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INTRODUCCION

Fusarium oxysporumes un hongo cosmopolita que
existe en muchas formas patogénicas, parasitando
més de 100 especies de plantas Gimnospermas y
Angiospermas. El gran numero de plantas
hospedantes que pueden ser atacadas por esa
especie de hongo indica los diversos mecanismos
que tiene el hongo para vencer las defensas de
muchas plantas (Bosland, 1988).

La variabilidad cultural y patogénica de Fusanum
oxysporum ha interesado a micélogos, patélogos,
biélogos y mejoradores de plantas paraentender las
bases de la evolucién de su patogenicidad (Awak y
Lorbeer, 1988).

El estudio taxonémico de Fusarium oxysporum se
basa en la morfologia y en el desarrollo de ias
estructuras reproductivas y en la manera como
éstas se forman, y el taxon forma especial se ha
empleado para categorizar aislamientos que cau-
san enfermedades en una especie, género o familia
de plantas en particular (Bosland y Williams, 1987;
Bosland, 1988).

Las formas especiales de Fusarnium oxysporum se
han subdividido en razas fisiolégicas, con base en
su especificidad patogénica sobre determinadas
variedades de una misma especie de planta
(Bosland, 1988).

Las pruebas de patogenicidad y las caracteristicas
de virulencia de los aistamientos del hongo han sido
el principal criterio para diferenciar las formas espe-
ciales de Fusarium oxysporum y sus razas fisiol6-
gicas, sinembargo, losresultados deestas pruebas
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pueden ser influidos por ia temperatura, la natura-
leza y la concentracién del inéculo, el sustrato de
crecimiento de las plantas hospedantes, la varia-
cién genética de las plantas y la disponibilidad de
agua. Esta multitud de variables originan cierta
confusién en la caracterizacién de algunas formas
especiales y razas del patégeno (Armstrong y
Armstrong, 1981; Bosland, 1988).

Al inocular aislamientos de Fusarium oxysporum
f.sp. dianthide diferente origen en distintas varieda-
des de clavel, se ha observado alguna variabilidad
patogénica, lo que ha lievado a proponer ia existen-
cia de por lomenos 8 razas fisiolégicas del patégeno
(Garibaldi et al, 1986; Garibaldi y Rossi, 1988).

En los ultimos 20 afios, se ha empleado la separa-
cién electroforética de proteinas para establecer
diferencias fenotipicas entre las poblaciones de
diferentes hongos. Ei conocimiento sistemdtico de
Fusarium oxysporum ha aumentado con técnicas,
como el polimorfismo de isoenzimas, el analisis
mediante técnicas de biologia molecuiar y la fusién
de protoplastos, ya que dan oportunidad de estudiar
laconformacion genéticadel hongo (Bosland, 1988).
Sin embargo, Manicom et al (1987) sefialan, hasta
el momento, un éxito parcial con el uso de esas
técnicas.

Cuando las caracteristicas morfolégicas son simila-
res, {a variacion de las isoenzimas se ha usado para
determinar fa posicién taxonémica de algunos orga-
nismos. Las isoenzimas son constantes dentro de
un individuo, no son afectadas directamente por
factores ambientales y, a menudo, muestran una
diferenciacién considerable entre poblaciones de
individuos, ya que cada locus de una enzima puede
ser usado como fuente independiente de informa-
cién taxonémica (Mc Millin, 1984; Bosland, 1988).

Diversos autores han encontrado polimorfismo de
algunas enzimas, principalmente para la aril
esterasa, y, por este método, ha sido posible dife-
renciar especies de Fusarnium y formas especiales
yrazas de Fusarium oxysporum (Belalcazar, 1984;
Katan et al, 1991). Con esta técnica, Biles y Martin
(1988) observaron diferencias en las razas de
Fusarium oxysporumf{.sp. vasinfectumy Fusanum
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Cuadro 6.1. Procedencia y razas de los aislamientos de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi usados en las diferentes

pruebas.

AISLA  VARIEDAD LOCALIDAD RAZA

MIENTO HOSPEDANTE MUESTREO

No.

1 Tango Bambi Engativa 2
3 Caresse Mosquera 4
4 Arévalo Mosquera 4
5 Scania Mosquera 2
8 Lena Funza 2
9 Nora Barlo Funza 2
10 Palias Bojaca 2
1 Light Pink Candy Bojacd 2
12 Raggio di Sole Funza 2
14 Nadia Facatativa 2
15 Red Runner Facatativa 2
16 Manon Madrid 2
18 Nora Barlo Madrid 2
19 Bogota Madrid 2
20 Pink Candy Madrid 2
23 White Candy Subachoque 2
25 Simona Subachoque 2
26 Alice Subachoque 2
27 Gialleta Madrid 2
28 Alaska Madrid 2
30 White Sim Subachoque 2
31 Vulcano Subachoque 2
32 Sir Arthur Subachoque 2
33 White Candy Subachoque 2
35 Sir Arthur Chia 2
37 Malvetta Subachoque 2
38 Dark Pink Madrid 2
39 Floriana Subachoque 2
40 Lena Subachoque 2
4 White Candy Chia 2
4?2 Scania Chia 2
44 Vanessa Suba 2
45 Tanga Suba 2
46 White Candy Suba 2
50 Red Runner Suba 2
52 Pink Candy Suba 2
53 Red Baron Madrid 2

AISLA  VARIEDAD LOCALIDAD RAZA

MIENTO HOSPEDANTE MUESTREO

No.

