
Agronomla colombiana, 1995, Vo/umen XIINo. f;pdg 1·7

CARACTERIZACI6N DE AISLADOS DE Fusarium Oxysporum
SEGUN EL POLIMORFISMO DEL DNA RIBOSOMAL V EL DNA

AMPLIFICADO ALEATORIAMENTE

Characterization of fusarium oxysporum isolates using rdna
polymorphism and'random amplifications

William Giovani Oliveros1. Luis Eugenio Andrade2 y Gerardo Gallego3
•

RESUMEN

La regi6n ITS1 del DNA ribosomal de seis aislados
de Fusarium y dos de Pirleu/ana se amplificaron
por reacci6n en cadena de la polimerasa (peR). EI
fragmento de DNA correspondiente a la regl6n
ITS1 de Fusarium oxysporumf.sp. dian/hi, raza 2
fUB clonado y secuenciado. El estudio de su se­
cuencia permiti6 deducir sitios de restricci6n para
un amilisis comparativo. Los patrones de restnc­
ci6n no mostraron diferencias entre los seis aisla­
dos de FusaniJm, mientras que sl lograron distin­
gulr entre los dos de Pirieu/aria. Por amplificaci6n
de DNA a partir del cebador aleatorio A13, se pu·
diemn distinguir las razas 2 y 4 de Fusarium oxys­
porum.

ABSTRACT

The ribosomal DNA regi6n ITS1 from six Fusanum
isolates and two Piriculariaisolales were amplified
by polymerase chain reaction (PCR). Fusarium
oxysporumf.sp. disnthirace 2, ITS1 DNA fragment
was cloned and sequenced. Restriction 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 Piflculariaisotates. By random pri­
mer amplification using primer A13 Fusanum oxys­
porum, races 2 and 4 were identified.

INTRODUCCI6N

Colombia es el segundo pais exportador de flares
en el mundo. Entre los problemas que afectan la
producci6n de claveIesta eImarchitamiento vascu­
lar causado por Fusarium oxysporum f.sp. dian/hi.
Fusarium es un genero muy heterogeneo y su
identificaci6n y caracterizaci6n es dificil debido a la
falla de estabilidad morfo16gica del grupo. Las ca­
racterizaciones a nivel subespecifico. basadas en
pruebas de patogenicidad y compatlbilidad vegeta­
tiva. dan resultados ambiguos (Arbelaez, 1993).

EI presente trabajo evalua la ulilidad de la regi6n
interna transcrita de los genes ribosomales (ITS-1 ),
en la caracterizaci6n de las razas 2 y 4 ((micas pre­
sentes en Colombia) de F. oxysporumf. sp. dian/hi
mediante analisis de restricci6n de los productos
de amplificaci6n.

Igualmenle, se evalua la posibilidad de tipificar par
medio de RADP (Polimorfismo del DNA amplificado
aleatoriamente). Ademas de las razas antes mentia­
nades. se emple6 tambien. un aislamiento de la es­
pede de baja patogenicidad (618g) y uno no pat6ge­
no (c14), ulilizados como control bio16gico de la
enfermedad. 19ualmente, se incluy6 una forma espe­
cial diferente (F. oxysporumf. sp. eubense), una es­
pecie diferente (F. roseum) y dos aislamientos de un
genera diferente (Piriculariasp.).

REVISI6N DE LlTERATURA

Uso del DNA ribosomal (rONA) en estudlos de
sistematica molecular de hongos pat6genos

El complejo g{mico ribosomal se comporta como un
reloj molecular compuesto, util en Ia determinaci6n



de las relaciones filogeneticas. Los genes ribosoma­
les estan constituidos por regiones muy conserva·
das (Subunidad pequena S8U y subunidad grande
L8U), con una tasa da cambia muy lenta, que permi­
ten hacer comparaciones entre organismos distante­
mente relacionados, y por regiones muy variables
(NTS) y medianamente variables (ITS) que penniten
comparar organismos cercanamente relacionados
(Manicom, 1990); (Innis, 1990).

