (Basic Local Aligment Search Tool) para 
determinar la similitud con las secuencias de los diferentes genes depositadas en la 
base de datos. Las secuencias que presentaron similitud con las especies 
morfológicas por BLAST se verificaron manualmente, revisando nuevamente los 
cromatogramas (Chromas Lite 2.1.1, Technelysium) y posteriormente se alinearon 
con el complemento reverso de secuencias obtenidas con iniciadores para la otra 
hebra de ADN, para producir secuencias consenso (CLC DNA Workbench®). Las 
secuencias consenso editadas se compararon mediante alineamientos múltiples con 
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CLUSTALW desde el programa MEGA5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 
(Tamura et al.,2011).  

5.4.1 Ajuste del modelo de evolución 

Antes de inferir la filogenia, fue necesario proceder con la evaluación del modelo de 
evolución. En orden para evaluar los modelos, se empleó el programa ModelTest®-
2.1.2 (Posada, 2008). Se tuvieron en cuenta los valores del criterio de información de 
Akaike(AIC). 

5.4.2 Análisis filogenético 

La filogenia de las especies de Fusarium fue inferida mediante el método de distancia 
Neighbor-Joining (NJ). Las inferencias moleculares fueron calculadas usando MEGA5 
(Tamura et al., 2011). Se utilizó un Bootstrap de 1000 réplicas y se analizó el árbol 
consenso del bootstrap. 

Se infirió el superárbol producto de la matriz única de la concatenación de los 
diferentes amplicones usando MEGA5 (Tamura et al., 2011).  

Se hicieron inferencias mixtas, es decir que combinaban la información morfológica y 
molecular. Estas inferencias fueron obtenidas a través de un paquete de estadística 
multivariada MVSP 3.1®.  

5.4.3 Análisis de microsecuencias 

Con las secuencias alineadas para cada uno de los iniciadores, se obtuvieron mapas 
de variación utilizando CLC DNA Workbench®, en los cuales se podían identificar las 
zonas variables y conservadas dentro de la región amplificada. Cada uno de estos 
mapas de variación fue dividido en tres zonas que denominamos microsecuencias: 
altamente conservada, medianamente variable y altamente variable (Figura 5-1).  

 

Figura 5.1-1. Mapa de variación donde pueden distinguirse las zonas 
(microsecuencias): altamente conservada (recuadro amarillo), medianamente variable 
(recuadro verde) y altamente variable (recuadro azul). 

Para cada una de estas microsecuencias se contabilizó el número de indels, 
transiciones y transversiones, y se calculó el Mio Índice de cambio utilizando la 
siguiente fórmula:  
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ὓὭ=
((Ti 0z,125) + (Tv 0z,375)(Indels 0z,5))

(Nt OzTUS)
 

Donde Ti es el número de transiciones, Tv el número de transversiones, Nt el número 
de posiciones en la región analizada, indels el número de inserciones o deleciones 
representadas por los gaps y OTUS corresponde a cada una de las unidades 
taxonómicas analizadas.  

Las microsecuencias que presentan el mayor valor de Mi son las regiones con mayor 
variabilidad y las regionesútiles para hacer filogenia. 

El análisis filogenético de las microsecuencias fue llevado a cabo en el programa 
MEGA5 (Watanabe et al., 2011) utilizando el método de distancia Neighbor-Joining 
(NJ) con un bootstrap de 1000 réplicas. Los resultados de los arboles filogenéticos 
obtenidos de forma independiente fueron analizados cualitativamente (por topología), 
con base a la posible distribución diferencial de cada uno de los clados que 
conforman el árbol. Finalmente, se identificó la distribución de las series en cada uno 
de los árboles filogenéticos obtenidos por el método de distancia, para realizar una 
aproximación con el árbol obtenido por caracteres morfológicos. 

5.4.4 Análisis matemático de las secuencias nucleotídicas 

Para cada grupo de secuencias obtenidas con los quince diferentes iniciadores se 
llevó a cabo un análisis matemático de las secuencias en dos formas diferentes: a) se 
contrastaron los resultados obtenidos para cada una de las especies haciendo una 
comparación global a partir de las matrices de distancia obtenidas en MEGA5 y, b) se 
utilizó una secuencia canónica (genoma de Fusarium oxysporum) obtenida de NCBI 
con la cual fueron comparadas las diferentes especies. El procedimiento que se siguió 
fue el siguiente: 
 

1. Se hicieron las tablas de frecuencias y se graficó el comportamiento de las 
correlaciones entre iniciadores. 

2. Se hizo una revisión de los índices obtenidos por medio de una simulación de 
Montecarlo. 

3. Se construyó una retícula de índices. 
4. Se hizo un análisis multicriterio para concatenación de secuenciasgénicas 

5.4.5 Concatenación de secuencias génicas 

Se seleccionaron cada una de las secuencias obtenidas para las diferentes 
regionesgénicas y se hicieron arreglos concatenados con el fin de obtener arboles 
con una mayor consistencia. Se calcularon todas las combinaciones posibles para 
realizar este arreglo utilizando la fórmula:  

Combinaciones posibles=n!, 

donde n es el número de genes empleados en el estudio. 

Dado al gran número de combinaciones posibles, se estableció el orden de 
concatenación dependiendo de 3 variables: a) el valor del Maximum Log Likelihood 
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(obtenido a partir de las matrices de sustitución usando MEGA5), b) el valor del Índice 
de cambio y c) la localización celular del gen (Ver Tabla 5-3).  

Tabla 5-3. Análisis multicriterio de concatenación de genes 

CRITERIO FORMA DE CONCATENACION CALIFICACION 

Maximum Log-Likelihood ascendente / descendente topología / soporte de rama 

Índice de cambio ascendente / descendente topología / soporte de rama 

Localización celular nuclear, citoplasmático, mitocondrial topología / soporte de rama 

 

La propuesta del métodomulticriterio de concatenación fue hecha en conjunto con el 
estudiante de Biología Aplicada de la Universidad Militar Nueva Granada Juan David 
Henao Sánchez, quien está trabajando en su proyecto de grado la caracterización y 
evaluación de la concatenación de secuencias génicas en inferencias filogenéticas 
basadas en métodos de distancia.   
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6. RESULTADOS 

6.1 Caracterización de las especies morfológicas 

Se evaluaron 13 especies fitopatógenas confirmadas como pertenecientes al género 
Fusarium, procedentes de los ceparios de la Pontificia Universidad Javeriana, 
Universidad Nacional de Colombia y Universidad Militar Nueva Granada. Con el objetivo 
de realizar un estudio filogenético conciso para este género, se hizo la aproximación para 
definir estas especies de una forma morfológica y filogenética. Para definir la especie 
morfológica se evaluaron los atributos característicos de cada una de las especies macro 
y microscópicamente. A continuación se presentan los resultados de estas dos 
aproximaciones para definir las especies morfológicas. 

6.1.1 Caracterización macroscópica 

Para realizar la caracterización macroscópica de las trece especies de Fusarium, se 
procedió a realizar el cultivo monospórico de cada una de estas y posteriormente se 
sembraron en siete medios de cultivo sólidos diferentes (PDA® (Potato Dextrose Agar), 
PDA®+Zanahoria, Czapek Dox®, Agar Avena, Agar Zanahoria, Agar V8 y CLA(Carnation 
Leaf Piece Agar) con el objeto de observar las características macroscópicas más 
relevantes (coloración de la colonia y velocidad de crecimiento). Los hongos fueron 
incubados a 25ºC durante 30 días. 
 

6.1.1.1 Cultivo en PDA (Potato Dextrose Agar) 
 
Las fotografías del crecimiento de los hongos que pueden observarse en la Figura 6.1-1 
corresponden a cultivos de 4 semanas de edad (la edad corresponde al tiempo 
transcurrido a partir del día de la siembra). 
La descripción de las coloraciones del micelio y las pigmentaciones sobre el  medio PDA 
producidas por los hongos se realizó con base en la carta de colores RHS COLOUR 
CHART (The Royal Horticultural Society) (ANEXO A-1). 
La velocidad de crecimiento fue estimada con base en observaciones diarias acerca de 
que tan colonizada estaba la caja en ese periodo de tiempo, tomándose las medidas del 
diámetro mayor y diámetro menor. 
 

 
 
Figura 6.1-1.Cultivo en PDA de las trece especies. Anverso (superior) y Reverso 
(inferior). Condiciones: 25ºC durante 30 días.A. Fusarium anthophilum; B. Fusarium 
avenaceum; C. Fusarium culmorum; C. Fusarium equiseti; E. Fusarium foetens; F. 
Fusarium graminearum; G. Fusarium oxysporum; H. Fusarium proliferatum; I. Fusarium 
solani; J. Fusarium sp.; K. Fusarium sporotrichioides; L. Fusarium subglutinans; M. 
Fusarium verticillioides. 
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Las trece especies de Fusarium en el medio de cultivo PDA presentaron un rápido 
crecimiento y produjeron abundante micelio con diferentes coloraciones que cambiaban 
dependiendo la edad del cultivo. Fusarium anthophilum presentó crecimiento irregular, es 
decir, al medir el diámetro desde el centro a cualquier borde, la medida no era la misma, 
tuvo una coloración blanca(White Group) tanto por el anverso como por el reverso. 
Fusarium avenaceum presentó un crecimiento irregular, se pudieron distinguir tres halos 
de crecimiento principales amarillo, blanco y café (White Group y Yellow-White Group); 
en el reverso se podían observar cuatro tonalidades diferentes de amarillo y café (Yellow-
White Group y Greyed-Orange Group). Para Fusarium culmorum la coloración varía con 
la edad del cultivo. Inicialmente el cultivo presentó coloraciones naranja pálido (Greyed-
Red Group) a rojizas (Red Group), posteriormente tomaron una coloración café oscuro 
(Greyed-Orange Group A 166). A las cuatro semanas de edad, en el anverso presentó 
una coloración café (Greyed-Orange Group) y en el reverso el medio adquirió una 
pigmentación rojiza (Red Group). Fusarium equiseti presentó un crecimiento irregular y 
coloraciones blancas (White Group) tanto en el anverso como en el reverso. Fusarium 
foetens presentó coloraciones blancas y moradas tanto en el anverso como en el reverso 
(White Group y Purple Group). Fusarium graminearum presentó un crecimiento rápido, 
produjo relativamente grandes cantidades de micelio muy denso cuyas coloraciones 
variaron de blanco (White Group) a amarillo (Yellow Group) y rojo (Red Group). Fusarium 
oxysporum presentó un crecimiento regular y las coloraciones del micelio estaban entre 
blanco y lila con pigmentaciones lila en el reverso (White Group y Violet Group). 
Fusarium proliferatum presentó un tipo de crecimiento uniforme con coloraciones 
moradas en el centro de la caja y blancas a los extremos de la misma (Violet-Blue Group 
y Greyed-White Group) y en el reverso produjo pigmentaciones violeta y grises (Violet 
Group y Greyed-White Group). Fusarium solani presento un crecimiento regular con 
micelio blanco y pigmentaciones blancas sobre el medio (White Group). Fusarium sp.tuvo 
un tipo de crecimiento regular, cuyo micelio tenía una coloración blanca y el medio 
presento pigmentaciones curuba y cafés (White Group y Brown Group). Fusarium 
sporotrichioides tuvo un tipo de crecimiento regular en donde se podían distinguir cuatro 
halos de coloraciones rojo, café, amarillo y blanco (White Group, Greyed-Orange Group y 
Greyed-Group) y en el reverso el medio adquirió una pigmentación rojiza (Red group). 
Fusarium subglutinans presento un crecimiento irregular con coloraciones de micelio y 
pigmentaciones en el medio entre blanco y morado (White Group y Purple Group). 
Fusarium verticillioides presento un crecimiento irregular con un halo blanco en el exterior 
de la caja y coloraciones de micelio y pigmentaciones del medio entre blanco y morado 
(White Group, Purple Group y Red-Purple Group). 
 

6.1.1.2 Cultivo en PDA+Zanahoria 
 
Las fotografías del crecimiento de los hongos que pueden observarse en la Figura 6.1-2 
corresponden a cultivos de 4 semanas de edad (la edad corresponde al tiempo 
transcurrido a partir del día de la siembra). 
 
La descripción de las coloraciones del micelio y las pigmentaciones sobre el  medio 
PDA®+Zanahoria producidas por los hongos se realizó con base en la carta de colores 
RHS COLOUR CHART (The Royal Horticultural Society) (ANEXO A-2). 
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Figura 6.1-2.Cultivo en PDA® + Zanahoria de las trece especies. Anverso (superior) y 
Reverso (inferior). Condiciones: 25ºC durante 30 días. A. Fusarium anthophilum; B. 
Fusarium avenaceum; C. Fusarium culmorum; C. Fusarium equiseti; E. Fusarium foetens; 
F. Fusarium graminearum; G. Fusarium oxysporum; H. Fusarium proliferatum; I. 
Fusarium solani; J. Fusarium sp.; K. Fusarium sporotrichioides; L. Fusarium subglutinans; 
M. Fusarium verticillioides. 
 

Las trece especies de Fusarium en el medio de cultivo PDA+Zanahoria presentaron un 
rápido crecimiento uniforme y produjeron abundante micelio. Fusarium 
anthophilumprodujo micelio de color blanco (White Group) con pigmentaciones blanco y 
morado en el medio (White y Purple Group). Fusarium avenaceum produjo micelio 
dividido en 3 halos de diferente color  blanco, rosa y amarillo (Red-Purple Group y White 
Group) con pigmentaciones naranja en el medio (Orange Group). Fusarium culmorum 
produjo coloraciones amarilla y rojiza en el anverso (Greyed-Yellow Group y Red-Purple 
Group) con una fuerte pigmentación roja en el medio (Red-Purple Group). Fusarium 
equiseti produjo abundante micelio blanco en el anverso (White group) con 
pigmentaciones rojizas en el medio (Red Group). Fusarium foetens produjo micelio 
blanco (White Group) y pigmentaciones entre rosa y lila en el medio (Purple-Violet 
Group). Fusarium graminearum  produjo abundante micelio compacto blanco (White 
Group) y el medio tomo una pigmentación amarillo pálido (Orange-White Group). 
Fusarium oxysporum produjo micelio blanco (White Group) con pigmentaciones moradas 
en el medio (Purple-Violet Group). Fusarium proliferatum y Fusarium solani produjeron 
micelio de color blanco (White group) con pigmentaciones amarillentas en el medio 
(Yellow-White Group y Green-White Group respectivamente). Fusarium sp.tuvo poco 
crecimiento de forma irregular con micelio y pigmentaciones en el medio de color blanco 
violáceo (Violet-Blue Group y Greyed-White Group). Fusarium sporotrichioides produjo 
abundante micelio de color blanco (White group) y fuertes pigmentaciones rojizas en el 
medio (Red Group). Fusarium subglutinans produjo micelio blanco (White Group) y 
pigmentaciones amarillentas en el medio (Yellow-White Group). Fusarium verticillioides 
produjo tres parches de micelio de color blanco violáceo (White Group y Purple Group) 
con iguales pigmentaciones en el medio. 

6.1.1.3 Cultivo en  Czapek-Dox 

Las fotografías del crecimiento de los hongos que pueden observarse en la Figura 6.1-3 
corresponden a cultivos de 4 semanas de edad (la edad corresponde al tiempo 
transcurrido a partir del día de la siembra). 
La descripción de las coloraciones del micelio y las pigmentaciones sobre el  medio 
Czapek producidas por los hongos se realizó con base en la carta de colores RHS 
COLOUR CHART (The Royal Horticultural Society) (ANEXO A-3). 
La velocidad de crecimiento fue estimada con base en observaciones diarias acerca de 
que tan colonizada estaba la caja en ese periodo de tiempo, tomándose las medidas del 
diámetro mayor y diámetro menor. 
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Figura 6.1-3.Cultivo en Czapek Dox® de las trece especies. Anverso (superior) y 
Reverso (inferior). Condiciones: 25ºC durante 30 días. A. Fusarium anthophilum; B. 
Fusarium avenaceum; C. Fusarium culmorum; C. Fusarium equiseti; E. Fusarium foetens; 
F. Fusarium graminearum; G. Fusarium oxysporum; H. Fusarium proliferatum; I. 
Fusarium solani; J. Fusarium sp.; K. Fusarium sporotrichioides; L. Fusarium subglutinans; 
M. Fusarium verticillioides. 
 
Las trece especies de Fusarium en el medio de cultivo Czapek-Dox presentaron un 
rápido crecimiento uniforme y produjeron abundante micelio. Fusarium 
anthophilumprodujo micelio de color crema (Yellow-White Group) y pigmentaciones 
amarillas en el medio (Yellow-White Group). Fusarium avenaceum produjo micelio en 
donde se distinguen cuatro halos de diferentes tonalidades de blanco (White Group) y 
esos diferentes halos en el reverso se veían de color café, marrón y crema (Yellow-White 
Group, Greyed-Orange Group).Fusarium culmorum produjo micelio denso y compacto de 
color amarillo fuerte (Yellow Group) con crecimiento irregular y fuertes pigmentaciones 
café en el medio (Greyed-Orange Group). Fusarium equiseti produjo abundante micelio 
de color rosa (Red-Purple Group) y fuertes pigmentaciones rojas en el medio (Red-Purple 
Group). Fusarium foetens, Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum, Fusarium solani, 
Fusarium subglutinans y Fusarium verticilliodes produjeron micelio de color blanco (White 
Group) sin pigmentar el medio, es decir, en el reverso de la caja se observaba la 
coloración blanca del micelio (White Group).Fusarium graminearum presento micelio 
blanco-amarillo-rosa (Greyed-Orange Group y Yellow Group) con fuertes pigmentaciones 
rojas en el medio (Greyed-Purple Group). Fusarium sp. produjo micelio de color curuba 
(Yellow-Orange Group) observándose esta misma coloración por el reverso. Fusarium 
sporotrichiodes presentó dos halos de micelio de color blanco y amarillo (White Group y 
Yellow-White Group respectivamente) los cuales en el reverso produjeron dos 
pigmentaciones amarilla y café (Yellow-White Group y Greyed-Orange Group). 
 

6.1.1.4 Cultivo en Agar avena 
 
Las fotografías del crecimiento de los hongos que pueden observarse en la Figura 6.1-4 
corresponden a cultivos de 4 semanas de edad (la edad corresponde al tiempo 
transcurrido a partir del día de la siembra). 
La descripción de las coloraciones del micelio y las pigmentaciones sobre el  medio Agar 
Avena producidas por los hongos se realizó con base en la carta de colores RHS 
COLOUR CHART (The Royal Horticultural Society) (ANEXO A-4). 
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Figura 6.1-4.Cultivo en Agar Avena de las trece especies. Anverso (superior) y 
Reverso (inferior). Condiciones: 25ºC durante 30 días.A. Fusarium anthophilum; B. 
Fusarium avenaceum; C. Fusarium culmorum; C. Fusarium equiseti; E. Fusarium foetens; 
F. Fusarium graminearum; G. Fusarium oxysporum; H. Fusarium proliferatum; I. 
Fusarium solani; J. Fusarium sp.; K. Fusarium sporotrichioides; L. Fusarium subglutinans; 
M. Fusarium verticillioides. 
 
Las trece especies de Fusarium en el medio de cultivo Agar Avena presentaron un rápido 
crecimiento debido a los nutrientes aportados por el medio, de forma uniforme y con 
abundante micelio. Algunas especies produjeron fuertes pigmentaciones que pueden 
observarse en el reverso de las cajas. Fusarium anthophilumprodujo micelio de color 
blanco violáceo (White Group) y una pigmentación morada en el medio (Greyed-Orange 
Group). Fusarium avenaceum produjo micelio de color amarillo (Yellow Group) con 
pigmentaciones amarillas y cafés (Yellow-Orange Group). Fusarium culmorum produjo un 
halo de micelio blanco y el resto de micelio presento una coloración amarilla (White y 
Yellow Group). Fusarium equiseti produjo micelio blanco rojizo (White Group) y 
pigmentaciones rojizas en el medio (Red Group). Fusarium foetens produjo micelio rosa 
(Orange-White Group) sin pigmentar el medio. Fusarium graminearum produjo micelio de 
color amarillo (Yellow Group) con pigmentaciones en forma de anillo en el medio (Yellow-
Orange Group). Fusarium oxysporum produjo micelio blanco (White Group) sin pigmentar 
el medio. Fusarium proliferatum produjo micelio blanco violáceo (Greyed-White Group y 
Violet-Blue Group) con pigmentaciones café en el medio (Greyed-Yellow Group). 
Fusarium solani produjo micelio blanco con fuertes pigmentaciones purpura-azul en el 
medio (Violet-Blue Group). Fusarium sp.produjo micelio de color rosa-amarillo (Yellow-
Orange Group) con pigmentaciones rojizas en el medio (Yellow-Orange Group). 
Fusarium sporotrichioides produjo micelio con crecimiento en tres halos con coloraciones 
café, blanco y rojo (White Group, Greyed-Orange Group y Greyed-Red Group) con 
pigmentaciones café en el medio (Grey-Brown Group). Fusarium subglutinans produjo 
micelio blanco violáceo (White Group) con pigmentaciones café en el medio (Grey-Brown 
Group). Fusarium verticillioides produjo micelio rosa violáceo (Yellow-Orange Group) con 
pigmentaciones rojizas en el medio (Greyed-Yellow Group y Violet Group).  
 

6.1.1.5 Cultivo en Agar Zanahoria 
 
Las fotografías del crecimiento de los hongos que pueden observarse en la Figura 6.1-5 
corresponden a cultivos de 4 semanas de edad (la edad corresponde al tiempo 
transcurrido a partir del día de la siembra). 
La descripción de las coloraciones del micelio y las pigmentaciones sobre el  medio Agar 
Zanahoria producidas por los hongos se realizó con base en la carta de colores RHS 
COLOUR CHART (The Royal Horticultural Society) (ANEXO A-5). 
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Figura 6.1-5.Cultivo en Agar Zanahoria de las trece especies. Anverso (superior) y 
Reverso (inferior). Condiciones: 25ºC durante 30 días. A. Fusarium anthophilum; B. 
Fusarium avenaceum; C. Fusarium culmorum; D. Fusarium equiseti; E. Fusarium foetens; 
F. Fusarium graminearum; G. Fusarium oxysporum; H. Fusarium proliferatum; I. 
Fusarium solani; J. Fusarium sp.; K. Fusarium sporotrichioides; L. Fusarium subglutinans; 
M. Fusarium verticillioides. 
 
Las trece especies de Fusarium en el medio de cultivo Agar Zanahoria presentaron un 
rápido crecimiento uniforme y produjeron escaso micelio. Fusarium anthophilum, 
Fusarium foetens, Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum, Fusarium solani, 
Fusarium sp.yFusarium verticillioides produjeron micelio blanco (White Group) sin 
pigmentar el medio. Fusarium avenaceum y Fusarium graminearum produjeron micelio 
blanco (White Group) con pigmentaciones café en el medio (Greyed-Orange Group). 
Fusarium culmorum, Fusarium equiseti y Fusarium subglutinans produjeron micelio 
blanco (White Group) con pigmentaciones rosa en el medio (Red-Purple Group). 
Fusarium sporotrichiodes produjo micelio blanco (White Group) y fuertes pigmentaciones 
purpura en el medio (Red-Purple Group). 

6.1.1.6 Cultivo en Agar V8 
 
Las fotografías del crecimiento de los hongos que pueden observarse en la Figura 6.1-6 
corresponden a cultivos de 4 semanas de edad (la edad corresponde al tiempo 
transcurrido a partir del día de la siembra). 
La descripción de las coloraciones del micelio y las pigmentaciones sobre el  medio Agar 
V8 producidas por los hongos se realizó con base en la carta de colores RHS COLOUR 
CHART (The Royal Horticultural Society) (ANEXO A-6). 
 

 

Figura6.1-6.Cultivo en Agar V8 de las trece especies. Anverso (superior) y Reverso 
(inferior). Condiciones: 25ºC durante 30 días. A. Fusarium anthophilum; B. Fusarium 
avenaceum; C. Fusarium culmorum; D. Fusarium equiseti; E. Fusarium foetens; F. 
Fusarium graminearum; G. Fusarium oxysporum; H. Fusarium proliferatum; I. Fusarium 
solani; J. Fusarium sp.; K. Fusarium sporotrichioides; L. Fusarium subglutinans; M. 
Fusarium verticillioides. 
 
Las trece especies de Fusarium en el medio de cultivo Agar V8 presentaron un rápido 
crecimiento y produjeron escaso micelio; no produjeron pigmentaciones en el medio. 
Fusarium anthophilum, Fusarium avenaceum, Fusarium equiseti, Fusarium foetens, 
Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum, Fusarium solani, 
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Fusarium sp., Fusarium subglutinans y Fusarium verticillioides produjeron micelio blanco 
(White group). Fusarium culmorum produjo micelio blanco-rojizo (White Group y Greyed-
Red Group).Fusarium sporotrichioides  produjo micelio blanco violaceo (White Group y 
Red-Purple Group). 

