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RESUMEN:

La produccién de maracuyd en Colombia ha mostrado grandes avances; sin embargo, las enfermedades contindan siendo un
factor limitante en la produccién del mismo. Entre los agentes patégenos que dificultan el establecimiento y desarrollo del cultivo,
se encuentran algunas especies del género Fusarium, consideradas de importancia econdmica por las pérdidas que generan. El
objetivo de este trabajo fue identificar molecularmente las poblaciones de Fusarium presentes en maracuya (Passiflora edulis).
Entre eneroy diciembre de 2015 se realizé el aislamiento de 35 muestras de diferentes érganos afectados de la planta y provenientes
de localidades ubicadas en cinco municipios del Valle del Cauca, Colombia. Se seleccionaron y purificaron ocho aislamientos
pertenecientes al género de interés para realizar la extraccién de ADN y amplificacién de la regiéon TEF 1 alpha. Los productos
de PCR fueron secuenciados y comparados con las bases de datos del NCBI y del Fusarium ID. Los aislamientos pertenecian a:
Fusarium incarnatum, Fusarium proliferatum y Fusarium solani, la primera especie fue la de mayor ocurrencia en las muestras
evaluadas. En el andlisis de las relaciones filogenéticas realizado mediante el programa MEGA 6, se usé el coeficiente de similitud
del vecino més cercano, lo que permiti6 observar variabilidad entre los aislamientos evaluados.

PALABRAS CLAVE: fusariosis, Passiflora edulis, enfermedades fungosas, variacién genética.

ABSTRACT:

The passion fruit’s production in Colombia has shown great advances; however, phytosanitary diseases remain as issues in passion
fruit production. This includes the pathogens that hinder the establishment and development of the crop, such as some species
of the genus Fusarium, pathogen considered as an important one because of the economic losses that it generates. The objective
of this work was to molecularly identificate the populations of Fusarium associated with passion fruit (Passiflora edulis). Between
January and December 2015, an isolation of 35 samples based on different affected organs of the plant and from localities found in
five municipalities was performed in Valle del Cauca, Colombia. Eight isolates were selected and purified in order to perform their
DNA’s extraction and also an amplification of region TEF 1 alpha. The PCR products were sequenced and compared with the
NCBI database and Fusarium ID. The results obtained by sequencing showed that the isolates belong to Fusarium incarnatum,
Fusarium solani, and Fusarium proliferatum, the first species had a mayor occurrence in the tested samples. The analysis of
phylogenetic relationships was achieved by using the 6 MEGA program, and by using the similarity coefficient nearest neighbor,
which allowed to observe the variability among the evaluated isolates.


https://doi.org/10.15517/ma.v29i1.27114
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=43754020005

Epwin DaviD HENAO-HENAO, ET AL. IDENTIFICACION MOLECULAR DE AISLAMIENTOS DE FUSARIUM ASOCIADOS A ...

KEYWORDS: fusariosis, Passiflora edulis, fungal diseases, genetic variation.

INTRODUCCION

La produccién de maracuya en Colombia es prometedora y ocupa los primeros puestos en el mundo;
lo anterior, debido a las caracteristicas organolépticas y nutritivas que presentan las diferentes variedades
(Cubillos et al., 2011). Esta fruta fue introducida en el pais a inicios de la década de 1960 vy, hasta el
2012 existian cerca de 5800 hectareas con una producciéon de 90 000 toneladas, de las cuales el 65% son
destinadas a la industria para jugos concentrados de exportacién (Ocampo et al., 2013). No obstante, esta
produccidn se ve afectada por problemas fitosanitarios ocasionados por diversos microorganismos, entre los
que se encuentran hongos saprofitos, endéfitos o patogénicos del género Fusarium, los cuales pueden ser
causantes de sintomas como marchitez y amarillamiento de las hojas, seguido de secamiento de las ramas,
fuerte defoliacion e incluso la muerte de la planta (Gédmez-Lépez et al.,, 2014). Diversas especies de Fusarium
se han reportado como patégenos de numerosos cultivos, ocasionando pérdidas leves hasta el total de la
produccién. Como en frijol, donde se han encontrado pérdidas del 100% cuando los cultivares utilizados son
susceptibles y las condiciones ambientales son favorables al patdgeno (Parry et al., 1995; Dean et al,, 2012;
Perniola et al., 2014). Especificamente en el cultivo de maracuyd, Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae se ha
manifestado como agente causal de la marchitez vascular, secadera o fusariosis provocando una disminucién
del rendimiento entre 40-60% (Martinez-Bolafios, 2012), por lo que, es importante generar diagndsticos de
las especies asociadas.

