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RESUMEN

La técnica de Amplificacién Arbitraria de
Fragmentos Polimorficos de ADN (RAPD) fue
utilizada para identificar marcadores genéticos
utiles para el desarrollo de un método diagndstico
para Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, el agente
etiologico de la enfermedad del marchitamiento
del clavel. Con el fin de identificar fragmentos
genéticos caracteristicos de este patdgeno, un
total de 18 aislados diferentes, provenientes de
diferentes lugares del mundo y 17 cepas de F.
oxysporum de otras formas especiales fueron
amplificadas utilizando 15 iniciadores diferentes.
Aungue ninguno de los iniciadores empleados
en este estudio amplificé una banda comun a
todas las formas especiales dianthi, el iniciador
OPA 17 mostré un patrén de RAPD que permitio
la identificacion de cuatro grupos polimarficos
dentro de este grupo taxondémico. Este mismo
iniciador, permitio la discriminacion entre
aislados de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi y
cepas de F. oxysporum de otras formas
especiales. No se observo una correlacion directa
entre el patron de RAPD vy las razas reportadas
para F. oxysporum f.sp. dianthi, previamente
determinadas mediante ensayos biolégicos por
otros grupos de investigadores. Los analisis de
hibridacion molecular con fragmentos escogidos
de estos patrones de RAPD, permitieron el
reconocimiento selectivo de los cuatro grupos

descritos. Los fragmentos genomicos
identificados, son candidatos para el desarrollo
de un sistema diagnostico por PCR para este
patogeno del clavel.

Palabras claves: RAPD; Fusarium oxysporum,
polimorfismos, clavel.

SUMMARY

The Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) technique was used to analyse genetic
markers useful in developing a method to
diagnosis Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
infections. To identify characteristic genetic
fragments of this pathogen, 18 strains were
isolated from locations around the world and 17
special forms of F. oxysporum (non-.dianthi F.
oxysporum) were amplified using 15 different
primers. None of these primers allowed the
identification of a single amplification band
common to the Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
samples. However, the OPA 17 primer
generated an RAPD pattern that allowed the
identification of four amplification groups within
this taxonomic group. The same marker
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permitted to distinguish between the Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi and the special forms
of F. oxysporum. No direct correlation was
observed between the RAPD pattern and the race
of the samples established in previous works.
Molecular hybridization analysis, using the OPA
17 amplified fragments as probes, showed the
feasibility of identifying molecular markers that
can be used in developing a PCR method for
diagnosis of Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
infections.

Key words: RAPD; Fusarium oxysporum;
polymorphism, carnation.

INTRODUCCION

Fusarium oxysporum f.sp. dianthi es el agente causal de
la enfermedad del marchitamiento del clavel un problema
que resulta en enormes pérdidas econdmicas para la
industria de la floricultura. Mientras es relativamente facil
identificar Fusarium a nivel de especie, la confirmacion
de la forma especial y de la raza requiere estudios de
patogenicidad en invernaderos, estudios que toman
mucho tiempo y necesitan gran infraestructura. Mas aun
los resultados de estos ensayos dependen de multiples
factores dificiles de controlar: variables tales como
humedad, luz, temperatura, componentes del suelo, y
calidad del agua entre otros (Baayen et al; 1998; Corell,
1991). Como consecuencia, los resultados de estos
ensayos son subjetivos y a veces dificiles de reproducir.
Es por lo tanto necesario desarrollar nuevos métodos de
diagndsticos rapidos, especificos y confiables que
permitan la identificaciéon de este hongo fitopatdgeno en
material vegetal lo que puede ser de gran utilidad para la
industria de los cultivadores de clavel.

Recientemente se han publicado varios métodos
moleculares que detectan variaciones genéticas dentro
de la especie Fusarium oxysporum (McDonald, 1997).
Dentro de estos métodos, uno de los mas utiles es la
técnica de Amplificacion Arbitraria de Fragmentos
Polimorficos de ADN (RAPD) (Williams et al;1990), la cual
ha sido aplicada a diferentes sistemas bioldgicos para
determinar polimorfismos genéticos. Estudios utilizando
RAPDs han sido reportados para la caracterizacion e
identificacion de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
(Manulis et al, 1993; Kalc Wright et al, 1996).