6.1.1.7 Cultivo en CLA (Carnation Leaf-Piece Agar): 
 

Se realizó un cultivo en CLA para el cual cuatro semanas después de la siembra se 
observó una completa colonización sobre las hojas de clavel (Figura 6.1-7). 
 

 
 
Figura 6.1-7.Cultivo en CLA de las trece especies. Anverso (superior) y Reverso 
(inferior). Condiciones: 25ºC durante 30 días.A. Fusarium anthophilum; B. Fusarium 
avenaceum; C. Fusarium culmorum; C. Fusarium equiseti; E. Fusarium foetens; F. 
Fusarium graminearum; G. Fusarium oxysporum; H. Fusarium proliferatum; I. Fusarium 
solani; J. Fusarium sp.; K. Fusarium sporotrichioides; L. Fusarium subglutinans; M. 
Fusarium verticillioides. 
 

Las trece especies de Fusarium en el medio de cultivo CLA presentaron una rápida 
colonización de las hojas de clavel. Fusarium anthophilum, Fusarium foetens, Fusarium 
graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum, Fusarium solani, Fusarium 
sp., Fusarium subglutinans y Fusarium verticillioides produjeron micelio blanco sin 
pigmentar el medio. Fusarium avenaceum produjo micelio amarillo (Yellow-White group). 
Fusarium culmorum produjo micelio de color café (Greyed-Yellow Group).Fusarium 
sporotrichioides produjo micelio blanco rojizo (White Group y Greyed-Purple group con 
pigmentaciones rojizas en el medio (Greyed-Purple Group). 

6.1.2 Tasa de crecimiento 

La tasa de crecimiento fue estimada con base en observaciones diarias durante un 
periodo de treinta (30) días acerca de que tan colonizada estaba la caja en ese periodo 
de tiempo, tomándose las medidas del diámetro mayor y diámetro menor para los medios 
de cultivo PDA® (Figura 6.1-8) y Czapek Dox®(Figura 6.1-9) los cuales fueron incubados 
a 25ºC. Se hicieron las siembras en medios al 100% (Ver ANEXO B). 
 
En términos generales, el tipo de crecimiento en los medios solidos de las trece especies 
mostro claramente el desarrollo de los hongos en tres fases. Primero se observó una 
fase de latencia la cual se dio inmediatamente después de que el hongo fue inoculado en 
los medios para su crecimiento: esta fase es una etapa de adaptación en la que no hay 
crecimiento aparente, sino una síntesis de los componentes celulares necesarios para 
iniciar la elongación celular, esta fue de aproximadamente cinco días para cada una de 
las especies en los dos medios de cultivo. Posteriormente se presentó una fase 
exponencial en donde las especies alcanzaron la tasa de crecimiento máxima que el 
sustrato sobre el que crecían les permitía, esto fue dado entre los 5 y los 10 días 
posteriores a la siembra en los dos medios de cultivo. Por último, se observó la fase 
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estacionaria o de muerte, la cual se presentó cuando la acumulación de los desechos del 
metabolismo del hongo alcanzo niveles que se volvieron limitantes para el crecimiento o 
cuando alguno o varios de los nutrientes del medio escasearon o se terminaron, para la 
mayoría de las especies esta fase fue alcanzada dos semanas después de la siembra en 
los dos medios de cultivo.  
 
Para el medio de cultivo PDA® las especies F. graminearum, F.sporotrichioides, F. 
subglutinans, F. equiseti y F. culmorum alcanzaron el máximo crecimiento en menos de 
diez días, mientras que F. avenaceum y F. verticillioides no alcanzaron el máximo 
crecimiento en 30 días lo cual puede indicar que estas especies tienen una fisiología 
diferente en la que necesitan más nutrientes para alcanzar el máximo crecimiento. Las 
otras especies tuvieron un crecimiento promedio alcanzando el máximo crecimiento 
antes de las 3 semanas contadas a partir del día de siembra. El modelo de crecimiento 
refleja un tipo de crecimiento logístico. 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.1-8.Velocidad de crecimiento de las trece especies de Fusarium durante 30 
días en el medio de cultivo PDA® al 100%. 
Para el medio de cultivo Czapek Dox® la única especie que no alcanzo el máximo 
crecimiento durante los 30 días fue F. avenaceum, las demás especies tuvieron un 
crecimiento logístico alcanzando el máximo crecimiento a las dos semanas a partir del 
día de la siembra. 
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Figura 6.1-9.Velocidad de crecimiento de las trece especies de Fusarium durante 30 
días en el medio de cultivo Czapek Dox® al 100%. 
 
Con los datos obtenidos de la tasa de crecimiento y utilizando el programa 
CurveExpertProfessional® se obtuvo la ecuación del crecimiento logístico para cada una 
de las especies. La ecuación que representa el tipo de crecimiento logístico de las 
especies de Fusarium es la siguiente: 
 

ώ= ὥ/ (1 + ὦὩὧὼ) 

En donde los valores de a, b y c para cada una de las trece especies son mostrados a 
continuación (Tabla 6.1-1). 
 
Tabla 6.1-1. Valores de a, b y c del modelo de crecimiento logístico para cada una de las 

especies en los medios de cultivo Czapek Dox® y PDA®. 
 

Medio de cultivo Czapek Dox®  PDA®  

Especie a b c a b c 

Fusarium anthophilum 9,70E+15 4,68E+15 1,85E+14 9,60E+15 5,15E+15 2,08E+14 

Fusarium avenaceum 8,09E+15 1,07E+16 3,66E+14 8,01E+15 1,09E+16 3,73E+14 

Fusarium culmorum 9,39E+16 1,20E+16 4,57E+14 9,44E+15 2,02E+16 5,61E+14 

Fusarium equiseti 9,13E+15 8,97E+15 4,13E+14 9,20E+15 1,18E+16 4,80E+14 

Fusarium foetens 9,41E+15 1,55E+16 7,10E+14 9,10E+15 2,39E+16 6,32E+14 

Fusarium graminearum 9,41E+15 8,20E+16 1,24E+15 9,42E+15 1,34E+17 1,41E+15 

Fusarium oxysporum 9,45E+15 2,12E+16 6,15E+14 9,41E+15 1,61E+16 4,77E+14 

Fusarium proliferatum 9,44E+15 2,31E+16 6,04E+14 9,82E+15 5,49E+15 2,22E+15 
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Fusarium solani 9,40E+15 6,96E+16 5,10E+14 9,35E+15 1,40E+16 4,18E+14 

Fusarium sp. 9,44E+15 1,60E+16 4,93E+14 9,39E+15 4,61E+16 6,99E+14 

Fusarium sporotrichioides 9,45E+15 1,73E+16 5,50E+14 9,43E+15 3,27E+15 7,23E+14 

Fusarium subglutinans 9,33E+15 9,75E+15 4,05E+14 9,43E+15 2,86E+16 6,27E+14 

Fusarium verticillioides  9,35E+15 1,68E+16 4,93E+14 6,36E+15 4,32E+15 1,86E+14 
 

A partir de los resultados de la tasa de crecimiento pudo observarse una correlación en el 
crecimiento de las especies en los dos medios de cultivo, es decir, presentaron una 
proporción en la tasa de crecimiento (ecuación de crecimiento logístico). Sin embargo, 
dos de las especies presentaron diferencias en el comportamiento de crecimiento, estas 
fueron F. avenaceum y F. verticillioideslo cual es evidente al analizar los valores de a, b y 
c que hacen parte de la ecuación de crecimiento logístico. F. avenaceum fisiológicamente 
es más exigente en aspectos nutricionales debido a que en ninguno de los medios de 
cultivo alcanzo el máximo crecimiento en 30 días, sin embargo, se observó una mayor 
tasa de crecimiento en el medio de cultivo Czapek Dox® que en el medio de cultivo 
PDA®. F. verticillioides creció mas en el medio de cultivo Czapek Dox® que en el medio 
de cultivo PDA®, esto puede ser debido a que estas especies requieren azucares y 
minerales como cloruro, sulfato, fosfato y nitrato los cuales son aportados por el medio 
Czapek Dox® y no por el medio PDA®.   
 
Posterior al análisis morfológico de forma macroscópica se llevó a cabo la caracterización 
microscópica de las trece especies de la siguiente forma: 

6.1.3 Caracterización microscópica 

La evaluación de los aislamientos por microscopia óptica se hizo mediante el montaje de 
láminas a partir de aislamientos de más de 4 semanas cultivados en CLA con el objeto 
de identificar estructuras claves para la identificación como macroconidias (Ver ANEXO 
C-1), microconidias (Ver ANEXO C-2), clamidosporas y micelio.  

Para el aislamiento de Fusarium anthophilum se observaron macroconidias relativamente 
delgadas con poca curvatura y pared delgada. La célula apical era curvada y la célula 
basal pobremente desarrollada pero con una forma de pie bien definida. Poseían 4 
septos y fueron muy difíciles de encontrar en comparación con las microconidias las 
cuales fueron abundantes y de tres formas diferentes: piriforme (forma de pera), globosa 
y ovoide. Se observaron monofialides y polifialides, el micelio aéreo se presentó en falsas 
cabezas. No se encontraron clamidosporas (Figura 6.1-10). 

 

Figura 6.1-10. Microconidias y macroconidias de Fusarium anthophilum. A.-B. 
Microconidias C. Macroconidia y microconidias. Scale bar= 20 µm (100X x 4.0X x 2.5X). 
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Para el aislamiento de Fusarium avenaceum se observaron macroconidias largas y 
delgadas, un poco curvadas y con pared delgada. La célula apical era larga y ahusada y 
la célula basal presentaba una muesca. Se pudieron distinguir 5 septos.Muy abundantes 
en los esporodoquios. Pocas microconidias fusoides y no se observaron clamidosporas 
(Figura 6.1-11).  

 

Figura 6.1-11. Macroconidias y microconidia de Fusarium avenaceum. A., B., C.  
Macroconidias D. Macroconidia y microconidia. Scale bar= 20 µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium culmorum se observaron macroconidias robustas, 
relativamente cortas y con pared delgada. El lado dorsal se observabacurvado, pero el 
lado ventral era casi recto. La célula apical era redondeada y roma y la célula basal 
presentaba una muesca y se podia distinguir la forma del pie.  Se contaron entre 4 y 5 
septos. No se observaron microconidias. Se observaron abundantes clamidosporas 
sencillas, en parejas o en cadenas de apariencia lisa y rugosa (Figura 6.1-12). 

 

Figura 6.1-12. Macroconidias y clamidosporas de Fusarium culmorum. A. Macroconidias, 
B. clamidosporas sencillas (flecha), C-D. clamidosporas en cadena (flecha), C. 
clamidosporas pareadas (flecha), C. clamidosporas lisas (flecha)  y D. clamidosporas 
verrugosas (flecha). Scale bar= 20 µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium equiseti se observaron macroconidias largas y delgadas, 
con una pronunciada curvatura dorso-ventral. La célula apical era elongada y ahusada y 
la célula basal elongada con un pie definido.  Se observaron entre 5 y 7 septos. Se 
observaron microconidias elipsoidales y otras más delgadas en las puntas. Se 
observaron falsas cabezas.   Se observaron abundantes clamidosporas sencillas y en 
cadenas (Figura 6.1-13). 
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Figura 6.1-13. Macroconidias, microconidias, fialides y clamidosporas de Fusarium 
equiseti. A. Macroconidia, B. Microconidias, C. Microconidia in situ, D. Clamidosporas 
lisas en cadena. Scale bar= 20 µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium foetens se observaron macroconidias largas y 
relativamente delgadas, donde la célula apical se observaba curvada y la célula basal 
redondeada. Se observaron entre 3 y 5 septos. Presentaba abundantes microconidias 
ovoides y elipsoidales, mesoconidias fusiformes. Falsas cabezas en el micelio aéreo. 
Polifialides y monofialides.  Abundantes clamidosporas sencillas lisas o verrugosas 
(Figura 6.1-14).  

 

Figura 6.1-14. Macroconidias, microconidias, fialides y clamidosporas de Fusarium 
foetens. A. Macroconidia, B. Macroconidia y clamidospora, C., D., E.  Fialides, E. 
Clamidosporas sencillas. Scale bar= 20 µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium graminearum se observaron macroconidias delgadas, 
de pared gruesa, uniformes en forma y tamaño, moderadamente curvadas a rectas. La 
célula apical era ahusada y la célula basal tenía un pie bien desarrollado. Se observaron 
entre 5 y 6 septos. Las macroconidias fueron abundantes. No se encontraron 
microconidias ni clamidosporas (Figura 6.1-15).   

 

Figura 6.1-15. Macroconidias de Fusarium graminearum. A., B., C., D., macroconidias. 
Scale bar= 20 µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium oxysporum se observaron macroconidiasde longitud 
media, rectas o ligeramente curvadas, relativamente delgadas y de pared delgada. La 
célula apical era ahusada y curvada. Se observaron de 3 a 4 septos y fueron abundantes 
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en los esporodoquios. Las microconidias fueron abundantes y tenían diferentes formas: 
ovoide, elíptica y reniforme. Se observaron falsas cabezas y pequeñas monofialides 
(Figura 6.1-16).   

 

Figura 6.1-16. Macroconidias y microconidias de Fusarium oxysporum. A. Macroconidia, 
B. Microconidias, C. Macroconidias y microconidias. Scale bar= 20 µm(100X x 4.0X x 
2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium proliferatum se observaron macroconidias delgadas, de 
pared delgada, relativamente rectas. La célula apical curvada, la célula basal pobremente 
desarrollada, de 3 a 5 septos. Abundantes microconidias ensanchadas en la punta y 
otras piriformes. Se observaron clamidosporas sencillas lisas (Figura 6.1-17). 

 

Figura 6.1-17. Macroconidias, microconidias y clamidosporas de Fusarium proliferatum. 
A., B., C. Macroconidias y microconidias, D. Clamidosporas sencillas. Scale bar= 20 
µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium solani se observaron macroconidias robustas. La célula 
apical roma y redondeada, la célula basal con forma de pie bien distinguida. Se 
observaron de 5 a 7 septos. Se observaron microconidias ovoides, elipsoidales, 
reniformes y fusiformes. Micelio aéreo en falsas cabezas y monofialides. Clamidosporas 
sencillas y lisas (Figura 6.1-18). 
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Figura 6.1-18. Macroconidias, microconidias y clamidosporas de Fusarium solani. A., B., 
C. Macroconidias y microconidias, D. Clamidosporas sencillas y microconidias. Scale 
bar= 20 µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium sp.se observaron macroconidias largas y delgadas, la 
célula apical redondeada y la célula basal con un pie definido. Microconidias elipsoidales. 
No se observaron clamidosporas (Figura 6.1-19). 

 

Figura 6.1-19. Macroconidias y microconidias de Fusarium sp. A., B., C. Macroconidias y 
microconidias. Scale bar= 20 µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium sporotrichioides se observaron microconidias piriformes, 
ovoides y elipsoidales (Figura 6.1-20).  No produjo macroconidias en ninguno de los 
medios de cultivo. 

 

Figura 6.1-20. Microconidias de Fusarium sporotrichioides. A., B., Microconidias ovoides 
y elipsoidales. Scale bar= 20 µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium subglutinans se observaron macroconidias 
relativamente delgadas de pared delgada. La célula apical curvada y la célula basal 
pobremente desarrollada. Tenían 3 septos. Las microconidias ovales sin septos, mono y 
polifialides fueron observadas. No se observaron clamidosporas (Figura 6.1-21). 
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Figura 6.1-21. Macroconidias, microconidias y fialides de Fusarium subglutinans. A. 
Macroconidia in situ y microconidias, B., C., D. Microconidias y fialides. Scale bar= 20 
µm(100X x 4.0X x 2.5X). 

Para el aislamiento de Fusarium verticillioides se observaron macroconidias 
relativamente largas y delgadas. La célula apical curvada, la célula basal en forma de pie. 
Microconidias ovales, se observaron largas cadenas de estas microconidias. No se 
observaron clamidosporas (Figura 6.1-22). 

 

Figura 6.1-22. Macroconidias y microconidias de Fusarium verticillioides. A., 
Macroconidias, B. microconidias, C. Microconidias en cadena. Scale bar= 20 µm(100X x 
4.0X x 2.5X). 

Posteriormente se tomó la medida en micrómetros del área, perímetro y longitud de los 
ejes de las macroconidias usando el programa Scion Image® (Ver Tablas 6.1-2 y 6.2-3). 

Tabla 6.1-2. Medida promedio en micrómetros del área, perímetro y longitud de los ejes 
de las macroconidias de cada una de las 13 especies de Fusarium empleadas en el 
estudio. 

Especie 
Área 
(µm) 

Perímetro 
(µm) 

Longitud eje mayor 
(µm) 

Longitud eje menor 
(µm) 

Fusarium anthophilum 59 524 216,5 34,5 

Fusarium avenaceum 156 982 329 60 

Fusarium culmorum 204 953 377 69 

Fusarium equiseti 96 860 277 44 

Fusarium foetens 163 1216 411 51 

Fusarium graminearum 184,7 970 364,7 64,7 

Fusarium oxysporum 123 779,5 290,5 53,75 

Fusarium proliferatum 81,3 646 272 38 

Fusarium solani 109 687,5 272,5 51 

Fusarium sp. 104,5 807 324 41,5 

Fusarium sporotrichioides* - - - - 
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Fusarium subglutinans 53 462,5 217 31 

Fusarium verticillioides 101 911 363,5 36 
*No fueron encontradas macroconidias en esta especie 

Los resultados de las medidas indican que F. foetens, F. culmorum, F. graminearum, F. 
verticillioides son las especies que poseen macroconidias de mayor longitud y que F. 
culmorum, F. graminearum, F. foetens, F. oxysporum y F. solani tienen las conidias más 
robustas.  

Tabla 6.1-3. Medida promedio en micrómetros del área, perímetro y longitud de los ejes 
de las microconidias de cada una de las 13 especies de Fusarium empleadas en el 
estudio 

Especie Forma 
Área 
(µm) 

Perímetro 
(µm) 

Longitud eje mayor 
(µm) 

Longitud eje menor 
(µm) 

Fusarium anthophilum Piriforme 0,12 1,51 0,6 0,25 

Fusarium anthophilum Globosa 0,07 1,09 0,39 0,24 

Fusarium anthophilum Ovoide 0,06 1,11 0,48 0,15 

Fusarium avenaceum Fusoide 0,1 1,52 0,68 0,18 

Fusarium equiseti Claviforme 0,10 1,54 0,66 0,19 

Fusarium foetens Ovoide 0,12 1,5175 0,655 0,23 

Fusarium oxysporum Ovoide 0,11 1,55 0,67 0,22 

Fusarium oxysporum Reniforme 0,11 1,62 0,58 0,24 

Fusarium proliferatum Claviforme 0,05 0,97 0,40 0,17 

Fusarium solani Reniforme 0,1 1,53 0,605 0,21 

Fusarium solani Ovoide 0,08 1,21 0,51 0,20 

Fusarium sp. Ovoide 0,07 1,15 0,48 0,18 

Fusarium sp. Piriforme 0,15 2,045 0,67 0,28 

Fusarium sporotrichioides piriforme 0,10 1,57 0,67 0,19 

Fusarium subglutinans Ovoide 0,05 1,04 0,42 0,15 

Fusarium verticillioides Claviforme 0,06 1,16 0,47 0,18 

Fusarium verticillioides Ovoide 0,07 1,24 0,51 0,17 

 

Ni F. culmorum ni F. graminearum presentaron microconidias, las otras especies 

presentaron microconidias con diferentes formas, en la Tabla 6.1-3 se relaciona la 

medida de la microconidia dependiendo de la forma que estas presentaron. 

Aunque diferentes especies producen microconidias con la misma forma, los tamaños de 

estas son diferentes. 

6.1.4 Inferencia del árbol a partir de caracteres morfológicos 

Para inferir el árbol de caracteres morfológicos fueron tomados 9 caracteres morfológicos 
de tipo microscópico con 1 a 2 estados de la siguiente forma: Microconidias: en cadena, 
en cabeza Presente/Ausente, Monofialides: Presente/Ausente, Polifialides: 
Presente/Ausente, Macroconidia: Presente/Ausente, Célula basal de la macroconidia: 
Forma de pie/ No tiene forma de pie, Promedio del número de septos de la macroconidia: 
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Promedio de 1-2/ Promedio de 3-7, Clamidosporas: Presente/Ausente. Los estados de 
carácter fueron anotados por presencia o ausencia en una matriz de 13 x 18 caracteres 
(Tabla 6.1-4). Los caracteres fueron tomados como no aditivos. 

Tabla 6.1-4. Matriz de caracteres construida en Mesquite® versión 2.75. 

 

Una vez hecha la matriz, se realizaron análisis cladísticos a través del programa 
Mesquite® mediante la herramientaMesquite® Heuristic (Figura 6.1-23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.1-23. Dendrograma inferido para 13 especies del género Fusarium a partir de la 
matriz de caracteres morfológicos usando la herramienta Mesquite®. Las cajas de 
colores indican las secciones dentro de las cuales están contenidas las especies. Azul: 
Roseum, Verde: Liseola, Amarillo: Elegans, Crema: Sporotrichiella, Gris: Gibossum, 
Rosa: Discolor, Café: Martiella. 
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El dendrograma inferido muestra una coherencia en las topologías con lo reportado en la 
literatura respecto a la clasificación en secciones descrita por Nelson y colaboradores en 
1983 y la agrupación en clados denominados de I a VII (Watanabe et al., 2011). El clado 
III tiene una sola especie que es Fusarium solani la cual hace parte a su vez del clado 
Haemanectria y de la sección Martiella. El clado V contiene dos secciones que son la 
sección Elegans con Fusarium oxysporumy Fusarium  foetens y la sección Liseola con 
Fusarium verticillioides, Fusarium subglutinans, Fusarium proliferatum y Fusarium 
anthophilum; Fusarium sp. se ubica en el mismo cluster de la sección Liseola debido a 
que comparte varios caracteres morfológicos con los miembros de esta sección. En el 
clado VI se encuentra la sección Roseum con Fusarium avenaceum. El clado VII 
contiene 4 secciones con 9 especies de las cuales 4 fueron usadas en el estudio; 
Sección Gibbosum con Fusarium equiseti, sección Discolor con Fusarium culmorum y 
Fusarium graminearum, sección Sporotrichiella con Fusarium sporotrichioides.  

Una vez obtenida esta información de las especies morfológicas y la inferencia 
filogenética por caracteres morfológicos se procedió a realizar la caracterización de las 
especies filogenéticas por medio de herramientas moleculares.  
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6.2 Caracterización molecular 

6.2.1 Extracción de ADN fúngico 

Como primer paso para lograr una exitosa extracción de ADN fúngico, se realizó la 
estandarización del protocolo (basado en Cenis, 1992) incluyendo en este la maceración 
con nitrógeno líquido de abundante micelio para lo cual se dejó crecer el cultivo en 
Czapek líquido por una semana a 27°C y en agitación.  

6.2.2 Evaluación de calidad y concentración de ADN 

En la figura 6.2-1 se observan las muestras de ADN extraídas mediante el método de 
Cenis (1992), modificado. 

 

Figura 6.2-1. Extracción de ADN. Electroforesis en gel de agarosa al 1%. 1. Marcador 
de peso molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3. Fusarium 
avenaceum; 4. Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6. Fusarium foetens; 7. 
Fusarium graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium 
solani; 11.Fusarium sp; 12.Fusarium sporotrichioides; 13.Fusariumsubglutinans; 
14.Fusarium verticillioides. 

El método utilizado para obtener valores cuantitativos de la concentración de ADN fue el 
de la medición en el fluorómetro, obteniéndose las concentraciones  de la Tabla 6.2-1. 
para cada una de las muestras:  

Tabla 6.2-1. Concentración ADN. 

Especie Concentración (ng/µl) 

Fusarium anthophilum 293 

Fusarium avenaceum 280 

Fusarium culmorum 290 

Fusarium equiseti 284 

Fusarium foetens 305 
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Fusarium graminearum 295 

Fusarium oxysporum 315 

Fusarium proliferatum 298 

Fusarium solani 395 

Fusarium sp. 286 

Fusarium sporotrichioides 270 

Fusarium subglutinans 315 

Fusarium verticillioides 264 

Los anteriores datos permiten afirmar que el protocolo empleado para la extracción de 
ADN es eficiente. 

Pueden observarse diferentes concentraciones de ADN en cada una de las trece 
especies (Ver Figura 6.2-1) obtenidas con el protocolo modificado de Cenis (1992), lo 
cual puede deberse a la cantidad de micelio puesto a crecer en el medio Czapek líquido 
o a pérdidas de micelio durante la maceración con nitrógeno líquido. Sin embargo, se 
obtuvo buena cantidad de ADN. A partir de los valores obtenidos por mediciones en el 
fluorómetro se realizaron los cálculos de la cantidad de ADN necesario para usar en los 
ensayos de PCR. 