Los genes que codifican para los RNA ribosomales
5,85; 18S y 258 se encuentran repetidos entre 60
a 220 capias por genoma haploide y ubicadas en
un unico crom050ma (Petes y Botstein 1979, cila­
dos por Martin, 1990). Cada unidad se encuentra
separada par regiones espaciadoras no transcritas
(NTS), cuya longitud es muy variable y cada una
de las subunidades e5tftn separadas por secuen­
cias espaciadoras inlernas transcritas (ITS).

Los genes que codifican para el rRNA 58 pueden
encontrarse hacienda parte de \a unidad repetitiva
(Bell etsl., 1977) 0 en diferentes sitios del genoma
(Selker e/ af. 1981, citados por Martin 1990).

Martin (1990) determin6 los mapas de restricci6n
de la unidad repetitiva de rONA de dos especies
del genera Pythium (P. paroecandrum y P. spino­
sum" encontrando polimorfismos entre aislamien~

tos originados a partir de una sola espora. Para P.
paroecandrum, encontr6 dos fonnas principales y
para P. spinosum, cuatro. presentes en proporcio­
nes aproximadamente iguales en cada una de las
especies. Los mapas de restricci6n difenan en la
regi6n no transcrita (NTS), tanto en su longitud, co­
mo en la presencialausencia de sitios de restric­
ci6n para algunas de las enzimas empleadas.

Kistler ef al (1991) realizaron digestiones de rDNA
provenientes de F. oxysporumf. gp. conglulinsns, F.
oxyspomm f. sp. mathioiy F. oKySpOmm f. sp. rap­
han;' hibridizando los productos con una sonda ela­
borada a partir del rONA de F.oxysporum C., encan­
trando que los patrones de hibridaci6n agrupaban
juntos los aislamientos provenienles de una misma
fonna especial y separaban estas ullimas entre si.

Trabajando con secuenciaci6n de rRNAs de 51 ce­
pas de algunas especies de FusaniJm, Guadet et
al. (citados por Peterson, 1991) encontraron que
las especies del genera que tenian astado sexual
en Gib6re//a agrupaban juntas y separadas de
aquellas can estado sexual en el genero Nee/na,
logrando, asi, caracterizar estos dos generos te­
leomorfos de FusaniJm con base en su rRNA. En
1991, Nazar elsl encontraron Que Vertjci//ium a/­
bo-slrumy V. dahliaese podian distinguir por 5 di-
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ferencias nucleotidicas ubicadas en las regiones
intergenicas del rONA, sintetizando oligonucleoti­
dos que amplificaban diferencialmente cada una.

Cubeta ef af. en 1991, trataron de encontrar rera­

ciones entre grupos de compalibilidad vegetativa
(capacidad de los aislamientos de reconocerse y
fusionarse uno con el otro por anastomosis) y los
RFLPs del rONA en especies del genero de hon­
gos Rhizocfonia. Amplificando una secuencia de
rONA de aislamientos de Rhizoctoniaspp. equiva­
lente a una regi6n de 1500 pb. de la subunidad
grande del gen ribosomal de Saccharomyeescere­
visiae, encontraron, que los patrones de RFLPs se
agrupaban de acuerdo can los grupos de compati­
bilidad vegetativa. En otro estudio similar, Liu y Sin­
clair (1992). trabajando can la especie R. so/aniy
mediante RFLPs de la porci6n de rONA equivalen­
te a las regiones intergenicas ITS 1, ITS 2 Y la su­
bunidad 5.8S idenlificaron 5 subgrupos diferentes
dentro de un mismo grupo de compatibilidad vege­
tativa. Los resultados tuvieron correlaci6n con el
hospedero; no se encontr6 variaci6n dentro de ca­
da uno de los subgrupos, independientemente del
origen geografico de los aistamientOs.

En 1992, Chen pudo observar polimorfismos de
longitud de fragmentos de restricci6n, tanto inte­
respecificos. como intraespecificos. en tres espe~

cies del genero Pythium (~ heferothallicum, P.
splendensy P. sylva/ieum" al amplifiear la regi6n
de rONA correspondiente allTS " ITS 2 Y la subu­
nidad 5,8S. Las difereneias intraespecificas no, 50­

lamente, fueron de fragmentos de restricci6n sino,
tambien, de la longitud total del fragmento evalua­
do y resultaron mucho mas evidentes en el DNA
nuclear que en el mitocondrial.

