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CARACTERIZACION DE AISLADOS DE Fusarium Oxysporum
SEGUN EL POLIMORFISMO DEL DNA RIBOSOMAL Y EL DNA
AMPLIFICADO ALEATORIAMENTE

Characterization of fusarium oxysporum isolates using rdna
polymorphism and random amplifications

William Giovani Oliveros', Luis Eugenio Andrade® y Gerardo Gallego®.

RESUMEN

Laregion ITSt del DNA ribosomal de seis aislados
de Fusanumy dos de Piriculania se amplificaron
por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El
fragmento de DNA correspondiente a la regién
ITS1 de Fusarium oxysporum t.sp. dianthi; raza 2
fue clonado y secuenciado. E! estudio de su se-
cuencia pemmitié deducir sitios de restriccién para
un andlisis comparativo. Los patrones de restric-
cién no mostraron diferencias entre los seis aisla-
dos de Fusanum, mientras que si lograron distin-
guir éntre los dos de Pincularia. Por amplificacién
de DNA a partir del cebador aleatorio A13, se pu-
dieron distinguir las razas 2 y 4 de Fusanum oxys-
porum.

ABSTRACT

The ribosomal DNA regién I1TS1 from six Fusarium
isolates and two Piriculariaisolates were amplified
by polymerase chain reaction (PCR). Fusarnum
oxysporuml.sp. dianthirace 2, ITS1 DNA fragment
was cloned and sequenced. Restriclion sites were
identified in order to perform comparative analysis.
Restriction patterns showed no difference among
the six Fusariumisolates, whereas they discrimina-
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ted between two Piriculariaisolates. By random pri-
mer amplification using primer A13 Fusarium oxys-
porum, races 2 and 4 were identitied.

INTRODUCCION

Colombia es el segundo pais exportador de flores
en el mundo. Entre los problemas que afectan la
produccién de clavel est4 el marchitamiento vascu-
lar causado por Fusarium oxysporumi.sp. dianthi,
Fusarium es un género muy heterogéneo y su
identificacién y caracterizacion es dificil debido ala
falta de estabilidad morfolégica del grupo. Las ca-
racterizaciones a nivel subespecifico, basadas en
pruebas de patogenicidad y compatibilidad vegeta-
tiva, dan resultados ambiguos (Arbelaez, 1993).

El presente trabajo evaltia la utilidad de {a regién
interna transcrita de los genes ribosomales (ITS-1),
en la caracterizacién de las razas 2 y 4 (Gnicas pre-
sentes en Colombia) de F. oxysporumt. sp. dianthi
mediante andlisis de restriccién de los productos
de amplificacidn.

Igualmente, se evalUa la posibilidad de tipificar por
medio de RADP (Polimorfismo del DNA amplificado
aleatoriamente). Ademas de las razas antes mencio-
nadas, se empled también, un aislamiento de la es-
pecie de baja patogenicidad (618g) y uno no patége-
no (c14), utilizados como control biolégico de la
enfermedad. Iqualmente, se incluyd una forma espe-
cial diferente (£~ oxysporumA. sp. cubense), una es-
pecie diferente (#. rosewm) y dos aislamientos de un
género diferente (Piiculana sp.).

REVISION DE LITERATURA

Uso del DNA ribosomal (rDNA) en estudios de
sistematica molecular de hongos patégenos

El compleio génico ribosomal se comporta como un
reloj molecular compuesto, ditil en la determinacién



de las relaciones filogenéticas. Los genes ribosoma-
les estan constituidos por regiones muy conserva-
das (Subunidad pequeia SSU y subunidad grande
LSU}), con una tasa de cambio muy lenta, que permi-
ten hacer comparaciones entre organismos distante-
mente relacionados, y por regiones muy variables
(NTS) y medianamente variables (ITS) que pemiten
comparar organismos cercanamente relacionados
(Manicom, 1990); (Innis, 1990).