6.2.3 Reacción en cadena de la polimerasa 

El método de la PCR (reacción en cadena de la polimerasa),  provee una base simple, 
sencilla, precisa y rápida para determinar la presencia de secciones  específicas en 
ciertos genes para el género Fusarium en este caso. Se tenía como objetivo amplificar 
fragmentos de genes conservados y para lograrlo se llevaron a cabo PCRôs con quince 
pares de iniciadores diferentes en un termociclador PTC -100 MJ Research Inc y en un 
termociclador Multigene Labnet International Inc para las trece especies pertenecientes al 
género Fusarium. 

Se utilizó un control negativo, el cual contenía la mezcla empleada en la reacción de PCR 
sin ADN molde. 

6.2.3.1 Amplificación por PCR de cuatro fragmentos del cluster 
de rDNA 

6.2.3.1.1 PCR con los iniciadores ITS FuF/ ITS FuR 

Se obtuvieron productos de amplificación de 416pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por Abd-
Elsalam y colaboradores (2003) era de 398pb (Figura 6.2-2). 
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Figura 6.2-2.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores ITSFuF e 
ITSFuR (Abd-Elsalam et al., 2003). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador 
de peso molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13.Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores ITSFuF e ITSFuR fueron 61°C para la temperatura de 
anillamiento, una concentración de 6mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para 
cada primer. 

6.2.3.1.2 PCR con los iniciadores ITS 1/ ITS 2 

Se obtuvieron productos de amplificación de 220pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por 

White y colaboradores (1990) era de 250 pb (Figura 6.2-3). 

 

Figura 6.2-3.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores ITS 1 e ITS 
2 (White et al., 1990). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso 
molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusariumsubglutinans; 
14.Fusariumverticillioides; 15.  Control agua. 
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Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores ITS1 e ITS2 fueron 64°C para la temperatura de anillamiento, una 
concentración de 6mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.1.3 PCR con los iniciadores ITS 1/ ITS 4 

Se obtuvieron productos de amplificación de 575pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por 
Demirel y colaboradores (2008), era de 570 pares de bases (Figura 6.2-4). 

 

Figura 6.2-4.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores ITS 1 e ITS 
4 (Demirel et al., 2008). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso 
molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores ITS 1 e ITS 4 fueron 61°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 6mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.1.4 PCR con los iniciadores ITS 4/ ITS 5 

Se obtuvieron productos de amplificación de 530pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por 
Reynoso y colaboradores(2008) era de 524 pares de bases (Figura 6.2-5).  
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Figura 6.2-5.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores ITS 4 e ITS 
5 (Reynoso et al., 2008). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso 
molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum; 5.Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores ITS 4 e ITS 5 fueron 56.5°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 6mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.2 Amplificaci·n por PCR de la regi·n 1 y 2 de la ɓ-tubulina 

6.2.3.2.1 PCR con los iniciadores Bt1a/ Bt1b 

Se obtuvieron productos de amplificación de 280pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por Glass 
y colaboradores, (1995) era de 537 pares de bases (Figura 6.2-6). 

 

Figura 6.2-6.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores Bt1Ŭ y 
Bt1b (Glass et al., 1995). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso 
molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusariumavenaceum; 
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4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones de menor tamaño al tamaño esperado para cada una de las 
trece especies. El control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores Bt1a y Bt1b fueron 58.6°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 2.4mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.2.2 PCR con los iniciadores Bt2a/ Bt2b 

Se obtuvieron productos de amplificación de 380pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por Glass 
y Donaldson(1995) era de 495 pares de bases (Figura 6.2-7). 

 

Figura 6.2-7.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores Bt2a y 
Bt2b (Glass et al., 1995). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso 
molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones de menor tamaño al tamaño esperado para cada una de las 
trece especies. El control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores Bt2a y Bt2b fueron 60.6°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 2.4mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.3 Amplificación por PCR del gen de la Calmodulina 

6.2.3.3.1 PCR con los iniciadores cmd-F / cmd-R 
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Se obtuvieron productos de amplificación de 720pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por 
OôDonell y colaboradores, (2000) era de 672 pares de bases (Figura 6.2-8). 

 

Figura 6.2-8.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores cmd-F y 
cmd-R(OôDonell  et al., 2000). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de 
peso molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14. Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores cmd-F y cmd-R fueron 55.8°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 5mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.4 Amplificación por PCR de la Citocromo Oxidasa I 

6.2.3.4.1 PCR con los iniciadores AHyFuF/ AHyFuR 

Se obtuvieron productos de amplificación de 567pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por 
Gilmore y colaboradores (2007) era de 567 pares de bases (Figura 6.2-9). 

 

Figura 6.2-9.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores AHyFuF y 
AHyFuR(Gilmore et al., 2007). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de 
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peso molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores AHyFuF y AHyFuR fueron 57°C para la temperatura de 
anillamiento, una concentración de 2.5mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para 
cada primer. 

6.2.3.5 Amplificación por PCR del Factor de Elongación 1-Ŭ 

6.2.3.5.1 PCR con los iniciadores EF1H/ EF2T 

Se obtuvieron productos de amplificación de 700pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por 
OôDonell y colaboradores (1998) era de 678 pares de bases (Figura 6.2-10). 

 

Figura 6.2-10.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores EF1H y 
EF2T (OôDonell et al., 1998). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de 
peso molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14. Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores EF1H y EF2Tfueron 57°C para la temperatura de anillamiento, una 
concentración de 6mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.6 Amplificación por PCR de Histidina Quinasa 
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6.2.3.6.1 PCR con los iniciadores hog1-F / hog1-R 

Se obtuvieron productos de amplificación insespecificos para cada una de las trece 
especies, sin embargo pudo identificarse un amplicon de 280pb (flecha) 
aproximadamente. El tamaño esperado del único amplicon era de 290 pares de bases 
(Figura 6.2-11). 

 

Figura 6.2-11.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores hog1-F y 
hog1-R. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso molecular 
(HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium avenaceum; 
4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

El control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. Se cortó la banda de 
aproximadamente 250 pares de bases y fue purificada para enviar a secuenciar (Figura 
6.2-12). 

 

Figura 6.2-12.Producto purificado de la amplificación de la PCR usando los 
iniciadores hog1-F y hog1-R. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de 
peso molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides. 
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Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores hog1-F y hog1-Rfueron 54.9°C para la temperatura de 
anillamiento, una concentración de 5mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para 
cada primer. 

6.2.3.7 Amplificación por PCR de Histonas: Histona 3 e Histona 4 

6.2.3.7.1 PCR con los iniciadores H3-1Ŭ / H3-1b 

Se obtuvieron productos de amplificación de 420pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por Glass 
y Donaldson (1995) era de 447 pares de bases (Figura 6.2-13). 

 

Figura 6.2-13.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores H3-1Ŭ y 
H3-1b (Glass y Donaldson, 1995). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador 
de peso molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp; 12.Fusarium sporotrichioides; 13.Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores H3-1Ŭ y H3-1bfueron 61.3°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 5.5mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.7.2 PCR con los iniciadores H4-1Ŭ / H4-1b 

Se obtuvieron productos de amplificación de 250pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por Glass 
y Donaldson  (1995) era de 259 pares de bases (Figura 6.2-14). 
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Figura 6.2-14.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores H4-1Ŭ y 
H4-1b (Glass y Donaldson, 1995). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador 
de peso molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14. Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores H4-1Ŭ y H4-1bfueron 57.8°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 5.5mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.8 Amplificación por PCR de Proteasa Aspártica 

6.2.3.8.1 PCR con los iniciadores arp-2F / arp-2R 

Se obtuvieron productos de amplificacióninespecíficos para cada una de las trece 
especies. El tamaño esperado era de 1000 pares de bases (Figura 6.2-15). 

 

Figura 6.2-15. Producto de amplificación de la PCRusando los iniciadores arp-2F y arp-
2R. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso molecular 
(HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium avenaceum; 
4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 
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El control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. Se cortó la banda de 
aproximadamente 750 pares de bases y fue purificada para luego enviarla a secuenciar 
(Figura 6.2-16). 

 

Figura 6.2-16.Producto purificado de la amplificación de la PCR usando los 
iniciadores arp-2F y arp-2R. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de 
peso molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13.Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores arp-2F y arp-2Rfueron 57.8°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 5mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

 

6.2.3.9 Amplificación por PCR de la subunidad pequeña del 
ribosoma del gen de RNA mitocondrial 

6.2.3.9.1 PCR con los iniciadores NMS1 / NMS2 

Se obtuvieron productos de amplificación de 720 pb aproximadamente para cada una de 
las trece especies. El tamaño esperado del único amplicon según lo reportado por White 
y colaboradores (1990) era de 716 pares de bases (Figura 6.2-17). 
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Figura 6.2-17.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores NMS1 y 
NMS2 (White et al., 1990). Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso 
molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp; 12.Fusarium sporotrichioides; 13.Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides; 15.  Control agua. 

Se obtuvieron amplicones del tamaño esperado para cada una de las trece especies. El 
control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores NMS1 y NMS2 fueron 61.3°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 5mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

6.2.3.10 Amplificación por PCR de la proteína ribosomal P2 60S 

6.2.3.10.1 PCR con los iniciadores asp-F / asp-R 

Se obtuvieron productos de amplificacióninespecíficos para cada una de las trece 
especies (Figura 6.2-18). Se esperaba un tamaño de amplificación de 258 pares de 
bases obteniéndose un amplificado de 200pb (flecha) aproximadamente para cada una 
de las 13 especies. 

 

Figura 6.2-18.Producto de amplificación de la PCR usando los iniciadores asp-F y 
asp-R. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso molecular 
(HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium avenaceum; 
4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusariumgraminearum; 
8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 11.Fusarium sp.; 
12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium verticillioides; 15.  
Control agua. 

El control negativo fue consistentemente negativo en la reacción. Se cortó la banda de 
aproximadamente 200 pares de bases y fue purificada para enviar a secuenciar (Figura 
6.2-19). 
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Figura 6.2-19.Producto purificado de la amplificación de la PCR usando los 
iniciadores asp-F y asp-R. Electroforesis en gel de agarosa al 1%.  1. Marcador de peso 
molecular (HyperLadder IV BIOLINE®); 2. Fusarium anthophilum; 3.Fusarium 
avenaceum; 4.Fusarium culmorum;5. Fusarium equiseti; 6.Fusarium foetens; 7.Fusarium 
graminearum; 8.Fusarium oxysporum; 9.Fusarium proliferatum; 10.Fusarium solani; 
11.Fusarium sp.; 12.Fusarium sporotrichioides; 13. Fusarium subglutinans; 14.Fusarium 
verticillioides. 

Los parámetros optimizados en la reacción de PCR para la amplificación específica 
usando los iniciadores asp-F y asp-R fueron 58.4°C para la temperatura de anillamiento, 
una concentración de 5mM de MgCl2, y una concentración de 1µM para cada primer. 

Los productos de amplificación de las trece especies con ARP, ASP, Bt1, Bt2, CMD, 
Cox1, EFTU, H3, H4, HOG, ITSôs (ITS 1, ITS 2, ITS 4, ITS 5, ITSFu), NMS  fueron 
purificados y enviados a secuenciar a Macrogen Korea ® con el iniciador Forward y el 
iniciador Reverse. 

Una vez obtenidas las secuencias se analizaron los cromatogramas y se realizó la 
edición para obtener una secuencia concenso con el software CLC Sequence Viewer 6 
(Version 6.2). Posteriormente se realizó el BLAST de estas en NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) y se tuvo en cuenta el resultado arrojado del e-value, query 
coverage y porcentaje de identidad.  

Las secuencias obtenidas que tenían una longitud de más de 200pb fueron indexadas en 
NCBI (ANEXO J).  

 

 

 

 

6.3 Sistemática Molecular 

Se obtuvieron secuencias de 15 regiones génicas diferentes para 13 especies del género 

Fusarium.Se contabilizaron los sitios variables de las secuencias a partir de los 

alineamientos múltiplespara cada una de las regiones génicas para determinar la 

cantidad de caracteres derivados y únicos (autopomorfías) yde caracteres derivados y 

compartidos  (sinapomorfías) por las trece especies (Tabla 6.3-1). 
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Tabla 6.3-1. Caracteres derivados y únicos o derivados y compartidos para las trece 

especies del géneroFusarium en diferentes regiones génicas. 

REGIÓNGENICA LONGITUD AUTOPOMORFIAS SINAPOMORFIAS 

ARP 240 192 40 

ASP 184 94 67 

BT1 457 212 182 

BT2 162 50 92 

CMD 575 151 400 

COX 528 237 228 

EFTU 669 175 454 

H3 443 108 322 

H4 179 71 96 

HOG 203 88 85 

ITS 381 120 218 

ITS 1/2 419 57 193 

ITS 1/4 474 65 380 

ITS 4/5 526 218 249 

NMS 497 11 14 
 

El análisis de los caracteres derivados permite decir que para las regionesgénicas de la 
proteasa aspártica, proteína ribosomal P2 60S, ɓ-tubulina 1, citocromo oxidasa I e 
histidina quinasa es mayor el número de autopomorfías, es decir, en sus secuencias es 
mayor el número de caracteres derivados y únicos, es decir, si se hace un analisis con 
estas regionesgénicas no se indicarán relaciones entre dos o más taxones, diferenciarán 
entre especies pero no agruparán correctamente. 

Para las regiones génicas de la ɓ-tubulina 2, calmodulina,factor de elongación 1-Ŭ, 
histonas 3 y 4, cluster de rDNA (18S, ITS 1, ITS 2, ITS 4 e ITS 5) ysubunidad pequeña 
del ribosoma es mayor el número de sinapomorfías, lo cual indica que las 
recontrucciones filogenéticas usando estas regiones génicas muestran caracteres 
derivados y compartidos los cuales permiten diferenciar y agrupar a las especies al 
mismo tiempo, y por lo tanto serán más útiles a la hora de hacer las inferencias de 
parentesco. 

 

 

6.4 Filogenia Molecular 

Se obtuvieron secuencias de las siguientes regiones génicas para 13 especies del 
género Fusarium: proteasa asp§rtica, ɓ-tubulina, calmodulina, citocromo oxidasa I, factor 
de elongación 1-Ŭ, histidina quinasa, histonas 3 y 4, cluster de rDNA (18S, ITS 1, ITS 2, 
ITS 4 e ITS 5), subunidad pequeña del ribosoma y proteína ribosomal P2 60S.  
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A partir de las secuencias del amplicon completo se hizo la inferencia molecular por 
medio del método de distancia Neighbor Joining(NJ) usando un bootstrap de 1000 
réplicas en el programa MEGA5. Para evitar falsas inferencias por el uso injustificado del 
modelo de evolución,se estimó el mejor modelo de evolución usando el programa 
ModelTest® (Posada, 2010) teniendo en cuenta el resultado del criterio de información 
de Akaike, obteniendo los siguientes resultados (Tabla 6.4-1): 

Tabla 6.4-1. Modelo de evolución estimado para cada una de las regiones génicas a 
través de ModelTest® y modelo de evolución empleado en MEGA5 para las inferencias 

moleculares. 

REGIÓNGENICA MODELTEST® MEGA5 

ARP TrNef Tamura-Nei 

ASP TPM Tamura 3-parameter 

BT1 TrNef Tamura-Nei 

BT2 TrNef+G Tamura-Nei+G 

CMD TrNef+G Tamura-Nei+G 

COX TPM2+G Tamura 3-parameter+G 

EFTU TIM2+G Tamura-Nei+G 

H3 TPM+I Tamura 3-parameter+I 

H4 TrNef+G Tamura-Nei+G 

HOG K80+G Kimura-2 parameter+G 

ITS TrNef+G Tamura-Nei+G 

ITS1/ ITS 2 TIM2+G Tamura-Nei+G 

ITS1/ ITS 4 TIM2+I+G Tamura-Nei+I+G 

ITS4/ ITS 5 TrNef+G Tamura-Nei+G 

NMS F81+I Jukes-Cantor+I 
JC (Jukes y Cantor 1969); TrN (Tamura y  Nei 1993); TPM (modelo 3-parametros); TIM (model transicional) (Posada 
2003);GTR (Tavaré, 1986). +I: sitios invariables; +G: tasa de variación entre sitios. 

No fue posible usar el modelo de evolución estimado con el programa ModelTest®en 
MEGA5 en todos los casos debido a inconvenientes a la hora de calcular las matrices de 
sustitución, por lo que fue necesario emplear otro modelo de evolución (Ver Tabla 6.4-1). 

Inicialmente se hizo el análisis de la filogenia del género para demostrar que es 
monofilético incluyendo dos grupos externos para el análisis. Aspergillus niger 
(Trichocomaceae) y Penicillium roqueforti (Trichocomaceae) fueron escogidos como los 
grupos externos. La escogencia de los grupos externos fue basada en trabajos previos 
como el de Watanabe y colaboradores (2011). Los resultados obtenidos indican que 
efectivamente el género Fusarium es monofilético. A continuación en la Figura 6.4-1 se 
presenta el árbol filogenético. 
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Figura 6.4-1. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium.  Lahistoria 
evolutiva fue inferida usando el método de Neighbor-Joining. El árbol consenso fue 
inferido después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el 
método de Maximum Composite Likelihood. Los análisis involucraron 15 secuencias 
nucleotídicas. 
 
A continuación se presentan las inferencias moleculares obtenidas para cada 
amplificación de las diferentes regiones génicas. Se utilizó el árbol obtenido a partir de 
los caracteres morfológicos como soporte de las hipótesis moleculares inferidas. Para 
hacer másfácil la interpretación de los resultados las especies fueron coloreadas 
dependiendo de la sección a la cual pertenecían (Nelson et al., 1983) de la siguiente 
forma: azul: Roseum, verde: Liseola, amarillo: Elegans, crema: Sporotrichiella, gris: 
Gibossum, rosa: Discolor, café: Martiella.  

Las relaciones filogenéticas difieren entre genes. Las topologías obtenidas a partir de las 
secuencias nucleotídicas no fueron consistentes entre genes, ni consistentes con el árbol 
inferido a partir de caracteres morfológicos.Para las regiones amplificadas delos genesde 
la proteína ribosomal P2 60S (ARP) (Figura 6.4-2),la proteasa aspártica (ASP) (Figura 
6.4-3), la ɓ-tubulina usando los iniciadores Bt1 (Figura 6.4-4), la ɓ-tubulina usando los 
iniciadores Bt2 (Figura 6.4-5), la calmodulina (CMD) (Figura 6.4-6), el citocromo oxidasa I 
(COX) (Figura 6.4-7), el factor de elongación 1-Ŭ (EFTU) (Figura 6.4-8),la histona 4 (H4) 
(Figura 6.4-10),lahistidina quinasa (HOG) (Figura 6.4-11),la región 18S de rDNA con los 
iniciadoresITSFuF e ITSFuR(Figura 6.4-12), la región 18S de rDNA con los 
iniciadoresITS4 e ITS5(Figura 6.4-15) y el gen de RNA mitocondrial (NMS) (Figura 6.4-
16) no se observaron consistencias topológicas entre secciones (Nelson et al., 1983) ni 
clados (Watanabe et al, 2011),además el soporte de las ramassuperficiales y basales no 
genera un buen nivel de confianza al oscilar entre valores medios-altos y medios-bajos 
de bootstrap. A continuación se presentan las figuras de las amplificaciones que 
presentan estas inconsistencias topológicas. 

 

 

 Fusarium solani

 Fusarium proliferatum

 Fusarium avenaceum

 Fusarium culmorum

 Fusarium graminearum

 Fusarium sporotrichioides

 Fusarium equiseti
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Figura 6.4-2. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la proteína ribosomal P2 60S (ARP). Las distancias 
evolutivas fueron calculadas usando el método de Tajima-Nei. Los análisis involucraron 
13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 131 posiciones del set de datos final.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figura 6.4-3. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de proteasa aspártica (ASP). Las distancias evolutivas 
fueron calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 126 posiciones del set 
de datos final.  
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Figura 6.4-4. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la ɓ-tubulina usando los iniciadores Bt1. Las 
distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Tajima-Nei. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 223 posiciones del set 
de datos final.  
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.4-5. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la ɓ-tubulina usando los iniciadores Bt2. Las 
distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Tajima-Nei. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 223 posiciones del set 
de datos final.  
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Figura 6.4-6. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Calmodulina (CMD). Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis involucraron 13 secuencias 
nucleotídicas. Se analizó un total de 513 posiciones del set de datos final.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.4-7. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Citocromo Oxidasa (COX). Las distancias evolutivas 
fueron calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis involucraron 13 
secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 513 posiciones del set de datos final.  
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Figura 6.4-8. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen delFactor de Elongación 1-Ŭ (EFTU). Las distancias 
evolutivas fueron calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis involucraron 
13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 529 posiciones del set de datos final.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 6.4-10. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Histona 4 (H4). Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis involucraron 13 secuencias 
nucleotídicas. Se analizó un total de 134 posiciones del set de datos final.  
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Figura 6.4-11. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Histidina Quinasa (HOG). Las distancias evolutivas 
fueron calculadas usando el método de Kimura 2 parámetros. Los análisis involucraron 
13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 40 posiciones del set de datos final.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6.4-12. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del cluster de rDNA usando los iniciadores ITSFuF e ITSFuR. 
Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los 
análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 309 posiciones 
del set de datos final.  
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Figura 6.4-15. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del cluster de rDNA usando los iniciadores ITS4 e ITS5. Las 
distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 433 posiciones del set 
de datos final.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.4-16. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada de la subunidad pequeña del ribosoma del gen de RNA 
mitocondrial (NMS). Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de 
Jukes-Cantor. Los análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total 
de 487 posiciones del set de datos final.  
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No obstante, el analisis de las amplificaciones de las regiones genicas de la Histona 3 
(H3) (Figura 6.4-9), el cluster de rDNA usando los iniciadores ITS1 e ITS2 (Figura 6.4-13) 
y el cluster de rDNA usando los iniciadores ITS1 e ITS4 (Figura 6.4-14), muestran 
algunas consistencias topológicas con el comparativo con el arbol obtenido por 
caracteres morfológicos en la agrupación por secciones, en especial para las secciones 
Elegans y Discolor y parcialmente para los miembros de la sección Liseola quienes 
aunque no estuvieron juntas en los árboles si la mayoría de los miembros se vieron 
agrupados en el mismo anidamiento; además los soportes de rama oscilaron entre 
valores medios-altos lo que genera una mayor confiabilidad al analizar los anidamientos 
obtenidos con cada una de las regionesgénicas. A continuación se muestran los árboles 
que presentaron algunas consistencias topológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.4-9. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Histona 3 (H3). Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Tamura 3 parámetros. Los análisis involucraron 13 
secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 408 posiciones del set de datos final.  
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Figura6.4-13. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del cluster de rDNA usando los iniciadores ITS1 e ITS2. Las 
distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 376 posiciones del set 
de datos final.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 6.4-14. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del cluster de rDNA usando los iniciadores ITS1 e ITS4. Las 
distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 428 posiciones del set 
de datos final.  
 
Observadas estas inconsistencias topológicas, se procedió a calcular las distancias entre 
cada uno de los 15 árboles con la herramienta treedist (v 3.68). A continuación se 
presenta la matriz obtenida, observando que ningún árbol fue igual a otro, pudiendo decir 
que un gen: una historia evolutiva. 
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Tabla 6.4-2. Matriz de distancias entre arboles obtenida a partir de la herramienta 
treedist. 1:  ARP, 2: ASP, 3: Bt1, 4: Bt2, 5: CMD, 6: COX, 7: EFTU, 8: H3, 9: H4, 10: 
HOG, 11: ITS, 12: ITS1/2, 13: ITS1/4, 14: ITS4/5, 15: NMS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dados estos resultados, se realizaron análisis de las regiones amplificadas a partir de las 
matrices de sustitución (Ver ANEXO D) y de la comparación con una secuencia canónica 
(Ver ANEXO E), en este caso el genoma de Fusarium oxysporumdisponible en NCBI. Se 
realizaron gráficas de correlación entre genes y simulaciones de Montecarlo (Ver ANEXO 
F) para determinar porque no se observaban coincidencias filogenéticas en los analisis 
individuales de los amplificados. A partir de estos resultados se decidió eliminar de los 
análisis las amplificaciones de las regiones génicas de la proteasa aspártica, la proteína 
ribosomal P2 60Sy la histidina quinasa dado a que presentaron grandes desviaciones de 
las frecuencias al ser comparadas con los otros amplificados. 