Gardes et al. (1990) report6 notables diferencias
en los patrones de RFLPs del DNA total en los hon·
gos Laccaria lacca/s y L. bicolora nivel intraespe­
cHico y al hibridar can rONA del hongo Armillan"a
os/oyae. ademas, de la misma forma, encontr6 di­
farenles patrones que permltlan separar entre si
las especies L proxima. L. amethystine, L. bic%r
y L./accala. Resultados similares fueron obtenidos
par Martin e/ sl. (1990), quienes amplificaron por
PCR la unidad completa de rONA de las espeeies
L bic%r. L laccsla, 1.. proxima y L. forti/is, los pa­
trones de RFLPs obtenidos les permitieron diferen­
ciar aislamientos de estas especies y, ademfts.
agrupar, de acuerdo con el origen geografico, ais­
lamientos pertenecientes a una misma especie.



Caracterlzacl6n 5ubespeciflca de hongos, sa­
gun el pollmorflsmo del DNA ampntlcado alea­
torlamente (RAPD)

Mediante PCR, pueden oblenerse marcadores po­
lim6rficos de DNA amplificado at azar, empleando
primeros aleatorios no especlficos. Estos tienen un
tamaiio de 9 a 10 pares de bases (pb) y un conte­
nido de GC del 50 al80 % y no poseen secuencias
palindr6micas. EI numera de fragmentos amplifiea­
dos depende, tanto del primer, como del DNA u\ili­
zado. Los polimorfismos pueden deberse a cam­
bios de un solo par de bases, a deleciones en silios
de uni6n del cebador, a inserciones que puedan
incrementar la separaci6n entre los sitios de uni6n
ya pequei'las inserciones 0 deleciones que ocasio­
nan cambios en el tamano de los produclos de am­
plificaci6n. Varios marcadores pueden ser praduci­
dos a partir de un s610 primer. La tecnica pueda sar
empleada para marcar cromosomas 0 genes, para
caracterizar genomas y para produci r mapas gen6­
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 0 informa­
ci6n de la secuencia de'''primer''.

En la amplificaci6n mediante RAPOs se emplea,
solamente, un "primer" de naturaleza arbitraria a
diferencia del PCR comun, en et cual se emplean
dos uprimeros" especHicos por reacci6n. Por 10 tan­
10,Ia amplificaci6n se da en cualquier lugar del ge­
noma que conlenga dos secuencias complementa­
rias al ..prime .... y que eslen enlre los Iimites de
longitud (3kpb. aproximadamente).

Genomas de plantas y animales ya han sido carac­
terizados mediante RAPOs. usando primeros de 5
a 21 pb. Variedades de cultivo de maiz pudieron
distinguirse y seis hibridos mostraron patrones de
PCR complementarios a los de las variedades pa­
rentales. La eficacia del metoda se demostr6 me­
diante la detecci6n de seis polimorfismos en varie­
dades de cultivo de soya con un 5610 cebador. Este
resullado as muy interesante, si se liene en cuenta
que, mediante analisis de RFLPs, se enconlr6 que
la soya es geneticamente estable y altamente ho­
mocig6tica.

Crowhurst ef 81. (1991). valiendose de la amplifica­
ci6n aleatoria de DNA, encontr6 variabilidad gen6­
mica en 21 aislamientos de las razas 1 y 2 del hon­
go F. solanif. sp. cucurbilas. EI estudio les permili6
separar dos grandes grupos de aislamienlos que
eoincidian con poblaciones compatibles vegetati­
vamenle. Todos los cebadores empleados revela-

ron polimorfismos par 10 cual concluyeron que al
nivel cie diferenciaci6n entre ellos era muy alto.

MATERIALES V MElODOS

Obtenclon del material biol6gico

Las cepas de FusaniJm oxysporum f. Spa d(anthi
razas 2 y 4 (FODr2 YFODr4). de F. oxysporumc14
y 618g (FOc14 y F0618g) Yde F. roseum(FR) fue­
ron praporcionadas par el Laboratorio de Microbio­
logia de la Facultad de Agronomia de la Universi­
dad Nacional de Colombia, el aislamiento de F.
oxysporum f. sp. cubenss (FOC) fue suministrado
por el CIMIC de la Universidad de los Andes (Co­
lombia) y los micelios Iiofilizados de los aislamien­
tos eorredora 1 y ciea 9 de Pin'cularia oryzae (POl
y POg), por el laboratorio de Fitopatologia del
CIAT (Palmira, Colombia).