En el presente trabajo, se aplico la técnica del RAPD
para comparar aislamientos de Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi recolectados de diversos lugares del mundo con
Fusarium oxysporum de otras formas especiales con el

52

objetivo principal de identificar marcadores genéticos que
puedan ser utilizados para el desarrollo de un sistema
diagndstico basado en la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR), para este hongo fitopatégeno.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de Fusarium oxysporum: Las cepas de Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi y las cepas no dianthi utilizadas
en el presente estudio asi como la fuente de la cual fueron
aisladas y su origen geografico estan listadas en la tabla
No 1.

Tabla 1. ADN aislados y empleados en RAPDs

N° Cepa Raza Pais de «
1 C.8 Japédn

2 Fo. 15Ba Colombii
3 Fo. 18Ba Colombi
4 Fo. 28Aa Colombii
5 Fo. cepae Brasil

6 Fo. cubense wac 6965 Australia
7 Fo. cubense wac 6969 Australia
8 Fo. cubense wac 6959 Australia
9 Fo. cubense wac 6985 Australia
10 Fo. frageriae Japédn
11 Fo. lycopersici V31CG9 Espafa
12 Fo. R82a Israel
13 Fo. cucumerinum 27 val 1 Grecia
14 Fo.cucumerinum 36330 1 Grecia
15 Fo. nicotianae Fon 7 USA

16 Fo. phaseoli 0007 Brasil
17 Fo. phaseoli 1678 Brasil
18 Fo. dianthi 02-88 2 Israel
19 Fo. dianthi 03-88 2 Israel
20 Fo. dianthi 03-89 2 Israel
21 Fo. dianthi 06-89 2 Israel
22 Fo. dianthi 08-88 2 Israel
23 Fo. dianthi 09-88 2 Israel
24 Fo. dianthi 11-88 2 Israel
25 Fo. dianthi 12-89 4 Israel
26 Fo. dianthi 95023 2 Colombii
27 Fo. dianthi R2 / 56 2 Colombi
28 Fo. dianthi R2 / 71 2 Colombi:
29 Fo. dianthi R4 /103 4 Colombii
30 Fo. dianthi R2 2-75 2 Italia

31 Fo. dianthi R8 8 Italia

32 Fo. dianthi Ratting R1 1 Holanda
33 Fo. dianthi Ratting R4 4 Holanda
34 Fo. dianthi Ratting R8 8 Holanda
35 Fo. dianthi 2.07 * Colombii

Extraccién de ADN: El ADN fue extraido de la masa
micelial del los hongos crecidos en agar papa dextrosa
por 14 dias y crecidos a 27°C. El ADN fue liberado por
rompimiento mecanico de la pared celular del hongo en
un Mini-Bead-Beater (Biospec Products. Bartlesville, OK,
USA) en presencia de perlas de vidrio y del detergente
i6nico dodecilsulfato de sodio (SDS) a una concentracion
final del 1%. Los productos proteicos fueron degradados
por la adicion de proteinasa K a una concentracion final de
100 pg/ml. La muestra fue purificada utilizando bromuro
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de cetiltrimetil amonio (CTAB, Sigma Chemical Co.) y el
ADN fue extraido con un volumen de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1 V/V) y precipitado con 0.6 volumenes de
isopropanol. EI ADN fue resuspendido en buffer TE (Tris-
HCI 10mM, EDTA 1mM; pH 8.0) y cuantificado por
espectrofotometria.

Iniciadores empleados en el RAPD: Algunos iniciadores
fueron obtenidos de Operon Technologies (Alameda, CA)
y ofros fueron sintetizados quimicamente utilizando un
sintetizador Beckman-Oligo 1000. Los iniciadores utilizados
y su secuencia de nucleotidos son listados en la tabla No
2.

