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RESUMEN

El clavel (Dianthus caryophyllus) es una planta de gran importancia econdmica en Colombia,
siendo el segundo mayor exportador de flores cortadas a nivel mundial. Sin embargo, la
produccion se ve afectada por enfermedades como la fusariosis, causada por Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi, que provoca pérdidas significativas en los cultivos. La resistencia
de las variedades de clavel a este patdgeno es crucial para mitigar estas pérdidas. El objetivo
principal de esta investigacion fue determinar la variabilidad en la expresion de genes
relacionados con la resistencia en diferentes variedades de clavel frente a aislados de
Fusarium oxysporum que presentan distintos niveles de patogenicidad. Se buscé comparar la
respuesta de variedades resistentes y susceptibles al ataque del patdégeno. Los resultados
mostraron que las variedades de clavel presentaron diferencias significativas en su resistencia
a los aislados de Fusarium. La variedad 395 se identifico como la mas resistente, mientras
que la variedad 6515 fue la mas susceptible. Se observd que la expresion de genes de defensa,
como GLU, PAL y UGT, fue mayor en las variedades resistentes en comparacioén con las
susceptibles. Ademas, la activacion de estos genes varido dependiendo del aislado de
Fusarium, lo que sugiere que la resistencia es un fendémeno multigénico y multivariado. La
investigacion concluy6 que la resistencia de las variedades de clavel a Fusarium oxysporum
esta relacionada con la expresion diferencial de genes de defensa. Las variedades resistentes
mostraron una mayor capacidad para activar estos genes en respuesta a la infeccion, lo que
limita el crecimiento del patogeno. Estos hallazgos son fundamentales para el desarrollo de
estrategias de mejoramiento genético que busquen aumentar la resistencia de las variedades

de clavel a enfermedades fingicas.

Palabras Clave: Fusariosis, patdgenos, expresion génica, variedades de clavel, resistencia a

enfermedades.



ABSTRACT

Carnation (Dianthus caryophyllus) is of great economic importance in Colombia, being the
second largest exporter of cut flowers worldwide. However, production is affected by
diseases such as fusariosis, caused by Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, leading to
significant crop losses. The resistance of carnation varieties to this pathogen is crucial to
mitigate these losses. The main objective of this research was to determine the variability in
the expression of genes related to resistance in different carnation varieties against Fusarium
oxysporum isolates with varying levels of pathogenicity. The study aimed to compare the
response of resistant and susceptible varieties to pathogen attack. The results showed
significant differences in resistance among carnation varieties to the Fusarium isolates. The
variety 395 was identified as the most resistant, while variety 6515 was the most susceptible.
It was observed that the expression of defense genes, such as GLU, PAL, and UGT, was
higher in resistant varieties compared to susceptible ones. Additionally, the activation of these
genes varied depending on the Fusarium isolate, suggesting that resistance is a multigenic
and multivariate phenomenon. The research concluded that the resistance of carnation
varieties to Fusarium oxysporum is related to the differential expression of defense genes.
Resistant varieties demonstrated a greater ability to activate these genes in response to
infection, limiting pathogen growth. These findings are fundamental for developing genetic
improvement strategies aimed at increasing the resistance of carnation varieties to fungal

diseases.

Keywords: Fusariosis, pathogens, gene expression, carnation varieties, disease resistance.
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1. INTRODUCCION

1.1.  Clavel (Dianthus caryophyllus)

Dianthus caryophyllus, cominmente conocido como clavel, es una planta herbacea perenne
perteneciente a la familia Caryophyllaceae, originaria de la region mediterranea
(Encyclopedia Britannica, 2023). Con tallos lefiosos que alcanzan hasta un metro de altura y
hojas lineales de 8 a 15 cm, esta especie se distingue por sus flores bisexuales de simetria
radial, caracterizadas por colores vibrantes y un aroma distintivo a clavo (Whealy, 1992; Rios
y Filgueira, 2019). Su importancia ornamental ha consolidado al clavel como uno de los
cultivos mas valiosos en la floricultura global, especialmente en Colombia, pais que lidera
su exportacion con ventas de US$149 millones en 2022 (26.900 toneladas) y genera 90.000
empleos rurales (ICA, 2023; Castellanos et al., 2010). Sin embargo, este éxito enfrenta un
desafio critico: la fusariosis, enfermedad causada por el hongo Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi (Fod), responsable de pérdidas econdémicas de US$18 millones en 2019 y una

reduccion del 2.7% en las exportaciones (Ministerio de Agricultura, 2019; ICA, 2022).

La fusariosis, que obstruye el sistema vascular de la planta y provoca marchitamiento, se ha
complicado con la deteccion de infecciones mixtas con Fusarium verticillioides en cultivos
colombianos, evidenciando una etiologia compleja que dificulta su manejo (Filgueira et al.,
2022). Estudios en otras especies, como el melon, sugieren que la resistencia a Fusarium
podria ser poligénica, involucrando entre 4 y 14 genes (Perchepied y Pitrat, 2004), un modelo
que ha guiado investigaciones en clavel para identificar mecanismos similares. En este
contexto, el mejoramiento genético ha sido fundamental. Por ejemplo, el silenciamiento del
gen F3H (flavanona 3-hidroxilasa) permitio alterar la biosintesis de antocianinas, creando
variedades con colores Unicos (Zuker et al., 2001), mientras que la insercion del gen rolC de
Agrobacterium rhizogenes incremento la produccion de esquejes y el tamano de las plantas

(Boase et al., 2004).

A nivel molecular, cultivares resistentes como ‘Golem’ activan respuestas defensivas
tempranas (48-96 horas post-infeccion), acumulando flavonoides como kaempferol-3-O-
glucdsidos y dianthalexinas en raices (Santos-Rodriguez et al., 2021). Estos compuestos,
sintetizados por enzimas como CHS (chalcona sintasa) y CHI (chalcona isomerasa), inhiben

el crecimiento micelial de Fod y neutralizan especies reactivas de oxigeno (ROS) generadas



durante la infeccion (Ardila et al., 2021). La regulacion de estos genes depende de factores
de transcripcion como MYB11 y bHLH (ej. Dca38761), que se unen a promotores de la via
fenilpropanoide, coordinando una respuesta integrada contra el patogeno (Yagi et al., 2023).
Ademas, transportadores como GST (glutation S-transferasas) y MATE (multidroga y toxina
extruida) desempenan roles clave: DcGSTF2 transporta flavonoides a la vacuola para su
almacenamiento, mientras que TTI12 (MATE) acumula proantocianidinas en raices,

reforzando la pared celular (Ardila et al., 2021; Yagi et al., 2023).

Las estrategias futuras se centran en integrar herramientas modernas. La edicién génica con
CRISPR permitira modular factores como MYBI11 para potenciar la sintesis de flavonoides,
mientras que el uso de elicitores bidticos, como extractos de micelio de Fusarium (eFod),
induce respuestas defensivas y reduce la severidad de la enfermedad en un 30% (Santos-
Rodriguez et al., 2021). Paralelamente, la seleccion asistida por marcadores moleculares,
enfocada en genes como TT12, optimizara el desarrollo de variedades resistentes (Yagi et al.,
2023). Estos avances, combinados con técnicas de metabolomica para identificar perfiles
fenolicos asociados a resistencia, representan un enfoque multidisciplinario para mitigar el

impacto econdémico de la fusariosis.

1.2.  Fusarium oxysporum

Fusarium oxysporum (FOX) es un hongo filamentoso ampliamente distribuido en los suelos
del mundo, capaz de sobrevivir por largos periodos en diversas condiciones ambientales
(Filgueira, 2011). Aunque inicialmente se consideraba un organismo saprofito, se ha
reconocido como un patdégeno oportunista que afecta tanto a plantas como a algunos animales
inmunocomprometidos (Singleton, 1992). En el dmbito agricola, infecta cultivos de gran
importancia econdmica, como el banano (Musa paradisiaca), el tomate (Solanum
lycopersicum), el pepino (Cucumis sativus)y la patilla (Citrullus lanatus). En 2019, se habian
identificado 70 formas especiales de Fusarium oxysporum, incluyendo variantes parasiticas
y no parasiticas (Edel y Leconte, 2019). Desde el punto de vista taxondémico, Fusarium
oxysporum pertenece al filo Ascomycota, clase Sordariomycetes, orden Hypocreales, familia
Nectriaceae, y género Fusarium. Se considera un complejo de especies debido a las

dificultades para diferenciar morfoldgica y fisiologicamente sus variantes, lo que ha generado



complicaciones en su clasificacion y estudio. Este complejo ha sido responsable de
enfermedades devastadoras en cultivos de alto valor econdmico, como el tomate, la papa
(Solanum tuberosum) y el banano (Achari et al., 2020). Su capacidad para infectar diversos
hospederos lo convierte en un microorganismo de gran interés en estudios de patogenicidad.
A pesar de su impacto en la agricultura, su taxonomia sigue siendo un reto debido al
desconocimiento de sus etapas teleomorficas (Zeméankova y Lebeda, 2001). Los criterios
morfoldgicos, como la presencia de hifas septadas y fidlides, incluyendo el tamafio y la forma
de las macroconidias, microconidias y clamidosporas, han sido fundamentales para su
clasificacion taxondmica (Forero-Reyes et al., 2018). Las microconidias son unicelulares y
tienen forma ovalada, mientras que las macroconidias presentan divisiones o septos que
separan sus estructuras multicelulares. Ademas, la célula basal de los macroconidios muestra
una caracteristica distintiva en forma de “pie” propia de Fusarium (Leslie y Summerell,
2011). Esta riqueza morfoldgica es relevante para la identificacion y clasificacion precisa de
F. oxysporum, y su estudio contribuye a comprender mejor la biologia y patogenicidad de

este hongo en diversos contextos agricolas y fitopatologicos (Retana et al., 2018).

Al habitar en el suelo, Fusarium oxysporum tiene como principal via de infeccion las raices
de las plantas; sin embargo, en presencia de heridas, también puede invadir la planta a través
de las partes aéreas (Pizano, 2000). Los sintomas varian segiin el grado de patogenicidad del
hongo y la susceptibilidad de la planta. Algunos de los sintomas observados incluyen
enanismo en los brotes y amarillamiento de las hojas, y en casos de ataques muy agresivos,
se produce la muerte vascular (Pizano, 2000). Estudios recientes en uchuva (Physalis
peruviana) han identificado 21 accesiones resistentes a F. oxysporum f. sp. physalis,
asociando polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs) en genes como WD-40 repeats
(vinculados a la respuesta hipersensible) y legumbre lectina beta (inductores de
lipoxigenasas), lo que sugiere mecanismos de resistencia conservados en Solanaceas (Pabon
et al., 2022). Ademas, en banano (Musa spp.), se ha demostrado que genotipos diploides AA
(M. acuminata ssp. malaccensis) restringen la colonizacion del hongo mediante barreras
fisicas en rizomas y activacion de genes como GPCRs (sefalizacion celular) y lipasas

(respuesta a estrés oxidativo) (Pabon et al., 2022).



El ciclo de la enfermedad causada por FOX inicia con la germinacion de las microconidias,
macroconidias o clamidosporas presentes en el suelo contaminado. La penetracion del hongo
ocurre a través de las hifas, que invaden diferentes tejidos de la planta. Estas hifas buscan
llegar al tejido vascular, donde comienzan su propagacion de forma ascendente, colonizando
el xilema (Baayen, 1987; Agros, 1996). Desde hace un tiempo, se considera que FOX es un
complejo de especies que comparten rasgos morfologicos y presentan filogenia polifilética,
como si fuesen un conjunto de lineas clonales que pueden intercambiar material genético de
forma horizontal (Singh, 2006). Algunas de esas especies son patdgenas de diferentes plantas,
lo que les permite ser multi hospedero sin presentar cambios aparentes en su morfologia (Van
Baarlen et al., 2007). A las especies con esta capacidad dentro de FOX se les da el nombre
de formas especiales (f.sp.) (Baayen, 2000). En este estudio utilizamos aislados de FOX
obtenidos de uchuva (Physalis peruviana) clasificado inicialmente como Fusarium
oxysporum f.sp. physalis, agente patogénico que produce pudricion vascular en la uchuva.
Se han encontrado hibridos de esta fruta que son resistentes a FOX, lo que permite pensar
que estan presentes genes de resistencia (Pabon et al., 2022). En este caso, los estudios se
limitan a la seleccion de genotipos resistentes que mantienen las condiciones fisicoquimicas
de la fruta. Por ejemplo, en Physalis peruviana, se han identificado 74 genes de inmunidad,
incluyendo TIR-NBS-LRR y CC-NBS-LRR, que reconocen efectores del patogeno, y un
SNP en el dominio LRR de PpIRG-63 asociado a resistencia (Pabon et al., 2022).

El genoma de FOX presenta alta plasticidad al estar expuesto a condiciones de estrés, como
la presencia de hospederos resistentes o la renovacion de las defensas de su hospedero
(Vlaardingerbroek et al., 2016). Se ha descrito la presencia de cromosomas accesorios (AC's),
supernumerarios o de linaje especifico (LS's) (Vlaardingerbroek et al., 2016), que colaboran
con la plasticidad genética. Estos AC's presentan diferencias frente a los cromosomas
centrales (CC's); los AC's tienen mayor cantidad de elementos transponibles y una menor
cantidad de genes constitutivos. Este porcentaje de genes es mas bajo en relacion con los
CC's debido a la baja presion de seleccion soportada con un alto polimorfismo (Bertazzoni
et al,, 2018). Estudios en F. oxysporum f. sp. conglutinans han demostrado que los
Cromosomas accesorios son ricos en regiones repetitivas relacionadas con la metilacion de
histonas y la patogenicidad (Wang et al., 2024), asi como en elementos transponibles, que

representan mas del 5% de su composicion genomica (Hao et al., 2023).



(Ma et al., 2013) separan dos clases de genes asociados a la patogenicidad: genes de
patogenicidad basica y genes de patogenicidad especializada. El primero es compartido por
los miembros del género Fusarium y codifica los componentes involucrados en las primeras
sefales de reconocimiento del hospedero del hongo (MAPK, RAS, Proteinas G). El segundo
grupo es especifico de algunas especies del género Fusarium debido a la relacidon especifica
que tienen con algunos hospederos, y se localizan en los cromosomas moviles (Rampersad,
2020). Entre estos ultimos se encuentran los genes SIX de FOX (secreted in xylem),
responsables de la virulencia del patégeno y a su vez involucrados en la respuesta de
resistencia del hospedero, debido a su interaccion con los genes de resistencia reportados en
tomate (I-1 o Immunity-1) (Zuriegat et al., 2021). Recientemente se sugiere que mas de 55
genes en el genoma de FOX estarian relacionados con su patogenicidad, de estos 13 genes
estan involucrados en la produccion de conidios y 43 en el metabolismo de crecimiento de
sus hifas (Jackson et al., 2024). Estrategias innovadoras, como el silenciamiento génico
mediante RNAI dirigido a genes fungicos velvet (reguladores de virulencia) y ftfl (factor de
transcripcion), han reducido la severidad de la enfermedad en banano en un 32%,
demostrando el potencial de enfoques biotecnologicos para el control de FOX (Pabon et al.,
2022). Adicionalmente, el uso de agentes de control biolodgico como Trichoderma virens ha
mostrado eficacia en uchuva, reduciendo el area bajo la curva de progreso de la enfermedad
(AUDPC) en un 27% y mejorando parametros fisioldgicos como la conductancia estomatica

(Pabon et al., 2022).

1.3. Respuesta de la planta

En la actualidad, pocos trabajos estan dirigidos a identificar los genes responsables de la
resistencia del clavel contra el ataque del parasito. A pesar de lo anterior, se han identificado
diferentes sustancias. Entre estas, se encuentran las suberinas y ligninas (Cuervo et al., 2009),
las peroxidasas (Matté et al., 2010) y las fitoanticipinas, importantes en la respuesta
a Fusarium (Curir et al., 2005). Estudios recientes revelan que las plantas resistentes
acumulan flavonoides como el kaempferol y quercetin glucésidos en raices, inhibiendo la
germinacion de esporas flingicas y dafnando membranas celulares de Fusarium

oxysporum (Galeotti et al., 2008; Romero-Rincén et al., 2021).



Como respuesta a la invasion, la planta genera geles y estructuras gomosas como una de las
primeras barreras de defensa. Estas sustancias producen una obstruccion del xilema,
resultando en un desabastecimiento de agua y nutrientes en la planta. Este proceso tiene
consecuencias significativas para la salud de la planta, afectando su crecimiento, desarrollo
y, en ultima instancia, su supervivencia (Okungbowa y Shittu, 2012). Paralelamente, se
activan mecanismos moleculares como la regulaciéon de miRNAs (ej. miR482/2118), que
silencian genes de virulencia fungica relacionados con la degradacion de la pared celular

(Mathur et al., 2020).

El manejo tradicional de enfermedades se basa en varios métodos: control por exclusion,
control fisico, quimico y bioldgico. El control por exclusion consiste en evitar la siembra en
suelos contaminados y garantizar que el material vegetal utilizado para la siembra esté libre
de la enfermedad. Sin embargo, este enfoque no siempre es suficiente debido a la alta
propagacion del patogeno tanto en suelos como en plantas sanas (Garcia et al.,
1995). Alternativas biotecnologicas, como el uso de agentes de biocontrol (Bacillus spp.),
han demostrado inducir un estado de "priming" en plantas, potenciando la expresion de genes

defensivos como quitinasas y -1,3-glucanasas antes de la infeccion (Kaushal et al., 2021).

En cuanto al control fisico, cuando la incidencia de la enfermedad es relativamente baja, se
recurre a tratamientos de vapor del suelo. Aunque esta opcion resulta poco economica para
los cultivadores, también se implementa la esterilizacion de herramientas y la desinfeccion
del personal como medidas adicionales para prevenir la propagacion de la enfermedad
(Garcia et al., 1995). El control quimico ha sido el mas utilizado. Sin embargo, no es una
buena opcion debido al aumento de costos de los insumos y al dafio irremediable al medio
ambiente, la flora y la fauna (Fernandez-Larrea, 2001). Finalmente, el control biologico es el
mas comun, ya que existen microorganismos capaces de reducir la enfermedad al competir
por espacio o nutrientes con el patégeno, produciendo una interaccion de antibiosis (Borda

etal., 1993).

Desde hace afos, se ha implementado un manejo biotecnologico de la enfermedad, buscando
mejorar el clavel mediante la obtencion de cultivares y variedades resistentes a los patdgenos
(Filgueira, 2011). Se han realizado diferentes estudios para comprender mejor los fendmenos

bioquimicos e histopatoldgicos de la respuesta del clavel cuando es atacado por el patogeno



FOX (Filgueira, 2011). Por ejemplo, en variedades resistentes, la activacion temprana de la
ruta fenilpropanoide (48—96 h post-infeccion) incrementa la produccion de flavonoides y
fenoles, neutralizando especies reactivas de oxigeno (ROS) y reforzando la pared celular

mediante lignificacion (Romero-Rincon et al., 2021).

