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Identificacién y variabilidad genética de cepas de Fusarium spp.aisladas de clavel

(Dianthus caryophyllus) en Baja California, México

Resumen aprobadopor:

 

Dra. Ruffha Hernandez Martinez

Directora de tesis

Algunas especies del género Fusarium son responsables de las enfermedades mas

devastadoras en el cultivo de clavel conocidas cominmentecomo Marchitez o Fusariosis.
En Baja California, atin no se tienen registros de las especies del género Fusarium
asociadasa este cultivo, por lo que el objetivo de este estudio fue identificar morfologica y
molecularmente cepas de Fusarium spp. aisladas de plantas de clavel con sintomas de
marchitez vascular y pudricién del tallo. De plantas enfermas sintomaticas, se aislaron 64
cepas fangicas. En base a su morfologia, la pigmentacién de la colonia y su tipo esporas en

medio PDA (Potato Dextrose Agarporsus siglas en inglés), CLA (Carnation Leaf Agar por
sus siglas en inglés) y SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar), se identificaron tres especies
potencialmente patégenas: Fusarium oxysporum, F. redolens y F. tricinctum; y cuatro
saprofitas: F. proliferatum, F. solani, F. semitectum y F. globosum. El andlisis molecular
usando la técnica de polimorfismos de la longitud de fragmentos de restriccién del

espaciador transcrito interno y el andlisis de secuencias del factor de elongacién de la
traduccién la confirmé la identidad de F. oxysporum, F. tricinctum, F. proliferatum, F.
solani y F. semitectum. La especie F. oxysporum fue la prevalente en todos lossitios de
muestreo. En este trabajo, se reporta por primera vez la presencia de F. fricinctum, F.

solani y F. globusum asociados a clavel en México.

Palabras Clave: Marchitez del clavel, fusariosis, microscopia, ITS-RFLP, EF la.
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ABSTRACTofthe thesis presented by MARIA DOLORES CAMACHO LOPEZas a

partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in LIFE

SCIENCES with orientation in MICROBIOLOGY. Ensenada, Baja California,
México. May 2012.

Identification and genetic variability of strains of Fusarium spp. isolated from
carnation (Dianthus caryophyllus) in Baja California, Mexico

Somespecies of the genus Fusarium are responsible for the most devastating diseases in
carnation crops. These diseases are commonly known as wilt of carnation or fusariosis. In
Baja California, so far there have been no records of Fusarium spp. associated with this
crop. The aim of this study was the identification and analysis of the genetic diversity
among Fusarium strains isolated from carnation plants with symptoms of wilting and
vascular necrosis. Isolation from diseased plants allowed the recovery of sixty four strains.
Based on their morphology, colony pigmentation and type of spores produced on PDA

(Potato Dextrose Agar), CLA (Carnation Leaf Agar) and SNA (Spezieller Nahrstoffarmer
Agar) media, three potentially pathogenic species: Fusarium oxysporum, F. redolens and F.
tricinctum were identified. In addition four saprophytic species were identified: F.

proliferatum, F. solani, F. semitectum and F. globosum. Molecular analysis using
restriction fragment length polymorphisms of the internal transcribed spacer region and
sequence analysis of the translation elongation factor la, confirmed the identity of F

oxysporum, F. tricinctum, F. proliferatum, F. solani, and F. semitectum. The species F.
oxysporum wasprevalent in all sampled sites. We reported for the first time the presence of
f° tricinctum, F. solani and F. globosum associated with carnation in Mexico.

Keywords: Wilt of carnation, fusariosis, microscopy, ITS-RFLP, EF la.
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|. Introduccién

 

El clavel es la tercera especie ornamental mas importante a nivel mundial después de la

rosa y el crisantemo. En los iltimos afios, el Estado de Baja California, México, ha

incrementado su participaciénen la floricultura y se ha convertido en uno delosprincipales

Estados exportadores hacia Estados Unidos, uno de los principales paises consumidores de

flores a nivel mundial (Luque Félix y Osuna Millan, 2006). Dentro de los factores que

limitan la produccién, y por lo tanto la exportacién de clavel, se encuentran las

enfermedades causadas por hongos. Alrededor del mundo, se ha reportado a los miembros

del género Fusarium como los responsables de las enfermedades mas importantes en el

cultivo, ocasionando las enfermedades conocidas comtinmente como marchitez vascular y

pudricién del tallo (Kale Wright et al., 1997; Garcia Garcia y Camargo Ricalde, 2006). El

agente causal de la marchitez vascular es la especie hospedero-especifica F. oxysporum f.

sp. dianthi. De esta especie se conocen once razas patogénicas, las cuales son cultivar-

especificas. La raza 2 tiene distribucién cosmopolita, el resto se han reportado sdélo en

algunos paises (Chiocchetti et al., 1999). Por otro lado, aunque ta etiologia de la

enfermedad de pudricién del tallo no esta claramente definida, se ha asociado con la

presencia de las especies /*. avenaceum, F. culmorum y F. graminearum, y aunque cuenta

con menos reportes que la anterior, se considera una enfermedad importante en el cultivo.

Histéricamente la identificacion de especies en el género Fusarium ha sido muy confusa,

por los diversos sistemas de clasificacién que han surgido a lo largo del tiempo. Con el

propdésito fundamental de mejorar las estrategias de control de las enfermedades, se han

desarrollado varios métodos para la identificacién de las especies del género Fusarium.

Existen tres conceptos bajo los cuales se puede definir una especie: morfoldgico, biolégico

y filogenético. El concepto morfolégico, delimita una especie con base en la similitud o

diferencia de las estructuras de reproduccién asexual del hongo. Sin embargo, existen cepas

o especies morfolégicamente indistinguibles, que se han logrado identificar sélo mediante

el concepto filogenético, el cual define una especie, como un grupo de organismos que

 



descienden de un ancestro comm,es decir, que tienen origen monofilético. Este ultimo tipo

se basa enla utilizacién de diversas técnicas de biologia molecular, basadas principalmente

en el analisis de secuencias del ADN. El concepto biolégico que fue desarrollado antes del

andlisis. filogenético: moderno, acentia el intercambio de genes (es decir, reproduccién

sexual y parasexual) dentro de la especie y la presencia de las barreras que previenen el

cruce de la especie (Davis, 1995). Sin embargo, este concepto esdificil de aplicar porque el

tipo de reproduccidén sexual es el menos comin en hongos.

En el estado de Baja California, ain no se han identificado las especies del género

Fusarium presentes en el cultivo de clavel. Por lo que, el objetivo del presente estudio fue

aislar e identificar morfolégica y molecularmente las especies del género Fusarium

asociadas a diferentes cultivares de clavel producidos en la zona floricola de Baja

California, con sintomas de marchitez. La hipétesis de este trabajo es que se encontraran

especies del género Fusarium potencialmente patogenas y saprdfitas asociadas a estos

cultivares. Para lograr los objetivos y probar esta hipdtesis, se realiz6 un muestreo en

cuatro sitios de produccién, dos de ellos ubicados en el Municipio de Ensenada y dos en

Playas de Rosarito, Se tomaron muestras de diferentes cultivares y se aislaron los hongos

de la coronay tallo de las plantas.

Para identificar morfolégicamente las cepas aisladas a nivel de especie, se realizé un

andlisis comparative apoyado en el manual de laboratorio de Fusarium (Leslie et al., 2006)

y se analizaron caracteristicas tales como la apariencia y pigmentacién de la colonia, la

produccién de esporodoquios y esclerocios, la forma, tamafio y presencia de

macroconidios, microconidios, clamidosporas y tipo de célula conidiogénica. Ademas, se

utilizaron dos técnicas de identificacién molecular, la primera fue un andlisis de

Polimorfismos de la Longitud de los Fragmentos de Restriccién (RFLP) y la segunda fue

un andlisis de secuencias de un fragmento del factor de elongacién de la traduccién la

(EF 1a).

Con este trabajo se pretende conocer el panorama general de las especies potencialmente

patégenas y sapréfitas presentes en los diversos cultivares de clavel producidos en la zona

 



floricola de Baja California. En estudios posteriores se podria investigar la funcione que

cumplen cada una de las especies identificadas en el cultivo del clavel. Ahora bien, en caso

de que F. oxysporum, fuera encontrado en las muestras analizadas, posteriormente se

podrian identificar a nivel subespecifico las razas presentes en la zona, lo cual contribuiria

a mejorarlas estrategias de control de las enfermedades que dafian al cultivo del clavel.

 



ll. Antecedentes

 

1. Generalidades del cultivo de clavel

1.1. Origen

El clavel es una planta ornamental de origen mediterraneo, pertenece a la familia

Caryophyllaceae y al género Dianthus, La especie Dianthus caryophyllus L. es la que se

produce comercialmente como flor de corte y la que tiene gran demanda internacional

(nfoagro, 2010).

1.2. Descripcién botanica de Ja planta

La familia Caryophyllaceae incluye plantas que presentan nudos en los tallos, hojas

opuestas, enteras y angostas, flores hermafroditas y fruto capsular. Un tallo comin de

clavel consta de 15 a 18 nudos y cada nudo posee brotes laterales, pero sdélo a partir del

sexto nudo, los brotes producen flores; por debajo de estos, los brotes son vegetativos

(Afanador Pérez, 2005)

1.3. Breve historia de la produccion de clavel con fines comerciales

El interés comercial por esta especie data del siglo XVI, época en la que se realizaron los

primeros mejoramientos. Los claveles de floracién permanente se desarrollaron en Francia

en 1840 y se introdujeron a América en 1852. En el siglo XIX mediante el mejoramiento y

cruzas de claveles franceses, italianos y espafioles se obtuvieron los claveles Niza. En

1938, William Sim, un norteamericano de Maine, llevé a Estados Unidos algunas

variedades de clavel de Niza, realiz6 mejoramiento y cred hibridos algo distintos a los

europeos, los cuales recibieron el nombre de clavel Sim o americano. Este tipo de clavel

suele ser de mayor longitud y de caliz mas firme, pero presenta mayor susceptibilidad a

enfermedadesy es dificil de cultivar a la intemperie (Afanador Pérez, 2005).

 



Lopez (1989) clasificé el clavel utilizado en la floricultura en tres tipos: a) Europeos, b)

Americanos (Sim) y c) Miniclaveles (spray). Los mas faciles de cultivar son los europeos;

éstos pueden producirse a la intemperie por lo que no requieren de gran tecnologia. El

clavel Sim es el mejor pagado, pero se requiere de invernaderos para su produccién y el

miniclavel tiene mayor demanda en Europa y también requiere de alta tecnologia para su

produccién (Afanador Pérez, 2005). Tras una multitud de hibridaciones y procesos de

seleccion actualmente existen una gran cantidad de cultivares comerciales de clavel (Figura

1), que se diferencian por sus caracteristicas tales como, el color, la forma y textura de la

flor, la adaptabilidad de las plantas a la intemperie o invernadero, su rendimiento y

resistencia o susceptibilidad a enfermedades. De acuerdo con estas caracteristicas y la

demanda en el mercado es como se seleccionan los cultivares para su produccién

(Afanador Pérez, 2005).

 

Arevalo Lion King

Raggio di sole BEloyoye

Euforia Fleurette Tia Maria E W.Fleurette

 

Figura 1. Algunos ejemplos de cultivares comerciales de clavel (HilverdaKooij Plant Technology, catalogo 2009-

2010).



1.4. Caracteristicas generales de la produccién

El clavel es una planta perenne de base lefiosa, tolerante a suelos salinos. Se reproduce

principalmente a través de esquejes. Se estima que su ciclo de vida es de dos afios

aproximadamente, Afanador Pérez (2005) menciona que en Colombia, la produccién de

flores inicia a partir del sexto mes de la plantacién, aunque esto depende de cadacultivar.

En este mismo pais, se calcula que la productividad promedio de clavel estandar es entre

180-210 flores/m?/afio, mientras que el clavel miniatura tiene una productividad de 190

flores/m’/afio; sin embargo, estos datos pueden variar por la influencia de los factores

ambientales y el manejo del cultivo (Afanador Pérez, 2005).

1.5. Importancia econdémica, zonas de produccién y comercializacion

A nivel mundial el clavel es uno de los cultivos ornamentales mas importantes, después de

la rosa y el crisantemo (Afanador Pérez, 2005). Se comercializa de dos maneras

principales: flor de corte y esquejes. En Europa, Holandaes el principal comercializador y

distribuidor de flores de corte, y el primer productor y exportador de esquejes a nivel

mundial. En América, Estados Unidos es uno de los principales paises consumidores y

Colombiaes el principal productor y proveedor (Soto Sedanoet al., 2009). Otros paises en

donde se produce con gran importancia econémica son: Australia, Espafia, Italia, Israel,

Venezuela, Argentina, Corea y México, entre otros (Kale Wright et al., 1997; Andrés et

al., 2001; Chiocchetti et al., 1999; Suk Han et al., 2001; Trujillo et al., 2005; Martinez

Femandez, 2008).

1.6. Superficie y Estados productores de clavel en México

El cultivo de clavel en México, ocupa el 4% de la superficie total dedicada a la produccién

de plantas ornamentales (Garcés de Granada at al., 2001). La produccién nacional es de

467 ha, lo cual tiene un valor de 329,676.32 mil pesos (SIAP, 2010). El Estado de México

es el principal productor, aunque también se cultiva en Puebla, Michoacan, Morelos, el

Distrito Federal y Baja California (Garcia Garcia y Camargo Ricalde, 2006).

 



41.7. Produccion de clavel en Baja California, México

En los Ultimos afios, el Estado de Baja California ha incrementado su participacién en la

floricultura y se ha convertido en uno de los principales exportadores nacionales de clavel

hacia Estados Unidos. Ademas de proveer el mercado local, Baja California, compite en

calidad y precio con los productores de China y Centro América (principalmente Honduras

y Costa Rica). Los municipios de Ensenada y Playas de Rosarito son los que concentran la

mayor produccién del Estado (Luque Félix y Osuna Millan, 2006).

1.8. Factores que afectan la produccién y comercializaciénde clavel

Ademésde los factores abidticos, el principal factor limitante en la produccién de clavel en

México y a nivel mundial, son las enfermedades ocasionadas por hongos, particularmente

los del género Fusarium. Este hongo causa las enfermedades mas devastadoras en el

cultivo, conocidas comunmente como marchitez vascular o pudricién del tallo (Kale

Wrightet al., 1997; Garcia Garcia y Camargo Ricalde, 2006).

2. Hongos del género Fusarium

2.1. Aspectos generales

Los miembros de este género pertenecen a un grupo cosmopolita de hongos, que se

encuentran ampliamente distribuidos en el suelo y son capaces de colonizar la parte aérea y

subterranea de las plantas, asi como restos vegetales y otros sustratos organicos

(Summerell et al., 2003). Fusarium es considerado como uno de los géneros de hongos

fitopatégenos mas importantes ya que causa enfermedades en cultivos de gran importancia

econdmica; aunque también puede vivir de manera sapréfita sobre residuos de estos

cultivos. Las especies patégenas de este género pueden causar marchitamientos,

podredumbres de raiz y cancros en una amplia variedad de cultivos. Algunas especies

producen micotoxinas, que son metabolitos secundarios capaces de provocar enfermedades

severas en animales y humanos que ingieren productos contaminados con ellas (Marin

Garcia, 2010).