Tabla 2. Listado de oligonucleotidos empleados en
RAPDs

Iniciadores

Secuencia 3"--- 5

CPMO 2
FUS 01
FUS 02
FUS 03
PMO 2
OPA 11
OPA 12
OPA 14
OPA 15
OPA 16

C CGATGC CAGA
CCGCATCTAC
CAGGCCCTTC
TTT CCACG G
CGATGC CAGA
CAATCGCCGT
TCG GCGATAG
TCTGTGCTGG
TTCCGAACCC
ACC CAG CGA A
OPA 17 GACCGCTTGT
OPA 20 GTTGCGATCC
P2 CTGTTGCTAC
M 13 Directo GTA AAA CGA CGG CAA GT

Condiciones de RAPD: La reaccion de RAPD fue llevada
a cabo en un volumen de 50 yl que contenian: 50 ng del
ADN gendmico de Fusarium oxysporum, 2mM de MgCl,,
0.2 mM de dNTPs, 3 uM de cada primer y una unidad de
Tag DNA polimerasa (Gibco-BRL). La reaccion se llevé a
cabo en un termociclador Perkin Elmer 2400 con una
denaturacion inicial de 94°C por 5 min., seguido por 30
ciclos con una denaturacién a 94°C por 1 min., un anillaje
a 38°C por 1 min., y elongacion a 72°C por 1 min. Los
productos amplificados fueron analizados por electroforesis
en geles de agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio:
0.5 ug/ml

Andlisis de Hibridacién Molecular de los productos
del RAPD: Las muestras amplificadas de ADN fueron
separadas mediante electroforesis en geles de agarosa al
1%, denaturadas mediante tratamiento alcalino y
transferidas a membranas de nylon. La hibridacion se llevé
a cabo a 42°C empleando 3 sondas seleccionadas
obtenidas del producto de amplificacién con el iniciador
OPA 17. Las sondas fueron eluidas de geles de agarosa
con el sistema de GlassMax (Gibco-BRL) y marcadas con
el sistema no radiactivo ECL (Amersham).

RESULTADOS
Se probaron 15 iniciadores diferentes con una longitud
entre 10 y 17 nucledtidos con 35 cepas de F. oxysporum

aisladas de diferentes regiones geograficas y
caracterizadas de acuerdo a la raza por diferentes grupos
de investigadores. Dentro de estas cepas se contaba tanto
con formas espaciales dianthi como no dianthi. Ninguno
de los iniciadores estudiados revel6 una banda unica que
estuviera presente en todos los F. oxysporum f.sp. dianthi
y ausente en los F. oxysporum no dianthi. Los patrones de
amplificacion obtenidos fueron complejos. Algunos de los
iniciadores mostraron patrones de amplificacion idénticos
tanto en las cepas dianthi como en las no dianthi; algunos
RAPDs mostraron muy pocas bandas de amplificacion y
por lo tanto no fueron Utiles para el proposito de este
estudio, mientras que otros mostraron patrones demasiado
complejos que permitieran la identificacion de bandas
comunes.

El iniciador OPA 17 permitié la discriminacion de varios
grupos polimérficos dentro de las cepas clasificadas como
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi. Dentro de estas cepas,
se observaron cuatro patrones de bandeo diferentes los
cuales fueron denominados Grupos | a IV (Fig. 1A). No
todos los aislamientos que correspondieron a un mismo
patron de RAPD se correlacionaron con la clasificacion
por razas. Como se ve en la figura No 1A, los carriles 2 a
9 muestran patrones de amplificacion idénticos (Grupo |),
y corresponden a la raza 2 como fue previamente
determinado fitopatolégicamente por autores en Israel,
Colombia e ltalia. Los carriles 10 y 11 con patrones de
amplificacion idénticos y clasificados como Grupo Il
corresponden a un aislado colombiano que fue clasificado
biolégicamente como raza 2, mientras que el otro
corresponde a un aislado holandés previamente clasificado
como raza 1. Resultados similares fueron obtenidos con
otros aislados.