En maracuyd, el género Fusarium fue reportado por primera vez en Australia en el ano 1951
(Fischer y Rezende, 2008), y se ha definido como un hongo con actividad enzimdtica celulolitica que le
permite establecerse en la superficie de la planta, constituida principalmente de celulosa; lo que produce
ablandamiento por la desintegracién de los componentes de la pared celular (Agrios, 2005; Valencia-
Guerrero et al., 2011); es decir, permite la degradacién de barreras de proteccidn y compuestos intercelulares
de las plantas. Estas caracteristicas lo ubican como uno de los mas importantes patégenos del mundo agricola
(Kikot, 2012).

Desde el descubrimiento del ADN, desarrollo de la biologia molecular y el avance en el entendimiento de
las relaciones filogenéticas entre algunos organismos, se han desarrollado diversas técnicas moleculares que
permiten un rapido y confiable diagnéstico de microorganismos, ademds, contribuyen a la identificacién de
especies, entre las que se encuentran las del género Fusarium. Este género ha presentado una clasificaciéon
taxondmica ampliamente discutida, teniendo en cuenta que los caracteres morfolégicos, en muchos casos,
resultan ser insuficientes para una correcta identificacion a nivel de especie, por lo que, se ha hecho necesaria
la implementacion de estas técnicas moleculares. Entre las técnicas moleculares se tiene la comparacién de
pequenas secuencias de ADN de regiones que son altamente conservadas como la calmodulina, {8 tubulina,
la histona H3, ITS y TEF1-a.. Asi mismo, el gen TEF1-a o factor de elongacién de la traduccion es una de
las regiones mds empleadas en la identificacién molecular de hongos, entre los que se encuentra Fusarium,
ya que muestra un alto nivel de polimorfismo entre especies estrechamente relacionadas (O’Donnell et al,,
1998; Lesli et al,, 2006; Gdmez-Lépez, 2008; Aoki et al., 2014).

El objetivo de esta investigacion fue identificar molecularmente las poblaciones de Fusarium presentes en
maracuya (Passiflora edulis).

MATERIALES Y METODOS

Localizacién geografica
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Esta investigacién fue ejecutada en el periodo comprendido entre enero y diciembre de 2015. Los
aislamientos de Fusarium se obtuvieron de muestras vegetales (raiz, tallo, hojas, flores y frutos) con sintomas
de marchitez o fusariosis. Luego de realizar un recorrido e inspeccién a todas las plantas de cultivos de
maracuyé (Passiflora edulis) ubicados en cinco localidades del Valle del Cauca (Cuadro 1), las muestras fueron
colectadas y empacadas en bolsas de papel y plastico para ser llevadas al laboratorio de diagnéstico vegetal de
la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira (1050 msnm; 23 °C y 70 % de humedad relativa), en
donde fueron procesadas.

CUADRO 1
Georeferenciacién de las muestras de maracuyé (Passiflora

edulis) colectadas en el Valle del Cauca, Colombia. Abril 2015.

Codigo aislmiento Latitud Longitud Msnm Municipio Finca
FmTrufl 4°12'27,2"N 76°19°08,7"W 1260 Trujillo La Juana
FmAndf2 4°09'54,2"N 76°09'51,5"W 995 Andalucia El Encanto
FmBolf3 4°1619,7°"N 76°12'37,6"W 978 Bolivar La Herradura
Fmlamf4 3°07°48,7"N 76°35'44,1"W 869 Jamundi Robles
FmTorfS 4°37°04,8"N 76°05'39,4"W 960 Toro Castellana
FmBolf6 4°16'35,0"N 76°12'58,3"W 968 Bolivar La Herradura
FmBolf7 4°16'19,5"N 76°12'34,7"W 978 Bolivar La Herradura
FmBolh8 4°16°18,4"N 76°12'34,0"W 978 Bolivar La Herradura

Codigo: F (Fusarium); m (Maracuyad); Tru (Trujillo); And (Andalucia); Bol (Bolivar); Jam
(Jamundi); Tor (Toro); f (Fruto); h (Hojas) / Code: F (Fusarium); m (Passion fruit); Tru (Trujillo);
And (Andalucia); Bol (Bolivar); Jam (Jamundi); Tor (Toro); f (Fruit); h (Leaves).