 



2.2. Caracteristicas de reproduccion

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos que pueden reproducirse de forma

sexual (teleomorfo) o asexual (anamorfo). La forma de reproduccién asexual es la mas

comin y sé caracteriza porque puede producir tres tipos de conidios (esporas asexuales):

macroconidios, microconidios y clamidosporas. Los macroconidios, son las esporas mas

representativas del género por su forma de “canoa” o “media luna” y se forman

generalmente en esporodoquios, los cuales son cuerpos fructiferos asexuales en forma de

almohada formados por conididforos cortos donde nacen éstas esporas. Los microconidios

nacen de células conidiogénicas denominadas fidlides y las clamidosporas se forman

directamente a partir del micelio y en algunos casos a partir de esporas (Figura 2) (Leslie et

al., 2006).

 

Figura 2. Representacién esquematica del estade anamorfo del género Fusarium. a) esporodoquio, b)

macroconidios, c) microconidios, d) clamidosporas, e) monofialides y f} polifialides (www.mycobank.org).

La forma de reproduccién sexual es menos comin, sdlo en algunas especies se ha logrado

observar bajo condiciones de campo y/o en laboratorio. En este tipo de reproduccion, las

ascosporas (esporas sexuales) estan contenidas en ascas dentro de un cuerpo fructifero

denominadoperitecio (Figura 3). De acuerdo con la formacién de estas estructuras y otras

caracteristicas, las especies teleomorficas de Fusarium se han agrupado en tres géneros

 



principales: Gibberella, Haematonectria y Albonectria. De manera que las especies se

clasifican distintamente, cuando se conocen ambos estados sexuales, por ejemplo:

Haemanectria haematococca es el teleomorfo de Fusarium solani, de igual manera,

Gibberrella zeae es el teleomorfo de F. graminearum y Albonectria rigidiuscula es el

teleomorfo de F. decemcellulare (Leslie et al., 2006).

 

Ayan

Figura 3. Representacién esquematica del estado teleomorfo de
Fusarium. a) peritecio, b) asca y ¢) ascosporas. (Trail et al., 2005;

www.plantas y hongos.es),

2.3. Breve historia taxonoémica

El género Fusarium fue descrito por primera vez en 1809 por Link, distinguiendo como

caracter primario la forma de “‘canoa” o “media luna” de los macroconidios. Sin embargo,

Seifert en 1935 sefialé que la forma de las esporas no es un caracter distintivo tmico deeste

género, pues un gran numero de coclomycetes producen esporas que podrian ser facilmente

confundidas con las del género Fusarium, si éste fuera el unico criterio de identificacién

(Leslie et al., 2006).
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Continuando con el trabajo realizado por Link (1809), muchas de las primeras

investigaciones estuvieron enfocadas al diagndstico, identificacién y clasificacién de

especies del género Fusarium que producen enfermedades en las plantas. Cada aislamiento

de una especie de planta representaba una especie del género Fusarium hospedero-

especifica, asi que, en un periodo relativamente corto de tiempo se describieron mas de mil

especies, lo cual condujo a un estado de confusién, hasta mediados de 1930, que fue

cuando Wollenweber y Reinking (1930) reformularon el concepto de especie (Leslie etal.,

2006).

El trabajo de Wollenweber y Reinking (1930), es considerado como uno de los mas

importantes, pues sirvid de base para desarrollar un sistema taxonémico moderno. Ellos

propusieron un sistema basado en 16 secciones, 65 especies y 77 variedades y formas

subespecificas. Muchas de estas especies y secciones continvian en uso. Cada seccién

contiene relativamente pocas especies, unidas por caracteres morfoldgicos criticos, por

ejemplo, la morfologia de los macroconidios y la pigmentacién de las colonias. Asi, la

identificacién se redujo a un proceso de dos pasos: primero identificar la seccién y después

dentro de la seccién, identificar la especie (Leslie et al., 2006).

Posteriormente, otro de los trabajos relevantes fue el de Snyder y Hansen (1940-1950), en

el cual se redujo a nueve el numero de especies. Muchas de ellas tenian un origen

polifilético, por lo que este sistema taxondmico termind siendo inadecuado. Unicamente las

especies F. oxysporum y F. solani propuestas por estos taxénomos continian siendo

ampliamente usadas (Leslie et al., 2006).

El sistema taxonémico desarrollado por Booth (1960-1970) también contribuyé muchoa la

taxonomia moderna. Ademas de publicar una monografia que incluye claves para la

identificacion de secciones y especies del género Fusarium, este taxdnomo,. introdujo el

uso de la morfologia de la célula conidiogénica, como un cardcter de diagnéstico a nivel de

especie (fundamentalmente aquella que produce microconidios). La morfologia de la célula
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conidiogénica ahora es esencial para distinguir algunas especies en las secciones Liseola y

Sporotrichiella (Leslie et al., 2006).

Gerlach y-Nirenberg (1982), asi como, Nelson y colaboradores (1983), publicaron por

separado un Manualpara la identificacién de especies del género Fusarium. Ambos grupos

entrelazaron los trabajos anteriores de Wollenweber y Reinking, Snyder y Hansen, y

Booth, en un sistema taxonédmico con definiciones de especie razonablemente robustas,

basado exclusivamente en caracteres morfolégicos. Aunque cada grupo cred su propio

sistema taxondmico, éstos tienen mas cosas en comuin que diferencias y ambos usan las

secciones y definiciones de especie propuestas por Wollenweber y Reinking (1930). La

mayoria de las investigaciones recientes sobre Fusarium usan porciones de ambossistemas

comobase para identificar especies y describir nuevos taxones (Leslie et al., 2006).

Actualmente el género Fusarium se clasifica de Ja siguiente manera:

Phylum: Ascomycota

Subphylum: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hipocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium

Especie: F. oxysporum, F. culmorum, F. solani, F. avenaceum, F.

proliferatum.

Fuente: http://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy

2.4. Sistema de clasificaci6n de especies en base al concepto usado

Las especies de hongos suelen clasificarse bajo tres conceptos: morfoldgico, biolégico y

filogenético. Histéricamente, el concepto morfolégico es el] mas usado, y se basa
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principalmente en las diferencias morfolégicas haciendo énfasis en las estructuras de

reproduccién, El concepto biolégico, se enfoca al tipo de reproduccién sexual, sin

embargo, es de dificil aplicacién porque este tipo de reproduccién es el menos comun

dentro de los hongos. El concepto filogenético, hace referencia a las caracteristicas

moleculares de los organismos, principalmente al andlisis de secuencias de ADN mediante

diversas técnicas de biologia molecular. Estos conceptos, principalmente el morfoldégico y

filogenético, en muchos casos se contraponen. E] concepto tradicional, insiste en que todos

los organismos deben estar relacionadosfilogenéticamente, sin embargo, no todosellos son

morfolégicamente iguales. Cualquier sistemautilizado es valido, pero se debe dejar claro el

concepto bajo el cual se identifica una especie (Montes etal., 2003)

2.5. Especies y subespecies del género Fusarium

En promedio, existen alrededor de 70 especies del género Fusarium identificadas bajo el

concepto morfolégico (Leslie et al., 2006). Dentro ellas, estén contenidas especies tanto

patogenas como sapréfitas. Las especies pat6genas pueden tener un limitado o amplio

rango de hospederos. Dentro de algunas especies que presentan un amplio rango de

hospederos, se han identificado subespecies, con caracteristicas morfolégicamente

indistinguibles, pero con la capacidad de causar dafio en un sdlo hospedero o un rango muy

reducido de hospederos, las cuales se denominan “formas especiales” (f. sp.) por ser

“hospedero especificas”. Asi, por ejemplo F. oxysporum f. sp. vasinfectum, F. oxysporum f.

sp. cubense y F. oxysporum f. sp. dianthi solo causan enfermedades en algodén, banano y

clavel respectivamente (Baayen et al., 2001; Summerell et al., 2003). Asi mismo, dentro de

una misma “forma especial” han surgido cepas “cultivar especificas” a las que se les

denomina “razas fisiolégicas” por causar dafio en un solo cultivar de la planta hospedera.

Cuandolas razas fisiolégicas tienen la capacidad de anastomarse (unir sus hifas y producir

plasmogamia que es la uniédn de contenido citoplasmatico) y formar un heterocarién

estable, se dice que pertenecen al mismo Grupo de Compatibilidad Vegetativa (VCG por

sus siglas en ingles), que es otra formade clasificarlas (Summerell et al., 2003, Lievenset

al., 2008).
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2.6. Importancia de la distribuci6n de especies en base al origen geografico

El origen geografico de las especies del género Fusarium esta relacionado principalmente

con el clima presente en un drea determinada. Las variaciones en el clima, incluso a nivel _

local, puedeninfluir en el rango de especies observadas o que puedenser recuperadas tanto

de ecosistemas naturales como agricolas. Por ejemplo, la pudricién del tallo de maiz en

areas relativamente calidas y secas es causado por F. verticillioides, mientras que la misma

enfermedad en areas humedas y frias.es causada por F. subglutinans. En algunos casos

estas diferencias han sido utiles para desarrollar sistemas de prediccién de enfermedades

ocasionadas por este patégeno. En general, existen cuatro tipos de distribucion de especies

en base al clima que prefieren: tropical, calido-arido, templado y un cuarto grupo que tiene

distribucién cosmopolita (Summerell et al., 2003).

3. Métodos de Identificacién de Fusarium spp.

3.1. Identificaci6n morfoldgica

Uno. de los métodos tradicionales para la identificacién de especies del género Fusarium

esta basado en las caracteristicas morfolégicas del hongo. Leslie et al. (2006) recomiendan

el uso de tres medios de cultivo para llevar a cabo el proceso de identificacidn: PDA

(Potato Dextrose Agar por sus siglas en inglés), para analizar la morfologia de la colonia;

CLA (Carnation Leaf Agar por sus siglas en inglés) y SNA (Spezieller Nahrstoffarmer

Agar) para el analisis de las estructuras microscépicas.

3.1.1. Caracteristicas morfolégicas de la colonia

Las caracterfsticas especificas que se analizan en medio de cultivo PDA son las siguientes:

a) apariencia de la colonia: micelio plano, algodonoso o flocoso. b) pigmentacion:diversas

tonalidades en el adverso y reverso en colores rosa, pirpura, amarillo, marron, rojo, etc., c)

presencia o ausencia de esporodoquios y esclerocios, asi como su abundancia y tonalidades

(Leslie et al., 2006). ,
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3.1.2. Macroconidios, microconidios y célula conidiogénica

Los macroconidios, son las esporas mas representativas del género por su formade “canoa”

0 “media luna”, se producen generalmente en esporodoquios. Es recomendable examinar

los macroconidios que se producen en estas estructuras formadas en medio de cultivo CLA,

porque son mas consistentes en términos de tamafio y forma (Fisher et al., 1982). Las

caracteristicas que se examinan son la forma, el tamafio, el nimero de septos (Figuras 4a-

4d) y la formade la célula basal y apical (Figuras 4e-41).

Los microconidios sélo se producen por algunas especies del género Fusarium, por lo cual,

la presencia o ausencia de éstos es un caracter importante de identificacién. Cuandoestén

presentes, se examinan las siguientes tres caracteristicas. a) forma: las mas comunesson las

de tipo oval, doble céhula oval, triple célula oval, reniforme, ovoide con la base truncada,

piriforme, napiforme y globosa (Figuras 4m-4t). b) tamafio: al igual que en los

macroconidios el tamafio en realidad es cualitativo mds que cuantitativo, algunas especies

producen mesoconidios, este tipo de esporas tienen un tamafio intermedio entre macro y

microconidios. c) numero de septos: usualmente estas esporas presentan cero o un septo,

pero algunas especies pueden presentar dos o més septos.

La célula de donde nacen los conidios llamada fidlide, suele presentar dos tipos basicos:

monofidlides y polifidlides. La diferencia entre ellas es el nimero de aberturas porcélula.

Las monofidlides tienen una sola abertura (Figuras 4u y 4v), mientras que las polifidlides

tienen mas de una (Figuras 4w y 4x). Estas estructuras se diferencian también por su

tamafio, forma y la manera en cémo se disponen los conidios sobre éstas, ya sea en falsas

cabezas (Figura 4v), cadenas cortas (Figura 4y) o cadenas largas (Figura 4z) (Leslie et al.,

2006).

Las clamidosporas son también un caracter importante en la descripcién de muchas

especies. Estas son un tipo de esporas, también conocidas como estructuras de resistencia,

porque suelen sobrevivir bajo condiciones adversas. Estas esporas pueden producirse de

forma individual, en pares, en cadenas cortas o en grupos. Su formacién puede tardar entre
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dos y seis semanas. Se producen de forma terminal o intercalar en el micelio o a partir de

conidios; pueden ser lisas o rugosas, hialinas o pigmentadas. Algunas especies producen

pseudoclamidosporas o burbujas en las hifas, las cuales pueden ser confundidas con’

clamidosporas pero: son distintas a éstas, en tales casos estas estructuras suelen ser un’

caracter primario de identificacién (Leslie et al., 2006).

 
Figura 4, Representacién esquematica de las estructuras microscépicas de Fusarium.

a-d) formas de macroconidios, b-l) forma basal y apical de macroconidios, m-t) formas

de microcenidios, u) monofidlides cortas, v}) monofislides largas, w-x) polifidlides, y)

cadenas cortas de microconidios, z) cadenas largas de microconidios. (Esquema de

Leslie et al., 2006).
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3.2. Identificacion molecular

Las técnicas de biologia molecular han tenido gran impacto en cuanto a la rapidez y

confiabilidad en la identificacién de especies de hongos con. fines taxonomicos o

filogenéticos. Se han establecido diversos.métodos basados en el ADN para detectar e

identificar especies del género Fusarium, algunos de estos métodos son: reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés de “Polymerase Chain Reaction”),

secuenciacion de regiones conservadas para realizar un andlisis filogenético y

polimorfismos de la longitud de fragmentos de restriccién (RFLP por sus siglas en inglés

“Restriction Fragment Length Polymorphisms”) (Nitschke etal., 2009).

3.2.1. Reaccién en cadenade la polimerasa

La mayoria de las técnicas de biologia molecular usan como herramienta basica la reaccién

en cadena de la polimerasa. La PCR es un método in vitro que permite amplificar

secuencias especificas de ADN, generando millones o billones de copias exactas, incluso

con cantidades traza de ADN de alguna muestra. Los elementos basicos para llevar a cabo

esta reaccién son: el ADN templado, dos oligonucledétidos que delimitan el fragmento

deseado, la enzima que genera los fragmentos (ADN polimerasa), nucledtidos (ANTPs) y

un amortiguador de amplificacién. El proceso de reaccién consta de tres pasos principales:

a) desnaturalizacién b) alineamiento y c) extensién; los cuales se llevan a cabo en un

aparato denominado termociclador, que permite programar de forma automatica

variaciones de altas y bajas temperaturas, durante varios ciclos hasta completar dicho

proceso (Moore y Novak, 2002; Cortazar Martinez y Silva Rincén, 2004).