57 Scania Soacha 2
58 Improved White Tabio 2
59 White Sim Tenjo 2
62 Nora Barlo Soacha 2
63 Pink Calypso Soacha 2
66 New Pink Ember Tenjo 2
67 improvedWhite Tenjo 2
69 Scania Funza 2
71 Pallas Madrid 2
73 Hellas Madrid 2
74 Exquisite Madrid 2
75 Ocean Spray Funza 2
76 Tosca Engativa 2
77 Lemus Star Engativa 2
78 U. Conn. Facatativd 2
79 White Sim El Rosal 2
80 Juventa El Rosal 2
81 Elegans El Rosal 2
82 White Sim El Rosal 2
83 Dusty El Rosal 2
84 New Pink Chia 2
85 Nora Barlo Chia 2
86 Sir Arthur Chia 2
87 Red Baron Chia 2
88 Nora Barlo Suesca 2
89 + U.Conn. Suesca 2
20 Flamingo Suesca 2
93 Red Candy Chia 4
94 Happy Candy Chia 2
95 Bogota Chia 2
96 Chinera Chla 2
97 Raggio di Sole Chia 2
98 Pallas Nemocén 2
99 indios Nemocén 2
100  Raggio di Sole Subachoque 2
198  Light Pink Candy Chia 2

* Segun la determinacion de Cevalios et al (1990)

solani; igualmente, Bosland y Williams (1987) dife-
renciaron razas de Fusanum oxysporum f.sp.
conglutinans.

Las respuestas a la aplicacién de fungicidas
sistémicos, principalmente a aquéllos del grupo de
los benzimidazoles, han sido variables, debido po-
siblemente a la aparicién de aislamientos resisten-
tes a dichos fungicidas, como lo han comprobado
Tramiery Bettacchini (1974), Leski (1977) y Gullino
et al (1986).
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Con el fin de aportar al conocimiento del patégeno
y establecer qué tan homogéneas son las poblacio-
nes de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi en la
Sabana de Bogotd, se realizé el trabajo con el
objetivo de estudiar la variacion electroforética de
las proteinas y de algunas enzimas, la respuesta al
fungicida Benomily el crecimiento micelial de varios
aislamientos obtenidos de diferentes cultivos de
clavel y de algunos aislamientos extranjeros del
hongo.



Cuadro 5.2. Procedencia y razas de los aislamientos
extranjeros de Fusarium oxysporum usados en las dife-
rentes pruebas.

AISLAMIENTO RAZA PROCEDENCIA
No. FISIOLOGICA
F1 1 ltalia
200-01 1 Holanda
csu2 2 Estados Unidos
F2 2 ltalia
200-02 2 Holanda
F4 4 Italia
310 4 ltalia
200-04 4 Holanda
F8 8 ltalia
276 i 8 ltalia
C5Csu No patégeno Estados Unidos
C14CSU  No patégeno Estados Unidos
618-9 No patégeno Holanda

MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realizé, durante el afio 1991, en los
laboratorios del Departamento de Biologia de la
Universidad Nacional de Colombia. Se utilizaron 73
aislamientos de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi,
obtenidos de diferentes fincas productoras de cla-
vel estdndar y miniaturalocalizadas en la Sabanade
Bogoté (Cuadro 5.1). Estos aislamientos se obtu-
vieron del trabajo de Cevalios et a/(1990). También,
se utilizaron aislamientos extranjeros del patégeno
de las Razas 1, 2, 4 y 8, obtenidos del profesor
Angelo Garibaldi del Instituto de Patologia Vegetal
de la Universidad de Turin, Italia, del doctor Henk
Rattink de la Estacién Experimental de Floricultura
de Aalsmeer, Holanda y del doctor Ralph Baker de
la Universidad Estatal de Colorado, Fort Coliins,
Estados Unidos (Cuadro 5.2).

Los aislamientos del patégeno se almacenaron en
tubos de ensayo con el medio Papa dextrosa agar
(PDA) a 5°C y, para cada uno de los experimentos
se hizo repicacién en cajas de Petri con PDA
durante una semana.

Contenido de Proteinas Solubles Totales.

De los aislamientos registrados en los Cuadros S.1
y 5.2, se seleccionaron 60, los cuales se repicaron
en PDA; después de 14 dias de crecimiento, se
extrajo el micelio del hongo, utilizando unas pinzas
y evitando incluir el medio de cultivo y de cada
aislamiento, se utilizaron de 20 a 40 mg de micelio.
Con el fin de evaluar y estandarizar la técnica,
inicialmente, se emplearon tres métodos para la
extraccién y para la precipitacion de las protelnas.