Las plantas, al estar en constante interaccion con diversos patdgenos, han desarrollado
mecanismos quimicos de defensa para mitigar los efectos negativos que estos causan. Segin
Kumar et al. (2018), la interaccion planta-patdégeno se basa en una relacion gen por gen. Esto
significa que, por cada gen de virulencia del patogeno, existe un gen o enzima
correspondiente en la planta que puede responder a esa virulencia. En el momento en que la
planta detecta la presencia del patéogeno, se desencadena una cascada de sefiales que activa
su sistema de defensa (Jabeen et al., 2015). Esta respuesta incluye la generacion de ROS
(H202, O27), que actian como sefiales para activar la muerte celular localizada (HR) y la
resistencia sistémica adquirida (SAR), ademés de promover la lignificacién de la pared

celular (Lehmann et al., 2014).

Se ha demostrado que compuestos como el acido abscisico (AB), el etileno (ET) y el acido
jasmonico (AJ), entre otros, estan involucrados en la induccién de diferentes genes de defensa
de la planta (Monroy-Mena et al., 2019). También se sabe que cuando la planta es infectada
por hongos, los elicitores fungicos originan cambios en el potencial de la membrana y el
transporte de protones mediados por ATPasa en la membrana plasmatica de la planta

(Tameling et al., 2002).

El 4cido salicilico (AS) es un actor importante en la inmunidad de la planta en la respuesta
al estrés biodtico, como parte de los mecanismos de sefalizacion y fitohormona, donde estan
involucrados el acido jasmonico, el etileno, el acido abscisico con la interaccion de factores
de transcripcion y reguladores genéticos (Mishra et al., 2024). La sefializacion en el caso del
AS en la respuesta inmune a través de la activacion de la respuesta sistémica adquirida
(SAR), resistencia sistémica inducida (ISR) y una cascada de sefializacion que activan PRs

y fitoalexinas modulados por efectores del parasito (Mishra et al., 2024).

Jones y Dangl (2006) propusieron el modelo de zigzag para describir los pasos en la
interaccion entre la planta y el patdgeno. Segun este modelo, la respuesta de la planta depende

inicialmente de su capacidad para reconocer moléculas del patégeno (Boller y He, 2009;



Vazquez et al., 2018). En la interaccion entre una planta y un patdégeno, se desencadenan
varios mecanismos de defensa. Primero, las PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns) o patrones moleculares asociados a patdégenos son reconocidas por los PRRs
(pathogen recognition receptors) o receptores de reconocimiento de patrones. Lo anterior
activa la PTI (pattern-triggered immunity) o inmunidad innata basada en patrones, que ayuda
a contrarrestar la colonizacion del patdégeno (Jones y Dangl, 2006). En clavel, este
reconocimiento implica la sobreexpresion de genes como RLK (receptor-like kinase), crucial

para identificar efectores fungicos y modular respuestas defensivas (Thapa et al., 2018).

Sin embargo, algunos patdgenos no son reconocidos y logran invadir los tejidos de la planta.
Esto da lugar a una ETS (effector-triggered susceptibility) o susceptibilidad desencadenada
por efectores. En este punto, los receptores NB-LRR (nucleotide-binding site—leucine-rich
repeat), proteinas con regiones de repeticiones de leucina de union a nucledtidos, reconocen
proteinas especificas del patdégeno y se activa la ETI (effector triggered immunity) o
inmunidad producida por efectores (Jones y Dangl, 2006). La ETI es una respuesta mas
rapida y fuerte que la PTI, y puede resultar en una respuesta efectiva contra la enfermedad o
incluso en apoptosis celular (Jones y Dangl, 2006). No obstante, algunos hongos pueden
evitar que se active la ETI al suprimir el gen responsable de su activacion (Meng y Zhang,

2013).

A pesar de que el clavel posee una capacidad natural para resistir a los agentes fitopatogenos
como FOX, el microorganismo ha logrado superar este mecanismo de defensa (Burbano-
Figueroa, 2020). El hongo secreta proteinas que interfieren con el metabolismo del
hospedero, desactivando sustancias toxicas producidas por la planta. Esto favorece la
propagacion del hongo y, como consecuencia, la planta debe invertir una gran cantidad de
energia en combatirlo (Burbano-Figueroa, 2020). Estudios transcriptomicos revelan que las
plantas resistentes activan rutas de sefializacion hormonal (JAy SA) y genes de metabolismo

secundario, como PAL y CHS, para contrarrestar esta supresion (Kaushal et al., 2021).

Ardila et al. (2014) estudiaron enzimas de la ruta fenilpropanoide en clavel comercial,
reportaron proteasas y especies reactivas de oxigeno ROS en variedades comerciales de
clavel. Se han identificado algunos flavonoides que participarian en la respuesta del clavel

(Ardila et al., 2018). En variedades resistentes, estos flavonoides no solo acttian como



antioxidantes, sino que también inhiben la actividad de enzimas fingicas clave, como las

poligalacturonasas, limitando la degradacion de la pared celular (Galeotti et al., 2008).

Soto et al. (2012) estimaron que la resistencia a Fusarium en clavel hibrido puede estar
gobernada por dos o mas genes con accidn aditiva. En trabajos mas recientes, se ha intentado
la transformacion de la planta con genes de la jasmonato metil transferasa, pero las plantas
transgénicas solo son parcialmente resistentes (Norman et al., 2017). Alternativas como la
sobreexpresion de [-1,3-glucanasa (GLU) han demostrado éxito en otras especies,
como Panax notoginseng, confiriendo resistencia a F. solani al degradar componentes de la
pared fangica (Taif et al., 2020). GLU es un gen miembro de las PRs (pathogenesis related
proteins), la proteina se le encuentra en la pared celular en P. notoginseng y es un gen
inducido por el aumentos del 4cido jasmonico, acido salicilico y etileno, también presenta
altos nivel de expresion cuando la planta es infectada con F. solani, en condiciones in vitro

GLU presenta altos niveles de inhibicion del crecimiento de F. oxysporum (Taif et al., 2020).

Por otro lado, genes de resistencia a Fusarium se han identificado en diferentes plantas y
especies, como los genes [ e [-2 de Solanum pimpinellifolium, que confieren resistencia
contra las razas 1 y 2 de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol), o el gen I-3 de Solanum
pennellii, que codifica una proteina NB-LRR (nucleotide-binding site—leucine-rich repeat) y
confiere resistencia contra la raza 3 de Fol (Catanzariti et al., 2015). Estos mecanismos estan
mediados por interacciones gen-por-gen, donde proteinas NB-LRR reconocen efectores
fingicos especificos, desencadenando respuestas de hipersensibilidad (HR) y apoptosis
celular. Estudios en Fusarium oxysporum f.sp. ciceri han demostrado que la infeccion induce
cambios en la lignificacion, la produccion de fitoalexinas y la sintesis de etileno en plantas
de garbanzo, mecanismos conservados en otras especies como el clavel (Dianthus
caryophyllus) (Kumar et al., 2018). En este ultimo, el transcriptoma ha sido ampliamente
estudiado bajo estrés por Fusarium, revelando variaciones en la expresion de genes asociados
a la sintesis de lignina y la respuesta hormonal (Tanase et al., 2012; Zhou et al., 2017).
Recientemente, el grupo de investigacion Fitopatologia Molecular de la Universidad Militar
Nueva Granada identific6 27 genes implicados en la respuesta a Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi (FOX) mediante técnicas de RNAseq y qPCR en células

indiferenciadas de clavel. Entre estos genes se incluyen genes de metabolismo basal



(housekeeping), genes de respuesta a patdogenos (ej. PAL, GLU) y proteinas relacionadas con
patogenicidad (PRs), confirmando que la resistencia en clavel es un fendmeno multigénico y
multivariado, donde combinaciones especificas de genes y niveles de activacion determinan

la susceptibilidad o resistencia segtn la variedad (Filgueira et al., 2024).

La induccioén de resistencia en clavel mediante tiamina (vitamina B1) ha surgido como una
estrategia innovadora. Pérez-Mora et al. (2024) demostraron que este compuesto activa la
produccion de 77 proteinas vinculadas al metabolismo del acido shikimico, precursor clave
de la ruta fenilpropanoide, esencial para la sintesis de compuestos defensivos como
flavonoides y acido salicilico. Este hallazgo se alinea con estudios en Arabidopsis, donde la
tiamina modula la biosintesis de fitoalexinas y proteinas PR (Romero-Rincén et al., 2021).
Entre los genes clave identificados en clavel, la alcohol cinamilico deshidrogenasa I
(ADH) cataliza la biosintesis de monolignoles para la lignificacion de la pared celular, un
mecanismo observado en Quercus durante infecciones por Phytophthora (Coelho et al.,
2006; Zhang et al., 2024). ADH hace parte del mecanismo de fermentacion en plantas y es
importante bajo condiciones anoxicas, condiciones que se pueden observar durante
interacciones con parasitos como lo demuestra la respuesta de plantas infectadas con p.
brassicay y A. tumefaciens (Ventura et al., 2020) Por su parte, la arginina descarboxilasa
(ADC) sintetiza poliaminas (putrescina, espermidina) que regulan la elongacion celular y
mitigan el estrés oxidativo durante la infeccion (Ren et al., 2022). En las plantas la
descarboxilacion de la arginina produce agmatina un precursor de la putrescina que se
procesan en alkaloides de tropano y pyrrolizidina que son utilizados por la planta para atacar

una gran variedad de parasitos (Thomas, 2016).

El gen fenilalanina amonio liasa (PAL), central en la ruta fenilpropanoide, convierte L-
fenilalanina en acido trans-cindmico, precursor de lignina y flavonoides [Diagrama 1]. En
variedades resistentes de clavel, la expresion de PAL se incrementa a las 48—96 horas post-
infeccion, coordinando la acumulacién de flavonoides (ej. kaempferol y quercetin
glucosidos) que inhiben la germinacion de esporas de Fusarium (Galeotti et al., 2008; Cass
et al., 2015). PAL es un gen inducible durante el crecimiento de las plantas y durante las
infecciones de parasitos, alterando la sintesis de ligninas y por ende en el grosor de las

paredes de las células en las raises, utilizando técnicas de knock-out del gen LjPAL1 en Lotus



se incremento las infecciones por M. loti; en estas plantas se redujo el acido salicilico
enddgeno tanto en su expresion como en su acumulacion por modificacion de sus vias de

sefalizacion (Chen et al., 2017).
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Diagrama 1. Fenilalanina amoniaco liasa y su participacion en el metabolismo

fenilpropanoide, (Jin, Cai, & Zhou, 2017).

Salicylic acid

Otro gen critico es la B-1,3-glucanasa (GLU), que degrada pB-glucanos de la pared fingica y
remodela la pared celular vegetal [Diagrama 2]. En Panax notoginseng, la sobreexpresion
de GLU reduce la severidad de F. solani en un 70%, un mecanismo extrapolable a clavel,
donde GLU se induce diferencialmente durante la infeccion por FOX (Taif et al., 2020;
Ardila e Higuera, 2005).
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Diagrama 2. Participacion de la Beta-1,3-glucanasa en la modificacion de los monosacaridos

de la pared celular, (Hrmova & Fincher, 2001).

La hidrolasa glicosidica similar a quitinasa 4 (CTS) ataca la quitina de la pared fungica este
gen es parte de las PRs (pathogenesis related proteins) con actividad de glicosil hidrolasa es
fuertemente expresada jugando un papel importante en el control de los hongos patégenos,
aunque también esta expresada bajo estrés abidtico como intoxicacion con metales o sales,
su actividad produce quito-oligosacaridos (Vaghela et al., 2022). Mientras que
las peroxidasas (PER) mantienen la homeostasis redox y promueven la lignificacion durante
el estrés bidtico (Kfoury et al., 2024; Simin et al., 2024), responsables de mantener el
metabolismo ROS que tiene aspectos negativos y positivos para la planta, hacen parte de una
familia de proteinas antioxidantes, interviene en procesos como el crecimiento de tejidos,
modificacion de las paredes de las células y biosintesis de lignina, hacen parte también de la
respuesta a estrés abiotico, se localiza en el apoplasto, pared celular y citoplasma (Li et al.,
2024). Finalmente, la via del &cido salicilico (RDC)y la quinasa similar a receptor
(RLK) son esenciales para reconocer patrones moleculares del patogeno (PAMPs/MAMPs)
y activar respuestas defensivas. En cereales, la isoforma RLK-7 se sobre expresa durante
infecciones por Fusarium verticillioides, sugiriendo un papel conservado en clavel (Yan et
al., 2023; Thapa et al., 2018). RLK es una proteina transmembranal con un dominio celular
quinasa, como los receptores tirosina kinasa de los animales, como los factores epidermales
de crecimiento, controla una serie de procesos que incluyen crecimiento, desarrollo,
respuesta a parasitos, percepcion de hormonas, una serie de multifunciones incluye respuesta

a hormonas esteroidales (Shiu and Bleecker, 2021).

Debido a la alta demanda internacional de clavel y la adaptabilidad de Fusarium, el desarrollo

de variedades resistentes es prioritario (Thakur, 2002). La combinacion de enfoques



transcriptomicos (Filgueira et al., 2024), la induccion de resistencia con tiamina (Pérez-Mora
et al., 2024) y la ediciébn génica de blancos como PAL o GLU ofrece herramientas
promisorias para reducir el uso de fungicidas y mitigar impactos ambientales, consolidando
al clavel como un modelo clave en el estudio de interacciones planta-patdgeno en cultivos

ornamentales.

Por esta razon, el estudio de los genes asociados a la resistencia contra Fusarium oxysporum
f.sp. dianthi (FOX) en diferentes variedades de clavel constituye un elemento clave para el
desarrollo de nuevas variedades que contribuyan al control de esta enfermedad. En este
contexto, se plantea la pregunta de investigacion: ;Como influyen los diferentes niveles de
patogenicidad de Fusarium oxysporum f sp. dianthi en la expresion de genes relacionados

con la resistencia en Dianthus caryophyllus?

El objetivo general de este trabajo es determinar la variabilidad en la expresion de genes de
Dianthus caryophyllus relacionados con la resistencia frente a Fusarium oxysporum, en
plantas y células elicitadas con aislados de FOX que presentan distintas variaciones en su
patogenicidad. De manera especifica, el estudio busca comparar la variacion en la
patogenicidad de distintos aislados de FOX al interactuar con hibridos de clavel con
caracteristicas de resistencia o susceptibilidad a este patogeno y demostrar la variacion en la
expresion de genes de resistencia en diferentes hibridos de clavel, tanto resistentes como

susceptibles.

2. MATERIALES Y METODOS

Para evaluar la variabilidad en la patogenicidad de los aislados de Fusarium oxysporum f. sp.
dianthi (FOX) y su interaccion con hibridos de clavel resistentes y susceptibles, se

implementd un enfoque metodologico estructurado en dos fases principales.

En la primera fase, se llevdo a cabo el mantenimiento y caracterizacion de los aislados
patogénicos de FOX, seguido de su reinfeccion en microplantas de clavel bajo condiciones
in vitro. Se obtuvieron cultivos monospdricos, se realizd una identificacion taxondmica
detallada y se ejecutaron pruebas de resistencia en cultivo dual para evaluar la virulencia de

los aislados en distintas variedades de clavel.



La segunda fase se centrd en el analisis de la expresion génica en hibridos de clavel con
diferentes niveles de resistencia. Se realizaron ensayos de elicitacion con los aislados de
FOX, extraccion de ADN y ARN, amplificacion de genes especificos mediante PCR y RT-
gPCR, y anélisis estadisticos para detectar diferencias significativas en la expresion de genes

asociados a la resistencia.

Los Diagramas 3 y 4 presentan, de manera esquematica, los procedimientos metodologicos

aplicados en este estudio.

Establecer variacion en la patogenicidad de los distintos aislados de FOX utilizados en este estudio al interactuar
con hibridos de clavel con caracteristicas de resistencia o susceptibilidad al parasito

w

Mantenimiento, re-cultivo y re- Ensayos de Re- infeccion de los cinco aislados de FOX
virulentacion de aislados patogénicos de[— > [2011, 2019,2021, Unal y Uchuva con microplantas de clavel
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi F1B2 (PR), SH2 (5) y 6515 (PS) en condicones in vitro

!

Obtencion de cultivos monosporicos de Fusarium

oxysporum a partir de conidios germinados de los cinco
alslamientos

l

Verificacion Taxondmica e Identificacion de estructuras

reproductivas: Microconidias, macroconidias,
monefialides, polifialides y cladimosporas

!

Pruebas de Resistencia de Microplantulas de clavel en
cultivo dual (postulados de Kosh)

!

Ensayos de produccion de raices en microplantas de clavel
para extraccion de mRNA de ellas

Diagrama 3. Metodologia para evaluar la variacion en la patogenicidad de los aislados de

Fusarium oxysporum f. sp. dianthi



( Demostrar la variacion en la expresion de genes de resistencia en diferentes hibridos de clavel, tanto resistentes como susceptibles )

Propagacion de Microplantulas y células Ensayo de Resistencia de Micro-plantas y CIS en cultivo dual contra los
indiferenciadas (CIS) de clavel en diferentes aislados de FOX
condiciones i vitro 1

Ensayo de Elicitacion de las 4 variedades de clavel con los cinco aislados de
FOX para la obtencion de RNA

—— !

Diseiio de Primers para amphficacion de
secuencias de genes seleccionados

Extracion ADN de las Varieadades 395, F1B2, SH2 y 6515 de celulas
cultivadas m vitro

|

PCR de variedades de clave 395, FIB2, SH2 y 6515 utilizando los primers de
los genes seleccionados para demostrar su presencia en el genoma

Genes seleccionados de clavel a evaluar ADH, ADC, PAL, UGT, GLU, CTS,
PER,RDCyRLK

!

Extraccion y cuantificacion de ARNtotal, mRNA para RT-qPCR, RT-PCR
de células de clavel de las variedades en estudio elicitadas con FOX

Analisis de la expresion de los genes evaluados y Analisis estadistico,
realizando prubas: Shapiro-Wilk, ANOVA y post-hoc de Tukey utilizando
las plataformas R Studio y Excel

Diagrama 4. Metodologia para evaluar la variacion en la expresion de genes de resistencia

en hibridos de clavel.

2.1. Lugar de estudio y obtencion del material biolégico

Este trabajo se realizd en los laboratorios de Biotecnologia Vegetal, Microscopia y Cultivo
de Tejidos de la Universidad Militar Nueva Granada, ubicada en el kilometro 1.5 de la
variante Cajica-Zipaquira en Cundinamarca, Colombia. Para este estudio se utilizaron cuatro
variedades de clavel: una resistente (395 R), una parcialmente resistente (F1B2 PR), una
susceptible (SH2 S) y una parcialmente susceptible (6515 PS) a Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi (FOX). Estas variedades se obtuvieron a partir de microplantas de clavel cultivadas
in vitro, que provienen de la germinacion de semillas producto de cruces hibridos F1 y F2

entre variedades silvestres resistentes y susceptibles.