Los genes que codifican para los RNA ribosomales
5,88; 18S y 25S se encuentran repetidos entre 60
a 220 copias por genoma haploide y ubicadas en
un tinico cromosoma (Petes y Botstein 1979, cila-
dos por Martin, 1990). Cada unidad se encuentra
separada por regiones espaciadoras no transcritas
(NTS), cuya longitud es muy variable y cada una
de las subunidades estan separadas por secuen-
cias espaciadoras internas transcritas (ITS).

Los genes que codifican para el rRNA 5S pueden
encontrarse haciendo parte de la unidad repetitiva
(Bell 6t al, 1977) o en diferentes sitios del genoma
(Selker ot 2/, 1981, citados por Martin 1990).

Martin (1990) determiné los mapas de restriceién
de 1a unidad repetitiva de rDNA de dos especies
del género Pythium (P. paroecandrumy P. spino-
sum), encontrando polimorfismos entre aislamien-
tos originados a partir de una sola espora. Para ~.
paroscandrum, encontré dos formas principales y
para P. spinosurn, cuatro, presentes en proporcio-
nes aproximadamente iguales en cada una de las
especies. Los mapas de restriccion diferian en la
regién no transcrita (NTS), tanto en su longitug, co-
mo en la presencia/ausencia de sitios de restric-
cién para algunas de las enzimas empleadas.

Kistler ef a/. (1991) realizaron digestiones de rDNA
provenientes de £. oxysporumf. sp. conglutinans, F.
oxysporum . sp. mathiok'y F. oxysporum{. sp. rap-
hani, hibridizando los productos con una sonda ela-
borada a partir del rtDNA de £ oxysporum c., encon-
trando que los patrones de hibridacién agrupaban
juntos los aislamientos provenienies de una misma
forma especial y separaban estas ltimas entre si.

Trabajando con secuenciacion de rRNAs de 51 ce-
pas de algunas especias de Fusanum, Guadet et
al. (citados por Peterson, 1991) encontraron que
las especies del género que tenian estado sexual
en Giberella agrupaban juntas y separadas de
aquélias con estado sexual en el género Necira,
logrando, asi, caracterizar estos dos géneros te-
leomorfos de Fusarum con base en su rBNA. En
1991, Nazar o/ a/. encontraron que Veriicillium al-
bo-atrumy V. dahliae se podian distinguir por 5 di-

ferencias nucleotidicas ubicadas en las regiones
intergénicas del rDNA, sintetizando oligonucleéti-
dos que amplificaban diferencialmente cada una.

Cubeta ef a/, en 1991, trataron de encontrar rela-
ciones entre grupos de compalibilidad vegetativa
(capacidad de los aislamientos de reconocerse y
fusionarse uno con el otro por anastomosis) y los
RFLPs del rDNA en especies del género de hon-
gos Rhizoctornia. Amplificando una secuencia de
rDNA de aislamientos de Ahizoctonia spp. equiva-
lente a una regidn de 1500 pb. de la subunidad
grande del gen ribosomal de Saccharomyces cere-
vis/ae, encontraron, que los patrones de RFLPs se
agrupaban de acuerdo con los grupos de compati-
bilidad vegetativa. En otro estudio similar, Liuy Sin-
clair (1992), trabajando con la especie A. so/aniy
mediante RFLPs de la porcidén de rONA equivalen-
te a las regiones intergénicas 1TS 1, ITS 2 y la su-
bunidad 5,8S identificaron 5 subgrupos diferentes
dentro de un mismo grupo de compatibilidad vege-
tativa. Los resultados tuvieron correlacién con el
hospedero; no se encontrd variacién dentro de ca-
da uno de los subgrupos, independientemente del
origen geogréfico de los aislamientos.

En 1992, Chen pudo aobservar polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion, tanto inte-
respecificos, como intraespecificos, en tres espe-
cies del género Pythium (P. heterothallicum, P.
splendensy P. sylvaticum), al amplificar la regién
de rDNA correspondiente atITS 1, (TS 2 y la subu-
nidad 5,8S. Las diferencias intraespecificas no, so-
lamente, fueron de fragmentos de restriccion sino,
también, de la longitud total del fragmento evalua-
do y resultaron mucho mas evidentes en el DNA
nuclear que en el mitocondriat.