3.2.2. Polimorfismos de ADN

Las diferencias~en 1a secuencia de ADN son llamadas polimorfismos de ADN, estas

diferencias surgen mediante transiciones, transversiones, deleciones, inserciones 0 errores

en la replicacién de esta molécula. Los polimorfismos proporcionan las bases para el

andlisis fisico directo del genotipo usando métodos moleculares. Algunospolimorfismosse
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presentan dentro de genes funcionales, sin embargo, en promedio, alrededor del 30% del

ADN nuclear de los hongos comprende secuencias no codificantes (por ejemplo:

espaciadores, intrones y varios tipos de secuencias repetidas). Las variaciones en algunas

de estas regiones son potencialmente detectables como polimorfismos. Los polimorfismos

mas simples son cambios en una sola base. Estos también son los mds numerosos; el 95%

de ellos son de este tipo (Moore y Novak, 2002).

3.2.3. ADN ribosomal y Espaciador Transcrito interno

El ADN ribosomal (rADN) es utilizado para analizar filogenéticamente grupos

estrechamente relacionados a nivel de género, especie o entre aislamientos de una sola

especie de hongos, debido a que entre las regiones altamente conservadas se encuentran

regiones que evolucionan rapidamente. El rADN,contiene la informacién para el ARN que

conformalos ribosomas, por lo que es informacién que setranscribe pero no se traduce. El

rADN usualmente contiene desde 50 hasta varios cientos de copias repetidas en tandem de

una unidad de transcripcién formada por tres subunidades altamente conservadas 18S-5.8S-

28S, mas varios espaciadores adyacentes no transcritos. El numero de copias puede variar

segun el organismo. Dentro de una unidad de transcripcién, las subunidades altamente

conservadas estan separadas mediante los espaciadores trascritos internos (ITS por sus

siglas en inglés “Internal Transcribed Spacer”) ITS1 e ITS2, los cuales contienen

secuencias de ADN que no codifican, y aunque son parte de la unidad transcriptora

ribosomal, son eliminados después de 1a transcripcién, por lo que estas secuencias no se

incorporan en los ribosomas maduros (Figura 5). Las secuencias de nucledtidos de la

region ITS, son altamente variables; el polimorfismo las hace candidatos ideales, como

marcadores moleculares que varian lo suficientemente rapido para realizar estudios

taxonémicos principalmente a nivel interespecifico (Moore y Novak, 2002). La region ITS

completa tiene un tamafio aproximado de 700 pares de bases (pb), sin embargo, este

tamafio puede variar en base al numero de secuencias repetidas internamente. Debido la

corta longitud y la naturaleza de los genes ribosomales de la subunidad que flanquean la

region ITS, ésta es amplificada facilmente por PCR, ademds de que existen
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oligonucleétidos universales que amplifican esta regién (White et al., 1990; Moore y

Novak, 2002).

   

ITS1 {TS4
— <—

ITS1 ITS2
18S rARN 5.85 tARN 28S rARN  

         

Figura 5. Representacién esquematica de los genes ribosomates y la region ITS (Internaltranscribed spacer),

las flechas pequefias en direccién opuesta, representan la localizacién aproximada de los oligonucledtidos

universales masutilizados en hongos (Adaptado de Abd-Elsalam etal., 2003).

Soto Sedanoet al. (2005), mediante el andlisis de secuencias de esta region identificaron a

las especies F. oxysporum y F. culmorum asociadas con la marchitez vascular y pudricién

seca del tallo respectivamente, en plantas de clavel producidas en Colombia.

3.2.4. Factor de elongacidn de Ia transcripcion (EF1a)

El gen codificante del factor de elongacién de la traduccién (EF 1a. por sussiglas en inglés

“Translation Elongation Factor 1a”), ha mostrado ser de gran utilidad en el andlisis de

secuencias para estudios a nivel taxondmico y filogenético de especies del género

Fusarium. Ademas, no se han detectado copias no-ortélogas de este gen y se han disefiado

oligonucleétidos universales que funcionan para todas las especies de Fusarium y otros

géneros de hongos (Seifert y Lévesque, 2004). Porello, fue creada una base de datos con

secuencias parciales del EFla denominada FUSARIUM-ID v. 1.0, la cual contiene una

representacion de la diversidad del género Fusarium (Geiser et al., 2004). Ademas estan

incluidas en las bases de datos generales como el GenBank (International Nucleotide

Sequence Database). Pese a que la regién parcial de este gen muestra un alto nivel de

polimorfismo en su secuencia entre especies relacionadas, ios ensayos de PCR para el

diagnéstico directo de la especie en concreto son menos sensibles por ser un gen de copia

unica (Seifert y Lévesque, 2004).
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3.2.5. Polimorfismos de Longitud de Fragmentos de Restriccién

Los polimorfismos mas faciles de detectar son los que eliminan o crean un sitio de

reconocimiento para una enzima de restriccién. Estos dieron lugar, a los RFLP’s que

fueron el primer marcador molecular de ADN utilizado. En los RFLP’s, los fragmentos de

restriccién son segmentos. de ADN de tamafio definido, que se producen cuando una

muestra de ADN es digerida con una endonucleasa de restriccién. Una endonucleasa de

restriccién es una enzima que reconoce una secuencia especifica en el ADN (usualmente de

cuatro a ocho nucledtidos), y corta dentro o cerca de la misma. Normalmente estas

secuencias son palindromicas y las enzimas cortan ambas cadenas de ADN. Cualquier

mutacién dentro de estos sitios podria cambiarel patron de fragmentos obtenidos y permitir

que se detecte un RFLP, al comparar dos o mas organismos. Las diferencias en el tamafio

de los fragmentos son la base para identificar una muestra, y generalmentese utiliza mas de

una enzima (Moore y Novak, 2002). Esta técnica ha sido ampliamente usada en conjunto

con la regién ITS o el EFlo para identificar especies del género Fusarium aisladas de

remolacha azucarera (Nitschkeet al., 2009) y de plantas cucurbitaceas (Chehriet al., 2011).

4. Enfermedadesenel cultivo de clavel ocasionadas por especies del género

Fusarium

Se han reportado dos enfermedades ocasionadas por especies del género Fusarium como

las mas importantes en el cultivo de clavel. La primera y en la que se han hecho mas

estudios se conoce como “marchitamiento vascular”. Esta enfermedad es considerada la

mas importante a nivel mundial por las grandes pérdidas econémicas que genera (Manulis

et al., 1993; Andrés et al., 2001; Garcés de Granada at al., 2001; Bogale et al., 2007;

Sarroccoet al., 2007; Soto Sedanoet al., 2009). La segunda se conoce como “fusariosis de

tallo”, “pudricién basal” o “pudricién seca del tallo”. La etiologia de esta enfermedad es

confusa debido a que no se han definido claramente los sintomas que la caracterizan,

ademas de que han influido los cambios en la taxonomia del género Fusarium. Esta

enfermedad cuenta con menos reportes que la anterior pero se ha encontrado en Estados

Unidos, Australia, Corea, Venezuela, México Colombia, Inglaterra, Francia, Dinamarca,
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Suecia y Nueva Zelanda entre otros (Nelsonet al., 1975; Kale Wrightet al., 1997; Suk Han

et al., 2001; Trujillo et al., 2005; Martinez Fernandez, 2008; Soto Sedanoet al., 2009).

4.1 Marchitamiento vascular

Esta enfermedad es causada por F. oxysporum Schlecht. f. sp. dianthi (Prill. & Del.) Snyd.

& Hans., y se propaga principalmente a través de esquejes. Cuando este patdgeno se

establece en el suelo es practicamente imposible erradicarlo debido a que produce

clamidosporas, que son estructuras de resistencia que pueden permanecer en estado latente

y germinar cuando las condiciones sean favorables e iniciar un nuevo ciclo de infeccion

(Andrés et al., 2001).

4.1.1. F. oxysporum f. sp dianthi

Es una subespecie patégena de F. oxysporum, la cual es hospedero-especifica de clavel.

Dentro de esta forma especial, se han descrito once razas agrupadas en seis grupos de

compatibilidad vegetativa, como se muestra enla tabla I (Andréset al., 2001; Manulis et

al., 1993; Leslie et al., 2006).

Tabla I. Subespecies de Fusarium oxysporumf. sp. dianthi, descritas por Garibaldi (Andrésetal., 2001).
 

 

 

 

 

 

 

Especie Razasfisiolégicas Grupo de Compatibilidad Vegetativa

4 0020

2,5,6 7 0021

F. oxysporum f. sp. ly8 0022

dianthi 11 0025

10 0027

9 0028      
La raza 2 es la que tiene mayor distribucién alrededor del mundo. La raza 3 fue

reclasificada como F. redolens f. sp dianthi raza 3. Las razas 1 y 8 estan asociadas con

claveles del Mediterraneo y se han encontrado enItalia, Francia y Espafia. La raza 4 ha
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sido encontrada en Estados Unidos, Italia, Israel, Espafia y Colombia. Las razas 5, 6 y 7

fueron reportadas por Garibaldi (1983) en claveles de Gran Bretafia, Francia y Holanda,

pero sdlo se dispone de un representante individual de cada una. En Italia han sido

reportadas ocho razasfisiolégicas. Finalmente tres nuevas razas fueron descritas (9, 10 y

11); la raza 9 se encontré en Australia y las razas 10 y 11 se encontraron en Holanda

(Chiocchetti et al., 1999; Garcés de Granadaat al., 2001).

4.1.2. Sintomas de la enfermedad

Los dafios ocasionados por este patégeno, se caracterizan por la aparicién unilateral de

sintomas de marchitez, acompafiada del amarillamiento parcial de las hojas y el

doblamiento de los brotes hacia el lado enfermo de la planta. Paulatinamente el color verde

del follaje va adquiriendo un color amarillo paja. En la etapa final de la enfermedad, la

planta se marchita completamente y muere, observandose que las raices permanecen sin

sufrir dafios (Figura 6a). Un aspecto muy importante para el diagndstico de la enfermedad,

que la diferencia facilmente de otras enfermedades vasculares, es la aparicion de una

decoloracién blanquecina, amarillenta o marrén en los haces vasculares y el dafio en los

tejidos (Figura 6b) sin afectar la médula (Garcés de Granada at al., 2001; Martinez

Femandez, 2008).
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Figura 6. Sintomas de marchitez vascular en plantas de clavel. a) sintomas externos, b y c) sintomasinternos.

4.1.3. Ciclo de infeccion

La enfermedad inicia con la germinacién de estructuras de resistencia, ya sea,

clamidosporas 0 micelio presentes en los restos de la cosecha 0 en el suelo, estimuladas por

los exudados que producenlas raices de las plantas. Las hifas del hongo penetran a través

de heridas hechas en forma mecanica, por nematodoso insectos. Pero la forma més comuin

de penetracién es a través de la epidermis de las raices, pasando por la corteza y la

endodermis, hasta llegar a los vasos del xilema. El hongo coloniza el xilema, obstruyendo

los vasos al crecer en forma de micelio 0 por el transporte pasivo de microconidios, lo que

interfiere con la traslocacién de agua y nutrientes, provocando el debilitamiento, la

marchitez y la muerte de los organos de la planta. Cuando estos 6rganos caen al suelo el

hongose reincorpora para iniciar un nuevociclo de infeccién.
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El transporte pasivo de microconidios, contribuye a una colonizacién no uniforme, lo que

puede hacer que el material de propagacién aparentemente sano realmente este infectado.

La colonizacion del tallo es unilateral, debido a que la diseminacionlateral y radial del

hongo parece ser inhibida por las paredes celulares y otras barreras laterales de la planta.

La oclusion de los vasos del xilema juega un papel muy importante en la resistencia de las

plantas, ya que las variedadesresistentes, tienen la capacidad de regenerar nuevos vasos del

xilema, creando nuevas vias de transporte de agua para compensarlos vasos destruidos. En

las plantas infectadas el pat6geno permanece casi exclusivamente en los tejidos vasculares

hasta que la planta muere (Agrios, 2005).

4.2. Pudricién basal

Esta enfermedad esta asociada principalmente con tres especies: F. avenaceum (Fr.) Sacc.,

F. culmorum (W. G. Smith) Sacc. y F. graminearum Schwabe. Anteriormente estas

especies se conocian bajo los nombres de Fusarium roseum (Lk.) emend. Snyd. & Hans. y

Fusarium roseum f. sp. cerealis (Cke) Snyd. & Hans. (Kale Wright et al., 1997). Debido a

esto, la etiologia de esta enfermedad no esta claramente definida y ha sido nombrada de

diferentes maneras como: pudricién basal, pudricién de ramas, muerte descendente, muerte

descendente del tallo y pudricién seca del tallo (Suk Han et al., 2001). Los sintomas

generales que la caracterizan son marchitez, pudricion seca en la base del tallo con aspecto

café-rosado, necrosis y médula afectada, asi como muerte descendente de la planta (Soto

Sedanoetal., 2005). Esta enfermedad es muy importante en todaslas fases de desarrolio de

la planta, incluso durante el proceso de enraizamiento de los esquejes. Se ha reportado que

la muerte descendente del tallo ocurre sobre todo cuandose realizan heridasen la planta, ya

sea por poda, induccién detallos secundarios, propagacién de esquejes o en la cosecha de

flores (Suk Hanet al., 2001).
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4.2.1. Fusarium graminearum

Es un hongo que tiene distribucién cosmopolita. Su estado sexual es conocido como

Gibberella zeae Schwein (Petch). En el cultivo de clavel, esta especie se ha reportado

principalmente asociada a la “muerte descendente del tallo” en el noreste de Estados

Unidos, en donde esta enfermedad ocurre frecuentemente. Nelson y colaboradores (1975)

mencionaron que ésta es una enfermedad recurrente en el cultivo y que en muchas

ocasiones ha sido el principal factor limitante de la produccién. En Queensland, Australia

al igual que en Corea, esta especie se ha reportado como el agente causal de esta

enfermedad (Kale Wright et al., 1997 y Suk Han et al., 2001).

4.2.2. Fusarium avenaceum

Su estado sexual es conocido bajo el nombre de Gibberella avenacea Cook. Es una especie

que puede encontrarse en regiones templadas como sapréfito o patégeno en el suelo (Leslie

et al., 2006). En el cultivo de clavel, esta especie se ha reportado en Victoria, Australia,

causando pudricién basal del tallo y muerte regresiva (Kale Wrightetal., 1997).