Metodologia

Se obtuvieron cultivos monosp6ricos mediante
siembra en PDA de diluciones seriadas en agua
esh~ril. Estas eran incubadas por dos 6 tres dias a
26°C hasta que se evidenciaran colonias individua­
les, momenta en el cual se aislaba la colonia pro­
cedente de la maxima diluci6n,Ia cual se repurifica
por medio de una nueva diluci6n seriada. EI micelio
congetado se liofiliz6 y se almacen6 a -20°C hasta
el momento de la extracci6n.

EI Iiofilizado sa homogeniz6 con nitr6geno liquido
y se someti6 a diluci6n en Tris 100 mM, EDTA 100
mM, NaCI 250 mM. Posteriormente, se adicion6
SOS a concentraci6n final 1%. Se incub6 a 6SoC
por 30 minutos y sa Ie anadi6 acetato de potasio a
concentraci6n final de O,3M pH 4,8. La muestra se
centrifug6 a 10.000 rpm. La fase acuosa se extrajo
con cloroformo - alcohol isoamilico (24:1), los de­
sechas celulares se eliminaron centrifugando a
10.000 rpm par cinco minutos y los acidos nuclei­
cos se recuperaron de la fase superior mediante
precipitaci6n con acetato de sodio e isopropanol.

Los ensayos de amplificaci6n se realizaron en las
siguientes condiciones de reacci6n: T8q ADN poli­
merasa (Promega) 1 Ul50 %1, dNTPs (Biolabs) 0,4
mM. MgCI2 2,5 mM. TaqADN pol buffer (lOX: 500
mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 9, 1% Triton
X1 00) 1:10. BSA (Albumina de suero de bovino) 0,1
%g/%I, primeros (Biolabs) 0,8 %M c/u (2 por ensa­
yo), DNA muestra 1 ng/%1.
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Los cebadores ensayados fueron:

NS7 S'GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC 3'

NS8 S'TCCGCAGGTICACCTACGGA 3'

IT51 S'TCCGTAGGTGAACCTGCGT 3'

ITS2 S'GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3'

iTS3 S'GCATCGATGAAGAACGCAGC 3'

IT84 5'TCCTCCGCTTATIGATATGC 3'

ITSS S'GGAAGTAAAAGTCGTMCAAGG 3'

En cada reacci6n se emple6 una pareja diferente
de cebadores, 8s1: ITS1/2; JTS3I4; ITS5I2; ITS1/4;
NS7/8, para amplifiear individualmente el ADN ex­
traida de cada uno de los aislamientos utilizados
(FOOr2, FODr4. FOOc14. FOD618g, FOC. FA,
PGl YPG9) Yun blanco sin DNA.

Se realizaron 35 ciclos de amplificaci6n en un ter­
mociclador MJ Research PTC 100 de acuerdo al
siguiente esquema:

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

2. Oesnaturaljzaci6n. 920C por un minuto.

3. Reasociaci6n SSoC por un minuto.

4. Extensi6n. 72°C por 1:30 minutos.

Los amplificados se analizaron en un gel de agarosa
all,5%. EI fragmento ampllficado fue purirlcado con
el WIZard Clean Up System (Promega) y se clon6 en
el vector PeR script (Stratagene). La obtenci6n de
fragmentos con extremos romos para la ligaci6n se
hizo por tratamiento con el fragmento Klenow en pre~

sancia de dNTPs. Los plasmidos recombinantes se
utilizaron para transformar celulas competentes
DHSalfa de E coli La secuenciaci6n se realiz6 por
el metoda de Sanger, usando sequenasa. Las enzi­
mas empleadas fueron Bam-ll, Ea::fll, Haelll, Hind
til, Pstl, Sau961 y Sau3A I. Las digestiones fueron
evaluadas en geles de poliacrilamida al 12% y se
revelaron con bromuro de etidio.