Gardes &f a/. (1990) reportd notables diferencias
en los patrones de RFLPs del DNA total en los hon-
gos Laccaria laccalay L. bicolora nivel intraespe-
cifico y al hibridar con rDNA de! hongo Armillaria
ostoyag, ademas, de la misma forma, encontr6 di-
ferentes patrones que permitian separar entre si
las especies L. proxima, L. amethystina, L. bicolor
y L. /accata. Resultados similares fueron obtenidos
por Martin o¢ &/ (1990), quienes amplificaron por
PCR la unidad completa de rDNA de las especies
L. bicolor, L. laccata, L. préximay L. tortilis; los pa-
trones de RFLPs obtenidos les permitieron diferen-
ciar aislamientos de estas especies y, ademds,
agrupar, de acuerdo con el origen geografico, ais-
lamientos pertenecientes a una misma especie.



Caracterizacién subespecifica de hongos, se-
gun el polimorfismo del DNA amplificado alea-
toriamente (RAPD)

Mediante PCR, pueden obtenerse marcadores po-
limériicos de DNA amplificado al azar, empleando
primeros aleatorios no especificos. Estos tienen un
tamano de 9 a 10 pares de bases (pb) y un conte-
nido de GC de! 50 al 80 % y no poseen secuencias
palindrémicas. El nimero de fragmentos amplifica-
dos depende, tanto del primer, como del DNA utili-
zado. Los polimorfismos pueden deberse a cam-
bios de un solo par de bases, a deleciones en sitios
de unién del cebador, a inserciones que puedan
incrementar la separacién entre los sitios de unién
y a pequeias inserciones o deleciones que ocasio-
nan cambios en el tamaiio de los productos de am-
plificacion. Varios marcadores pueden ser produci-
dos a partir de un sélo primer. La técnica puede ser
empleada para marcar cromosomas o genes, para
caracterizar genomas y para producir mapas genoé-
micos. Las ventajas de su uso son: 1- Un grupo
universal de “primeros” puede emplearse para to-
das las especies y 2- no se requiere el empleo de
sondas, radioactividad, hibridizaciones o informa-
cién de la secuencia del “primer”.

En la amplificacion mediante RAPDs se emplea,
solamente, un “"primer” de naturaleza arbitraria a
diferencia del PCR comdan, en el cual se emplean
dos “primeros" especificos por reaccién. Por lo tan-
to, la amplificacién se da en cualquier lugar del ge-
noma que contenga dos secuencias complementa-
rias al “primer” y que estén entre los limites de
longitud (3kpb. aproximadamente).

Genomas de plantas y animales ya han sido carac-
terizados mediante RAPDs, usando primeros de 5
a 21 pb. Variedades de cultivo de maiz pudieron
distinguirse y seis htbridos mostraron patrones de
PCR complementarios a los de las variedades pa-
rentales. La eficacia del método se demostrd me-
diante la deteccién de seis polimorfismos en varie-
dades de cultivo de soya con un sélo cebador. Este
resultado es muy interesante, si se liene en cuenta
gue, mediante andlisis de RFLPs, se enconltrd que
la soya es genéticamente estable y altamente ho-
mocigética.

Crowhurst ef a/ (1991), valiéndose de la amplifica-
cién aleatoria de DNA, encontrd variabilidad gené-
mica en 21 aislamientos de las razas 1y 2 del hon-
go F. solanif. sp. cucurbitae. El estudio les permilid
separar dos grandes grupos de aislamientos que
coincidian con poblaciones compatibles vegetati-
vamente. Todos los cebadores empleados revela-

ron polimorfismos por lo cual concluyeron que el
nivel e diferenciacion entre ellos era muy alto.

MATERIALES Y METODOS

Obtencién del materlal bioldgico

Las cepas de Fusanum oxysporumi. sp. dianthi
razas 2y 4 (FODr2y FODr4), de ~. oxysporumci4
y 618g(FOc14y FO618g) y de F. roseum (FR) fue-
ron proporcionadas por el Laboratorio de Microbio-
logia de la Facultad de Agronomia de la Universi-
dad Nacional de Colombia, el aislamiento de F.
oxysporumi. sp. cubsense (FOC) fue suministrado
por el CIMIC de la Universidad de los Andes {Co-
lombia) y los micelios liofilizados de los aislamien-
tos corredora 1 y cica 9 de Piricularia oryzae (PO1

y PO9), por el Laboratorio de Fitopatologia del
CIAT (Palmira, Colombia).