4.2.3. Fusarium culmorum

Es una especie que se encuentra comimmente en regiones templadas. No se conoce su

estado sexual. Se ha reportado como el agente causal de la pudricién seca del tallo en

clavel en Victoria, Australia (Kalc Wright et al., 1997), en la Sabana de Bogota, Colombia

(Soto Sedano et al., 2005) y en México, en Morelos y el Estado de México (Martinez

Fernandez, 2008).

5. Especies del género Fusarium reportadas enel cultivo de clavel en México

Hastala fecha los trabajos que se han realizado en México, en cuanto a la identificacién de

especies del género Fusarium en el cultivo de clavel, se han basado sélo en la

caracterizacién morfolégica. Garcia Garcia y Camargo Ricalde (2006), realizaron un
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estudio de identificacién a nivel morfologico de los hongos fitopatégenos del clavel

producido en Xochimilco, Distrito Federal y reportaron a F. oxysporum como la especie

con mayor porcentaje de incidencia.

Martinez en el 2008, realizé una investigacién similar en el estado de Morelos, donde

también reporté a F. oxysporum f. sp. dianthi junto con F. roseum y Rizoctonia solani

afectando la raiz y Ja base de los tallos de clavel. Este autor cita a Espinoza (1973), quien

reporté a F. roseum como agente causal de la pudricion de tallos en los cultivos de clavel

producidos en el municipio de Villa Guerrero, Estado de México y consideran a este hongo

comoel principal patégeno del cultivo. Martinez Fernandez (2008), también cita a Lamas

(1978), quien reporté a F. poae L. y F. oxysporum f. sp. dianthi como patégenosdel cultivo

en Xochimilco.
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I. Justificacién

 

A nivel mundial, en las zonas donde se produce clavel, uno de los principales factores

limitantes de la produccién son las enfermedades ocasionadas por especies del género

Fusarium, las cuales generan grandes pérdidas econémicas. En paises donde la actividad

econdémica dependede la floricultura, tales como Colombia, Espafia, Australia, entre otros,

y con el propésito fundamental de mejorar las estrategias de control de las enfermedades,

se han realizado investigaciones enfocadas a la identificacion a nivel morfoldgico y

molecular de estas especies. En México, tnicamente se han identificado a nivel

morfoldégico las especies del género Fusarium patégenas de clavel en los Estados de

Morelos, Estado de México y el Distrito Federal. En Baja California, que es un Estado

importante en la produccién y exportacién de clavel hacia Estados Unidos, no se han

identificado las especies del género Fusarium presentes en la zona de cultivo.
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IV. Objetivos

 

Objetivo General

Determinar ja variabilidad interespecifica de las cepas del género Fusarium aisladas de

diferentes cultivares de clavel con sintomas de marchitez en la zona floricola de Baja

California.

Objetivos Especificos

Aislar cepas del género Fusarium de distintos cultivares de clavel con sintomas de

marchitez.

Identificar morfolégicamente, a nivel de especie, cepas del género Fusarium aisladas de

distintos cultivares de clavel con sintomas de marchitez.

identificar molecularmente, a nivel de especie, cepas del género Fusarium aisladas de

distintos cultivares de clavel con sintomas de marchitez.

V. Hipdtesis

 

Se encontrara variabilidad interespecifica y se identificaran especies del género Fusarium

potencialmente patégenas y saprofitas asociadas a diferentes cultivares de clavel con

sintomas de marchitez en la zona floricola de Baja California.
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VI. Materiales y métodos

 

1. Colecta de muestras

Se realizaron muestreos en cuatro ranchos ubicados en los municipios de Ensenada y

Playas de Rosarito, entre los meses de septiembre y diciembre del afio 2010. En la tabla II

se presentan los sitios y cultivares muestreados. En cadasitio, se colectaron una o dos

plantas por cada cultivar con sintomas visibles de marchitez. Las muestras se colocaron en

bolsas de polietileno, se etiquetaron y se trasladaron al laboratorio de Fitopatologia del

CICESE.

Tabla Il. Ubicacion de los sitios de muestreo y cultivares de clavel bajo estudio.

  
   

 

 

 

. Capri e Fleurette

; ° W.Fleurette * Envforia
Ensenada Twins .

© Delphi « Mixto*

° «Vega © Chateau

Pacifico © Nelson

* Nelson e ~=Pink Nelson

Toro « Raggio disole e Bright Rendez Vous

¢ Vesuvio © Delphi

* Mini blanca*
° Cherry Tessino

Playas de « Rendez Vous
. ¢ Pink Nelson

Rosarito «  Fushia*
° Mini*

Rosalera © Tia Maria
e Arévalo

© =Mini roja*
* Lion King

© Delphi
* Tabor

© ~=Rosita*     
 

*Nombre del cultivar desconocido, por lo tanto, es un nombre asignado y para fines de este estudio se

consideraron comocultivares.
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2. Aislamiento y purificacién de cepas

De cada una de las plantas colectadas se intenté el aislamiento de cepas de Fusarium spp.

de la corona y deltallo. Para ello, a las plantas se les eliminé elfollaje, y los restos de suelo

se eliminaron Javando con agua corriente y secando superficialmente. Para visualizar los

dafios, se realizaron cortes transversales y longitudinales, desinfectando en cada corte la

navaja utilizada con alcohol y fuego. De la corona y del tallo'se cortaron trozos de tejido

sintomatico de aproximadamente 5 mm’, que se desinfectaron  superficialmente

sumergiéndolos rapidamente en alcohol al 95% y flameando. Al final, se sembraron

equidistantemente cuatro trozos de tejido en cajas Petri de 9 cm de didmetro que contenian

medio de cultivo de agar papa dextrosa (PDA; Difco®) adicionado con cloranfenicol (15

ug/ml), para evitar crecimiento bacteriano. Las cajas se incubaron a 25 +2°C en total

obscuridad. Cuando los hongos comenzaron a colonizar el medio, aproximadamente tres

dias después y con el fin de obtener cultivos puros, se resembraron en PDA fresco sdélo

aquellos con caracteristicas propias del género Fusarium. En algunos casosse aisl6 mas de

una cepaporplanta, por lo tanto se usd la siguiente nomenclatura para designarlas:

Ejemplos: FTW5C, FPA4aT, FTOIT y FRO13cC

Donde:

Patogeno

F = Fusarium

Rancho

TW = Twins

PA = Pacifico

TO =Toro

RO = Rosalera

Muestra

No.= Numero consecutivo de planta por rancho

a, b oc = Cepas fenotipicamente diferentes recuperadas por planta

Parte de fa planta dondefue aislado

C= Corona

T= Tallo

 



3. Cultivos monosporicos

A partir de cultivos puros de Fusarium spp., se generaron cepas monosporicas, para ello se

hizo una suspensién con aproximadamente 50 esporas/ml en agua destilada estéril. De esta

suspension, se tomaron 20 pl que se distribuyeron sobre una caja Petri de 9 cm de diametro

que contenia medio de cultivo PDA,y se incubaron a 25 £2°C durante 24 h en obscuridad.

Transcurrido este tiempo, usando un microscopio estereoscépico Olympus SZX12, se

recuperé una sola espora germinaday se transfirid a medio PDA fresco.

4, Preservacion de cepas

Cada cepa monosporica de Fusarium spp. se colocé en medio de cultivo de Agar-Clavel

(CLA, 20 g agar/L agua adicionado con hojas de clavel estériles) y cuando Jas hojas de

clavel adicionadas al medio estaban completamente colonizadas por el hongo, éstas se

transfirieron a un tubo de 2 ml. Se agregé 1 ml de leche descremadaestéril, se liofilizaron y

finalmente se resguardaron a 4°C.

5. Identificacion morfolégica

Para identificar las cepas del género Fusarium a nivel de especie, se hizo un anélisis

comparativo basdéndose en el Manual de Laboratorio de Fusarium escrito por Leslie etal.

(2006). Para poderrealizar este andlisis, las cepas se crecieron en tres medios de cultivo:

PDA, CLA y SNA(para prepararun litro: KH2PO4 (1g), KNO3 (1g), MgSO47H20 (0.5g),

KCL(0.5g), glucosa (0.2g), sucrosa (0.2), agar (20g)).

5.1 Caracteristicas morfolégicas evaluadas en PDA

Cada cepa se crecié en medio de cultivo PDA, colocando un disco de micelio de 7 mm de

didmetro en el centro de una caja petri de 9 cm. Después de dos semanas, se analizaron las

caracteristicas de la colonia, tales como: morfologia, pigmentacién, produccién de

esporodoquios y esclerocios. Con una cémara digital SLR Nikon D3000 de 10.2MP se

tomaronfotografias en el adverso y reverso de las colonias para evidenciar la pigmentacién
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y formacién de estructuras. Los esporodoquios y esclerocios de tamafio microscépico se

observaron en un microscopio estereoscépico Olympus SZX12 y se tomaron fotografias

con una camara DP70 integrada al mismo; las imagenes se editaron usando el software

computacional DPController.

5.2 Caracteristicas morfoldgicas evaluadas en CLA y SNA

Cada cepa se crecié en medio de cultivo CLA y SNA a 25 + 2 °C en total obscuridad.

Después de un lapso de cuatro a siete dias y para caracterizar la forma y tamafio de

macroconidios, los microconidios y las células conidiogénicas, las cepas se analizaron

mediante la técnica de bloque invertido usando microscopia de campo claro en un

microscopio éptico invertido Axiovert 200 Zeiss®. Para el andlisis de clamidosporas, las

cepas se mantuvieron en cultivo durante siete dias mas y se caracterizaron usando la misma

técnica. Las imagenes se tomaron y editaron con el programa AxioVision 4.7.

6. Identificaci6n molecular

6.1. Extracci6n de ADN

Las cepas se crecieron en 25 ml de medio PDB (Potato Dextrose Broth, Difco®) en

agitacién constante a 150 rpm y 30 °C durante 3 dias. El micelio se recuperé porfiltracion,

se lavé con agua destilada estéril y se liofilizé. Para la extracci6n de ADN,se utilizé el

sistema comercial DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen®), siguiendo las instrucciones del

fabricante. Para verificar la eficiencia de la extraccion, se realizé una electroforesis en gel

de agarosa al 1% con Tris-Acetato-EDTA (TAE), a 70V durante 40 min; utilizando 3 pl de

muestra. El ADN se tifié con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) y se visualizé bajo luz UV.

Para corroborar el peso molecular del ADN obtenido, se utilizé un marcador de peso

molecular de 100 pb (Labnet International, Inc.). Todas las muestras se ajustaron a una

concentracion de 25 ng/ul utilizando un nanodrop (GE NanoVue).
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6.2. Amplificacion del espaciadortranscrito interno (ITS1-5.8s-ITS2)

La region del espaciador transcrito interno (ITS,por sus siglas en inglés) de Fusarium spp.

se amplificé mediante la técnica de PCR,utilizando los oligonucledétidos universales [TS1

(5° TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5° TCCTCCGCTTATTGATATGC3’)

(White et al., 1990). El fragmento amplificado esperado tiene un tamafio aproximado de

550 a 570 pb (Lee et al., 2000). La amplificacién se realiz6 usando 50 ul de mezcla de

reaccion que contenia: 50 ng de ADN gendmico, 25 pmol de cada primer, 1.25 U de Taq

‘ADN polimerasa (Fermentas), 25 ul de Buffer FailSafe™ PCR 2X PreMix E (Epicentre®

Biotechnologies) y agua destilada estéril para completar el volumen final. La mezcla se

colocé en un termociclador Bio-Rad modelo MJ Mini™ bajo el siguiente programa:

desnaturalizacién inicial por 4 min a 95°C; 35 ciclos de 1 min cada uno de

desnaturalizacién, alineamiento y extensién a 95°C, 58°C y 72°C, respectivamente; y una

extensionfinal de 10 min a 72°C. Para corroborarla presencia de amplicones,se utilizaron

3 pl de muestra para realizar una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, a 80V durante 40

min. Los fragmentosse tifieron con bromurodeetidio y se visualizaron bajo luz UV. Para

estimar el tamafio de los fragmentos, se utilizé un marcador de 100 pb (Labnet

International, Inc.). El ADN amplificado se precipité agregando a las muestras 2.5

voltiimenes de etanol absoluto frio y 1:10 volumenes de acetato de sodio (3M, pH=8). Las

muestras se centrifugaron durante 25 min, se descarté el sobrenadante, se lavaron con

etanol al 70% para eliminar las sales, se dejé secar !a pastilla y finalmente, el ADN se

diluyé en 20 pl de buffer AE (Tris-EDTA, pH 8.0 (10 mM,1 mM)).

6.3. Analisis por polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién

(RFLP)

Con los fragmentos obtenidos de la regién ITS, se realiz6 un andlisis RFLP, usando las

enzimas Msp] y Smal (Tabla IV). La reaccién de restriccién se Nevé a cabo utilizando 4 pl

del producto amplificado y 12 unidades de una de las dos enzimas, siguiendo las

instrucciones del fabricante (BioLabs®in). Los fragmentos resultantes se separaron

mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.5%, a 80V durante 150 min, se tifieron con
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bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz UV. Para estimar el tamafio de los fragmentos

derestriccién, se utilizé un marcador de 100 pb (Labnet International, Inc.).

Tabla HI. Enzimas utilizadas para un andlisis de restriccién en la regién ITS de
Fusariumspp.
 

 

Enzimaderestriccién Sitio de reconocimiento

5°...C'CGG...3’
Mspt

3°...GGC,4C...5’
 

5°...CCC’GGG...3?

3°...GGG,4CCC...5”
Smal   
 

6.4. Analisis del Factor de Elongacion de la Traduccién 1a (EF1a)

Utilizando jos oligonucledtidos universales EF 1-728 (5’ CATCGAGAAGTTCGAGAAGG

3’) (Carbone y Kohn, 1999) y EF2 (5’ GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT 3’)

(O’Donnell et al., 1998), se amplificé un fragmento del gen que codifica para el factor de

elongacién de la traduccién 1a. La amplificacién se realizé en 25 pil de una mezcla de

reaccién que contenfa: 50 ng de ADN gendmico, 50 pmol de cada primer, 1.25 U de Taq

ADNpolimerasa (Fermentas), 2.5 wl de Buffer 10X Master Amp™ PCR Enhancer con

betaina (Epicentre® Biotechnologies), 0.5 pl de dNTP’s (20 mM), 4 pl de MgCl, (25mM)y

agua destilada estéril para completar el volumen final. La mezcla se colocé en un

termociclador Bio-Rad modelo MJ Mini™ bajo el siguiente programa: desnaturalizacién

inicial por 4 min. a 95°C; 40 ciclos de 1 min cada uno de desnaturalizacién, alineamiento y

extensién a 94°C, 50°C y 72°C, respectivamente; y una extension final de 10 min a 72°C.