Se trabajé también con cinco aislados de FOX: 2011, 2019 y 2021, aislados de plantas
infectadas en los invernaderos de la UMNG en los afios correspondientes; UNAL,
aislamiento aportado por el grupo de Fusarium de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de Colombia; y el aislado UCHUVA, aportado por el Laboratorio de Fitopatologia

de la UMNG vy obtenido de un cultivo de uchuva. Las células y los aislados fueron



suministrados por el grupo de investigacion de Fitopatologia Molecular de la Universidad

Militar Nueva Granada, todos cultivados en condiciones in vitro.

2.2. Obtencion y propagacion de células indiferenciadas y microplantas de clavel

La propagacion de microplantas de cada una de las variedades se realizé siguiendo el
protocolo establecido por el grupo de investigacion (Filgueira, 2011). Este proceso se repitio
cada cuatro semanas durante 12 meses, siempre en condiciones in vitro. Se realizaron cortes
en los entrenudos de los tallos, los cuales se plantaron en el medio de cultivo Murashige y
Skoog (1962) (MS), complementado con sacarosa (30 g/L) y Phytagel (Sigma) (2.5 g/L),
ajustado a un pH de 5.8. Posteriormente, los explantes se colocaron en una sala de cultivo de
tejidos, donde se mantuvieron a una temperatura constante de 26°C y un fotoperiodo de 16

horas luz diarias.

Las células indiferenciadas se obtuvieron colocando fragmentos de 5 mm de lado, de hojas
de las microplantas cultivadas in vitro en medio MS (Murashige y Skoog, 1962) (Filgueira,
2011), enriquecido con 2,4-D (4acido 2,4-Diclorofenoxiacético) (1 mg/L). El cultivo se
mantuvo por 15 dias a 26°C y se expuso a un fotoperiodo consistente en 16 horas de luz

seguidas por 8 horas de oscuridad, hasta la aparicion de las células indiferenciadas.

El grupo de investigacion implement6 un protocolo estandarizado para la propagacion de
células indiferenciadas (Filgueira, 2011). Este proceso se llevd a cabo en recipientes de
vidrio, cada uno con 30 mL del medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962). El medio
fue enriquecido con 2,4-D (4cido 2,4-Diclorofenoxiacético) a una concentracion de 1 mg/L
como hormona sintética para mantener la indiferenciacion de las células. Las células se
mantuvieron en incubacion a una temperatura constante de 26°C durante cuatro semanas.
Durante este periodo, se expusieron a un fotoperiodo consistente en 16 horas de luz seguidas

por 8 horas de oscuridad.

2.3. Mantenimiento y re-cultivo de aislados patogénicos de Fusarium oxysporum

Los aislados proporcionados por el grupo de investigacion fueron sometidos a un proceso de

re-cultivo. Este proceso se realizo en cajas de Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar



(PDA), manteniéndose a 26°C durante siete dias. Posteriormente, los aislados se transfirieron
a frascos Erlenmeyer, conteniendo 150 mL de medio liquido Czapek, y se incubaron bajo
agitacion constante a 26°C por otros siete dias. Finalmente, los cultivos obtenidos, tanto en

medio PDA como en medio liquido Czapek, se almacenaron en refrigeracion a 4°C.

2.4. Obtencion de cultivos monosporico de Fusarium oxysporum

Se extrajo un fragmento del medio PDA que contenia micelio de cada aislamiento de FOX y
se transfirio a un Erlenmeyer con 150 mL de medio liquido Czapek-Dox broth®. Los
Erlenmeyer se mantuvieron bajo agitacion a 70 r.p.m. y una temperatura de 26°C durante tres
dias. Transcurrido este periodo, se procedid a realizar diluciones seriadas de las
microconidias producidas. Se tomo una alicuota de 1 mL del medio liquido con esporas y se
introdujo en un tubo de ensayo con 9 mL de medio Czapek estéril. Este procedimiento se

repitié con cada aislado y se llevo a cabo cuatro veces, hasta alcanzar una dilucion de 1x10

4. momento en el cual la concentracion de conidios se redujo significativamente.

Finalmente, se tomd una alicuota de 100 pL de la ultima dilucion y se esparcid
uniformemente con un rastrillo de vidrio sobre la superficie de una caja de Petri que contenia
medio PDA, y se incubd a 26°C por 24 horas, segin (Duarte et al.,2016). Al concluir este
periodo, se observaron los aislados bajo un microscopio invertido Olympus® CK40 con
contraste de fases. Se identificaron conidios germinados, los cuales se trasladaron a cajas de

Petri individuales con medio PDA y se incubaron a 26°C durante siete dias.

2.5.  Verificacion taxonémica e identificacion de estructuras reproductivas

Se realizaron dos ensayos para la identificacion taxonomica de los aislados. El primero
consistid en una identificacion morfolégica macroscopica de los aislados previamente
obtenidos. Para esto, se cultivd cada uno de los aislados en medio PDA por mas de 15 dias.
Posteriormente, se registro la forma de la colonia (hébito de crecimiento), la coloracion de la
colonia por el frente y reverso de la caja de Petri, y la velocidad de crecimiento (cubrimiento

de la caja).



El segundo ensayo implicé la identificacion microscopica de estructuras reproductivas. Para
la identificacion microscopica, se utilizaron cultivos monospdricos en PDA, raspando el
micelio aéreo con un asa estéril y depositandolo en un portaobjetos con una gota de agua
estéril. Estas muestras se examinaron bajo un microscopio de campo claro con contraste de
fases diferencial, buscando estructuras como microconidias, macroconidias, monofialides,
polifidlides y clamidosporas. Este analisis permitié identificar y observar diferencias
morfoldgicas entre los distintos aislados de FOX, utilizando como referencia el libro
(Rossman et al., 1987). Los aislados 2011, 2019 y 2021 fueron caracterizados
molecularmente usando regiones de ITSs, b-tubulina, a-actina, EFs en trabajos anteriores del

grupo de investigaciones (Goémez, 2021).

2.6. Evaluacion de la resistencia de micro-plantulas a FOX por cultivo dual

Se utilizé un recipiente de vidrio (frasco de compota) que contenia el medio de cultivo MS
con sacarosa (30 g/L) y Phytagel™ (2.5 g/L), con un pH de 5.8 en condiciones estériles (in
vitro). Las plantulas fueron sometidas a un fotoperiodo de 16 horas de luz a una temperatura
de 26°C. Se colocaron cuatro plantulas micropropagadas por frasco, las cuales crecieron

hasta desarrollar raices en las microplantas.

Posteriormente, se sembraron 20 pL de una suspension de esporas con una concentracion de
1x10% esporas/mL de cada aislado de FOX en medio Czapek (liquido). Para ello, se utilizd
un circulo de papel filtro de 0.7 cm de diametro, que se coloco en el centro de las cuatro
micro-plantas. El hongo creci6 e invadio las raices de las micro-plantas durante siete dias,

tras los cuales se realiz6 el analisis del resultado.

Pasados los siete dias, a las plantas infectadas se les retiraron las hojas y raices. Los tallos se
lavaron en hipoclorito de sodio al 5% durante dos minutos, en etanol al 96% durante un
minuto y en agua destilada estéril durante dos minutos. Cada tallo se dividio en cuatro partes
y se sembraron de forma horizontal en PDA, manteniendo la orientacion basal-apical. Se
dejaron en una incubadora a 26°C durante siete dias. Finalmente, se determin¢ el grado de
crecimiento del hongo dentro del tallo de la planta, anotando la aparicion del hongo en cada
extremo cortado (ocho extremos), lo que resultd en una variacion cuantitativa de la

resistencia completa de 0/8 hasta la susceptibilidad completa de 8/8.



Cada experimento de variedad de clavel contra aislamiento de Fusarium oxysporum fue
repetido tres veces, los valores que se presentan son el promedio de los tres experimentos,
los andlisis estadisticos como la varianza de los datos y la dispersion de estos se muestran al

final del trabajo en los anexos.

2.7. Ensayo de elicitacion de células indiferenciadas en cultivo dual

El cultivo dual consistio en colocar 2 g de células en un extremo de una caja de Petri, con
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962), sacarosa (30 g/L), pH 5.8, Phytagel™ (2.5
g/L), suplementado con 1 ppm de acido 2,4-diclorofenoxiacético. Luego de 7 dias, se
inocularon 20 pL de una suspension de 1x1076 esporas/mL del hongo sobre cuatro circulos
de papel filtro estéril de 0.7 cm de diametro, los cuales se ubicaron en el lado opuesto al callo.
El cultivo se dej6 durante 7 dias, bajo condiciones de luz permanente y a una temperatura de

26°C.

Se registrd el crecimiento del hongo en centimetros (cm) diariamente durante 7 dias,
acompaifiado de un registro fotografico (Soto et al., 2009). Este procedimiento se realizé con
las 4 variedades y los cinco aislados. Cada experimento de células de clavel contra
aislamiento de Fusarium fue repetido tres veces, los valores que se presentan son el promedio
de los tres experimentos, los andlisis estadisticos como la varianza de los datos y la dispersion
de estos se muestran al final del trabajo en los anexos. Finalmente, las plantas elicitadas

fueron retiradas y congeladas a -70°C para la extraccion de ADN y ARN total.

2.8. Extraccion de ADN de microplantas in vitro

La extraccion de ADN se llevo a cabo siguiendo la metodologia propuesta por (Soto et al.,
2009). Inicialmente, se pesaron 100 mg de los tallos obtenidos de la micropropagacion de
cada variedad, los cuales se maceraron con nitrégeno liquido en un mortero. Posteriormente,
se afnadieron 8 mL de buffer de extraccion precalentado [2% CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris-HCI, 0.2% 2-mercaptoetanol, pH 8.0] y se incubd a 60°C durante 30

minutos con agitacion.



Transcurrido este tiempo, se agregaron 7 mL de cloroformo isoamil-alcohol (24:1, p/v),
mezclandose por inversion hasta obtener una emulsion. Se procedié a centrifugar a 6500
r.p.m. a temperatura ambiente durante 10 minutos. La fase acuosa se recuperé en nuevos

tubos y se afiadi6 2/3 del volumen de isopropanol frio, dejandose a 4°C durante 24 horas.

Posteriormente, se centrifugdé a 6500 r.p.m. Inmediatamente después, se elimind el
sobrenadante y se agreg6 el buffer de lavado [etanol 76%, acetato de amonio 10 mM]. Tras
20 minutos, se volvid a centrifugar a 6500 r.p.m. y se eliminé el sobrenadante. Una vez que
el pellet se seco, se afiadid 1 mL de TE [10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0] y se incubo
a 37°C con ribonucleasa A de pancreas bovino [10 pg/mL] durante 30 minutos para eliminar

el ARN.

Para precipitar el ADN, se afiadieron dos volumenes de acetato de amonio (con una
concentracion final de 2.5 M) y 2.5 volumenes de etanol absoluto. Posteriormente, se
centrifugdé a 10000 r.p.m. a 4°C durante 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante y se Re
suspendiod el pellet en TE. Para medir la concentracion de ADN, se utiliz6 el kit Qubit™

dsDNA HS (Qubit Fluorometer Thermo Fisher Scientific).

Para evaluar la calidad del ADN, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1%. El gel
se corrio en buffer TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM acido borico, 2 mM EDTA) en camara
de electroforesis horizontal y fuente de poder BioRad® durante 1 hora a 50 V. Para observar
el ADN, este se tifid con bromuro de etidio (Sigma) a una concentracion final de 0.5 mg/mL.

Finalmente, se visualizo en un transiluminador UV, seglin lo descrito por Filgueira (2011).

2.9. PCR de ADN genomico de las variedades de clavel para identificar la

presencia de los genes a estudiar.

La amplificacion por PCR se realizd utilizando ADN gendémico que se habia obtenido
previamente. Para este proceso, se utilizé el kit de PCR MyTaq™ DNA Polymerase de
Bioline®, a un volumen de 20 pL (segun se indica en la Tabla 1). La amplificacion se llevo
a cabo en el termociclador Eppendorf® 035735 Mastercycler Nexus Gradient, siguiendo el

protocolo de amplificacién que también se detalla en la Tabla 2.



Tabla 1. Protocolo para PCR utilizando MyTaq™ DNA Polymerase.

Reactivo Volumen
5x Mytaq Reaction Buffer 4ul
Primer Forware 0.4ulL
Primer Reverse 0.4ulL
Muestra DNA IulL

My taq DNA Polymerase 0.4uL
Agua Tratada con DEPC 13.8ulL
Volumen Final 20uL

Tabla 2. Programa utilizado en amplificacion por PCR de ADN (*Tm annealing primers).

Paso Temperatura| Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 1 min
40 ciclos
Desnaturalizacion 95°C 15 seg
Anneling 60-65°C 20 seg
Extension 72°C 20 seg
Final
Hold | 4c | =

Para evaluar la calidad de los amplicones, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al
1%. El gel se corri6 en buffer TBE 1X (89mM de Tris base, 89mM de 4cido bérico, 2mM de
EDTA pH 6.8) en una camara de electroforesis horizontal y fuente de poder BioRad® durante
1 hora a 50 V. Para observar el ADN, se tifi6 con bromuro de etidio (Sigma) a una

concentracion final de 0.5mg/ml. Finalmente, se visualiz6 en un transiluminador UV.

2.10. Genes de clavel evaluados

Los genes seleccionados para este proyecto fueron identificados en trabajos anteriores
realizados por el grupo de investigacion de Fitopatologia Molecular de 1a Universidad Militar
Nueva Granada (Filgueira et al., 2024). Estos estudios utilizaron andlisis de transcriptoma de

variedades de clavel, tanto elicitadas como no elicitadas con FOX.

A partir de las secuencias obtenidas en los transcriptomas, se disefiaron primers utilizando la
herramienta "Primer Designing Tool" del NCBI (Tabla 3). Se realiz6 un analisis BLAST a

las secuencias "Forward" y "Reverse complement" para buscar la homologia en las bases de



datos. Como resultado, se obtuvieron secuencias génicas anotadas en Dianthus caryophyllus,
con un porcentaje de identidad del 100% y un E-value < 0,005 para los genes seleccionados

(Tabla 3).

Cada una de las secuencias de la base de datos fue confirmada mediante un anélisis de
dominios en la plataforma del NCBI utilizando el software Conserved Domain Analysis Tool.
Se selecciond unicamente una secuencia basandose en el criterio de la menor cantidad de
gaps presentes en los dominios conservados. Finalmente, se confirmé la presencia de esta
secuencia en el genoma de clavel construido por (Yagi et al., 2014) y (Gémez-Corredor en
2021), en la base de datos del Kazusa DNA Research Institute

(https://www.kazusa.or.jp/genome/).

Tabla 3. Genes de Clavel relacionados con la defensa contra Fusarium utilizados en este

estudio.
Genes Simbolo Forward Primer Reverse Primer Expected fragment (pb)

Alcohol deshidrogenasa ADH AAGGAATGCGCTCACTGCAAATCC ATGTCGATTTCAAGCGTCCATGCG 852
Arginina descarboxilasa ADC AATTCCGCCGTCGTTTGCTTCTTC TATCGGTCCTGGTTGCACTTCACA 764
Fenilalanina amoniaco liasa PAL CTTGCCTTCCTCTGCGCGGA ATGGGGACTCAATTTTGGCGGC 165
Antocianina 5-O-glucosiltransferasa UGT GAAAATCGCTCCGTCGAGGGTTGAG CCATAGCGGCCTTCTTCAGCTCATG 227
Beta-1,3-glucanasa GLU GGCTTGTTACTGAAGGCTGGA GCTACAACACCTGAACTGCC 282
Hidrolasa glicosidica similar a quitinasa 4 CTS TCGGTACTGGCACGAATGTC GTAACACCGAATTTGGCGCA 455
Homdlogo a peroxidasas PER TCGCAGACGTGGGTTTAACA CGGCATCAGACTGGAAGAGG 291
Via de sefializacion mediada por &cido salicilicq RDC TCCCCTCGTAGGTCGTGATT TGCTGGCAAAAGAGTCAGCC 836
Quinasa similar a receptor RLK TGGACCCAGATGGAGGAGTT ATCTCCTACTCATAACGCGGC 240

2.11. Extraccion y cuantificacion de ARN total de micro-plantas.

El ensayo de elicitacion, propuesto por Filgueira (2011), se utiliz6 como guia para la
activacion de mecanismos de respuesta en clavel. En este proceso, se emplearon micro-
plantas elicitadas de las variedades resistentes y susceptibles. Antes de la extraccion, se
esterilizaron los morteros, pistilos y pinzas mediante un lavado previo con Pirocarbonato de
dietilo (DEPC) para eliminar las RNAsas. El tejido, 0.1 g, se macer6 en un mortero con
nitrégeno liquido. La extraccion de ARN total se llevo a cabo siguiendo el protocolo del Kit
RNA isolation NucleoSpin® de MACHEREY-NAGEL. Posteriormente, se cuantifico el
RNA utilizando el Kit Qubit™ RNA HS Assay Kit High Sensitivity de Thermo Fisher
Scientific. Finalmente, se evalu6 la calidad del ARN mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%, de la misma manera que se hizo en la extraccion de ADN descrita

anteriormente.


https://www.kazusa.or.jp/genome/

2.12. qPCR de ADN gen6émico y RT-PCR de mRNA

Para confirmar la presencia de los genes en las células indiferenciadas de las variedades a
utilizar y evaluar la cantidad de cada gen para analizar los niveles de expresion desde la
perspectiva de la dotacion génica, se utiliz6 PCR convencional para visualizar la presencia
de los genes (ver 2.9) y qPCR de ADN gendmico para estudiar la dotacion génica. Para esto
ultimo, se empleo6 el kit Applied Biosystems real-time PCR master mix de Thermo Fisher®.
Los productos de qPCR se analizaron mediante graficos y por electroforesis en agarosa (ver

2.8).

Para identificar la expresion de los genes seleccionados en las células elicitadas con FOX, se
utilizé la técnica de RT-PCR. La extraccion y obtencion del mRNA se realiz6 como se
describe en 2.11. Se utilizo el kit One Step RT-PCR Master Mix Kit de Sigma® para
amplificar el cDNA. El resultado de la técnica se visualizd por electroforesis en gel de
agarosa, como en 2.8. La amplificacion se llevd a cabo en el termociclador Eppendorf®

035735 Mastercycler Nexus Gradient.

2.13. RT-qPCR de mRNA de células elicitadas

El mRNA de las células de las variedades susceptibles y resistentes elicitadas se obtuvo como
se describe en la seccion 2.11. Para la RT-qPCR, se utiliz6 el Kit One step SYBR Green®
RT-qPCR with MMLV & hot-start Tag DNA Polymerase de Sigma-Aldrich® (ver Tabla 4).
La amplificacion de secuencias se llevo a cabo mediante el método no especifico de RT-
gPCR en el termociclador Line-Gene 9600 Plus de BIOER Technology® (ver Tabla 5). El
analisis de las graficas se realiz6 utilizando el software 9600 Plus. Se sigui6 el protocolo del
Kit SYBR® Green Quantitative RT-qPCR, ajustando el volumen del primer y del RNA

utilizado.



