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1. CAPITULO I: Variabilidad genética de Fusarium oxysporum y su relacion con la
patogenicidad

1.1. Fusarium oxysporum caracteristicas y su impacto

Fusarium oxysporum (FOX) es un hongo filamentoso cosmopolita de la familia Nectriaceae
de habito endofitico, destacado por ser patogénico y uno de los fitopatbgenos méas agresivos
sobre distintas especies vegetales; aparte de las plantas, es causante de enfermedades en
animales y humanos (Srivastava, 2018 y Zhang, 2018). Por ello, para el tratamiento de la
enfermedad que causa en plantas, se ha promovido en algunos grupos de investigacion la
generacion de lineas hibridas con el fin de obtener variedades vegetales resistentes al patégeno
(Lecomte et al., 2016). Algunas de las lineas vegetales se han demostrado resistentes mientras
otras han perdido esa cualidad en el proceso de seleccidn, motivo para estudiar la variacion
genética en Fusarium y su posible incidencia en el cambio en la resistencia del clavel. Ademas,
es importante considerar otros factores que pueden incidir en la pérdida de la resistencia en las
plantas, como situaciones de estrés o perturbaciones, la disponibilidad de agua, y, por otro lado
el manejo de las enfermedades (Rosenzweig et al., 2001 y Hatfield et al.,2011).

FOX es un patogeno filamentoso y ubicuo (Phylum Ascomycota, Clase
Sordariomycetes, Subclase Hipocreomycetidae, Orden Hypocreales, Familia Nectriaceae,
Género Fusarium, Especie Fusarium oxysporum f.sp. dianthi) que componen uno de los grupos
de patdgenos de plantas de mayor importancia e impacto en la agricultura (Nelson et al., 1983;
Torres, 2000; Moretti, 2009; ITIS, 2012).

Las especies de Fusarium se encuentran cominmente en suelos, debido a la persistencia
de algunas estructuras y a que este medio facilita el contacto con su hospedero (Schulz, 2006
y Satyanarayana et al., 2017). Algunas de sus especies presentan variabilidad morfoldgica y
fisioldgica, lo que les permite ampliar ain mas su distribucién y su adaptabilidad en diversos
nichos ecoldgicos, optimizando su permanencia y colonizacion de hospederos; algunas de estas
especies son Fusarium graminearum, Fusarium equiseti y Fusarium oxysporum (FOX), las
cuales han representado un mayor impacto fitosanitario las ultimas décadas (Refai et al., 2015).
Fusarium oxysporum (FOX) destaca en el genero por ser un complejo de especies ubicuas de
alto impacto por su capacidad patogénica que afecta mas de 150 especies vegetales a nivel
mundial y cuya dispersion ocurre a través de multiples vias; la asociacion con especies animales
como vectores, la manipulacion humana, el material vegetal que ha sido infectado, entre otros,
incrementan el riesgo de infeccién (Flores-Pacheco, 2017; Joshi, 2018).

FOX es un complejo de especies que presenta prevalencia de un estado anamorfico
(Gonzélez et al., 2012; Moo-Young, 2019). Usualmente, presenta micelio abundante y
algodonoso con coloracion variable. blanca a durazno, pero mayormente oscila entre
coloraciones violeta-purpura (Lezcano et al.,, 2012). Produce tres tipos de esporas
reproductivas en su fase asexual: microconidios, esporas unicelulares con uno o dos septos o
aseptadas, hialinas formadas en conidiéforos poco ramificados, su tamafio oscila entre 7,7 x



2,5 um; macroconidios, septados, de mayor tamafio 32 x 3,1 um, con un grado de curvatura y
que se producen en los esporodoquios; finalmente, las clamidosporas son estructuras globosas
de pared gruesa que se encuentran comunmente solas terminales o pareadas intercaladas, y se
forman a partir de hifas o conidios, son las estructuras de resistencia que permiten la
persistencia de FOX en el suelo (De Granada et al., 2001; Estupifian, 2007; Osorio-Gutiérrez,
2011; Soleha et al., 2022).

FOX comprende saprofitos, que permanecen en restos vegetales; enddfitos, que
colonizan raices sin dafio aparente; patdgenos asociados a enfermedades humanas y patdgenos
en plantas causantes de marchitez vascular por colonizacion xilematica, y pudricion basal en
variedad de hospederos, lo cual se atribuye a su diversidad genética, que permite establecer
relaciones con algunos hospederos de forma especifica (Michelse, 2009; Cantoral, 2017).

1.2. Ciclo de vida de F. oxysporum

Fusarium oxysporum puede afectar las fases vegetativa y regenerativa de su hospedero y
permanecer extensos periodos de tiempo en el suelo sobre restos vegetales, en forma de
clamidospora (Soleha et al., 2022). Su ciclo de vida inicia nuevamente cuando entra en contacto
con exudados secretados por las raices de las plantas, que son una fuente rica en azUcares y
aminodcidos (De Silva, 1964; Ochoa et al., 2010; Guillén et al., 2017). Los exudados estimulan
la germinacion de las clamidosporas y el crecimiento del tubo germinal hacia la rizosfera
(Noguera, 1980); al entrar en contacto cercano con el apice de las raices despliegan una red de
hifas sobre la cuticula de ellas; para posteriormente empezar la produccion de enzimas de
degradacion de las paredes y de hifas que llevan a cabo la penetracion directamente en las
células epidermales o el crecimiento entre ellas (Li et al., 2017).

Asi avanza por el cértex celular produciendo microconidios hasta llegar al xilema, de
ahi empieza la colonizacion apical de la planta a través del xilema con la produccion y
germinacion permanente de microconidios en los vasos, lo cual produce una obstruccion o
taponamiento vascular provocando la muerte de la planta (Rodriguez, 1995; Zapata, 2012;
Vézquez, 2017). En adelante, el hongo vive como saprofito en competencia con otros
microorganismos, y su competitividad promueve la produccion de inoculo post infeccion, asi
como la formacién de clamidosporas que quedaran en los residuos y en el suelo para reiniciar
el ciclo de vida (Cantoral, 2017). En resumen, el ciclo de vida de FOX consta de cuatro fases:
germinacion de la espora, infeccion de la raiz, colonizacion de la planta y un estado como
saprofito para finalmente persistir en el suelo en forma de estructuras de resistencia o
clamidosporas (Gordon, 2017).

1.3. El clavel (Dianthus caryophyllus) y el impacto de Fusarium oxysporum
El clavel es una planta ornamental perenne cuya floracion se presenta casi todo el afio, su

tamafio va de 40 y 60 cm de alto en el tallo y de base lefiosa, pertenece al orden Caryophyllales,
suborden Caryophyllineae, familia Caryophyllaceae, género Dianthus, epiteto especifico

10



caryophyllus (Alvarez, 2016). Este presenta dentro de su organizacion una division de dos
grupos que en inglés se conocen como “pink” y “carnation”; los primeros, conocidos como
clavellinas, que son mas sencillas, y los segundos que pasan por perennes, debido a los procesos
de hibridacion por los que han pasado (Kuehnle, 2007). Una de las principales enfermedades
que lo afectan es la fusariosis, que genera marchitez vascular y es uno de los problemas
potenciales para los cultivos de clavel a nivel global, por la pérdida de produccion y problemas
fitosanitarios (Soto et al., 2009; FAO, 2018).

Internacionalmente, una de las areas de mayor movilizacion economica dentro del
sector agricola es el mercado floricultor, el cual presenta productos de interés global; las flores
de corte, por su atractivo en aroma, coloracion y diversas formas, actian como un simbolo
representativo de este sector, teniendo un uso predominante en arreglos para multiples
festividades y demas (Tenjo et al., 2006). A nivel global, Colombia esta posicionada en el
segundo lugar como mayor exportador de flores de corte, después de Holanda (Sierra, 2020),
mientras que la Sabana de Bogota es la principal zona de produccion de flores a nivel nacional
(Mesa, 2014).

Debido a su alta produccion, los cultivos de clavel se han sometido a una mejora
genética para aumentar las caracteristicas que los hacen llamativos. Al mismo tiempo, se han
sometido a hibridacion para potenciar aun mas sus caracteristicas y crear variedades con
resistencia a Fusarium. (Soto, 2016; Onozaki, 2018). Por ello, una forma eficiente para el
manejo de la enfermedad es el enfoque desde el mejoramiento genético del clavel, reduciendo
el uso de sistemas de control con protectantes. Por lo anterior, ha crecido el estudio sobre el
genoma de este y los posibles grupos de genes cuya expresién puede asociarse a la resistencia
al patdgeno (Ben Yephet et al., 1997). El desarrollo de cultivares resistentes a enfermedades
para plantas ornamentales como el clavel, se ha logrado mediante el uso de mecanismos
derivados de otros grupos de plantas (Michelmore, 2003); la resistencia del hospedero se ha
trabajado desde la hibridacion convencional, sin uso de transgénicos, a través de seleccion
asistida por marcadores basados en ADN y repetidos ciclos de entrecruzamiento para poder
obtener rasgos de resistencia, con caracteres fenotipicos de preferencia en un mismo genotipo
(Summers, 2013). Por otro lado, el empleo de transgénicos involucra genes altamente regulados
para la resistencia y para poder introducirlos en cultivares con caracteres fenotipicos de interés
comercial (Mekapogu et al., 2021). No obstante, la eficiencia y persistencia en la utilizacion
de cultivares resistentes, para poder dar control a las enfermedades, es afectada por la capacidad
que tiene el patdgeno de hacer una rapida seleccion de virulencia dirigida hacia variedades de
hospederos especificos, lo cual se debe a la fuerte variabilidad genética de los patdgenos
(Sharma et al., 2012).

1.4. Patogenicidad y Virulencia de F. oxysporum
Fusarium oxysporum es uno de los mayores representantes en la lista de pat6genos importantes

a nivel global, al ocasionar enfermedades en méas de 150 especies vegetales, la mayoria de ellas
de interés comercial como el banano (Musa x paradisiaca) o el tomate (Solanum lycopersicum)
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(Ditaet al., 2010; Véazquez et al., 2017). Una de las caracteristicas por las que es tan agresivo
en el sector agricola es su adaptabilidad, asociada a permanecer latente largos periodos de
tiempo en el suelo, sin que esta permanencia interfiera en su capacidad de colonizar al
hospedero al entrar en contacto con él (Gathak, 2017). Esta facultad requiere del desarrollo de
un mecanismo complejo de infeccion para poder inducir la enfermedad en sus hospederos. En
él se involucra el metabolismo principal y secundario, asociado a la produccién de tricotecenos
y fumonisinas, y a la produccién de micotoxinas y fitotoxinas, que tienen efectos negativos
sobre el desarrollo de las plantas (Shimisu et al., 2005, Li et al., 2013; Askun, 2018). Todo lo
anterior conforma el arsenal molecular que despliega el hongo para colonizar e iniciar la
enfermedad en el hospedero (Horwitz et al., 2013; Vos, 2016).

La incidencia de FOX en distintos cultivos estéa sujeta a sus mecanismos de accion, la
respuesta de la planta y las condiciones ambientales; algunas de las condiciones climéticas
ideales de infeccion son temperaturas de 23-28 °C, humedad relativa de 75-80%, entre otros
(Ramos et al., 2017). Factores como la fertilizacion de las plantas pueden tener implicaciones
en el desarrollo de la patogenicidad, pues la fuente de nitrégeno esta relacionada con la sintesis
de toxinas de la regulacion de vias de sefializacion como en el caso de las MAPKS; estas
resultan importantes en la virulencia de FOX para la formacion de las estructuras utilizadas en
el proceso de infeccion a su hospedero, como los apresorios y la produccion de enzimas Utiles
en la ruptura de las barreras fisicas del hospedero, entre las que se comprenden las quitinasas,
pectinasas y proteasas (Torre et al., 2014, Segorbe, 2015; Villa et al., 2015). Se ha reportado
que la fertilizacion con nitrégeno puede incrementar o disminuir la incidencia, acorde a la
fuente de origen, cuando se aplica en forma de amoniaco la incidencia es mayor que cuando se
aplican nitratos (Lopez-Berges et al., 2010). Esto se debe a la reduccion quimica que debe
hacer el hongo para asimilar el nitr6geno de fuente secundaria. Ademas, cuando hay turgencia
en el hospedero por la presencia de nitrogeno, la lignificaciéon de sus tejidos de soporte no
resulta benéfica, favoreciendo el ingreso del patdgeno (Almonacid, 2005; Cantoral, 2017).

Algunos hongos se han adaptado mas alla del habito saprofitico para atacar a sus
hospederos vivos, convirtiéndolos en su fuente principal de nutricion. Este proceso de infeccion
involucra mecanismos identificados como genes asociados a la patogenicidad; estos se
codifican para diferentes componentes principales en la transduccion de sefiales, como las
proteinas G o las proteinas RAS, entre otros precursores Utiles en produccion de enzimas
hidroliticas y/o estructuras que estimulan el desarrollo y virulencia del patégeno, facilitando el
proceso de infeccion (Villa, et al., 2015). Se reconoce que en los genes accesorios ocurre la
produccién de unas proteinas denominadas efectores que promueven la virulencia de los
patogenos al interactuar directamente con el sistema inmune del hospedero; ademas, en los
cromosomas accesorios hay genes que intervienen en la virulencia hospedero-especifica del
patogeno (Rep, 2010; Williams et al., 2016).

Fusarium oxysporum y sus cepas patogénicas son diferenciadas en formas especiales

(f. sp), con base en su/s hospedero/s (Gordon, 2017). De acuerdo a esa diferenciacion, se ha
determinado la existencia de mas de 150 formas especiales en todo el mundo, dificultando su
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manejo y control, por el amplio rango de distribucion, y capacidad de infectar distintos
cultivares, asociado a su variabilidad genética; asi mismo, con el reconocimiento de las formas
especiales se ha evidenciado patogenicidad cruzada entre aislados de diferentes grupos,
modificando su virulencia y sus proteinas efectoras sobre distintos patosistemas (Lopez et al.,
2019).

1.5. Variabilidad genética de Fusarium oxysporum

La organizacion taxondmica de FOX ha sido tema de controversia, a razon de la inestabilidad
de caracteristicas morfologicas dentro del género y alta variacion genética, que inducen al
surgimiento de subgrupos entre los cuales se incluyen las especies que componen el mismo
complejo, las formas especiales y, sobre todo, las razas (Samiksha, 2021). Dentro de estas
agrupaciones se ha llegado a especies cripticas morfolégicamente, surgiendo a partir de esto
formas especiales que resaltan la diversidad genética de FOX (Kistler, 1997 y Sumerrel, 2019).

El genoma de muchos hongos patdgenos como F. oxysporum puede presentar
plasticidad al estar expuesto a condiciones de estrés como la presencia de hospederos
resistentes o la permanente renovacion de las defensas de su hospedero. A partir de esto, surge
la descripcion de dos regiones constituyentes del genoma de estos organismos: una central, que
contiene los genes necesarios para el funcionamiento y supervivencia de un organismo en
condiciones normales, y otra regién que puede tener segmentos incompletos de cromosomas
centrales o cromosomas totalmente dispensables denominados como accesorios (AC’s),
supernumerarios o de linaje especifico (LS’s), (Vlaardingerbroek et al., 2016). Estos AC’s
presentan diferencias frente a los cromosomas centrales (CC’s); los AC’s tienen mayor
densidad de elementos transponibles y menor cantidad de genes, atribuyéndose este porcentaje
de genes mas bajo en relacion con los CC’s a la baja presion de seleccion soportada en un alto
polimorfismo. Ademas, los AC’s pueden codificar genes utiles durante la interaccion planta
patogeno, al igual que con algunos efectores, y se conoce gque su forma de herencia puede ser
no mendeliana (Armitage et al., 2018; Bertazzoni et al., 2018).

Se estima que cambios frecuentes en el genoma son la base para la adaptacion de los
individuos a diferentes ambientes, esto se ha expresado en multiples modelos; sin embargo,
FOX es uno de los casos en que se relacionan los cambios genémicos a su facultad adaptativa
(Kashyap et al., 2016). Por ello, se atribuye la alta diversidad genética a la posibilidad de
infectar distintos hospederos de forma especifica, lo cual se adjudica a la actividad de estos
cromosomas LS (Ma et al., 2010; Delulio et al., 2018). Estos cromosomas LS representan mas
de un cuarto del genoma de FOX, cuya transferencia se demostro con la transformacion de un
aislado no patogénico a uno patogénico, determinando que pueden codificar factores de
virulencia especificos (Refai, 2015; Van der Does et al., 2016).