En el primer método, en 40 ml de buffer de Laemli,
se maceré el micelio y, posteriormente, se !evé al
bafio de Marfa, hirviendo durante tres minutos.Enel
segundo método, las proteinas del micelio se
precipitaron con é&cido tricloroacético al 10% en
acetona, por medio de maceracién y posterior
almacenamiento a 20°C durante fa noche; luego se
hicieron tres lavados con acetona fria almacenando
cada vial a -20°C por lo menos durante 1 hora; el
precipitado obtenido se secé en una bomba de vacio
con posterior adicién de 40 microlitros de buffer de
Laemli y, finalmente, se calentd en agua hirviendo
por tres minutos.

El tercer método, que originé mejor respuesta y se
empleé en el ensayo definitivo, consistié en macerar
las muestras, luego de adicionarvoliimenes iguales
de 0,3 mi de buffer de Laemli (Laemli, 1970; Brad-
ford, 1976; Van Etten et al, 1979).

Cada una de las muestras obtenidas se colocé en
viales cénicos de plastico, adicionando volimenes
iguales de buffer: 0,08 M Tris, 0,001 M ditiotreitol,
0,01 MEDTAySDS 2% apH 6,8y de fenol al 80%, -
con 0,01 Macetato deamonioy0,01 Mde ditiotreitol.

La mezclase homogenizé, filtré y centrifugé y el total
de proteinas de la fase fenélica se lavé 3 veces con
volimenes iguales de buffer 0,08 M Tris, 0,001 Mde
ditiotreitol, 0,01 M de EDTA y 0,01 M de acetato de
amonio a pH 6,8.

Para precipitar las proteinas, se adicionaron 5 volt-
menes de metanol que contenfan 0,1 M de acetato
de amonio y, posteriormente, la muestra se aimace-
né por 2 horas a -20°C; luego, se recolectaron las
proteinas por centrifugacién a 8.000 rpm por tres
minutos, se lavarontres veces con metanol-acetato
deamonio 0,1 M, yfinaimente, una vez con acetona.
El precipitado obtenido se secé con una bomba de
vacio, se le adicionaron 40 microlitros de buffer de
Laemli y se calent6 en agua hirviendo durante tres
minutos.

Las proteinas de cada aislamiento se colocaron en
carriles separados en el gel de corrido o de separa-
cion. Después del corrido electroforético, los geles
de poliacrilamida se tifieron con azul de Comassie
al0,15%y connitrato de plata. Comoindicadores de
peso molecular, se emplearon albumina bovina con
peso molecular de 68 Kdalton, ovalbimina de 45
Kdalton, quimio-tripsinégeno de 25 Kdalton, beta-
lactoglobulina de 18 Kdalton y lisozima de 14,5
Kdalton (Figura 5.1).

Determinacién de la Enzima Aril Esterasa.

Para el estudio de la enzima aril esterasa en los
aislamientos de Fusarium oxysporumf{.sp. dianthi,
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Material fungico combinado co n volimenes de:
a) Buffer 0.08 M Tris. 0.001 Ditiotreitol, 0.01 M EDTA, 2% SDS, pH 8,8
b) Fenol 80%, 0.1 M acetat;de amonio, 0.01 M Ditiotreitol.

Homogenizacién con MSK Braun ( esferas de vidrio de 1mm , enfriado con CO,
Filtracién a través de gasa
? Centrifugacion 4000 rpm, 3' ‘

Fase fendlica ‘ Fase acuosa

Extraccién 3 veces con volimenes iguales de Buffer, 0.08 Tris, 0.001 M Ditriotrietol, 0.01 EDTA,
0.1 M acetato de amonio, pH 8,8

Precipitaciéh de proteinas. Se adicionan 6 volimenes de Metanol que contiene 0.1acetato de amonio.
Almacenamiento a 20°C, 2 horas

Recoleccién de prote‘nas por centrifugacién
|

Lavado de proteinas 3 veces con Metanol - 0.1 M acetato de amonio, 1 vez con acetato

Figura 6.1. Metodologia para la extraccion de proteinas solubles de los aislamientos de Fusarium oxysporumf.sp. dianthi.

se utilizé el método propuesto por Belalcézar (1984)
para la extraccién de enzimas (Figura 5.2).

El micelio de cada aislamiento obtenido se lavé tres
veces con una solucién de buffer Tris-HCI 0,1 Mde
pH 7,5 mediante suspensién y centrifugacién y
durante 15 minutos a 14.000 gravedades. A cada
gramo de peso fresco del micelio, se agregé 1 ml de
una solucién de buffer Tris-HCI 0,1 M de pH 7,5
suplementada con sacarosa0,5My0,5 g de cuarzo
y se maceré en un mortero durante 10 minutos a una
temperatura de 4°C.

El homogenizado se centrifugé a 14.000 graveda-
des y 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante
obtenido se centrifugé nuevamente a 29.000 grave-
dades y 4°C durante 30 minutos. La solucién
proteinica obtenida se enfrié inmediatamente a - Fotografia 5.1. Gel con diferentes aislamientos de

o . . Fusarium oxysporumf.sp. dianthi, en el cual se observan
20°C, para §u f i terior corrido en los geles para diferencias y similitudes entre los proteinogramas.
electroforesis (Figura 5.2).