Con el objetivo de obtener inferencias precisas se procedió a realizar arreglos 
concatenados de los genes empleados en el estudio. Para esto se concatenaron las 
secuencias nucleotídicas obtenidas de las amplificaciones (Delsuc et al., 2005; Pupko et 
al., 2002; Philippe et al., 2004) con las 12 parejas de iniciadores. Dado a que en el 
programa MEGA5 no puede discriminarse el modelo de evolución a usar para cada una 
de las regiones génicas concatenadas se uso el modelo de Maximum Composite 
Likelihood debido a que este modelo reduce el error en el calculo de las distancias entre 
las diferentes especies al ser analizado mediante el metodo de distancia NJ (Tamura et 
al., 1993; Tamura et al., 2004). A continuación se presenta el superárbol obtenido de la 
concatenación de los 12 amplicones completos (Figura 6.4-17). 
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Figura 6.4-17.Superárbol filogenético obtenido de la concatenación de los 
productos amplificados de las 12 parejas de iniciadores.Las distancias evolutivas 
fueron calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood (obtenido con 
MEGA5; BP:1000 réplicas).  

El superárbol obtenido presenta inconsistencias topológicas al ser comparado con el 
árbol obtenido a partir de los caracteres morfologicos y de soporte de ramas definido por 
el valor del bootstrap. Los miembros pertenecientes a la misma sección (cajas de 
colores) se encuentran agrupados en diferentes cluster, el único cluster que está 
correctamente agrupado es el de los miembros de la sección Discolor (rosa). 

Al ver estos resultados, se hicieron las inferencias que combinaban los caracteres 
morfológicos y los moleculares para de esta forma obtener un árbol mas robusto usando 
un paquete de estadística multivariada MVSP 3.1 ® (Kovach, 2003). Se obtuvo el 
dendrograma a través del algoritmo Nearest Neighbour analizado estadisticamentecon el 
coeficiente de Jaccard para medir la distancia existente entre las 13 especies del set de 
datos. A continuación se presentan los árboles inferidos para cada una de las regiones 
genicas. 

Los árboles filogenéticos obtenidos de la concatenación dependiente de los caracteres 
morfológicos y la amplificación de la región tub1 del gen de la -̡tubulina (Figura 6.4-18), 

la región tub2 del gen de la -̡tubulina (Figura 6.4-19), la región génica de la calmodulina 

(Figura 6.4-20), la región génica de la citocromo oxidasa I(Figura 6.4-21), la región génica 
dela Histona 4 (Figura 6.4-24), la región génica ITS 1 e ITS4 del cluster de rDNA(Figura 
6.4-27) presentan inconsistencias topologicasde agrupación por clados (Watanabe et al., 
2011) y por secciones (Nelson et al., 1983) al hacer el comparativo con el árbol obtenido 
a partir de los caracteres morfologicos. 

La región génica 18S del cluster de rDNA con los iniciadores ITSFu(Figura 6.4-25), la 
región génica ITS1 e ITS2 del cluster de rDNA(Figura 6.4-26),, la región génica ITS 4 e 
ITS 5 del cluster de rDNA(Figura 6.4-28) y la región génica de la subunidad pequeña 
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ribosomal de RNA(Figura 6.4-29) presentan algunas consistencias topológicas en la 
agrupación por secciones, en especial para las secciones Discolor, Elegans y Liseola 
(Nelson et al., 1983). 

La región génica del factor de elongación 1-Ŭ (Figura 6.4-22) es consistente 
topológicamente con la agrupación por clados pero no con la agrupación por secciones. 

A continuación se presentan los superárboles producto de la concatenación de los 
caracteres morfológicos y moleculares. 

 

Figura 6.4-18. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la ɓ-tubulina usando los iniciadores Bt1. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos.  
 

 
 
Figura 6.4-19. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la ɓ-tubulina usando los iniciadores Bt2. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos. 
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Figura 6.4-20. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de lacalmodulina usando los iniciadores cmd. Los 
análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos. Los 
análisis evolutivos fueron llevados a cabo en MVSP. 
 

 
 
Figura 6.4-21. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de lacitocromo oxidasa I usando los iniciadores AHy. 
Los análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos.  
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Figura 6.4-22. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen del factor de elongación 1-Ŭ usando los iniciadores 
EFTU. Los análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres 
morfológicos.  
 

 

Figura 6.4-24. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Histona 4 usando los iniciadores H4.Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos.  
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Figura 6.4-25. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada 18S del cluster de rDNA usando los iniciadores ITSFu.Los 
análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos.  
 
 

 

Figura 6.4-26. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada 18S del cluster de rDNA usando los iniciadores ITS 1 e ITS2.Los 
análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos.  
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Figura 6.4-27. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada 18S del cluster de rDNA usando los iniciadores ITS 1 e ITS 4.Los 
análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos.  
 
 

 

Figura 6.4-28. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada 18S del cluster de rDNA usando los iniciadores ITS 4 e ITS 5.Los 
análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos.  
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Figura 6.4-29. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la subunidad pequeña ribosomal de RNA usando los 
iniciadores NMS.Los análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres 
morfológicos.  
 
El árbol filogenético obtenido de la concatenación dependiente de los caracteres 
morfológicos y la amplificación de la región génica dela Histona 3 (Figura 6.4-23)es 
congruente topológicamente con el árbol obtenido por caracteres morfológicos y con lo 
reportado en la literatura y sus agrupaciones están bien soportadas. 

 

 
 
Figura 6.4-23. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Histona 3 usando los iniciadores H3.Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas y 18 caracteres morfológicos.  
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Dado a que el objetivo de este trabajo es obtener inferencias filogenéticasprecisas de 
cada región amplificada en los analisis multilocus, se procedióa obtener microsecuencias 
a partirdel mapa de variación donde se identificaron las zonas conservadas, variables y 
altamente variables (Ver ANEXO G). 

Una vez seleccionadas las microsecuencias se calculó el índice de cambio y la variación 
de las secuencias (Ver ANEXO H). 

Se escogieron las microsecuencias con el mayor número de cambios (Mi), debido a que 
la hipótesis molecular inferida era más cercana a la hipótesis morfológica obtenida y se 
estimo el mejor modelo de evolución para cada una de estas usando ModelTest® 
(Posada, 2011),(Ver ANEXO I). 

Posteriormente se llevó a cabo el análisis multicriterio de concatenación empleando los 
valores del Índice de cambio(Mi), los valores del Log-Likelihood y la ubicación celular de 
los genes amplificados. A continuación se presentan las inferencias moleculares 
obtenidas de este análisis:  

El árbol filogenético obtenido de la concatenación dependiente del valor del índice de 
cambio (Mi) de forma ascendente (Figura 6.4-30) presenta buenos soportes de rama 
definidos por el valor del bootstrap, sin embargo la topología obtenida no es consistente 
con la obtenida por caracteres morfológicos ni con la reportada en la bibliografía por 
agrupación de clados (Watanabe et al., 2011). 

 

Figura 6.4-30.Árbol filogenético obtenido de la concatenación dependiente del 
valor del índice de cambio (Mi) de forma ascendente. Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood. Concatenacion de 
subunidad pequeña ribosomal de RNA- ITS 1 y 4 - Histona 3 - ITS 1 y 2 ïFactor de 
Elongación 1- -h Calmodulina - ITS 4 y 5ï Citocromo oxidasa I ï Histona 4 - ITS - ɓ-

tubulina (tub 1) -ɓ-tubulina (tub 2) (obtenido con MEGA5; BP:1000 réplicas). Se analizo 
un total de 1666 posiciones.  

El árbol filogenético obtenido de la concatenación dependiente del valor del índice de 
cambio (Mi) de forma descendente (Figura 6.4-31) presenta soportes de rama buenos 
(BP=100) y malos (BP<50), lo cual genera dudas a la hora de evaluar la topología 
obtenida, ademas de esto se observan valores de soporte de ramas altos y bajos en las 
ramas superficiales y en las ramas basales contrario a lo que reporta la bibliografia de 
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valores altos en las ramas superficiales y soportes bajos en las ramas basales. La 
topología obtenida no es consistente con la obtenida por caracteres morfológicos ni con 
la reportada en la bibliografía por agrupación de clados o secciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.4-31.Árbol filogenético obtenido de la concatenación dependiente del 
valor del índice de cambio (Mi) de forma descendente.Las distancias evolutivas 
fueron calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood. Concatenacion 
deɓ-tubulina (tub 2) - ɓ-tubulina (tub 1) - ITSï Histona 4ï Citocromo oxidasa I - ITS 4 y 5- 
CalmodulinaïFactor de Elongación 1-  h -  ITS 1 y 2- Histona 3 - ITS 1 y 4 ï subunidad 

pequeña ribosomal de RNA (obtenido con MEGA5; BP:1000 réplicas). Se analizo un total 
de 1666 posiciones.  

El árbol filogenético obtenido de la concatenación a partir de los valores del Log-
Loikelihood de forma ascendente (Figura 6.4-32) presenta soportes de rama buenos 
definidos por el valor del bootstrap (BP>70), sin embargo la topología obtenida no es 
consistente con la obtenida por caracteres morfológicos ni con la reportada en la 
bibliografía por agrupación de clados o secciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.4-32.Árbol filogenético obtenido de la concatenación a partir de los 
valores del Log-Loikelihood de forma ascendente.Las distancias evolutivas fueron 
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calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood. Concatenación de ɓ-
tubulina (tub 2)ï Histona 4 - ITS ï Histona 3 - ITS 1 y 2 - Calmodulina ï ɓ-tubulina (tub 1) 
- ITS 1 y 4 - ITS 4 y 5- Citocromo oxidasaï Factor de Elongación 1- ïh subunidad 

pequeña ribosomal de RNA (obtenido con MEGA5; BP:1000 réplicas). Se analizo un total 
de 1666 posiciones.  

El árbol filogenético obtenido de la concatenación a partir de los valores del Log-
Loikelihood de forma descendente (Figura 6.4-33) presenta soportes de rama buenos 
definidos por el valor del bootstrap (BP>96), y la topología obtenida es consistente con la 
obtenida por caracteres morfológicos y con la reportada en la bibliografía por agrupación 
de clados y secciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.4-33.Árbol filogenético obtenido de la concatenación a partir de los 
valores del Log-Loikelihood de forma descendente. Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood. Concatenación de la 
subunidad pequeña ribosomal de RNAï Factor de elongación 1-  h- Citocromo oxidasa I- 

ITS 4 y 5- ITS 1 y 4 ï ɓ-tubulina (tub 1) - Calmodulina - ITS 1 y 2 ï Histona 3 - ITS ï 
Histona 4 -ɓ-tubulina (tub 2) (obtenido con MEGA5; BP:1000 réplicas). Se analizo un total 
de 1666 posiciones.  

El árbol filogenético obtenido de la concatenación dependiente de la localización celular 
mitocondrial-nuclear-citoplasmático (Figura 6.4-34) presenta soportes de rama medios 
definidos por el valor del bootstrap, la topología obtenida es consistente para las 
secciones Elegans y Discolor, sin embargo no es consistente con la obtenida por 
caracteres morfológicos ni con la reportada en la bibliografía por agrupación de clados o 
secciones. 
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Figura 6.4-34.Árbol filogenético obtenido de la concatenación dependiente de la 
localización celular mitocondrial-nuclear-citoplasmático.Las distancias evolutivas 
fueron calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood. Concatenación 
de la citocromo oxidasa I- subunidad pequeña mitocondrial de RNA ï Histona 3 ï Histona 
4 ï ɓ-tubulina (tub 1)- ɓ-tubulina (tub 2)ITS ï ITS 1 y 2 ï ITS 1 y 4 ï ITS 4 y 5 ï 
Calmodulina ï Factor de Elongacion 1- .h Se analizo un total de 1666 posiciones.  

El árbol filogenético obtenido de la concatenación dependiente de la localización celular  
nuclear-citoplasmático-mitocondrial (Figura 6.4-35) presenta soportes de rama medios 
definidos por el valor del bootstrap, la topología obtenida es consistente para las 
secciones Elegans y Discolor, sin embargo no es consistente con la obtenida por 
caracteres morfológicos ni con la reportada en la bibliografía por agrupación de clados o 
secciones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.4-35.Árbol filogenético obtenido de la concatenación dependiente de la 
localización celular  nuclear-citoplasmático-mitocondrial. La historia evolutiva fue 
inferida usando el método de Neighbor Joining. Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood. Árbol filogenético 
obtenido de la concatenación dependiente de la localización celular nuclear-
citoplasmático-mitocondrial (ɓHistona 3 ï Histona 4 ï ɓ-tubulina (tub 1)- ɓ-tubulina (tub 
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2)ITS ï ITS 1 y 2 ï ITS 1 y 4 ï ITS 4 y 5 ï Calmodulina ï Factor de Elongacion 1-ʰ - 
Citocromo oxidasa I - subunidad pequeña mitocondrial de RNA). Se analizo un total de 
1666 posiciones.  

La supermatriz empleada para inferir el mejor superarbol(Figura 6.4-33) fue empleada 
con otros métodos de inferencia filogenética:evoluciónmínima(Figura 6.4-36), máxima 
verosimilitud(Figura 6.4-37), máxima parsimonia(Figura 6.4-38) e inferencia bayesiana 
(Figura 6.4-39) para demostrar que el método propuesto es útil y reproducible. A 
continuación se presentan las inferencias obtenidas: 
 

 
 
Figura 6.4-36.Árbol filogenético obtenido de la concatenación a partir de los 
valores del Log-Likelihood de forma descendenteusando el método de evolución 
mínima. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Maximum 
Composite Likelihood. Árbol filogenético obtenido de la concatenación de la subunidad 
pequeña ribosomal de RNAï Factor de elongación 1-  h- Citocromo oxidasa I- ITS 4 y 5- 

ITS 1 y 4 ï ɓ-tubulina (tub 1) - Calmodulina - ITS 1 y 2 ï Histona 3 - ITS ï Histona 4 -ɓ-
tubulina (tub 2) (obtenido con MEGA5; BP:1000 réplicas). Se analizo un total de 1666 
posiciones.  
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Figura 6.4-37.Árbol filogenético obtenido de la concatenación a partir de los 
valores del Log-Likelihood de forma descendenteusando el método de maxima 
verosimilitud. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de 
Maximum Composite Likelihood. Árbol filogenético obtenido de la concatenaciónde la 
subunidad pequeña ribosomal de RNAï Factor de elongación 1-  h- Citocromo oxidasa I- 

ITS 4 y 5- ITS 1 y 4 ï ɓ-tubulina (tub 1) - Calmodulina - ITS 1 y 2 ï Histona 3 - ITS ï 
Histona 4 -ɓ-tubulina (tub 2) (obtenido con MEGA5; BP:1000 réplicas). Se analizo un total 
de 1666 posiciones.  

 
Figura 6.4-38.Árbol filogenético obtenido de la concatenación a partir de los 
valores del Log-Likelihood de forma descendenteusando el método de maxima 
parsimonia. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Maximum 
Composite Likelihood. Árbol filogenético obtenido de la concatenaciónde la subunidad 
pequeña ribosomal de RNAï Factor de elongación 1-  h- Citocromo oxidasa I- ITS 4 y 5- 

ITS 1 y 4 ï ɓ-tubulina (tub 1) - Calmodulina - ITS 1 y 2 ï Histona 3 - ITS ï Histona 4 -ɓ-
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tubulina (tub 2) (obtenido con WinClada ver.1.00.08; BP:1000 réplicas). Se 
analizaron3808 caracteres informativos en parsimonia. Ci=56; Ri=46. 

 

 

Figura 6.4-39.Árbol filogenético obtenido de la concatenación a partir de los 
valores del Log-Likelihood de forma descendenteusando el método de Inferencia 
Bayesiana.Se usaron 10.000.000 generaciones y 12 particiones correspondientes a 
cada una de las regiones genicas de la supermatriz. Árbol filogenético obtenido de la 
concatenaciónde la subunidad pequeña ribosomal de RNAï Factor de elongación 1-  h - 

Citocromo oxidasa I- ITS 4 y 5- ITS 1 y 4 ï ɓ-tubulina (tub 1) - Calmodulina - ITS 1 y 2 ï 
Histona 3 - ITS ï Histona 4 -ɓ-tubulina (tub 2) (obtenido con MrBayes®). Se analizo un 
total de 1666 posiciones.  

Las topologías obtenidas son consistentes con la obtenida por caracteres morfológicos y 
con la reportada en la bibliografía por agrupación de clados y secciones. El soporte de 
ramas varía para cada uno de los métodos, observándose los soportes mas bajos para el 
metodo de máxima parsimonia, sin embargo los valores que sustentan las ramas son 
buenos lo que da robustez a las inferencias y al método empleado. 

Por último se hizo la inferencia de la filogenia combinando la supermatriz de los 
caracteres moleculares y la matriz de los caracteres morfológicos obteniendo la siguiente 
inferencia (Ver Figura 6.4-40): 
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Figura 6.4-40.Árbol producto de la concatenacion de la supermatriz de los 
caracteres moleculares y la matriz de los caracteres morfológicos.Árbol filogenético 
obtenido de la concatenación de los caracteres morfológicos y de la subunidad pequeña 
ribosomal de RNAï Factor de elongación 1-  h- Citocromo oxidasa I- ITS 4 y 5- ITS 1 y 4 ï 

ɓ-tubulina (tub 1) - Calmodulina - ITS 1 y 2 ï Histona 3 - ITS ï Histona 4 -ɓ-tubulina (tub 
2) (obtenido con NONA; BP:1000 réplicas). Se analizo un total de 1292 posiciones.  

La topología no fue completamente consistente a la agrupación por clados y por 
secciones, sin embargo el soporte de las ramas fue alto. Lo anterior indica que la 
concatenación de los caracteres morfológicos y moleculares genera un sesgo topológico 
y que ese sesgo esta dado por la transformación de los caracteres morfológicos como 
una matriz binaria a información de caracteres de ADN (a=0 y c=1).  
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7. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

7.1 Caracterización morfológica 

Las especies del género Fusarium son conocidas alrededor del mundo como unas de las 
que presentan mayor dificultad de clasificación debido a la facilidad que tienen dichas 
especies de variar sus caracteres morfológicos y fisiológicos incluyendo los caracteres 
asociados con la virulencia (Schmidt et al., 2013). No obstante, la clasificación de estas 
especies a partir de sus caracteres morfológicos es de suma importancia en diferentes 
estudios de taxonomía y filogenia.  

La inferencia por caracteres morfológicos es útil como soporte para aceptar o rechazar 
las hipótesis moleculares inferidas. Dichas inferencias no son usadas en la actualidad 
como un resultado contundente para resolver hipótesis evolutivas debido a que la 
selección de los caracteres morfológicos principales para discriminar las posibles 
relaciones ancestrales son en la mayoría de los casos, un conjunto finito de 
características seleccionadas por el investigador, es decir, las relaciones evolutivas 
resultantes de la comparación de caracteres morfológicos es subjetiva pues dependen de 
los criterios escogidos por el investigador. Para evitar obtener un árbol morfológico 
basado en una selección subjetiva de los caracteres de comparación, se seleccionaron 
los caracteres más relevantes para discriminar entre especies diferentes basado en las 
clasificaciones taxonómicas bajo el concepto de especie morfológica (Leslie y Summerell, 
2006).  

La caracterización morfológica de las especies a partir del análisis de su morfología de 
colonia (coloración y tasa de crecimiento) y el análisis de las estructuras reproductivas 
(macro y microconidias) por medio de microscopia óptica permitió reafirmar que las 
especies con las cuales se estaba trabajando eran: Fusarium anthophilum, Fusarium 
avenaceum, Fusarium culmorum, Fusarium equiseti, Fusarium foetens, Fusarium 
graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium proliferatum, Fusarium solani, Fusarium 
sp., Fusarium sporotrichioides, Fusarium subglutinans y Fusarium verticillioides.   

Una vez organizados los datos obtenidos, se procedió a  construir un árbol filogenético 
en el cual el agrupamiento de las especies estudiadas se dio de acuerdo a las secciones 
a las cuales cada una de estas pertenece según lo reportado por Nelson y colaboradores 
(1983) y a los siete clados principales dentro de los cuales se agrupan las especies del 
géneroFusarium (Watanabe et al., 2011). El árbol inferido a partir de los caracteres 
morfológicos fue usado posteriormente como comparativo para dar soporte a las 
diferentes inferencias moleculares. 

7.2 Caracterización molecular 

Los conceptos de especie filogenética usualmente utilizan secuencias de ADN, las cuales 
trascienden sobre los problemas generados por los caracteres morfológicos asociados 
con el concepto de especie morfológica (Leslie y Summerell, 2006). Muchos estudios 
filogenéticos están basados en secuencias de ADN de uno o dos loci, con extractos de 
ADN de uno o algunos aislamientos  representativos bien caracterizados. Sin embargo, la 
filogenia inferida a partir de un solo gen presenta inconvenientes producidos por la 
historia evolutiva de estos y si presentan o no múltiples copias en el genoma del 
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organismo en estudio (Leslie y Summerell, 2006). Por esta razón se hizo el análisis con 
un set de 15 pares de iniciadores correspondientes a 10 diferentes regiones génicas.  

El análisis matemático realizado por medio de la simulación de Montecarlo y el 
comparativo con el genoma de Fusarium oxysporum y de las secuencias mismas, 
permitió descartar 3 de los genes empleados en el estudio por presentar frecuencias con 
valores por fuera de la media. Estas secuencias con conflicto generaban ruido (entendido 
por la calidad del alineamiento y de la baja resolución del árbol) en las posteriores 
inferencias moleculares, por lo cual la omisión de estas aseguraba un mejor resultado de 
las inferencias moleculares.   

7.2.1 Filogenia molecular 

Los análisis filogenéticos de secuencias de ADN se han vuelto una importante 
herramienta para estudiar la historia evolutiva y la filogenia de los organismos, debido a 
la objetividad que posee una secuencia génica para ser analizada en procesos 
relacionados con la determinación de historias evolutivas y relaciones ancestrales (Nei, 
1996; Yang y Rannala, 2012). Sin embargo, al analizar las secuencias de ADN obtenidas 
de las diferentes especies con una variedad de genes conservados por medio de 
herramientas bioinformáticas, se obtuvieron árbolescon diferentes topologías y valores de 

bootstrap (Pagel, 1999; O´Meara, 2012; Nosenko et al., 2013). Además de encontrar  
estos sesgos, se observó que no hay una correspondencia topológica entre las filogenias 
obtenidas, entendiéndose esto como un gen: una historia evolutiva. Esto puede deberse 
a cuatro razones principales: sesgo composicional (Foster et al., 1998),  atracción de 
ramas largas, saturación (Bergsten, 2005), y heterotaquia (Felsenstein, 1978).  

Con respecto al sesgo composicional, una similar composición de nucleótidos puede 
llevar a los métodos filogenéticos a agrupar especies de diferentes secciones (Foster et 
al., 1998) como es el caso del cluster de Fusarium culmorum con Fusarium 
sporotrichiodes, lo cual fue evidente en múltiples ocasiones. El fenómeno de atracción 
entre ramas largas y de saturación, consiste en una tendencia del método de unir 
ramas con altas tasas de evolución independientemente si los taxones son o no grupos 
hermanos, es decir, por este fenómeno los árboles inferidos reflejan relaciones 
filogenéticas espurias cuando la cantidad de caracteres homoplásicos abruma los 
caracteres homólogos (Bergsten, 2005); aunque se dice que el método de distancia NJ 
es menos sensible a este fenómeno no implica que no pueda verse afectado, lo cual 
pudo evidenciarse en la posición ocupada en la topología por Fusarium sporotrichioides y 
Fusarium solani en las diferentes inferencias. Por último, aunque se trabajó con genes 
conservados en la historia evolutiva (baja tasa de variación en el tiempo), no fue garantía 
de que las tasas de evolución de ADN eran homogéneas en el tiempo y entre linajes 
(Kolaczkowski et al., 2004), lo cual generó falsas inferencias. 

El correcto análisis de las secuencias génicas es determinante para la inferencia de las 
hipótesis moleculares reales. En este trabajo se propuso trabajar con microsecuencias de 
ADN obtenidas a partir del análisis matemático de las secuencias nucleotídicas en donde 
se tuvo en cuenta el número de transiciones, transversiones e indels y el análisis 
sistemático en donde se tuvieron en cuenta las sinapomorfias y autopomorfias entre las 
especies. 
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La valoración de si las inferencias moleculares eran reales o no fue dada por dos vías 
aditivas: soporte de las ramas determinado por el valor del bootstrap y topología 
soportada a través del comparativo con el árbol de caracteres morfológicos.   

En cuanto al soporte de ramas a partir de los resultados se pudo analizar lo siguiente: los 
valores de bootstrap para las inferencias moleculares obtenidas del análisis del amplicon 
completo fue mayor en comparación con las inferencias moleculares generadas a partir 
de microsecuencias. Sin embargo, los análisis de microsecuencias generan mejores 
topologías, incluso las topologías resultantes usando este tipo de secuencias en muchos 
casos conservan las relaciones entre secciones, un claro ejemplo es la sección Liseola, 
la cual es polifiletica en las inferencias moleculares generadas a partir de secuencias 
completas, mientras que permanece monofilética en inferencias moleculares usando 
microsecuencias (Holmes, 2003; Watanabe et al., 2011). 