Métodologia

Se obtuvieron cultivos monospéricos mediante
siembra en PDA de diluciones seriadas en agua
estéril. Estas eran incubadas por dos 6 tres dias a
26°C hasta que se evidenciaran colonias individua-
les, momento en el cual se aislaba la colonia pro-
cedente de la maxima dilucién, 1a cual se repurifica
por medio de una nueva dilucién seriada. El micelio
congelado se liofiliz6 y se almacend a -20°C hasta
el momento de la extraccidn.

El liofilizado se homogenizd con nitrégeno liquido
y se sometié a dilucién en Tris 100 mM, EDTA 100
mM, NaCl 250 mM. Posteriormeante, se adicioné
SDS a concentracién final 1%. Se incubé a 65°C
por 30 minutos y se le anadié acetato de potasio a
concentracién final de 0,3M pH 4.8. La muestra se
centrifugd a 10.000 rpm. La fase acuosa se extrajo
con cloraformo - alcoho! isoamilico (24:1), los de-
sechos celulares se eliminaron centrifugando a
10.000 rpm por cinco minutos y los acidos nuclei-
cos se recuperaron de la fase superior mediante
precipitacién con acetato de sodio e isopropanol.

Los ensayos de amplificacin se realizaron en las
siguientes condiciones de reaccién: 7ag ADN poli-
merasa (Promega) 1 U/50 %I, dNTPs (Biolabs) 0,4
mM, MgCl2 2,5 mM, 7agADN pol buffer (10X: 500
mM KCI, 100 mM Tris-HCt pH 9, 1% Triton
X100)1:10, BSA (Albumnina de suero de bovino) 0,1
%g/%l\, primeros (Biolabs) 0,8 %M c¢/u (2 por ensa-
yo), DNA muestra 1 ng/%!.



Los cebadores ensayados fueron:

NS7 5'GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC 3'
NS8 5'TCCGCAGGTTCACCTACGGA 3'
ITS15TCCGTAGGTGAACCTGCGT 3

ITS2 5’GCTGCGTTCTTCATCGATGC &'

iTS3 5'GCATCGATGAAGAACGCAGC 3

ITS4 S TCCTCCGCTTATTGATATGC 3'

ITS5 5'GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3

En cada reaccién se empled una pareja diferente
de cebadores, asi: ITS1/2; 1TS3/4; ITS5/2; {TS1/4;
NS7/8, para amplificar individualimente el ADN ex-
traido de cada uno de los aislamientos utilizados
(FODr2, FODr4, FODc14, FOD618g, FOC, FR,
PG1 y PG9) y un blanco sin DNA.

Se realizaron 35 ciclos de amplificacién en un ter-
mociclador MJ Research PTC 100 de acuerdo al
siguiente esquema:

1. Un minuto 10°C, seguido de una rampa térmi-
ca durante ia cual se aumentaba la temperatu-
ra 1°C cada cinco segundos hasta 47°C.

Desnaturalizacién. 920C por un minuto.
Reasociacion 55°C por un minuto.
4, Extensién. 72°C por 1:30 minutos.

Los amplificados se analizaron en un gel de agarosa
al 1,5%. El fragmento amplificado fue purificado con
el Wizard Clean Up System (Promega) y se cloné en
el vector PCR script (Stratagene). La obtencién de
fragmentos con extremos romos para la ligacién se
hizo por tratamiento con el fragmento Kienow en pre-
sencia de dNTPs. Los plasmidos recombinantes se
utilizaron para transformar células competentes
DHbsalfa de £ oo/ La secuenciacién se realizé por
el método de Sanger, usando Sequenasa. Las enzi-
mas empleadas fueron BamH |, EcaR |, Haell, Hind
i, Pstl, Sav96l y Sau3A 1, Las digestiones fueron
evaluadas en geles de poliacrilamida al 12% y se
revelaron con bromuro de etidio.