Las muestras de las enzimas para evidenciar Los geles se tifieron y se incubaron por una hora a

esterasa se corrieron en un gel de poliacrilamida de 37°C en la oscuridad, utilizando Tris borato, 1y 2

gradiente de porosidad, el cual, luego de la naftil acetato y Fast blue R R (Loxdale et a/, 1983).

polimerizacién, se dejé por 24 horas a 4°C en

solucién buffer. Después de latincién de los geles, éstos se lavaron
con agua destilada y se conservaron a 4°C en una

La electroforesis en gel de poliacrilamida se realiz6 solucién de écido acético al 5%.

en una camara vertical minigel (8 x 7 cm), siguiendo
la técnica para proteinas totales (sin SDS), inclu- . .
yendo de 10 a 15 muestras por gel y aplicando 15 Respuesta al Fungicida Benomil.
microlitros del extracto.
De los 53 aislamientos de Fusarium oxysporum

La electroforesis se corrié a 100 V por seis horas f.sp. dianthi utilizados en este ensayo, 39 corres-
con un buffer Tris-borato (Tris 0,2 M, 4cido bérico pondieron a replicaciones de la coleccién de
0,017 M, pH 9) a 10°C. Cevallos et al (1990) y 14 aislamientos correspon-
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dieron a cultivos del hongo recibidos del exterior
(Cuadros 5.1y 5.2).

Para las pruebas, se utilizé el fungicida Benomil
(Benlate, Du Pont). Con el fin de seleccionar las
dosis del fungicida que se utilizaria, se realizé un
ensayo preliminar, en donde se evalué el efecto in
vitro de las dosis de 100; 10; 1; 0,1 y O ppm de
Benomil, mezclado con el medio de cultivo PDA.
Para este ensayo, se utilizaron los aislamientos 35
de Colombia y R 8 de ltalia.

Para el ensayo definitivo se preparé, el medio de
cultivo PDA, se esterilizé a 121°C por 15 minutos y,
posteriormente, se afiadié el fungicida y el medio asl
preparado se dispensé en cajas de Petri, utilizando
tres repeticiones por tratamiento. Una rodaja del
medio de cultivo con el hongo de 0,5 cm de didmetro
del aislamiento correspondiente, se colocé en el
centro de la caja de Petri. El material se incubé a
24°C durante seis dias, al cabo de los cuales se
evalué el color, laformay el crecimiento radial de las
colonias del hongo. Para este ensayo, se utilizaron
las dosis de 2,3; 1,3; 0,8 y 0 ppm de Benomil.

El disefio del experimento fué completamente al
azary el andlisis de la informacién se hizo con base
en ladisminucién del crecimiento del hongo ocasio-
nada por el fungicida, al comparar los valores ob-
tenidos en estos tratamientos con los correspon-
dientes al testigo sin fungicida.

Crecimiento Micelial.

En este ensayo, se utilizaron 81 aislamientos del
hongo para evaluar su crecimiento micelial. Para
ello, se realizaron siembras de cada uno de los
aislamientos en cajas de Petri con PDA. Después
de seis dias, se tomaron rodajas del medio con el
hongo de 0,5 cm de didmetro y se colocaron en el
centro de cajas de Petri con PDA y se incubaron a
24°C y, cada 24 horas, se midi6 el crecimiento
micelial durante cinco dias; para cada aislamiento,
se usaron tres repeticiones. Posteriormente, se
observé la forma, la elevacién y el color de las
colonias, lo mismo que la forma, el tamafio y la
septacién de las esporas.

RESULTADOS
Contenido de Proteinas Solubles Totales.

El andlisis electroforético de las proteinas solubles
totales de los aislamientos de Fusarium oxysporum
f.sp. dianthi permitié observar diferencias y similitu-
des entre los proteinogramas, especialmente en
bandas de aproximadamente 37 y 45 kilodaltons
(Fotografia 5.1). Por sus caracteristicas, los dife-

Fotografia 8.2. Patrones electroforéticos de la enzima
aril esterasa de algunos aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. dianthi

Cuadro 5.3. Patrones de proteinas para los aislamientos
de Fusarium oxysporum {.sp. dianthi.

PATRON AISLAMIENTO

1 1,9,10,11, 14,19, 23, 26, 30, 33, 35,
40,44, 50,63,67,76, 77,78, 80, 81,
85, 90 (Colombia)

200-02 (Holanda)

18, 34, 43, 46, 60 (Colombia)

F2 (ltalia)

CSU2 (Estados Unidos)

F1 (italia), 200-01 (Holanda)

3, 4, 87, 93 (Colombia)

F4 (ltalia)

7 F8 (ltalia)

O hs WUN

rentes aislamientos se clasificaron dentro de 7
grupos (patrones 2 a 8) (Cuadro 5.3).