Tabla 4. Protocolo Kit SYBR® Green Quantitative RT-qPCR.

Reativo Volumen
2xSYBR Green Taq Readymix For Quantitative RT-PCR 10uL
Primer Forware 0,4uL
Primer Reverse 0,4uL
Muestra RNA 1luL
M-MLV RT 0,1uL
Agua Tratada con DEPC 8,1uL
Volumen Final 20uL

Tabla 5. Programa utilizando RT-qPCR en termociclador Line-Gene 9600 Plus termociclador

(* Tm annealing primers).

Paso Temperatura| Tiempo
Retrotranscripcion 43°C 30min
Desnaturalizacion inicial 95°C 15 seg
40 ciclos
Desnaturalizacién 95°C 15 seg
Anneling 60-65°C 20 seg
Extensién 72°C 20 seg
Final
Hold | 4c | o

2.14. Analisis de resultados de expresion y analisis estadistico

Durante el analisis de las curvas de fluorescencia de RT-qPCR, se empled el Software
9600Plus, integrado en el termociclador LineGene 9600 Plus Fluorescent Quantitative
Detection System de BioER®. Posteriormente, se seleccionaron y exportaron los datos brutos
(Quantitative Raw Data, Quantitative Result y Quantitation Amplification Results) en
formato XLSX. Finalmente, estos datos fueron procesados utilizando el software Excel de
Microsoft donde se hicieron los andlisis estadisticos. Los experimentos de RT-qPCR se
repitieron dos veces, los datos se compararon mediante el coeficiente de correlacion, se
compararon las distancias de la variacion de los datos con un margen de error de 0.5%, los
datos en todos los casos se mantuvieron en este rango, aqui en este trabajo se presenta la

curva mas representativa de los dos experimentos.



Los datos denominados "Quantitative Raw Data" se organizaron de acuerdo con su ubicacién
en la bandeja de muestras y el resultado de fluorescencia correspondiente en cada ciclo. Para
todas las muestras procesadas, se generd un grafico que representaba la fluorescencia en
funcion del nimero de ciclo. Al construir la curva de fluorescencia, se derivo la linea de

tendencia y la ecuacion lineal (Y=mx+b).

La linea de tendencia se representd graficamente para analizar el comportamiento lineal de
un gen en las cuatro variedades, tanto elicitadas como no elicitadas. La pendiente de la recta
(m) se consider6 como una medida diferencial de la expresion. Esta es la tangente del angulo
que la recta forma con la direccion positiva del eje de las abscisas, y establece una relacion
entre el cambio vertical y horizontal de la recta, actuando como la razén de cambio en la

ecuacion.

Las graficas que muestran el comportamiento de la recta y la comparacion entre las
pendientes se dispusieron en relacion con los oligos presentados en la Tabla 3. Se mostro la
comparacion entre las variedades resistentes y susceptibles, asi como entre las elicitadas y
no elicitadas para cada gen, con el fin de analizar la expresion. Por otro lado, el analisis

estadistico de este trabajo se llevo a cabo utilizando las plataformas R Studio y Excel.

En este procedimiento, se aplicaron diversas pruebas estadisticas para garantizar la validez y
fiabilidad de los resultados. En primer lugar, se utiliz6 la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar
la normalidad de los datos. Posteriormente, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para
determinar si existian diferencias significativas entre los grupos estudiados. Finalmente, se
aplicé la prueba post-hoc de Tukey para identificar qué grupos especificos mostraban

diferencias significativas.

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. Propagacion de células indiferenciadas y micro-plantas de clavel

Para propagar células indiferenciadas derivadas de plantas de clavel, se utiliz6 un regulador
de crecimiento (2,4-D), una hormona sintética a bajas concentraciones (ppm) y usada como
herbicida a concentraciones medias y altas, que promueve una alta tasa de division celular y,
por ende, una proliferacion efectiva de las células, de acuerdo con el método desarrollado por

Filgueira (2011). Las células se extrajeron de micro-plantas cultivadas in vitro que



presentaban crecimiento de células indiferenciadas en su base (ver Figura 1.a.). Se separaron
las células y se cultivaron en medio MS con la hormona (2,4-D) para estimular el crecimiento

celular y generar clones celulares.

El proceso de desdiferenciacion celular tomd de tres a cuatro semanas para alcanzar un
crecimiento optimo de los clones. Posteriormente, se transfirieron a un medio fresco por otras
cuatro semanas, repitiendo este proceso cada cuatro semanas para asegurar los nutrientes y
condiciones adecuadas para su desarrollo (ver Figura 1). El nivel de desdiferenciacion de las
células se determino por la presencia de células con coloracion verde (células fotosintéticas).
Solo se utilizaron para el trabajo clones de células sin coloracion verde y con apariencia

hialina, lo que evidencia una desdiferenciacion completa (Filgueira, 2011).

Variedad (a) 395 (b) F1B2 (¢) SH2 (d) 6515 (e)

Figura 1. Células indiferenciadas de clavel en cultivo in vitro. En a, se observa el crecimiento
celular en la parte basal de las micro-plantulas, producto de la activacion de la produccion de
células con la hormona 2-4-D. En b, se observan células blancas correspondientes a la
variedad 395. En ¢, se ven células amarillentas de la variedad F1B2. En d, se observan células
pequenas de color amarillento correspondientes a la variedad SH2. En e, se observan células

con pigmentos café claro, que son fenoles oxidados al ambiente, y células hialinas.

En la propagacion de las micro-plantulas de clavel, se seleccionaron caracteristicas
fenotipicas de interés, tales como tallos gruesos, rapido crecimiento de raices y la presencia
de al menos tres nudos. Estas caracteristicas permiten obtener micro-plantulas dptimas para
responder adecuadamente a la presencia del patdgeno o para los ensayos de extraccion de

ARN total. Cada variedad presenta caracteristicas fenotipicas propias, derivadas de su




expresion génica diferencial, siendo la aparicion de raices la mas importante para este
estudio. Esto se debe a que la infeccion in vitro con FOX se realiza principalmente a través
de las raices, de manera similar a como ocurre en plantas cultivadas en campo abierto o en
invernadero (Filgueira, 2011). Por lo tanto, se evaluo tanto la velocidad de desarrollo de las

raices como el volumen radicular.

Variedad (a) 395 (b) F1B2 (c) SH2 (d) 6515 (e)
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Figura 2. Microplantas en cultivo in vitro. En a, se observan microplantas cultivadas in vitro
en contenedores de diferentes dimensiones que permiten el desarrollo y crecimiento de las
plantas en condiciones controladas. En b, se observan microplantas de la variedad 395. En ¢,
se observan microplantas de la variedad SH2. En d, se observan microplantas de la variedad

F1B2. En e, se observan microplantas de la variedad 6515.

La variedad 6515, clasificada como parcialmente susceptible, presenta la mayor masa
radicular, iniciando su desarrollo mas rapidamente, entre la tercera y cuarta semana. Le sigue
la variedad SH2, susceptible, con la aparicion de raices entre la cuarta y quinta semana. Por
otro lado, las variedades resistentes y parcialmente resistentes, 395 y F1B2, mostraron un
desarrollo radicular més lento, con raices formandose entre la sexta y octava semana de
cultivo, y con una masa radicular menor en comparacion con las variedades mencionadas

previamente (Figura 2.b y ).



395 (a) F1B2 (b) SH2 (c) 6515 (d)

Figura 1. Desarrollo radicular de las variedades de clavel. Se muestran las diferencias en el
desarrollo radicular de las diferentes variedades utilizadas en este estudio: en a se observa la
variedad 395 (R), en b la variedad F1B2 (PR), en ¢ la variedad SH2 (S), y en d la variedad

6515 (PS), todas sin induccion hormonal.

3.2. Mantenimiento y re-cultivo de aislados patogénicos de Fusarium oxysporum

A partir de los aislamientos suministrados por el grupo de investigacion de fitopatologia
molecular de la Universidad Militar Nueva Granada, se re-cultivaron los cinco aislamientos
de FOX (2011, 2019, 2021, UNAL y Uchuva) en medio PDA durante 7 dias cada 2 meses

por un afio como se observa en la Figura 4.

Aislado | 2011 (a) 2019 (b) 2021 (c) UNAL () | Uchuva (e)

Haz

Envés

Figura 2. Aislamientos de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi en medio PDA, identificados
como a (2011), b (2019), ¢ (2021), d (UNAL) y e (Uchuva). Las figuras revelan diferencias
macroscopicas notables en el desarrollo del hongo, tanto en la vista frontal (Haz) como en el
reverso (Envés) de la caja de Petri, tales como el color y la forma de la colonia y la velocidad

de crecimiento. Se observan coloraciones que varian desde blanco hasta morado oscuro,



dependiendo del aislado. Es importante destacar que el aislado de 2019 es el inico que no

presenta pigmentaciones moradas en el micelio.

En cuanto a sus caracteristicas macroscopicas, se observa en la Figura 4 que el aislado 2011
(Figura 4a) presenta un micelio denso de color blanco con una textura esponjosa y areas de
pigmentacion rosa a purpura concentradas hacia el centro. En el aislado 2019 (Figura 4b), el
hongo exhibe un micelio menos denso con una apariencia filamentosa y pigmentacion blanca
con tonos rosa en algunas partes de la colonia. Por su parte, el aislado 2021 (Figura 4c)
muestra un crecimiento micelial muy disperso, con una coloracion blanca palida y una

pigmentacion parpura distintiva.

En la Figura 4d (UNAL), se observa una pigmentacion morada oscura concentrada en el
centro, rodeada de un crecimiento micelial blanco y denso; este aislado presenta un patron
de crecimiento mas radial. Finalmente, en el aislado Uchuva (Figura 4e), se observa una
coloracion mayormente uniforme de color purpura en el fondo, mientras que
superficialmente presenta un micelio claro y filamentoso. Estas diferencias morfologicas se

mantienen consistentes en el re-cultivo de cada uno de los aislamientos.

Por otro lado, en el envés del hongo se observan en la Figura 4a, el micelio presenta una
pigmentacion morada oscura en el centro, que se torna blanca hacia los extremos. En la
Figura 4b, se aprecian pigmentos amarillos en el centro que gradualmente cambian a blanco
conforme crece el hongo. En la Figura 4c, predomina una coloracion amarilla en el micelio,

con mayor intensidad en la zona central.

En el caso de la Figura 4d, la pigmentacion es similar a la observada en el haz, mostrando un
color morado oscuro con pigmentos blanquecinos en los extremos. Finalmente, en la Figura
4e, se observa un tono morado mas claro, con tonalidades oscuras en el centro, presentando

solo pequefias diferencias en comparacion con el haz del hongo.



3.3.  Obtencion de cultivos monospdricos de Fusarium oxysporum y ensayo de

reinfeccion

El cultivo monosporico de los aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX) es fundamental
para garantizar que se trabaja con una cepa pura del hongo, evitando la contaminacioén con

otros aislamientos que puedan generar resultados ambiguos o dificiles de interpretar.

Para ello, se seleccion6 una tnica espora germinada a partir de la dilucién 10 de esporas
cultivadas en medio liquido Czapek. Posteriormente, las esporas se cultivaron mediante el
método de dispersion en medio sélido PDA, utilizando un microscopio invertido (Figura 5a).

La espora germinada seleccionada fue transferida a una caja de Petri con medio PDA.

Tras tres semanas, el cultivo monospodrico mostrd un desarrollo caracteristico con un patrén
conceéntrico de micelio algodonoso de color salmon palido y una pigmentacion localizada en
el centro de la caja (Figura 5). Este procedimiento permitié confirmar con éxito la pureza de

los aislamientos monosporicos de Fusarium oxysporum.
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Figura 3. Crecimiento monospdrico de los cinco aislados de Fusarium oxysporum (FOX)
utilizados en este trabajo (2011, 2019, 2021, UNAL, Uchuva). En la mayoria de los aislados,
el crecimiento fue uniforme. Los aislados de 2011 (b) y Uchuva (f) mostraron tonalidades
moradas mas intensas, mientras que en UNAL se detecté una pequeia zona con micelio de
color morado. En contraste, los aislados de 2019 (¢) y 2021 (d) mantuvieron una coloracion
blanca, siendo la del 2021 la mas uniforme. En a, se presenta una vista microscopica (100X)

de la germinacion de una espora.




En el caso del aislado 2011 (Figura 5b), se observa un crecimiento denso y esponjoso, con
una periferia de color morado rojizo y una regién central de color blanco. Por otro lado, el
aislado 2019 (Figura 5c¢) presenta un micelio mas uniforme, de color blanco, con menos hifas

aéreas y sin pigmentaciones moradas, en contraste con el aislado 2011.

El aislado 2021 (Figura 5d) exhibe un crecimiento simétrico, con una textura filamentosa y
coloracion blanca. En el caso del aislado UNAL (Figura 5e), se observa una textura
superficial muy filamentosa, con micelio blanco y pigmentaciones moradas. Finalmente, el
aislado Uchuva (Figura 5f) muestra un micelio blanco esponjoso con una pigmentacion

centralizada de color morado.

Estos resultados evidencian que los aislamientos mantienen caracteristicas morfoldgicas
especificas a nivel macroscopico en el cultivo. Sin embargo, también reflejan un
polimorfismo genético, ya que se presentan variaciones macroscopicas en los cultivos que

son independientes de las esporas.

3.4.  Verificacion taxonomica e Identificacion de estructuras reproductivas

Desde un punto de vista microscopico, FOX se distingue por la produccion de tres tipos de
esporas asexuales, descritas por Leslie y Summerell (2011) como fundamentales para la
caracterizacion taxonomica del género Fusarium. Estas incluyen los microconidios (Figura
6a), que son esporas formadas por una o dos células. Aunque la mayoria de las especies de
Fusarium producen microconidios y su utilidad en la diferenciacion taxondmica es limitada,
se observo que ciertos aislados de FOX, dependiendo de las condiciones o el medio de
cultivo, producen una mayor o menor cantidad de ellos. Esto evidencia una variacion

significativa en la expresion génica del parasito relacionada con este caracter taxonémico.

De manera similar, las macroconidias (Figura 6b), esporas con forma de banana compuestas
1 A 1 Mo N

por tres a cinco células y caracterizadas por presentar una base en forma de "pie", mostraron

variaciones en su produccion dependiendo del medio de cultivo utilizado y del aislamiento

de FOX, como lo reportaron (Harish et al., 2023) en su estudio sobre aislados de Fusarium

spp. Aunque las macroconidias son el caracter morfolégico mas relevante para diferenciar



entre las especies del género Fusarium debido a su amplia variacion morfoldgica, este rasgo

no es util para distinguir entre los distintos aislados dentro del complejo de FOX.

Finalmente, las clamidosporas, estructuras de resistencia en el suelo con paredes gruesas que
las protegen (Figura 6e), han sido descritas por (Renteria-Martinez et al., 2019) como

habitantes tipicos de suelos infectados.

Otro caracter microscopico util para la clasificacion taxonémica de FOX son las fidlides,
descritas por Leslie y Summerell (2011) y Lopez-Bautista et al. (2020). Estas son estructuras
abultadas en los extremos de las hifas donde se forman las esporas. En el caso de FOX, se
encuentran generalmente formando ramilletes de tres a cinco fidlides o como Polifidlides,
aunque también pueden presentarse de forma unitaria. Ademas, en algunos aislados de FOX,
las Polifialides son escasas o incluso inicamente se observan Monofialides, lo que constituye

otra caracteristica distintiva de estos aislados.

Variedad Microconidias Macroconidias Monofialides Polifialides Clamidosporas
a b c d e
2011
2019

2021
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Figura 4. Microfotografias de las estructuras reproductivas de los cinco aislados de FOX
(2011, 2019, 2021, UNAL, Uchuva). En a, se observan microconidias. En b, se observan
macroconidias. En ¢, se observan Monofialides. En d, se observan Polifialides. En e, se

observan clamidosporas.

3.5. Evaluacion de la resistencia de micro-plantas de las variedades de clavel en

cultivo dual

Como se describe en la metodologia (seccion 2.6), las microplantas de las diferentes
variedades de clavel fueron infectadas con cinco aislados de Fusarium oxysporum, cada uno
presentando distintos niveles de patogenicidad. Siete dias después de la infeccion, se
realizaron cortes transversales en las plantas infectadas para evaluar la progresion del hongo
en el tejido vegetal. En cada caso, se obtuvieron cuatro fragmentos de los entrenudos,

permitiendo analizar el recorrido de FOX desde la raiz hasta el apice de la planta.

Se examino el inicio del crecimiento de las colonias de FOX en cada uno de los cortes, los
cuales fueron organizados sistematicamente desde la base hasta el apice de la planta,

facilitando asi la evaluacion detallada de la infeccion en diferentes segmentos del tejido.
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Figura 5. Cultivo dual con plantas de clavel de las variedades 395 (resistente) y SH2
(susceptible). Para todos los ensayos de patogenicidad in vitro con cada uno de los aislados
evaluados de FOX: 2011, 2021, 2019, UNAL y Uchuva. Las microfotografias A, B, C, D y
E corresponden a los ensayos de microplantas de la variedad 395 (resistente) infectadas con
los aislados de FOX durante 7 dias. Las microfotografias F, G, H, I y J corresponden a los
cortes transversales de las microplantas infectadas de la variedad SH2 (susceptible) con los

diferentes aislados de FOX.

Seglin los resultados obtenidos, las infecciones se clasificaron de la siguiente manera:
aquellas con valores de 0/8, donde no se detectd infeccion en el tallo, se consideraron
completamente resistentes; infecciones entre 1/8 y 3/8 se clasificaron como parcialmente
resistentes; infecciones entre 4/8 y 5/8 se consideraron parcialmente susceptibles; y valores
entre 6/8 y 8/8 se categorizaron como completamente susceptibles. Estos resultados
redefinieron la caracterizacion de la resistencia en las variedades de clavel evaluadas en el

ensayo dual, superando las definiciones previas a este estudio.

Como se ilustra en la Figura 7, en todos los casos se observo infeccion de los aislados de
Fusarium oxysporum (FOX) en las variedades de clavel SH2 (S) y 395 (R) para todos los
aislados probados. La variedad 395 mostré un valor de 1/8, lo que permitio clasificarla como
parcialmente resistente y por lo tanto no se realiz6 una tabla de los resultados del cultivo
dual. En contraste, la variedad SH2 presentd infecciones superiores a 4/8 (parcialmente
susceptible) para el aislado UNAL y valores de 7/8 (completamente susceptible) para el
aislado 2011 de FOX.



Estos resultados demuestran que, al considerar la variedad SH2 como susceptible, los
diferentes niveles de infeccién observados con los aislados de FOX reflejan variaciones en

los niveles de patogenicidad entre los aislamientos probados.