Para corroborar la presencia del fragmento amplificado,se utilizaron 3 pl de muestra para

realizar una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, a 80V durante 40 min. Los

fragmentos se tifieron con bromuro de etidio y se visualizaron bajo luz UV. Para estimar el

tamafio del fragmento, se utilizé un marcador de 100 pb (Labnet International, Inc.). Los

fragmentos amplificados se purificaron usando el kit QIAquik® (Quiagen®), siguiendo las
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indicaciones del proveedor. Posteriormente se realiz6 nuevamente una electroforesis con

las mismas condiciones y se cuantificd la cantidad de producto amplificado. Las muestras

se enviaron a secuenciar a Clemson University Genomics Institute, Carolina del Sur,

Estados Unidos, para ello, previarhente se prepararon ajustando la concentracién de

producto amplificado y adicionando el oligonucledtido correspondiente con la finalidad de

obtener secuencias de ambas direcciones.

6.6 Analisis de secuencias del EF1a

Una vez obtenidas las secuencias, se accedié al banco de datos (GenBank) de “The

National Center for Biotechnology Information” (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov) y

utilizando el algoritmo de BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) se realizd un

analisis comparativo de las secuencias de Fusarium spp. obtenidas del EF lo con las

existentes en esta base de datos. Las secuencias también se compararon con la base de

datos de FUSARIUM-ID(http://isolate.fusariumdb.org). Este sitio web contiene secuencias

de marcadores filogenéticos de la mayoria de las especies del género Fusarium conocidas

(Derechos reservados Seogchan Kang's Lab, Fusarium Research Center, and Fungal

Bioinformatics).

Por ultimo se analizaron en conjunto los resultados obtenidos de la caracterizacién

morfoldégica y molecular para concluir la identificacién de especies del género Fusarium.
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VII. Resultados

 

1. Sintomas de marchitez en plantas de clavel

En los cuatro sitios de muestreo, los sintomas de marchitez mostrados por las plantas

fueron muy similares. En el follaje se observaron hojas secas color paja en la base de las

plantas (Figura 7a). En la parte externa delos tallos, principalmente en las plantas maduras,

se observaron tonalidades rosa-marr6n, agrietamiento y apariencia de lefia seca (Figura 7a);

mientras que en la parte interna se observd marchitez vascular manifestada por

decoloracién y tonalidades marrén en los haces vasculares y en la médula (Figura 7b y 7c).

Porotro lado, la mayoria de las raices mostraron apariencia sana y sdlo en algunos casos se

encontraron néduloscaracteristicos de la presencia de nematodos (Figura 7d).

 

Figura 7. Sintomas caracteristicos de marchitez encontrados en claveles de la zona muestreada. a) hojas secas

color paja y tallo rosa-marré6n, b) corte longitudinal del tallo mostrando sintomas de marchitez vascular, c) corte

transversal a nivel de corona mostrandolos haces vasculares y médula afectados, d) planta con apariencia de lefia

seca y raiz afectada por nematodos.
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2. Cepas de Fusarium spp. aisladas de diferentes cultivares de clavel

En total se muestrearon 24 cultivares, de los cuales se aislaron y purificaron 64 cepas con

caracteristicas propias del género Fusarium. Las cepas obtenidas por sitio.de muestreo y

portejido de la planta del cual fueron aisladas, se describen a continuacién.

Rancho Twins: en este sitio se tomaron muestras de ocho cultivares; se aisl6 una sola cepa

porcultivar, excepto para uno de ellos (Chateau) de donde se aislaron dos, una de la corona

y otra del tallo; de esta manera se obtuvieron en total nueve cepas, seis de la corona y tres

del tallo.

Rancho Pacifico: en este sitio se tomaron muestras de cuatro plantas, todas del cultivar

Nelson, por ser el tinico en el momento de muestreo; de estas plantas se aislaron nueve

cepas, cinco del tallo y cuatro de la corona.

Rancho El Toro:en este sitio se muestrearon seis cultivares y se tomaron dos muestras de

cada uno; de éstas se aislaron 17 cepas, diez de corona y siete de tallo; sdlo en el cultivar

Bright Rendez Vous se aislaron dos cepas de la corona fenotipicamente diferentes de la

mismaplanta.

Rancho La Rosalera: en este sitio se tomaron muestras de 13 cultivares; de ellos, se

aislaron 29 cepas, 16 de corona y 13 detallo. Unicamentede los cultivares Delphi, Tabor y

Pink Nelson, se aisl6 mas de una cepa fenotipicamente diferente de una misma planta. En

la tabla IV, se muestran los datos con el nombre, cultivar y sitio del cual se aisl6 cada

cepa.
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Tabla IV. Relacién de cepas obtenidas por sitio de muestreo, tejido de la planta y cultivar muestreado.
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3. Caracterizacion morfolégica

3.1 Morfologia de la colonia en medio PDA

En este medio de cultivo se analizaron las caracteristicas del micelio y la pigmentacién en

el adverso y reverso de las colonias. En general, las cepas presentaron micelio con

apariencia algodonosa (Figuras 8a, 8d, 8j, 8k y 81), flocosa (Figuras 8b, 8c, 8e, 8f, 8g y 8i)

y plana (Figura 5h). En algunas cepas el crecimiento del micelio fue escaso (Figuras 8a y

8h) y en otras muy abundante y denso (Figuras 8j, 8k y 81). En cuanto a pigmentacion, se

observaron varias tonalidades: purpura, rosa, crema, blanco, amarillo y rojo, en el adverso

y reverso de las colonias. El color purpura con diferente nivel de intensidad, es decir, mas

claro u obscuro, fue el mds comin. El pigmento rojo sélo lo presentaron las cepas

FRO13cC y FRO13cT, las cuales fueron aisladas de la coronay tallo de la misma planta

del cultivar Delphi del rancho La Rosalera. La cepa FRO8C (Figura 8g), aislada de la

coronadel cultivar Rendez Vous, fue la nica que presenté pigmentacién rosa en el micelio

y marron intenso en el reverso de la colonia. Las cepas FPAIT (Figura no mostrada) y

FTOIT (Figura 8j), aisladas del tallo del cultivar Nelson de los ranchos Pacifico y El Toro

respectivamente, fueron las wnicas que presentaron pigmento amarillo intenso en el

micelio. Por otra parte, las cepas FTW11C, FRO3T, FRO6T, FRO13bC (Figuras no

mostradas) y FROI3bT (Figura 8k), presentaron puntos o manchas color marrén en el

reverso de la colonia; ésta es una caracteristica importante en la identificacién de algunas

especies, tales como F. semitectum y F. equiseti.
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3.2 Produccion de esporodoquios y esclerocios

Unacaracteristica morfologica importante para la identificacién de especies del género

Fusarium es la produccion de esporodoquios y otra, aunque se considera como un caracter

secundario de identificacion, es la produccién de esclerocios. En medio de cultivo PDA las

cepas FTW13C, FPA4bC, FPA4bT, FTO4C, FTOSaC, FTOST (Figuras 9a, 9b, 9c, 9d, Ye y

Of, respectivamente) FTW11C, FTW13T, FPA2C, FPA4aC, FPAIT, FTOIC, FTO2C,

FTO3C, FTO7C, FRO2bC, FRO8C, FRO9C y FROI0C (Figuras no mostradas),

produjeron esporodoquios y esclerocios con un tamafio lo suficientemente grandes para

poder observarlos a simple vista. Ambas estructuras fueron encontradas de manera

superficial o sumergidos en el micelio. En algunos casos se encontraban distribuidos en

toda la colonia y en otros aislados formando grupos(Figura9).

 

Figura 9. Cepas de Fusarium spp. crecidas en PDA mostrando la produccién de esporodoquios y esclerocios. a)

FTWI3C, b) FPA4bC, c) FPA4bT, d) FTO4C, e) FTOSaC y f) FTOST. Flechas negras y blancas indican

esporodoquiosy esclerocios respectivamente.
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Los esclerocios observados presentaron tres tonalidades: pirpura muy intenso, verde-

azulado y negro (Figuras 10a, 10b, 10c respectivamente), su textura fue rugosa y su

consistencia dura.

Wruinin

 

Figura 10. Esclerocios producidos por cepas de Fusarium spp. en medio PDA. a) FRO7C, b) FRO2bC y c)
FROLIC.

Los esporodoquios por su parte presentaron tonalidades crema, naranja palido y naranja

intenso; con aspecto gelatinoso y morfologia variable (Figura 11). Las mismas cepas que

formaron esporodoquios en PDA, lo hicieron también en medio de cultivo CLA, por

ejemplo las cepas FTW11C y FPA2C (Figuras 11f y 11i). En cambio,los esclerocios sélo

se observaron en medio PDA.
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3.3. Caracteristicas microscopicas analizadas en medio de cultivo GLA y

SNA

3.3.1 Macroconidios

Se observé mayor produccién de macroconidios en CLA que en SNA,debido a que las

hojas de clavel promueven la produccién de estos (Fisher et al., 1981). La forma mas

comin de los macroconidios fue de “media luna o canoa”, con algunas variaciones en

cuanto al tamafio, grosor y numero de septos, entre otras. Los macroconidios formados en

esporodoquios presentaron una morfologia bastante uniforme y clara (Figuras 12a y 12b) y

fueron muy faciles de observar. Cabe destacar que no en todas las cepas se detecté la

presencia de estas estructuras. Las caracteristicas de los macroconidios observados se

resumen en la tabla V.
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Figura 12. Macroconidios de Fusarium spp. en medio CLA. a) FRO3T y b) FROS8Cextraidos de esporodoquios,¢)

FPA4bC, d) FTW12C, e) FRO8C, f) FTW7T, g) FROI3bT, h) FROGT, i) FTO4T, j) FTOIIC. Barra de escala
10pm.

3.3.2. Microconidios

La presencia de microconidios se observé claramente en CLA y SNA.Casi todas las cepas

produjeron microconidios, a excepcién de las cepas FTW11C, FTOSbC, FROG6T,

FRO13bC y FROI3bT que en lugar de éstos, produjeron mesoconidios. Estas estructuras se

distinguen por tener un tamafio intermedio entre macro y microconidios (Figura 13a) y

suelen ser producidos por varias especies del género Fusarium, entre ellas F. semitectum.

La forma de los microconidios fue variable en el resto de las cepas. La cepa FTW12C,fue
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la Unica en la que se observaron los tipos de microconidios ovoide con base truncada,

napiformes-piriformes y globosos (Figura 13b); este tipo de conidios es caracteristico de las

especies F. globosum y F. beomiforme.

Las cepas FRO13cC y FRO13cT, fueron las inicas que produjeron pigmentos rojos en el

adverso y reverso de la colonia y tres tipos de microconidios: piriformes, napiformes, y

ovales, con cero o un septo, y en algunos se observé una papila en la base del conidio

(Figura 13c). Las especies del género Fusarium que suelen presentar estas caracteristicas

son: F. tricinctum, F. poae, F. sporotrichioides y F. clamydosporum.

Las cepas FPA2C, FPA4aC, FROIC, FROIT, FRO2aC, FROSC, FRO8C, y FRO9C

produjeron microconidios uniformemente grandes, ovales o elipticos, generalmente con

uno 0 dos septos; esta morfologia es muy caracteristica de la especie F. solani (Figura 13d).

Las cepas FTW7T, FTW8T, FTWI13T, FTOIC, FTO4C, FRO4T FRO4C y FROZC,

produjeron microconidios de forma oval con base truncada y sin septos; este tipo de

morfologia la presentan varias especies del género Fusarium, entre otras, F. proliferatum y

F. verticillioides (Figura 13e).

En las cepas FPA1T, FTO1T y FTO9Cno se observé produccién de macroconidios; éstas

sdlo produjeron microconidios de manera muy abundante, con formaoval, sin septos y muy

uniformes en tamafio (Figura 13f). El resto de las cepas que faltaron por mencionar,

produjeron generalmente tres formas de microconidios: oval, elfptico o reniforme; de

tamafio variable y en ocasiones con un septo, los cuales se asemejan a las especies F.

oxysporum o F. redolens (Figura 13g y 13h).

 



 
Figura 13. Microconidios del género Fusarium en medio SNA. a)FROI3bT, b)

FTWI2C,c) FRO13cT, d) FRO8C, e) FTW7T, f) FTO9C, g) FTOSaC, h) FTW13C.
Barra de escala 10m.
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3.3.3. Células conidiogénicas

La célula de Ia cual nacen los macro y microconidios se observé claramente en los medios

CLA y SNA.Las cepas se pudieron agrupar porel tipo de fidlides y la forma en como se

produjeron los conidios sobre éstas. El primer grupo se distinguid porque sdlo produjo

monofialides y falsas cabezas (Figura 14). Dentro de este grupo se encontraron cepas que

presentaron diferencias principalmente en el tamafio de las monofidlides. Las especies F.

oxysporum y F. solani produceneste tipo de estructuras y el tamafio es una cualidad que las

distingue. F solani produce monofidlides bastante largas y F. oxysporum presenta

monofidlides cortas 0 medianas y ambas especies producen falsas cabezas. Las cepas

FPA2C, FPA4aC, FROIC, FRO2aC, FROSC, FRO8C, FRO9C y FROIT produjeron

monofidlides largas, mientras que el tipo de monofidlides cortas destacé en la mayoria de

las cepas.

El segundo grupo produjo mono y polifidlides, de tamafio cualitativamente mediano

(Figuras 15a y 15c) y pequefio (Figuras 15e y 15f. Los microconidios en las cepas

FTW12C, FTW7T, FTW8T, FTW13T, FTOIC, FTO4C, FRO4C, FRO7C y FRO4T,

surgieron de las fidlides formando cadenas cortas (Figuras 15b y 15d). La cepa FTW12C se

distinguié del resto porque las ramificaciones en las polifidlides fue mucho mayor (Figura

15c). La formacién de microconidios en cadenas cortas, es una caracteristica morfolégica

de identificacién muy importante, en varias especies del género Fusarium, tales como F.

proliferatum y F. globosum.

Otro tipo de mono y polifidlides se observé en las cepas FTW11C, FTOSbC, FRO6T,

FROL3bC y FROI3bT las cuales fueron mucho mas pequefias. La forma de estas se puede

observar en las Figuras 15e y 15f. Estas fidlides se asemejan bastante a las producidas por

la especie F. semitectum.
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Figura 14. Monofidlides y falsas cabezas producidas en medio SNA. Monofialides cortas: a) FTO3C, b) FRO2bT,

c) FTW6C. Monofidlides largas: d y e) FROSC.Falsas cabezas: f) FTOST, g) FTW6C, h) FRO8C. Barradeescala

a-d y f-h) 10um, d) 200 pm.
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Figura 15. Células conidiogénicas producidas en medio SNA. a-d) microconidios, e-f) macroconidios. a y b)

FROT7C,c y d) FTW12C, e y f) FROGT.Barra de escala 10m.
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El tercer grupo produjo polifidlides bastante largas con un patron de ramificacion muy

similar entre ellos, tal como se muestra en las imagenes de las Figuras 16a, 16b y 16c, las

cuales corresponden a las cepas FPAIT, FTO1T y FTO9C respectivamente, que fueron las

unicas que presentaron este tipo de estructuras.

 

Figura 16. Polifialides producidas en medio SNA. a) FPAIT, b) FTOIT, c) FTO9C. Escala 10pm.