La mayoria de los aislamientos colombianos que
pertenecen ala Raza 2 del patégeno, se clasificaron
dentro de los grupos electroforéticos 1 y 2. Sin
embargo, debido a las muy pocas diferencias entre
los dos grupos, se puede considerar que el grupo 3
esunavariantedelgrupo 2. Losaislamientos extran-
jeros de la Raza 2 se clasificaron en los grupos 4 y
Sy presentaron patrones electroforéticos similares
entre si y con los grupos 2y 3.

Los aislamientos de la Raza 1, procedentes de Italia
y Holanda presentaron el mismo patrén electro-
forético (Grupo 6).

Los aislamientos colombianos 3, 4y 93 de la Raza
4 presentaron un patrén electroforético igual al
aislamiento de la Raza 4 procedente de Italia y se
ubicaron dentro del grupo 7; el aislamiento colom-
biano 87 de la Raza 2, presentd, también, el mismo
patrén electroforéticode los aislamientos de la Raza
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Crecimiento del hongo
Caldo C zapeck + peptona 6%
14 dias, 22 C, 120 rpm.

Medio &=

4C - 16

Separacién lavado micelio para
centrifugacién 20000 gravedades | = Botar sobrenadante

N

4~ Homogenizacién solucién Buffer (4C, 10')

Sobrenadante -~

Centrifugacion (20000g. 4C, 16 =¥ Botar precipitado

‘ & Centrifugacién (46.000 g. 4 C, 30') -

Sobrenadante medir volumen Refrigerar ‘

Electroforesis

Botar precipitado

Figura 6.2, Metodologia para la extraccion de enzimas Fusarium oxysporum {.sp. dianthi.

4. El aislamiento de la Raza 8 de ltalia presenté un
patrén electroforético completamente diferente a
los patrones de los demds aislamientos del hongo
(Grupo 8) (Cuadro 5.3).

Anilisis de la Enzima Aril Esterasa en los
Aislamientos de Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi.

Los resuitados obtenidos en un primer experimento
con 20 aislamientos de Fusanum oxysporum f.sp.
dianthi permitieron diferenciar nueve patrones
electroforéticos.

Cuadro 5.4. Variacién de los patrones electroforéticos
de la enzima aril esterasa para los aislamientos de
Fusarium oxysporum.

PATRON AISLAMIENTO
ELECTROFORETICO

1 F8 (Raza 8, Italia)
2 618-9 (No patégeno, Holanda)
3 3 (Raza 4, Colombia),

F4 (Raza 4, (talia)

4 93 (Raza 4, Colombia)

5 43, 67 (Raza 2, Colombia)

6 1A, 59A, 67A (Raza 2, Colombia),
103A (Raza no identificada, baja
patogenicidad, Colombia)

7 C14CSU (No patégeno, Estados
Unidos)

8 7A (Raza 2, Colombia), CSCSU (No
patégeno, Estados Unidos)

9 F2 (Raza 2, Italia)

10 200-01 (Raza 1, Holanda)

" F1 (Raza 1, ltalia)
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Figura §.3 Patrones electroforéticos de la enzima aril
esteresa de algunos aistamientos de Fusanum oxysporum
F. sp. Dianthi

Con base en fa localizacion e intensidad de las bandas
en el gel, se evidencié claramente el polimorfismode la
enzima aril esterasa (Fotografia 5.2).

En un segundo experimento y una vez ajustada la
técnica, se evalud el patrén electroforético de la
enzima aril esterasa en otros 20 aislamientos del
hongo, dentro de los cuales se incluyeron algunos
de los utilizados en el ensayo inicial.

Los resultados mostraron once patrones electro-
foréticos, cada uno con diferente nimero, posicién
e intensidad de bandas o formas de la enzima
(Cuadro 5.4 y Figura 5.3).

En la mayorfa de los aislamientos, se observé la
presencia de dos formas de la enzima aril esterasa.

Respuesta de Diferentes Aislamientos al
Fungicida Benomil.

En el ensayo preliminar efectuado con los aisla-
mientos F8 (Raza 8 ltalia) y 35 (Raza 2 Colombia),
no se observé ninglin crecimiento.de las colonias en
las dosis de 10y 100 ppm de Benomil. A la con-



Crecimiento demicaito (cm)

Al

% de inhibicién

Figura 5.4. Efecto de 1,3 ppm de Benomil en el porcen-
taje promedio de inhibicion del crecimiento micslial de
los 53 aislamientos de Fusarium oxysporumestudiados.

1 Aislamiento F8 - Raza 8, Halia.

2 Aislamiento 618-9 - No patégeno, Holanda.

3 Aistamiento 3 - Raza 4, Colombia.

4 Aislamiento 93 - Raza 4, Colombia.

5 Aislamiento 43 - Raza 2, Colombia.

6 Aislamiento 59A - Raza 2, Colombia.

7 Aislamiento C14CSU - No patégeno, Estados Unidos.
8 Aislamiento C5SU - No patégeno, Estados Unidos.
9 Aislamiento F2 - Raza 2, Halia.

10 Aistamiento 200-01 - Raza 1, Holanda.

11 Aislamiento F1 - Raza 1, ltalia

centracién de 1 ppm del fungicida, se presentd
crecimiento del micelio y los valores fueron de 2,5
cm/semana para el aislamiento F8 y de 0,75 cm/
semana para el aislamiento 35. A ladosis de 1 ppm,
las colonias del aislamiento F8 fueron de color
crema y no presentaron crecimiento micelial aéreo,
mientras que las colonias del aislamiento 35 fueron
rosadas y de bordes irregulares.