Los ensayos de amplificacién, a partir de “prime-
ros” aleatorios, se efectuaron en las siguientes
condiciones de reaccién:

7aqg ADN poltmerasa (Promega) 1 U/50 ul, dNTPs
(Biolabs) 0,4 mM

MgCh 2,5 mM, 7ag ADN pol buffer (10X: 500 mM
KCI, 100 mM Tris-HCI pH 9, 1% Triton X100) 1:10,

BSA (Albtmina de suera de bovino) 0,1 %g/%l, “pti-
meros” (Biolabs). 0,8 %M. DNA muestra 1 ng/%l.

Los primeros ensayados fueron:
A2 (TGCCGAGCTG),
A10 (GTGATCGCAG),
A11 (CAATCGCCGT),
A13 (CAGCACCCAC),
A16 (AGCCAGCGAA),
B7 (GGTGACGCAG),
B10 (CTGCTGGGAC),
B16 (TTTGCCCGGA),
B17 (AGGGAACGAG),
B19 (ACCCCCGAAG),
B20 (GGACCCTTAC),
C1 (TTCGAGCCAG).

En cada reaccién, se empleaba un primer diferen-
te, para amplificar el ADN total de cada una de las
muestras y un blanco sin DNA.

Se realizaron 45 ciclos de ampilificacion de acuerdo
al siguiente esquema:

1. Desnaturalizacién 94°C por un minuto. 2. Re-
asociacién 36°C por un minuto. 3. Extensién
72°C por 2 minutos, Los fragmentos amplifica-
dos se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% .

RESULTADOS Y DISCUSION

Los amplificados obtenidos con los “primeros” ITS
3/4 y NS 7/8 fueron del mismo tama#o en las ocho
muestras, postuldndose que la regién comprendi-
da entre éstos es de naturaleza conservada. La re-
gidn amplificada por el par de “primeros” NS 7/8 es
el extremo 3' del gen que codifica para la subuni-
dad pequeinia de rRNA y la amplificada por ITS 3/4
consta del gen de la subunidad 5,8S junto con la
ITS2. Ambas regiones poseen secuencias corres-
pondientes a porciones funcionales en el RNA. Las
electroforesis de las amplificaciones con los “pri-
meros” ITS 1/4,ITS 5/2 y ITS 1/2 mostraban que el
fragmento obtenido a partir de PO1 tenia un tama-
o de 120 pb mayor que los otros.

El fragmento 1TS1 de la unidad de ADNr amplifica-
do por PCR mostré diferencias entre el aislamiento
corredora 1 de Pjrculana oryzae los seis aisla-
mientos de Fusarum analizados (F. oxysporum .
sp. dianthitaza 2, F. oxysporumf. sp. dianthiraza
4, F. oxysporum618g, F. oxysporumci4, F. oxys-



porumt. sp. cubensey F. roseum)y el cica 9 de £.
oryzea. Dicho fragmento posee un tamaio de 450
pb. a diferencia del registrado en los otros, el cual
fue de 330 pb. Es decir, que el fragmento de ITS1
amplificado a partir de ADN de los aislamientos del
género Fusarnumno mostré diferencias de tamafio
que permitieran diferenciarios entre si o con el ais-
lamiento cica 9 de Pirculana oryzae

Teniendo en cuenta los resultados descritos ante-
riorments, se eligié 1a regidn denominada ITS 1 de
FOD2 (amplificada por el par de primeros ITS 1/2)
para realizar la secuenciacién, ya que ésta fue la
unica que mostré algun tipo de polimorfismos, es
decir, diferencias en el tamano del ampliticado de
una de las muestras (PO1). La secuencia corres-
pondiente a la regién intergénica ITS 1 de FOD2,
ubicada entre la subunidad pequefia de rADN
(NSrADN) y la 5,8S, presenta un tamaiio total de
227 pb y su contenido de AT fue de 51,1% y el de
GC, de 4B,9%. La secuencia fue analizada por el
programa DNASIS, con e fin de encontrar las en-
zimas de restriccién que cortaban el fragmento por
lo menos en dos sitios. Se encontraron un total de
36 enzimas, de las cuales 11 cortan el fragmento
en mas de dos sitios: Acil, Awl, Bs/|, Cfr131, Dpn
I, Dpnll, Haelll, Mbo |, Mn/\, Sau3Aly Sav96!.