Los ensayos de amplificaci6n. a partir de "prime­
ros" aleatorios, sa efecluaron en las siguientes
condiciones de reacci6n:

Taq ADN potimerasa (Promega) 1 Ul50 ul, dNTPs
(Biolabs) 0,4 mM

MgCI2 2.5 mM, Taq ADN pol buffer (lOX: 500 mM
KGI, 100 mM Tris-Hel pH 9, 1% Triton X100) 1:10,
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BSA (Albumina de suero de bovino) 0,1 %g/%I. "pri­
meros" (Biolabs). 0.8 %M. DNA muestm 1 ng/%1.

Los prlmeros ensayados fueron:

A2 (TGCCGAGCTG),

Al0 (GTGATCGCAG),

A11 (CAATCGCCGT).

A13 (CAGCACCCAC),

A16 (AGCCAGCGAA),

B7 (GGTGACGCAG),

B10 (CTGCTGGGAC),

816 (TTTGCCCGGA),

817 (AGGGAACGAG),

819 (ACCCCCGAAG),

B20 (GGACCCTIAC),

Cl (TICGAGCCAG).

En cada reacci6n, sa empleaba un primer diferen­
te. para amplifiear el ADN total de cada una de las
mue?tras y un blanco sin DNA.

Se realizaron 45 delos de amplificaei6n de acuerdo
al siguienle esquema:

1. Desnaturalizaci6n 94°C por un minuto. 2. Re­
asociaei6n 36°C por un minuto. 3. Extensi6n
72°C por 2 minutos. Los fragmentos amplifiea­
dos se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% .

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ampliricados obtenidos con los "primeros"ITS
3/4 y NS 7/8 fueron del mismo lamano en las ocho
muestras. poslulandose que la regi6n comprendi­
da entre estos es de naturaleza eonservada. La re­
gi6n amplificada por el par de "primeros" NS 7/8 es
el extremo 3' del gen que codifiea para la subuni·
dad pequefia de rRNA y la amplificada por ITS 3/4
consta del gen de la subunidad 5.8S junto can la
IT82. Ambas regiones poseen secuencias corres­
pondientes a porciones funcionales en el RNA. Las
electroforesis de las amplificaciones con los "pri­
meras" ITS 1/4, ITS 5/2 Y ITS 1/2 mostraban que el
fragmento obtenido a partir de POl tenia un tama­
no de 120 pb mayor que los otros.

EI fragmento IT51 de la unidad de ADNr amplifiea­
do por PCR mostr6 difereneias entre el aislamienlo
corredora 1 de Pirieu/aria otyzae los seis aisla­
mientos de Fusarium analizados (I:: oxysporum f.
sp. dian/hiraza 2, F. oxyspofumf. sp. dianfhiraza
4, F. oxysporom618g. F. oxysporumc14, F. oxys-



porumf. sp. cubensev F. roseurrl) vel eica 9 de P.
oryzea. Dieho fragmento posee un tamano 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
genera Fusariumno mostr6 diferenclas de tamano
que pennitieran diferenciarfos entre sl a can el ais­
lamienta cica 9 de Piticu/ana oryzae

Teniendo en cusnta los resultados descritos ante­
riormente. se eligi61a regi6n denominada ITS 1 de
FOD2 (amplificada par el par de primeros ITS 1/2)
para realizar la secuenciaci6n, va que esta fue la
unica que mostr6 algun tipa de polimorfismos, es
decir, diferencias en el tamano del amplificado de
una de las muestras (POl). La secuencia carres·
pondiente a la regi6n intergenica ITS 1 de FOD2,
ubicada entre la subunidad pequeiia de rADN
(NSrADN) y la 5,8S, presenta un tamano total de
227 pb Y su contenido de AT fue de 51,1 % V el de
GC, de 48,9%. La secuencia fue analizada por el
programa DNASIS, can el fin de encontrar las en­
zimas de restricci6n que cortaban el fragmento par
10 menos en dos sitios. Se encontraron un total de
36 enzimas, de las cuales 11 cortan el fragmenlo
en mas de dos smos: Acil, A/wi, 8s/I, Cfr131, Dpn
I, Dpnll, Haelll, Mbol, Mnll, Sau3AI V Sau961.