En la concentracién de 0,1 ppm del fungicida, las
colonias tuvieron promedios de radio micelial de 4
cm para el aislamiento F8 y de 3,5 cm para el
aislamiento 35 y ambos casos presentaron bordes
regulares. Cuando no se aplicé fungicida, los dos
aislamientos del hongo presentaron un crecimiento
radial de 4 cm y las colonias tuvieron bordes regu-
lares y crecimiento micelial aéreo.

Teniendo en cuenta las dosis del fungicida que
presentaron inhibicién parcial del crecimiento micelial
de Fusarium oxysporumf.sp. dianthi, para el ensa-
yo definitivo se escogieron las dosis de 2,3; 1,3, 0,8

y 0 ppm.

Segun los resultados obtenidos, se observd una
gran variabilidad en el crecimiento del miceliode los
aislamientos sembrados en el medio de cultivo méas
Benomil, con porcentajes de inhibicién que variaron
entre el 10y el 75%, en comparacién con el Testigo
que no recibié fungicida.

> (cm)
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Figura 6.5. Efecto de 0,8 ppm de Benomil en el porcen-
taje promedio de inhibicién del crecimiento micelial de
los 53 aislamientos de Fusariumoxysporumestudiados.
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Para comparar los promedios respectivos, se eva-
lué la diferencia minima significativa y se encontré
al nivel del 1% que las diferencias mayores en el
porcentaje de inhibicién fueronde 10,4y 17,3 para
las concentraciones de 0,8 y 1,3 ppm de Benomil
respectivamente.

En las Figuras 5.4y 5.5, se presenta la inhibicién
del crecimiento micelial de los aislamientos. En el
Cuadro 5.5, seindican los porcentajes de inhibicién
obtenidos comorespuesta ala concentraciénde 1,3
ppm de Benomil.

Para la mayoria de los aislamientos del hongo, se
observé que, al incrementarse la dosis de Benomil,
disminuyé el crecimiento micelial, los bordes de las
colonias se hicieron bastante irregulares, pero su
color no cambié de una manera muy importante;
ademds, se observaron cambios en el crecimiento
del micelio, pues al aumentar la concentracién del
fungicida, en algunos casos, aumenté el crecimien-
to aéreoy en otros casos la esporulacién fué mayor.

Parala dosis de 2,3 ppm de Benomil, que fué lamds
alta del experimento, solamente se observd creci-
miento del micelio en los aislamientos F8 de Holan-
da, CSU2deEstados Unidosy 15y 96de Colombia.
El crecimiento del micelio de los otros 49 aislamien-
tos fué totaimente inhibido por la concentracién alta
del fungicida.

Al analizar la inhibicién en el crecimiento del micelio
ocasionada por las concentracionesde0,8y 1,3 ppm
de Benomil, se observé alguna inhibicién, encon-
trandose, en el andlisis de varianza, diferencias
significativas entre las concentraciones utilizadas.

Los aislamientos 3 y 93 del patégeno, los cuales se
identificaron como pertenecientes a la Raza 4 por
Cevallos et al (1990), presentaron los mayores
promedios de tolerancia al fungicida y con valores
muy similares para la mayoria de los aislamientos
extranjeros. Los aislamientos colombianos 18, 37,
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Cuadro 5.5. Porcentaje promedio de inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxysporum a 1,3 ppm de Benomil.

INHIBICION AISLAMIENTO RAZA PROCEDENCIA TIEMPO DE
CRECIMIENTO FISIOLOGICA CULTIVO
MICELIAL % : (afios)
10-15 C14CSuU NP Estados Unidos .
16-20 310 4 ltalia . -
200-04 4 Holanda -
21-25 F8 8 Italia -
93 2 Chia 10
31-35 csu2 2 Estados Unidos -
36-40 276 8 ltalia -
200-02 2 Holanda -
F1 1 Italia -
F4 4 Italia -
C5CSU NP’ Estados Unidos -
46-50 3 4 Mosquera 15
15 2 Facatativa 4
67 2 Tenjo 3
53 2 Madrid 15
F2 2 ltalia 4
78 2 Facativa 4
66 2 Tenjo )
27 2 Madrid 4
89 2 Suesca 15
4 2 Mosquera -
62 2 Soacha 11
57 2 Soacha 11
51-55 200-02 2 Holanda -
52 2 Suba 7
198 2 Subachoque 10
95 2 Cajicd 9
73 2 Madrid 8
14 2 Facativd 4
33 2 Subachoque 4
39 2 Subachoque )
56-60 96 2 - Caijica 9
38 2 Madrid 10
59 2 Tenjo 4
86 2 Chia 3
8 2 Funza 16
43 2 Chia 15
46 2 Suba 3
11 2 Bojaca 8
100 2 Subachoque -
61-65 45 2 Suba 14
20 2 Madrid 5
87 2 Chia 10
9 2 Funza 8
32 2 Subachoque 4
71 2 Madrid 8
618-9 NP’ Holanda -
200-08 2 Holanda -
66-70 97 2 Cajicé g
79 2 Facativa 4
75 2 Funza 2
71-75 37 2 Subachoque 5
18 2 Madrid 5

‘NP - No Pat6geno
 Sin determinar
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75, 79y 97, pertenecientes a la Raza 2, fueron los
mas susceptibles al fungicida. De los aislamientos
no patogénicos ensayados, el aislamiento C14CSU
present6 la mayor tolerancia al fungicida.