Se eligieron las enzimas Haelll, Sav96ly Sauv3Al
para realizar el anélisis de restriccién del ITS 1 de
las ocho muestras. Ademas, se incluyeron las en-
zimas BamH|\, EcoRl, Hindllly Psl, que no tienen
sitios de corte en el fragmento secuenciado, con el
fin de evaluar si digerian las otras muestras no se-
cuenciadas. Tales enzimas no cortaron ninguno de
los ocho fragmentos evaluados.

Ests es el primer reporte de la secuencia de la re-
gién ITS1 del gen ribosomal de Fusanum oxyspo-
rum . sp. dianthiraza 2. (El “primer” ITS1 se en-
cuentra en el extremo 5' y el “primer” ITS2 se
encuentra en el extremo 3'). Esta sequencia fue
reportada por nosotros at Gene Bank y tiene el ni-
mero de acceso BankIT 11964 {TS U33878.

5'TCCGTAGGTG AACCTGCGGA GGGATCATTA
CCGAGTTTAC AACTCCCAAA

CCCCTGTGAA CATACCAATT GTTGCCTCGG
CGGATCAGCC CGCTCCCGGT

AAAACGGGAC GGCCCGCCAG AGGACCCCTA
AACTCTGTTT CTATATGTAA

CTTCTGAGTA AAACCATAAA TAAATCAAAA
CTTTCAACAA CGGATCTCTT

GGTTCTGGCA TCGATGAAGA ACGCAGC 3’

Las enzimas Bam H\, Eco Rl, Hind Il 'y Pstl no
cortaron el fragmento ITS1 de ninguno de los ais-
lamientos analizados. La enzima Aas I tiene un
sitio de corte en la posicién 113 del ITS1 de FOD2,
por lo tanto, se esperaban dos fragmentos de 113
y 114 pb. En las digestiones realizadas, la enzima
coné el fragmento de las ocho muestras (FOD2,
FOD4, FOc14,FO618g, FOC, FR y PO1), excepto
el de PO9. La enzima Sav 96! tiene dos sitios de
corte en los nucledtidos 112 y 123 del ITS1 de
FOD2 y se esperaban tres fragmentos de 112, 104
y 11 pb. Esta enzima corté el fragmento de todas
las muestras, exceplo el de POS y produjo dos
bandas de, aproximadamente, el mismo tamano
en todas las muestras digeridas. La enzima Sauv3A
| tiene tres sitios de corte en las posiciones 23, 83
y 193 del fragmento ITS1 de FOD2, de 1al forma,
que se esperan 4 fragmentos de 110, 60, 34 y 23
pb. Se observé que esta enzima cort6, de igual ma-
nera seis de las muestras (FOD2, FOD4, FOc14,
FO618g, FOC y FR) en cuatro fragmentos. El frag-
mento ITS1 de PO9 fue cortado una sola vez por
la enzima, observdndose, solo, dos bandas en {a
electroforesis. Aunque fue dificil establecer el ta-
mafio exacto de los fragmentos en las digestiones,
éste se confirmé segtin la secuencia del ITS1 de
FOD2, la cual permitié predecir los tamafios de los
fragmentos esperados en las digestiones.

A pesar de los reportes de polimorfismos interes-
pecificos e intraespecificos en el DNA ribosomal
encontrados en otros géneros de hongos (Nazar e/
al,1991; Eggery Fortin, 1989; Martin, 1990, 1992;
Nicholson y Rezanoor, 1993; Cubeta et g/, 1991;
Liuy Sinclair, 1992; Gowan y Vilgalys, 1991; Chen,
1992; Gardes et al, 1990 y Hintz et a/, 1988), no
se obtuvieron resultados similares en la especie
Fusarium oxysporum §. sp. dianthi. Los (nicos re-
sultados satisfactorios reportados referentes a la
caracterizacion intraespecifica de Fusarium han si-
do los obtenidos por Kistler e/ 2/, 1991.