En la figura 2A, los carriles 1 a 4 muestran los patrones
representativos de cada uno de los Grupos identificados (|
alV)y los carriles 5 a 12 muestran los patrones de RAPD
de las cepas no dianthi. Como puede verse, el primer OPA
17 también permitioé la discriminacién entre Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi y cepas de Fusarium oxysporum
diferentes a dianthi, ya que ningun patrén de las cepas no
dianthi tienen patrén igual a alguno de los 4 grupos de
amplificacion de las cepas Fusarium oxysporum f.sp. dianthi.

Tomando en cuenta estos resultados, tres fragmentos
representativos de los 4 grupos polimoérficos fueron
escogidos para ser utilizados como sondas en estudios de
hibridacién molecular. Los resultados de estas pruebas
permitieron determinar su presencia en cepas de Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi y su ausencia en cepas
pertenecientes a otras formas especiales de F. oxysporum.
Los fragmentos de 2,600 pb (presente en los grupos |y llI),
1,200 pb (presente en el grupo Il) y 300 pb (presente en los
grupos Il y 1IV) fueron recobrados de geles de agarosa,
marcados no radiactivamente y empleados en estas
pruebas.
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Figura 1A. Electroforesis en gel
de agarosade RAPDs aislados
de Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi amplificados con el
primer OPA 17.

Carril 1: Marcadores de peso
molecular de 1Kb ladder; carril 2:
F. oxysporum f.sp. 3-88; dianthi;
carril 3: 8-88. carril 4: 9-88; carril
5: 11-88; carril 6: 3-89; carril 7: 6-
89; carril 8: 95023; carril 9: 2/75;
carril 10: R2-56; carril 11: RR1;
carril 12: R8; carril 13 RR8;carril
14 12-89.

Figura 1B, C, D. Southern blot del
mismo gel hibridado con las
sondas de 2.600; 1200 y 300 pb
respectivamente.
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Figura 2A. Electroforesis en geles de
agarosa de RAPDs aislados de no-dianthi
F. oxysporum amplificados con el primer
OPA 17.

Carril 1: F. oxysporum R82a no patégenos;
carril 2: F. oxysporum f.sp. cucumerinum; carril
3: F. oxysporum f.sp. lycopersici; carril 4: F.
oxysporum f.sp. cepae; carril 5: F. oxysporum
C8 no patégenos; carril 6: F. oxysporum f.sp.
cubense wac 6965; carril 7: F. oxysporum f.sp.
cubense wac 6964; carril 8: F. oxysporum
28Aa no patégeno; carril 9: Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi 95023; carril 10:
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi RR1; carril
11: Fusarium oxysporum f.sp. dianthi RRS;
carril 12: Fusarium oxysporum f.sp. dianthi R8;
carril 13: Marcadores de peso molecular 1 Kb
ladder.

Figura 2B, C, y D: Southern blot de una
muestra representativa de aislados no dianthi
de F. oxysporum hidridada con las sondas de
2,600; 1,200 y 300 pb respectivamente.

Carril 1: Fusarium oxysporum C8 no
patdgeno; carril 2: F. oxysporum f.sp. cepae;
carril 3: F. oxysporum f.sp. lycopersici; carril
4: F. oxysporum f.sp. cucumerinum; carril 5:
F. oxysporum R82a no patégeno; carril 6: F.
oxysporum f.sp. fragariae; carril 7: F.
oxysporum f.sp. cubense wac 6985; carril 8:
F. oxysporum f.sp. nicotianae fon 7; carril 9:
F. oxysporum 28Aa no patégeno; carril 10: F.
oxysporum f.sp. cubense wac 6965; carril 11:
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi 3-88; carril
12: Fusarium oxysporum f.sp. dianthi RR1;
carril 13: Fusarium oxysporum f.sp. dianthi R8;
carril 14: MWM 1Kb ladder.
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La Figura 1B muestra los resultados de Southern blots
en los cuales el fragmento marcado de 2,600 pb fue
hibridado con los patrones de amplificacion de las
muestras extraidas de cepas de Fusarium oxysporum
f.sp. dianthi. En estas cepas, la sonda hibrida con un
fragmento de igual tamafio (2,600 pb) y con un fragmento
de 900 pb en todas las cepas clasificadas como Grupo |
y en las cepas clasificadas como Grupo lll. La figura 2B
representa unas muestras escogidas de patrones RAPD
de cepas no-dianthi de F. oxysporum hibridadas con la
sonda de 2,600 pb. Este fragmento marcado hibrid6
fuertemente con una cepa aislada de claveles en Israel,
conocida como R-82a, y clasificada como no patégena
(carril 5), y con una cepa de F. oxysporum f.sp. lycopersici
aislada en Espafa (carril 3). El carril 11 y el 13
corresponden a hibridaciones positivas de los aislados
de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi del grupo | y lll,
empleados como controles positivos.