A lo largo del tiempo en que se ha estudiado a Fusarium oxysporum, se ha determinado

que comprende un complejo de especies que comparten rasgos morfoldgicos y presentan
filogenia polifilética, como si fuesen un conjunto de lineas clonales que pueden intercambiar

13



material genético de forma horizontal (Michelse, 2009; Aime et al., 2017; Singh, 2017). En ese
sentido, se reconoce que algunas de esas especies presentan actividad patogénica dirigida a
diferentes hospederos, denominada capacidad multi hospedero, sin presentar cambios
aparentes en su morfologia (\VVan Baarlen et al., 2007). A las especies con esta capacidad se les
da el nombre de formas especiales (f.sp), con base en un carécter fisiologico referido a la
patogenicidad, sin determinar la existencia de otros caracteres diagnosticos Utiles para
diferenciarlos morfoldgica o molecularmente (Baayen, 2000; Alanis et al., 2015; Edel-
Hermann, 2019).

Con lo anterior, se han reportado algunas relaciones filogenéticas asociadas a la
divergencia de las formas especiales, ademas de cambios localizados en cromosomas moviles
que podrian explicar su capacidad patogénica especifica en distintos hospederos (Heras, 2004;
Fourie et al., 2011; Zaquinaula, 2018). Se ha establecido que algunas formas especiales son
especificas para un hospedero, mientras otras tienen un rango mas amplio de hospederos
(Linares, 2010). Por tanto, se han evaluado los efectores empleados en el proceso infectivo del
patogeno, reconociendo algunos genes posiblemente ligados a la patogenicidad de estos grupos
denominados vegetativamente compatibles (Martin, 2011; Henry, 2013; Van dam et al., 2016;
Satyanarayana et al., 2017). No obstante, se ha reconocido que, en el tiempo, esa especificidad
se mantiene o presenta cambios correspondientes a la capacidad patogénica entre aislados o
formas especiales (L6pez et al., 2019).

De acuerdo con Ma y Colaboradores (2013), se distinguen dos clases de genes
asociados a la patogenicidad: genes de patogenicidad bésica y genes de patogenicidad
especializada; el primero grupo de genes es compartido dentro del género Fusarium y también
con otras especies de hongos distintas a Fusarium, que codifican los componentes involucrados
en las primeras sefiales de reconocimiento del hongo (MAPK, RAS, Proteina - G). Elsegundo
grupo de genes se asocia mayormente con especies del género Fusarium debido a la relacion
especifica que tiene con algunos hospederos, que se localizan en los cromosomas moviles
(Rampersad, 2020). Aqui se involucran los genes SIX (Secreted in xylem), determinantes en
la virulencia del patdgeno y a su vez 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).

La virulencia de los patdgenos esta determinada por uno o mas genes, que le confiere
el rasgo de patogénico, como la capacidad de producir toxinas especificas para un hospedero.
En ese sentido, estos grupos de genes pueden presentar mutaciones, duplicacién y otro tipo de
cambios que pueden ser de nucledtidos Unicos como los (SNP’s), (Kulik et al., 2022). La
expresion de estos genes, aun en aislados no patogénicos, modifica la capacidad de estos de
infectar hospederos y dificulta la exploracion de la variabilidad genética de Fusarium
oxysporum para su control, ya que son estos mecanismos los que dan forma a la diversidad de
Fusarium (Lievens et al., 2008 y Gardiner et al., 2018).
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A partir del intercambio de material genético con este tipo de cromosomas se ha
demostrado que, por transferencia horizontal, aislados no patogénicos pueden adquirir la
capacidad de volverse patogénicos (Baston et al., 2021; Fulton et al., 2022). Esto puede dar
lugar a explicar que los elementos transponibles pueden modificar la virulencia de aislados que
no son patogeénicos para mejorar su virulencia, y, en consecuencia, llevarlos a tener una
infeccion més eficiente en cultivares (L6pez, 2019).

1.6. Estado de las Formas Especiales de Fusarium oxysporum

Con el reconocimiento de estos subgrupos denominados formas especiales, se ha evidenciado
patogenicidad cruzada entre aislados de diferentes grupos, modificando su virulencia y sus
proteinas efectoras sobre distintos patosistemas (Lopez et al., 2019).

Como se describe anteriormente, el complejo FOX presenta, dentro de si, especies que
comparten caracteristicas morfoldgicas y donde podemos encontrar especies cripticas (Retania
et al., 2018). La forma de diferenciar estos grupos es mediante la realizacion de pruebas de
patogenicidad, teniendo en cuenta que, por su cercania, muchos pueden provenir de ancestros
comunes (Rana et al., 2017). Estas f.sp. son reunidas en grupos vegetativamente compatibles
(GVCQ), se caracterizan por la formacién de heterocariones, células hibridas fusionando sus
nacleos (Garibay, 1993; Gutiérrez, 2004), y presentan alelos idénticos en los loci de
compatibilidad, lo que permite el recambio genético entre ellos mismos, asociandose con
cambios en la patogenicidad (Lievens et al., 2008 y Batlle 2009).

Por otro lado, la taxonomia de FOX ha sido tema de discusion al grado tal, que, desde
su descripcion como género en 1809, no se ha podido establecer una taxonomia adecuada. Esto
se debe a la estrecha relacion que presentan las distintas especies de este género y sus
caracteristicas genéticas (Ploetz, 2006; Laurence et al., 2015; Askun, 2018). Esta capacidad de
intercambiar material genético entre especies del mismo género lo hace méas propenso a ser
agresivo ante sus hospederos, y a su vez dificulta el proceso de adecuacion de un sistema de
clasificacion taxondémica apropiada para él (Torres, 1992; Chelkowski 2014). De acuerdo con
lo reportado en algunos estudios, se establece que entre distintas especies del complejo FOX
el intercambio genético promueve el paso de cromosomas asociados con patogenicidad, por lo
cual el contacto puede generar que las denominadas formas especiales hagan recambio entre
ellas y se vuelvan potencialmente méas virulentas (Semeneov et al., 2016; Gai et al., 2017,
Panwar et al., 2018).

1.7. Biotecnologia y los mecanismos de control de Fusarium oxysporum
En la actualidad, se emplean multiples métodos en el control de la enfermedad ocasionada por

Fusarium oxysporum. Una de las técnicas mas utilizadas para el control de este patdgeno es la
rotacion de cultivos, que conduce a una disminucion en la incidencia y favorece el desarrollo

15



y abundancia de comunidades bacterianas del suelo (Scott et al., 2012; Goncharov et al., 2019;
Fan et al., 2022).

El control biol6gico, por medio de cultivos de bacterias y hongos, promueve la
reduccion de los valores de incidencia de Fusarium oxysporum, adicionalmente, estos agentes
de control bioldgico presentan ciertos tipos de competencia con este patdgeno, bien sea por
nutrientes o espacio, y, gracias a ello, muestran niveles de inhibicion frente a FOX (Li et al.,
2018); entre estos agentes de control biologico se pueden encontrar Trichoderma spp,
Pseudomonas spp, Bacillus spp e incluso formas no patogénicas de Fusarium oxysporum.
Ademas, este tipo de control ha tenido gran auge debido al impacto ambiental, econémico y de
salubridad, que tienen otros tipos de control, como el manejo quimico por medio de pesticidas
(De Cal, 1995; Net et al., 2006; Bubici et al., 2019).

El control quimico presenta multiples productos fungicidas tales como Carbendazim®
y Mancozeb®, los cuales han sido de utilidad para el control de Fusarium . Sin embargo, tienen
costos elevados, efectos negativos sobre el medio ambiente al no ser biodegradables, y pueden
persistir durante largos periodos de tiempo en el ambiente (Bawa, 2016). Adicionalmente, se
ha demostrado que Fusarium oxysporum ha presentado niveles de resistencia a este tipo de
fungicidas (Liu et al., 2019), por lo cual se ha sugerido el uso de extractos botanicos que han
mostrado efecto controlador sobre FOX y reducen los efectos negativos en términos
ambientales (Mahmood et al., 2015; Ramaiah, 2015).

La biotecnologia, por su parte, cumple una parte importante en estrategias para el
control y manejo de la enfermedad desde la perspectiva del manejo del patdégeno y el
entendimiento de la variabilidad genética que lo caracteriza. Esto acoge la comprension de los
rasgos genéticos de su hospedero, la relacion hospedero-patdgeno, los mecanismos de defensa
involucrados a nivel molecular y la implementacion de multiples estrategias utilizando toda esa
informacidn para el control de la enfermedad (Joshi, 2018). El uso de variedades resistentes de
las plantas es una de las mejores técnicas, con las cuales se han obtenido resultados favorables
para el manejo de la enfermedad (Zorrila-Fontanesi et al., 2020).

La resistencia poligénica se asocia a la activacion de rutas metabolicas involucradas en
la produccion de enzimas degradantes de la pared celular, como la quitinasa, pectinasa y
poligalacturonasa (Baayen et al., 1997; Jaroszuk-Sciset et al.,2011). Las proteinas asociadas a
la respuesta de la planta, los efectores, los factores de avirulencia y los patrones de
reconocimiento, son relevantes para la comprensién y planteamiento de técnicas moleculares
afines al manejo de la enfermedad desde el mejoramiento de rasgos genéticos del hospedero,
procurando una mejor respuesta frente al proceso de infeccion del hongo (Dubey, 2010). Sin
embargo, una de las limitantes de su utilizacion es la durabilidad que tienen, pues se ve afectada
por los cambios en los patdgenos, que tienen un gran potencial evolutivo y alta variabilidad
genética (Poland et al., 2009).
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CAPITULO 2: Variacion de la patogenicidad de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi en
relacion con la resistencia o susceptibilidad de hibridos de Dianthus caryophyllus.

1.8. RESUMEN

Fusarium oxysporum (FOX) es un complejo de especies, mundialmente reconocido por su
agresividad y capacidad de afectar varias especies vegetales. FOX es el causante de la
marchitez vascular, una enfermedad que en la actualidad se considera un factor de impacto en
el sector agricola debido a las grandes pérdidas econdmicas que genera. Las caracteristicas mas
destacadas de este complejo de especies de FOX son: la alta variabilidad genética y la similitud
morfoldgica. Debido a lo anterior, hay dificultades tanto en su taxonomia como en el manejo
de la enfermedad, por lo que se propuso considerar diferencias fisioldgicas con base en la
patogenicidad del parasito, como caracteres para su clasificacion y manejo. Este trabajo tiene
como finalidad determinar variaciones en la patogenicidad de distintos aislados de Fusarium
oxysporum en variedades hibridas de clavel e identificar polimorfismo en genes asociados a
patogenicidad. Para ello, se evalud la patogenicidad de cinco aislados distintos sobre
variedades hibridas de clavel; dos resistentes y dos susceptibles en condiciones controladas in
vitro y ex vitro. Para evaluar variaciones en genes asociados a la patogenicidad, se realizd
extraccion de ADN de los aislados de FOX y posteriormente se hizo amplificacion por PCR de
un grupo de genes ortdlogos y genes reportados para patogenicidad, de los cuales se obtuvo
secuencias. A partir de ellas, se determind polimorfismo entre los aislados, variaciones en la
patogenicidad y diferencias en la respuesta de resistencia de variedades resistentes y
susceptibles de clavel.

1.9. ABSTRACT

Fusarium oxysporum (FOX) is a species complex, worldwide recognized for its aggressiveness
and ability to affect several plant species. FOX is the cause of vascular wilt, a disease that is
currently considered an impact factor in the agricultural sector due to the large economic losses
it generates, affecting several plant species. The most outstanding characteristics of this
complex of FOX species are: high genetic variability and morphological similarity. Due to the
above, there are difficulties both in their taxonomy and in the management of the disease, so it
was proposed to consider physiological differences based on the pathogenicity of the parasite,
as characters for its classification and management. This work aims to determine variations in
the pathogenicity of different isolates of Fusarium oxysporum in hybrid varieties of carnation
and to identify polymorphism in genes associated with pathogenicity. For this purpose, the
pathogenicity of five different isolates of FOX on hybrid carnation varieties was evaluated;
two resistant and two susceptible under controlled in vitro and ex vitro conditions. To evaluate
variations in genes associated with pathogenicity, DNA was extracted from FOX isolates and
then PCR amplification was performed on a group of orthologous genes and genes reported for
pathogenicity, from which sequences were obtained. From these sequences. Polymorphism
among isolates, variations in pathogenicity and differences in the resistance response of
resistant and susceptible carnation varieties were determined.
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1.10. INTRODUCCION

En la actualidad, una de las enfermedades mas persistentes en cultivos a nivel global es la
Fusariosis, causada por hongos del género Fusarium. Uno de los tipos de Fusariosis es la
marchitez vascular (Granada et al., 2001;Elliot, 2010). Esta y otras enfermedades, como la
pudricion basal, estdn asociadas a distintas especies de hongos pertenecientes al género
Fusarium, que ocasiona grandes pérdidas en produccion para el sector agricola y un riesgo en
sanidad y salud humana (Sedano, 2012; Villa et al., 2015). Ante la dificultad para distinguir
morfolégicamente algunas especies de este género, se dio lugar a una diferenciacion con base
en su fisiologia, creando las formas especiales especificas para un hospedero (f.sp.), (Alanis et
al., 2015). Por otro lado, a través de estudios moleculares se observd una estrecha relacion
genética y un alto polimorfismo entre especies de este genero, representando estas dos
caracteristicas una alternativa para su diferenciacion taxondmica, empleando herramientas
moleculares (Singh et al., 2006). Sin embargo, la falta de informacién sobre la relacion entre
la morfofisiologia y las variaciones genéticas de las distintas especies de Fusarium oxysporum,
han sido un obstaculo para su taxonomia y eventual filogenia, (Torres, 2000; De la Torre -
Hernandez et al., 2014; Wang et al., 2017; Hiremani, 2019).

Mientras que poblaciones de ese complejo de especies de FOX no presentan diferencias
morfoldgicas suficientes para distinguirlos ni clasificarlos como especies diferentes,
paralelamente se han observado diferencias fisioldgicas entre poblaciones de FOX asociadas a
la patogenicidad hacia hospederos especificos (Nelson, 1981; De Granada et al., 2001), dando
lugar a las formas especiales (f.sp.) como una alternativa para diferenciar dichas poblaciones,
en las que se han reportado mas de 120 posibles formas especiales para FOX (Poli et al., 2013).
El reconocimiento de estas formas especiales surge a partir de las diferencias entre las proteinas
efectoras involucradas en el proceso de infeccion especifico para ciertos cultivares (van Dam
etal., 2016). Adicionalmente, se han reconocido grupos de genes asociados a la patogenicidad;
como reportados en Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici los denominados secretados en el
xilema (SIX), cuya presencia puede variar entre formas especiales (Schmidt et al., 2013; Jangir
et al., 2021). La presencia de estos genes en cromosomas moviles, donde puede ocurrir
transferencia horizontal, la cual ha indicado que el intercambio de informacion genética da
lugar a cambios en la virulencia y este es uno de los factores de mayor importancia en descifrar
la variabilidad genética del complejo de especies de Fusarium oxysporum (Laurence et al.,
2015; Simbaqueba et al., 2018).

Fusarium oxysporum f.sp. dianthi es una de estas formas especiales. Esta forma
especial esta asociada al clavel, planta ornamental perenne, entre 40 a 60 cm de alto en el tallo
y de base lefiosa (Alvarez, 2016). El clavel ha sido uno de los cultivos mas afectados por F.
oxysporum f.sp. dianthi, manifestando una reduccion en su produccion y exportacion (Trujillo
et al., 2005; Ceballos, 2015). Las pérdidas que puede ocasionar la fusariosis en el cultivo de
clave son considerables, y pocos tratamientos han tenido efectos positivos para su control
(Rodriguez et al., 1995; Al-hatmi et al., 2016; Bravo, 2016; Bhat et al., 2016). Una de las
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alternativas para su control ha sido la generacion de lineas hibridas con el fin de obtener
variedades resistentes a Fusarium oxysporum (Soto et al., 2009; Mesterhazy et al., 2012;
Lecomte et al., 2016: Soto, 2016). Considerando lo anterior y su alto polimorfismo genético,
en el cual estan involucrados genes asociados a la patogenicidad (Frac et al., 2016;
Vlaardingerbroek et al., 2016), se hace necesario contar con herramientas que permitan
distinguir los cambios genéticos que se presentan en relacion con estos dos aspectos.

De acuerdo con lo anterior, surge la idea de enfocar una investigacion dirigida a la
evaluacion de la variabilidad genética de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi (FOX) por medio
de la evaluacidn de genes previamente asociados a la patogenicidad, asi mismo identificar
cambios en la patogenicidad de FOX de la misma forma especial, haciendo una comparacion
con una forma especial diferente. También, reconocer las variaciones que esta pueda presentar
en la respuesta de resistencia de variedades hibridas en el clavel, que presentan antecedentes
de caracter resistente y susceptible. Lo anterior, con el fin de identificar posibles cambios en la
patogenicidad que puedan ser utilizados en programas de mejoramiento de cultivos, mediante
el reconocimiento del polimorfismo en relacion con la patogenicidad de FOX, lo que aportara
conocimiento respecto a las implicaciones genéticas sobre variaciones en la patogenicidad del
hongo sobre el hospedero. Entender esto puede llevar al planteamiento de estrategias eficientes
para el manejo de Fusarium oxysporum y su impacto en el cultivo de clavel.