Tabla 6. Resultados de tres repeticiones de cultivo dual con microplantas de clavel SH2
(susceptible) con los diferentes aislados de FOX (Experimentos 1, 2, 3). En la columna X se
presenta el promedio de los tres experimentos. GP1 indica los grados de patogenicidad como
una escala arbitraria para términos de comparacidon con otros ensayos, donde 5 significa que
el hongo avanzo entre 8/8 y 6/8 dentro de la planta, lo que indica que el aislamiento es el mas
patogénico de la comparacion; y el valor de 1 indica un avance del hongo entre 1/8 y 3/8,

donde el aislamiento sera el menos patogénico.

Aislado = Exp.1 Exp.2 Exp.3 X GP1

2011 7/8 4/8 5/8 0.66 4
2019 4/8 3/8 3/8 0.41 1
2021 5/8 5/8 3/8 0.5 2
UNAL 4/8 4/8 5/8 0.54 3
Uchuva 4/8 7/8 6/8 0.7 5

Segun los datos presentados en la Tabla 6, que muestran los resultados obtenidos de los
cultivos duales con la variedad de clavel SH2, susceptible, se observan diferentes niveles de
crecimiento de los aislados de FOX en el interior de los tallos de las plantas. Estos resultados
permiten establecer una relacion entre la velocidad de desarrollo del parasito dentro del tallo

y su nivel de patogenicidad.

Con base en estos hallazgos, el aislado mas patogénico fue Uchuva, seguido por 2011. Por
otro lado, los aislados menos patogénicos, en orden de menor a mayor, fueron 2019, que

mostrd el valor mas bajo de crecimiento, seguido por 2021 y UNAL.



3.6. Pruebas de patogenicidad de los aislados de FOX en células de las diferentes

variedades de clavel

3.6.1. Prueba de patogenicidad de FOX con la variedad de clavel 395(R)

Las pruebas de cultivo dual con microplantas, presentadas en el numeral anterior, se llevaron
a cabo para comparar la respuesta de las microplantas con la de las células en el ensayo dual
frente a los diferentes aislados de Fusarium oxysporum (FOX). Este enfoque busca demostrar

que las células responden de manera similar a las plantas cultivadas in vitro.

La Figura 8 muestra los resultados del cultivo dual de las células de la variedad 395

(resistente) en interaccion con los distintos aislados de FOX.

395-UNAL 395-
395-2011 (a) | 395-2019 (b)  395-2021 (C) Control (f)
(d) Uchuva(e)

Figura 6. Ensayo de patogenicidad de los aislados de Fusarium oxysporum (FOX) en las

células de clavel de la variedad 395 (resistente) en cultivo dual, enfrentadas con los cinco
aislados durante 7 dias. En a, corresponde al aislado 2011; en b, al aislado 2019; en ¢, al
aislado 2021; en d, al aislado UNAL; y en e, al aislado Uchuva. En las fotos se observan las
diferencias en el crecimiento de los diferentes aislados de FOX enfrentados a la variedad
resistente 395. f muestra el control de crecimiento de FOX (2019) sin la presencia de células

de clavel.

En el ensayo presentado en la Figura 8, se midi6 el crecimiento del hongo hacia las células
en el ensayo dual, como se describe en el apartado 2.7, durante un periodo de siete dias. En
la Gréfica 1, se observa un crecimiento maximo de 3.9 cm en los aislados de Uchuva 'y 2019,

mientras que el aislado de 2021 mostr6 un crecimiento significativamente menor, de 2.2 cm.



Estos resultados sugieren que la variedad 395 presenta una mayor sensibilidad a los aislados

de Uchuva y 2019, y una mayor resistencia al aislado de 2021.

Por otro lado, los aislados de 2011 y UNAL mostraron un comportamiento similar durante
los primeros tres dias. Sin embargo, a partir de ese momento, se evidencid un cambio en la
patogenicidad del aislado UNAL, que alcanzd un crecimiento de 3.6 cm, superando

significativamente al aislado de 2011, cuyo crecimiento fue de 2.6 cm.
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Grafica 1. Crecimiento de cada uno de los aislados de Fusarium oxysporum (FOX) en el
ensayo dual con células de la variedad 395 (resistente). Se observa una velocidad de
crecimiento que varia dependiendo del aislado de FOX: 2011, 2019, 2021, UNAL y Uchuva.
El mayor crecimiento se registra para Uchuva y 2019, mientras que el menor se observa para
2021. Esta diferencia en el crecimiento se relaciona con variaciones en la patogenicidad o

capacidad patogénica de los aislados.

3.7. Prueba de patogenicidad de FOX con células de la variedad de clavel
F1B2(MR)

La variedad F1B2, caracterizada como parcialmente resistente a Fusarium oxysporum
(FOX), mostrd en este ensayo un crecimiento uniforme de la mayoria de los aislados, como

se observa en la Figura 9. Se destaca una mayor resistencia al aislado 2021, evidenciada por



un menor crecimiento del hongo hacia las células. En contraste, los aislados 2019 y Uchuva

presentaron un mayor crecimiento, lo que indica una mayor agresividad de estos aislados.

F1B2-2011 @ F1B2-2019 F1B2-UNAL F1B2-
F1B2-2021 (¢) Control (f)

Figura 7. Ensayo de patogenicidad de los diferentes aislados de Fusarium oxysporum (FOX)
en las células de la variedad F1B2, con los cinco aislados: 2019, 2011, 2021, UNAL, y
Uchuva, que crecieron durante 7 dias. Se puede observar el menor crecimiento del hongo en
el aislado 2021 (c), lo cual se interpreta como una menor virulencia del aislado o una mayor
resistencia de la variedad de las células de clavel al crecimiento del hongo. Por otro lado, el
mayor crecimiento del hongo se presenta en el aislado 2019. La figura 9 (f) corresponde al

control de crecimiento de FOX (Uchuva) sin la presencia de células de clavel.

Al ser F1B2 una variedad de clavel parcialmente resistente, en la Grafica 2 se observa el
crecimiento de los diferentes aislados de Fusarium oxysporum (FOX), donde el aislado 2019
muestra un mayor crecimiento y el aislado 2021 un menor crecimiento en el cultivo dual.
Este mismo comportamiento se observo en el caso anterior con respecto a estos dos aislados,
lo que sugiere que el crecimiento del hongo esta determinado por su patogenicidad, mas que

por la respuesta de la variedad de células de la planta de clavel.
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Grafica 2. Ensayo de patogenicidad de los aislados de Fusarium oxysporum (FOX) en la
variedad de clavel F1B2 con los cinco aislados de FOX (2019, 2011, 2021, UNAL, Uchuva)
durante los 7 dias que dura el experimento. Los aislados de FOX presentaron un crecimiento
uniforme y lineal durante el tiempo del experimento. F1B2 presenta mayor resistencia al
aislado 2021 que al aislado de 2019. De otra forma, el aislado 2019 en este caso es el mas

patogénico y el aislado 2021 es el menos patogénico

3.8.  Prueba de patogenicidad de FOX con la variedad SH2(S) de clavel

La Figura 10, muestra el comportamiento de los aislados de Fusarium oxysporum (FOX) en
la variedad SH2 de clavel, caracterizada como susceptible, se observa un crecimiento notable
de los aislados 2019 y Uchuva en comparacion con el crecimiento mas reducido del aislado

2021 al séptimo dia del experimento.

SH2-2019 SH2-UNAL SH2-
SH2-2011 (a) SH2-2021 (c) Control (f)
(b) (d) Uchuva(e)




Figura 8. Ensayo de patogenicidad de Fusarium oxysporum (FOX) en la variedad SH2
(susceptible) de clavel con los cinco aislados de FOX (2019, 2011, 2021, UNAL, Uchuva)
durante los 7 dias del experimento. Se observa un menor crecimiento del hongo en el aislado
2021 y un mayor crecimiento en los aislados Uchuva y 2019. Es notable observar las
variaciones de color de las colonias de un mismo aislado cuando se enfrentan a diferentes
variedades de células de clavel. Por ejemplo, comparar las figuras 7, 8 y 9 para el aislado
2019. Nuevamente, en f, se presenta el control del aislado Uchuva en crecimiento sin la

presencia de células.

Durante los 7 dias del experimento, los resultados revelan que la variedad SH2 de clavel
presenta una mayor resistencia a los aislados de Fusarium oxysporum (FOX) 2011 y 2021,
con valores de crecimiento de 2.8 cm y 2.7 cm, respectivamente. En contraste, muestra una

mayor susceptibilidad al aislado UNAL, que alcanzé un crecimiento final de 3.9 cm.

Se observa una diferencia inicial en el crecimiento entre los aislados de 2019 y UNAL, siendo
el aislado 2019 mas patogénico durante los primeros dias. Sin embargo, al finalizar el periodo
experimental, ambos aislados presentaron un comportamiento similar, con valores de

crecimiento de 3.8 cm y 3.9 cm, respectivamente.
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Grafica 3. Ensayo de patogenicidad de Fusarium oxysporum (FOX) en la variedad de clavel
SH2 (susceptible) con los cinco aislados de FOX (2019, 2011, 2021, UNAL, Uchuva) durante
los 7 dias que dura el experimento. Los diferentes aislados de FOX presentaron un
crecimiento uniforme y lineal a lo largo del experimento. Se evidencié un crecimiento
reducido en los aislados 2011 y 2021, mientras que los aislados 2019 y UNAL mostraron una

mayor patogenicidad debido a su rapido crecimiento.

3.9. Prueba de patogenicidad de FOX con la variedad de clavel 6515

La variedad de clavel 6515 es conocida por su susceptibilidad parcial o medianamente
susceptible a Fusarium oxysporum (FOX). En la Figura 11, se muestra el ensayo de
resistencia de esta variedad de clavel con los cinco aislados de FOX. En este caso, los aislados
de 2019, 2021, UNAL y Uchuva exhiben una coloracion micelial exclusivamente blanca. Sin
embargo, el aislado de 2011 se distingue por ser el tinico con una coloraciéon morada. En este
ensayo, el mayor crecimiento del hongo se registro en el aislado 2019 y el menor en el aislado

2021.
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Figura 9. Ensayo de patogenicidad de Fusarium oxysporum (FOX) en la variedad de clavel
6515 (MS) con los cinco aislados de FOX (2019, 2011, 2021, UNAL y Uchuva) durante 7
dias. Se observa un menor crecimiento de los aislados 2021 y Uchuva, y un mayor

crecimiento en los aislados 2019 y UNAL, en comparacion con el control.

La variedad de clavel 6515 mostré una mayor sensibilidad al aislado 2019, alcanzando un
crecimiento de 4.5 cm. No obstante, el comportamiento del aislado UNAL fue relativamente
similar, con una diferencia de solo 0.4 cm. En contraste, 6515 presentd una mayor resistencia

al aislado 2021, registrando un crecimiento de 2.5 cm en siete dias.

Por su parte, los aislados 2011 y UNAL mostraron comportamientos similares, con
crecimientos de 3.5 cm y 3.7 cm, respectivamente, como también se observé en la variedad
F1B2. Sin embargo, 6515 mostré una mayor susceptibilidad en comparaciéon con F1B2, ya
que los valores de crecimiento de los aislados de Fusarium oxysporum (FOX) fueron, en

general, mas altos.
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Grafica 4. Ensayo de patogenicidad de Fusarium oxysporum (FOX) en la variedad de clavel
6515, parcialmente susceptible, con los cinco aislados de FOX (2019, 2011, 2021, UNAL y
Uchuva) durante los 7 dias del ensayo. Se observo un mayor crecimiento en el aislado 2019

en comparacion con el aislado 2021.

Tabla 7. Comparacion de los valores del crecimiento de los diferentes aislados de Fusarium
oxysporum (FOX) en las distintas variedades de clavel utilizadas en este estudio. Xa es el
promedio del crecimiento de cada uno de los aislados en todas las variedades de clavel
utilizadas, y Xv es el promedio del crecimiento de todos los aislados en cada variedad. GP2
indica el valor de la escala de patogenicidad, cuya explicacion se encuentra en la Tabla 1.
Los valores mas bajos de crecimiento de los diferentes aislados de FOX para el ensayo con
cada variedad de clavel se presentan en azul, mientras que los valores mas altos se destacan

en rojo.

Variedad = 2011 2019 | 2021 UNAL Uchuva Xv

395(R) 26 39 | 22 3.6 3.9 3.2
FIB2(MR) 3.1 48 | 2.1 35 43 3.5
SH2(S) 28 | 38 | 27 3.9 3.6 3.3

6515(MS) = 3.5 45 25 | 37 4 3.6



Xa 3.0 4.2 23 3.6 3.9 3.4
GP2 2 5 1 3 4

Los resultados obtenidos en los ensayos de patogenicidad de los aislados de Fusarium
oxysporum (FOX) frente a las variedades de clavel con diferentes niveles de resistencia o
susceptibilidad a FOX presentan diferentes interpretaciones, dependiendo del anélisis de las

células de la planta y su respuesta, o del analisis del aislado de FOX y su patogenicidad.

En la Tabla 7, se presentan los valores mas bajos de crecimiento de los aislados en azul,
enfrentados a cada variedad de clavel. En este caso, el menor crecimiento se registro en el
aislado 2021 contra la variedad F1B2 (PR). En general, el aislado 2021 presentd los valores
mas bajos de crecimiento en todos los enfrentamientos contra las variedades de clavel. En
contraste, el aislado 2019 present6 el mayor crecimiento (en rojo) en todos los ensayos,

especialmente en la variedad F1B2 (PR) de clavel.

En resumen, los mayores crecimientos promedio (GP2 con un valor de 5) se produjeron en
el aislado 2019, seguido por el aislado Uchuva con un GP2 de 4. Los aislamientos UNAL y
2011 mostraron GP2s de 3 y 2, respectivamente. Finalmente, el aislado 2021, con un GP2 de
1, registr6 en todos los casos los menores crecimientos, lo que lo clasifica como el menos

patogénico.

La variable Xv permite identificar el comportamiento de las diferentes variedades de clavel
frente a los aislados de FOX. El crecimiento promedio de todos los aislamientos fue de 3.4
cm. En todos los casos, el menor crecimiento se registrd en la variedad 395, considerada
resistente. Por otro lado, la variedad 6515, considerada parcialmente susceptible, present6 el
mayor crecimiento de los aislados de FOX. Estos resultados corroboran la capacidad del
ensayo dual de células vs hongo para determinar la capacidad de respuesta de la planta y la

virulencia del parésito.

El hecho de que el mayor crecimiento de un aislado ocurra en la misma variedad en la que el
menor crecimiento de otro aislado se presenta, demuestra la capacidad de crecimiento

diferencial entre los aislados. Dado que estos aislamientos son monosporicos, esta



observacion es una evidencia importante para considerar que la variacion en la patogenicidad

del aislado produce una respuesta diferencial de resistencia en la planta.

Tabla 8. Comparacion de los valores de la variable GP (grado de patogenicidad) entre los
ensayos en microplantas y los ensayos en células. Un valor de 5 indica el mayor grado de
patogenicidad del aislado de Fusarium oxysporum (FOX), mientras que un valor de 1, segiin
una escala arbitraria de valores de patogenicidad calificados de 1 a 5, indica el menor grado

de patogenicidad del aislado de FOX.

2011 2019 2021 | UNAL | Uchuva

GP1 (Microplantas) 4 1 2 3 5
GP2
2 5 1 3 4
(Células)

En la Tabla 8 se presentan los valores de la variable GP comparativamente en los ensayos de
los aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX) en cultivo dual con microplantas (GP1) y
con células (GP2). El aislamiento Uchuva mostré ser uno de los mas patogénicos en ambos
casos. Sin embargo, para el aislado 2019, que se mostrd altamente patogénico en el ensayo

dual con células, no se observo el mismo comportamiento en las microplantas.

El aislamiento UNAL mostr6 un comportamiento similar tanto en microplantas como en
células, al igual que el aislado 2021. Por el contrario, el aislamiento 2011 se presenté como

mas patogénico en el ensayo con microplantas.

3.10. Analisis estadistico

En la Grafica 5 se presenta la distribucion de los crecimientos de los cinco aislados de
Fusarium oxysporum (FOX) en las diferentes variedades de clavel. Se observa que la
variedad 395 presenta un crecimiento del hongo relativamente bajo, con una mediana de 2.65

cm, lo cual sugiere que esta variedad presenta una resistencia frente al crecimiento de los



diferentes aislados de FOX en comparacion con el control y las variedades susceptibles.
Similarmente, la variedad F1B2 muestra un crecimiento promedio del hongo con una

mediana de 2.55 c¢m, lo que indica una resistencia a FOX.

Por otro lado, la variedad 6515 tiene una mediana alta, alrededor de 3.0 cm, lo que indica que
esta variedad es susceptible al crecimiento de FOX. Este comportamiento se observa
igualmente en la variedad SH2, que tiene una mediana alrededor de 3.25 cm, cercana al valor
maximo del control, lo que indica que esta variedad también es susceptible al patogeno en

los ensayos duales en la caja de Petri.
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Grafica 5. Crecimiento de Fusarium oxysporum (FOX) en las diferentes variedades de
clavel. Diagrama de cajas (Boxplot) que muestra la distribucion del crecimiento del patogeno
en centimetros para las cuatro variedades de Dianthus caryophyllus: 395 (resistente), F1B2
(parcialmente resistente), SH2 (susceptible) y 6515 (parcialmente susceptible), mas el control
(crecimiento del hongo en el medio sin la presencia de las células de clavel). Se observa un
menor crecimiento del patdogeno en las variedades resistentes y un mayor crecimiento en las
variedades susceptibles, en comparacion con el control, que representa el crecimiento del

hongo sin las células de clavel presentes.
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Grafica 6. Diferencias en el crecimiento de los diferentes aislados de Fusarium oxysporum
(FOX) en los ensayos de resistencia con las variedades de clavel. Diagrama de cajas
(Boxplot) que muestra el crecimiento del hongo Fusarium oxysporum en centimetros, para
los diferentes aislados 2011, 2019, 2021, Uchuva y UNAL. Se observa que el aislado con
mayor crecimiento fue 2019, mientras que el de menor crecimiento fue 2021. Las diferencias
en el crecimiento de los diferentes aislados son muy marcadas, como se puede apreciar en el

diagrama.

De acuerdo con la Gréafica 6, se observa que los aislados de Fusarium oxysporum (FOX) que
tuvieron un comportamiento menos agresivo segiin el maximo de crecimiento fueron 2011 y
2021, ya que presentan las medianas mas bajas, de 2.5 cm y 2.0 cm respectivamente, lo que
indica un menor crecimiento del hongo y sugiere una menor patogenicidad. Ademas, se

evidencia poca variabilidad en los datos de estos aislados.

Por el contrario, los aislados que presentaron una mayor patogenicidad o agresividad en el
crecimiento fueron 2019, Uchuva y UNAL, debido a que tienen valores méximos mas altos

de 3.65 cm, 2.9 cm y 2.7 cm respectivamente, lo que indica un mayor crecimiento del hongo



y sugiere una mayor patogenicidad. Ademds, se observa una mayor variabilidad,

especialmente en los aislados 2019 y UNAL.