3.3.4. Clamidosporas

La produccion de clamidosporas se analiz6 cuando las cepas tenian aproximadamente una

o dos semanasen cultivo; en este periodo de tiempo solo algunas cepas formaroneste tipo

de esporas. Las clamidosporas que produjeron las cepas FPA2C, FPA4aC, FROIC,

FRO2aC, FROS5C, FRO8C, FRO9C y FROIT se formaron de manera individual (Figura

17a), en parejas (Figura 17b), en cadenas cortas (Figura 17c) 0 se observé una combinacion

de todas (Figuras 17f), las cuales son muy caracteristicas de F. solani. Por otro lado, las

clamidosporas que produjeron las cepas FTW11C, FTOSbC, FRO6T, FROI3bC y

FRO13bTtuvieron aspecto rugoso y se formaron principalmente en cadenas (Figura 17d) 0

en grupos (Figura 17e), como aquellas que produce F. semitectum. La mayoria de las cepas

que presentaron monofidlides cortas, produjeron clamidosporas individuales (Figura 17g),

terminales o intercaladas en el micelio con aspecto liso, como las que suele producir F.

oxysporum.
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Figura 17. Clamidosporas en medio CLA. a, b, c)FPA2C, d y e) FTOSbC, f) FTW13C, g) FROI3bT. Barra de

escala 10um.

3.3.5. Formaciondehifas estériles

Otra caracteristica de diagnéstico en algunas especies del género Fusarium es la formacién

de hifas estériles enrolladas (Leslie et al., 2006). Las cepas FTW8T, FTW13, FPA4aC,

FTO11T, FROIC y FROLIC produjeroneste tipo de hifas en medio de cultivo SNA, como

se muestra en las imagenes de la Figura 18; en medio CLA nose observaron.

4. |dentificacidn de especies del género Fusarium

En la tabla VI, se resumenlas caracteristicas morfologicas generales que presentaron las

cepas bajo estudio y la especie del género Fusarium a la cual correspondieron dichas

caracteristicas, de acuerdo a lo descrito por Leslie et al., 2006.
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Figura 18. Hifas estériles producidas en medio SNA. a) FTW8T, b) FTWI3T, c) FPA4aC, d) FTOIIT, e) FROIC,

f) FROLIC.Barra deescala 10um.

4.1 Especies del género Fusarium identificadas por sitio de muestreo

Bajo el concepto de especie morfoldgica, las cepas aisladas de la corona y del tallo de los

diferentes cultivares de clavel se identificaron y agruparon dentro de ocho especies del

género Fusarium.

En el rancho Twins, se identificaron cuatro especies: F. redolens, F. semitectum, F.

proliferatum y F. globosum. En la tabla VII, se muestran los cultivaresy el tipo de tejido de

los cuales fueron aisladas. Las especies F. redolens y F. proliferatum fueron las mas

comunes, la primera se recuper6 solo de la corona y la segundasolo deltallo. Las especies

F. semitectum y F. globosum se identificaron sdlo en un cultivar cada una.
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Tabla VIL. Cepas de Fusarium spp. identificadas bajo el concepto de especie morfolégica, correspondientes al

rancho Twins.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

       

Rancho Twins

Especie
Fejido Cultivar Cepa Resistencia’

[ F. redolens Fproliferatum F. semitectum F. globosum

Cc Capri FTWSC ° RRR

O [we Fleurette FTW6C RR

R Delphi FTW10C RR
5
5 Mee FIWIic ; RRR

A Mixto FTWI2C . *

Chateau FTW13C

Tee : " yr eG

ge Ree R ENS, Se Ee LEE

T Fleurette PTW7T .
A

L Evforia FYW8T . RRR

L

oO Chateau FTWI3T . RRR   
 ‘= Resistencia a la raza 2 de Fusarium oxysporum f. sp dianthi (HilverdaKooij Plant Technology, catélogo 2009-2010).
Donde R= pocoresistente, RR= moderadamenteresistente, RRR= resistente, *= Desconocida.

En el rancho Pacffico, fueron identificadas las especies: /. oxysporum, F. redolens, F.

solani y Fusarium sp. en el cultivar Nelson. En la tabla VII, se muestran las cepas y tipo

de tejido correspondientes a cada especie identificada. La especie F. oxysporum sdlo se

identificé en el tallo de unaplanta. La especie F. redolens fue la mas cominy seidentificd

tanto en la corona comoenel tallo de diferentes plantas. F. solani s6lo se identificé en la

corona de dos plantas. La cepa FPAIT morfoldgicamente sélo se identificé a nivel de

género.
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Tabla Vill. Cepas de Fusarium spp. identificadas bajo el concepto de especie morfolégica, correspondientes al

rancho Pacifico.

Rancho Pacifico

Especie Resistencia‘
. Clavel

Tejido . Cepa Fusarium
(cultivar) F, oxysporum F. redolens F. solani

sp.

FPA2C

FPA3C

FPA4aC

FPA4be

Nelson

FPA2T

FPA3T

FPA4aT .

FPAAbT e

 

= Resistencia a la raza 2 de Fusarium oxysporum f. sp dianthi (HilverdaKooij Plant Technology, catalogo 2009-
2010). Donde R= pocoresistente, RR= moderadamente resistente, RRR= resistente.

En el rancho El Toro, fueron identificadas cinco especies: F. oxysporum, F. redolens, F.

proliferatum, F. semitectum y Fusarium sp. En la tabla IX, se muestran los cultivares y tipo

detejido de los cuales fueron aisladas. La especie mas comin fue F. oxysporum, la cual se

identificd tanto en Ja corona comoenel tallo de la mayoria de los cultivares. La especie F-

redolens se identificé en la corona de tres cultivares y sdlo en el tallo de uno de ellos. F.

proliferatum tnicamente se identificd en la corona de los cultivares Nelson y Pink Nelson.

E] cultivar Bright Rendez Vous fue el unico en el que se identificaron dos especies en una

misma muestra y tipo de tejido. Las cepas FTO9C y FTOIT sélose identificaron a nivel de

género.
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Tabla IX. Cepas de Fusarium spp. identificadas bajo el concepta de especie morfolégica, correspondientes al

rancho El Toro.

Tejido

Nelson,

Raggio di sole

Vesuvio

Pink Nelson

Bright Rendez
Yous

Delphi

Nelson

Vesuvio

Pink Nelson

Bright Rendez
Vous

Raggio di sole

 

RanchoEI Toro

Especie

Cepa Fr Fy, F Fasariam Resistencia
Frredolens .

oxyspornm protiferatum semifectum sp.

FTOIC .

FFO7C

FFO2C

FTO3C

FTOSC

FTO4C

FTOSaC

FTOSbe

FTOHC

FTO6C

FTOIT

FTOVT

FTO3T

FTO4T

FTOST

FONT .

FTORT * R

Resistencia a la raza 2 de Fusarium oxysporum f. sp dianthi (HilverdaKooij Plant Technology, catélogo 2009-

2010). Donde R= poco resistente, RR= moderadamenteresistente, RRR= resistente.

En el rancho La Rosalera se identificaron las siguientes especies: / oxysporum, F.

redolens, F. solani, F. proliferatum, F. semitectum y F. tricinctum. En \a tabla X, se

muestran los cultivares y tipo de tejido de los cuales fueron aisladas. De estas especies, F.

oxysporum fue la mas frecuente ya que se identificé en 10 de los 13 cultivares muestreados.

En el cultivar Pink Nelson se recuperaron dos cepas morfolégicamente diferentes de una

misma planta tanto en la corona como en el tallo. Los aislados del tallo se identificaron

como F. redolens y F. solani, y los de la corona como F. oxysporum. E\ cultivar Delphi, fue

el Gnico en el que se identificaron tres especies dentro de una mismaplanta, F. semitectum

y F. tricinctum tanto en la corona como enel tallo y F. oxysporum Gnicamente en la corona.
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Tabla X. Cepas de Fusarium spp. identificadas bajo el concepto de especie morfolégica, correspondientes al

rancho La Rosalera.

Clavel
Tejido

(cultivar)

Chesry

Tessino

Pink

Nelson

Mini

Arebalo

Lion King

Tabor

Mini

bianca

Rendez

Vous

Fushia

Tia Maria

Mini roja

Delphi

Rosita

Cherri

Tessino

Pink

Nelson

Mini

Arebato

Tabor

Mini

blanca

Rendez

Vous

Fushia

Delphi

Cepa

FROIC

FRO2aC

FRO2bC

FRO3C

FROAC

FROSC

FRO6C

FRO9C

FRO7C

FRO&C

FROIOC

FROHC

FROI2C

FROJ3bC

FRO13cC

FROMC

FROIT

FRO2aT

FRO2bT

FRO3T

FROAT

FROGT

FROST

FRO?T

FRO8T

FROI0T

FROI3aT

FROI3bT

FRO13cT

RanchoLa Rosalera

Especie

F, F. F, F, F. F, Resistencia’

oxysporum redolens solani protiferatumn Semitectint tricinctum

. 
= Resistencia a la raza 2 de Fusarium oxysporum f. sp dianthi (HilverdaKooij Plant Technology, catélogo 2009-2010).

Donde R= poco resistente, RR= moderadamente resistente, RRR= resistente, *= Desconocida.
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§. Caracterizacioén molecular

5.1 Amplificacién de la regién ITS

La amplificacién de la regién ITS1-5.8S-ITS2 por PCR utilizando los oligonucledtidos

universales ITS1 e ITS4, generé fragmentos de 550 a 570 pb aproximadamente, en las

cepas del género Fusarium analizadas. Estos fragmentos correspondieron al tamafio

esperado para este género. En la figura 19 se muestran las ligeras variaciones en el tamajfio

de los fragmentos obtenidos de diferentes cepas.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18° 19> 20

600

500

 

Figura 19. Ejemplo de un gel de agarosa (2.5%) mostrando fragmentos de la regién ITS (ITS1-5.8S-

ITS2) amplificados por PCR con los oligonucledtidos ITS1 e ITS4. 1) FROIC, 2) FRO2aC, 3)

FRO2bC, 4) FRO3C, 5) FROAC, 6) FROSC, 7) FROGC, 8) FRO7C, 9) FRO8C, 10) FRO9C, 11)
FROI0C, 12) FROLIC, 13) FROI2C, 14) FRO13bC, 15) FROI3cC, 16) FROWC, 17) FROIT, 18)
FRO2aT, 19) FRO2bT. M= marcadorde peso molecular (100 pb, Labnet International, Inc.).

5.2 Analisis RFLP

La digestion de la regi6n ITS1-5.8S-ITS2 con las enzimas MspI y Smal realizada en las

cepas de Fusarium spp. did comoresultado, cuatro patrones de bandas con MspI y dos con

Smal. En la tabla XJ se muestran los datos correspondientes al tamafio de los fragmentos de
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restriccién obtenidos en cada una de las cepas, los cuales coincidieron con los fragmentos

reportados por Leeet al. (2000) y Chehriet al. (2011), para las especies F. oxysporum, F.

proliferatum, F. solani, F. semitectum y F. equiseti.

Tabla XL. Fragmentosde restriccién obtenidos de la regién ITS1-5.8S-ITS2 de cepas de Fusarium spp.
 

 

 

 

 

 

Patrén de bandas Especie
Rancho

(pares de bases) (Lee et al,
Figura

L 2000; Chehriet
a

Mspl Smal Twins Pacifico El Toro al, 2011)
Rosalera

FRO2bC
FTO2C

FRO3C
FTO3C

FRO6C
FTOSaC

FROLOC
FTO6C

FPA3C FROHC
FTWSC FTO7C

FPA2T FROI2C
FTW6C FTO9C

100, 450 550 FRA3T FROL4C 20 F. oxysporum
FTWIOC FTOMC

FPA4aT FRO2aT
FTWI3C FTO3T

FPA4bT FRO2bT
FTO4T

FRO7T
FTOST

FRO8T
FIO?T

FROST
FTOST

FROIOT

FROAC
FIW7T

100, 180, pTWweT FPAAbC FTOIC FROTC n F prolife
. proliferat

250 230, 350 FTO4C FROI3eC proms
FTWI13T

FRO4T

FROIC

FRO2aC

FPA2C FROSC

210, 360 230,350 FTWI2C FPA4aC FTOIT FRO8C 21 F. solani

FPAIT FRO9C

FROIT

| FROI3cT

“4 FRO13bC

FTOSbC FRO3T F. semitectum o
550 550 FTWHC 22

FTOMT FROOT F. equiseti

FROI36T         
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Las especies que fueron identificadas morfologicamente como F. redolens y F. oxysporum,

presentaron el mismo patrén de bandas en el andlisis de RFLP, como se muestra en la

figura 20, por lo que este andlisis no permitié diferenciarlas. En el carril nimero 11 de esta

mismafigura, se encuentra la cepa FTO9C,la cual, morfolégicamente sdlo se identified a

nivel de género. De acuerdo a los fragmentos del andlisis de RFLP, esta cepa presenté

fragmentossimilares a los de la especie F. oxysporum. En el carril nimero 19 se encuentran

los fragmentos generados en la cepa FROIAC, la cual fue identificada a nivel morfoldgico

como F. oxysporum, sin embargo, el patron de bandas obtenido fue diferente al reportado

para esta especie observandose bandas de 250 y 300bp con la enzima Mspl y dos bandas de

200 y 300 pb con Smal.

Bohs eee teea tre Da ee Coed id (ooES Ra Cems (tas vee tale,

450:

100:

450:

100:  
Figura 20. Gel de Agarosa mostrando Ia restriccién de la regién ITS con las endonucleasas Msp! y Smal de cepas
identificadas morfolégicamente como F. redolens: 1) FTWSC, 2) FTW6C, 3) FTWI10C, 4) FTW13C,6) FTO2C,7)

FTO3C, 8) FTOSaC, 13) FRO2bC, 16) FROI0C, 21) FPA2T, 23) FPAdaT, 24) FPA4bT 27) FTOST; F.
oxysporum: 5)FPA3C, 9) FTO6C, 10) FTO7C, 11) FTO9C, 12) FTO1IC, 14) FRO3C, 15) FROGC, 17) FROLIC,
18) FRO12C, 19) FROMMC, 20) FRO2aT, 22) FPA3T, 25) FTO3T, 26) FTO4T, 28) FTO7T, 29) FTOS8T, 30)
FRO2bT,31) FRO7T, 32) FROST, 33) FROST, 34) FRO10T M= marcador de peso molecular (100 pb, Labnet

International, Inc.).
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Las cepas identificadas morfoldgicamente como F. solani y F. proliferatum presentaron el

patrén de bandas reportado para estas mismas especies (Lee et al., 2000 y Chehriet al.,

2011), con excepcién de la cepa FRO7C, la cual presentd caracteristicas morfolégicas

propias de F. proliferatum pero un patron de bandas diferente al reportado para esta especie

(Figura 21, carril 17). Las cepas FPAIT, FTOIT y FTO9C, fueron identificadas

morfolédgicamente sdlo a nivel de género, las dos primeras cepas presentaron sitios de

restriccién similares a los reportados para F. solani con ambas enzimas, tal como se

muestra en los carriles 22 y 23 de la Figura 21; la cepa FTO9C, a pesar de compartir

similitud morfolégica con las cepas FPAIT y FTOIT, present sitios de restriccidn

diferentes (Figura 21, carril 13). En esta mismafigura, en el carril numero 12 se encuentra

la cepa FTW12C,Ia cual fue identificada a nivel morfolégico como F. globosum. En los

trabajos de Lee et al. (2000) y Chehri et al. (2011) no se inchuyeron miembros de esta

especie, sin embargo, los fragmentos de restriccion generados en la cepa FTW12Ccon la

enzima Msp! fueron similares a los reportados por estos autores para F. solani. Otra especie

que fue identificada a nivel morfolégico y que estos autores no incluyeron es sus trabajos

fue F. tricinctum, ja cual género fragmentos de aproximadamente 200 y 300 pb con ambas

enzimas de restriccién, tal como se muestra en los carriles 11 y 18 de la Figura 21. Algunas

cepas no se digirieron completamente con la enzima Smal, probablemente esta enzima sea

mas sensible y exija mayor calidad en la calidad del ADN, sin embargo, a pesar de ello se

logré obtener los resultados esperados.