En los Gltimos afios, con la generacion de lineas resistentes a FOX en el programa de
mejoramiento genético de clavel de la UMNG, se ha demostrado un potencial para contener la
enfermedad con variedades de clavel hibrido resistentes. A pesar de ello, algunas de estas lineas
han vuelto a presentar sintomas una vez se reinfectan, lo cual se atribuye al polimorfismo
genético del hongo y su posible relacion con variaciones en la patogenicidad. Lo anterior se
debe a que no hay una relacién clara entre los aislados de una forma especial, su patogenicidad
y la presencia de marcadores moleculares asociados a patogenicidad.

1.11. OBJETIVOS
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1.11.1. General

Evaluar las variaciones en la patogenicidad de diferentes aislados de FOX sobre variedades
hibridas resistentes y susceptibles de clavel (Dianthus caryophyllus). Asi mismo, identificar
factores asociados a la patogenicidad de FOX con respecto a su capacidad de actuar como
patdgeno en secuencias de genes ortdlogos Utiles para taxonomia y filogenia, y genes
asociados a la patogenicidad.

1.11.2. Objetivos Especificos

e Identificar el progreso de la infeccion con cada uno de los aislados de FOX, en las
variedades resistentes y susceptibles de clavel en campo.

e Determinar si existe variabilidad en la patogenicidad de los diferentes aislados de
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi en micro plantas de clavel hibrido en condiciones in
vitro.

e Determinar la relacion entre la presencia de genes SIX de distintos aislados de
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi y las variaciones en la respuesta de variedades
hibridas de Dianthus caryophyllus en condiciones in vitro y en campo con respecto a
cambios en la patogenicidad de Fusarium oxysporum.

1.12. MATERIALES Y METODOS

1.12.1. Area de estudio

El estudio se realiz6 en las instalaciones de la Universidad Militar Nueva Granada, situada en
el Km 2 via Cajica-Zipaquira (Cundinamarca - Colombia).

1.12.2.  Obtencion del Material Biol6gico

1.12.2.1. Obtencidén y propagacion de los aislados de Fusarium oxysporum

Se trabajaron cuatro cepas de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi: dos aislados evaluados en
campo por su grado de patogenicidad en clavel, uno con un tiempo de antigiiedad de
aproximados diez afios FOX-2011; tres proporcionados por el cepario del grupo de
Fitopatologia Molecular de la Universidad Militar FOX-2019, FOX-2021 todos aislados de
clavel sintomatico y FOX-Uchuva, un aislado de Fusarium oxysporum infectando Physalis
peruviana. El ultimo aislamiento proporcionado por el cepario de la Universidad Nacional de
Colombia aislado de clavel (FOX-UN).
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1.12.2.2. Obtencidn de cultivos monosporicos y propagacion de los aislados de Fusarium
oxysporum

Para cada aislado, se tomo un trozo de micelio en PDA, se transfirio a un Erlenmeyer de 150
mL con medio Czapek Dox (Sigma®) liquido, se dejo en agitacion a 120 r.p.m. a una
temperatura de 27 °C por una semana. Posterior a ese tiempo, se pasé la suspension a traves de
gasa estéril, filtrando el medio en un vaso de precipitado, para retener el micelio del hongo en
la gasa y dejar pasar las esporas. Con el filtrado libre de micelio se hicieron diluciones con
agua destilada estéril de 1x10 e-6, a partir de la suspension se tomaron 20 pl y se inocularon
en cajas Petri con medio PDA, seguidamente se hizo la dispersion con un rastrillo en cajas de
Petri y se mantuvo a 24 °C en incubadora (Filgueira, 2011).

El crecimiento de las esporas se observd 24 horas posterior a su siembra, se
seleccionaron conidios individuales germinados para su siembra en medio PDA. Durante siete
dias se desarroll6 la colonia a partir de una sola espora y pasado ese tiempo se tomo un disco
del medio y se inoculé en medio liquido Czapek Dox (Sigma ®), dejandolo en agitacion por
una semana, para la obtencion de esporas limpias nuevamente, las cuales se usaron en los
ensayos de inoculacion (Filgueira, 2011).

Obtenidos los monospdricos, se tomd una muestra de cada una de las cepas
seleccionadas para su caracterizacion macro y microscépica siguiendo la guia de identificacion
de especie en el género (Nelson et al., 1983), con el microscopio ZEISS® Axioskop 2 Plus.

1.12.2.3. Propagacion de material vegetal in vitro

Se seleccionaron plantulas hibridas de clavel proporcionadas por el laboratorio de
biotecnologia vegetal, obtenidas del cruce entre variedades silvestres resistentes y variedades
comerciales catalogadas como susceptibles; de estas variedades, dos resistentes (UM395 y
UMF1B2) y dos susceptibles (UMSH2 y UM6515), estados del caracter descritos por Soto
(2012), (Resistente, medianamente resistentes, medianamente susceptible y susceptible),
tomadas del programa de mejoramiento de clavel de la Universidad Figura 1).

(sH2(s) Po) (Ct(R) Po
(395(R) F1) (F1B2(R) F2) (6455(s) F2)

503(R) F1

6515(S) F2

8500(R) F3
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Figura 1. Arbol de procedencia de las variedades hibridas de clavel, obtenidas de cruces
silvestres susceptibles y comerciales resistentes, en Po, F1 y F2 obtenidas a partir de
autopolinizacion en el programa de mejoramiento de la Universidad Militar Nueva Granada.

Se seleccionaron micro-plantas con rasgos fenotipicos sobresalientes sobre el resto
(turgencia, tamafio, grosor, entre otros). A partir de ellas se realiz6 una micro-propagacion
intermodal en condiciones in vitro (Fig. 2). Cada cuatro semanas, sembrando cinco plantas por
frasco, en medios de cultivo in vitro para plantas MS (Murashige y Skoog, 1962) sin hormona,
30 g/L de sacarosa, 13 g/L de agar-agar, con pH ajustado a 5.8 y en condiciones de cuarto de
cultivo a 6000 lux, 26 °C +/- 2, y fotoperiodo de 16 horas/luz (Cuéllar, 1998). Para ensayos in
vitro se obtuvo un promedio de 230 plantas por variedad, que fueron acondicionadas para su
posterior infeccidn y evaluacion. A partir de las plantas propagadas in vitro para obtener nuevos
explantes; se seleccionaron un estimado de 100 plantas, que fueron posteriormente
ambientadas en condiciones de invernadero para los ensayos ex vitro

Figura 2. Micro - plantas de clavel cultivadas in vitro en su proceso de crecimiento (a) y
ambientacion (b y c).

Es necesario que la plantas tengan un crecimiento minimo de 4 nudos para propagar y
obtener nuevos explantes. Alcanzar ese tamafio tom6 un tiempo aproximado de 4-6 semanas,
hasta la produccion de raices y acondicionamiento de las plantas. Transcurrido el tiempo, se
tomaron micro-plantas ambientadas para obtener nuevos explantes en medios nuevos, en
condiciones controladas de esterilidad, proporcionando los nutrientes requeridos, Yy
previniendo su contaminacion (Morales, 2015; Espinosa et al., 2018).

1.12.3. Ensayos de patogenicidad in vitro

Cada aislado de FOX fue ensayado con 35 plantas de cada variedad y se tuvo un control de 10
plantas por variedad. Una vez las plantas tuvieron mas de 3 nudos, se realizé la inoculacion, en
las mismas condiciones de propagacion, en medios de cultivo in vitro para plantas MS
(Murashige y Skoog 1962) sin hormona, 30 g/L de sacarosa, 13 g/L de agar-agar, con pH
ajustado a 5.8 y en condiciones de cuarto de cultivo a 6000 lux, 26 °C +/- 2, y fotoperiodo de
16 horas/luz (Cuellar, 1998). En el centro de cada frasco se colocd un disco de papel filtro

22



estéril, sobre el cual se inocularon 20 ul de una solucion de conidios de FOX a una
concentracion de 1x10° conidios/ml. Posteriormente, se hizo el seguimiento de la infeccion.

1.12.3.1. Evaluacién de sintomas del hospedero y determinacién de la incidencia y severidad
ensayo in vitro

Durante siete dias se observo el proceso de infeccion del hongo, invadiendo la planta desde las
raices; se hizo el seguimiento a partir del segundo dia para registrar la aparicion de sintomas
iniciales segun la escala de infeccion modificada por Soto (2012): (0) sin sintomas, (1) pérdida
de turgencia, (2) clorosis y/o amarillamiento, (3) marchitez severa y/o necrosis, (4) muerte. A
partir de esta escala se determind por observacion el progreso de la enfermedad (Trusov et al.,
2013). La observacion de sintomas tuvo un tiempo estimado de diez dias, con un intervalo de
un dia entre cada evaluacion los primeros cinco dias, y posteriormente un intervalo de dos dias.
Se tomo una planta sintomatica y una asintomatica (en caso que hubiera) para cada tratamiento,
con el fin de determinar cambios en los tejidos por la presencia del patégeno. Este ensayo fue
realizado durante el tiempo de cuarentena por la pandemia (Diciembre 2020), principalmente
por la imposibilidad de utilizar los invernaderos.

Transcurrido el tiempo, se tomaron plantas infectadas, se retiraron hojas y raices,
dejando solo el tallo pasaron por un lavado en hipoclorito de sodio 5% durante 2 minutos,
etanol 96% durante 1 minuto y ADE durante 1 minuto. Se hicieron 4 cortes transversales al
tallo por planta, los cuales fueron sembrados en PDA de forma consecutiva para mantener su
orientacion desde la base al apice, se dejaron en incubacion durante siete dias a 24 °C, pasado
el tiempo se re aisld el hongo en PDA para confirmar que los cambios tisulares fueron
consecuencia de la invasion del patégeno (Figura 3) (Filgueira, 2011, Forero et al., 2015).

Figura 3. Indexacién posterior a la infeccion de FOX - 2011; (A) Ensayo de patogenicidad,
crecimiento de Fusarium oxysporum en Micro plantas de clavel (395 - resistente) en medio MS
durante 4 dias, (B) Separacion de los tallos para remover hojas, raices y desinfectar, (C) Cortes
transversales de tres plantas del mismo ensayo, cada planta cortada en cuatro secciones
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organizadas manteniendo el orden de base a apice, para la observacion del crecimiento de
Fusarium oxysporum.

1.12.4.  Ensayos de patogenicidad ex vitro

A - A M =
Figura 4. Plantas hibridas de clavel de la linea resistente 395, en adaptacion ex vitro a
invernadero para su posterior inoculacién.Citar figura en el texto

y o

Se selecciond un total de 100 plantas de variedades hibridas de clavel en invernadero
catalogadas como resistentes (395), que fueron propagadas por esqueje y pasadas a invernadero
en bolsas de 1 kg con sustrato de escoria y tierra estéril, en proporcion 3:1 en condiciones de
riego y fertilizacion semejantes a las que se realizan en cultivo comercial (Triana, 2009). Esto
tres veces a la semana empleando macro y micronutrientes master 30-40-30. Transcurridas
cinco semanas o al tener cuatro nudos aproximadamente, se retir6 la yema apical “pinch” para
estimular su crecimiento y brotacion (Papone et al., 2008; Buitrago, 2018), acondicionadas
para pruebas de patogenicidad (Fig. 4)

1.12.4.1. Seguimiento de sintomas del hospedero y determinacion del progreso de la
enfermedad en ensayo ex vitro

Con plantas de cuatro nudos se hizo inicialmente la inoculacién del parasito en tierra a partir
de una solucion madre de concentracion 1x10° conidios/ml. Se inoculé una cantidad de 10 mL
en la tierra alrededor de las raices, pasada una semana se realiz6 una inoculacion inyectando
en el cuello de la planta con la misma solucion madre, esta vez se inocularon 5 mL de solucion.
Durante dos meses se observé el proceso de infeccion del hongo, invadiendo la planta desde
las raices, se hizo el seguimiento a partir de la segunda semana después de la inoculacion para
registrar la aparicion de sintomas iniciales segln la escala de infeccion modificada por Soto
(2012): (0) sin sintomas, (1) pérdida de turgencia, (2) clorosis y/o amarillamiento, (3) marchitez
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severa y/o necrosis, (4) muerte. A partir de esta escala se determino por observacion el progreso
de la enfermedad (Trusov et al., 2013) La observacién de sintomas tuvo un tiempo estimado
de 60 dias con un intervalo de 7 dias entre cada evaluacion.

Transcurrido el tiempo, se tomaron plantas infectadas, se retiraron hojas y raices,
pasaron por un lavado en hipoclorito de sodio 5% durante 2 minutos, etanol 96% durante 1
minuto y ADE durante 1 minuto. Se hicieron cortes transversales, los cuales fueron sembrados
en PDA, se dejaron en incubacion durante siete dias a 24 °C, pasado el tiempo se re-aislo el
hongo en PDA para confirmar que los cambios tisulares fueron consecuencia de la invasion del
patogeno (Forero et al., 2015).

1.12.4.2. Analisis estadistico in vitro y ex vitro y AUDPC

Posterior a la evaluacion de los sintomas, con los datos obtenidos se efectué un analisis de
varianza, una prueba de normalidad de varianzas de Levene y de Bartlett. Con los datos
obtenidos, se estimo el progreso de la enfermedad de acuerdo a los sintomas evaluados con
base al calculo del Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC).

AUDPC = 2((X; + Xi41)/2) x (Tey —T)) (D)

De los datos obtenidos de la escala de severidad de los sintomas de la enfermedad, se
determind el area bajo la curva del progreso de la enfermedad por medio de la ecuacién (1).
Donde, i=1, Ti= Es el nimero de dias entre la fecha de inoculacion y de registro de sintomas,
Xi = la tasa qué usa la escala de sintomas, (T (i + 1) - Ti) = tiempo entre lectura de sintomas
(Jeger y Viljanen-Rollinson, 2001; Huang et al., 2012 y Soto 2012). Con los valores obtenidos
del AUDPC, se realiz6 una prueba de shapiro-wilks para confirmar normalidad de varianzas.

1.12.5. Caracterizacion molecular

1.12.5.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de los aislados de Fusarium spp. fue realizada siguiendo el protocolo
de Cenis (1992), modificado y reportado por Rincén (2010). Se sembraron los aislados en
medio Czapek Dox Broth (Sigma®) durante 72 horas a 26 °C. Luego, se centrifugaron
individualmente a 13000 rpm durante 5 minutos, se hizo un lavado con TE (10mM Tris HCI
(pH 8.0), ImM EDTA). Enseguida, se adicion6 300 pL de buffer de lisis (200 mM Tris HCI1
(pH 8.5), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS) por 5 minutos y se adicionaron 150 pL de
acetato de sodio 3M (pH 5.2). Los tubos se llevaron a 20 °C por 10 minutos y se centrifugaron
a 13000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo previamente
congelado, posterior se adiciond un volumen 1:1 de isopropanol y se almacené a 4 °C, pasadas
24 horas, los tubos se centrifugaron a 13000 rpm durante 10 minutos, se retir0 el sobrenadante
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y al pellet se le agrego etanol al 70% para retirar el exceso de sales. Finalmente, el ADN se
resuspendio en TE.

Tras la extraccion de ADN, se hizo la medicidon de la concentracién de ADN utilizando
el kit Qubit® dsDNA HS. Posteriormente, con TBE 1X como buffer de corrida (89 mM Tris
base, 89 mM &cido bodrico, 2 mM EDTA), se evalud la calidad del ADN por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1%, por una hora a 50 V, utilizando BrET (Sigma®) a una
concentracion de 0.5 mg/ml, por ultimo, el gel se reveld en un transiluminador UV para la
observacion de las bandas (Filgueira, 2011).

1.12.5.2.  Evaluacién por PCR de genes representativos del genoma 'y
genes SIX

Utilizando ADN genomico, se realizé amplificacion por PCR (Tabla 1) con el kit de PCR
MyTaq™ DNA Polymerase de Bioline® ajustado a volumen de 20 uL, se realiz6 en un
termociclador Eppendorf ® 035735 Mastercycler Nexus Gradient, bajo el siguiente protocolo:

Tabla 1. Protocolo para los reactivos empleados para hacer PCR (Polymerase Chain Reaction).