Table 1. Passion fruit samples georeferencing (Passiflora edulis) collected in Valle del Cauca, Colombia. April, 2015.

Aislamiento de hongos del género Fusarium

Para aislar el Fusarium spp. que se encontraba asociado a maracuy4, se procesaron un total de 35 muestras
vegetales provenientes de las cinco localidades de estudio. Posteriormente, en el laboratorio de diagnéstico
vegetal se procedié a realizar un lavado del material con Twin 20, luego se cortaron trozos de cinco mm
del 6rgano afectado (raiz, tallo, hojas, flores o frutos) para su posterior lavado y desinfeccién con alcohol al
70%, hipoclorito 1% y agua destilada estéril; sumergiéndolo por un minuto en cada solucién (Carrillo, 2003;
Henao et al., 2015). Luego se empled el medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), segtin las caracteristicas
del género (Gémez-Lépez, 2008), a razdn de 39 g/l; se colocd el tejido desinfectado en cajas de petri con PDA
que previamente se habia dejado secar en cdmara de flujo laminar, para evitar crecimiento bacteriano por
exceso de humedad. Una vez sembrados en el medio, se incubaron a 25 °C durante siete dias, con el objetivo
de generar condiciones ideales para la propagacion del hongo.

Obtencidn de cultivo puro y monospérico

De las 35 muestras procesadas se obtuvieron ocho aislamientos de Fusarium spp., los cuales fueron
seleccionados de acuerdo con el crecimiento, forma y coloracién de la colonia, asi como observacion de
conidias, conidiéforo y estructuras reproductivas al microscopio. Los aislamientos que crecieron de cada uno
de los tejidos sembrados en PDA y que presentaron las caracteristicas antes mencionadas (ocho en total),
fueron replicados en PDA, para obtener cultivo puro y proceder a la obtencién de cultivos monospéricos
(Cafedo y Ames, 2004), técnica que consiste en generar crecimiento del hongo a partir de una conidia, por
medio de diluciones seriadas de una suspension de conidias hasta 10-6 . De la tltima dilucién se tomarén
100 ply se adicionaron a medio agar agua (AW); luego, se incubd a 25 °C, hasta observar germinacién de una
conidia que inmediatamente era transferida a PDA. Por ultimo, se incubé a 25 °C por diez dias para realizar
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la extraccién de ADN (Ortu et al,, 2013; Herndndez et al., 2015a; 2015b; Henao et al., 2015) y asegurar
pureza genética (Gémez-Lopez, 2008).

Extraccién de ADN

El micelio del cultivo monospérico fue raspado y depositado en un tubo de Eppendorf estéril de 2 ml, y
la extraccion de ADN se realiz6 con base en los protocolos de Wilson (1987) con algunas modificaciones de
Go6mez-Lopez (2008). Posteriormente, se realizé la reaccién en cadenade la polimerasa (PCR) con base en los
planteamientos de O’Donnell et al. (1998) y Herndndez et al. (2015b). Se amplificd el factor de elongacion
de la traduccion (TEF 1 alpha) usando los cebadores Efla (5-ATGGGT AAGGAAG ACAAGAC-3") y
Ef2 (5-GGAAG TACC AGT GAT CATGTT-3’). Se preparé una solucion final de 25 pl, que contenia
12,5 pul de DreamTaq Green PCR Master Mix (1,5 mM MgCl,; 200 nM dNTPs), 0,5 pl del iniciador 1 (10
pmol/ pl); 0,5 ul del iniciador 2 (10 pmol/pl); 9,5 pl de agua ultra puray 2 pl de ADN (20 ng/ pl). El control
positivo fue cedido por el laboratorio de diagnéstico vegetal, mientras el control negativo estaba constituido
por el coctel para PCR sin la adicién de ADN. La PCR se realizé en un termociclador bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 95 °C por 120 s con 35 ciclos; segunda desnaturalizacién a 95 °C
por 30 s; hibridacién a 57 °C por 30 s; extensiéon de ADN a 72 °C por 60 s; extension final de ADN a 72
°C por 10 min.