Las cepas que fueron identificadas morfologicamente como F. semitectum, no presentaron

sitios de restriccién para las enzimas Mspl y Smal, por lo que en estas cepas se observé un

unico fragmento de 550pb aproximadamente, correspondiente a la regién ITS,tal como se

muestra en la Figura 22. Lee et al. (2000) y Chehri et al. (2011), reportaron en sus trabajos

quelas especies F. semitectum y F. equiseti no tienen sitios de corte con ambas enzimas.
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Figura 21. Anilisis de restriccién de la region ITS con las endonucleasas MspI y Smal de cepas identificadas

morfolégicamente como Fusarium solani: (carriles 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 9, cepas FPA2C, FPA4aC, FROIC, FRO2aC,

FROSC, FRO8C, FRO9C y FROITrespectivamente); Fusarium proliferatum: (carriles: 5, 10, 14, 15, 17, 19, 20 y

21, cepas FRO4C, FROAT, FTOIC, FTO4C, FRO7C, FTW7T, FTWS8T y FTWI13T respectivamente); F. globosum:

(carril 12, cepa FTW12C); F. tricinctum (carriles 11 y 18 cepas FRO13cT y FRO13cC respectivamente); Fusarium

sp. (carriles 16, 22 y 23, cepas FTO9C, FPAIT y FTOIT respectivamente); F. oxysporum (carril 13, cepa FPA4bC)
. M= marcador de peso molecular (100 pb, Labnet international, Inc.).
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550:

 

Figura 22. Restriccién de la regién ITS con Mspl y Sntal, de cepas identificadas morfolégicamente

como F, sentitectum. 1) FTW11, 2) FTOSbC, 3) FROI3bC, 4) FTOIIT, 5) FRO3T, 6) FROST,7)
FRO13bT. M= marcadorde peso molecular (100 pb, Labnet International, Inc.).

5.3. Analisis de secuencias del factor de elongacion dela traduccién EFia

La amplificacién del EF loa utilizando los oligonucledtidos universales EF1-728 y EF2

generd como resultado un fragmento con tamafio aproximado de 500pb. Aunque se

manejaron las mismas condiciones para todas las cepas, la amplificacién de este fragmento

unicamente se logré en 39 deellas.

Cuando se compararon las secuencias obtenidas con las documentadas para Fusarium spp.

en la base de datos del NCBI y FUSARIUM-ID, las cepas mostraron alto porcentaje de

identidad con algunas especies aqui presentes, tal como se muestra en la Tabla XII. De las

treinta y nueve cepas analizadas, la mayoria (veintisiete en total) presentaron identidad con

la especie F. oxysporum y algunas subespecies. Asi, dieciséis de ellas mostraron identidad

conla especie F. oxysporum; ocho con F. oxysporum f. sp. dianthi; dos con F. oxysporum f.

sp. vanillae; una con F. oxysporum f. sp. ciceris; cinco con F. proliferatum o su teleomorfo;

tres con F. solani, dos con el complejo de especies F. incarnatum-equiseti; una con F.

equiseti y una con F. tricinctum.

Las cepas FTW13C, FPA4aT, FPA4bT, FTO2C, FTO3C, FTOSaC, FTOST y FRO10C

fueron identificadas morfolégicamente como F. redolens, sin embargo, el andlisis de

secuencias muestra que estas cepas presentan un alto porcentaje de identidad conla especie
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F. oxysporum y sus distintas formas especiales, principalmente F. oxysporum f. sp dianthi.

Las dieciocho cepas restantes que presentaron identidad con esta especie, coinciden con la

identificacién morfoldgica y el andlisis RFLP.

El] andlisis de secuencias de las cepas que presentaron alto porcentaje de identidad con la

especie £. proliferaum, coincidié con ja identificacién morfoldégica y el andlisis RFLP.

La cepa FTOIT presenté 100% de identidad con la cepa NRRL 22585 de F. solani.

Morfolégicamente FTOIT sélo se identificé a nivel de género, sin embargo, en el analisis

RFLP presento un patron de bandas correspondiente a F. solani, por lo que ambos andlisis

moleculares coincidieron.

Con el andlisis de secnencias, las cepas FTWIIC y FROI3bT presentaron mayor

porcentaje de identidad con el complejo de especies F. incarnatum-equiseti y la cepa

FR13bC con F. equiseti. Estas cepas morfolégicamente habian sido identificadas como F.

semitectum (sindnimo de F. incarnatum).

Las cepas FRO13cC y FRO13cT fueron identificadas morfolégicamente como F.

tricinctum. En el analisis de secuencias la primera cepa presenté un porcentaje de identidad

con F. tricinctum cercano al 100%,lo cual indica que esta cepa correspondea esta especie.

La segunda cepa quedé pendiente de secuenciar.

En las tablas XIII y XIV se presentan las cepas identificadas bajo el concepto morfoldgico

y el concepto filogenético.
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Vil. Discusién

 

Eneste trabajo se cumplid con el objetivo de aislar cepas del género Fusarium de diferentes

cultivares de clavel con sintomas de marchitez vascular y pudricién basal. En los cortes

transversales y longitudinales realizados en la coronay el tallo de las plantas, los sintomas

mas relevantes que se encontraron fueron la decoloracién y la presencia de manchas color

marron en los haces vasculares, los cuales son los principales sintomas reportados para el

marchitamiento vascular ocasionado por F. oxysporum f. sp. dianthi (Kalck Wrightet al.,

1997; Andrés Ares et al., 1999; Trujitlo et al, 2005; Soto Sedanoetal., 2009).

Porotra parte, en algunas plantas también se observé dafio en la médula, sintoma que se ha

relacionado con la enfermedad de pudricién del tallo de clavel (Soto Sedanoet al., 2009).

Esta enfermedad se ha dividido en cuatro fases: pudricién basal, pudricién basal deltallo,

pudricién de ramas y muerte descendente del tocdn (el tocén es la parte del tronco que

queda unido a la raiz después de la poda). Aunquela etiologia de esta enfermedad no esta

claramente definida, se ha asociado con las especies F. culmorum, F. avenaceum y F.

graminearum, anteriormente agrupadas dentro de la especie F. roseum (Kalck Wrightet al.,

1997). En Colombia, se reporté a F. culmorum como el agente causal de esta enfermedad

(Soto Sedano et al., 2009) y en Victoria, Australia a F. avenaceum (Kalck Wrightet al.,

1997). La fase de muerte descendente en clavel fue reportada en 1974, en el noreste de

Estados Unidos, como una de las enfermedades mds recurrentes e¢ importantes, y se

relacioné con F. graminearum (Nelsonet al., 1975). Afios mas tarde, en Corea también se

reporté a F. graminearum comoel agente causal de esta enfermedad (Suk Han etal., 2001).

Como se mencioné antes, en este trabajo, unicamente se aislé a F. oxysporum. Resulta

interesante que no se haya encontrado ninguna de las otras tres especies, a pesar de que

algunas plantas: mostraron sintomas de pudricién del. tallo. De acuerdo a Leslie et al.

(2006), las condiciones ambientales de esta regién parecen ser adecuadasparael desarrollo

de estos hongos ya que F. culmorum y F. avenaceum se distribuyen principalmente en
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regiones templadas, y F. graminearum tiene distribucién cosmopolita, por lo que es muy

probable que se encuentren presentes pero que no se hayan podido aislar. Aunque existe

también la posibilidad de que los sintomas observados hayan sido causados por F.

oxysporum w otra de las especies aisladas. Para probaro descartar esto, es necesario realizar

pruebas de patogenicidad. Adicionalmente para descartar la presencia de estas especies en

la zona es importante hacer aislamientos de tejido expuesto a heridas mecanicas o intentar

aislarlos de otras ornamentales, como lisianthus (Eustoma grandiflorum), en donde F.

avenaceum ha sido reportado como agente causal de pudricién de tocones y tallos

(Harbaugh y McGovern, 2000). El definir claramente la etiologia de la enfermedad puede

contribuir a mejorarlas estrategias de control.

El andlisis del patron de restriccién del ITS fue util para determinar la variabilidad entre

cepas. De acuerdo con los reportes realizados por Lee et al. (2000) y Chehri, et al. (2011),

el tamafio aproximado de la regién ITS para las especies F. oxysporum, F. semitectum y F.

equiseti utilizando los oligonucleétidos ITSI/ITS4, es de 550 pb y para F. solani y F.

proliferatum es de 570 pb, por lo cual en este trabajo pudieron verse ciertas diferencias en

el tamafio del fragmento amplificado por PCR atin antes de realizar la restriccién (Figura

19). Posteriormente, con el uso de las enzimas Msp/ y Smal, se determiné la variabilidad

interespecifica. Manicom y Baayen (1993), mencionaron que un patrén RFLP puede

tomarse como evidencia para identificar un grupo de cepas en particular. Tomando como

referencia los trabajos de Lee et al. (2000) y Chehri et al. (2011) se pudo identificar

molecularmente algunas de las cepas aisladas en este estudio, la excepcién fueron las cepas

identificadas morfolégicamente como F. oxysporum y F. redolens que presentaron los

mismossitios de restriccién con las enzimas MspI y Smal, y por jo tanto no pudieron

diferenciarse con esta técnica.

Tradicionalmente, la identificacién de especies en hongos se realiza a nivel morfoldgico.

Diversos autores opinan que este método consume mucho tiempo y que no es conclusivo,

ya que existen muchas especies que son morfolégicamenteindistinguibles y por lo tanto no

se pueden identificar. En este trabajo, se demuestra que en algunoscasos las caracteristicas
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cepas), por lo tanto se considera conveniente usar este método junto con otros de manera

complementaria.

La cepa FTW12Caislada del cultivar mixto en el rancho Twins, fue la unica que presentd

tres tipos de microconidios, pero fos m4s importantes fueron los de forma globosa, los

cuales dieron la pauta para identificarla como F. globosum. Leslie et al. (2006),

mencionaron que esta especie presenta cierta similitud con F. proliferatum, pero la forma

globosa de los microconidios es una caracteristica que los distingue. EF beomiforme

también presenta microconidios globosos, pero carece de polifidlides y microconidios en

cadenas, presentes en la cepa FTW12C,por lo tanto fue identificada como F. globosum

bajo el concepto morfolégico de especie (Lorraine et al., 2010). El andlisis de secuencias

del EFlo quedé pendiente de realizar en esta cepa. F. globosum no ha sido asociada a

clavel, pero se ha encontrado asociada a granos de maiz en el sur de Africa y a trigo en el

sur de Japén (Rheederet al. en 1996; Lorraine et al., 2010). Su impacto en la produccién

agricola de Baja California queda por evaluarse.

Otras cepas muy distintivas fueron FRO13cC y FRO13cTaisladas de la coronay tallo del

cultivar Delphi del rancho La Rosalera. Estas cepas fueron las unicas que produjeron

pigmentos rojos en el adverso y reverso de la colonia en medio PDA. Esta caracteristica

facilité su identificacién al disminuir el mimero de especies probables. Posteriormente la

forma de los microconidios napiformes, ovales y piriformes con una papila en la base,

dieron la pauta para identificarlas como F. tricinctum (Leslie et al. 2006). En cuanto al

analisis genético de RFLP, las dos cepas mostraron el mismo patrén de bandas pero el

andlisis de las secuencias del EFla sélo confirms la identidad de FRO13cC. Aunque queda

por confirmar la identidad de FRO13cT, el hecho de que muestre las mismascaracteristicas

morfologicas y que haya sido aislado de la misma planta que FRO13cC, indica que también

pertenece a F. tricinctum. Esta especie fue reportada en Estados Unidos por Nelsonet al.

(1975) y en Australia por Kale Wright et al. (1997) como el agente causal de la pudricion

de yemas en el cultivo de clavel. En México, no existen reportes de esta especie en clavel,
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porlo que se sugiere, que en estudios posteriores, se realicen pruebas de patogenicidad con

estas cepas y se intente obtener aislamientos de yemas.

Las cepas de F. solani fueron las més faciles de identificar por sus caracteristicas

morfologicas microscépicas. En cuanto a la morfologia y pigmentacién de la colonia,

algunas cepas presentaron tonalidades color blanco a crema en el micelio y ligeramente

amarillo en el reverso de la colonia, tal como las describieron Leslie et al. (2006). Aunque

la cepa FRO8C, presentéd micelio rosa a violeta con pigmentacién completamente marrén

en el agar, en las estructuras microscépicas no se observaron diferencias. Todas las cepas

identificadas morfolégicamente como F. solani, fueron confirmadas con el andlisis de

RFLPy el andlisis del EFla confirmé la identidad de las 2 cepas secuenciadas.