El soporte numérico de las topologías basadas en los valores de bootstrap, están mejor 
representadas en la inferencia molecular usando la secuencia completa en comparación  
a la topología resultante usando la microsecuencia debido a que por definición, el 
bootstrap es un estadístico de remuestreo (1000 réplicas de cálculo en ambos casos).Las 
secuencias completas al poseer un mayor número de nucleótidos (lo que se traduce en 
un mayor número de variables numéricas) generan valores de distancias pareadas que 
permiten generar convergencias mucho más recurrentes entre las un milésimas 
reasociaciones muestréales del método de bootstrap (Holmes, 2003; Tamura et al., 2004; 
Efron et al,. 1996). Por otra parte, la microsecuencia posee un número más bajo de 
nucleótidos que se traduce en cálculos de distancias pareadas entre las especies que no 
permite obtener diferencias contundentes que logren mejorar las frecuencias de 
convergencia al final de las réplicas del método de bootstrap (Holmes, 2003; Efron et al. 
1996), pero la topología es más consistente si se le compara con el árbol obtenido por 
medio de caracteres morfológicos. 

En cuanto a la topología de los árboles a partir de los resultados se pudo analizar lo 
siguiente: Las microsecuencias poseen ciertas ventajas con respecto a las secuencias 
usadas de manera completa, para verificar lo anteriormente dicho se puede usar como 
ejemplo el fenómeno de atracción de ramas largas. Como bien se hizo referencia en 
párrafos anteriores, este fenómeno está íntimamente relacionado con el nivel de 
variación de las secuencias respecto al nivel de reemplazos originados por fenómenos no 
evolutivos (Bergsten, 2005), por ende, entre más extensa una secuencia aumenta la 
proporción de regiones con este tipo de variaciones, aunque el método de distancia 
Neighbor-Joining no sea tan vulnerable a este fenómeno, puede que este nivel de 
variaciones afectara los cálculos entre las distancias pareadas y por tanto las 
agrupaciones resultantes (Bergsten, 2005; Saitou y Nei, 1987; Tamura et al., 2004). En 
las secuencias completas este fenómeno es más recurrente, debido a que la extensión 
del amplicon puede involucrar regiones que fomenten la atracción de ramas largas, pero 
las microsecuencias al ser escogidas por los valores de asignación del índice de cambio 
(Mi), todas poseen un nivel de variables en sus secuencias lo suficientemente 
consistente para evitar el fomento de este fenómeno (Bergsten, 2005). 

Otro fenómeno que afecta las topologías derivadas de inferencias moleculares es el 
sesgo composicional, dicho evento es vital para este trabajo debido a que se usaron 
secuencias conservadas de especies relacionadas a nivel de género (Felsenstein, 1978; 
Watanabe et al., 2011), por lo cual existen semejanzas en su composición nucleotídica 
que pueden resultar en eventos de esta índole. Ahora bien, las microsecuencias 
escogidas para la realización de inferencias moleculares están basadas en los valores 
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más altos del Índice de cambio (Mi), lo que se traduce en las secciones más variables de 
las secuencias completas. Por lo tanto, aunque las secuencias completas incluyan las 
secciones más símiles en su composición entre las diferentes especies, las 
microsecuencias usan las secciones más variables, lo que origina una disminución en la 
probabilidad de obtener sesgos composicionales con respecto a la realización de 
inferencias moleculares usando secuencias completas y obtener cluster en los cuales los 
caracteres predominantes sean homoplásicos (Felsenstein, 1978). 

7.2.2 Concatenación de secuencias génicas: supermatrices y 
superárboles 

La concatenación de secuencias es un método que potencializa todos los cálculos en 
inferencias moleculares debido a que aumenta considerablemente todas las variables de 
cálculo y por tanto disminuye todo tipo de error en los cálculos (Lemey et al., 2009). Pero 
aun así, la concatenación de secuencias completas y de microsecuencias muestran 
resultados contundentemente muy diferentes respecto a sus topologías. La topología del 
superárbol usando secuencias completas no presenta ninguna concordancia en 
comparación con la topología del árbol basado en caracteres morfológicos, esto se debe 
a que a pesar que se incremente el potencial de cálculo usando los concatenados, estos 
presentan de manera individual las características necesarias para generar fenómenos 
causantes de errores en inferencias moleculares como se ha venido mencionando 
(Felsenstein, 1978; Lemey et al. 2009). Por lo tanto al concatenar secuencias, se ve 
involucrada una propiedad aditiva que incrementa las probabilidades de obtener este tipo 
de errores, es por ello que los valores del bootstrap también llegan a verse 
comprometidos. 

En la concatenación de microsecuencias estos fenómenos no son recurrentes,  puesto 
que se han disminuido las probabilidades de fomentar este tipo de fenómenos por medio 
de la escogencia de los segmentos más variables basados en la ecuación designada de 
los índices de cambio (Mi), por ello se obtienen segmentos de secuencias que al 
concatenar mejoran los cálculos y no generan tal propiedad aditiva respecto a errores 
como en el caso anterior, mejorando la inferencia molecular al obtener una topología muy 
similar a la inferida a partir de los caracteres morfológicos.  

El patrón para la generación de los superárboles se basó en principio en una estructura a 
priori para la inferencia molecular de las secuencias completas debido a que no existe un 
patrón o recomendación definitivo o de uso general para la realización de este paso 
(Stenglein et al., 2010; Watanabe, 2011; Scott y Chakraborty, 2006). Esta ausencia de un 
parámetro establecido para la generación de concatenaciones ha generado que diversos 
autores generen concatenaciones pegando las secuencias de manera azarosa, arbitraria 
o bien sin mencionar el método usado para crear una guía de concatenación de 
secuencias (Kulik y Pszczólkowska, 2011; Scott y Chakraborty, 2006). Por esta razón se 
implementó el uso de un análisis multicriterio en el cual se tuvieron en cuenta parámetros 
generados a partir del análisis matemático de las secuencias mismas (índice de cambio y 
valor de Log-Likelihood) y de la historia de los genes (localización celular). A partir de 
este análisis fueron inferidos seis diferentes superárboles, en donde el que generó el 
mejor resultado calificado así por los valores del bootstrap y la topología soportada por el 
árbol de caracteres morfológicos fue el superárbol usando como modelo de comparación 
los valores del log-likelihood. Este parámetro se propone para la generación de 
concatenados, debido a que su naturaleza está relacionada con la evaluación de 
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hipótesis estadísticas que apoyan o rechazan las hipótesis moleculares a la hora de 
realizar filogenia (Lemey et al., 2009). 

El método de concatenación de microsecuencias para generar supermatrices y 
superárboles es reproducible con otros métodos de inferencia filogenética como 
evolución mínima, máxima parsimonia, máxima verosimilitud e inferencia bayesiana, 
manteniendo una consistencia topológica al ser comparada con la filogenia obtenida por 
caracteres morfológicos y un buen soporte de ramas definido por el valor del bootstrap. 
Aunque el soporte de ramas no es consistente para todos los métodos por la naturaleza 
misma de los algoritmos que cada uno de estos utiliza, es bueno al presentarse valores 
sobre 90 para el bootstrap y sobre 96 para la probabilidad posterior. 
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8. CONCLUSIONES 
 

- La caracterización de las especies morfológicas debe hacerse a partir del análisis 
de su morfología de colonia teniendo en cuenta la coloración que depende del 
medio de cultivo, la tasa de crecimiento que depende de la temperatura de 
incubación y el análisis de las estructuras reproductivas -macro y microconidias-y 
el tipo de micelio por medio de microscopia óptica. 

- Un gen una historia evolutiva. Las topologías y las longitudes de ramas obtenidas 
a partir de las secuencias nucleotídicas no fueron consistentes entre genes, ni 
consistentes con el árbol inferido a partir de caracteres morfológicos, esto dado 
por las diferentes historias evolutivas de los genes y la cantidad de copias que 
estos presentan en el genoma de las especies. 

- Las microsecuencias poseen un nivel de variables en sus secuencias lo 
suficientemente consistente para evitar el fomento del sesgo composicional y de 
atracción de ramas largas. 

- Los resultados obtenidos a partir de la concatenación de las microsecuencias de 
los diferentes genes indican que la hipótesis molecular inferida a partir de la 
concatenación por el valor del Log-likelihood de microsecuencias es consistente 
con los datos morfológicos. Lo anterior permite decir, que la concatenación de 
microsecuencias para generar superárboles es la mejor opción para inferir una 
hipótesis molecular real, y aunque se presenten pequeñas discrepancias respecto 
al total de los anidamientos esperados en comparación con el árbol realizado a 
partir de caracteres morfológicos, estadísticamente se logra soportar los 
resultados esperados dando un soporte matemático adecuado al superárbol. 
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 ANEXOS  

A. Coloraciones de las 13 especies en los diferentes medios de 
cultivo Nombrar el anexo A de acuerdo con su contenido  

Tabla A-1. Coloraciones del micelio y pigmentaciones sobre el  medio PDA 
 

ESPECIE Fusarium COLOR ANVERSO COLOR REVERSO 

anthophilum White Group 155 C White Group 155 C 

avenaceum White Group 155 C - Yellow-White Group 158 C Yellow-White Group 158 A- Greyed-Orange 

Group 165 B 

culmorum Greyed-Orange Group 163 B Greyed-Red Group 178 A 

equiseti Orange-White Groupo 159 D Orange-White Grouo 159 D 

foetens White Group 155 C- Purple Group 79 C Purple Group 79 C 

graminearum Greyed-Orange Group 163 C - Red Group 36 D Red Group 53 A 

oxysporum White Group 155 C Violet Group 85 B 

proliferatum Violet-Blue Group 92 A - Greyed-White Group 

156 D 

Violet Group 85 C- Greyed-White Group 156 

D 

solani White Group 155 A White Group 155 C 

sp White Group 155 B White Group 155 B- Brown Group 200 A 

sporotrichioides White Group 155 C- Greyed-Orange Group 163 B 

- Greyed-Red Group 181 D 

Red Group 44 A 

subglutinans White Group 155 B Purple Group 77 A 

verticillioides White Group 155 C- Purple Group 79 A Red-Purple Group 65 D - White Group 155 C 

 
Tabla A-2. Coloraciones del micelio y pigmentaciones sobre el  medio PDA + Zanahoria 

 
ESPECIE Fusarium COLOR ANVERSO COLOR REVERSO 

anthophilum White Group 155 C Purple Group 79 D - White Group 155 C 

avenaceum Red-Purple Group 42 C - White Group 
155 C  

Orange Group 26 C 

culmorum Greyed-Yellow Group 161 D - Red-
Purple Group 59 A 

Red-Purple Group 59 A 

equiseti White Group 155 A - Red Group 53 D Red Group 53 A - Red Group 53 D 

foetens White Group 155 C Purple-Violet Group 80 D 

graminearum White Group 155 A Orange-White Group 159 D 

oxysporum White Group 155 C- Purple-Violet Group 
82 D 

White Group 155 C- Purple-Violet Group 82 D 

proliferatum White Group 156 D Yellow-White Group 158 C 

Solani White Group 155 A Green-White Group 157 D 

Sp Violet-Blue Group 92 A - Greyed-White 
Group 156 D 

Violet Group 85 C- Greyed-White Group 156 D 

sporotrichioides White Group 155 A - Red Group 53 D Red Group 53 A - Red Group 53 D 

subglutinans White Group 156 D Yellow-White Group 158 C 

verticillioides White Group 155 C- Purple Group 79 A Violet Group 85 B - White Group 155 C 
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Tabla A-3. Coloraciones del micelio y pigmentaciones sobre el  medio Czapek 
 

 ESPECIE Fusarium COLOR ANVERSO COLOR REVERSO 

anthophilum Yellow-White Group 158 D Yellow-Orange Group 20 A - Yellow-
Orange Group 19 D 

avenaceum Yellow-White Group 158 C Yellow-White Group 158 D - Greyed-
Orange Group 165 A 

Culmorum Yellow Group 11 B  Greyed-Orange Group 165 A 

Equiseti Red-Purple Group 62 D Red-Purple Group 61 A - Red-Purple 
Group 61 B 

Foetens White Group 155 A White Group 155 A 

graminearum Greyed-Orange Group 172 A - Yellow-
White Group 158 B 

Greyed-Purple Group 183 

Oxysporum White Group 155 C White Group 155 C 

proliferatum White Group 156 D White Group 158 C 

Solani White Group 155 A White Group 155 A 

sp. Yellow-Orange Group 19 C Yellow-Orange Group 19 C 

sporotrichioides White Group 155 C - Yellow-White 
Group 158 C 

Yellow-White Group 158 A- Greyed-
Orange Group 165 B 

subglutinans White Group 156 D White Group 158 C 

verticillioides White Group 155 C White Group 155 C 

 

Tabla A-4. Coloraciones del micelio y pigmentaciones sobre el  medio Agar Avena 

ESPECIE Fusarium COLOR ANVERSO COLOR REVERSO 

Anthophilum White Group 155 D Greyed-Orange Group 176 A 

Avenaceum Yellow Group 11 C Yellow-Orange Group 16 D 

Culmorum Greyed-Yellow Group 162 B Yellow Group 11 C 

Equiseti White Group 155 A Red Group 53 A  

Foetens Orange-White Group 159 A Yellow Group 11 C 

Graminearum Yellow Group 10 D Yellow-Orange Group 16 B 

Oxysporum White Group 155 C Yellow-White Group 158 D 

Proliferatum Violet-Blue Group 92 A - Greyed-White Group 156 D Greyed-Yellow Group 162 D 

Solani White Group 155 A Violet-Blue Group 93 A 

sp. Yellow-Orange Group 19 D Yellow-Orange Group 20 D 

sporotrichioides White Group 155 C- Greyed-Orange Group 163 B - 
Greyed-Red Group 181 D 

Grey-Brown Group 199 D 

Subglutinans White Group 155 C Grey-Brown Group 199 B 

Verticillioides Yellow-Orange Group 19 D Greyed-Yellow Group 162 D - 
Violet Group 85 B 
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Tabla A-5. Coloraciones del micelio y pigmentaciones sobre el  medio Agar Zanahoria 

ESPECIE Fusarium COLOR ANVERSO COLOR REVERSO 

anthophilum White Group 155 C White Group 155 C 

avenaceum Greyed-Orange Group 164 B Greyed-Orange Group 164 B 

culmorum Red-Purple Group 64 C Red-Purple Group 64 C 

equiseti White Group 155 A - Red-Purple Group 64 
C 

White Group 155 A - Red-Purple Group 
64 C 

foetens White Group 155 C White Group 155 C 

graminearum Greyed-Orange Group 164 B Greyed-Orange Group 164 B 

oxysporum White Group 155 C White Group 155 C 

proliferatum White Group 155 C White Group 155 C 

solani White Group 155 C White Group 155 C 

sp. White Group 155 C White Group 155 C 

sporotrichioides Black Group 202 A - White Group 155 C Black Group 202 A 

subglutinans White Group 155 A - Red-Purple Group 64 
B 

White Group 155 A - Red-Purple Group 
64 B 

verticillioides White Group 155 C White Group 155 C 

 
Tabla A-6. Coloraciones del micelio y pigmentaciones sobre el  medio V8 

 
ESPECIE Fusarium COLOR ANVERSO COLOR REVERSO 

anthophilum White Group 155 C Greyed-Orange Group 169 B 

avenaceum White Group 155 B Greyed-Orange Group 169 A 

culmorum White Group 155 B - Greyed-Red Group 180 B Greyed-Orange Group 165 B 

equiseti White Group 155 B Greyed-Orange Group 168 B 

foetens White Group 155 C Greyed-Orange Group 165 B 

graminearum Yellow-Orange Group 19 D Yellow-Orange Group 16 C 

oxysporum White Group 155 C Greyed-Orange Group 176 A 

proliferatum White Group 155 B Greyed-Orange Group 176 A 

solani White Group 155 A Greyed-Orange Group 176 A 

sp White Group 155 A Greyed-Orange Group 165 C 

sporotrichioides White Group 155 B - Red-Purple Group 62 D Grey-Brown Group 199 D 

subglutinans White Group 155 A Greyed-Orange Group 176 A 

verticillioides White Group 155 A Greyed-Orange Group 165 C 

 
Tabla A-7. Coloraciones del micelio y pigmentaciones sobre el  medio CLA 

 
ESPECIE Fusarium COLOR ANVERSO COLOR REVERSO 

anthophilum White Group 155 D White Group 155 D 

avenaceum Yellow-White Group 158 D Yellow-White Group 158 D 

culmorum Greyed-Yellow Group 163 D Greyed-Yellow Group 163 D 

equiseti Orange-White Group 159 C Orange-White Group 159 C 

foetens White Group 155 C White Group 155 C 
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Graminearum White Group 155 C White Group 155 C 

Oxysporum White Group 155 C White Group 155 C 

Proliferatum White Group 155 C White Group 155 C 

Solani White Group 155 C White Group 155 C 

sp. White Group 155 C White Group 155 C 

sporotrichioides White Group 155 C- Greyed-Purple Group 184 C Greyed-Purple Group 184 C 

subglutinans White Group 155 D White Group 155 D 

verticillioides White Group 155 D White Group 155 D 
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B. Tasa de crecimiento de las 13 especies en los medios de 
cultivo Czapek y PDA  

 

 
Figura B-1. Velocidad de crecimiento de Fusarium anthophilum durante 30 días en los 
medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
 
 

 
 

Figura B-2 Velocidad de crecimiento de Fusarium avenaceum durante 30 días en los 
medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
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Figura B-3. Velocidad de crecimiento de Fusarium culmorum durante 30 días en los 
medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
 

 
Figura B-4. Velocidad de crecimiento de Fusarium equiseti durante 30 días en los 
medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
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Figura B-5. Velocidad de crecimiento de Fusariumfoetens durante 30 días en los medios 
de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
 

 
Figura B-6. Velocidad de crecimiento de Fusariumgraminearum durante 30 días en los 
medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
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Figura B-7. Velocidad de crecimiento de Fusariumoxysporum durante 30 días en los 
medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
 

 
Figura B-8. Velocidad de crecimiento de Fusariumproliferatum durante 30 días en los 
medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
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Figura B-9. Velocidad de crecimiento de Fusariumsolani durante 30 días en los medios 
de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
 

 
Figura B-10. Velocidad de crecimiento de Fusariumsp.durante 30 días en los medios de 
cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 

0

2

4

6

8

10

0 10 20 30 40

C
re

c
im

e
in

to
 (

c
m

)

Tiempo (días)

Crecimiento de Fusariumsolani

Fusarium solani PDA

Fusarium solani Czapek

0

2

4

6

8

10

0 5 10 15 20 25 30 35

C
re

c
im

e
in

to
 (

c
m

)

Tiempo (días)

Creciemiento de Fusariumsp.

Fusarium sp. PDA 

Fusarium sp. Czapek



104 Anexos 

 

 
Figura B-11. Velocidad de crecimiento de Fusariumsporotrichioides durante 30 días en 
los medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
 

 
Figura B-12. Velocidad de crecimiento de Fusariumsubglutinans durante 30 días en los 
medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
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Figura B-13. Velocidad de crecimiento de Fusariumverticillioides durante 30 días en los 
medios de cultivo PDA® 100% yCzapek® al 100%. 
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C. Caracterizacion microscopica de las 13 especies de Fusarium 

Tabla C-1. Información general de las macroconidias de cada una de las trece especies 
de Fusarium. 

  
Macroconidia 

ID. No. Forma Apical Pie 

Fusarium anthophilum delgadas, poca curvatura, pared delgada Curvada Definido 

Fusarium avenaceum largas y delgadas Larga 
con una 
muesca 

Fusarium culmorum Robusta 
redondeada y 
roma 

no definido 

Fusarium equiseti largas y delgadas 
ahusada y 
elongada 

Elongado 

Fusarium foetens Falcada Curvada Redondeado 

Fusarium graminearum delgadas, pared gruesa, longitud media Hoz Definido 

Fusarium oxysporum 
recta o levemente curvada, relativamente 
delgada 

ahusada y 
curvada 

Definido 

Fusarium proliferatum delgadas, relativamente rectas, pared delgada Curvada poco definido 

Fusarium solani 
relativamente anchas, rectas, gruesas y 
robustas 

redondeada y 
roma 

Redondeado 

Fusarium sp. largas y delgadas Curvada Definido 

Fusarium 
sporotrichioides 

Luna 
curvada y 
ahusada 

con una 
muesca 

Fusarium subglutinans relativamente delgadas, pared delgada  Curvada poco definido 

Fusarium verticillioides largas y delgadas Curvada Definido 

 

Tabla C-2. Información general de las microconidias y clamidosporas de cada una de las 
trece especies de Fusarium. 

  
Microconidia 

  

ID. No. Forma Fialide Clamidosporas 

Fusarium anthophilum piriforme, globosa, ovoide si No 

Fusarium avenaceum Fusoide si No 

Fusarium culmorum Ausente no Si 

Fusarium equiseti Elipsoidal si Si 

Fusarium foetens ovoide, elipsoidal si Si 

Fusarium graminearum Ausente no Si 

Fusarium oxysporum ovoide, elipsoidal, arriñonada si Si 

Fusarium proliferatum 
ensanchada gradualmente en la 
punta 

si No 

Fusarium solani ovoide, elipsoidal, fusiforme si Si 

Fusarium sp. Ovaladas no No 

Fusarium sporotrichioides piriforme, elipsoidal, ovoide si Si 
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Fusarium subglutinans Ovoide si No 

Fusarium verticillioides Ovaladas no No 
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D. Frecuencias de las diferentes regiones genicas para las 13 
especies de Fusarium obtenidas a partir de las matrices de 
sustitucion 

Tabla D-1. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Proteína 
ribosomal P2 60S usando los iniciadores arp-2F y arp-2R. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 21,480 0,083728507 8,372850719 8,372850719 

Fusarium avenaceum 22,819 0,088944372 8,894437189 17,26728791 

Fusarium culmorum 16,373 0,06382123 6,382122992 23,6494109 

Fusarium equiseti 26,653 0,103890228 10,38902283 34,03843373 

Fusarium foetens 14,175 0,055254136 5,525413572 39,5638473 

Fusarium graminearum 20,752 0,080891086 8,089108621 47,65295592 

Fusarium oxysporum 16,350 0,063728882 6,372888166 54,02584409 

Fusarium proliferatum 20,360 0,079360832 7,936083174 61,96192726 

Fusarium solani 6,886 0,026840374 2,684037388 64,64596465 

Fusarium sp. 23,976 0,093455711 9,345571074 73,99153572 

Fusarium sporotrichioides 21,580 0,084118233 8,4118233 82,40335902 

Fusarium subglutinans 19,953 0,077775263 7,777526293 90,18088531 

Fusarium verticillioides 25,191 0,098191147 9,819114687 100 

 
256,548 1 100 

 

Tabla D-2. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Proteasa 
Aspártica usando los iniciadores asp-F y asp-R. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 2,576 0,043415941 4,341594138 4,341594138 

Fusarium avenaceum 3,05 0,051404744 5,140474425 9,482068563 

Fusarium culmorum 2,78 0,04685416 4,685416034 14,1674846 

Fusarium equiseti 15,364 0,258945079 25,89450789 40,06199249 

Fusarium foetens 2,612 0,044022686 4,40226859 44,46426108 

Fusarium graminearum 10,006 0,168647189 16,86471892 61,32898 

Fusarium oxysporum 6,875 0,11587455 11,58745504 72,91643504 

Fusarium proliferatum 2,635 0,044411486 4,441148552 77,35758359 

Fusarium solani 2,650 0,044670536 4,467053559 81,82463715 

Fusarium sp. 2,976 0,05015616 5,01561603 86,84025318 

Fusarium sporotrichioides 2,576 0,04341466 4,34146598 91,18171916 

Fusarium subglutinans 2,536 0,042749609 4,274960891 95,45668005 

Fusarium verticillioides 2,696 0,045433199 4,54331995 100 

 
59,33304492 1 100 
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Tabla D-3. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la ɓ-Tubulina 
usando los iniciadores Bt1Ŭ y Bt1b. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 16,402 0,179295566 17,92955656 17,92955656 