La secuencia ITS1 parece ser muy conservada en
los aislamientos de la especie estudiada (£. oxys-
porumf{, sp. dianthj; tal falta de variabilidad en or-
ganismos cercanamente relacionados puede de-
berse a su pape! en la maduracién de transcritos
primarios de RNA ribosomal. Mediante arreglos en
su estructura secundaria, las secuencias ITS ha-
cen que los extremos de las subunidades NS, NL,
y 5,88 del precursor del RNA ribosomal se manten-
gan muy cercanos para su procesamiento, indican-
do que esta regién se haya sometida a algun tipo
de restriccion funcional {Weallauer ef a/,, 1974 ci-
tados por Baldwin, 1992).



De los 12 “primeros™ alealorios empleados, la mi-
tad (seis) (A2, A10, A13, A16, B7 y B10) produjeron
patrones diferentes en los DNAs amplificados los
cuales permiten distinguir, al menos, dos y hasta
siete aislamientos cada uno. El DNA del aislamien-
to FO618g produjo patrones diferentes con cinco
de los cebadores excepto el A13, Con los “prime-
ros” A13 y A16, fue posible diferenciar estos dos
aislamientos entre si, sin embargo, no sucedié asi
con los primeros A2 y A10 en los cuales el patrén
de amplificacién fue muy similar. Los “primeros”
A10, B7 y B10 produjeron patrones distinguibles
con el DNA de Fusanum roseum que permiten dis-
tinguir este aislamiento de los otros analizados.
Los aislamientos FOc14 y FOC pudieron caracteri-
zarse al amplificar su DNA total con los “primeros”
B7, B10y A13. Este dltimo primer fue el Onico que
permilié distinguir entre los aislamientos FOD2 y
FODA4, Con fos otros “primeros”, estos aistamientos
produjeron patrones muy similares entre si que im-
piden su discriminacién.

CONCLUSIONES

La digestion del fragmento ITS1 con las enzimas
Hae W}, Sav 96l y Sav 3A | produjeron el mismo
patrén en |las cepas de Fusarumanalizadas, por lo
cual no se pudieron establecer diferencias entre ra-
zas o entre aislamientos con diferentes niveles de
patogenicidad.

Tales digestiones diferenciaron los aislamientos de
Fusanum de los de Pinculana oryzae. Ademas,
produjeron patrones diferentes en los dos aisla-
mientos utilizados de esta ultima especie; por esto
la regién ITS1, posiblemente, sea un buen marca-
dor molecular dentro del género Piricuiaria.

El fragmento ITS1 de la unidad de sDNA nuclear
parece ser altamente conservado en la especie £,
oxysporum, por lo tanto, no s un marcador mole-
cular intraespecifico indicado en este organismo.

La amplificacién de ADN total de por medio de
RAPDs mostré ser un método promisorio en la ca-
racterizacién de cepas de F. oxysporum, en espe-
cial, con el cebador A13, el cual amplificé diferen-
cialmente la raza 2 y la raza 4 de la forma especial
dianihi.

Ya que la regién ITS1 no fue un marcador molecular
util en la caractenizacién de las razas 2 y 4 del hongo
F. oxysporum?. sp. dianthi, la bisqueda en olras re-
giones del tDNA sujetas a una menor restriccion fun-
cional como las secuencias intergénicas no transcri-
las (NTS) puede mostrar diferencias que permitan la
separacion de estos aislamientos con base en sus

genes ribosomales. Esto, también, podria ser posi-
ble sise utiliza una regién mayor del rDNA, como por
ejemplo la ubicada entre los ITS 1y 2 incluyendo el
gen de la subunidad 5,8S.

La secuencia del ITS1 obtenida de Fusarium oxys-
porumi. sp. dianthivaza 2 sirve coma pauta para
futuros trabajos, si se obtiene la secuencia de la
misma regioén de Fusanum oxysporumi. sp. dianthi
raza 4. Lo anterior revelaria diferencias que permi-
tan la sintesis de cebadores especificos que ampli-
fiqguen el rDNA de forma diferencial en estos aisla-
mientos.
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