Protocolo PCR
Reactivo Volumen
Buffer 5x 4 uL

Primer Forward 0.5uL
Primer Reverse 0.5uL
DNA 0.5uL
Agua 14 uL

Se amplificaron por PCR (Tabla 1 y 2) regiones de Internal Transcribed Spacer (ITS1
e ITS2), (200pb) que rodean la region codificante 5.8S de ADNTr, usando los primers ITS-1 -
ITS-2 e ITS1 - ITS4, los cuales codifican un fragmento especifico para el género Fusarium
oxysporum (Abd et al., 2003). Se usaron los primers H4-f y H4-r (300 pb), como complemento
a los datos iniciales. También se evaluaron genes SIX (1 al 7) (Meshram et al., 2018 y Selim
etal., 2015).
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Tabla 2. Datos de secuencia de los primers empleados en la amplificacion de genes de asilados

de FOX (Taylor et al., 2016), (F = Forward, R = Reverse).

Primer Secuencia (5°-3") Tamafio del amplicon (pb)
ITS-1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 200
ITS-2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 200
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 500
H4-F GCTATCCGCCGTCTCGCT 300
H4-R GCGGGCGAGCTGGATGTCCTT

SIX-1F GTATCCCTCCGGATTTTGAGC 992

SIX-1R AATAGAGCCTGCAAAGCATG

SIX-2F CAACGCCGTTTGAATAAGCA 249

SIX-2R TCTATCCGCTTTCTTCTCTC

SIX-3F CCAGCCAGAAGGCCAGTTT 508

SIX-3R GGCAATTAACCACTCTGCC

SIX-4F TCAGGCTTCACTTAGCATAC 967

SIX-4R GCCGACCGAAAAACCCTAA

SIX-5F ACACGCTCTACTACTCTTCA 567

SIX-5R GAAAACCTCAACGCGGCAAA

SIX-6F CTCTCCTGAACCATCAACTT 293

SIX-6R CAAGACCAGGTGTAGGCATT

SIX-7F CATCTTTTCGCCGACTTGGT 862

SIX-7TR CTTAGCACCCTTGAGTAACT
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Tabla 3. Datos de los ciclos del termociclador para la PCR.

Ciclos de PCR Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94 °C 2 min
inicial
30 ciclos
Desnaturalizacion 94 °C 1 min
Annealing 55.8 °C 30 seg
Extensién 72°C 1 min
Fin del Ciclo

El producto de todas las PCR (amplicones) analizado por electroforesis en gel de
agarosa al 1 % fue tefiido con bromuro de etidio 0.5 pg/mL. Posteriormente, los productos de
PCR fueron purificados usando el sistema (Invitrogen™ PureLink™ PCR Purification Kit ®)
y enviados a secuenciar dos veces directamente, tanto con el primer “reverse”, como con el
“forward” a Macrogen® en Corea.

Obtenidas las secuencias, se hicieron los consensos y se analizaron empleando el
software bioinformatico CLC DNA WorkBench®. Seguidamente, se compararon en el
GenBank del NCBI (National Center for Biotechnology Information) mediante la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para corroborar que la identidad de los aislados
corresponde a Fusarium oxysporum y comparar la identidad de las secuencias con secuencias
previamente reportadas para los genes evaluados.

1.13. RESULTADOS

1.13.1. Caracterizacién morfoldgica de Fusarium oxysporum

Las principales caracteristicas fueron un micelio algodonoso, primero blanco,
posteriormente violeta-morado. Las estructuras identificadas fueron fialides cortas sin
ramificaciones, microconidios de forma caracteristica ovalada, clamidosporas terminales. En
casos de observacion de macroconidios se distinguen por su forma de banano o medialuna, son
hialinos, mas gruesos en la parte medial que en los extremos y poseen de 3 a 4 septos (Nelson
etal., 1983 y Leslie 2006).
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En la Figura 5 se rotulan las estructuras morfologicas caracteristicas de Fusarium oxysporum
descritas de acuerdo a la guia de Leslie et al., (2006), y Renteria et al., (2019); las cuales
comprenden sus estructuras de reproduccion, que son las micro y macroconidias, las estructuras
alargadas donde se producen los conidios, que son las monofialides, la estructuras de
resistencia para su supervivencia en el suelo como las clamidosporas, y las estructuras que
componen el cuerpo vegetativo del hongo como son las hifas (Mandhare et al., 2011;
Nirmaladevi et al., 2016)

a d

Figura 5. Caracteristicas morfologicas de Fusarium oxysporum obtenidas del aislado FOX-
2011 en microscopia de luz: (A) Observacion macroscopica de una colonia en medio PDA con
micelio algodonoso, coloracion blanca, rosa y purpura, (B) Observacion microscépica de los
microconidios, ovalados, de base redondeada y unicelulares (flechas), (C) Hifas septadas,
presencia de monofialides cortas (flechas), (D) macroconidias en forma de medialuna, hialinos
y con cuatro septos, (E) clamidosporas de pared gruesa aisladas y algunas terminales.

1.13.2.  Ensayo de patogenicidad in vitro de los cinco aislados de FOX
sobre las variedades resistentes y susceptibles de clavel

Los sintomas presentados a partir de la infeccion de FOX - 2011 (Tabla 4 y Grafica 5),
indicaron que 6515 (S) y SH2 (S) tuvieron mayor porcentaje de mortalidad; 6515 tuvo menos
plantas asintomaticas y mas plantas con clorosis en comparacion con SH2, mientras que SH2
tuvo mas plantas con marchitez vascular. En el caso de 395 (R) tuvo mayor cantidad de
plantas asintomaticas y menor presencia de sintomas, comparada con F1B2 (R) que tuvo
mayor mortalidad y fue la variedad con mayor porcentaje de amarillamiento.
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Tabla 4. Micro - plantas de clavel de las variedades resistentes (R) y susceptibles (S) infectadas
con el aislado FOX - 2011 sobre mostrando los sintomas tras 10 dias de infeccion.

Ensayos de patogenicidad con FOX - 2011

A - 6515 (S) C - 395 (R) D - F1B2 (R)

Ensayo de patogenicidad con FOX - 2011

80
60

40

JI||L||.|I.

Sintomas de la enfermedad

Porcentaje de plantas por sintoma

B s515 [ sH2 [ F1B2 395

Gréfica 1. Sintomas de la infeccion ocasionada por el aislado FOX - 2011 sobre las variedades
susceptibles (6515 y SH2) y Resistentes (395 y F1B2), posterior a 10 dias de infeccién, de
acuerdo a la escala de infeccion modificada por Soto (2012): (0) sin sintomas, (1) pérdida de
turgencia, (2) clorosis y/o amarillamiento, (3) marchitez severa y/o necrosis, (4) muerte.

En el caso de los sintomas presentados durante la infeccién causada por FOX - 2019, se
evidenci6 que 6515 (S) tuvo mayor porcentaje de marchitez vascular, sequido de F1B2 (R);
SH2 (S) tuvo mayor porcentaje de plantas asintomaticas y mayor porcentaje de muertes
comparado con 6515; mientras que 395 (R) tuvo mayor porcentaje de plantas asintomaéticas y
no presentd muertes (Tabla 5 y Gréfica 2).
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Tabla 5. Micro - plantas de clavel de las variedades resistentes (R) y susceptibles (S) infectadas
con el aislado FOX - 2019 sobre mostrando los sintomas tras 10 dias de infeccion.

Ensayos de patogenicidad con FOX — 2019

6515 (S) SH2 (S) 395 (R) F1B2 (R)

Ensayo de patogenicidad con FOX - 2019

60
40

20

o - 2

Sintomas de la enfermedad

Porcentaje de plantas por sintoma

B 515 [ sH2 [0 F1B2 395

Grafica 2. Sintomas de la infeccion ocasionada por el aislado FOX - 2019 sobre las variedades
susceptibles (6515 y SH2) y Resistentes (395 y F1B2), posterior a 10 dias de infeccién, de
acuerdo a la escala de infeccion modificada por Soto (2012): (0) sin sintomas, (1) pérdida de
turgencia, (2) clorosis y/o amarillamiento, (3) marchitez severa y/o necrosis, (4) muerte.

Los sintomas ocasionados por la infeccion de FOX - 2021 fueron mayor porcentaje de plantas
vivas en variedades resistentes (395 y F1B2) y 395 present0 pérdida de turgencia y clorosis;

en contraste con la presencia de mayor porcentaje de plantas muertas en las variedades
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susceptibles (6515 y SH2), en este caso SH2 presentd mas plantas con amarillamiento y
marchitez comparada con 6515 que tuvo pérdida de turgencia y el mayor porcentaje de
muertes (Tabla 6 y Gréfica 3).

Tabla 6. Micro - plantas de clavel de las variedades resistentes (R) y susceptibles (S)
infectadas con el aislado FOX - 2021 sobre mostrando los sintomas tras 10 dias de infeccion.

Ensayos de patogenicidad con FOX — 2021

6515 (S) SH2 (S) 395 (R) F1B2 (R)

Ensayo de patogenicidad con FOX - 2021

sl

Sintomas de la enfermedad
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Porcentaje de plantas por sintoma

B 515 [ sH2 [0 F1B2 395

Gréfica 3. Sintomas de la infeccion ocasionada por el aislado FOX - 2021 sobre las variedades
susceptibles (6515 y SH2) y Resistentes (395 y F1B2), posterior a 10 dias de infeccién, de
acuerdo a la escala de infeccion modificada por Soto (2012): (0) sin sintomas, (1) pérdida de
turgencia, (2) clorosis y/o amarillamiento, (3) marchitez severa y/o necrosis, (4) muerte.
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Los sintomas ocasionados por FOX - Unal fueron notorios en F1B2 (R) que present6 el mayor
porcentaje de amarillamiento, y marchitez vascular comparada con las demas variedades,
incluso las susceptibles, en este caso SH2 (S) tuvo mayor cantidad de plantas con marchitez y
plantas asintomaticas comparada con 6515 (S) que tuvo méas plantas con pérdida de turgencia
y amarillamiento (Tabla 7 y Gréfica 4)

Tabla 7. Micro - plantas de clavel de las variedades resistentes (R) y susceptibles (S) infectadas
con el aislado FOX - Unal sobre mostrando los sintomas tras 10 dias de infeccion.

Ensayos de patogenicidad con FOX - Unal

6515 (S) SH2 (S) 395 (R) F1B2 (R)

;W

s 2
-~

Ensayo de patogenicidad con FOX - Unal

100

75

50

25

Porcentaje de plantas por sintoma

L.

1 2 3 4

L

Sintomas de la enfermedad

B 515 @ sH2 B FiB2 395

Gréfica 4. Sintomas de la infeccidn ocasionada por el aislado FOX - Unal sobre las variedades
susceptibles (6515 y SH2) y Resistentes (395 y F1B2), posterior a 10 dias de infeccién, de
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acuerdo a la escala de infeccion modificada por Soto (2012): (0) sin sintomas, (1) pérdida de

turgencia, (2) clorosis y/o amarillamiento, (3) marchitez severa y/o necrosis, (4) muerte.

Finalmente, en la Tabla 8 y Grafica 5, se observan los sintomas presentados por la infeccion
de FOX - Uchuva. En este caso no hubo plantas asintomaticas en SH2 (S), esta variedad
presentd mayor porcentaje de plantas con marchitez vascular y menos muertes, en comparacion
con 6515 (S) que tuvo mas mortalidad. Para el caso de F1B2 (R) presentd mayor cantidad de
plantas con clorosis y marchitez qué 395 (R), la cual tuvo el mayor porcentaje de plantas

asintomaticas.

Tabla 8. Micro - plantas de clavel de las variedades resistentes (R) y susceptibles (S) infectadas
con el aislado FOX - Uchuva sobre mostrando los sintomas tras 10 dias de infeccion.

Ensayos de patogenicidad con FOX - Uchuva

6515 (S)

SH2 (S) 395 (R)

F1B2 (R)
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Ensayo de patogenicidad con FOX - Uchuva
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Gréfica 5. Sintomas de la infeccion ocasionada por el aislado FOX - Uchuva sobre las
variedades susceptibles (6515 y SH2) y Resistentes (395 y F1B2), posterior a 10 dias de
infeccidn, de acuerdo a la escala de infeccion modificada por Soto (2012): (0) sin sintomas, (1)
pérdida de turgencia, (2) clorosis y/o amarillamiento, (3) marchitez severa y/o necrosis, (4)
muerte.

1.13.3.  Evaluacion de la infeccion de FOX en las plantas por indexacion

La disposicion de los cortes transversales de las plantas infectadas, se hizo con el fin de evaluar
el progreso de la infeccion por medio del alcance del hongo dentro de la planta. Observando
donde empieza el crecimiento de las colonias de FOX en cada uno de los cuatro cortes
realizados y organizados de acuerdo a su disposicion de la base al apice de la planta.
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Figura 6. Indexacion de las plantas de clavel de las variedades resistentes 395 y F1B2, para
todos los ensayos de patogenicidad in vitro con cada uno de los aislados evaluados de FOX
(2011, 2021, 2019, Unal y Uchuva); (a) F1B2 - 2011, (b) F1B2 - 2019, (c) F1B2 - 2021, (d)
F1B2 - Unal, (e) F1B2 - Uchuva, (f) 395 - 2011, (g) 395 - 2019, (h) 395 - 2021, (i) 395 —
Uchuva (Figura 6).

El desarrollo de las colonias de los cinco aislados de FOX a partir de los cortes de
meristemos de la variedad resistente F1B2 fue: FOX-2011 crecié por encima de los 3/4 de la
planta, FOX - 2019 creci0 entre 1/4 y 2/4 de la planta, FOX-2021 crecio por encima de los 2/4
de la planta, FOX-Unal creci6 entre ¥y 2/4 de la planta y, finalmente, el FOX-Uchuva tuvo
un crecimiento de 3/4 de la planta (Fig., 6: a, b, c, d y e).
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Lo anterior, indicando que los aislados 2011 y Uchuva fueron los que tuvieron mayor
crecimiento de micelio en la variedad F1B2, mientras que 2019 y Unal fueron los que tuvieron
menor crecimiento de micelio en plantas de esta variedad resistente.

Los aislados cuyo crecimiento fue superior a los 2/4 basales de la planta pueden ser una
indicacion de que hubo mayor colonizacion de FOX, mientras que, si el crecimiento fue
primordialmente hacia la parte inferior de las plantas, que no creciera micelio de la parte
superior del meristemo puede ser un indicador de que la infeccion no se dio hacia la parte
apical, o de que la cantidad de indculo presente no fue lo suficientemente abundante para
prosperar en la parte apical de la planta.

En el caso de la variedad resistente 395, el crecimiento de las colonias de los cinco
aislados fue: FOX-2011 creci6 por encima de los % de la planta, FOX-2019 creci6 por encima
de los 2/4 de la planta, FOX-2021 creci6 por encima de los 2/4 de la planta. FOX-Unal crecié
en ¥ de la planta y, finalmente, FOX-Uchuva tuvo un crecimiento de % de la planta. Lo
anterior, indicando que los aislados 2011, 2019 y Uchuva fueron los que tuvieron mayor
crecimiento de micelio en la variedad 395, mientras que 2021 y Unal fueron los que tuvieron
menor crecimiento de micelio en plantas de esta variedad resistente (Fig., 6: a, b, ¢, d y e). En
F1B2, el crecimiento de los aislados 2011, 2021 y Uchuva fue por encima de los % mientras
que para 2019 y Unal, el crecimiento ocurri6 hasta las 2/4 de la planta.

Se puede observar que, ademas, el crecimiento de las colonias varia entre las
variedades resistentes de clavel, ademas de presentar cambios en la coloracion; el aislado 2011
tiene una coloracion mas oscura en las colonias que crecieron de la variedad 395, ocurre lo
opuesto con el aislado 2019, cuya coloracion es mas oscura en las colonias obtenidas de la
variedad F1B2. Mientras que las colonias de 2021, Unal y Uchuva, presentan colores similares
en su crecimiento en las dos variedades resistentes.
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Figura 7. Indexacién de las plantas de clavel de las variedades susceptibles SH2 y 6515 para
todos los ensayos de patogenicidad con cada uno de los aislados evaluados de FOX (2011,
2021, 2019, Unal y Uchuva); (a) 6515- 2011, (b) 6515- 2021, (C) 6515 - Unal, (d) 6515 -
Uchuva, (e) SH2 - 2011, (f) SH2 - 2019, (g) SH2 - 2021, (h) SH2 - UN, (i) SH2 — Uchuva
(Figura 7).