Crecimiento Micelial in vitro.

Los aislamientos estudiados mostraron diferencias
macroscépicas, en cuanto al color, morfologfa y
tasa de crecimiento de las colonias; éstas fueron de
color blanco, crema, rosado, naranja y fucsia con
diferentes tonalidades. También, se observé que el
color era més evidente con la edad y se observaba
primero en los sitios més viejos de la colonia; sin
embargo, en algunos aislamientos, el color fué
consistente con la edad.

En general, la forma de crecimiento de las colonias
fué radial y con bordes enteros, aunque algunos
aislamientos presentaronbordes irregulares. El cre-
cimiento sobre el medio de cultivo mostré aislamien-
tos con abundante micelio aéreo, mientras que en
otros, el micelio fué deprimido o pionnotal.

Latasadecrecimiento de losdiferentes aislamientos
fué variable. Los aislamientos extranjeros ocuparon
toda la cajade Petri en aproximadamente 120 horas.
Un comportamiento similar al sefialado anteriormen-
te se observé en los aislamientos 1, 16y 30 de la Raza
2yenlos aislamientos 3, 4, 93 de la Raza 4, obtenidos
de diversas fincas de la Sabana de Bogots.

Los aislamientos extranjeros de una misma raza
presentaron variabilidad en su tasa de crecimiento,
incluso los provenientes de un mismo pais. En
general, se observé una mayor tasa de crecimiento
para los aislamientos extranjeros, con excepcién de
los aislamientos F8 de la Raza 8 de Italia y 200-04
de la Raza 4 de Holanda.

En [a Figura 5.6, se observa el crecimiento micelial
de las colonias de algunos aislamientos de la Raza
4, con valores bastante similaresy, enlaFigura 5.7,
se presentan los valores correspondientes a cuatro
aislamientos de la Raza 2 con valores, también, muy
similares, excepto el aislamiento CSU2 procedente
de Estados Unidos con un valor mayor que el de los
otros aislamientos.

En la Figura 5.8, se presenta el crecimiento del
micelio de los tres aislamientos no patégenos, los
cuales presentaron valores muy similares. Al ajus-
tar los datos de! crecimiento micelial a diversas
funciones matemdticas, la mejor interpretacion del
proceso se observé con una ecuacién lineal de la
forma
Y =b, +bx

con una ecuacioén exponencial de la forma

() 24 48 72 26 120
tiempo (horas)

Figura. 6.6. Crecimiento micelial de aislamientos de la
Raza 4 de Fusarium oxysporum f.sp. dianth.

tiempo (horas)

Figura 6.7. Crecimiento micelial de aislamientos de la
Raza 2 de Fusarium oxysporum {.sp. dianthi.

o 24 48 72 %6 120

tiempo (horas)

Figura §.8. Crecimiento micelial de aistamientos no
patogénicos de Fusarium oxysporum.

Y = b X
y con una ecuacion logaritmica de la forma
Y = b
endonde Y = didmetro de la colonia, b = intercepto

dela curva con el eje Y, b, = tasa de crecimiento, X
=tiempo, e = base de los logaritmos neperianos. Del
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total de aislamientos del hongo evaluados, el creci-
miento de 46 aislamientos se ajusté a la ecuacion
lineal, 31 alaecuacion exponencial y 4 aislamientos
a la ecuacién logaritmica.

DISCUSION

Los patrones electroforéticos de las proteinas solu-
bles encontrados en la mayoria de los aislamientos
de Fusarium oxysporum {.sp. dianthi corresponden
a los patrones de la Raza 2, lo cual coincide con los
resultados obtenidos por Cevallos et al (1990) y
Arbeldez y Calderdn (1991), utiizando pruebas de
patogenicidad en variedades diferenciales de clavel.

La observacién de pequefias diferencias en los
" proteinogramas de los aislamientos, que pertene-
cen a la Raza 2 de Colombia, ltalia, Holanda y

Estados Unidos, muestran que existe alguna varia- -

bilidad dentro de dicha raza, lo cual coincide con lo
observado por Sparnaaij (1978) en Holanda, por
Scovel (1987) en Israel y por Arbeldez y Calderén
(1991) en Colombia.

Los aislamientos colombianos 3, 4y 93 y el aisla-
miento italiano F4, pertenecientes a la Raza 4
presentaron patrones de proteinas similares. Esto
confirma la presencia, aunque en muy baja propor-
cién, de la raza 4 del patégeno en Colombia, como
habla sido registrado por Cevallos et a/ (1990).