Fusarium avenaceum 4,240 0,04634333 4,634332953 22,56388952 

Fusarium culmorum 6,858 0,074969591 7,496959068 30,06084859 

Fusarium equiseti 4,389 0,047981079 4,798107876 34,85895646 

Fusarium foetens 4,328 0,047306782 4,730678198 39,58963466 

Fusarium graminearum 4,575 0,050011664 5,001166386 44,59080105 

Fusarium oxysporum 4,258 0,04654951 4,654950997 49,24575204 

Fusarium proliferatum 13,824 0,151107578 15,11075784 64,35650988 

Fusarium solani 14,827 0,162080782 16,20807819 80,56458807 

Fusarium sp. 4,502 0,04920761 4,920761031 85,48534911 

Fusarium sporotrichioides 4,499 0,049184351 4,918435142 90,40378425 

Fusarium subglutinans 4,389 0,047981079 4,798107876 95,20189212 

Fusarium verticillioides 4,389 0,047981079 4,798107876 100 

 
91,482 1 100 

  

Tabla D-4. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la ɓ-Tubulina 
usando los iniciadores Bt2a y Bt2b. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% Frecuencia  acumulada % 

Fusarium anthophilum 7,499 0,049646732 4,964673229 4,964673229 

Fusarium avenaceum 8,422 0,055757956 5,575795649 10,54046888 

Fusarium culmorum 7,554 0,050010392 5,001039184 15,54150806 

Fusarium equiseti 7,302 0,048340661 4,834066079 20,37557414 

Fusarium foetens 7,344 0,048620151 4,862015135 25,23758928 

Fusarium graminearum 8,262 0,054693213 5,469321286 30,70691056 

Fusarium oxysporum 21,822 0,144466546 14,44665455 45,15356511 

Fusarium proliferatum 13,580 0,089904425 8,990442543 54,14400765 

Fusarium solani 7,571 0,050124212 5,01242121 59,15642886 

Fusarium sp. 7,731 0,051179058 5,117905842 64,27433471 

Fusarium sporotrichioides 7,325 0,048494515 4,849451532 69,12378624 

Fusarium subglutinans 15,869 0,105058022 10,50580221 79,62958845 

Fusarium verticillioides 30,770 0,203704116 20,37041155 100 

 
151,053 1 100 
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Tabla D-5. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Calmodulina 
usando los iniciadores cmd-F y cmd-R. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 2,127 0,109432751 10,94327512 10,94327512 

Fusarium avenaceum 2,038 0,104842594 10,48425939 21,42753451 

Fusarium culmorum 2,127 0,109432751 10,94327512 32,37080963 

Fusarium equiseti 1,172 0,060283329 6,028332923 38,39914255 

Fusarium foetens 1,045 0,053774526 5,377452552 43,7765951 

Fusarium graminearum 2,024 0,104154549 10,41545494 54,19205004 

Fusarium oxysporum 1,052 0,054128014 5,41280136 59,6048514 

Fusarium proliferatum 1,052 0,054128014 5,41280136 65,01765276 

Fusarium solani 1,033 0,053128889 5,312888902 70,33054166 

Fusarium sp. 1,199 0,061702529 6,170252872 76,50079454 

Fusarium sporotrichioides 2,224 0,114425396 11,44253962 87,94333415 

Fusarium subglutinans 1,172 0,060283329 6,028332923 93,97166708 

Fusarium verticillioides 1,172 0,060283329 6,028332923 100 

 
19,436 1 100 

  

Tabla D-6. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Citocromo 
oxidasa I usando los iniciadores AHyFuF y AHyFuR. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 3,789 0,052879736 5,287973629 5,287973629 

Fusarium avenaceum 3,541 0,049415281 4,941528097 10,22950173 

Fusarium culmorum 3,776 0,052701299 5,270129912 15,49963164 

Fusarium equiseti 10,460 0,145983873 14,59838734 30,09801898 

Fusarium foetens 13,206 0,184306339 18,4306339 48,52865288 

Fusarium graminearum 3,532 0,04929274 4,929274027 53,45792691 

Fusarium oxysporum 3,578 0,049937475 4,993747504 58,45167441 

Fusarium proliferatum 3,703 0,051680432 5,168043194 63,61971761 

Fusarium solani 3,703 0,051680432 5,168043194 68,7877608 

Fusarium sp. 3,578 0,049933496 4,993349649 73,78111045 

Fusarium sporotrichioides 10,460 0,145983873 14,59838734 88,37949779 

Fusarium subglutinans 4,616 0,06441501 6,441501026 94,82099882 

Fusarium verticillioides 3,711 0,051790012 5,179001185 100 

 
71,654 1 100 
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Tabla D-7. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen del Factor de 
Elongación 1-Ŭ usando los iniciadores EF1H y EF2T 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 1,725 0,065629545 6,562954532 6,562954532 

Fusarium avenaceum 2,756 0,104859661 10,48596605 17,04892059 

Fusarium culmorum 2,169 0,082523594 8,252359385 25,30127997 

Fusarium equiseti 2,231 0,084914866 8,491486558 33,79276653 

Fusarium foetens 1,458 0,055469789 5,546978937 39,33974547 

Fusarium graminearum 2,261 0,086031569 8,603156941 47,94290241 

Fusarium oxysporum 1,612 0,06134044 6,134043995 54,0769464 

Fusarium proliferatum 1,813 0,069006849 6,90068492 60,97763132 

Fusarium solani 3,029 0,115267159 11,52671593 72,50434725 

Fusarium sp. 1,549 0,058950951 5,895095128 78,39944238 

Fusarium sporotrichioides 2,444 0,093008284 9,300828449 87,70027083 

Fusarium subglutinans 1,633 0,062139236 6,213923591 93,91419442 

Fusarium verticillioides 1,599 0,060858056 6,085805581 100 

 
26,278 1 100 

  

Tabla D-8. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Histona 3 
usando los iniciadores H3-1Ŭ y H3-1b. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 1,186 0,067793853 6,779385267 6,779385267 

Fusarium avenaceum 1,640 0,093726468 9,372646842 16,15203211 

Fusarium culmorum 1,310 0,074890221 7,489022084 23,64105419 

Fusarium equiseti 1,284 0,073397084 7,339708358 30,98076255 

Fusarium foetens 1,257 0,071838981 7,18389811 38,16466066 

Fusarium graminearum 1,299 0,074218882 7,421888192 45,58654885 

Fusarium oxysporum 1,257 0,071838981 7,18389811 52,77044696 

Fusarium proliferatum 1,353 0,077346987 7,734698706 60,50514567 

Fusarium solani 1,698 0,097042248 9,70422479 70,20937046 

Fusarium sp. 1,280 0,073150185 7,315018529 77,52438899 

Fusarium sporotrichioides 1,436 0,082042513 8,204251294 85,72864028 

Fusarium subglutinans 1,220 0,069730087 6,973008746 92,70164903 

Fusarium verticillioides 1,277 0,07298351 7,298350972 100 

 
17,498 1 100 
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Tabla D-9. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Histona 4 
usando los iniciadores H4-1Ŭ y H4-1b 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 2,240 0,059413961 5,941396106 5,941396106 

Fusarium avenaceum 2,844 0,075432556 7,54325559 13,4846517 

Fusarium culmorum 6,286 0,166765454 16,67654541 30,16119711 

Fusarium equiseti 3,318 0,088019344 8,8019344 38,96313151 

Fusarium foetens 1,906 0,050572364 5,057236416 44,02036792 

Fusarium graminearum 3,395 0,090069 9,006899954 53,02726788 

Fusarium oxysporum 2,044 0,054226763 5,42267628 58,44994416 

Fusarium proliferatum 1,942 0,05152454 5,152454025 63,60239818 

Fusarium solani 4,542 0,120478158 12,04781584 75,65021403 

Fusarium sp. 2,393 0,063484913 6,348491275 81,9987053 

Fusarium sporotrichioides 2,306 0,061174839 6,117483912 88,11618921 

Fusarium subglutinans 2,328 0,061755783 6,175578269 94,29176748 

Fusarium verticillioides 2,152 0,057082325 5,708232518 100 

 
37,696 1 100 

  

Tabla D-10. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Histidina 
Quinasa usando los iniciadores hog1-F y hog1-R. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta Frecuencia relativa Frecuencia % 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 1279,899 0,051673478 5,167347759 5,167347759 

Fusarium avenaceum 3797,684 0,153324252 15,33242521 20,49977297 

Fusarium culmorum 3164,737 0,12777021 12,77702101 33,27679398 

Fusarium equiseti 3164,737 0,12777021 12,77702101 46,05381499 

Fusarium foetens 1272,897 0,051390781 5,139078081 51,19289307 

Fusarium graminearum 1272,897 0,051390781 5,139078081 56,33197115 

Fusarium oxysporum 1272,897 0,051390781 5,139078081 61,47104923 

Fusarium proliferatum 1279,899 0,051673478 5,167347759 66,63839699 

Fusarium solani 1279,899 0,051673478 5,167347759 71,80574475 

Fusarium sp. 1272,897 0,051390781 5,139078081 76,94482283 
Fusarium 
sporotrichioides 1272,897 0,051390781 5,139078081 82,08390091 

Fusarium subglutinans 3164,737 0,12777021 12,77702101 94,86092192 

Fusarium verticillioides 1272,897 0,051390781 5,139078081 100 

 
24768,973 1 100 
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Tabla D-11. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del cluster de rDNA usando 
los iniciadores ITSFuF e ITSFuR.  

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 1,408 0,044781334 4,478133403 4,478133403 

Fusarium avenaceum 1,876 0,059671879 5,967187863 10,44532127 

Fusarium culmorum 1,704 0,054214303 5,421430282 15,86675155 

Fusarium equiseti 1,506 0,047922586 4,792258625 20,65901017 

Fusarium foetens 1,406 0,044739652 4,473965153 25,13297533 

Fusarium graminearum 1,737 0,055251278 5,525127751 30,65810308 

Fusarium oxysporum 1,406 0,044739652 4,473965153 35,13206823 

Fusarium proliferatum 1,777 0,056526916 5,652691629 40,78475986 

Fusarium solani 2,361 0,075118892 7,51188917 48,29664903 

Fusarium sp. 1,419 0,045151908 4,515190784 52,81183981 

Fusarium sporotrichioides 12,051 0,383362158 38,33621581 91,14805563 

Fusarium subglutinans 1,376 0,043779792 4,377979219 95,52603485 

Fusarium verticillioides 1,406 0,044739652 4,473965153 100 

 
31,436 1 100 

  

Tabla D-12. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del cluster de rDNA usando 
los iniciadores ITS1 e ITS2.  

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 0,768 0,059398096 5,939809622 5,939809622 

Fusarium avenaceum 1,378 0,106551125 10,65511249 16,59492211 

Fusarium culmorum 1,049 0,081089154 8,108915387 24,7038375 

Fusarium equiseti 0,882 0,068205767 6,820576714 31,52441421 

Fusarium foetens 0,744 0,057497912 5,749791182 37,27420539 

Fusarium graminearum 1,019 0,078780883 7,87808829 45,15229368 

Fusarium oxysporum 0,744 0,057497912 5,749791182 50,90208486 

Fusarium proliferatum 1,075 0,083164265 8,316426481 59,21851134 

Fusarium solani 1,503 0,116244714 11,62447136 70,8429827 

Fusarium sp. 1,431 0,11067481 11,06748097 81,91046368 

Fusarium sporotrichioides 0,936 0,072350841 7,235084055 89,14554773 

Fusarium subglutinans 0,702 0,054272261 5,427226134 94,57277387 

Fusarium verticillioides 0,702 0,054272261 5,427226134 100 

 
12,932 1 100 
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Tabla D-13. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del cluster de rDNA usando 
los iniciadores ITS1 e ITS4.  

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 0,819 0,055993605 5,599360515 5,599360515 

Fusarium avenaceum 1,287 0,087995925 8,799592473 21,29740265 

Fusarium culmorum 1,367 0,093473344 9,347334372 30,64473702 

Fusarium equiseti 1,092 0,074676602 7,467660236 38,11239725 

Fusarium foetens 0,876 0,059942087 5,994208661 44,10660592 

Fusarium graminearum 1,160 0,079357271 7,935727103 52,04233302 

Fusarium oxysporum 0,852 0,058283233 5,828323343 57,87065636 

Fusarium proliferatum 0,945 0,064643763 6,46437631 64,33503267 

Fusarium solani 1,707 0,116739665 11,67396652 82,4733755 

Fusarium sp. 1,009 0,068984497 6,898449659 12,49781017 

Fusarium sporotrichioides 1,686 0,115324158 11,53241583 94,00579134 

Fusarium subglutinans 0,945 0,064643763 6,46437631 70,79940898 

Fusarium verticillioides 0,876 0,059942087 5,994208661 100 

 
14,622 1 100 

  

Tabla D-14. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del cluster de rDNA usando 
los iniciadores ITS4 e ITS5.  

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 22,510 0,222108199 22,21081995 22,21081995 

Fusarium avenaceum 5,540 0,054659465 5,465946532 27,67676648 

Fusarium culmorum 4,992 0,049260439 4,926043919 32,6028104 

Fusarium equiseti 4,952 0,048859789 4,885978885 37,48878928 

Fusarium foetens 4,597 0,045359007 4,535900745 42,02469003 

Fusarium graminearum 5,021 0,049538664 4,953866442 46,97855647 

Fusarium oxysporum 4,597 0,045359007 4,535900745 51,51445721 

Fusarium proliferatum 5,616 0,055409317 5,54093168 57,05538889 

Fusarium solani 6,603 0,065153596 6,515359583 63,57074848 

Fusarium sp. 22,687 0,22385027 22,38502699 85,95577547 

Fusarium sporotrichioides 5,065 0,049979096 4,99790962 90,95368509 

Fusarium subglutinans 4,571 0,045104142 4,510414164 95,46409926 

Fusarium verticillioides 4,597 0,045359007 4,535900745 100 

 
101,347 1 100 

  

 

 

 



Anexos 115 

 

 

Tabla D-15. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado de la subunidad pequeña del 
ribosoma del gen de RNA mitocondrial usando los iniciadores NMS1 y NMS2.  

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 0,094 0,054222741 5,422274102 5,422274102 

Fusarium avenaceum 0,158 0,09050265 9,050264968 14,47253907 

Fusarium culmorum 0,179 0,102840529 10,28405292 24,75659199 

Fusarium equiseti 0,139 0,079786469 7,978646933 32,73523892 

Fusarium foetens 0,094 0,054222741 5,422274102 38,15751302 

Fusarium graminearum 0,158 0,09050265 9,050264968 47,20777799 

Fusarium oxysporum 0,094 0,054222741 5,422274102 52,63005209 

Fusarium proliferatum 0,094 0,054222741 5,422274102 58,0523262 

Fusarium solani 0,094 0,054222741 5,422274102 63,4746003 

Fusarium sp. 0,179 0,102840529 10,28405292 73,75865322 

Fusarium sporotrichioides 0,179 0,102840529 10,28405292 84,04270613 

Fusarium subglutinans 0,139 0,079786469 7,978646933 92,02135307 

Fusarium verticillioides 0,139 0,079786469 7,978646933 100 

 
1,742 1 100 

  

 

Figura D-1. Gráfico de la frecuencia relativa obtenida a partir de las matrices de distancia 
de los 15 pares de iniciadores empleados en el estudio 
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Figura D-2. Gráfico del coeficiente de correlación obtenida a partir de las frecuencias 
relativas de las  matrices de distancia de los 15 pares de iniciadores empleados en el 
estudio 
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E. Frecuencias de las diferentes regiones genicas para las 13 
especies de Fusarium obtenidas a partir de la comparacion con 
la secuencia canonica ï Genoma de Fusarium oxysporum 

Tabla E-1. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la ɓ-Tubulina 
usando los iniciadores Bt1Ŭ y Bt1b comparado con la secuencia afín obtenida del 
cromosoma 2 del genoma de Fusarium oxysporum. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 109 0,034680242 3,468024181 3,468024181 

Fusarium avenaceum 311 0,098950048 9,895004773 13,36302895 

Fusarium culmorum 244 0,077632835 7,763283487 21,12631244 

Fusarium equiseti 305 0,097041044 9,704104359 30,8304168 

Fusarium foetens 316 0,100540885 10,05408845 40,88450525 

Fusarium graminearum 238 0,075723831 7,572383073 48,45688832 

Fusarium oxysporum 313 0,099586382 9,958638244 58,41552657 

Fusarium proliferatum 106 0,03372574 3,372573974 61,78810054 

Fusarium solani 113 0,035952911 3,595291123 65,38339166 

Fusarium sp. 239 0,076041998 7,604199809 72,98759147 

Fusarium sporotrichioides 239 0,076041998 7,604199809 80,59179128 

Fusarium subglutinans 305 0,097041044 9,704104359 90,29589564 

Fusarium verticillioides 305 0,097041044 9,704104359 100 

 
3143 1 100 

  

Tabla E-2. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la ɓ-Tubulina 
usando los iniciadores Bt2a y Bt2b comparado con la secuencia afín obtenida del 
cromosoma 2 del genoma de Fusarium oxysporum. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 50 0,074404762 7,44047619 7,44047619 

Fusarium avenaceum 49 0,072916667 
7,29166666

7 14,73214286 

Fusarium culmorum 47 0,069940476 
6,99404761

9 21,72619048 

Fusarium equiseti 46 0,068452381 
6,84523809

5 28,57142857 

Fusarium foetens 50 0,074404762 7,44047619 36,01190476 

Fusarium graminearum 45 0,066964286 
6,69642857

1 42,70833333 

Fusarium oxysporum 126 0,1875 18,75 61,45833333 

Fusarium proliferatum 29 0,043154762 4,31547619 65,77380952 

Fusarium solani 51 0,075892857 
7,58928571

4 73,36309524 

Fusarium sp. 48 0,071428571 
7,14285714

3 80,50595238 

Fusarium sporotrichioides 50 0,074404762 7,44047619 87,94642857 

Fusarium subglutinans 40 0,05952381 5,95238095 93,89880952 
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2 

Fusarium verticillioides 41 0,061011905 
6,10119047

6 100 

 
672 1 100 

  

Tabla E-3. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Calmodulina 
usando los iniciadores cmd-F y cmd-R comparado con la secuencia afín obtenida del 
cromosoma 4 del genoma de Fusarium oxysporum. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 453 0,066902969 6,690296854 6,690296854 

Fusarium avenaceum 474 0,070004431 7,000443066 13,69073992 

Fusarium culmorum 453 0,066902969 6,690296854 20,38103677 

Fusarium equiseti 547 0,080785704 8,078570374 28,45960715 

Fusarium foetens 573 0,084625609 8,462560922 36,92216807 

Fusarium graminearum 458 0,067641412 6,76414119 43,68630926 

Fusarium oxysporum 572 0,084477921 8,447792054 52,13410131 

Fusarium proliferatum 570 0,084182543 8,41825432 60,55235563 

Fusarium solani 571 0,084330232 8,433023187 68,98537882 

Fusarium sp. 553 0,081671836 8,167183577 77,1525624 

Fusarium sporotrichioides 452 0,06675528 6,675527987 83,82809039 

Fusarium subglutinans 548 0,080933392 8,093339241 91,92142963 

Fusarium verticillioides 547 0,080785704 8,078570374 100 

 
6771 1 100 

  

Tabla E-4. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Citocromo 
oxidasa I usando los iniciadores AHyFuF y AHyFuR comparado con la secuencia afín 
obtenida del genoma mitocondrial de Fusarium oxysporum. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 483 0,090670171 9,067017083 9,067017083 

Fusarium avenaceum 474 0,088980665 8,898066454 17,96508354 

Fusarium culmorum 450 0,084475314 8,447531444 26,41261498 

Fusarium equiseti 226 0,04242538 4,242538014 30,65515299 

Fusarium foetens 180 0,033790126 3,379012577 34,03416557 

Fusarium graminearum 498 0,093486015 9,348601464 43,38276704 

Fusarium oxysporum 496 0,093110569 9,31105688 52,69382392 

Fusarium proliferatum 456 0,085601652 8,560165196 61,25398911 

Fusarium solani 456 0,085601652 8,560165196 69,81415431 

Fusarium sp. 470 0,088229773 8,822977286 78,63713159 

Fusarium sporotrichioides 226 0,04242538 4,242538014 82,87966961 

Fusarium subglutinans 430 0,080720856 8,072085602 90,95175521 

Fusarium verticillioides 482 0,090482448 9,048244791 100 

 
5327 1 100 
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Tabla E-5. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen del Factor de 
Elongación 1-Ŭ usando los iniciadores EF1H y EF2T comparado con la secuencia afín 
obtenida del cromosoma 8 del genoma de Fusarium oxysporum. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 586 0,082372786 8,237278606 8,237278606 

Fusarium avenaceum 491 0,069018836 6,90188361 15,13916222 

Fusarium culmorum 481 0,067613157 6,761315715 21,90047793 

Fusarium equiseti 493 0,069299972 6,929997189 28,83047512 

Fusarium foetens 633 0,088979477 8,897947709 37,72842283 

Fusarium graminearum 482 0,067753725 6,775372505 44,50379533 

Fusarium oxysporum 637 0,089541749 8,954174866 53,4579702 

Fusarium proliferatum 585 0,082232218 8,223221816 61,68119202 

Fusarium solani 456 0,06409896 6,40989598 68,091088 

Fusarium sp. 588 0,082653922 8,265392184 76,35648018 

Fusarium sporotrichioides 463 0,065082935 6,508293506 82,86477369 

Fusarium subglutinans 591 0,083075626 8,307562553 91,17233624 

Fusarium verticillioides 628 0,088276638 8,827663762 100 

 
7114 1 100 

  

Tabla E-6. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Histona 3 
usando los iniciadores H3-1Ŭ y H3-1b comparado con la secuencia afín obtenida del 
cromosoma 10 del genoma de Fusarium oxysporum. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 401 0,079689984 7,96899841 7,96899841 

Fusarium avenaceum 361 0,071740859 7,174085851 15,14308426 

Fusarium culmorum 363 0,072138315 7,213831479 22,35691574 

Fusarium equiseti 369 0,073330684 7,333068362 29,6899841 

Fusarium foetens 440 0,087440382 8,744038156 38,43402226 

Fusarium graminearum 362 0,071939587 7,193958665 45,62798092 

Fusarium oxysporum 440 0,087440382 8,744038156 54,37201908 

Fusarium proliferatum 392 0,077901431 7,790143084 62,16216216 

Fusarium solani 356 0,070747218 7,074721781 69,23688394 

Fusarium sp. 393 0,078100159 7,810015898 77,04689984 

Fusarium sporotrichioides 368 0,073131955 7,313195548 84,36009539 

Fusarium subglutinans 395 0,078497615 7,849761526 92,20985692 

Fusarium verticillioides 392 0,077901431 7,790143084 100 

 
5032 1 100 

  

Tabla E-7. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del gen de la Histona 4 
usando los iniciadores H4-1Ŭ y H4-1b comparado con la secuencia afín obtenida del 
cromosoma 9 del genoma de Fusarium oxysporum. 
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Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 149 0,086426914 8,642691415 8,642691415 

Fusarium avenaceum 122 0,070765661 7,076566125 15,71925754 

Fusarium culmorum 105 0,060904872 6,090487239 21,80974478 

Fusarium equiseti 118 0,068445476 6,844547564 28,65429234 

Fusarium foetens 152 0,088167053 8,816705336 37,47099768 

Fusarium graminearum 130 0,075406032 7,540603248 45,01160093 

Fusarium oxysporum 156 0,090487239 9,048723898 54,06032483 

Fusarium proliferatum 155 0,089907193 8,990719258 63,05104408 

Fusarium solani 112 0,064965197 6,496519722 69,54756381 

Fusarium sp. 122 0,070765661 7,076566125 76,62412993 

Fusarium sporotrichioides 123 0,071345708 7,134570766 83,7587007 

Fusarium subglutinans 140 0,081206497 8,120649652 91,87935035 

Fusarium verticillioides 140 0,081206497 8,120649652 100 

 
1724 1 100 

  

Tabla E-8. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del cluster de rDNA usando 
los iniciadores ITSFuF e ITSFuR comparado con la secuencia afín obtenida del 
cromosoma 2 del genoma de Fusarium oxysporum.  