El crecimiento de las colonias de los cinco aislados en las variedades susceptibles, fue:
En 6515, FOX-2011 tuvo crecimiento por encima de los % de la planta, FOX - 2019, creci6
por encima de ¥ de la planta, FOX-2021 tuvo crecimiento en 2/4 de la planta, FOX-Unal crecio
por encima de los 34 de la planta y FOX-Uchuva crecié por encima de los 34 de la planta.
Para el caso de SH2, el crecimiento fue: FOX-2011 tuvo crecimiento por encima de los % de
la planta, FOX-2019 tuvo crecimiento por encima de % de la planta, FOX-2021 creci6 por
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encima de los % de la planta, y FOX-Uchuva creci6 por encima de los 34 de la planta (Fig., 7:
a,b,cdye).

Con lo anterior, se observa que en las variedades 6515 y SH2 categorizadas como
susceptibles, todos los aislados tienen un crecimiento de micelio por encima de los % de la
planta (Fig. 7; a, ¢, d, e, f, g, h), a excepcion del crecimiento basal que tiene el aislado 2021 en
la variedad 6515. Esto puede ser un indicador de que el progreso de la infeccion por parte de
los aislados en estas variedades fue mas eficiente comparado con las variedades catalogadas
resistentes.

Al comparar el crecimiento de los aislados en las variedades resistentes, el crecimiento
de los aislados en ambas variedades tanto resistentes como susceptibles supera la mitad de los
tallos. Por ello, es importante observar el crecimiento de las colonias, que parte del tallo origina
el crecimiento, pues se observa que en el micelio que proviene de las variedades susceptibles
es mas abundante, ademas de asociarse al in6culo que prospera en esa parte de la planta, en
contraste con el crecimiento del micelio en las variedades resistentes..

En respuesta a lo anterior, las causas de la variacion en la respuesta diferencial de las
distintas variedades de clavel a FOX, se asocian a diferencias en la agresividad de los distintos
aislados, y a su vez a las categorias de resistencia y susceptibilidad previamente descritas en
las variedades de clavel, que se manejan en el grupo de fitopatologia molecular de la
Universidad Militar Nueva Granada.

1.13.3.1. Incidencia y severidad para el ensayo in vitro y la respuesta de las variedades
resistentes y susceptibles de clavel a la presencia de FOX.

A partir de los datos obtenidos de la observacién de sintomas durante las pruebas de
patogenicidad in vitro, se obtuvo el porcentaje de incidencia y severidad de cada uno de los
aislados sobre las diferentes variedades resistentes y susceptibles, con el fin de determinar
diferencias en la infeccidn entre aislados y, a su vez, sobre las diferentes variedades.

Tabla 9. Porcentaje de incidencia (%l) y severidad (%S) de los ensayos para cada aislado de
frente a cada variedad resistente y susceptible de clavel (Tabla 9)

2011 2019 2021 UNAL Uchuva

VARIEDAD| %1 | %S % 1 %S % 1 %S % I %S % I %S

F1B2(R) | 76,7 | 045 | 705 | 0,41 | 350 | 0,25 | 60,5 | 0,30 | 68,6 | 0,38

395(R) | 298|021 B0 | 031 | 275 | 0,13 | 36,7 | 0,20 | 28,6 | 0,13

6515(S) |824 | 057 | 767 | 059 | 829 | 0,71 | 857 | 051 | BN | 0,77

SH2(S) |51,2| 058 | 750 | 049 | 857 | 0,70 | 733 | 0,48 | [HOOM | 0.77
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A partir de la observacion de los sintomas en las pruebas de patogenicidad de cada
aislado con cada variedad, se obtuvo el porcentaje de incidencia y severidad para cada ensayo:

F1B2 (resistente) tuvo porcentajes de incidencia superiores al 60% con todos los
aislados, excepto 2021, cuyo porcentaje fue inferior a 40%; porcentajes de severidad
superiores al 40% con 2011 y 2019 e inferiores a 40% con 2021, Unal y Uchuva; 395
(resistente) presentd un porcentaje superior al 60% de incidencia Unicamente con FOX-2019,
porcentajes inferiores a 40% con los demaés aislados, mientras que presentd porcentajes de
severidad superiores al 20% con los aislados 2011 y 2019, por otro lado, los porcentajes fueron
inferiores a 20% en los aislados 2021, Unal y Uchuva.

SH2 (susceptible) presentd un porcentaje superior al 50% de incidencia Unicamente con
todos los aislados de FOX, mientras que presentd porcentajes de severidad superiores al 70%
con los aislados 2021, Unal y Uchuva, en cambio, el porcentaje fue inferior al 60% en 2011y
2019, caso contrario a los porcentajes de la variedad resistente (395); Finalmente, 6515
(susceptible) presentd un porcentaje superior al 70% de incidencia unicamente con todos los
aislados de FOX, mientras que presentd porcentajes de severidad superiores al 70% con los
aislados 2021 y Uchuva, en tanto que el porcentaje fue inferior al 60% en 2011, 2019 y Unal,
caso contrario a los porcentajes de la variedad resistente (395).

Segun los resultados de las pruebas de patogenicidad, F1B2 (resistente) la severidad de
la enfermedad supera el 40% para el caso de 2011 y para el resto de los aislados se encuentra
en un rango de 20-40%. Por ende, el caricter de resistencia de la variedad F1B2 es
moderadamente resistente frente a todos los aislados de FOX, exceptuando el aislado 2011,
frente al cual presenta un caracter de susceptibilidad. Esta variedad presenta una respuesta
favorable en la tolerancia a la enfermedad, pues previene el rapido progreso de la infeccion al
punto de la marchitez,

En el caso de 395 (resistente), presenta un porcentaje de severidad por debajo del 20%
frente a los aislados 2021, Unal y Uchuva, por ende, mantiene su caracter resistente frente a
estos aislados. Sin embargo, presenta un caracter de resistencia moderada frente a los aislados
2011 y 2019 al tener porcentajes de severidad por encima de 20%.
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Gréfica 6. Porcentaje de incidencia de los distintos aislados de FOX (2011, 2019, 2021, Unal
y Uchuva) en ensayos in vitro de F. oxysporum en variedades hibridas de Dianthus
caryophyllus 10 dias posterior a la inoculacion; resistentes (395 y F1B2) y susceptibles (6515
y SH2) (Gréfica 6).

En los ensayos de patogenicidad se logré observar que todos los aislados infectaron las
plantas de las variedades resistentes y susceptibles. Se obtuvo el porcentaje de incidencia a
partir de la division del total de plantas infectadas sobre el total de plantas del ensayo por 100
(Christopher et al., 2010). De acuerdo con la estimacién de la incidencia, se observa (Grafica
6) que los valores de incidencia para todos los ensayos superan el 25 %. Se estima que en las
variedades susceptibles los valores promedio son mayores a los estimados para las variedades
resistentes. Para las variedades resistentes los porcentajes oscilan entre 25-75%, en el caso de
395 el porcentaje supera el 50% en el ensayo con 2019, mientras que en F1B2 supera el 50 %
en todos los ensayos, excepto con 2021.

En los valores estimados para las variedades susceptibles los porcentajes oscilan entre

50-100%, donde la variedad 6515 supera en todos los ensayos el 75%, mientras que SH2 tiene
una incidencia de 50% y en 2011 y en los demas ensayos esta entre 75 y 100 %.
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Gréfica 7. Porcentaje de severidad in vitro de F. oxysporum en variedades hibridas de Dianthus
caryophyllus 10 dias posterior a la inoculacion; variedades resistentes 395 y F1B2 y
susceptibles 6515 y SH2; distribucién normal y homogeneidad de varianzas, existen
diferencias significativas (Pr (>F) = < 0.05). Hay significancia estadistica en el efecto de las
variables, pero no en la interaccion de las mismas.

En la estimacion de la severidad se observa (Gréafica 7) que los porcentajes de las
variedades resistentes se mantienen por debajo del 50 % para todos los ensayos, mientras que
para las variedades susceptibles los valores superan el 50%. En las variedades resistentes se
puede resaltar para F1B2; los valores de severidad son menores con los aislados de 2021 y
Unal, y superan el 40% con los aislados 2011, 2019 y Uchuva, donde 2011 tuvo el valor mas
elevado. Para 395, todos los ensayos tuvieron valores menores a 25% a excepcion del ensayo
con 2019, qué tuvo un porcentaje superior al 30%.

Por otro lado, las variedades susceptibles tuvieron valores superiores al 48%, en el caso
de 6515 el aislado que tuvo menor porcentaje fue Unal con un porcentaje de 50%, mientras que
los aislados 2021 y Uchuva tuvieron los mayores porcentajes entre 70 y 75%. Para el caso de
SH2, los aislados 2019 y Unal tuvieron los porcentajes mas bajos cerca al 50%, y al igual que
en 6515, los valores mas altos fueron para los aislados 2021 y Uchuva.
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Tabla 10. Organizacion de los aislados de Fusarium oxysporum de acuerdo al porcentaje de
severidad alcanzados sobre variedades resistentes (F1B2 y 395) y susceptibles (SH2 y 6515)
donde los porcentajes se organizan; 0-20% resistente, 20-40% resistencia moderada y >50%
susceptible (tabla 10) (Kumar et al., 2012).

Variedades de clavel
Aislado de FOX F1B2 395 6515 SH2
2011 S MR S )
2019 MR MR S )
2021 MR R S S
Unal MR R S S
Uchuva MR R S S

Con lo anterior, se puede observar (Tabla 10) que, de acuerdo a los resultados en las
pruebas de patogenicidad in vitro, en la respuesta de todas las variedades a la infeccion
ocasionada por los diferentes aislados de Fusarium oxysporum hay diferencias significativas
en la respuesta a la infeccion entre las variedades resistentes y susceptibles, y, adicionalmente,
hay diferencias en la respuesta de resistencia de las variedades previamente catalogadas como
resistentes; mientras las variedades susceptibles mantienen su caracter de susceptibilidad.

1.13.3.2.  Analisis estadistico de los valores de incidencia y severidad
para el ensayo in vitro

Con datos de distribucion normal y homogeneidad de varianzas, existen diferencias
significativas (Pr (>F) = < 0.05) en la severidad de la infeccién ocasionada por diferentes
aislados de FOX sobre el clavel. Hay diferencias significativas tanto para los diferentes aislados
de Fusarium oxysporum como para las variedades resistentes y susceptibles del clavel
utilizadas en este estudio. Aun asi, la interaccion entre las variables, variedad de las plantas y
aislado del FOX, no es significativa. Se realizo una prueba de efecto de las variables donde se
muestra que tanto la variable (variedad) denominada al tipo de variedad resistente o susceptible,
como la variable (hongo) asociada a los distintos aislados, tienen efecto sobre la severidad de
la infeccion, sin embargo, la variable de la variedad tiene un efecto mayor comparado con el
efecto de los aislados, estadisticamente hablando.
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Con base en los resultados de la prueba de Anova, se puede observar (Tabla 11) que
hay diferencias en el efecto de las variedades sobre los valores de severidad de la infeccion,
donde las variedades susceptibles 6515 y SH2 presentan niveles de severidad mayores al 50%,
mientras que las variedades resistentes 395 y F1B2 presentan valores para 395 inferiores al
40% y para F1B2 inferiores a 50%.

Tabla 11. Valores de Anova para ambas variables (variedades de clavel y aislados de FOX),
Pruebas de normalidad de Levene y de Shapiro-Wilks, Tamario del efecto de las variables sobre
la severidad de la enfermedad (Tabla 11).

Anova

Variable: Variedades de Clavel Pr (>F) = < 2e-16

Variable: Aislados de Fox Pr (>F) =0.04881

Pruebas de Normalidad

Prueba de Levene para homogeneidad Pr (>F) =0.1187
de las varianzas
Prueba de Shapiro - Wilks para P value = 0.9101
normalidad en la distribucion de los
datos

Valores del efecto de las variables

Parametro Eta2

Hongos 0.04
Variedades de plantas 0.48
Hongos*Variedades de plantas 0.07

En este caso se observa (Gréafica 8) que el efecto de los aislados presenta diferencias
significativas, es decir, el efecto de los aislados tiene un impacto diferencial en los valores de
severidad de las distintas variedades; de acuerdo a los resultados de anova (Pr (>F) = < 0.05)
sobre los porcentajes de severidad de la infeccion. Aqui se pueden resaltar diferencias como el
efecto del aislado Unal (D), que tiene valores entre 20 y 50%, comparado al efecto del aislado
Uchuva (E), que tienen valores entre 20 y 80%.
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Gréfica 8. Distribucion del efecto de las variedades de clavel (resistentes; F1B2 y 395) y
(susceptibles; SH2 y 6515) sobre los valores de severidad de la enfermedad causada por FOX,
donde la organizacion de los aislados es (A) 2011, (B) 2019, (C)2021, (D)Unal y (E) Uchuva.
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Gréfica 9. Distribucion del efecto de los distintos aislados de FOX sobre los porcentajes de
severidad de la enfermedad en variedades hibridas de clavel, donde la organizacion de los
aislados es (A) 2011, (B) 2019, (C)2021, (D)Unal y (E) Uchuva; sobre los valores de severidad
de la infeccion causada en el clavel.
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Gréfica 10. Relacidon de los porcentajes de severidad en interaccion planta-patdgeno entre las
variedades susceptibles 6515 y SH2, y resistentes 395 y F1B2 con relacién a cada uno de los
aislados de FOX (A)2011, (B)2019, (C)2021, (D)Unal y (E)Uchuva.
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Se pueden observar las diferencias en los porcentajes de severidad entre variedades
resistentes y susceptibles; asi como se puede destacar que los aislados que ocasionaron mayores
porcentajes de severidad fueron 2019 y Uchuva para ambas variedades, mientras que los
aislados que ocasionaron menos porcentajes de severidad fueron 2021 en las variedades
resistentes y Unal en las variedades susceptibles.

aoy_2

1 1 1 1 1
-2 -1 0 1 2

norm quantiles

Gréfica 11. Distribucion de los datos y muestra de la normalidad en los cuartiles. Aqui se
observa como la distribucion de los datos es homogénea, donde los puntos representan el
coeficiente de correlacion, mientras la zona coloreada representa el intervalo de confianza de
95% vy la linea azul el valor de cero (Grafica 11).

1.13.4.  Ensayos de patogenicidad, sintomatologia de marchitez vascular y
seguimiento de los sintomas ex vitro.

Los ensayos de patogenicidad ex vitro se realizaron en plantas hibridas de clavel previamente
catalogadas como resistentes. Este ensayo fue realizado en condiciones de invernadero en un
transcurso de 12 semanas; fue a partir de la tercera semana que se presentaron sintomas
asociados a la marchitez vascular ocasionada por Fusarium oxysporum. Se observaron
sintomas de clorosis, pérdida de turgencia, posteriormente marchitez vascular y en algunas
plantas la muerte (Fig. 14).
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Figura 14. Plantas de variedades hibridas de clavel previamente catalogadas con caracteres de
resistencia a Fusarium oxysporum. Luego de varios afios sin sintomas aparentes de la
enfermedad, algunas de las plantas empiezan a mostrar sintomas de marchitez vascular en el

invernadero.
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Gréfica 12. Porcentaje de severidad (S1 y S2) e incidencia (11 e 12) de F. oxysporum sobre
Dianthus caryophyllus para la evaluacion de plantas resistentes por medio de la prueba de
patogenicidad en invernadero en dos tiempos de medicion.

Se observan (Gréfica 12) cambios en la incidencia y severidad de los distintos aislados
sobre las variedades hibridas de clavel catalogadas como resistentes por el grupo de
Fitopatologia Molecular de la Universidad Militar Nueva Granada. EI mayor porcentaje de
incidencia para este ensayo fue reportado para el efecto del aislado 2019 por encima del 70%,
seguido del aislado 2021, que report6 valores de incidencia superiores al 50% en el tiempo S2,
es decir, a los dos meses de observacidn; en tanto que el aislado Unal fue el que tuvo menor
valor de incidencia, con un porcentaje inferior al 25%.

Por otro lado, los valores de severidad reportados para las variedades hibridas de varias
lineas clonales fueron mayores para el aislado 2021 inicialmente, con un porcentaje superior a
45%, seguido de Uchuva con un porcentaje de 25%, pero que posteriormente, en el transcurso
de la infeccion, dicho porcentaje cambio para el segundo tiempo de medicion. En 2021 se
mantuvo en 48% y en 2019 incremento a 43%, mientras que el aislado Unal tuvo el valor mas
bajo reportado en 13%. Cabe destacar que, para el aislado Uchuva, el valor de severidad
disminuy6 un 4% en el segundo tiempo de medicion.
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1.13.5.  Incidenciay severidad para el ensayo ex vitro y la respuesta de las
variedades resistentes y susceptibles de clavel a la presencia de FOX.

Tabla 12. Porcentaje de incidencia (%l) y severidad (%S) de los ensayos ex vitro de cada
aislado de frente a una variedad resistente de clavel en el ensayo en invernadero, donde t1, un
mes después de la infeccidn, y t2, dos meses después de la infeccidn, representan los tiempos
de medicion respectivamente.