Por electroforesis, el producto de PCR se visualiz6 en gel de agarosa al 1% a 65 voltios por 90 min. Se usé
un marcador de peso GeneRuler 50 pb DNA Ladder; lo que permiti6 observar fragmentos entre 600 a 700
pb. Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar a Macrogen, Corea. La alineacién de las secuencias
se realizé por ClustaW y el érbol filogenético se construyé con el método del “vecino mds cercano” (neighbor
joining tree) (Lin et al., 2014) con el empleo de los programas BioEdit 7.2.5 y Mega 6 (Henao et al., 2015).
La secuencia de Clonostachys rosea (Accesion N° KJ654524.1) depositada en la base de datos del GenBank,
fue seleccionada como especie referencia o para la construccién del arbol filogenético.

Paradeterminar laidentidad genética o la especie de los ocho aislamientos, las secuencias fueron analizadas
y comparadas en las bases de datos del NCBI (National Center for Biotecnology Information) por BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) y en la base de datos Fusarium ID.

RESULTADOS

De las 35 muestras de tejido vegetal provenientes de cinco municipios del Valle del Cauca, Colombia, se
obtuvieron ocho aislamientos del género Fusarium, de los cuales, siete fueron encontrados asociados a frutos
y el restante a hoja. No se encontraron aislamientos en tallo, raiz o flores, entre las muestras evaluadas, aun
cuando se utilizé el mismo muestreo en las diferentes localidades y para los diversos tejidos vegetales, al
recorrer e inspeccionar la totalidad de las plantas y partes de las mismas, con sintomas de enfermedad. La
caracterizacion molecular de los ocho aislamientos permitié identificar tres especies: Fusarium incarnatum,
Fusarium proliferatum y Fusarium solani; la primera fue la de mayor ocurrencia en las muestras evaluadas

(Cuadro 2).
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CUADRO 2
Numero de accesidn y porcentaje de similitud (segin GenBank) de aislamientos
de Fusarium identificados por secuenciacion con el marcador TEF 1 alpha aislados
de maracuyd (Passzﬂom edulis), en el Valle del Cauca, Colombia. Agosto. 2015.

Codigo TEF 1 alpha Accesion Similitud %
FmTrufl F. incarnatum KF993969.1 99
FmAnNdf2 F. incarnatum JX268996.1 99
FmBolf3 F. proliferatum KF575335.1 9s
Fmlamf4 F. incarnatum KF993969.1 99
FmTorfS F. incarnatum JX268996.1 9S
FmBolf6 F. proliferatum KT211614.1 99
FmBolf7 F. solani KT884105.1 9SS
FmBolh8 F. incarnatum JX268996.1 98

Table 2. Accession number and percentage of similarity (as GenBank) of Fusarium isolates identified by sequencing
with the TEF 1 alpha marker isolated from passion fruit (Passiflora edulis), in Valle del Cauca, Colombia. August, 2015.

Relaciones filogenéticas

Se obtuvieron ampliaciones entre 600 y 700 pb aproximadamente. La construccién del drbol filogenético,
permiti6 agrupar las ocho secuencias encontradas en tres grupos o clados de acuerdo con la homologia en
las secuencias, y dejé como clado externo la secuencia de Clonostachys rosea (Accesiéon KJ654524.1) utilizada
como secuencia de referencia o raiz.

Discusion

Lo hallado en esta investigacién coincide con Fischer et al. (2007), Campo-Aranay Vergara-Canedo (2014),
quienes reportaron a F. proliferatumy F. solani asociados al cultivo de maracuyd. No obstante, F. incarnatum,
no se encontrd reportado como microorganismo asociado al cultivo de estudio, es por ello que, los resultados
de esta investigacion son un nuevo reporte para este cultivo y para la especie de hongo, F. incarnatum se
ha descrito como un hongo principalmente sapréfito y productor de micotoxinas en diferentes plantas (Li
et al., 2008; Pérez et al., 2012; Castelld y Cabanes, 2014); sin embargo, en estudios recientes se ha venido
reportando como un hongo patdgeno que ataca a especies vegetales como Capsicum spp., el nogal, entre otras
(Seta et al., 2004; Singh et al., 2011; Ramdial et al., 2016).