Ninguno de los aislamientos colombianos analiza-
dos mostré un patrén electroforético de proteinas
semejante a los patrones presentados por los aisla-
mientos de las Razas 1 y 8, lo cual demuestra que
estas dos razas aln no estan presentes en Colom-
bia y concuerda con los resultados de las pruebas
de patogenicidad realizadas anteriormente.

Los patrones electroforéticos para la enzima aril
esterasa demostraronque existenmdltiples formas
de esa enzima en los aislamientos de Fusanum
oxysporum, como lo encontré Belalcazar (1984).
Aunque los patrones electroforéticos observados
permiten agrupar aislamientos de una misma raza,
principalmente dela Raza 2, sus diferencias indican
que es recomendable el uso de varias enzimas, tal
como lo sugieren Biles y Martin (1988), quienes
separando las 6 P deshidrogenasa, la shikimato
deshidrogenasa, la esterasa y la fosfoglucosa
isomerasa, encontraron diferencias en los organis-
mos analizados.

Aunque Bosland y Williams (1987) han relacionado
la aril esterasa con la patogenicidad, los resultados
de este trabajo no permiten concluir que, a mayor
nimero de bandas dedicha enzima, 1a patogenicidad
sea mayor, pues el aislamiento F8 de la Raza 8 de
ltalia (menos patogénico que los aislamientos de la
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Raza 2) y el aislamiento no patogénico 618-9 de
Holanda presentaron mayor numero eintensidad de
las bandas de la enzima.

Los resultados obtenidos para la separacién de
razas de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi por
electroforesis para la enzima aril esterasa, mostra-
ron que cuaiquier cambio en el método, especial-
mente en el tiempo de corrido del gel y en la técnica
de tincién de los geles, varia la posicion, el nimero
y la intensidad de las bandas. Lo anterior complica
lainterpretacién de los resultados y por consiguien-
te la diferenciacién de las razas.

Los resultados de esta investigacion muestran que
es posible determinar la variacién de Fusanium
oxysporumf.sp. dianthipor electroforesis de protei-
nas y de aigunas enzimas, pero es necesario pro-
fundizar aun més en este aspecto antes de reem-
plazar las pruebas patolégicas por las pruebas
quimicas.

Aunque en todos los aislamientos de Fusanum
oxysporumf.sp. dianthi, la inhibicién de crecimiento
del micelio fué proporcional a la concentracién del
fungicida Benomil empleada, la respuesta fué dife-
rente en los distintos aislamientos. En general, los
aislamientos extranjeros fueron mis resistentes al
Benomily, inicamente, el aislamiento 93 de la Raza
4 de Colombia qued6 incluido en este grupo.

Posiblemente, larespuesta obtenidaesté relacionada
con el tiempo de cultivo y con las condiciones
ambientales de los diferentes paises y empresas,
pero, muy especiaimente, esta relacionada con las
dosis del fungicida utilizadas y con la frecuencia de
las aplicaciones.

Actuaimente, en Colombia, por la baja eficiencia del
Benomil en el control de la enfermedad, dicho
fungicida se aplica muy poco (Arbeldez, 1987).
Garibaldiy Gullino (1987) encontraronque, en ltalia,
por el uso repetido del Benomil, se presenté una
disminucién significativa en la sensibilidad de Fusa-
rium oxysporum f.sp. dianthi a dicho fungicida.

Los resultados obtenidos en la respuesta del
patégeno al Benomil no permiten diferenciar razas
o grupos especificos de los aislamientos colombia-
nos y parece que el comportamiento de los aisla-
mientos estd relacionado con caracteristicas
fisiolégicas y genéticas ligadas a la patogenicidad y
a la especificidad del hospedante.

Entre los aislamientos obtenidos de diferentes mu-
nicipios, no se encontré relacién alguna, como
tampoco con el tiempo en que las fincas han estado
dedicadas al cuitivo de clavel, ni con la resistencia



o la susceptibilidad de las variedades de las cuales
fué aislado el hongo.

El aislamiento no patogénico C14CSU de Estados
Unidos fué el aislamiento mds resistenteal fungicida
ypodria ensayarse, para el control de la enfermedad
en aplicaciones combinadas de dicho aislamiento
con dosis bajas del fungicida.

Esto confirma la posibilidad de combinar aplicacio-
nes de aislamientos sapréfitos de Fusarium
oxysporumy Fusariumspp.y delfungicida Benomil
para lograr una reduccién en fa incidencia y en la
severidad de laenfermedad, comolohan observado
Tramier et al (1983) en Francia y Garibaldi et af
(1986) en ltatia.

Las diferencias en el crecimiento micelial de los
distintos aislamientos de Fusarum oxysporum
f.sp. dianthi, principalmente en sus caracteristicas
culturales, como forma, elevaciény coloracién de la
colonia, para conocer la variabilidad patol6gica del
hongo, muestran muy poco aporte de este tipo de
estudio. Esto coincide con lo observado con
Matthews (1978) en Inglaterra, Cevallos et al (1990)
y Arbeldez y Calderén (1991) en Colombia y Wright
et al (1992) en Australia.
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