Aislado de | % Severidad | % Incidencia
FOX tl t2 tl t2
2011 19 24 33 37
2019 15 43 71 75
2021 42 48 39 55
Unal 13 13 21 21

Uchuva 25 21 35 35

Tabla 13. Descripcion del caracter de resistencia de los aislados de Fusarium oxysporum de
acuerdo al porcentaje de severidad alcanzada sobre las variedades hibridas de clavel evaluadas
en invernadero, donde los porcentajes se organizan; 0-20% Resistente, 20-40% Resistencia
moderada y >50% Susceptible (Tabla 13)

Aislado FOX Caracter de la
Variedad Hibrida
de clavel

2011 MR
2019 S

2021 S

Unal MR
Uchuva MR

Con base en los porcentajes de severidad obtenidos, se indicé un caracter de resistencia de las
variedades hibridas de varias lineas clonales evaluadas previamente como resistentes, frente a
la respuesta dada frente al proceso de infeccién ocasionado por FOX. En ese sentido, un
porcentaje de severidad de 20 a 40% se considera un caracter medianamente resistente, y
valores superiores al 40% indican susceptibilidad. Segun lo anterior, el porcentaje indicado
para los aislados 2011, Unal y Uchuva se encuentran en el rango de caracter medianamente
resistente, mientras que los aislados 2019 y 2011 indican un porcentaje superior, por tanto,
frente a ellos las variedades se describen como susceptibles.
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1.13.5.1. Analisis estadistico de los valores de Incidencia y Severidad para el ensayo ex vitro

Se pueden observar diferencias en los valores de severidad de los aislados sobre las variedades
de varias lineas clonales (Tabla 14). Con normalidad en los datos en la prueba de Levene (Pr
(>F) = 0.2868) indicando que hay normalidad en los datos. Con las estimaciones de los valores
de Anova (Pr (>F) = 0.0302) se estima que existen diferencias significativas en los porcentajes
de severidad ocasionados por distintos aislados de Fusarium oxysporum (2011, 2019, 2021,
unal y Uchuva).

Tabla 14. Valores de Anova para la respuesta de resistencia del clavel a los Aislados de Fox,
Pruebas de normalidad de Levene y de Bartlett.

Anova

Variable: Aislados de Fox Pr (>F) =0.0302

Pruebas de Normalidad

Prueba de Levene para homogeneidad Pr (>F) =0.2868
de las varianzas

Prueba de Bartlett para normalidad de P value = 0.4354
las varianzas

Se pueden observar diferencias en el progreso de la enfermedad para los distintos
aislados, con normalidad en los datos en la prueba de Shapiro-Wilks (P value = 0.3507),
indicando que hay normalidad en los datos. Con las estimaciones de los valores del area bajo
la curva del progreso de la enfermedad (Grafica 13), se observan diferencias entre 2019 y 2021,
comparados con el aislado, que tuvo menor progreso, siendo Unal, mientras que el progreso de
la enfermedad entre los aislados 2011, 2019 y Uchuva tienen medias similares.
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Gréfica 13. Valores de log AUDPC a los 60 DPI para los cinco aislados de Fusarium
oxysporum evaluados en ensayos ex vitro, se evidencian diferencias en los valores de AUDPC,
donde aislado con mayor valor de AUDPC fue 2021, mientras que Unal fue el aislado con el
valor mas bajo.
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Gréfica 14. Diferencias en el porcentaje de severidad de distintos aislados de F. oxysporum

sobre Dianthus caryophyllus para la evaluacién de plantas resistentes por medio de la prueba
de patogenicidad en invernadero.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, las variedades hibridas evaluadas y previamente
catalogadas como resistentes presentaron rasgos de susceptibilidad frente a los aislados 2019 y
2021, mientras que para los aislados 2011, Unal y Uchuva presentan un rasgo de resistencia
parcial. Siendo 2021 y 2019 los aislados con el mayor porcentaje de severidad acercdndose a
un 50%. Para el caso de 2019 se evidencid en el tiempo mayor severidad con respecto al
progreso de la enfermedad ocasionado por 2021.

Por otro lado, para los aislados, Unal y uchuva (Tabla 13), se observé que no hubo
progreso de la enfermedad en el tiempo, es decir, frente al proceso de infeccion de estos
aislados hubo una respuesta eficiente de las plantas asociada al rasgo de resistencia previamente
descrito para estas variedades. Esto es de utilidad tanto en términos de investigacion, como en
la préactica, la oportunidad de obtener nuevas lineas de clavel con rasgos de resistencia
asociados a la respuesta frente a aislados menos agresivos, y a su vez frente a aislados
agresivos, donde la respuesta de las plantas al patdgeno pueda ser eficiente en la prevencion
del progreso de la enfermedad.

1.13.6. Caracterizacion molecular

1.13.6.1. Extraccion de ADN Fungico

Como resultado de la extraccion de ADN de los aislados de cultivos monospéricos de Fusarium
oxysporum evaluados y utilizados para las pruebas de patogenicidad, se observan (Fig. 18) las
bandas de ADN obtenidas a partir del método de Cenis (1992) modificado por Rincén (2010).

Figura 18. Electroforesis en gel Agarosa al 1%, bandas producto de la extraccion de ADN de
distintos aislados de Fusarium oxysporum; (a) 2011, (b) 2019, (c) 2021, (d) Unal y (e) Uchuva.

Se obtuvo la concentracion de las muestras de ADN (Tabla 11) para cada uno de los
aislados de FOX. De acuerdo a Rincon (2010), el cambio en las concentraciones de ADN se
puede atribuir a la cantidad de micelio empleado en la extraccion o a la pérdida del mismo
durante el proceso de macerado. Aun asi, las concentraciones obtenidas fueron buenas para
poder hacer la posterior amplificacion por PCR de genes ortdlogos y genes SIX.

53



Tabla 15. Valores cuantitativos de concentracion de ADN para distintos aislados de Fusarium
oxysporum (1) 2011, (2) 2019, (3) 2021, (4) Unal y (5) Uchuva. Utilizando el Kit Qubit™
dsDNA HS con el método de fluorémetro.

Aislado de Concentracion
FOX ng/uL
2011 155
2019 115
2021 152
Unal 226

Uchuva 243

1.13.6.2.  Amplificacion por Reaccién en Cadena de la Polimerasa para
genes ortologos y genes SIX.

Se obtuvieron resultados positivos en la amplificacién de los genes ITS con los tamafios
esperados para las regiones de ADN. Por consiguiente, los aislados previamente identificados
morfoldgicamente como parte del complejo de especies de Fusarium oxysporum también se
identificaron por amplificacion de regiones de DNA, propias del género Fusarium (Abd-
Elsalam et al., 2003, como se cit6 en Buraglia, 1999). Los productos de amplificacion de los
cinco aislados, con las regiones genicas evaluados de ITS, H4 y los genes SIX, fueron
purificados y enviados a secuenciar a Macrogen Corea; las secuencias obtenidas fueron
alineadas utilizando la herramienta Blast en el National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (Anexo 1).

1.13.6.3.  PCR con los primers H4a/H4b, ITS1/ITS2/ITS4

Con la pareja de primers se obtuvo para los cinco aislados productos de amplificacion de la
histona 4 con peso molecular esperado de 300, pares de bases aproximadamente y de buena
calidad con bandas definidas y de buena concentracion. La amplificacion de histona en
Fusarium oxysporum se realiza porque son secuencias con un alto grado de conservacion Utiles
para la identificacion molecular de hongos (Henao-Henao et al., 2018; Ujat et al., 2021). De
las secuencias obtenidas se realizO BLAST en la base de datos de GenBank en NCBI,
obteniendo porcentaje de identidad de 99.05% con secuencias de Fusarium oxysporum
(CP052045.1).
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Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de amplificacion de PCR de los
primers H4a y H4b. (1) Marcador de peso molecular Hyperlader 1I® (2) Amplificacién de
histona 4 - 2011; (3) Amplificacion de histona 4 - 2019; (4) Amplificacion de histona 4 - 2021;
(5) Amplificacién de histona 4 - Unal; (6) Amplificacién de histona 4 - Uchuva (Figura 19)

Para cada uno de los 5 aislamientos, se obtuvo producto de Amplificacion por PCR para
ITS1-2 de 250 pares de bases aproximadamente (Landlinger et al., 2009 y Rupesh et al.,2013),
mientras que para los productos de amplificacion de ITS1-4 fue de 500 pares de bases
aproximadamente (Kim et al., 2017). Al momento de realizar blast con las secuencias
obtenidas, para este par de genes se obtuvo un porcentaje de identidad de 100% con regiones
ITS en secuencias de Fusarium oxysporum (0Q923670.1).x

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de amplificacion de PCR de los
primers ITS1-2 e ITS1-4. (1) Amplificacion de ITS1-2 - 2011; (3) Amplificacion de ITS1-2 -
2019; (4) Amplificacion de ITS1-2 - Uchuva (5) Amplificacion de ITS1-4 - 2011; (6)
Amplificacion 9 de ITS1-4 - 2019; (7) Amplificacion de 1TS1-4 - 2021; (8) Amplificacion de
ITS1-4 - Unal y (9) Amplificacion de ITS1-4 - Uchuva. Citar en el texto
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1.13.6.4. PCR con los primers SIX

En la amplificacion de los genes SIX hubo diferencias en la presencia de algunos de los genes
para algunos aislados con bandas de tamario esperado (Fig. 20). De las secuencias obtenidas se
realizo BLAST en la base de datos de GenBank en NCBI, obteniendo porcentajes de identidad
de la siguiente forma: SIX1 amplificé para los aislados 2019 y Uchuva (Fig. 21-2, 23-5) con
un porcentaje de identidad en GenBank de 100 %, con secuencias de Fusarium oxysporum f.
sp. physali (MW160896.1); SIX2 no tuvo amplifacion para ningan aislado; SIX3 solo hubo
amplificacion en 2021, SIX4 no amplifico para ninguno de los aislados.

1 2 3 45 67 8 9 1011 1213 1415 1617181920 21 M

800

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de amplificacion de PCR de los
primers SIX. (1) SIX1 - 2011; (2) SIX1 - 2019; (3) SIX1 - 2021 (4) SIX1 - Unal; (5) SIX1 -
Uchuva; (6) SIX2 - 2011; (7) SIX2 - 2019; (8) SIX2 - 2021; (9) SIX2 - Unal; (10) SIX2 -
Uchuva; (11) SIX 3 - 2011; (12) SIX3 - 2019; (13) SIX3 - 2021; (14) SIX3 - Unal; (15) SIX3
- Uchuva; (16) SIX4 - 2011; (17) SIX4 - 2019; (18) SIX4 - 2021; (19) SIX4 - Unal; (20) SI1X4
- Uchuva y (21) SIX5 - 2011 (Figura 21)xto la figura

En el caso de SIX5, amplificd para 2011 y 2019 con la realizacién de Blast en GenBank
del NCBI se obtuvo un porcentaje de identidad de 90.28% del gen SIX5 reportado para
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (MN745209.1). SIX6 amplificd unicamente para los
aislados Unal y Uchuva; al realizar Blast en GenBank se obtuvo un porcentaje de identidad de
90.81%, para una secuencia del gen SIX6 correspondiente a Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum (HM467128.1), y, por ultimo, para SIX7 hubo amplificacién para todos los
aislados excepto para 2011, al realizar el Blast, se obtuvo un porcentaje de identidad de 99.38%
en secuencia de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (MK906619.1).
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del producto de amplificacion de PCR de los
primers SIX. (1) SIX5 - 2019; (2) SIX5 - 2021; (3) SIX5 - Unal (4) SIX5 - Uchuva; (5) SIX6
- 2011; (6) SIX6 - 2019; (7) SIX6 - 2021; (8) SIX6 - Unal; (9) SIX6 - Uchuva; (10) SIX 7 -
2011; (11) SIX7 - 2019; (12) SIX7 - 2021; (13) SIX7 - Unal y (14) SIX7 - Uchuva.

1.14. DISCUSION

1.14.1. Evaluacién de sintomas en las variedades resistentes y susceptibles de clavel frente a la
infeccidn ocasionada por los cinco aislados de FOX in vitro

El principal objetivo de este trabajo fue determinar variaciones en la infeccion ocasionada por
distintos aislados de FOX sobre distintas variedades de clavel hibrido. Se evidenciaron
diferencias significativas entre el efecto patogénico de los distintos aislados, y a su vez
diferencias en la respuesta de las variedades susceptibles y resistentes de clavel.

La seleccion de las micro plantas se hizo considerando rasgos de turgencia, grosor y
coloracion, sin embargo, hay que tener en cuenta que hay rasgos varietales propios de cada una
de las distintas variedades de clavel seleccionadas. Por tanto, la propagacion de micro-plantas
de clavel se llevo a cabo a partir del corte y siembra de meristemos primarios o apicales de la
misma linea clonal, manteniendo con ello las caracteristicas morfogenéticas de la misma linea
clonal determinadas por el origen, la posicion y la estructura del meristemo; teniendo en cuenta
el fotoperiodo, la luz y la temperatura, ya que cambios en estos factores fisicos alteran la
morfogénesis de las plantas (Suérez, 2020 y Mroginski et al., 2010).

Por lo anterior, es importante considerar los rasgos de turgencia, grosor del tallo y
coloracion de las plantas al momento de hacer la evaluacion o seguimiento de los sintomas;
rasgos como en la variedad susceptible 6515 que tienen un tallo delgado y una coloracién verde
mas clara (Tabla 4a); la variedad susceptible SH2 tiene hojas méas anchas y nudos mas cortos
en comparacion a las demas (Tabla 5b), la variedad resistente 395 que tiene una coloracion
verde mas clara en el tallo y las hojas mas oscuras (Tabla 5c), o la variedad F1B2, que tiene un
tallo grueso y color verde oscuro caracteristico de la variedad (Tabla 4d).

1.14.2.  Diferencias en la respuesta de resistencia a la infeccion ocasionada
por distintos aislados de FOX en variedades resistentes y
susceptibles de clavel

Los resultados de severidad obtenidos para las interacciones entre las distintas variedades de
clavel versus los distintos aislados del hongo al ser sometidos estadisticamente presentaron
normalidad (Grafica 11) y homogeneidad de varianzas, es decir, si cumplieron los supuestos
estadisticos, por ello, aparte de las pruebas de normalidad de Levene y Shapiro Wilks, se evalud
el tamafio del efecto para las variables mencionadas anteriormente (Gréafica 9), donde el
objetivo principal fue probar la existencia de diferencias significativas entre ensayos de
patogenicidad con respecto a estas variables.
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La prueba tuvo una significancia inferior a 0,05 para cada una de las variables (Tabla
11), lo cual indico la existencia de diferencias significativas en el efecto de estas variables con
respecto a los tratamientos, es decir, las diferentes variedades de clavel presentan diferencias
en los porcentajes de severidad, asi como también se aprecian diferencias en los porcentajes de
severidad ocasionados por los diferentes aislados de FOX.

En la Grafica 7 se muestran los porcentajes de severidad de la infeccidn de los distintos
aislados sobre las variedades de clavel, las susceptibles (SH2 y 6515) tuvieron valores de 50%
para arriba y la variedad resistente 395 tuvo valores por debajo de 31% presentando diferencias
con F1B2 que tuvo valores entre 25 y 45%. En la Tabla. 9 se muestran los porcentajes de
incidencia y severidad de los distintos aislados que fueron mas agresivos en cada variedad,
indican que las variedades susceptibles (SH2 y 6515) mantienen el carécter de susceptibles
frente a todos los aislados; siendo Uchuva el que mayor porcentaje de severidad ocasiona,
mientras que Unal es el que ocasiona menor porcentaje. Para los casos de las variedades
resistentes, en 395 el aislado que ocasion6 mayor severidad fue 2019, mientras que 2021 y
Uchuva fueron los que ocasionaron menor porcentaje de severidad.

Estos cambios en la resistencia del clavel a la infeccion ocasionada por FOX han sido
previamente relacionados a la produccion de fitoalexinas. Estas producen especies reactivas de
oxigeno, cambian sus concentraciones de calcio, activan las cascadas de sefalizacion de
MAPKS, cierran sus estomas y ocurre la transcripcion de genes asociados a la resistencia de la
planta (Yu et al., 2012 y Pritchard, 2014). En el momento que se reduce la produccion de
fitoalexinas, la respuesta de resistencia en la planta es transgredida por la agresividad de FOX;
mientras que al producirse en gran cantidad puede contrarrestar el efecto de FOX y reducir los
sintomas (Romero, 2020 y Parthasarathu et al., 2021). Con ello, se observan diferencias entre
variedades susceptibles y resistentes, pues en ambas ocurre la infeccidn, pero la resistente la
contrarresta de tal forma que no presenta el mismo progreso en los sintomas como la
susceptible.