Se eligieron las enzimas Hae III, Sau961 y Sau3AI
para realizar el analisis de restricci6n del ITS 1 de
las ocho muestras. Ademes, se incluyeron las en·
zimas BamHl, EcoAl, HIi7dlll V Ps/I, que no tienan
sitios de corte en el fragmento secuenciado, con el
fin de evaluar si digerlan las otras muestras no se­
cueneiadas. Tales enzimas no cortaron ninguno de
los ocho fragmentos evaluados.

Este es el primer reporte de la secuencia de la re·
gi6n ITS1 del gen ribosomal de Fusanum oxyspo~

rum f. sp. dian/hi raza 2. (EI "primer" ITS1 se en­
euentra en el extremo 5' y el uprimer"ITS2 se
encuenlra en el extremo 3'). Esta sequencia fue
reportada por nosotros al Gene Bank y tiene el nu­
mero de aeeeso BanklT 11964 ITS U33878.

S'TCCGTAGGTG AACCTGCGGA GGGATCAn A
CCGAGTTTACAACTCCCAAA

CCCCTGTGAA CATACCAATT GTTGCCTCGG
CGGATCAGCCCGCTCCCGGT .

AAAACGGGAC GGCCCGCCAG AGGACCCCTA
AACTCTGTTTCTATATGTAA

CTTCTGAGTA AAACCATAAA TAAATCAAAA
CTTTCAACAACGGATCTCTT

GGTTCTGGCA TCGATGAAGA ACGCAGC 3'

Las enzimas Bam HI, Eco RI, Hind III y Pst I no
cortaron el fragmento ITS1 de ninguno de los ais­
lamientos analizadas. La enzima Hae III tiena un
sitio de corte en la posici6n 113 del ITS1 de FOD2,
por 10 tanto, se esperaban dos fragmentas de 113
y 114 pb. En las digestiones realizadas,la enzima
cort6 el fragmento de las ocho muestras (FOD2,
FOD4, FOc14, F0618g, FOC, FA Y POl), excepto
el de P09. La enzima Sau 961 tiene das sitios de
corte en los nucle6tidos 112 V 123 del ITS1 de
FOD2 y se esperaban tres fragmentos de 112, 104
Y 11 pb. Esta enzima cort6 el fragmento de todas
las muestras. excepto el de P09 y prodlJjo dos
bandas de, aproximadamente, el mismo tamano
en lodas las muestras digeridas. La enzima Sau3A
I tiene tres sitios de corte en las posieiones 23,83
Y 193 del fragmento ITS1 de FOD2, de tal forma,
que se esperan 4 fragmentos de 110,60,34 Y 23
pb. Se observ6 que esta enzima cart6, de igual ma­
nera seis de las muestras (FOD2, FOD4, FOc14,
F061Bg, FOe y FA) en cuatro fragmentos. EI frag­
mento ITS1 de P09 fue cortado una sola vez par
la enzima, observendose. solo. dos bandas en la
electroforesis. Aunque fue dificil establecer el ta­
mana exacto de los fragmentos en las digestiones.
este se canfirm6 segun la secuencia dellTS1 de
FOD2,la eual permiti6 predecir los tamaflos de los
fragmentos esperados en las digestiones.

A pesar de los reportes de polimorfismos interes­
peeWeos e intraespeeificos en el DNA ribosomal
encontrados en otros generos de hongos (Nazar e/
81.,1991: Eggery Fortin, 1989; Martin, 1990, 1992;
Nicholson V Rezanoor, 1993: Cubeta et aI., 1991;
Liu y Sinclair, 1992; Gowan y Vilgalys. 1991; Chen,
1992: Gardes e/a/.. 1990y Hintz elal.,198B), no
se obtuvieron resultados simitares en la especie
Fusan"um oxysporum f. sp. dian/hi: Los unicos re­
sultados satisfactorios reportados referentes a la
caracterizaci6n intraespecHica de Fusarium han si­
do los obtenidos por Kistler e/ aI., 1991.