Las figuras 1C y 2C muestran los resultados del Southern
blot utilizando la sonda de 1,200 pb hibridada con los
patrones de RAPD de cepas de Fusarium oxysporum
f.sp. dianthi y de cepas de otras forma especiales de F.
oxysporum respectivamente. Para las cepas de Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi, estos fragmentos hibridaron
unicamente con una banda de tamano igual en todas las
cepas denominadas grupo Il y no hibridaron con ninguna
cepa probada de F. oxysporum no-dianthi.

Las Figuras 1D y 2D muestran los resultados de Southern
blot utilizando el fragmento marcado de 300 pb como
sonda con los patrones de RAPD de cepas de Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi y F. oxysporum no dianthi
respectivamente. Las cepas de Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi, muestran una hibridacion positiva con una banda
de igual tamafio en las cepas denominadas grupos | y
IV. También se puede observar que el fragmento de 300
pb no hibrida con ninguna cepa probada de F. oxysporum
pertenecientes a otras formas especiales de este hongo.

DISCUSION

La identificacion de marcadores genéticos que puedan
distinguir entre cepas patégenas y no patégenas, asi
como entre cepas estrechamente relacionadas
genéticamente, puede ser de un inmenso valor para el
desarrollo de nuevos métodos diagndésticos de
microorganismos patégenos de plantas. Algunas técnicas
moleculares han sido aplicadas para identificar
polimorfismos genéticos en diversos organismos
(Manicom y Baayen, 1993; Waalwijk, et al., 1996; Kistler,
et al., 1991). Estos polimorfismos reflejan diferencias en
el contenido del material genético y pueden indicar
diferencias en la actividad biolégica y posiblemente en la
patogenicidad de los organismos.

La técnica de “Random Amplified Polymorphic DNA”
(RAPD), ha sido utilizada exitosamente para identificar
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polimorfismos genéticos (Bently et al., 1995; Achenbach,
et al., 1996; Assigbets, et al., 1994). Los resultados de
este estudio mostraron que usando RAPDs es posible
distinguir entre F. oxysporum f.sp. dianthi y F. oxysporum
de otras formas especiales, siendo todos patotipos
estrechamente relacionados. En un estudio similar,
Manulis (Manulis et al., 1993), usando RAPDs amplificd
15 aislados no patdgenos y 42 aislados patégenos de F.
oxysporum f.sp. dianthi, y fue capaz de distinguir entre
cepas patégenas y no patdgenas. Kalc Wright (Kalc
Wright, et al., 1996), también utilizd esta técnica para
diferenciar entre cepas patégenas y no patdgenas de
Fusarium oxysporum f.sp. dianthi aunque, estos estudios
solo incluyeron cepas de una determinada area
geografica.

Los patrones de amplificacion por RAPD mostrados en
este estudio, indican que las cepas de F. oxysporum
aisladas de diferentes lugares del mundo, son altamente
polimérficas y que este polimorfismo es evidente inclusive
entre cepas clasificadas dentro de la misma forma
especial. En un estudio previo, Manulis y colaboradores
mostraron una correlacion directa entre raza y patron
polimérfico (Manulis et al 1993). Sin embargo en el
presente trabajo, no se observéd una correlacion directa
entre el patrén de bandeo obtenido por RAPD vy la raza.
Esta discrepancia es probablemente debida al hecho de
que todas las cepas utilizadas en el estudio de Manulis
fueron aisladas en Israel. En contraste, los aislados de
este estudio fueron obtenidos de diferentes areas
geograficas del mundo y fueron clasificados como razas
1, 2, 4, y 8. Estos resultados estan de acuerdo con
reportes previos, sugiriendo que la clasificacion basada
en métodos genéticos es mas exacta que los ensayos
de patogenicidad utilizados en la clasificacion por razas,
los cuales dependen de muchas variables del medio
ambiente (Waalwijk y Baayen, 1995; Kistler, 1997).