Histograma

[ S

Frecuencia

T T T T T
1.0 15 2.0 25 3.0 35 4.0 45

Crecimiento

Grafica 7. Histograma de la distribucion de los datos y Andlisis de varianza (ANOVA) de
dos vias. Los datos presentados en la Figura 12 parecen estar distribuidos de forma normal.
La grafica muestra una forma de campana simétrica (Campana de Gauss), con la mayor

frecuencia de los datos ubicados en el centro, y una disminucion gradual hacia los extremos.

El histograma de la Grafica 7 muestra una distribucion de frecuencias que se asemeja a una
distribucion normal. La distribucién se observa simétrica en torno al intervalo central (2.5 a
3.0), lo que indica una distribucién normal. Los valores de crecimiento en el histograma van

desde 1.0 hasta 4.5, abarcando un rango moderado de variabilidad.

En cuanto al Analisis de varianza (ANOVA) de dos vias representado en la Figura 11, se
observa que el factor "variedad" tiene un efecto significativo en la variable de respuesta al
nivel de 0.01, con un valor de p-valor = 0.002073. Por otro lado, el factor "Aislado" tiene un

efecto altamente significativo en la variable de respuesta al nivel de 0.001 (p-valor =2.379e-



08). Esto indica que tanto la "Variedad" como el "Aislado" afectan significativamente la

variable de respuesta medida en el andlisis.

> shapiro.test(aov_resi)
Shapiro-wilk normality test

data: aov_resi
W = 0.9652, p-value = 0.5274

Figura 10. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, utilizada para verificar que los residuos
del modelo de ANOVA siguen una distribucion normal. El valor de W se encuentra entre 0 y
1, lo que indica que los datos se distribuyen normalmente. El p-valor es 0.5274, lo que indica

que no se rechaza la hipotesis nula.

El resultado observado en la Figura 12 de la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk sugiere
que los residuos del ANOVA no presentan desviaciones significativas de la normalidad. Esto
es crucial, ya que uno de los supuestos del ANOVA es que los residuos deben seguir una
distribucion normal. Dado que este supuesto parece cumplirse, basandonos en el valor de p

de 0.5274, se puede confiar en los resultados del ANOVA realizado.

Igualmente, el grafico de los residuos estandarizados representado en la Figura (4nexos)
muestra que los puntos siguen de cerca la linea de referencia diagonal. Esto respalda la
conclusion obtenida de la prueba de Shapiro-Wilk: los residuos del modelo ANOVA pueden

ser considerados como provenientes de una distribucién normal.
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Grafica 8. Representacion visual de las comparaciones multiples de Tukey HSD entre los
resultados del crecimiento de los aislados de Fusarium oxysporum (FOX) en las diferentes
variedades. Se observan diferencias significativas entre las variedades 6515 - 395 y FIB2 -

6515. El resto de las comparaciones no muestran diferencias significativas, ya que sus

intervalos de confianza cruzan la linea de cero.
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Grafica 9. Representacion visual de las comparaciones multiples de Tukey HSD entre los
aislados de Fusarium oxysporum (FOX). Se observan diferencias significativas para los
aislados 2019 y 2011, 2021 y 2011, 2021 y 2019, UNAL y 2019, y UNAL y 2011. Algunas
comparaciones no muestran diferencias significativas, ya que sus intervalos de confianza

cruzan la linea de cero.

Segin la prueba de Tukey observada en la Figura (Anexos), podemos observar la
comparacion entre las variedades 6515 / 395 de clavel, donde se muestra una diferencia de
medias de 0.48 con un intervalo de confianza de 0.02947338 a 0.9305266 y un valor p
ajustado de 0.0339800. Esto sugiere que hay una diferencia significativa entre estas dos

variedades a un nivel de confianza del 95%.

Por otro lado, la comparacion entre los aislados 2019 / 2011 de Fusarium oxysporum (FOX)

muestra una diferencia de medias de 1.12 con un intervalo de confianza de 0.66947338 a



1.5705266 y un valor p ajustado de 0.0000091. Esto indica una diferencia significativa entre

estos dos aislados.

Por lo tanto, las comparaciones con valores p ajustados significativos indican que existen

diferencias estadisticamente significativas entre esas combinaciones especificas.

3.11. Obtencion de ADN de Células de Clavel

En la figura 13 se presenta la visualizacion del ADN de las variedades de clavel utilizadas en
este estudio que se usé para corroborar la presencia de los diferentes genes que se utilizaron
en este trabajo, obtenido con el método descrito en metodologia bajo el titulo “Extraccion de

ADN de microplantas in vitro”.

MM 395 F1B2 SH2 6515
1 2 3 4 5 ‘
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Figura 11. Electroforesis en agarosa al 1% de ADN gendmico visualizado con bromuro de
etidio al 0.001%, obtenido de células de las variedades de clavel 395, F1B2, SH2 y 6515.

MM representa el patron de pesos moleculares.

3.12. Amplificacion por PCR de genes involucrados en la respuesta a FOX en el

DNA de células de clavel

Se probaron los genes alcohol deshidrogenasa (ADH), arginina descarboxilasa (ADC),

antocianina 5-O-glucosiltransferasa (UGT) y chitin 4-like glicosil hidrolasa (CTS) (Figura



14) entre los genes seleccionados en este estudio, con el fin de evaluar su presencia en el

genoma de las cuatro variedades de clavel estudiadas (Tabla 3).

Figura 12. Producto de la amplificacion por PCR de los genes alcohol deshidrogenasa
(ADH) en los primeros cuatro carriles (de izquierda a derecha), arginina descarboxilasa
(ADC) en los carriles cinco al ocho, antocianina 5-O-glucosiltransferasa (UGT) en los
carriles nueve al doce, y chitin 4-like glicosil hidrolasa (CTS) en los ultimos cuatro carriles.
MM representa el patron de peso molecular Hyperladder II Bioline. Se observd una baja

amplificacion de los genes ADC y UGT en el ADN de la variedad 395.

Para los genes arginina descarboxilasa (ADC) y antocianina 5-O-glucosiltransferasa (UGT)
en el ADN de la variedad 395, se presentd una baja amplificacion. Por ello, se decidid
amplificar otros genes presentes en el genoma de clavel, como se muestra en la Figura 15:
proteina ribosomal, fructoquinasa y factor de iniciaciéon 5 A, para probar el ADN de esta
variedad. La baja amplificacion de ADC y UGT puede deberse a una baja presencia en el
nimero de copias en el genoma de la variedad 395. Al utilizar cantidades muy altas de ADN
para la PCR, se logré amplificar los genes ADC y UGT (Figura 16), confirmando lo

anteriormente analizado.



Figura 13. Productos de amplificacion por PCR de los genes: proteina ribosomal en los
primeros cuatro carriles (de izquierda a derecha), fructoquinasa en los siguientes cuatro
carriles y factor de iniciacion 5A en los ltimos cuatro carriles. MM representa el patron de

peso molecular Hyperladder II.

Figura 14. Productos de amplificacion por PCR de los genes arginina descarboxilasa (ADC)
en los carriles 2 y 3, y antocianina 5-O-glucosiltransferasa (UGT) en los carriles 4 y 5. El

patron de peso molecular en este caso es Hyperladder I de Bioline, ubicado en el carril 1.



Figura 15. Productos de amplificacion por PCR de los genes (de derecha a izquierda): Beta-
1,3-glucanasa (GLU), Via de senalizacion mediada por acido salicilico (RDC), Homologo a
peroxidasas (PER) y Fenilalanina amoniaco liasa (PAL). MM representa el patron de peso

molecular Hyperladder II.

3.13. Obtencion de RNAtotal, mRNA y RT-qPCR

El modelo de trabajo que enfrenta las células indiferenciadas con los aislados de Fusarium
oxysporum (FOX) ha sido ampliamente utilizado por el grupo de investigaciones en multiples
estudios. En estos trabajos, se ha demostrado que las células reconocen la presencia del
parasito antes del contacto fisico (elicitacion) y responden quimicamente activando los
mecanismos de resistencia. Como parte de la elaboracion de un modelo mas robusto de la
respuesta del clavel a la presencia del parasito, en este estudio se propuso trabajar con la
elicitacion de microplantas in vitro, lo cual permitiria la obtencion de mRNA de estas

microplantas elicitadas con los diferentes aislamientos de FOX.

El primer paso consistid en obtener microplantas con un sistema radicular bien definido,
como se observa en las Figuras 2 y 3. Posteriormente, se procedié a elicitar las plantas
infectandolas con FOX de los diferentes aislados, de acuerdo con el método descrito en la

metodologia y los resultados presentados en la Tabla 6.

Debido a que la cantidad de raices de las diferentes variedades de clavel usadas variaba
significativamente entre las variedades, y la masa radicular requeria mucho tiempo para
formar una cantidad util de raices para la extraccion y obtencion de RNA, se tomo la decision
de realizar el andlisis de la variacion de la actividad de la expresion de los genes de resistencia

seleccionados para este estudio utilizando los diferentes aislados de FOX en cultivo dual con



c¢lulas indiferenciadas. Estas células se obtienen y cultivan de una forma mas sencilla y se

producen en cantidades suficientes para realizar los ensayos.

rRNA 28S

rRNA 18S

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de RNA total obtenido de células de las
variedades resistente y susceptible de clavel. Carriles 1 y 2 contienen RNA total de la
variedad SH2 (susceptible, S). Carriles 3 y 4 contienen RNA total de la variedad 395
(resistente, R). Se observa una variacion en la cantidad de RNA obtenido entre las diferentes

variedades.

En la Figura 18 se presenta un ensayo de calidad del RNA total obtenido de las variedades
SH2 (susceptible) y 395 (resistente). Se observa una diferencia importante en la
concentracion de RNA total entre la variedad susceptible, donde las bandas son mas
prominentes, y la variedad resistente, donde las bandas estdn menos marcadas. Este resultado

estd directamente relacionado con la respuesta a la presencia del parasito.

Figura 17. Electroforesis de RNA total de la variedad 395 (resistente) elicitada con los cinco

aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX): 1. 2019, 2. 2011, 3. 2021, 4. UNAL y 5.



Uchuva. Se observa de forma preponderante la banda 28S rRNA, y debajo de esta, dos bandas
que corresponden al 18S rRNA y 5S rRNA.

De acuerdo con los resultados observados en la Figura 19, se puede deducir que existen
variaciones significativas en la produccion de RNA en una misma variedad de clavel elicitada
con diferentes aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX), los cuales presentan variacion
en la patogenicidad. Esto es similar a lo que ocurre en diferentes variedades de clavel con

respuesta diferencial a la presencia del hongo, como se muestra en la Figura 17.

Este RNA total se utiliz6 para realizar los ensayos de qPCR. Para ello, como se menciono en
la metodologia, se realizaron inicialmente pruebas de RT-PCR para establecer la presencia
de los mRNA de los genes seleccionados para este estudio en el RNA total de las células de

las variedades de clavel elicitadas.

Figura 18. RT-PCR con RNA total extraido de las células de la variedad 395 para los genes:
A) B-glucanasa (282pb) (indicada con flecha) y B) Alcohol deshidrogenasa (housekeeping)
(764pb) (indicada con flecha). Carriles 1 y 7 contienen el patron de pesos moleculares
Hyperladder I. Carriles 2 y 8, células elicitadas con el aislado 2011. Carriles 3 y 9, elicitacion
con el aislado 2019. Carriles 4 y 10, elicitacion con el aislado 2021. Carriles 5 y 11, elicitacion

con UNAL. Carriles 6 y 12, elicitacién con Uchuva.



Los resultados presentados como producto de la RT-PCR de los diferentes genes permiten no
solo determinar la presencia del mRNA del gen en cuestion, sino que también permiten
estimar de manera indirecta la cantidad de mRNA de ese gen segln el grosor de la banda en

la electroforesis del producto de amplificacion PCR.

Como se observa en las Figuras 20 y 21, se presentan dos ejemplos ilustrativos de lo anterior.
En el primer caso (Figura 20), en la electroforesis en A, todos los ensayos de la misma
variedad (395) elicitada con los cinco aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX) muestran
una cantidad similar de amplificado en todos los casos, a pesar de que el gen GLU no es un
gen housekeeping. Por el contrario, en la electroforesis en B del gen ADH, se observa una
variacion significativa en la amplificacién del mRNA del gen, a pesar de que este gen es un

housekeeping.

Figura 19. Resultado de la RT-PCR de las variedades 395 (Ay C) y SH2 (B y D) elicitadas
con los aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX). Los carriles A y B muestran la
amplificacion del gen RDC (gen mediador de la via del 4cido salicilico), mientras que los
carriles C y D muestran la amplificacion de los genes PAL (Fenilalanina Amonioliasa) y UGT
(Antocianina Glucosiltransferasa). El marcador Hyperladder I de Invitrogen se encuentra en

los carriles 1 de A, C y D y el marcador Easyladder I en el carril 1 en B.



Los resultados de RT-PCR con los genes evaluados mostraron que todos los genes en
evaluacion estan presentes en forma de mRNA en las dos variedades de clavel, SH2 y 395.
Esto indica que los genes seleccionados se estdn expresando en ambas variedades, tanto en

las células elicitadas como en las no elicitadas.

Por otro lado, para una misma variedad, se observan diferencias en la densidad de las bandas
dependiendo del aislamiento de Fusarium oxysporum (FOX) utilizado para la elicitacion.

Estas diferencias son mas marcadas en la variedad SH2 (S) en comparacion con la variedad

395 (R).

a 395 SH2

1A 2A 3A 4A| 1B 2B 3B 4B |

SIZE (bp)

SIZE (bp)
1013 —

1013 900 —»

900 800 —

800 700 —

700 600 —=

600

Figura 20 RT-PCR de las variedades 395 y SH2 elicitadas con el aislamiento de Fusarium
oxysporum (FOX) 2019. Los genes CTS se muestran en los carriles 2A y 2B, los genes PER
en los carriles 3A y 3B, y el gen RLK en los carriles 4A y 4(Las electroforesis fueron
realizadas por Katheryn Buitrago, estudiante del programa de Biologia, como parte de su

PEC con el mRNA obtenido en el presente trabajo).



Figura 21. RT-PCR del gen PAL en la variedad 395: Carril 1 contiene el aislado 2019, carril
2 el aislado 2011, carril 3 el aislado 2021, carril 4 UNAL y carril 5 Uchuva.

3.14. Evaluacion de los valores de expresion de genes involucrados en la resistencia

del clavel por la elicitacion con diferentes aislados de FOX por RT-qPCR

Se realizd una evaluacion inicial de los genes GLU y CTS en las cuatro variedades en estudio,
sin elicitar con los aislamientos de FOX. En la Gréfica 10 se muestra el comportamiento de
los genes por RT-qPCR, donde se observa que para las variedades 395 y F2H2 (resistentes),
estas tienen una expresion basal mas alta para este gen, mientras que las variedades SH2 y
6515 (susceptibles) presentan una expresion basal claramente mas baja. Para el caso del gen
CTS, la expresion basal de este gen se repite de la misma forma que en el caso anterior:
mayor expresion para 395 y F2H2, y menores valores de expresion para SH2 y 6515. Para
otros genes (PAL y UGT), el comportamiento fue similar, con una mayor expresion en las

variedades resistentes y menor en las variedades susceptibles.
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Grafica 10. Valores de expresion basal de los genes GLU (A), CTS (B), PAL (C) y UGT (D)
en las variedades en estudio SH2, 6515, 395 y F2H2, utilizando RT-qPCR sin elicitacién con

los aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX).

La Grafica 11 se muestra el perfil de expresion del gen ADH en las variedades SH2 y 395,
elicitadas con diferentes aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX), utilizando la técnica
de RT-qPCR. Las curvas de expresion son mas prominentes en la variedad SH2 que en 395.
La expresion del gen varia en cada variedad y se muestra con diferentes valores al ser

expuestas a los distintos aislados.

El aislamiento 2011 tuvo un bajo efecto en la activacion de la transcripcion de este gen en
ambas variedades. En contraste, el aislamiento 2021 produjo la mayor activacion de la
transcripcion en SH2, mientras que mostrd el menor valor de activacion en la variedad 395.
El aislamiento Uchuva presento los valores mas altos de activacion de la transcripcion en

ambas variedades de clavel. Los aislados UNAL y 2019 mostraron un comportamiento



similar en las dos variedades, con valores intermedios en la activacion de la transcripcion del

gen ADH.
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Grafica 11. Resultados de la técnica RT-qPCR para el gen alcohol deshidrogenasa (ADH) en
las variedades 395 (Ay C) y SH2 (B y D) elicitadas con los diferentes aislados de Fusarium
oxysporum (FOX). Las graficas A y B muestran las curvas de los ciclos de qPCR, mientras
que las graficas C y D representan las barras de los valores acumulados durante la

amplificacion.

En la grafica 12 se observa el comportamiento en los valores de transcripcion del gen ADC.
Al igual que en casos anteriores, el aislamiento de Fusarium oxysporum (FOX) Uchuva

mostrd el mayor valor de activacion de la transcripcion en las variedades 395 y SH2 de clavel.

El aislamiento de FOX 2011 produjo el menor valor de transcripcion en la variedad 395 y el
segundo mayor valor en la variedad SH2. En esta ultima, se observd que los valores de
activacion de la transcripcion fueron muy cercanos entre todos los aislamientos. Por el

contrario, en la variedad 395, los valores de activacion de la transcripcion entre los aislados



Uchuva y 2011 fueron muy diferentes. Los aislamientos UNAL y 2021 presentaron valores

intermedios.
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Grafica 12. Resultados de la técnica RT-qPCR para el gen Arginina Descarboxilasa (ADC)
en las variedades de clavel 395 (Ay C) y SH2 (B y D) elicitadas con los diferentes aislados
de Fusarium oxysporum (FOX). Las graficas A y B muestran las curvas de los ciclos de
qPCR, mientras que las graficas C y D representan las barras de los valores acumulados

durante la amplificacion.

El gen de la Fenilalanina Amonioliasa (PAL) presento los niveles mas altos de amplificacion
en la variedad 395 de clavel cuando fue elicitada con el aislamiento Uchuva de Fusarium
oxysporum (FOX). En la variedad SH2, los niveles mas altos de expresion de PAL se

observaron en las elicitaciones con los aislados 2021 y Uchuva.

Los valores mas bajos de expresion de PAL se registraron en la elicitacion de SH2 con el

aislado UNAL y en la elicitacion de 395 con el aislado 2011. En la variedad 395, el gen PAL



presentd valores promedio cuando fue elicitada con los aislados UNAL y 2019. El

aislamiento 2019 se comportd de manera similar al anterior en la variedad SH2.
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Grafica 13. Resultados de la técnica RT-qPCR para el gen Fenilalanina Amonioliasa (PAL)
en las variedades de clavel 395 (Ay C) y SH2 (B y D) elicitadas con los diferentes aislados
de Fusarium oxysporum (FOX). Las graficas A y B muestran las curvas de los ciclos de
qPCR, mientras que las graficas C y D representan las barras de los valores acumulados

durante la amplificacion.