El gen TEF 1 alpha (TEF1e) permitié obtener unos amplicones dentro del tamafo esperado y reportado
(O’Donnell et al., 1998). Las secuencias de los ocho aislamientos del género Fusarium, se agruparon en
tres clados o grupos, de acuerdo con la homologia en las secuencias, probablemente debido a que parten
de un ancestro comun (Geisser et al., 2013). El primer clado incluyd los aislamientos FmTrufl, FmJamf4,
FmBolh8, FmAndf2 y FmTorf5, los cuales presentaron secuencias con un porcentaje de similitud entre
el 98% a 99% con las secuencias registradas en el GenBank como F. incarnatum. El segundo clado,
E. proliferatum; agrupado por los aislamientos FmBolf3 y FmBolf6. Y el tltimo, F. solani, asociado al
aislamiento FmBolf7 (Figura 1; Cuadro 2). Esta agrupacién por clados se asemeja a la propuesta por Aoki et
al. (2014) en cuanto aladistancia y organizacién entre clados; ya que, en el 4rbol filogenético que estos autores
presentaron, el clado F. incarnatum-equiseti, al que pertenece F. incarnatum se encuentra mas emparentado o
genéticamente mas proximo al clado F. fujikuroi, al que hace parte F. proliferatum; mientras que, se encuentra
més lejano y en un grupo diferente a F. solani.
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) FIGURA 1
Arbol filogenético y agrupacion por clados de las secuencias de Fusarium

con el primer TEF 1 alpha, con raiz de C. rosea. Febrero, 2016.
Figure 1. Phylogenetic tree grouping of Fusarium clades and sequences with primer TEF 1 alpha, with C. rosea root. February, 2016.

La variabilidad entre las especies que se muestra en el 4rbol filogenético, pudo deberse a que los diferentes
aislamientos pertenecfan a un origen filogenético o linaje diferente (Nelson et al., 1994; Edel et al., 2001;
Leslie et al., 2006; O 'Donnell et al., 2008; Balajee et al., 2009; Salazar-Gonzélez et al., 2016).

Las secuencias permitieron observar una variabilidad intraespecifica, sobre todo en el clado o grupo de F.
proliferatum, la cual puede tener explicacién en la relacidn entre los caracteres genotipicos y la localizacion
geogrifica del hospedante del que fueron aisladas. Aunque ambas muestras provenian del mismo municipio
y tipo de tejido (fruto), las localidades o fincas, de donde fueron tomadas las muestras y aislados los hongos,
son diferentes. Por otro lado, dentro de los complejos se ha documentado la existencia de grandes diferencias
genéticas, derivadas de un origen filogenético diferente (Nelson et al., 1993; O’Donnell et al., 2008; Balajee
et al., 2009; Aoki et al,, 2014).

Las especies obtenidas mediante el uso gen TEF 1 alpha, demostraron la eficiencia del mismo y su utilidad
para identificar el polimorfismo en este género; debido a que como lo plantean Wulff et al. (2010) y Salazar-
Gonzdlez et al. (2016), tiene alto grado de polimorfismo e identifica una fraccién unica del gen TEF la
relacionado con la traduccién proteica.

CONCLUSIONES

Fusarium incarnatum, Fusarium proliferatum y Fusarium solani se encontraron asociados a maracuyé en el
Valle del Cauca, y los resultados obtenidos mostraron mayor predominancia de la especie F. incarnatum.

Eluso de métodos moleculares permitié obtener informacion filogenética y taxonémica de los aislamientos
y las especies de Fusarium asociadas a maracuya, y reafirma que la PCR acompanada de la amplificacion del
genTEF 1 alpha, es adecuada para la identificacién de especies de este género.

Elanilisis de las relaciones filogenéticas revelé variabilidad intraespecifica entre los aislamientos evaluados,
que estdn asociados a hojas y frutos, teniendo mayor presencia en frutos, lo que implica generar nuevas
investigaciones y soluciones al potencial dafio en cosecha y poscosecha que puede disminuir el valor
comercial del maracuy4, como también, la relacién del microorganismo con la generacién de metabolitos
complementarios como las micotoxinas, que pueden afectar al ser humano.
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