Adicionalmente, las plantas resistentes tienen una mayor concentracion de compuestos
antifangicos; acidos fenolicos, como el acido 4-hydroxybenzoico; presentan modificaciones en
el xilema, previniendo el progreso de la colonizacion del patdgeno, reduciendo el espacio
disponible en los haces vasculares (Kasote et al., 2020). En las variedades susceptibles la
respuesta a la infeccion es mas lenta, pues estos compuestos estan en menores concentraciones
y no ocurre un cambio vascular al inicio de la infecciéon (Khan et al., 2005).

Ademas, se han descrito mecanismos de defensa de la planta mediante inductores de
resistencia o elicitores, que estimulan mecanismos de respuesta como la resistencia sistémica
adquirida mediada por acido salicilico y la respuesta sistémica inducida mediada por el acido
jasmonico vy etileno (Perez et al., 2021). Se ha demostrado en ensayos de patogenicidad con
Fusarium oxysporum que hay cambios en la concentracion de jasmonatos; estos se acumulan
en las variedades resistentes, pues incrementan la actividad de enzimas de defensa, disminuyen
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el efecto de especies reactivas de oxigeno y promueven la acumulacién de fitoalexinas.
Igualmente, se ha reportado que altas concentraciones de melanina estan asociadas con una
respuesta de resistencia frente a la infeccion de FOX (Kasote et al., 2020). Esa concentracion
de melanina, puede ser un indicativo de la respuesta de resistencia presentada principalmente
por 395 (R), seguida por F1B2, ante la infeccion de los distintos aislados de FOX (Figura 3 'y
Tablas 4 a 8).

1.14.3.  Variaciones en la patogenicidad de aislados de FOX sobre variedades
resistentes y susceptibles de clavel

A pesar de los multiples mecanismos de defensa en las plantas para evitar o prevenir la
enfermedad, FOX ha desarrollado estrategias para que sus efectores de forma especifica,
superen la respuesta inicial de inmunidad dirigida por PAMP, facilitando la infeccion y
colonizacion (Coupto, 2016 y Gust, 2017). Esto, a través de un proceso denominado
Susceptibilidad dirigida por efectores, por la secrecion de factores de virulencia; algunos
secretados por el haustorio, trascolocado a la célula del huésped, donde inhibe la ubiquitina
ligasa y suprime la muerte programada de la planta en un estadio temprano de la infeccion
(Vleeshouwers, 2014 y Lo Presti et al., 2015).

Debido a las diferencias en la respuesta de las plantas ante la infeccion, FOX tiene una
colonizacion limitada y lenta en cultivares resistentes, mientras que los cultivares susceptibles
pueden ser colonizados de forma réapida y agresiva (Joshi, 2018 & Xu et al., 2021). En los
ensayos de patogenicidad realizados se observan las dos variedades de plantas susceptibles
(6515 y SH2) que en casos como en el ensayo con los aislados 2011, 2019, 2021 y Uchuva
(Gréfica 1, 2, 3 y 5) tienen una mayor cantidad de plantas con sintomas avanzados de la
enfermedad, mientras que con el aislado Unal (Grafica 4), los porcentajes de plantas muertas
se reducen.

Lo anterior comparado con el progreso del crecimiento de FOX en cada variedad muestra un
comportamiento conforme a la severidad ocasionada; en el ensayo con 6515 (S) todos los
aislados a excepcion de FOX - 2021, tuvieron crecimiento por encima de los % de la planta
(Fig. 8a - d). FOX - Unal tuvo menor impacto en términos de severidad, y un halo de
crecimiento mucho menor a los que ocasionaron mayor severidad, ademas de micelio blanco
no pigmentado, en 6515 y SH2. Mientras FOX - 2021 tuvo un crecimiento de 2/4 en la planta
y un halo de crecimiento mayor comparado con Unal en las dos variedades susceptibles y si
presentd pigmento en micelio, Alli la respuesta de inmunidad de las variedades susceptibles es
frustrada por la agresividad de FOX (Li et al., 2013)

En las variedades susceptibles se puede explicar que hay una clara respuesta de las
plantas a la infeccidn con la presencia de sintomas al intentar prevenir la enfermedad, aun asi,
los porcentajes de severidad ocasionados por los distintos aislados superando el 50% indicaron
que las dos variedades no pudieron contener la infeccién. En los casos de los ensayos con 2021
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y Uchuva con los cuales hubo valores de severidad superiores el 70%, se puede decir que estos
aislados fueron mas agresivos que los demas frente a las dos variedades susceptibles (6515 y
SH2), pues se puede decir que la capacidad de FOX - 2021 y FOX - Uchuva al suprimir la
respuesta inmune de la planta, condujo a la respuesta hipersensible en estas variedades,
aumentando la apoptosis celular y por ende eso explica que en estos dos ensayos, haya mayor
porcentaje de plantas con marchitez y muerte (Vanegas, 2019)

Por otro lado, las plantas de caracter resistente, tienen diferencias entre si; pues 395
con mayor porcentaje de plantas asintomaticas y menor severidad en comparacion con F1B2
(R). Los aislados 2011 y 2019 tuvieron crecimiento por encima de % de la planta y 2011 tuvo
mayor pigmentacion en el micelio que 2019; estos dos aislados ocasionaron mayor porcentaje
de severidad en 395 (R) frente a los demas aislados. F1B2 (R) tiene mas plantas sintomaticas
con los ensayos de los aislados 2011, 2019, Unal y Uchuva (Grafica 1, 2, 4 y 5), siendo 2021
el ensayo con el cual presenta menos plantas sintomaticas y menor severidad (Gréfica 3). El
crecimiento de los aislados en este caso fue mayor a % en 2011, Unal y Uchuva, mientras que
en los aislados 2019 y 2021 fue hacia 2/4 de la planta. Aqui se resalta que el aislado 2019 tuvo
la pigmentacion rojiza mas marcada que en los demas ensayos.

FOX ha presentado colores caracteristicos en el micelio desde violeta a rojizos, sin
embargo, esa coloracion puede variar a coloracion entre blanca y amarillo palido, dependiendo
de la edad, o también se puede asociar a otros factores (Vasquez, 2021). De acuerdo a Chen y
colaboradores (2006), la produccion de sintomas en plantas infectadas no se origina
exclusivamente por la presencia de inoculo, también es mediada por la presencia de
tricotecenos como el deoxynivalenol (DON), la cual tiene un efecto importante en el aumento
de la severidad en el hospedero (Maier et al., 2006). Con esto, se entiende que, durante la
infeccion, puede haber produccién de micotoxinas como los tricotencenos que son dispersadas
en la planta aunque el micelio no se haya propagado aln hacia el area donde se presentan los
sintomas.

Mientras que, en las variedades susceptibles, la respuesta hipersensible en aislados mas
agresivos puede conllevar a la muerte; en las variedades resistentes 395 y F1B2, estos mismos
aislados tuvieron menor efecto en la severidad de variedades resistentes y fueron otros aislados
los que causaron mayor severidad. En 395 este presentd caracter de medianamente resistente
frente a los aislados 2011 y 2019, y tuvo una respuesta eficiente a la enfermedad ocasionada
por 2021, Unal y Uchiva, manteniendo su caracter de resistencia. Por otro lado, F1B2 cambid
su caracter de resistente a medianamente resistente frente a todos los aislados, excepto con
2011, cuya infeccion no tuvo una respuesta eficiente y se mostro susceptible.

De acuerdo a las evaluaciones de patogenicidad con diferentes aislados, se ha descrito
que de las formas especiales descritas en los Gltimos afios, aproximadamente el 50% se asocian
a una especie determinada, mientras otras formas especiales han demostrado tener incidencia
sobre otras especies, ampliando su rango de especificidad en diferentes plantas por
patogenicidad cruzada (Edel-Hermann, 2019).
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Para Fusarium oxysporum f.sp. dianthi y Fusarium oxysporum f. sp. physali, se pudo
determinar que las formas especiales asociadas a un hospedero especifico tienen la capacidad
de afectar a otros hospederos (Tabla. 9), e incluso pueden ser mas agresivos sobre un nuevo
hospedero, como en el caso de Foca, donde se han demostrado diferencias en la agresividad
entre aislados (Araujo et al., 2017); asi puede suceder con F. oxysporum f. sp. physali
comparado a la severidad que tiene el aislado especifico para ese hospedero como es F.
oxysporum f. sp. dianthi (Simbaqueba et al., 2018).

Lo anterior se debe a que en muchos casos distintas formas especiales comparten y
codifican grupos de proteinas necesarias para que la patogenicidad hospedero-especifica de
Fox (Branes et al., 2022); asi mismo, a partir de la transferencia horizontal de genes presentes
en los cromosomas moviles ocurre el recambio de efectores, los cuales pueden conferir rasgos
de virulencia a aislados descritos previamente como no patogénicos o también incidir en la
agresividad de un aislado previamente descrito como virulento, bien sea para acrecentar su
capacidad patogénica 0 disminuirla (Sajeena et al., 2020).

1.14.4.  Evaluacién de sintomas en las variedades resistentes y susceptibles de clavel frente a la
infeccion ocasionada por los cinco aislados de FOX ex vitro

El uso de cultivares resistentes es de gran importancia en mitigar la incidencia de la enfermedad
en los cultivos, de alli la importancia de confirmar la resistencia de las plantas (Baez et
al.,2010). En el ensayo de patogenicidad de la variedad hibrida de caracter resistente frente a
los distintos aislados se presentaron diferencias significativas en el efecto de los aislados y
normalidad en los datos. Los aislados 2019 y 2021 causaron mayor severidad por encima del
40% Y en estos ensayos se observd mayor progreso de la enfermedad en menos tiempo, siendo
2021 el aislado mas agresivo en esta variedad. Esto indica que el caracter de esta variedad
frente a estos aislados es susceptible; mientras que 2011, Unal y Uchuva causaron severidad
con porcentajes por debajo del 24%. Es decir, fueron menos agresivos y en este caso, las plantas
de esta variedad presentaron caracter de medianamente resistentes.

En el ensayo con el aislado Unal, este fue el menos agresivo, no hubo progreso en la
enfermedad, es decir, esta variedad de clavel resistié la enfermedad y previno el progreso de
los sintomas. De acuerdo a Forero et al., (2015), las plantas tienen la capacidad de responder
ante un proceso de infeccion o colonizacion, inicialmente de una forma quimica que da lugar
a efectos fisioldgicos tales como la formacion de nuevos brotes basales, el incremento de hojas
nuevas y la concentracion de clorofila, promoviendo asi la asimilacion de nutrientes
(Manghwar et al., 2021). Se entiende que, ante el estrés, las plantas manejan diferentes
estrategias para la regulacion de los factores que las estresan, entre ellos la presencia de
patogenos, que conlleva a la adquisicion de una resistencia sistémica o induccién de resistencia,
con la que incrementa la expresion de genes asociados a la respuesta inmune de la planta frente
a distintos patdgenos (Medina, 2011).
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Frente a los aislados Unal y Uchuva, no hubo progreso de la infeccion, por el contrario,
se contuvo y en el caso del ensayo con Uchuva, la severidad se redujo en el tiempo. Esto ocurre
cuando la planta ha perdido su dominancia apical como respuesta a la colonizacion del
patdgeno. Lo anterior es un factor esencial para prevenir el progreso de la enfermedad,
compensando los efectos de la infeccidén que causa FOX (Sanzén et al., 2012). Por otro lado,
en algunos casos la planta recurre a la muerte celular previniendo el desarrollo del patégeno al
necrosar el tejido tras presentar una respuesta de hipersensibilidad ocasionada por especies
reactivas de oxigeno (Dinolfo et al., 2017). Asi como es el caso del ensayo 2021, que presentd
sintomas de marchitez desde un estadio temprano de la infeccion, alli, esta variedad de clavel
se presento susceptible.

Existe una correlacion inversa entre virulencia y agresividad; lo que se refiere a la
capacidad de especializarse en infectar un tipo de cultivar, reduciendo, a su vez, la capacidad
de infectar otros y, por tanto, limitando la supervivencia. En cambio, si hay un patdégeno que
tiene un amplio espectro de hospederos, incrementa su supervivencia, pero limita la posibilidad
de infectar todos sus hospederos de forma exitosa (Burbano-Figueroa, 2020). Con esta premisa,
se puede estimar que los valores de severidad obtenidos del aislado Uchuva son menores, ya
que, al tener un espectro de hospedero mas amplio, su capacidad de infectar puede verse
reducida.

En ese sentido, se ha descrito también que hay distintas formas en las que un patégeno
se puede relacionar con su hospedero. Puede haber una interaccion especifica entre variedades
del hospedero y razas del patdgeno, o bien puede ser que el patdgeno varie independientemente
de las diferencias en las variedades del hospedero; en este caso se atribuye a esa interaccion
planta-patdgeno un rasgo de resistencia horizontal y agresividad en el patdgeno (Vanderplank,
2012). Por su parte, para el caso del aislado 2021, que tuvo el valor mas elevado de severidad
sobre las plantas, se puede asociar el efecto contrario al aislado Uchuva, pues el aislado 2021,
en vez de tener un rango mas amplio de hospederos, puede ser mas agresivo con un solo tipo
de cultivar.

1.14.5.  Evaluacion de los genes SIX en los cinco aislados de FOX.

Los genes SIX se consideran candidatos a genes de avirulencia por su contribucion a la
virulencia de Fusarium oxysporum; entre los mas descritos estan avrl, avr2 y avr3 (Taylor et
al., 2016). El reconocimiento de estos efectores por parte de la planta activa la ETI, segunda
barrera de defensa de la planta contra el patdgeno. En ese momento, la inmunidad de la planta,
en caso de tener genes asociados a la resistencia, resulta en una interaccion no compatible con
el patdgeno, previniendo el progreso de la infeccion (Huarhua et al., 2020).

Con frecuencia se menciona la capacidad de los hongos de producir estructuras para

infectar a su hospedero. En el caso de Fusarium oxysporum, una de las proteinas efectoras que
secreta es SIX1 (Fig. 21: 2 y 5), la cual es codificada por el gen de avirulencia avr3, y es una
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de las encargadas de determinar la virulencia de FOX, mientras que proteinas como S1X4, a
partir del gen avrl, no son necesarias para la virulencia de FOX (Hernandez et al., 2021;
Pothiraj et al., 2023).

Fusarium oxysporum se caracteriza por tener una huella molecular impresa en sus
mecanismos de infeccion y cambios que puede adquirir para evadir el reconocimiento de la
planta a la infeccion; esto ocurre por medio de mutaciones frecuentes, constituyendo una de las
caracteristicas mas importantes en la capacidad de infectar de Fusarium oxysporum, dentro de
su complejo de especies (Boutrot, 2017). Con base en lo anterior, la presencia/ausencia de
algunos genes asociados a la patogenicidad, como los SIX, puede interferir en la virulencia de
los aislados, haciendo maés eficaz la infeccion, o, por el contrario, cuando se expresan los genes
en varios aislados, puede ser un indicativo de adaptabilidad al hospedero, lo que no siempre se
requieren para la virulencia (Li et al., 2020)

Los aislados pertenecientes a la misma forma especial de Fusarium oxysporum pueden
presentar cambios en la expresion y presencia de estos genes SIX (Fig. 21 y 22). Hay algunos
aislados que pueden presentar solo un gen SIX en comun, mientras que habra algunos que no
lo tengan presente (Gamboa-Becerra et al., 2021). De acuerdo con el estudio realizado por
Taylor et al., (2016), en Fusarium oxysporum f.sp. dianthi no se encontraron presentes los
genes SIX 1, 2, 3, 4, 5y 6; sin embargo, SIX7 si se encontrd. En contraste, en el estudio
realizado por Lievens et al., (2009), en los aislados de Fod no hubo expresion del gen SIX7.
Esto explica la presencia de diferencias en la presencia de estos genes en diferentes aislados
pertenecientes a la misma forma especial, como ocurre con SIX1, que fue evaluado y sélo se
encontro en los aislados mas agresivos (2019 y Uchuva).