Las cepas FPAIT, FTOIT y FTO9C se identificaron morfologicamente sélo a nivel de

género. Estas cepas presentaron polifidlides, parecidas en longitud a las de F. solani, que a

diferencia de esta cepas, produce monofidlides. Las polifidlides, en las tres cepas,

presentaron el mismo patrén de ramificacion y produjeron abundantes microconidios. Sin

embargo, la morfologia y pigmentacién de la colonia de las cepas FPAIT y FTOITfue

muy parecida, ya que ambas produjeron tonalidades amarillo-anaranjado y micelio

abundante. Estas dos cepas fueron aisladas de diferente rancho, pero del mismo cultivar

(Nelson). La cepa FTO9C fue aislada del mismo rancho que FTOIT,pero de diferente

cultivar (Vesuvio), y su micelio fue blanco y escaso. EI andlisis de restriccién de FPAIT y

FTOIT evidencié patrones de bandas muy similares a los obtenidos para F. solani, lo cual

indica que podrian pertenecer a esta especie. Con respecto a FTO9C,los resultados de

RFLP la agruparon con las cepas de F. oxysporum.Por ultimo,el andlisis de la region EFlo.

sélo confirmé la identidad de la cepa FTOIT que mostré 100% de similitud con la cepa

NRRL 22585 de F. solani. Falta por confirmar la identidad de FPAIT y FTO9C, pero

debido a sus caracteristicas microscépicas, es probable que pertenezcan a F. solani. Es

importante mencionar que esta especie no ha sido asociada anteriormente al cultivo de

clavel. Muchas especies del género Fusarium son saprofitos que se encuentran
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comtinmente en el suelo; éstas colonizan las raices enfermas y los tallos, crecen

rapidamente en los medios de aislamiento y se pueden aislar facilmente a partir de material

enfermo de raiz y el tallo (Summerell et al., 2003). También se han reportado cepas de F.

solani no patogénicas que han sido usadas para el contro] bioldgico del marchitamiento de

tomate, con mayor efectividad que microorganismos comtnmente utilizados como

Burkholderia, Gliocladium, Pseudomonas y Trichoderma (Larkin y Fravel, 2002). Sin

embargo, debe sefialarse que esta especie ha sido también reportada como patdgeno de un

gran numero de leguminosasy otras plantas tropicales; se ha asociado con cancros y muerte

descendente de arboles y también causa enfermedades en cultivos con gran importancia

econdmica tales como papa, aguacate, citricos y orquideas, entre otras. Por lo tanto para

determinar si las cepas de F. solani aisladas son o no patdgenas se requeriria realizar

ensayos de patogenicidad en clavel.

La presencia de F. semitectum en la zona, fue confirmada porel andalisis morfoldégico, el

RFLP y la secuenciacién del EFla. Una cepa caracterizada morfolégicamente como F.

semitectum, en e] analisis del EFlo mostré mayor similitud con una cepa de F. equiseti. Las

especies F. semitectum y F. equiseti estan reportadas principalmente como especies

saprofitas, sin embargo, esta Ultima reduce o impide la asociacién de micorrizas con las

raices al ser un hongo colonizador de la raiz (McAllister et al., 1997). F. semitectum

también se ha asociado con la infeccién causada por diferentes hongos en los frutos de

Pitaya (Hylocereus polyrhizus) en Malasia (Hawaetal., 2010).

La especie F. proliferatum se aislé en la mayoria de los ranchos, excepto en el Pacifico, y

se recuperé tanto de la corona comodel tallo. Manicom y Baayen (1993) mencionan que es

muy comin aislar a F. proliferatum como co-aislado en claveles que presentan pudricién de

la corona, por !o que se le considera como una especie saprofita. Sin embargo, es

importante considerar que esta especie, ha sido reportada como patégena en otros cultivos

con importancia econdédmica tales como maiz, sorgo, mango y esparragos (Leslie et al.,

2006; Morales Rodriguez et al., 2007). Es posible que esta especie pueda causar

enfermedad en alguno de los cultivos susceptibles a esta especie en Baja California.

 



76

La cepa FTW8T,por su morfologia fue identificada como F. proliferatum, pero el analisis

de secuencias revelé igual similitud con F. proliferatum que con F. fujikuroi (Teleomorfo

G. fujikuroi) (Tabla XII). Debido a que esta cepa presenté ligeras diferencias en la forma y

pigmentacién del micelio, comparada con las cepas que presentaron alto porcentaje de

similitud tnicamente con F. proliferatum, es posible que pertenezca a la especie F.

fujikuroi. Las especies F. proliferatum y F. fujikuroi son morfologicamente indistinguibles

y filogenéticamente se encuentran estrechamente relacionadas, por lo que existen

naturalmente hibridos entre estas dos especies (O’Donnell et al., 1998). Dentro de las

caracteristicas que destacan en /. fujikuroi es que puede usarse comercialmente para

produccién de acido giberélico (Kumaret al., 1987) y es una fuente potencial comercial de

carotenoides (Garbayoet al., 2003).

La cepas identificadas como F. oxysporum y F. redolens fueron las mas dificiles de

diferenciar, pues microscépicamente son muy parecidas. Aunque Gordon (1952) sugiriéd

que la distincién morfolégica puede hacerse en base al tamafio de los macroconidios, esto

se complica debido a las formas intermedias del hongo, porque se ha reportado que existen

cepas de ambas especies que son capaces de formar heterocariones unas con otras y en

pruebas serolégicas o patrones de bandas en electroforesis de proteinas puedenser similares

(Rataj et al., 1991). El andlisis de la presencia y el color de esporodoquios, sugerido por

Leslie et al. (2006), permitié su diferenciacién. Las cepas que se identificaron como F.

redolens, produjeron esporodoquios color crema o ligeramente marrén, mientras que los de

F. oxysporum, cuando se produjeron, fueron de color naranja palido o intenso. Por otro

lado, ambas especies presentaron los mismossitios de restriccién con las enzimas MspI y

Smal y todas las cepas previamente identificadas morfoldégicamente como F. redolens

presentaron mayor porcentaje de similitud con las especies F: oxysporum, F. oxysporum f.

sp. dianthi y F. oxysporumf. sp. vanillae, y ninguna presenté similitud con las secuencias

de F. redolens. Estas dos especies han tenido una historia taxonédmica complicada;

Wollenweber (1913) reconocié a F. redolens como una especie distinta, Booth (1971)

manejé a este hongo como una variedad de F. oxysporum, mientras que Nelsonet al. (1983)

reconocié a F. redolens como un sinénimo de F. oxysporum. Esta controversia continud
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hasta que las dos especies fueron definidas utilizando métodos basados en el ADN (ITS-

RFLPy analisis de secuencias de la regién ITS). Estos estudios revelaron que F. oxysporum

y F. redolens, ademas de ser especies diferentes, no estén estrechamente relacionadas

(Waalwijk et al., 1996; O’Donnell et al., 1998; Gamset al., 1999; Baayenet al., 2000). En

estos trabajos Baayenet al. (2001), describieron que la raza 3 de F. oxysporum f. sp dianthi

corresponde en realidad a la especie F. redolens f. sp. dianthi,; incluso mencionan que

dentro de esta ultima se han descrito cuatro grupos de compatibilidad vegetativa y que cada

grupo corresponde a unaraza distinta. Tanto F. oxysporum f. sp. dianthi como F. redolens

f. sp. dianthi, colonizan los vasos del xilema y causan sintomas de marchitez

indistinguibles. Se considera importante que en estudios posteriores se corrobore la

identificacién morfolégica de F redolens con el uso de oligonucleétidos especificos como

los desarrollados por Bogale et al. (2007), los cuales amplifican un fragmento del gen EF 1a

unicamente en esta especie. Sin embargo, en base a los resultados moleculares que indican

que estas cepas corresponden a F. oxysporum, existe la posibilidad de que la diferencia

morfolégica observada en ellas se deba a la existencia de razas patogénicas.

La cepa FROI4Cse identificd morfolégicamente como F. oxysporum, pero en el analisis

de RFLP presento sitios de restriccién diferentes a los reportados para esta especie (Lee et

al., 2000; Chehri et al., 2011). La identificacién morfolégica se confirmé con el andlisis de

secuencias, ya que esta cepa presentd un 97% de similitud con la cepa NNRL 52724 de F.

oxysporum. Los resultados del RFLP indican la posibilidad de que esta cepa sea una forma

especial o raza distinta a las demas cepasaisladas.

Las cepas identificadas como F. solani, F. semitectum y algunas de F. oxysporum

produjeron clamidosporas, alrededor de los 15 dias en cultivo y F. proliferatum produjé

esclerocios. Estas estructuras de resistencia aseguran el estado latente del hongo en el

campo, por lo cual es dificil erradicarlos del cultivo. Otras estructuras encontradas en

algunas cepas fueron hifas estériles enrolladas; cabe mencionar que de acuerdo con lo

descrito por Leslie et al. (2006), las tnicas especies que producen este tipo de estructuras

son F. circinatum, F. pseudocircinatum y F. sterilihyphosum. En este caso, las cepas que
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produjeron estas estructuras fueron identificadas como F. solani, F. oxysporum y F.

proliferatum, lo cual indica que existe una confusién en la definicién de hifas estériles

enrolladas 6 que las hifas estériles enrolladas no son exclusivas de las especies

mencionadas porestos autores.

Las cepas identificadas morfolégicamente como F. proliferatum, F. solani y F. semitectum,

fueron confirmadas molecularmente ya que presentaron concordancia con los patrones

RFLP descritos por Lee et al. (2000) y Chehri et al. (2011). Las especies identificadas

morfoidgicamente como F. globosum y F. tricinctum, en el analisis de restriccién

mostraron un patrén de bandas con tamafio similar al de las cepas identificadas como F.

solani. En estos casos particulares la morfologia fue determinante para identificar

correctamente las especies. Esto resalta la importancia de utilizar de manera

complementaria los diferentes conceptos de especie, tal como lo sugiere Geiser et al.,

(2004).

Enlos cuatro ranchos, las especies que presentaron mayorprevalencia fueron F. oxysporum

y F. redolens. Estas especies se encontraron asociadas con casi todos los cultivares

muestreados en la zona. En la mayorfa de las plantas inicamente se encontré una o dos

especies asociadas al mismocultivar a lo largo de la planta. Estos datos son importantes

porque los cultivares tienen diferentes niveles de resistencia a F. oxysporum f. sp. dianthi

raza fisiolégica 2, de acuerdo con el proveedor de estas plantas (HilverdaKooil plant

technology). Esto indica que los cultivares en los que se encontraron asociadas estas

especies han perdidola resistencia, u otras razas estan causando los sintomas observados en

las plantas. Aunque no se hicieron pruebas de patogenicidad, la especie F. redolens

(considerada la raza 3 de F. redolens f. sp dianthi) podria estar causando los sintomas de

marchitez. También cabe la posibilidad de que la cepas identificadas como F. oxysporum

pertenezcan a una raza diferente. Chiocchetti et al. (1999), disefiaron oligonucledtidos

especificos para identificar las razas 1, 2, 4 y 8 de F. oxysporum f. sp. dianthi, por lo que

estos podrian ser utilizados para caracterizar a nivel de raza las cepas que ya han sido
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identificadas morfolégica y molecularmente como F. oxysporum y F. redolens en este

estudio. Adicionalmente se sugiere realizar pruebas de patogenicidad.
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IX. Conclusiones

 

En el estado de Baja California se realizaron muestreos en los ranchos Twins, Pacifico, El

Toro y La Rosalera, encontrandose en todos ellos plantas de clavel con sintomas

caracteristicos de marchitez vascular y pudricién del tallo, por lo que se ratificd la

existencia de estas enfermedades en los cultivos producidos enla zona.

Se colectaron muestras de tejido de 24 cultivares de clavel con sintomas de marchitez y de

ellos se aislaron 64 cepas con caracteristicas propias del género Fusarium, lo cual evidencia

la asociacién de especies de este género con las enfermedades de marchitez en clavel.

Las cepas fingicas pudieron identificarse bajo el concepto morfolégico de especie

encontrandose tres presuntamente patogenas: F. oxysporum, F. redolens y F. tricinctum y

cuatro saprofitas: F. proliferatum, F. solani, F. semitectum y F. globosum.

Las técnicas moleculares utilizadas en este estudio permitieron confirmar la identificacion

de cinco especies: F. oxysporum, F. tricinctum, F. proliferatum, F. solani y F. semitectum.

Unicamente F. globosum y F. redolens quedaron pendientes de confirmar. En el caso de

esta iltima, se considera conveniente utilizar oligonucleétidos especificos para facilitar su

identificacién; ademas se considera importante su tipificacién porque esta especie es capaz

de producir los mismos sintomas de enfermedad que F. oxysporum en las plantas de clavel.

La especie F. oxysporum prevalecié en todos los sitios de muestreo, a pesar de que los

cultivares de donde fue aislada estan catalogados como resistentes a F. oxysporum f. sp.

dianthi raza fisiolégica 2. Estos resultados podrian indicar que la raza 2 est4 presente en los

ranchos muestreados en Baja California y que los cultivares de los cuales fueron aisladas

las cepas, han perdido Ja resistencia a esta raza. Sin embargo, también cabe la posibilidad

de que exista mds de una raza del género Fusarium en estossitios.
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La especie F. tricinctum que se ha reportado como agente causal de la pudricién de yemas

fue encontrada unicamente en el cultivar Delphi del Rancho La Rosalera, pero en este caso

fue aislado de la corona y tallo de la planta. Se cree que quizas esta especie ademas de

dafiar las yemas de la planta, es capaz de afectar otros tejidos en clavel, por lo que se

considera necesario realizar pruebas de patogencidad conesta especie.

Las especies F. semitectum y F. proliferatum, se encontraron presentes en los ranchos

Twins, el Toro y la Rosalera, tanto en la corona como enel tallo de las plantas. Estas

especies han sido reportadas como saprdéfitas en el cultivo de clavel, por lo que no se

considera necesario realizar pruebas de patogenicidad conellas.

Las especies F. globosum y F. solani, no habian sido asociadasal cultivo de clavel. En este

estudio, F. globosum se encontré presente tnicamente en el rancho Twins y F. solani en los

ranchos Pacifico, el Toro y la Rosalera. Se considera importante elucidar la funcién deestas

especies. En el caso especifico de F. solani es necesario realizar ensayos in vitro para

determinar su posible potencial como agente de control biolégico, ya que en algunos

estudios se han reportado cepas que tienen esta caracteristica.

Ninguna de las especies asociadas a la pudricién del tallo, F. avenaceum, F. culmorum y F.

graminearum fueron identificadas en este estudio; sin embargo, no se descarta su presencia

en la zona.

En el presente trabajo, el uso de las técnicas morfolégicas y moleculares permitio confirmar

la presencia de varias especies del género Fusarium asociadas a plantas de clavel con

sintomas de marchitez. Debido a esto, se sugiere que ambas técnicas sean utilizadas en

conjunto en futuros estudios sobre el tema.
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X. Recomendacionespara trabajo a futuro

 

Concluir con el andlisis molecular de las cepas que quedaron pendientes de secuenciar

Utilizar oligonucledtidos especificos o conseguir cepas de referencia para identificar

molecularmente a nivel de raza fisiolégica las cepas que fueron identificadas

morfoldgicamente como F. oxysporum y F. redolens.

Realizar pruebas de competencia in vitro con cepas de dos especies diferentes que hayan

sido aisladas de la mismaplanta (por ejemplo F. oxysporum y F. solani), para determinar el

efecto que causa una sobre la otra y la posible funcién de F. solani como agente de control

biolégico o viceversa.

Realizar pruebas de patogenicidad con cepas de F. solani, F. globosum y F. tricinctum,

para elucidar su funcién en el cultivo de clavel.

Obtener nuevos aislamientos de clavel con sintomas de pudricion basal, para ratificar la

presencia o ausencia de las especies F. avenaceum, F. culmorum y F. graminearum en los

cultivos de clavel de] estado de Baja California.
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