Kalc Wright y colaboradores (Kalc Wright et al., 1996),
identificaron una banda de 500 pb, comun a varias cepas
patogénicas de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
aisladas de diferentes lugares geograficos en Australia.
Sin embargo, los autores no estudiaron la presencia de
esta banda en cepas de F. oxysporum diferentes a dianthi,
experimentos de los cuales ellos mismos sugieren
debieran ser llevados a cabo antes de dar una conclusion
definitiva. El presente trabajo utilizd 15 iniciadores
diferentes los cuales se utilizaron para amplificar tanto
cepas de F. oxysporum f.sp. dianthi como de F.
oxysporum de otras formas especiales. Ninguno de los
iniciadores utilizados amplificd una banda comun a todas
las cepas de dianthi que al mismo tiempo estuviera
ausente en cepas no dianthi de F. oxysporum y que por
lo tanto pudiera correlacionarse directamente con
patogenicidad.

Los estudios de hibridacion molecular llevados a cabo



con los fragmentos seleccionados (2600 pb; 1200 pb y
300 pb) mostraron que dos de las sondas utilizadas, (1200
pb y 300 pb) hibridaron con los productos de amplificacion
de las cepas pertenecientes al Grupo de los cuales ellas
fueron aisladas. El fragmento de 2600 pb aislado del
Grupo | hibridé con fragmentos de Fusarium oxysporum
f.sp. dianthi de cepas que pertenecian a ese mismo
Grupo y con cepas que pertenecian al Grupo Il de
amplificacion. Es de anotar que este fragmento también
hibridé con un fragmento de 2600 pb en dos cepas de F.
oxysporum no dianthi aunque sus patrones de RAPD
fueron diferentes a los patrones del Grupo | 'y Grupo lll.
Las dos cepas que hibridan con la sonda de 2600 pb, F.
oxysporum f.sp. lycopersici y F. oxysporum R82a han
sido clasificadas como otras formas especiales de este
hongo, es posible que estas cepas puedan también ser
patogénicas para el clavel. De hecho se ha demostrado
en un reporte reciente que F. oxysporum f.sp. lycopersici
causa enfermedad no solamente en tomate sino también
en otras familias de plantas (Kistler, et al., 1997).
Actualmente se estan adelantando estudios de
patogenicidad cruzada con esta cepa de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici para validar esta hipotesis.

Para confirmar la existencia de los cuatro grupos descritos
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en este trabajo, los resultados deben ser extendidos a
un numero mayor de cepas aisladas de Fusarium
oxysporum f.sp. dianthi. En un grupo taxonémico tan
complejo como F. oxysporum es probable que otros
patrones de bandeo de RAPD se puedan encontrar. Por
ejemplo aislamientos de razas diferentesala1,2,4y 8
que no fueron incluidas en este estudio y que podrian en
teoria presentar diferencias en sus patrones genéticos.

Tomados en su conjunto, los tres fragmentos que fueron
recobrados de los RAPDs, hibridan con todas las cepas
de todos los grupos de Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
estudiados. Esto nos lleva a contemplar la posibilidad de
desarrollar un sistema de multiplex PCR en el cual dos
parejas de iniciadores derivados de los fragmentos de
2600 y 300 pb podrian ser suficientes para identificar
aislamientos de F. oxysporum f.sp dianthi en claveles
obtenidos de invernaderos. Actualmente se esta
realizando la secuencia de acidos nucleicos para
desarrollar este sistema diagndstico.
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