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 364 0,083870968 8,387096774 8,387096774 

Fusarium avenaceum 316 0,07281106 7,281105991 15,66820276 

Fusarium culmorum 333 0,076728111 7,67281106 23,34101382 

Fusarium equiseti 354 0,08156682 8,156682028 31,49769585 

Fusarium foetens 369 0,085023041 8,502304147 40 

Fusarium graminearum 339 0,078110599 7,811059908 47,81105991 

Fusarium oxysporum 369 0,085023041 8,502304147 56,31336406 

Fusarium proliferatum 327 0,075345622 7,534562212 63,84792627 

Fusarium solani 307 0,070737327 7,073732719 70,92165899 

Fusarium sp. 363 0,083640553 8,3640553 79,28571429 

Fusarium sporotrichioides 168 0,038709677 3,870967742 83,15668203 

Fusarium subglutinans 362 0,083410138 8,341013825 91,49769585 

Fusarium verticillioides 369 0,085023041 8,502304147 100 

 
4340 1 100 
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Tabla E-9. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del cluster de rDNAusando los 
iniciadores ITS1 e ITS2 comparado con la secuencia afín obtenida del cromosoma 2 del 
genoma de Fusarium oxysporum. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  acumulada 

% 

Fusarium anthophilum 409 0,081750949 8,175094943 8,175094943 

Fusarium avenaceum 349 0,069758145 6,975814511 15,15090945 

Fusarium culmorum 380 0,075954427 7,595442734 22,74635219 

Fusarium equiseti 393 0,078552868 7,855286828 30,60163902 

Fusarium foetens 416 0,08315011 8,315010993 38,91665001 

Fusarium graminearum 381 0,076154307 7,615430742 46,53208075 

Fusarium oxysporum 416 0,08315011 8,315010993 54,84709174 

Fusarium proliferatum 377 0,075354787 7,535478713 62,38257046 

Fusarium solani 335 0,066959824 6,695982411 69,07855287 

Fusarium sp. 339 0,067759344 6,775934439 75,85448731 

Fusarium sporotrichioides 383 0,076554068 7,655406756 83,50989406 

Fusarium subglutinans 413 0,08255047 8,255046972 91,76494104 

Fusarium verticillioides 412 0,08235059 8,235058965 100 

 
5003 1 100 

  

Tabla E-10. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del cluster de rDNA usando 
los iniciadores ITS1 e ITS4 comparado con la secuencia afín obtenida del cromosoma 2 
del genoma de Fusarium oxysporum.  

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa Frecuencia % 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 468 0,082539683 8,253968254 8,253968254 

Fusarium avenaceum 405 0,071428571 7,142857143 15,3968254 

Fusarium culmorum 434 0,07654321 7,654320988 23,05114638 

Fusarium equiseti 442 0,077954145 7,795414462 30,84656085 

Fusarium foetens 473 0,083421517 8,342151675 39,18871252 

Fusarium graminearum 436 0,076895944 7,689594356 46,87830688 

Fusarium oxysporum 474 0,083597884 8,35978836 55,23809524 

Fusarium proliferatum 431 0,076014109 7,601410935 62,83950617 

Fusarium solani 387 0,068253968 6,825396825 69,664903 

Fusarium sp. 428 0,075485009 7,548500882 77,21340388 

Fusarium sporotrichioides 388 0,068430335 6,84303351 84,05643739 

Fusarium subglutinans 431 0,076014109 7,601410935 91,65784832 

Fusarium verticillioides 473 0,083421517 8,342151675 100 

 
5670 1 100 
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Tabla E-11. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado del cluster de rDNA usando 
los iniciadores ITS4 e ITS5 comparado con la secuencia afín obtenida del cromosoma 2 
del genoma de Fusarium oxysporum. 

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa 
Frecuencia 

% 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 184 0,033527697 3,352769679 3,352769679 

Fusarium avenaceum 426 0,077623907 7,762390671 11,11516035 

Fusarium culmorum 461 0,084001458 8,400145773 19,51530612 

Fusarium equiseti 474 0,086370262 8,637026239 28,15233236 

Fusarium foetens 498 0,09074344 9,074344023 37,22667638 

Fusarium graminearum 460 0,083819242 8,381924198 45,60860058 

Fusarium oxysporum 498 0,09074344 9,074344023 54,68294461 

Fusarium proliferatum 444 0,08090379 8,090379009 62,77332362 

Fusarium solani 400 0,072886297 7,288629738 70,06195335 

Fusarium sp. 182 0,033163265 3,316326531 73,37827988 

Fusarium sporotrichioides 464 0,084548105 8,454810496 81,83309038 

Fusarium subglutinans 499 0,090925656 9,092565598 90,92565598 

Fusarium verticillioides 498 0,09074344 9,074344023 100 

 
5488 1 100 

 

Tabla E-12. Tabla de frecuencias del fragmento amplificado de la subunidad pequeña del 
ribosoma del gen de RNA mitocondrial usando los iniciadores NMS1 y NMS2 comparado 
con la secuencia afín obtenida del genoma mitocondrial de Fusarium oxysporum.  

Especie 
Frecuencia 

absoluta 
Frecuencia 

relativa Frecuencia % 
Frecuencia  

acumulada % 

Fusarium anthophilum 495 0,077805721 7,780572147 7,780572147 

Fusarium avenaceum 488 0,076705439 7,670543854 15,451116 

Fusarium culmorum 484 0,076076705 7,607670544 23,05878655 

Fusarium equiseti 484 0,076076705 7,607670544 30,66645709 

Fusarium foetens 496 0,077962905 7,796290475 38,46274756 

Fusarium graminearum 488 0,076705439 7,670543854 46,13329142 

Fusarium oxysporum 496 0,077962905 7,796290475 53,92958189 

Fusarium proliferatum 496 0,077962905 7,796290475 61,72587237 

Fusarium solani 496 0,077962905 7,796290475 69,52216284 

Fusarium sp. 484 0,076076705 7,607670544 77,12983339 

Fusarium sporotrichioides 487 0,076548255 7,654825527 84,78465891 

Fusarium subglutinans 484 0,076076705 7,607670544 92,39232946 

Fusarium verticillioides 484 0,076076705 7,607670544 100 

 
6362 1 100 
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Figura E-1. Gráfico de la frecuencia relativa obtenida a partir de las matrices de 
comparación entre los 15 pares de iniciadores empleados en el estudio y el genoma de 
Fusarium oxysporum. 

 

Figura E-2. Gráfico del coeficiente de correlación obtenida a partir de las frecuencias 
relativas de las  matrices de comparación de los 15 pares de iniciadores empleados en el 
estudio y el genoma de Fusarium oxysporum. 
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F. Simulación de Montecarlo para cada una de las regiones 
génicas amplificadas 

Tabla F-1. Simulación de Montecarlo a partir de las frecuencias absolutas e intervalos de 
confianza para las matrices de distancia y de comparación con secuencia canónica 
(genoma de Fusarium oxysporum). 

Región Génica Matriz de distancia Matriz de comparación 

ARP 20,97511639 NA 

ASP 7,538503951 NA 

BT1 9,751418009 265,163 

BT2 15,79904336 60,528 

CMD 1,634332608 524,255 

COX 7,407207807 438,63 

EFTU 2,175693079 555,423 

H3 1,364589527 390,785 

H4 3,442704021 134,533 

HOG 2382,436604 NA 

ITS 5,555474432 343,636 

ITS1/2 1,062108272 387,029 

ITS1/4 1,194779612 437,821 

ITS4/5 13,22262932 450,189 

NMS 0,144456978 438,63 
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G. Mapas de variación de las diferentes regionesgénicas 

 

Figura G-1. Mapa de variación del fragmento amplificado del gen de laProteína 
ribosomal P2 60Susando los iniciadores arp-2F y arp-2R. 

 

Figura G-2. Mapa de variación del fragmento amplificado del gen de la Proteasa 
Aspártica usando los iniciadores asp-F y asp-R. 

 

Figura G-3. Mapa de variaci·n del fragmento amplificado del gen de la ɓ-Tubulina 
usando los iniciadores Bt1Ŭ y Bt1b. 
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Figura G-4. Mapa de variaci·n del fragmento amplificado del gen de la ɓ-Tubulina 
usando los iniciadores Bt2a y Bt2b. 

 

Figura G-5. Mapa de variación del fragmento amplificado del gen de la 
Calmodulinausando los iniciadores cmd-F y cmd-R. 

 

 

Figura G-6. Mapa de variación del fragmento amplificado del gen de la Citocromo 
oxidasa Iusando los iniciadores AHyFuF y AHyFuR. 

 

Figura G-7. Mapa de variación del fragmento amplificado del gen del Factor de 
Elongación 1-Ŭ usando los iniciadores EF1H y EF2T 
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Figura G-8. Mapa de variación del fragmento amplificado del gen de la Histona 3 usando 
los iniciadores H3-1Ŭ yH3-1b. 

 

Figura G-9. Mapa de variación del fragmento amplificado del gen de la Histona 4 usando 
los iniciadores H4-1Ŭ yH4-1b 

 

Figura G-10. Mapa de variación del fragmento amplificado del gen de la Histidina 
Quinasa usando los iniciadores hog1-F yhog1-R. 

 

Figura G-11. Mapa de variación del fragmento amplificado del cluster de rDNAusando los 
iniciadores ITSFuF e ITSFuR.  
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Figura G-12. Mapa de variación del fragmento amplificado del cluster de rDNAusando los 
iniciadores ITS1 e ITS2.  

 

Figura G-13. Mapa de variación del fragmento amplificado del cluster de rDNAusando los 
iniciadores ITS1 e ITS4.  

 

Figura G-14. Mapa de variación del fragmento amplificado del cluster de rDNAusando los 
iniciadores ITS4 e ITS5.  

 

Figura G-15. Mapa de variación del fragmento amplificado de la subunidad pequeña del 
ribosoma del gen de RNA mitocondrial usando los iniciadores NMS1 y NMS2. 
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H. Indices de cambio y de variacion de las secuencias genicas 

 
Tabla H-1. Resultados del índice de cambio para cada una de las micro-secuencias de 

cada una de las regiones génicas analizadas. 

Región Génica Microsecuencia Mi 

ARP 

ARP 1-60 0,055084746 

ARP 61-185 0,053582506 

ARP 186-240 0,056445869 

ASP 

ASP 1-68 0,02842195 

ASP 69-130 0,02496898 

ASP 131-184 0,02083333 

Bt1 

Bt1 1-125 0,032025434 

Bt1 126-300 0,021731881 

Bt1 301-457 0,024007839 

Bt2 

BT2 1-62 0,03530895 

BT2 63-130 0,03379525 

BT2 131-162 0,0405649 

CMD 

CMD 1-149 0,019945426 

CMD 150-338 0,005472586 

CMD 339-575 0,00309648 

COX 

COX 1-183 0,02142444 

COX 184-362 0,02277611 

COX 363-528 0,01995482 

EFTU 

EFTU 1-191 0,01459928 

EFTU 192-450 0,01874814 

EFTU 451-669 0,00612487 

H3 

H3 1-111 0,014423077 

H3 112-257 0,002851459 

H3 258-443 0,008731809 

H4 

H4 1-62 0,023888338 

H4 63-132 0,019093407 

H4 133-179 0,009206219 

HOG 

HOG 1-95 0,03087045 

HOG 96-147 0,0245932 

HOG 148-203 0,02918956 

ITS 

ITS 1-101 0,017884615 

ITS 102-288 0,010080645 

ITS 289-381 0,03145903 

ITS1/2 ITS12 1-95 0,012786416 
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ITS12 96-277 0,001056636 

ITS12 278-419 0,016071429 

ITS1/4 

ITS14 1-113 0,012105082 

ITS14 114-293 0,00059089 

ITS14 294-474 0,013247863 

ITS4/5 

ITS4/5 1-171 0,02086145 

ITS4/5 172-346 0,00763736 

ITS4/5 347-526 0,02136752 

NMS 

NMS 1-153 0,003479251 

NMS 154-325 0,000730994 

NMS 326-497 0 

 

Tabla H-2. Índice de variación de las secuencias 

Región génica Índice de variación 

ASP 0,3789 

ARP 0,27809917 

Bt1 0,28805395 

BT2 0,4791 

CMD 0,23925781 

COX 0,3639 

EFTU 0,3673 

H3 0,24352332 

H4 0,3611 

HOG 0,4153 

ITS 0,29095563 

ITS1/2 0,30564516 

ITS1/4 0,2994012 

ITS4/5 0,3446 

NMS 0,31481481 
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I. Analisis de microsecuencias  

Tabla I-1. Modelo de evolución estimado para cada una de las microsecuencias a través 
de ModelTest®. 

REGIÓN GÉNICA POSICION AIC BIC DT 

BT1 1-125 TPM2uf K80 K80 

BT2 131-162 TPM2uf K80 K80 

CMD 1-149 HKY+I K80+I K80+I 

COX 184-362 TVM+G TVMef+G TPM2uf+G 

EFTU 192-450 TPM2uf+G HKY+G HKY+G 

H3 1-111 TrN+G TrNef+G TrNef+G 

H4 ene-62 TPM3uf+I K80+G K80+G 

ITS 289-381 TIM2ef+G K80+G K80+G 

ITS ½ 277-419 TIM3ef+G TrNef+G TrNef+G 

ITS ¼ 294-474 TPM2uf+I+G K80+G K80+G 

ITS 4/5 347-526 TrNef+G K80+G K80+G 

NMS 1-153 TPM3uf+I K80 K80 
JC (Jukes and Cantor 1969); TrN (Tamura and Nei 1993); TPM (óó3-parameter model,ôô); TIM (óótransitional modelôô) (Posada 
2003);GTR (Tavaré, 1986). +I: sitios invariables; +G: tasa de variación entre sitios. 

 
ÁRBOLES FILOGENÉTICOS DE LAS MICROSECUENCIAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura I-1. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Proteína ribosomal P2 60S (ARP 186-240).  El árbol 
consenso fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas.  
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Figura I-2. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de Proteasa Aspártica (ASP 1-68).  El árbol consenso fue 
inferido después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el 
método de Maximum Composite Likelihood. Los análisis involucraron 13 secuencias 
nucleotídicas. Se analizó un total de 41 posiciones del set de datos final.  
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I-3. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la ɓ-tubulina usando los iniciadores Bt1 (1-125).  El 
árbol consenso fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Tajima-Nei. Se analizó un total de 82 posiciones del set 
de datos final.  
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Figura I-4. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la ɓ-tubulina usando los iniciadores Bt2 (131-162).  El 
árbol consenso fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Maximum Composite Likelihood. Los análisis 
involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 24 posiciones del set de 
datos final. L 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura I-5. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Calmodulina (CMD 1-149).   El árbol consenso fue 
inferido después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el 
método de Tamura-Nei. Los análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó 
un total de 93 posiciones del set de datos final.  
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Figura I-6. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Citocromo Oxidasa I (COX 184-362).  El árbol 
consenso fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Tamura 3 parámetros. Los análisis involucraron 13 
secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 157 posiciones del set de datos final.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I-7. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen delFactor de Elongación 1-ʰ ό9C¢¦ мфн-450). El árbol 

consenso fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron 
calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis involucraron 13 secuencias 
nucleotídicas. Se analizó un total de 180 posiciones del set de datos final.  
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Figura I-8. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Histona 3 (H3 1-111 El árbol consenso fue inferido 
después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método 
de Tamura 3 parámetros. Los análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se 
analizó un total de 80 posiciones del set de datos final.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figura I-9. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Histona 4 (H4 1-62).  El árbol consenso fue inferido 
después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método 
de Tajima-Nei. Los análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total 
de 31 posiciones del set de datos final.  
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Figura I-10. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del gen de la Histidina Quinasa (HOG 1-95).  El árbol consenso 
fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias evolutivas fueron calculadas 
usando el método de Maximum Composite Likelohood. Los análisis involucraron 13 
secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 1 posiciones del set de datos final.  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura I-11. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del cluster de rDNA usando los iniciadores ITSFuF e ITSFuR 
(ITS 289-381).  El árbol consenso fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias 
evolutivas fueron calculadas usando el método de Tajima-Nei. Los análisis involucraron 
13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 54 posiciones del set de datos final.  
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Figura I-12. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del cluster de rDNA usando los iniciadores ITS1 e ITS2 (ITS1/2 
277-419).  El árbol consenso fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias 
evolutivas fueron calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis involucraron 
13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 114 posiciones del set de datos final.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura I-13. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del cluster de rDNA usando los iniciadores ITS1 e ITS4 (ITS1/4 
194-474).  El árbol consenso fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias 
evolutivas fueron calculadas usando el método de Tamura-Nei. Los análisis involucraron 
13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 154 posiciones del set de datos final.  
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Figura I-14. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada del cluster de rDNA usando los iniciadores ITS4 e ITS5 (ITS4/5 
347-526).  El árbol consenso fue inferido después de 1000 réplicas. Las distancias 
evolutivas fueron calculadas usando el método de Tajima-Nei. Los análisis involucraron 
13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 141 posiciones del set de datos final.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura I-15. Relaciones evolutivas de las  especies del género Fusarium para la 
región amplificada de la subunidad pequeña del ribosoma del gen de RNA 
mitocondrial (NMS 1-153).  El árbol consenso fue inferido después de 1000 réplicas. 
Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el método de Jukes-Cantor. Los 
análisis involucraron 13 secuencias nucleotídicas. Se analizó un total de 142 posiciones 
del set de datos final.  
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J. SECUENCIAS NUCLEOTÍDICAS OBTENIDAS 

A continuación se presentan los números de accesión y las secuencias que no 
fueron indexadas por la longitud de las secuencias. 

Especie 

ɓ-
Tubulina 

(Bt1) Calmodulina 
Citocromo 

oxidasa 
Factor de 

Elongacion Histona 3 

Región 
Intergenica 

Espaciadora 

Región 
Intergenica 

Espaciadora 
(1/2) 

Región 
Intergenica 

Espaciadora 
(1/4) 

Región 
Intergenica 

Espaciadora 
(4/5) 

Subunidad 
Pequeña 

Ribosomal 
gen de RNA 
mitocondrial 

Fusarium 
anthophilum KF467325 KF467338 KF467351 KF467364 KF467377 KF467390 KF467403  KF467416   KF467429 KF467442  

Fusarium 
avenaceum KF467326 KF467339  KF467352 KF467365 KF467378 KF467391 KF467404 KF467417 KF467430 KF467443 

Fusarium 
culmorum KF467327  KF467340 KF467353  KF467366 KF467379 KF467392 KF467405  KF467418 KF467431 KF467444 

Fusarium 
equiseti KF467328 KF467341 KF467354 KF467367 KF467380 KF467393  KF467406 KF467419 KF467432 KF467445 

Fusarium 
foetens KF467329 KF467342  KF467355   KF467368 KF467381 KF467394 KF467407 KF467420 KF467433   KF467446  

Fusarium 
graminearum 

 
KF467330 KF467343 KF467356 KF467369 KF467382 KF467395 KF467408 KF467421 KF467434   KF467447 

Fusarium 
oxysporum KF467331 KF467344 KF467357 KF467370 KF467383 KF467396 KF467409 KF467422 KF467435 KF467448 

Fusarium 
proliferatum KF467332 KF467345  KF467358 KF467371 KF467384 KF467397 KF467410 KF467423  KF467436 KF467449 

Fusarium 
solani KF467333   KF467346  KF467359   KF467372 KF467385 KF467398 KF467411 KF467424 KF467437 KF467450 

Fusarium sp. KF467334  KF467347  KF467360  KF467373 KF467386  KF467399 KF467412  KF467425  KF467438 KF467451 

Fusarium 
sporotrichioides KF467335 KF467348  KF467361 KF467374 KF467387 KF467400 KF467413 KF467426  KF467439 KF467452 

Fusarium 
subglutinans KF467336 KF467349 KF467362 KF467375 KF467388 KF467401 KF467414 KF467427  KF467440 KF467453 

Fusarium 
verticillioides KF467337 KF467350 KF467363 KF467376 KF467389 KF467402 KF467415 KF467428 KF467441 KF467454 

 

Proteína ribosomal P2 60S  

>Fusarium _anthophilum UMNGFUS1 60s acidic ribosomal protein p2  

GCGAGTTCACAAGCGACTCAAAGAATTCCCAAACAGCTGGGACTCGTCCAGTCGACCCGTACGACCTCCATT

TGCCCAACCGCCTCAAGAAGCAGCAATCAGTCTGAAGCAATTGGAAGATGAATTGGAGGATCTAAGAAATGA

GCTGAGGGGTCAGGGCGTCAAAAACAACCTTAACCTCAACGTCCGGGTTGACAGTGGTA 

>Fusarium _avenaceum UMNGFUS2 60s acidic ribosomal pr otein p2  

CCTTTACCGCCAGAGATCTCATGCTGCCGATGGTGCTGTTGATGGCGAAAGCTTACCAGCTAGTGACTGGGA

GGCTTTCTTTACTGAGGATGAACATGATAAGTTGGAAAACCGAGCACAATTCTTTGATGGGCGTGTCAATAA

AGTTGCGGGCACTTTGATGGCATCTC 

>Fusarium _culmorum UMNGFUS3 60s acidic ribosomal protein p2  

AGGTAAGAACGGAAAAGGAGGGGGTTCTTCGACTTCATGGAAGGGGACCCATGCTAAGGGCATGGGGGACGC

CCCTTTATTGTACGGAGTTGCTGGCTCTGTGCCCAACAAGATGGATCGTTGTCAATCTGGCGAGCGGATTCT

TAGATCTGATGCACAACGCGTAACTGTTTTTGGAAAACTAGG 

>Fusarium _equiseti UMNGFUS4 60s acidic ribosomal protein p2  

CGAAACAGTGGGCGGGAGGGGTGCGGCCTCCTTGGGGGGGAGAGCGACTACGGGAGGGGGGGGAGGCCCCTT

TCACCATAGACGAATCAACGCGCGGCCCCCACCACGTCCCGGGCGACCGGCCGCCCTAAAAACATCCCCTAA

GGTGGGCGGCAATTCCCTCGAACACCCCATGGGCCGCGTAG 

>Fusarium _foetens UMNGFUS5 60s acidic ribosomal protein p2  
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GGTGAAACTGAGGGTGGTCCAGTTCGGTACGTCTTTATGCGGCAGAGTACACGCGGATTGGGCGGGAGAGGC

CCATAAAGAATATGTTGCATAGTTATTCAGAGATTGACAACTAGCCTTTATAGATATGCGATAAAAGGTAGC

TGAATCTGAGGATTACACTATGCTTGATTGAACCTA 

>Fusarium _graminearum UMNGFUS6 60s acidic ribosomal protein p2  

CGGGGAAGGGGCGAACGTGCCAGAAGAGGTTAATCCTCCTGCTACCCCTTAGCCACTCCTGATGTGGGGAGC

TGCCCCTTTTAAGTTTAGACGCATAAAGGAGGAGCGGACGACAAACCCCTCTTGAGGTCGGCCAGATAACTC

AACCAACACTATGCCATCCATCAAACCAAGAAG 

>Fusarium _oxysporum UMNGFUS7 60s acidic ribosomal protein p2  

GCTGAACATGCGGTGGCCCGTGTTCGCTATCGTTTCATGCACTAGAGTACACGGGATTTGGCGGATATGACC

CATAGAAACCATGTCTGCGCAGCGATTCACAGATTGACAGCTGTGGGTGGATAGATATGCGGATAATACGCA

GCTGTAGCTGCCTATTATGCTATGCTTGATTGGACGCA 

>Fusarium _proliferatum UMNGFUS8 60s acidic ribosomal protein p2  

CTTCTTTTCGTTCCTTTTTTTCTTCGTTGTTATCCATCAGAATTCACGCCCCTTGCCGGTTTTCTCTGACTC

GAAACGATGTTGCAAAGCTACTCATGCATCGAGATTCGACGGACCATAAGCCACATGGATTATTTCAACCTC

CCGATGTCCGATGCTTGCTGACCTACCTATATGGTAGCCAATCCTCTCCTCGTCATTTTTTTGATCAAATTT

T 

>Fusarium _solani UMNGFUS9 60s acidic ribosomal protein p2  

CCCCTGCTTGTGGATTTCCGGAAAGGTCCTACATTGATGCAAAATCTCCCGGCGACGTTTCTCCCAGGTTCT

CGAATTCACGTTTGATTTCAACTTCAACCTCATGCGTCGCGATTCCAATAACACCAGTATCCGCATGGATTA

TTCCAACACCCCGGGGTACTGGAAACAGCTGGTTGACAGAGATGGCATTCAATCCCGGGATTGGAAGCTTCT

TGACGAACGATT 

>Fusarium _sp. UMNGFUS10 60s acidic ribosomal protein p2  

GATGGGAATGGACGAACTGACGAGTTGGCTACGTTTCTAGCGGTGCCGCGAGTACTGCTCGCGGGGAGTGGG

CTCCCCTTTTGATATGGCTGCAAAGTGATGCAGCGTGTTACCGCCCACCTGAGAAACCTGCTAGTATCTGCC

ACACACCGCTGCGGACTGCGCTGTGCTTGTTTACATACA 

>Fusarium _sporotrichioides UMNGFUS11 60s acidic ribosomal protein p2  

GGGTTGGATTGGGAACGTGTCAGAGGTGGGAAGGCTTCTAGCATGGCGGAGCTAATAGTTGAGGGGAAATGC

TCGCTATTATCAGTGAGAAGACCTATTGTGTGGGAGAGTTGTTCTATGATTCTAGGCTGGGGGCATTACCTG

TTAAACTAAACTATGGCATGCAGCATTTACGGCAAAGACTA 

>Fusarium _subglutinans UMNGFUS12 60s acidic ribosomal protein p2  

TTGTTATTTATGTGTGTCCATTTCCGTTCCGTTTCAGCCTAGACGGGAAATGCCTCGAGCGGTTTGACTTAT

CGAAACCATGTTGCTAAGCTACTCGCGGATTGAAGCTTGTCGGAGGATTTGCCATGGATTCCACTGTAGATG

CGTATTAGCCTGAGCTTGAGTGGAATCATAACTAGATCACTCCTGTCCTCGTCGATTAATTTCTCACCTATG 

>Fusarium _verticillioides UMNGFUS13 60s  acidic ribosomal protein p2  

AGATACGACGGAAGTGGACGAGTTGGGTACGTTTTCTGCTATGGAGAGATAATACTCTCAGAGCGGAAGTCA

CTATTTTTTATATTGTACGAATAATTTTTGGTGTTATTTCTATGATTCTATGCTGTTGGCATAATAAATCAA

CTACAACTAAGACATTCATCAATTACTGCGAAATCTACATGGGATGCTAAG 
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Proteasa Aspártica  