Para el gen Antocianina 5-O-glucosiltransferasa (UGT), se observa en la Grafica 14 que en
la variedad 395 la mayor expresion del gen se encontrd cuando esta fue elicitada con el
aislamiento UNAL, y el menor valor de expresion se obtuvo con el aislamiento 2021. Por el
contrario, en la variedad SH2, el gen UGT presentd una mayor expresion cuando fue elicitada

con el aislamiento Uchuva y el menor valor de expresion se observo con el aislamiento 2011.
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Grafica 14. Resultados de la técnica RT-gPCR para el gen Antocianina 5-O-
glucosiltransferasa (UGT) en las variedades de clavel 395 (Ay C) y SH2 (B y D) elicitadas
con los diferentes aislados de Fusarium oxysporum (FOX). Las graficas A y B muestran las
curvas de los ciclos de qPCR, mientras que las graficas C y D representan las barras de los

valores acumulados durante la amplificacion.

Para el gen Beta-1,3-glucanasa (GLU), se observa en la Gréafica 15 que en la variedad 395 la
mayor expresion del gen se encontr6 cuando fue elicitada con el aislamiento 2021, y el menor
valor de expresion se obtuvo con el aislamiento 2011. Por el contrario, en la variedad SH2,
el gen UGT presentd una mayor expresion cuando fue elicitada con el aislamiento Uchuva,

y el menor valor de expresion se observo con el aislamiento 2019.
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Grafica 15. Resultados de la técnica RT-qPCR para el gen Beta-1,3-glucanasa (GLU) en las
variedades de clavel 395 (A'y C) y SH2 (B y D) elicitadas con los diferentes aislados de
Fusarium oxysporum (FOX). Las graficas A y B muestran las curvas de los ciclos de qPCR,
mientras que las graficas C y D representan las barras de los valores acumulados durante la

amplificacion.

Para el gen relacionado con la via de sefalizacion del 4cido salicilico (RDC), se observa en
la Gréfica 16 que las diferencias no son muy marcadas entre las expresiones de la variedad
395 elicitada con los diferentes aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX). Los valores
mas altos de expresion en 395 se presentaron con los aislados UNAL y Uchuva, mientras que
los menores valores de expresion se observaron con los aislados 2019 y 2011.En cuanto a la
variedad SH2, los valores mas altos de expresion se registraron con el aislado Uchuva y los

valores mas bajos con el aislado 2011.
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Grafica 16. Resultados de la técnica RT-qPCR para el gen relacionado con la via de
sefializacion del acido salicilico (RDC) en las variedades de clavel 395 (Ay C)y SH2 (B y
D) elicitadas con los diferentes aislados de Fusarium oxysporum (FOX). Las graficas Ay B
muestran las curvas de los ciclos de qPCR, mientras que las graficas C y D representan las

barras de los valores acumulados durante la amplificacion.

Las evaluaciones de los valores de expresion de los genes Peroxidasa (PER), Receptor de
quinasas (RLK) y Quitina glicosil hidrolasa (CTS) se realizaron en las variedades 395 y SH2
de clavel con los cinco aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX). En este caso, se utilizo
la técnica de RT-PCR con cuantificacion por fluorometria del producto de la RT-PCR, debido
al dafio del equipo de qPCR. La RT-PCR se detiene cada 10 ciclos y se mide la concentracién
de ADN amplificado utilizando el método Qubit por fluorometria, luego se continua con la

PCR hasta completar 30 ciclos. Esta técnica se conoce como qPCR manual.

En la Gréafica 17 se muestran los resultados de la expresion de todos los genes en las
variedades 395 y SH2 elicitadas con todos los aislamientos de FOX utilizados en este estudio.
Se observa en la grafica que los niveles de expresion de los diferentes genes son distintos en

las dos variedades, correspondiendo a los niveles de resistencia de cada variedad. Es decir,




se observaron mayores niveles de expresion en la variedad resistente y menores en la

susceptible en todos los casos.
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Grafica 17. Suma de los valores de expresion de todos los genes en estudio en las variedades
395 y SH2 elicitadas con todos los diferentes aislados de Fusarium oxysporum (FOX)

utilizados en este estudio.

Comparando independientemente la expresion de cada uno de los genes en evaluacion (CTS,
PER y RLK) durante la elicitacion con cada uno de los aislados de Fusarium oxysporum
(FOX), se observa una variacion altamente significativa en la expresion en la variedad SH2.
Los valores més altos de expresion se consiguieron en el gen RLK, mientras que los menores

se observaron en CTS.

Los cambios mds importantes se presentaron en el gen PER, donde la elicitacion de SH2 con
el aislado 2011 mostro el valor mas alto de expresion del gen, y el valor mas bajo se presentd

en la elicitacion con UNAL. En este sentido, los datos son coherentes.



Para CTS, la mayor expresion se obtuvo con el aislamiento 2019 y la menor con Uchuva. En
el caso del gen RLK, la mayor expresion se dio con el aislamiento 2019 y la menor con

Uchuva.
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Grafica 18. Valores de expresion de los genes CTS, PER y RLK en las variedades SH2
elicitada con los aislamientos 2019, 2011, 2021, Uchuva y UNAL.
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Grafica 19. Valores de expresion de los genes CTS, PER y RLK en las variedades 395
elicitada con los aislamientos 2019, 2011, 2021, Uchuva y UNAL.

Para la variedad 395, en conjunto, los valores mas altos de expresion se encontraron en el
gen RLK en todos los casos, mientras que los menores se observaron en CTS. Para cada gen,
al igual que en el caso anterior, hay variaciones significativas en la expresion dependiendo

del aislamiento que elicitd su expresion, y ningun caso es igual al otro.

Al comparar SH2 con 395, se observa que PER es el gen que presenta la mayor expresion en
la variedad resistente (395), mientras que RLK muestra la mayor expresion en la variedad

susceptible (SH2).
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Grafica 20. valores de expresion de todos los genes analizados en este estudio para las dos
variedades 395 (R) y SH2 (S). En la parte A, se observan los valores de expresion de todos
los genes en ambas variedades, sin considerar el aislamiento utilizado para elicitarlas. En la
parte B, se muestran los valores de la expresion total de los genes estudiados en relacién con
el aislamiento utilizado. Estos resultados permiten comprender como cada variedad de clavel
responde genéticamente a diferentes aislamientos de Fusarium oxysporum (FOX),
ofreciendo una vision integral de la activacion y regulacion de los genes de resistencia en

clavel.
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Grafica 21. Compilacion de los valores de expresion de los diferentes genes utilizados en

este estudio.

4. DISCUSION

4.1. Resistencia y susceptibilidad de las variedades de clavel y niveles de

patogenicidad de los aislados de FOX

El modelo de interaccion hospedero/parasito, representado por el clavel y Fusarium
oxysporum (FOX), ha demostrado ser un enfoque valioso para investigar las relaciones entre
dos genomas en una relacidon parasitaria, utilizando evaluaciones in vitro con células de
variedades de clavel obtenidas mediante induccion hormonal y el hongo aislado y purificado
de plantas infectadas (Filgueira et al., 2024). Este modelo es particularmente 1til, ya que
elimina numerosas variables que pueden influir en los experimentos ex vitro, al mantener
constantes las condiciones de temperatura, humedad y luminosidad. Ademas, el uso de un

medio de cultivo estandarizado asegura que las concentraciones, el pH y la osmolaridad se



mantengan constantes a lo largo de los diferentes experimentos. De este modo, se logra aislar
metodoldgicamente los resultados del comportamiento de los genomas de las células de las
variedades evaluadas frente a los aislamientos de FOX, minimizando la influencia de

variables externas distintas a la interaccion bioldgica entre los dos organismos (Filgueira,

2011).

Un aspecto fundamental para la micropropagacion adecuada de células o microplantas es no
solo proporcionar los nutrientes necesarios, sino también prevenir la oxidacion de los tejidos,
un fenémeno causado por compuestos fendlicos producidos por la planta. Estos compuestos
son catalizados por la enzima polifenol oxidasa (PPO), que induce la produccion de quinonas,
lo que puede resultar en dafio celular y, potencialmente, en la muerte de las células. Este
fendmeno es una de las causas mas comunes de pérdida de material vegetal in vitro (Jukanti

y Jukanti, 2017).

En este estudio, se llevaron a cabo experimentos para evaluar la respuesta bioldgica del clavel
a la presencia de diferentes aislados del parasito, utilizando microplantas desarrolladas in
vitro en lugar del modelo celular tradicionalmente empleado por el grupo de investigacion
en Fitopatologia Molecular de la Universidad Militar Nueva Granada. Los ensayos
enfrentaron la dificultad del desarrollo radicular de las microplantas de clavel en condiciones
in vitro, lo cual coincide con los reportes de empresas dedicadas a la propagacion in vitro de
claveles (Ali et al., 2008), donde el enraizamiento de las plantulas se identifica como el
principal desafio. Como se presentd en los resultados, diferentes variedades de clavel
mostraron variaciones significativas en los valores de enraizamiento, medidos como la
cantidad de raices por planta. Dado que la infeccion por parte de FOX se produce a través de
las raices, las variaciones en los tiempos de aparicion y la lentitud en la formacion de raices
representaron un obstaculo para la realizacion de los ensayos de elicitacion, lo que llevo a la

decision de realizar todos los ensayos utilizando células de las variedades.

Las Figuras 1, 2 y 3 evidencian diferencias significativas en el crecimiento, tanto de las
células como de las microplantas, lo cual es crucial, ya que los ensayos de cultivo dual
dependen de la cantidad de células presentes y de su respuesta a la presencia del parésito.

Esta es la razon principal para llevar a cabo los ensayos duales con células, dado que la



variacion en el tamafio de las plantulas entre las diferentes variedades es notable, medida en

términos del tiempo de desarrollo de la microplanta.

Este trabajo demuestra que diferentes aislados de Fusarium oxysporum, separados en tiempo
y espacio (muestras recolectadas en diversas localidades de la sabana de Bogotd), presentan
diferencias en el comportamiento observado en el cultivo monosporico en cajas de Petri. Un
aspecto de interés es como los distintos aislados exhiben variaciones significativas en el
habito de crecimiento en las cajas de Petri, asi como en los colores y formas (Figuras 4 y 5),
tal como se ha documentado en estudios previos (Lopez-Zapata y Castano-Zapata, 2019).
Estas diferencias también se reflejaron en la presencia, ausencia y cantidad de las estructuras
reproductivas de los diferentes aislados de FOX (Figura 6), lo que representa un ejemplo del

polimorfismo genético que caracteriza a estos aislados.

Asimismo, se observaron diferencias en la patogenicidad entre los distintos aislados,
entendida como variaciones en el crecimiento en el cultivo dual de los diferentes aislados en
ensayos realizados con la misma variedad de clavel. Estos resultados corroboran los
obtenidos por Herndndez (2023) en ensayos realizados por el grupo de investigacion en

plantas ex vitro en invernadero.

La variacion en la pigmentacion puede estar relacionada con la virulencia del patégeno, como
se ha estudiado por (Solano-Baez et al., 2011), quienes encontraron que los micelios de
Fusarium verticillioides con tonalidades moradas eran mas virulentos que los micelios de
tonalidades blancas. La inclusion en este estudio de una forma especial de Fusarium
oxysporum diferente a dianthi, especificamente la forma especial peruvian proveniente de la
Uchuva (Physalis peruviana L) (Diaz et al., 2012), tuvo un doble proposito. Primero, contar
con un aislamiento de FOX que estuviera taxondémicamente alejado de los aislados dianthi.
Segundo, intentar demostrar que la diversidad genética de FOX es tan amplia que las formas
especiales no constituyen una clasificacion cerrada para representar la taxonomia de un grupo
heterogéneo, desde el punto de vista genético, que se relaciona patogénicamente con

multiples especies vegetales.

Se reconoce actualmente que Fusarium oxysporum constituye un grupo con especies
patogénicas y no patogénicas mostrando la plasticidad genética de este grupo de hongos, en

el 2019 se reconocian 106 formas espaciales bien caracterizadas (Edel-Hermann and C.



Lecomte, 2019). Algunos autores en la actualidad estan poniendo en duda la validez de las
f.sp. de FOX, maés allé de la variabilidad genética producto de la heterogeneidad del genoma
de este grupo en términos de las barreras biologicas que separarian diferentes formas especial

(Jackson et al., 2024), como claramente se muestra en este trabajo.

El cultivo dual, que implica el crecimiento simultaneo de la planta y el parasito en
condiciones in vitro como método para evaluar la respuesta de las células o microplantas a la
presencia del parasito, ha demostrado ser un método eficaz para establecer diferentes niveles
de resistencia o susceptibilidad de la planta frente al parasito (Filgueira, 2011). Este ensayo
no es simple desde la perspectiva de la interaccion entre estos dos organismos. Se ha
demostrado que la interaccion es de tipo bioquimico: los elicitores del parasito activan los
mecanismos de respuesta de la planta, lo que se refleja en el cultivo dual mediante la
disminucién de la velocidad de crecimiento del parasito, debido a los metabolitos que

restringen su desarrollo (Gomez-Corredor, 2021).

Los diferentes niveles de patogenicidad de los aislados de FOX se relacionan de manera
distinta con las diversas variedades de clavel, que presentan diferentes grados de resistencia
o susceptibilidad al parasito. Esto implica que las variaciones en la velocidad de crecimiento
del parasito en el cultivo dual son el resultado de la interaccion entre los dos genomas
enfrentados (Goémez-Corredor, 2021). Las variaciones observadas en los cultivos in vitro de
los diferentes aislados de FOX se reflejaron en la patogenicidad observada en los cultivos
duales con microplantas. En la Figura 6, se presentan los resultados de los ensayos duales en
microplantas, donde los promedios de los experimentos (3 repeticiones) indican que el
aislamiento Uchuva mostr6 el mayor avance del parasito dentro de la planta, utilizando la
variedad SH2 (S) como comparacion. El aislamiento 2019, por otro lado, mostrd el menor
avance dentro de la planta. Entre estos dos aislados, los resultados de avance en el interior de

las plantas fueron, en orden: 2011, UNAL y 2021.

La Tabla 7 presenta los datos de los cultivos duales con células de las variedades de clavel
enfrentadas a los diferentes aislados de FOX. Al igual que en el caso anterior, se realizaron
tres repeticiones y en la tabla se muestran los valores de crecimiento de las cuatro variedades
analizadas. El menor crecimiento del hongo en general se observo en la variedad 395, que se

ha catalogado como la mas resistente. En contraste, el mayor crecimiento de todos los



aislados se presento en la variedad 6515, clasificada como medianamente susceptible. Esto
indica que el aislamiento mas patogénico es 2019, seguido por Uchuva y UNAL, mientras
que los menos patogénicos fueron 2021 y 2011. Es relevante destacar que el aislamiento
Uchuva mostré una alta patogenicidad en el ensayo, superando a otros aislados de FOX.
Ademas, el aislamiento Uchuva mostré un comportamiento consistente en los ensayos con
microplantas y con células, evidenciando ser uno de los mas patogénicos para el clavel. Por
el contrario, el aislamiento 2019 mostr6é un comportamiento variable al enfrentarse al clavel,

como se ha observado en otros estudios realizados por el grupo de investigacion.

Es importante resaltar que estos organismos presentan una amplia variabilidad genética, lo
que los hace susceptibles a mostrar diferentes comportamientos (Mohd-Hafifi et al., 2024).
Un mismo aislamiento puede manifestar mas o menos agresividad dependiendo del
comportamiento de la variedad de clavel, ya sea en células o en microplantas. Esto subraya
el hecho de que se trata de un enfrentamiento entre dos genomas con altos niveles de

polimorfismo, un fendmeno que se puede observar claramente en la Tabla 8.

La interaccion entre Fusarium oxysporum (FOX) y las variedades de clavel analizadas, como
se presenta en la Grafica 5, revela patrones significativos en la resistencia y susceptibilidad
de las plantas frente a este patdogeno. La variedad 395, identificada como la mas resistente,
presenta un crecimiento del hongo notablemente bajo, con una mediana de 2.65 cm, lo que
sugiere que posee mecanismos de defensa eficaces que limitan la colonizacion por parte de
FOX. Este hallazgo es consistente con la literatura que destaca la importancia de la resistencia
varietal en el manejo de enfermedades en cultivos (Hernandez, 2024). Por otro lado, la
variedad 6515, con un crecimiento del hongo maés elevado (alrededor de 3.0 cm), plantea
interrogantes sobre su clasificacion previa como "medianamente susceptible". Este término
puede resultar confuso y sugiere la necesidad de adoptar un enfoque mas cuantitativo en la
evaluacion de la resistencia, utilizando métricas precisas que reflejen la capacidad de las

variedades para limitar el crecimiento del patégeno.

El analisis de los diferentes aislados de FOX, como se observa en la Grafica 6, proporciona
informacion valiosa sobre la variabilidad en la patogenicidad de estos. El aislamiento 2019,
que mostrd el mayor crecimiento (3.65 cm), sugiere una adaptacion o virulencia superior en

comparacion con los demas aislados. Este hallazgo es coherente con estudios previos que



han demostrado que la variabilidad genética entre aislados de patdégenos puede influir en su
capacidad para infectar y colonizar diferentes hospedadores (Smith et al., 2021). La
identificacion de Uchuva y UNAL como aislados de alta patogenicidad también resalta la
importancia de considerar la diversidad genética de los patogenos en el manejo de
enfermedades en cultivos, ya que como hemos demostrado en estudios anteriores diferentes

aislados responden de forma diferente a los agentes quimicos y bioldgicos de control.

El analisis de varianza (ANOVA) y la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, representados
en la Grafica 7 y la Figura 12, respectivamente, confirmaron la adecuacion de los datos para
el andlisis estadistico, reforzando la validez de los resultados obtenidos. La significancia
estadistica de los factores "variedad" y "aislado" en el crecimiento del hongo indica que tanto
la genética de la planta como la del patégeno juegan un papel crucial en la dinamica de la
enfermedad. Estos resultados son coherentes con estudios anteriores que han demostrado que
la interaccion entre el hospedador y el patogeno es multifacética y depende de multiples

factores, incluyendo la genética de ambos (Jones y Dangl, 2006).

Las comparaciones multiples de Tukey HSD, ilustradas en la Grafica 8 y la Grafica 9,
revelaron diferencias significativas entre ciertas variedades y aislados, subrayando la
necesidad de un enfoque selectivo en la eleccion de variedades para el cultivo. La diferencia
significativa entre las variedades 6515 y 395, asi como entre los aislados 2019y 2011, sugiere
que la seleccion de variedades resistentes y el monitoreo de la virulencia de los aislados son
estrategias clave para el manejo de Fusarium oxysporum en claveles. Este enfoque es
fundamental para desarrollar practicas de manejo integrado de plagas que minimicen el

impacto de este patdgeno en la produccion agricola.