La secuencia IT81 parece ser muy conservada en
los aislamientos de la especie esludiada (F. oxys­
porumf. sp. dianlh~; tal falta de variabilidad en or·
ganismos cercanamente relacionados puede de­
berse a su pap~1 en la maduraci6n de transcritos
primarios de RNA ribosomal. Mediante arreglos en
su estructura secundaria, las seeuencias ITS ha­
cen que los extremos de las subunidades NS. NL,
YS,8S del precursor del ANA ribosomal se manten­
gan muy cercanos para SlJ procesamiento, indican­
do que esta regi6n se haya sometida a algun tipo
de restricci6n fundonal (Weallauer e/ al.. 1974 ci·
tados por Baldwin, 1992).
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De los 12 wprimeros" aleatorios empleados. la mi­
tad (seis) (A2. A10. A13. A16, 87 Y810) produjeron
patrones diferentes en los DNAs amplificados los
cuales permiten dislinguir, al menos. dos y hasla
siete aislamientos cada uno. EI DNA del aislamien­
to F0618g produjo patrones diferenles con cinco
de los cebadores excepto el A13. Con los "prime·
ros" A13 y A16. fue posible diterenciar estos dos
aislamientos entre si, sin embargo, no sucedi6 asi
con los primeros A2 y Al0 en los cuares el patr6n
de amplificaci6n fue muy similar. Los "primeros"
Al0. B7 Y810 produjeron patrones distinguibles
can el DNA de Fusan"cJm roseum que permiten dis­
tinguir esle aislamiento de los olros analizados.
Los aislamientos FOc14 y FOC pudieron caracteri­
zarse al amplificar su DNA lotal can los "primeros"
B7. Bl0 YA13. Este ultimo primer fue el unico que
permiti6 distinguir entre los aislamientos FOD2 y
FOD4. Con los atros "primeros". estos aislamientos
produjeron patrones muy similares entre si que im­
piden su discriminaci6n.

CONCLUSIONES

La digesti6n del fragmento ITS1 con las enzimas
Hae III. Sau 961 y Sau 3A I produjeron el mismo
patr6n en las cepas de FusaJiumanalizadas. por 10
cual no se pudieron establecer diferencias entre ra­
zas a entre aislamientos con diferentes niveles de
palogenicidad.

Tales digestiones diferenciaron los aislamienlos de
Fusadum de 105 de Pidculada oryzae. Adem~s.
produjeron patrones diferentes en los dos aisla­
mientos utilizados de esta ultima especie; por esto
la regi6n ITS1, posiblemente, sea un buen marca­
dar molecular dentro del genero Piricularia.

EI tragmento ITS1 de la unidad de sDNA nuclear
parece ser altarnente conservado en la especie F.
oxysporum. por 10 tanto, no es un marcador mole­
cular intraespecifico indicado en este organismo.

La amplificacion de ADN total de por media de
RAPDs mostr6 ser un metodo promisorio en la ca­
racterizaci6n de cepas de F. oxyspofum. en espe­
cial. can el cebador A13. el cual amplilic6 diferen­
cialmente la raza 2 y la raza 4 de la forma especial
dian/hi

Ya que la region ITS1 no fue un marcador molecular
util en la caraclerizaci6n de las razas 2 y 4 del hongo
F. oxysporum f. sp. dian/hi. la busqueda en atras re­
giones del rONA sujetas a una menor reslricci6n fun­
clonal como las secuencias intergenicas no transeri­
tas (NTS) puede mostrar diferencias que permitan la
separaci6n de estos aislamienlos con base en sus
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genes ribosomales. Esto. tambien. podria ser posi­
bre si se utiliza una regi6n mayor del rONA. como por
ejempla la ubicada entre los ITS 1 Y2 incluyendo el
gen de la subunidad 5,85.

La secuencia dellTSl obtenida de Fusan'um oxys­
porum f. sp. dian/hi raza 2 sirve como pauta para
futuros trabajos. si se obtiene la secuencia de la
misma regi6n de Fusarium oxysporumf. sp. dian/hi
raza 4. Lo anterior revelaria diferencias que permi­
tan la slntesis de cebadores especificos que ampli­
fiquen el rONA de torma diferencial en estos aisla­
mientos.
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