>Fusarium _anthophilum UMNGFUS1 Aspartic protease gene  

CAGTACGACTATTCCGTATCGTGTTGATAATGTATAAAGAAGCGGTGCAGACCGTCCTATCCAAGATTTGAA

TCATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCACTACTCTAACCCTCCAGTACTATCTTCACGATGCCTTCTCT

CAACGCTCTTCTCGCTC 

>Fusarium _avenaceum UMNGFUS2 Aspartic protease ge ne 

CAGGTACAGACTATTCCTGTATCGTGTTGATAATGGTATAAAGAAGCGGTGCAGACCGCCCTATCCAAGATT

TGAATCATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCCCTACTCTAACCCTCCAGCACTATCTTCACGATGCCTT

CTCTCAACGCTCTTCTCGCTA 

>Fusarium _culmorum UMNGFUS3 Aspartic protease gene  

CAGTCCGACTATTCCGTATGTGTTGATAATGTATAAGAAAGCGGTGAGACCGTCCTCTCCAAGATTTGAATC

ATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCACTACTCTAACCCTCCAGTACTATCTTCACGATGCCTTCTCTCA

ACGCTCTTCTCGCTC 

>Fusarium _equiseti UMNGFUS4 Aspartic protease gene  

CCGCTAGTGGCGGAGGGGTGTGTAAAGAAGTTCATGTTTTAAGAACCGACAGATATCTCGTCAAATCTGGAC

ACACCTCATCTCTATCTTGCTTATTTCGTATCTCATTTCTACGAGCCTATCTAAGTCTTTTGCAACTACAAC

TGATTCGGTAGTAAAGACATCATACCGTAGT 

>Fusarium _foetens UMNGFUS5 Aspartic protease gene  

CAGTACGACTATTCCGTATCGTGTTGATAATGGTATAAAGAAGCGGTGCAGACCGTCCTATCCAAGATTTGA

ATCATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCACTACTCTAACCCTCCAGTACTATCTTCACGATGCCTTCTC

TCAACGCTCTTCTCGCAT 

>Fusarium _graminearum UMNGFUS6 Aspartic protease gene  

CCGAAGGAAGTTTTTCTGCGGCGATTAGAGTTGTGATAGAGAGAGTATAGCTGATGGGGATGAGCGGGTCTG

AATAGAAGGGCTGCGCCCTTTCTCGACAACTGTCTTCACTATACGCCCCCTTCGTGTTCTCTCGACGCGATG

CCTTCTTGCTTGCTCCTCAAGATA 

>Fusarium _oxysporum UMNGFUS7 Aspartic protease gene  

GTAGACGCAACACACGTTTGTGTTGTGAGGGTACAAACGGTGAGACGTTGATCAAGAGTGGAATATCCCTCT

TCGCTTTTGGTTCTATCACTGAATTTCAGTATATCTTCAGGATGGCTTCTCCCAACGTTTTTCTAGCTA 

>Fusarium _proliferatum UMNGFUS8 Aspartic protease gene  

CAAGTTCCGACTTATTCCGTATCGTGTTGATTAATAGGTATTAAAGAAGCGGTGCAGACCGTCCTATCCAAG

ATTTGAATCATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCACTACTCTAACCCTCCAGTACTATCTTCACGATGC

CTTCTCTCAACGCTCTTCTCGCTT 

>Fusarium _solani UMNGFUS9 Aspartic protease gene  

CAGTACGACTATTCCGTATCGTGTTGATAATGTATAAAGAAGCGGTGCAGACCGTCCTATCCAAGATTTGAA

TCATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCACTACTCTAACCCTCCAGTACTATCTTCACGATGCCTTCTCT

CAACGCTCTTCTCGCAC 
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>Fusari um_sp. UMNGFUS10 Aspartic protease gene  

CAGTCGACTATTCCGTATCGTGTTGATGATGTATAAAGAAGCGGTGCAGACCGTCCTATTCAAGATATGCAC

ATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCACTACTCTAACCCTCCAGTACTATCTTCACGATGCCTTCTCTCA

ACGCTCTTCTAGCTT 

>Fusarium _sporotrichioides UMNGFUS11 Aspartic protease g ene  

CAGTACGACTATTCCGTATCGTGTTGATAATGTATAAAGAAGCGGTGCAGACCGTCCTATCCAAGATTTGAA

TCATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCACTACTCTAACCCTCCAGTACTATCTTCACGATGCCTTCTCT

CAACGCTCTTCTCGCTC 

>Fusarium _subglutinans UMNGFUS12 Aspartic protease gene  

CAGTACGACTATTCCGTATCGTGTTGATAATGTATAAAGAAGCGGTGCAGACCGTCCTATCCAAGATTTGAA

TCATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCACTACTCTAACCCTCCAGTACTATCTTCACGATGCCTTCTCT

CAACGCTCTTCTCGCTT 

>Fusarium _verticillioides UMNGFUS13 Aspartic protease gene  

CAGTACGACTATTCCGTATCGTGTTGATAATGTATAAAGAAGCGGTGCAGACCGTCCTATCCAAGATTAGAA

AAATCACCATCATTCGCTTTCTGCCTTCTCACTACTCTAACCCTCCAGTACTATCTTCACGATGCCTTCTCT

CAACGCTCTTCTCGCTA 

ɓ- Tubulina (Bt2)  

>Fusarium _anthophilum UMNGFUS1 beta - tubulin gene  

CCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGTGTCTACAACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGTA

TGAGTGTCTACTTCAACGAGGTATGCTTTAACAGTCAATGCCAAGAATTCCCAAGCTCACACAACTAGGCC 

>Fusarium _avenaceum UMNGFUS2 beta - tubulin gene  

CCATCTCTGGCGAGCATGGCCTTGACAGCAATGGTGTCTACAACGGCACCTCGGAGCTTCAGCTCGAGCGCA

TGAGCGTCTACTTCAACGAGGTATGTTTCAGATAGTTGATTCCACGAGAACTGTAGGCTGACGCACATAGGC

T 

>Fusarium _culmorum UMNGFUS3 beta - tubulin gene  

CCATCTCTGGCGAGCACGGTCTCGACAGCAATGGTGTTTACAGCGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGTA

TGAGCGTTTACTTCAACGAGGTTTGTTTCATCACTCCTGCCACGAAAAACACAAGCTCACGTGTGTAGGCC 

>Fusarium _equ iseti UMNGFUS4 beta - tubulin gene  

CCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGTGTCTACAACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGTA

TGAGCGTCTACTTCAACGAGGTATGTTCCAATCAGCCCATGTCTAGAAACCTCAAGCTGACACACTTAGGCC 

>Fusarium _foetens UMNGFUS5 beta - tubulin gene  

CCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGTGTCTACAACGGTACCTCCGAGCTTCAGCTCGAGCGCA

TGAGTGTCTACTTCAACGAGGTATGCATTAACAATCAATGTCAAGAATTCCCAAGCTCACACAATTAGGCC 

>Fusarium _graminearum UMNGFUS6 beta - tubulin gene  

CCATCTCTGGCGAGCACGGTCTTGACAGCAATGGTGTTTACAACGGCACCTCTGAGCTTCAGCTCGAGCGCA

TGAGCGTTTACTTCAACGAGGTTTGTTCAGTCACTCCTGCCACGAAAAAAACAAGCTCACGCATGTAGGCC 
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>Fusarium _oxysporum UMNGFUS7 beta - tubulin gene  

GTACCCATACCGGCACCGGTACCACCACCGAGAGAGTGGGTGATCTGGAAACCCTGGAGGCAATCGCAGCCC

TCGGCCTCACGGCGGACGACGTCGAGGACCTGGTCGACAAGTTCGGCACCCTCAGTGTAGTGACC 

>Fusarium _proliferatum  UMNGFUS8 beta- tubulin gene  

CCGACCTCCGAAAGCTCGCCGTCAACATGGTGCCTTTCCCTCGTCTACACTTCTTCATGGTCGGCTTTGCTC

CTCTGACCAGCCGTGGTGCTCACTCTTTCCGCGCTGTCAGCGTTCCTGAGTTGACC 

>Fusarium _solani UMNGFUS9 beta - tubulin gene  

CCATCTCTGGCGAGCATGGCCTCGACAGCAATGGTGTTTACAACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCA

TGAGCGTCTACTTCAACGAGGTATGTTGCCCGAAGCCTATACCAAATCTAGCTGACATCTGTAGGCC 

>Fusarium _sp. UMNGFUS10 beta - tubulin gene  

CCATCTCTGGCGAGCACGGCCTCGACAGCAATGGTGTCTACAATGGTACCTCCGAGCTTCAGCTCGAGCGCA

TGAGTGTTTACTTCAACGAGGTATGCATTAGCAGTCAATGTCAAGAGTTCACACGCTCACACATCTAGGCC 

>Fusarium _sporotrichioides UMNGFUS11 beta - tubulin gene  

CCATTTCTGGCGAGCACGGTCTCGACAGCAATGGTGTTTATCACGGTACCTCCGAGCTCCAGCTCGAGCGCA

TGAGCGTCTACTTCAACGAGGTTTGTTCCATCACTCCTGCCACGAAAGATGCAAGCTCACGCGTTTAGGCC 

>Fusarium _subglutinans UMNGFUS12 beta - tubu lin gene  

CCCACTCTCTCGGTGGTGGTACCGGTGCCGGTATGGGTACCTTGCTCATTTCCAAGATCCGCGAGGAATTCC

CCGACCGAATGATGGCCACCTTCTCCGTCGTTCCCTCCCCCAAGGTCTCTGACACCGTCGTTGAGCCCTACA

ATGCCACCCTCTCCGTCC 

>Fusarium _verticillioides UMNGFUS13 beta - tubulin gene  

GTTGTCGGGACGGAAGAGCTGACCGAAGGGACCAGCACGGACGGCGTCCATGGTACCAGGCTCAAGATCGAC

GAGGACGGCTCGGGGAACATACTTGTTGCCAGAGGCCTAGTTGTGTGAGCTTGGGAATT 

Histona 4  

>Fusarium _anthophilum UMNGFUS1 histone H4, partial mRNA  

TCTCTGCCAGTAGTTGACCGTAGCAATGCATTTCCACATTATTTAAGATGCTAACCTTCTGCCTTAATGATC

TACGAGGAGACCCGTGGTGTCCTCAAGACCTTCCTTGAGGGTGTCATCCGTGACGCTGTCACATACACTGAG

CACGCCAAGCGCAAGACTGTCAC 

>Fusarium _avenaceum UMNGFUS2 histone H4, partial mRNA  

TTTCTGCCAGTATGTTGAAACCTATATTTTCTTTTTAATAAGCCAGCGAGATGCTAACCACAACTCTTTAGT

GATATACGAGGAGACCCGTGGAGTTCTCAAAACCTTCCTCGAGGGTGTCATTCGTGACGCCGTCACCTACAC

TGAGCACGCCAAGCGCAAGACCGTCAC 

>Fusarium _culmorum UMNGFUS3 histone H4, partial mRNA  

TCTCTGCCAGTAAGTTACCTCTGTGACTCTGCTTGTTAGTATCTAGATGCTACGCGTTGTCCCCTTTAAGAC

GAGGAGAGTCCTGGAGTTCTCCCTAGCTTCCGCCATGGTGGCCTCCGTGATGCTGTCCCCTACCCTGAGCAC

GCCAAGCGCAAGATCGCTAC 
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>Fusarium _equiseti UMNGFUS4 histone H4, partial mRNA  

TCTCTGCTAGTAAGTTGATCATAGTTATTATTAACATGCATGCAGTTTACTAACAGTTCTGTCTTAGTGATC

TATGAGGAGACCCGAGGTGTTCTCAAGACCTTCCTCGAGGGGTGTCATTTTCGTGATGCCGTTACCTACACT

TGAGCACGCCAAGGCGCAAGAACCGTCAC 

>Fusarium _foetens UMNGFUS5 histone H4, partial mRNA  

TTTCTGCTAGTAAGTTGACCACAGCAATGCATTTCCACATTATGAAGATGCTAACCTTCTGCCTTAGTGATC

TACGAGGAGACCCGTGGTGTTCTCAAGACCTTCCTCGAGGGTGTCATCCGTGACGCTGTCACCTACACTGAG

CACGCCAAGCGCAAGACCGTTAC 

>Fusarium _graminearum UMNGFUS6 histone H4, partial mRNA  

TCTCTGCTAGTAAGTTGACCACGGAACTGCCTTTCCCATTATGAAGATGCTAACCTTCTCTCTACACGGAGG

CGAGGAGAGCCGTGGTGTTCATCTAGACCTTCCTCTATGGTGTCATCCGCCGACGCTGTCACCTACACTCGA

GCACGCCAAGCAGCAGAGACTGTCAC 

>Fusarium _oxysporum UMNGFUS7 histone H4, partial mRNA  

TTTCTGCTAGTAAGTTGACCACAGCAATGCATTTCCACATTATGAAGATGCTAACCTTCTGCCTTAGTGATC

TACGAGGAGACCCGTGGTGTTCTCAAGACCTTCCTCGAGGGTGTCATCCGCGACGCTGTCACATACACTGAG

CACGCCAAGCGCAAGACTGTCAC 

>Fusarium _proliferatum UMNGFUS8 histone H4, partial mRNA  

TTTCTGCTAGTAGTTGACCACAGCAATGCATTTCCACATTATGAAGATGCTAACCTTCTGCCTTAGTGATCT

ACGAGGAGACCCGTGGTGTTCTCAAGACCTTCCTCGAGGGTGTCATCCGCGACGCTGTCACCTACACTGAGC

ACGCCAAGCGCAAGACTGTCAC 

>Fusarium _solani UMNGFUS 9 histone H4, partial mRNA  

TATCCGCCGTCTCGCTCGTCGTGGTGGTGTGAAGCGTATCTCCGCTATGATCTACGAAGGAGACCCGCGGTG

TGCTCAAGTCCTTACTTGAGTCCGTCATCCGTGACGCTGTCACCTACACCGAGCACGCTAAGCGTAAGACTG

TCAC 

>Fusarium _sp. UMNGFUS10 histone H4, partial mRNA  

TCTCTGCTAGTAAGTTGACGATGGTACTCTACTGCTATATGAACAACATACTAACAGTTCTCCAGTGATTTA

CGAGGAGACACGTGGTGTCCTCAAGACCTTCCTCGAGGGTGTCATCCGTGACGCTGTCACCTACACTGAGCA

CGCCAAGCAAAAGACCGTCAC 

>Fusarium _sporotrichioides UMNGFUS11 histone H4, partial mRNA  

TCTCTGCTAGTAAGTTGACGATGGTACTCTACTGCTATATGAACAACATACTAACAGTTCTCCAGTGATTTA

CGAGGAGACACGTGGTGTCCTCAAGACCTTCCTCGAGGGTGTCATCCGTGACGCTGTCACCTACACTGAGCA

CGCCAAGCGAAAGACCGTCAC 

>Fusarium _subglutinans UMNGFUS12 histone H4, partial mRNA  

TTTCTGCTAGTAATTTAAATCTGAATGCATTTCTACATTGTGAACATGCTAACATTCTACCCTAGTGATCTA

CGAGGAGACCCGTGGTGTTCTCAAGACCTTCCTCGAGGGTGTCATTCGTGACGCTGTCACCTACACTGAGCA

TGCCAAGCGCAAGACCGTTAC 

>Fusarium _verticillioides UMNGFUS13 histone H4, partial mRNA  

TTTCTGCTAGTAAGTTAAACCTGAATGCATTTCTACATTGTGAACATGCTAACATTCTACCCTAGTGATCTA

CGAGGAGACCCGTGGTGTTCTCAAGACCTTCCTCGAGGGTGTCATTCGTGACGCTGTCACCTACACTGAGCA

TGCCAAGCGCAAGACCGTTAC 
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Histidina Quinasa  

>Fusarium _anthophilum UMNGFUS1 histidine kinase gene  

AACCAAATTCGGCGAGAGCTCAGGCTGTGGCGGTCCGTCCCAAGCCTAAAGTCTTTCACGCCCAAGGTAGCC

TGCACTCTCCGCATCTGCCATCTTATCAGCTGACCGAAGAAGCCCTTGAAGGACTTCGAGAACATGTGGATG

ACCAATCCAAGTTACTCGATAGTCAGCGCCAGGAGCTCG 

>Fusarium _avenaceum UMNGFUS2 histidine kinase gene  

CTCTTGCGGTAGCGGCCCGCCCCAAGCCCAAAGTCTTTCCCGCCCAAGGTAGTCTGCACTCTCCGCATATGC

CTACTTATCAGCTGACCGAAGAAGCCCTCGAAGGACTTCGAGACCACGTGGACGACCAGTCCAAGTTGCTCG

ATAGTCAACGCCAGGAGCTCG 

>Fusarium _culmorum UMNGFUS3 histidine kinase gene  

CTCTTACGGTGGCGGCTCGCCCCAAGCCTAAAGTCTTTCACGCCCAAGGTAGCCTGCACACTCCGCATCTGC

CATCTTATCAGCTGACCGAAGAAGCCCTCGAAGGACTTCGAGAACATGTGGACGATCAGTCCAAGTTGCTCG

ATAGCCAGCGCCAGGAGCTCG 

>Fusarium _equiseti UMNGFUS4 histidine kinase gene  

CCTTATCTAGACATCTTCGCTGACTACAGTATCTATCATACATACCTTCTCCTTCACGGAGGTGGATGATGC

TTTGAATCTTATCCCATGAGATTTCTTCCGTTAAGCCCGTCATGATGATGACCATTTTGATCCTGAAAACTA

TGATTTGGGATATAAGCTCCATTGATACC 

>Fusarium _foetens UMNGFUS5 histidine kinase gene  

GCTGTATAGACATCTTCTACTGACTACAGCATCCATTAGTACATACCTTCTCCTTCACGGAGATGAATCATG

CTTTGGATTTTATCCCATGAGATTTCTTCCGTTCGGCCCGTCATGATGATGACCATTTTCATCCTCAAAACG

ATGATTTGGGATATAAGCTCCATTGATTCA 

>Fusari um_graminearum UMNGFUS6 histidine kinase gene  

GGATTTTCGCAGAGCTCTTGCGGTGGCGGCCCGCCCCAAGCCCAAAGTCTTTCCCGCCCAAGGTAGTCTGCA

CTCTCCGCATATGCCTACTTATCAGCTGACCGAAGAAGCCCTCGAAGGACTTCGAGACCACGTGGACGACCA

GTCCAAGTTGCTCGATAGTCAACGCCAGGAGCTCG 

>Fusarium _oxysporum UMNGFUS7 h istidine kinase gene  

GCTAAAATAGTCATCTTCTACTGACTACAGCATCTATTAGTACATACCTTCGCCTTCACGGAGATGAATCAT

GCTTTGGATTTTATCCCATGTGATTTCTTCCGTTCGGTACGTCATGATGATGACCATTTTCATCCTCAAAGC

GATGATTTGGGATATGAGCTCCATTGATTCA 

>Fusarium _proliferatum UMNGFUS8 histidine kinase gene  

ACTTGTATCACTCATCTTCTACTGACTACAGCATCTATTAGTACATACCTTCTCCTTCACGGAGATGAATCA

TGCTTTGGATTTTATCCCATGTGATTTCTTCCGTTCGGTACGTCATGATGATGACCATTTTCATCCTCAAAG

CGATGATTTGGGATATGAGCTCCATTGATTCA 

>Fusarium _solani UMNGFUS9 histidine kinase gene  

AAGCCTAGCGACGAGATCATGGAGCTCTATCCCAATCATCGCT 

>Fusarium _sp. UMNGFUS10 histidine kinase gene  

GCAACGCATCGATCTCGAATGCCATAACGTTATGATTCTATTGCGGCTATTGAAATTATGACGGCTGACCGG

TCGATGTTTTAACCCATCGATATCTTAAATGGCTCTCTATCCCAGCTCAAACATTCAACGTCGGTAACTACC

GCCGCAATGACGCTCCCCAGCCCAAGGCCGACTTTTTCG 
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>Fusarium _spo rotrichioides UMNGFUS11 histidine kinase gene  

GGCGATTGAAATTATGACGGCTGACCGGTCGATGTTTTAGCCCAGCGATATCTTCAATGGCTCTCTATCCCA

GCTCAAACATTCAACGTCGGTAACTACCGCCGCAATGACGCTCCCCAGCCCAAGGCCGACTTTTTCG 

>Fusarium _subglutinans UMNGFUS12 histidine kinase gene  

CCCTTTTCGAGACATCTTCTACTGACTACAGCTCTATTAATACTTACCTTCTCCTTCACGGATTGGATCATG

CTTTGAATCTTATATATGTGATTTCTTCCGTTCAGCACGTCATGATGATGACCATTTTCATCCTCAAAACGA

TGATTTGGGATATAAGCTCCATTGATTCA 

>Fusarium _verticillioides UMNGFUS13 histidine kinase gene  

GCGTATCTAGACATCTTCTAGTACTACAGCATCTATTAATACATACCTTCTCCTTCACGGAGGTGGATCATG

CTTTGAATCTTATCCCATGTGATTTCTTCCGTTCGGTACGTCATGATGATGACCATTTTCATCCTCAAAACG

ATGATTTGGGATATGAGCTCCATTGATTCA 
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Title: DNA microsequences: A novel tool for an accurately phylogenetic analysis to solving classification 
problems in the genus Fusarium 

Article Type: Research Paper Keywords: Fusarium, DNA microsequences, systematic, supermatrix, 

phylogenenomic. Corresponding Author: Ms. Melissa Rincon, M.D Corresponding Author's Institution: Nueva 
Granada Military University First Author: Melissa Rincon, M.D Order of Authors: Melissa Rincon, M.D; Juan 
D Henao, Biology student; Juan J Filgueira , PhD 

Abstract: The genus Fusarium phylogeny is controversial, because several differences are exhibited between 

achieved results when analyzing sequences from different genic regions used individually or by a concatenate 
way. DNA sequences analysis, produce trees with splits that set different distribution for species. Besides 
showing different clades distributions, the result does not exhibit a topological correlation between 
morphological and molecular species characterization. The present work, explores the possibility to use 
microsequences of variable genic regions with high percentages of transitions and transversions from 
phylogenetically useful genes, by a concatenate way for solving phylogenetical classification problems in the 
genus Fusarium. In order to solve this problem, thirteen Fusarium species were evaluated, using primers that 
encode for different genic regions of: rDNA cluster, ɓ-tubulin, calmodulin, cytochrome oxidase, elongation 
factor, histones 3 and 4 and small subunit ribosomal RNA gene. By the results, we conclude that the highly 
variable microsequences are the best choice to solve those problems because these ended up having a high 
similarity percent between different genic regions, an accurately approximation between morphological 
species and reduces artifacts like saturation and long branch attraction phenomena that produce erroneous 
phylogenetic results. 

Suggested Reviewers: Kerry O'Donnell Microbiologist USDA Kerry.ODonnell@ars.usda.gov Because has 
a wider research experience on the Fusarium genus 

Maiko Watanabe PhD National Institute of Health Sciences mwatanabe@nihs.go.jp We developed our 
research based on Watanabe's paper (Molecular phylogeny of the higher and lower taxonomy of the 
Fusarium genus and differences in the evolutionary histories of multiple genes) and for this reason we think 
that is important that this author check our paper and our results. 

Koichiro Tamura PhD Tokyo Metropolitan University ktamura@tmu.ac.jp 

He works on evolutionary genetics and her research group developed the MEGA software that is a tool that 
we used to inferred the supertrees.We read some papers from this author and we think he has a wider 
background on phylogenetics and he can suggest ideas or comments for our research. 

Brian C O'Meara PhD Assistant Professor, U of Tennessee bomeara@utk.edu He works in phylogenetics. 
He told that phylogenetics is an efficient and intuitive approach for understanding biology. New methods 
provide powerful tools for understanding the processes leading to extant patterns of morphological, 
behavioral, biochemical, and species diversity as well as various types of interactions and in this paper we 
propose a new method for solving problems in phylogenetic inferences , therefore we think that your 
comments and opinions would be a great contribution to our research. 
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