En resumen, los resultados obtenidos en esta seccion de la discusion resaltan la complejidad
de la interaccion entre las variedades de clavel y los aislados de Fusarium oxysporum,
evidenciando la variabilidad en la resistencia y susceptibilidad de las plantas frente a
diferentes patdogenos. La utilizaciéon de un modelo in vitro ha permitido un andlisis mas
controlado y preciso de estas interacciones, eliminando variables externas que podrian influir
en los resultados. Las diferencias observadas en el crecimiento del hongo y la respuesta de
las microplantas subrayan la importancia de considerar tanto la diversidad genética de los

aislados de FOX como las caracteristicas especificas de cada variedad de clavel.



4.2.  Variacion de la expresion de genes de resistencia en clavel dependiente de la

variacion de la patogenicidad de aislamientos de FOX

Es fundamental resaltar que los genes seleccionados para este estudio han sido objeto de
analisis en investigaciones previas (Gomez-Corredor, 2021; Londofo, 2023). En el primer
estudio, se identificaron estos genes debido a su variacion en la expresion en diferentes
variedades de clavel, evaluadas con un unico aislamiento de Fusarium oxysporum (FOX)
mediante técnicas de secuenciacion de ARN mensajero (mMRNA-seq) por NGS. En el segundo
estudio, se analizo la expresion de los mismos genes en variedades elicitadas con un solo
aislamiento de FOX, utilizando técnicas de RT-qPCR. En el presente trabajo, se evaluan los
mismos genes en las mismas variedades, pero con diferentes aislamientos de FOX que
presentan distintos niveles de patogenicidad, con el objetivo de establecer variaciones en la

expresion de los genes en funcion de la variabilidad patogénica.

La seleccion previa de genes que mostraron variaciones significativas en la expresion entre
variedades resistentes y susceptibles al ser elicitadas con un unico aislamiento patogénico de
FOX sugiere que la resistencia en claveles contra Fusarium es un fendmeno multigénico y
multivariado. Esto implica la participacion de varios genes, cada uno con diferentes niveles
de expresion que lo pueden hacer de diferente forma o en diferentes momentos, variando sus
niveles de expresion para establecer un frente de respuesta que en conjunto produce un
fenotipo determinado que permite la resistencia o susceptibilidad de la planta (Filgueira et

al., 2024).

En primer lugar, se corrobor6 la presencia de los genes seleccionados en el genoma de las
variedades 395 (R), F1B2 (PR), SH2 (S) y 6515 (PS) mediante amplificacién por PCR con
cebadores especificos para estas secuencias génicas (Figuras 14, 15 y 16). La calidad del
ADN se evalu6 utilizando genes de referencia (housekeeping), como se muestra en la Figura
15. Posteriormente, se realizo la extraccion de RNA total de las variedades en estudio y se
evaluo la calidad de las extracciones mediante electroforesis en gel de agarosa, corroborando
la presencia de las bandas de rRNA 28S y 18S (Figura 18). Se evalud el RNA total de las

variedades, tanto resistentes como susceptibles, elicitadas con los diferentes aislamientos



(Figura 19). Como se ha demostrado en otros trabajos del grupo de investigacion, las
variedades susceptibles producen, en algunos casos, mayor cantidad de mRNA que las
variedades resistentes. Ademas, en este estudio se detectaron diferentes concentraciones de
RNA total en una misma variedad de clavel elicitada con diferentes aislamientos de FOX con
distinta patogenicidad (Figura 19). Este resultado es relevante porque refuerza la teoria de
que cada variedad de clavel responde de manera diferente ante la presencia de aislamientos

de FOX con diversos niveles de patogenicidad.

Las variaciones en los niveles de mRNA en una variedad elicitada con diferentes aislamientos
de FOX se reflejaron en los resultados obtenidos por la amplificacion de los genes en estudio
mediante la técnica de RT-PCR. Algunos genes que no son de referencia, pero que participan
en la defensa de la planta, como la B-glucanasa, no mostraron una variacion significativa en
su expresion en una misma variedad cuando fue elicitada con diferentes aislamientos, como
se observa en la Figura 20A. En contraposicion, se observaron variaciones en la expresion
de genes de referencia involucrados en la respuesta a parasitos, como es el caso de la arginina
descarboxilasa (Figura 20B). En estudios previos, Londofio (2023) identificé que estas
variaciones podrian estar relacionadas con un aumento en la respiracion celular en las
variedades susceptibles. En contraste, en las variedades resistentes, la exposicion al parasito
no provoca un incremento significativo en la respiracion celular, lo que se determina
mediante la variacion en la expresion de enzimas respiratorias a nivel de mRNA. Segin
Perrot et al. (2022), esta enzima presenta variaciones en su expresion de forma adaptativa, ya
que participa en la construccion y remodelacion de la pared celular, movilizando compuestos
clave como la callosa. Ademas, su funcion incluye la hidrdlisis de B-glucanos presentes en
las paredes de los parasitos, lo que genera sefiales que desencadenan la respuesta secundaria

de las plantas.

Estas variaciones en la expresion génica de las variedades son altamente significativas, ya
que muestran un amplio polimorfismo de expresion a pesar de que la fuente vegetal es un
clon y no estd expresando su potencial de variacion génica mediada por mecanismos de
recombinacion en los eventos sexuales (fusion de gametos) (Conrath, 2006). El polimorfismo
en la expresion de los genes de resistencia en las variedades resistentes y susceptibles de

clavel elicitadas con diferentes aislados de FOX se evidencidé de manera mas clara en los



resultados de las RT-qPCR de los diferentes genes en estudio. Este resultado contrasta con el
analisis de la expresion de algunos de los genes en estudio en las variedades no elicitadas,
donde se observaron variaciones en la produccién de mRNA de diferentes genes (Figuras 21
y 22). Esto demuestra que las variaciones en la expresion de los genes de resistencia son
constitutivas e independientes de la presencia del parasito. En otras palabras, este tipo de
variacion depende de la variedad o hibrido de clavel y no debe confundirse con la variacion
en la expresion en presencia del parasito, ya que podrian tener diferentes mecanismos de

activacion (Benavides et al., 2019).

Al analizar la respuesta a diferentes aislados de FOX, las Figuras 17 a 21 y las Graficas 11 a
16 demuestran la complejidad y especificidad de las interacciones planta-patéogeno. La
Grafica 21 ilustra como la variedad resistente 395 presenta una respuesta transcriptomica
mas homogénea a los diferentes aislados, mientras que la variedad susceptible SH2 muestra
una mayor variabilidad en su patron de expresion génica. Este hallazgo sugiere que la
resistencia en la variedad 395 podria estar mediada por mecanismos de defensa mas generales
o constitutivos, capaces de contrarrestar un amplio espectro de aislados de FOX. Por otro
lado, la susceptibilidad de la variedad SH2 podria depender de una interaccion especifica con

cada aislado, lo que podria explicar la mayor variabilidad en su respuesta.

La Gréfica 10 revela un patron fundamental en la resistencia a FOX: las variedades de clavel
resistentes (395 y F2H2) exhiben una mayor expresion basal de genes de defensa clave, como
GLU, CTS, PAL y UGT, en comparacion con las variedades susceptibles (SH2 y 6515). Esta
preparacion constitutiva, similar a la observada en la isoforma ADC2 de Arabidopsis thaliana
(Wojtasik et al., 2015), sugiere una capacidad innata de las variedades resistentes para
reconocer y responder de manera rapida y eficiente al patogeno. Esta mayor expresion basal
podria ser crucial para la activacion temprana de las vias de defensa, limitando el crecimiento
del patdgeno en las etapas iniciales de la infeccion (Kim y Hwang, 2014). La adaptacion de
sistema inmune de las plantas a las variaciones y la diversidad genética de los parasitos activa
multiples patrones moleculares asociados a los parasitos (MAMPs) y efectores mediadores
de la inmunidad de la planta (ETIs), puede ser la diferencia entre la respuesta resiste y

susceptible.



La induccidn diferencial de ADC por el aislado Uchuva (Grafica 12) resalta la importancia
de la biosintesis de poliaminas en la defensa del clavel. Este resultado se alinea con estudios
que demuestran la acumulacion de putrescina en A. thaliana en respuesta a la infeccion por
Pseudomonas viridiflava (Rossi et al.,, 2015). Las poliaminas pueden actuar como
antimicrobianos directos, modular la sefalizacion de defensa y contribuir a la resistencia a
estreses abioticos, como se ha demostrado en diversos estudios. Profundizar en el estudio de
la biosintesis y funcién de las poliaminas en la interaccion clavel-FOX podria abrir nuevas

vias para el desarrollo de estrategias de control.

La induccion de RDC por FOX en clavel (Grafica 16) confirma la participacion de la via del
acido salicilico (SA) en la respuesta de defensa. Esta observacion es consistente con estudios
en otras especies vegetales, como A. thaliana, donde la via del SA juega un papel crucial en
la resistencia a Fusarium graminearum (Jogaiah et al., 2018; Thapa et al., 2018). Investigar
la acumulacién de SA y la expresion de otros genes relacionados con esta via en clavel

permitiria comprender mejor su rol en la resistencia a FOX.

La mayor expresion de RLK en la variedad susceptible SH2 (Figuras 20, 21, Graficas 17 a
20) plantea interrogantes sobre su funcion en la interaccion clavel-FOX. Podria indicar una
mayor sensibilidad a los PAMPs del patdgeno, lo que podria conducir a una activacion
excesiva de la respuesta inmune y, paradojicamente, a una mayor susceptibilidad. También
podria reflejar una desregulacion en la sefializacion de defensa, que impediria una respuesta
eficaz contra el patdgeno. Se requieren estudios adicionales para esclarecer el papel preciso
de RLK en la interaccion entre el clavel y Fusarium oxysporum (FOX). Segtn los estudios
de Yan et al., (2023), la expresion de los receptores RLK aumenta en respuesta al estrés
bidtico y abidtico. Ademas, la presencia de ciertos alelos y la poliploidia del gen desempenan
un papel crucial en su expresion frente a Fusarium. Este gen ha sido identificado como un

factor clave en la respuesta de diversas variedades de plantas de importancia comercial.

La induccién de UGT (Grafica 14) sugiere su participacion en la detoxificacion de toxinas
fingicas, un mecanismo crucial para la resistencia en diversas especies vegetales. Identificar
las moléculas especificas que son modificadas por UGT en clavel brindaria informacion
valiosa sobre las estrategias de detoxificaciéon empleadas por la planta. Este aspecto le

permitia al gen UGT participar como gen de transformacion de plantas para mejoramiento



genético ya que participa en la modificacion de metabolitos secundarios celulares y externos

a la planta (Ghadably et al., 2023)

La induccion de GLU por FOX (Grafica 15) refuerza su funcion en la degradacion de la pared
celular del patéogeno. Evaluar la actividad enzimatica de GLU en clavel, en respuesta a FOX,
podria confirmar su rol directo en la resistencia y proporcionar informacién sobre la eficacia
de este mecanismo de defensa. Es clara la participacion de este gen tanto en el desarrollo de
la planta durante la elongacion como en la respuesta adaptativa al ataque de los parasitos
gracias a su actividad en la hidrolisis de enlaces 1-4 glicosidicos, que le permite la
degradacion de polimeros de paredes de parésitos que son glucanos no propios de la planta

(Parrot et al., 2022).

Otro aspecto relevante de esta expresion constitutiva es que, en los casos estudiados, la
expresion de PAL es mayor en las variedades resistentes que en las susceptibles (Figura 23).
Este resultado se repiti6 en los cuatro genes analizados. Estudios previos (Londofio, 2023)
reportaron que las variedades no elicitadas presentan solo pequefas variaciones en la
produccion de mRNA entre las variedades resistentes y susceptibles, lo cual se confirma en

los resultados de la Grafica 10.

La importancia de PAL en la defensa es innegable, como se ha mencionado anteriormente.
Al tratarse de una familia de genes con altos niveles de diversidad genética en distintas
especies, su papel en la regulacion de la respuesta bidtica es fundamental. Participa en la via
biosintética de los flavonoides y las ligninas, asi como en la activacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), procesos esenciales en la respuesta de defensa de las plantas (Yin et al.,

2024).

Sorprendentemente, este estudio evidenci6 el problema sobre el comportamiento de las
formas specialis (f.sp.) de FOX, ya que internacionalmente se acepta que la f.sp. es una forma
adaptada especificamente a un hospedero (McNeill et al., 2012). En este estudio, se introdujo
un aislado de FOX f.sp. Physalis, aislado de Uchuva, para utilizarlo como grupo externo en
los analisis taxondmicos de estudios anteriores. Se esperaba que su comportamiento con el
hospedero no fuera mas patogénico que los aislamientos obtenidos de clavel. Sin embargo,
como se observa en la mayoria de los resultados presentados aqui, este aislamiento produjo

valores de expresion mas altos en los diferentes genes en comparacion con los aislamientos



de clavel (Grafica 11). Este comportamiento ya se habia observado en otros trabajos, donde
se utilizo FOX f.sp. lycopersici, que infecta al tomate y también infectd al clavel sin

inconvenientes (Debbi et al., 2018; Srinivas et al., 2019).

El gen ADH es crucial en la respuesta a parasitos, ya que es responsable de la lignificacion
de las paredes del hospedero, uno de los mecanismos mas importantes en la resistencia de la
planta (Sibout et al., 2005). En la Grafica 11 se observa que ADH se expresa mas en 395 (R)
que en SH2 (S), y en ambas variedades, la expresion es significativamente elicitada por el
aislamiento Uchuva. En contraste, el aislamiento 2021 provoc6 una mayor expresion de ADH
en la variedad SH2 (S), mientras que en la variedad 395 (R) mostr6é el menor grado de
elicitacion en la expresion de este gen. En los diferentes genes analizados, se observd una
amplia variacion en el comportamiento de los aislamientos en cuanto a la elicitacion de la
expresion de los genes de resistencia. Recientemente, Wang et al. (2024) han utilizado ADH
para realizar transformaciones génicas en plantas de tabaco, debido a su papel fundamental
en la conversion de etanol en aldehidos. Ademas, esta enzima participa en el metabolismo
energético durante el estrés bidtico, en la regulacion del metabolismo lipidico y en el

desarrollo de la planta.

En la Gréfica 20A se muestra el efecto acumulado de la expresion génica en cada variedad.
Se observa un comportamiento estable en la mayoria de los genes, con variaciones
significativas en algunos casos, favoreciendo tanto a la variedad 395 como a SH2. Es
importante destacar que ciertos genes clave, como GLU, involucrados en la degradacion de
las paredes celulares del hongo, la regulacion del crecimiento celular, la transmision de
sefales hormonales, la defensa contra herbivoros y la produccion de compuestos volatiles
(Gupta et al., 2013; Dong et al., 2019; Xu et al., 2024), presentan una sobreexpresion en la
variedad resistente 395. No obstante, no esté claro por qué un gen como ADC, involucrado
en la extension de las paredes en respuesta a parasitos (Fortes et al., 2011), esta
sobreexpresado en la variedad susceptible sin tener el mismo efecto que en 395. El hecho de
que todos los genes relacionados con la respuesta a FOX en clavel se expresen en la variedad
susceptible sugiere que esta condicion no depende tnicamente de la expresion de uno o varios
genes, sino mas bien de la dosis de expresion y la combinacioén de los genes involucrados.

En otras palabras, no es un problema conmutativo (el orden de los sumandos no altera el



producto), sino que el orden y la importancia de cada gen en la defensa de la planta tienen

relevancia.

En la Grafica 20B se muestra como el aislamiento Uchuva elicité de manera mas efectiva la
expresion de genes de resistencia en la variedad 395, mientras que el aislamiento 2019 fue el
que menos estimulo la expresion de estos genes en la misma variedad. En el hibrido SH2, el
aislamiento 2021 fue el que mas elicito la expresion de los genes de resistencia, mientras que
el aislamiento UNAL fue el que menos estimul6 la expresion de dichos genes en SH2. Estos
resultados subrayan la complejidad de la interaccion entre los aislamientos de Fusarium
oxysporum y las variedades de clavel, sugiriendo que la respuesta de las plantas a diferentes
patogenos no solo depende de la presencia de este, sino también de la especificidad del

aislamiento y la genética del hospedador.

La variabilidad en la expresion de los genes de resistencia observada en este estudio resalta
la necesidad de considerar multiples factores en el desarrollo de estrategias de manejo y
mejora genética. La identificaciéon de patrones de expresion y la comprension de los
mecanismos subyacentes a la resistencia pueden facilitar el disefio de variedades de clavel
que no solo sean resistentes a Fusarium oxysporum, sino que también mantengan
caracteristicas ornamentales deseables. Esto podria tener implicaciones significativas en la
sostenibilidad de la produccion agricola y en la salud de los cultivos, promoviendo un
enfoque mas integrado en la lucha contra enfermedades fliingicas en plantas ornamentales y

agricolas.

5. CONCLUSIONES

e El uso de microplantas de clavel en un modelo in vitro ha permitido un andlisis
controlado de la interaccion entre el hospedador y Fusarium oxysporum, eliminando

variables externas que podrian influir en los resultados.

e Los diferentes aislados de Fusarium oxysporum presentan variaciones significativas
en su comportamiento patogénico, lo que sugiere que la virulencia del patdogeno esta

relacionada con su diversidad genética.



Las variedades de clavel muestran diferentes grados de resistencia, siendo la variedad
395 la mas resistente y la 6515 la mas susceptible, lo que indica la necesidad de
clasificaciones precisas basadas en la capacidad de limitar el crecimiento del

patogeno.

Aunque algunos aislados elicitan una expresion similar de ciertos genes en variedades
resistentes y susceptibles, los niveles de expresion son significativamente mas altos
en la variedad resistente, lo que sugiere que la magnitud de la respuesta es crucial

para la resistencia.

La activacion de los genes de resistencia no es lineal, lo que indica la existencia de
mecanismos especificos que regulan la respuesta adaptativa de las plantas frente a

diferentes aislados de Fusarium.

RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo estudios adicionales que analicen los niveles de
expresion de diferentes sistemas génicos en diversas variedades de clavel. Esto
permitird identificar combinaciones Optimas de expresion que favorezcan la

manifestacion del caracter de resistencia frente a Fusarium oxysporum.

Es prioritario profundizar en la investigacion del papel y la funcién de los microARNs
(miARNs) y pequefios ARN (sARNs) en la regulacion de la expresion génica.
Comprender como estos reguladores post-transcripcionales influyen en la resistencia
o susceptibilidad de las plantas puede proporcionar informacioén valiosa para el

desarrollo de variedades mas resistentes.

A partir de los datos obtenidos en este y otros estudios, se sugiere avanzar en la
formulacion de un modelo funcional que explique los mecanismos de resistencia del
clavel a Fusarium oxysporum. Este modelo deberia integrar la informacion sobre la

expresion génica, la interaccion entre genes y la influencia de factores ambientales.
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