Se conoce que la virulencia de estos patdgenos esta mediada por un grupo de genes que
son reguladores de los mecanismos de infeccion por parte del patogeno, la disrupcién de la
respuesta de resistencia de la planta, y eventualmente la invasion y el progreso de FOX en la
planta (Jangir et al., 2021). Asi, es importante es entender qué cambios sutiles en estos genes
pueden afectar la virulencia del patdgeno; estos cambios se relacionan a la presencia de la
secuencia que contiene elementos transponibles en cromosomas moviles (Lievens et al., 2008;
Ponukumati et al., 2019)

Asi como se determind en la amplificacion de los genes SIX (Fig. 21), se ha logrado
identificar que el efector de SIX1 es requerido y estd directamente relacionado con la
patogenicidad en Fusarium oxysporum f.sp lycopersici siendo necesario para la penetracion de
la raiz e infeccion del hospedero (Li et al., 2016). Considerando el modo en que se relaciona
su expresion con la infeccion, la ausencia de expresion de este gen (Fig. 21: 1, 3y 4) en algunas
formas especiales ha sido caracteristica de aislados mas virulentos o no patogenicos (Lievenes
et al., 2008).

También se ha demostrado previamente la transferencia horizontal de algunos de estos
genes SIX entre formas especiales de Fusarium oxysporum, entre ellas se ha reportado la
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presencia de este gen para Fusarium oxysporum f. sp. dianthi y Fusarium oxysporum f. sp.
physali (Simbaqueba et al., 2018). La transferencia horizontal entre linajes de aislados lejanos
puede explicar el origen de nuevas lineas patogénicas de origen polifilético (Ma et al., 2010)

Igualmente, en algunas formas especiales se han realizado evaluaciones de los genes
SIX, con el fin de determinar diferencias en la agresividad de FOX con respecto a variedades
susceptibles y resistentes. Se ha encontrado como el caso de Fusarium oxysporum f. sp. niveum
(Fon), que los genes SIX estan asociados a la infeccion de variedades resistentes, y para SIX6
se describio como el responsable de ocasionar infeccidn en cultivares resistentes (Hudson et
al., 2021).

De acuerdo a lo anterior, se podria establecer que la presencia de este gen puede influir
en su agresividad sobre las variedades hibridas previamente catalogadas como resistentes. Sin
embargo, los Unicos aislados en donde se encontré la presencia de este gen (Figura 22: 8 y 9)
fueron los que tuvieron menor porcentaje de severidad (Tabla 9), pero, adicionalmente, frente
a estos dos aislados (Unal y Uchuva) las plantas no presentaron progreso de la enfermedad en
el tiempo, sino una respuesta eficiente para ser consideradas como medianamente resistentes
contra estos aislados (Tabla 10). Segin Niu et al., (2016), este rasgo de SIX6 ha descrito su
funcidén dentro del proceso de infeccion como un gen de avirulencia. Sin embargo, de acuerdo
con lo observado para Fusarium oxysporum f. sp. dianthi, los aislados en los cuales se encontrd
la presencia de este gen fueron los que ocasionaron menor severidad.

Por ultimo, SIX7 fue el Gnico gen que estuvo presente en cuatro de los aislados
exceptuando 2011; su presencia ha sido ampliamente reportada en varias formas especiales
incluyendo Fod, de modo que se ha sefialado que no esta relacionada con la virulencia, pues su
ausencia en casos como Fol no ha indicado pérdida de virulencia (Li et al., 2020). Su presencia
en distintas formas del complejo FOX se da por transferencia horizontal de los cromosomas
moviles 12 y 15 entre aislados y formas especiales; presenta diferencias en las copias
provenientes de distintos cromosomas (Samsonova et al., 2021).

Del mismo modo, se considera que, dependiendo del origen de SIX7, este puede tener
una funcién atil en la capacidad del patogeno de colonizar al hospedero o no, es decir, puede
haber aislados dentro del complejo de FOX que tengan presencia de SIX7, pero esta puede ser
una copia no relacionada a la capacidad patogénica de FOX (Haapalainen et al., 2023).

1.15. CONCLUSIONES

e Existen diferencias en la infeccion por marchitez vascular ocasionada por distintos
aislados de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi en clavel, donde aislados previamente
descritos como virulentos por el grupo de Fitopatologia molecular, ya no ocasionan
tanta severidad como aislados recientes tanto en ensayos in vitro, como en evaluaciones
de patogenicidad con plantas catalogadas como resistentes en invernadero.
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e Hay diferencias en la respuesta de resistencia in vitro entre variedades catalogadas
como resistentes y susceptibles de clavel frente a la marchitez vascular ocasionada por
Fusarium oxysporum, e incluso aislados obtenidos en los Gltimos afios pueden romper
la resistencia de variedades catalogadas como resistentes.

e Aislados de Fusarium oxysporum asociados al patosistema de la Uchuva (Physalis
peruviana), pueden tener mayor severidad sobre plantas de clavel en comparacion con
los aislados propios de la forma especial dianthi. Por tanto, se entiende que estas formas
especiales no son totalmente especie-especificas.

e Variedades de clavel mantenidas en invernadero descritas previamente con caracter de
resistencia frente a Fox, mostraron ser susceptibles ante aislados obtenidos
recientemente (2021), mientras que logran controlar la enfermedad ocasionada por
aislados obtenidos hace mas de una década y aislados de la forma especial physali,
previniendo el progreso de la enfermedad ocasionada por estos Ultimos.

e Los aislados evaluados de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi tienen diferencias en la
presencia/ausencia de los genes “secreted in xylem” (SIX) comUnmente presentes en la
forma descrita como especifica para tomate Fusarium oxysporum f. sp. lycopercisi; de
los 7 genes SIX evaluados en este ensayo, no todos estan presentes y no en todos los
aislados.

e Losaislados de Fusarium oxysporum f. sp. dianthi (2019) y Fusarium oxysporum f. sp.
physali (Uchuva) que ocasionaron mayor severidad en las variedades resistentes in
vitro, compartieron la presencia del gen SIX1 asociado a la virulencia. Por tanto, se
podria sugerir que estos grupos considerados especie-especificos pueden ampliar su
rango de hospedero al compartir genes asociados a la virulencia.

1.16. RECOMENDACIONES ser mas concretos

e A futuro, con el fin de ampliar el reconocimiento de los SIX en FOX, hacer RFLP’s
para identificar polimorfismos entre las secuencias obtenidas en diferentes aislados,
daria una vision mas completa para identificar su participacion en el proceso de
infeccion de FOX

e Repetir los ensayos para confrontar los primeros resultados obtenidos con la presencia
de los genes SIX

e Implementar una metodologia cuantitativa para el progreso de la enfermedad en las
plantas y poder comparar esos datos con el seguimiento de los sintomas podria ser una
forma mas precisa de darle seguimiento a la infeccion ocasionada por FOX.
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Fusarium oxysporum strain D3 internal transcribed spacer 1, partial sequence; 5.88 ribosomal RNA gene and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: 0Q923670.1 Length: 528 Number of Matches: 1

Range 1: 29 to 214 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
344 bits(186) 7e-50 186/186(100%) 0/186(0%) Plus/Plus
Query 1 AACATACCACTTGTTGCCTCGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTAARAC 68
HIHHHHHIHIIIHHHHH\HIHIIHIHIIIHHHIHIIHII
Sbjct 29 AACATACCACTTGTTGCCTCGGLAGATCAGCCCGCTCCCGGTAAAA
ST i
Sbjct 89  GGGACGGCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAA 148
Query 121 TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA 180
HIH\IHHIHHIIIHHHH\HHIHIIHIIHIIHHHIHIIHII
Sbjct 149 AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG 208

Query 181 GCAMAA 186

Sbjct 209 GCAAAA 214

Figura 25: BLAST de la secuencia de la region génica ITS1-2 en la base de datos NCBI,
relacionando la secuencia obtenida con porcentaje de identidad de 100% con regiones ITS en

secuencias de Fusarium oxysporum (0Q923670.1).

Fusarium cxysporum f. sp. physali isolate UB4T secreted in the xylem 1b (51X1b) gene, complete cds

Boguonce ID: MWIEDESE.1 Lengtn: 856 Number of matenes: 1

Query 19 GETACTOCT

AT
(L

shjct 1 ATEETALTOCT

Query 79 GT TOGERMGD
[N
shjct Bl BT TOEEEAE
Quory 139 GLATCCLACEES
LI |
sojct 121 GLATCLLACGEED
Query 199 TTTCCT
LU
Sbjct 181 TTTOCTE
Query 153

Sbjct 241

Quory 319 CRIGTCACACASLACS

shjct 381 CEIG

Query 379

T BEARAD EAGAOGEAL GA TEE
| IIIII LILLLILLL
T CRARAL GAGAG A GABADGEECABCAGE

1{0"&) Pl Plus
TEECGOCCTCTOGATCC T TEEET TTEEEEC TCRARAGECT
LEDCEETTRL PR renant IIII IIIII I IIIII
TEECGOCCTCTORATCC T TERET T AT L TCAARA S T &
CAGATATTTTTCAACT TRACCTACACLEAR TATCT GRATAAGETEECA 138
IIIII LELLEETECEEREC T e e ey IIIII
CCCAGATATTT T TCAACT TRACCT ACACEEAA TATLT GRATAAGE T b 128

SAGT OO TCAGHAAGAG TGAT T TGCCLLEEARTEACAL TATGAGLAR. 158
IIIII LLLLLLRLEL LT AL L)
T CAGACAAGAE TGAT T TG0 CLLGGAR T ACAL TAT GAGLRAGL

CABACCRAGACEEECAGCAEC
11111 IIIII IIIII L1

|
sojct 261 GRCTATCGAGUGET TAGTGE:RA

Query 433 TEIGEEACACOGEETGTC T--Tﬁmﬁ EADCANTEACCAGARL TTGLLLARGEEAL 458
| INNERRN] I

LI IIII IIIII IIIII
R AR A LA AR T EACAG

shjct 421 ]
Query 459 GaTAA TACTTTT 558
II IIII IIIII IIIII IIIII IIIII IIII IIIII IIIII 11111
shjct 481 CAGGABTECACCACTTTCCABROGTACASCTATCETAALGATARGLGTCAGET TACTTTT 548
Query 559 CCTGTCTE TEARGEAMGATATEATATAGGEATAGACACEEAE 618
Il IIII IIIII IIIII IIIII TECERETECERT T e e et
shjct 541 (CTGTCTETGEGLACARAAT T GAGET EARGEAAAGALATGATATARGEATARACALEEAE  GE8
Quory B19  TEEGATEEATOCTEGT TOCCORARAAREC TRAAT UGCCTBEEACTTACGATTCTTTOBIC 678
Il IIII IIIII IIIII [ILLLLLLLL] IIII ILLLLLLLLL L
shjct B8l TEEEATEEATOC LLGARAARLC TGAAT ORCL TEHRAC T TACGATTCTTTOEIL 668
Quory 679 CAGATEGL 1GECAGTCTOEET GUGCACT TOGALT TTCATGETGT TTATTCEEATGEATAT 738
PLOELLECAEE LR LR L L L Lt
sojct Bal g TCICEST G 3 ATGEIGTITATICEEATGEATAT 7280
Quory T3 GAGATEAACTCCCEGHGAAAT GEACACT CATGEGCATEEC TTTAAT TECCCEEETABECT 7598
II IIII IIIII 1111 IIIII IIIII LU CCEELEEERECEr T
shjct 721 BAACTOCC EEGEAAAT GRACALT CATBEECAT -BLGT TAAT TGCOCEES-ABECE 778
Query 799 ABCTEATT - TCACAAGCACATATCED GEIECCATTGEEATATACCATCOCEAA  B57
LI | IIIII IIIII IIIII IIIII TUCCE TECEREEEEr FTrrn
sbjct 779 AGCTGACTA CACATATCECCCAAL TTGEGE- CLATT -SEATATACCACCCCLAA 536
Quory BEE  CCTAATTTGCTATCCARSECC
LU L TREENTLEL
sijct B37  -CTAABTTGOSATCLARRELL

Figura 26: BLAST de la secuencia de SIX1 en la base de datos NCBI, relacionando la
secuencia obtenida con porcentaje de identidad en genbank de 100 % con secuencias de

Fusarium oxysporum f. sp. physali (MW160896.1)

83



Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolate Fol59 secreted in the xylem 5 (SIX5) gene, complete cds
sequence ID: MN745209.1 Length: 573 Mumber of Matches: 1

Range 1: 8 to 573 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

745 bits(403) 0.0 520/575(50%) 10/576(1%) Plus/Plus

Query 29 TCETATACAATCAATCATGLGCTTCRAGTACATCTCTETTGTTCTAGCCCTTTGLGRE B2
) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||

shbjct 8 TCGTATACAATCAATCATGCGCTTOGAGTACAT --TGTTCTAGCCCTTTGLGEE 64

Query 89 ACGAGGTAATCTCAGCCCTTTGTTATCCTACACGCCTGTGAAATTCGTGTGTTTGLTAAT 148

Sbjct &5 GCGAGETAATCTTAGCCCTTTGTTATCCTACACGCCTETGTAGTTCGTGTGTTTGLTAAL 124

Query 143 ATGETCATAGTCTCGCAAGGCTTCATCAGTACTGTECTTECCAGTCCGETOLTEATRACA 288

shjct 125 ATGGETCTTAGTCTCECAAGGGATCATCAGTACTGTGCTTECCAGTCCGETTCTGATEACA 184

Query 289 GATATAGAAGCCACCTATCAGCTTCAGAACAAAAATCCTCATACATATCTGTGEE 268
_ ||||||||||||| RN e e Ay

sbjct 185 GATATAGATGCCACCACTCAGCTTCAGAACGATAATAGTARATCATATTTETGEG 244

Query 263 CCTCATAGTAATTGEECAATTGEECAAGCTTACAATTCTATAGETCAGACA 328
|||||||||||||||||| FEEUELETEEEEEEE e e e e reren

sbjct 245 GTATACCTCATAGTGATTEGGCAATTGGEGCAAGCTTACAATTCTATAGCTCAGACC 384

Query 229 ACTCCGECATATTGETTTGCGGATELTEACCETCATAAACCTGETCCACGATTCGLTEGEE 288

Sbijct 285 TCTCCAGCATATTGETT------ TECTEACCETCATAAACCTGETCCACGATTCGLTEEE 258

Query 289 TTTATGTAAGTCTACAGCTTAGGATCCTGAAGCGCCTGAGCTAACCTTGACTAGLTGA 448

shijct 359 ATTTATGTAAGTCTACAGCTTAGGATGATTAAGTECCTGAACTAACCTTGACTAGLTGAA 418

Query 449 AGCGGCAAATGECAAAATTGACGGCGATACATTCTATGATCTTTGCATTAATAGTGGAGE 588

Sbict £1% AGCTECAAATGECAAAATTEATEGCGATACATTCTATAATCTTTGCATTAATAATGEAGG 478
Query 589 AGACTCAACATGCTTTGA

| TGTTTiACCAEGTTGGGGAEATTATCTATTG 568
Shjct 479 AGCAGACTCAACATECTTTGRALTG

GCTCTA
L1111
CTCTAAATCTCACCASETTAGAAACGTTATCTATTG 538

Query 563 TAATAAGGCCTAGAGGTATCTACAGCTTTTTGTCCT 684
_ R s
sbjct 539 TEATGLGGCCTAGAGGTATCTACAGCTTCT-GTCCT 573

Figura 27: BLAST de la secuencia de SIX5 en la base de datos NCBI, relacionando la
secuencia obtenida con porcentaje de identidad de 90.28% del gen SIX5 reportado para
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (MN745209.1

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum SIX6 gene, complete cds
Sequence ID: HM467128.1 Length: 645 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 182 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
246 bits(133) 4e-60 168/185(91%) 2/185(1%) Plus/Plus

kit iotmnhntiiges

Sbjct 1 ATGAAGC-TCGC-TCTTATCGCATCAATCTTGGCTGCCGRETGCGTAGCTGGTCCCCTTG 58
Query 185 CTCAAACCGAATCCGAATCTGCTGATGTTGCTGATCACACCATCAATTATATTTACATCG 1e4

LEERELLECELEREE L EEL L FELEE TEEEECEEEELEL LD LETLL
Shjct 59  CTCAAACCGAATCCGAATCTGCTGATGTGGCTGAGCACACCATCAATTATATTGACATCG 118

Query 165 CTCCAGAAGATCTTGAATCACTGTAAGCGAAATTATCATCTTTGGTCTCTCGAGACAGGC 224

avsee 110 SR N AE LI U DI o,

Query 225 TTCCC 229

Sbjct 179 #ITC|(|Z(|Z 183
Figura 28: BLAST de la secuencia deSIX6 en la base de datos NCBI, relacionando la secuencia
obtenida con porcentaje de identidad de 90.81% para secuencia del gen SIX6 correspondiente

a Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (HM467128.1)
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Fusarium ocxysporum isolate Foll secreted in xylem T (SIXT) gene, complete cds
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Figura 29: BLAST de la secuencia de SIX7 en la base de datos NCBI, relacionando la

secuencia obtenida con

oxysporum f. sp. lycopersici (MK906619.1).

porcentaje de identidad de 99.38% en secuencia de Fusarium

85



