UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

|l denti fi caci -n de un
Fusari um o xfy.s psopr.um
| ycopeyr sriecsipuesta fi1 si
tomate durante | a 1 nf
dos el i ci tores f Van

Sandra Lorena Carmona Gutiérrez

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias Agrarias
Bogota, Colombia
2019






| denti fi cacli -n de un
Fusari um o xfy.s psopr.um
| ycopey sriecsipuesta fiI si
tomate durante | a I nf
dos elicitores f ¥n

Sandra Lorena Carmona Gutiérrez

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:
Magister en Ciencias Agrarias

Director: Ph.D. Mauricio Soto Suéarez
Codirectora: Ph.D. Esperanza Torres Rojas

Linea de Investigacion: Fisiologia de Cultivos
Grupos de Investigacion: Genética Molecular Vegetal, Biologia Computacional y
Bioinformatica - Agrobiodiversidad y Biotecnologia

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias Agrarias
Bogota, Colombia
2019






A mis padres y hermanos, mis fuentes de
inspiracion.

A Santiago, Daniela, Mariaclara y Sofia, mis
grandes motivadores.

A Freddy, mi compariero, mi soporte y amor.






Agradecimientos

A Mauricio Soto Suarez, mi director y a Esperanza Torres Rojas, mi codirectora de tesis
por su apoyo, direccionamiento y orientacion constante. Por su paciencia y dedicacion en
este proceso.

A Magda Gémez y Diana Burbano, investigadoras de AGROSAVIA por su apoyo y

acompafamiento en los montajes y en la realizacion de esta tesis.

A Andrea del Pilar Villarreal, Rommel Igor Pacheco y Jaime Simbaqueba, investigadores
de AGROSAVIA por su asesoria y recomendaciones.

A Alba Marina Cotes y Moénica Betancourt, investigadoras de AGROSAVIA, por orientar mi

formacion como profesional en la investigacion, por su apoyo y asesorias.

A los investigadores Walter Lépez y Nelson Ceballos del grupo de investigacién GIPPA de
la Universidad de Caldas por proporcionar una cepa patogénica de Fol y facilitar los

espacios para las colectas de aislamientos y permitir el intercambio de experiencias.

Al investigador David Jones de la escuela de Investigacion en Biologia en la Australian
National University por proporcionar los ADN de referencia para la identificacién molecular
de Fol.

A German Estrada investigador de AGROSAVIA vy Liz Patricia Moreno profesora de la
Universidad Nacional, por facilitarme el uso de equipos necesarios para las mediciones

fisiologicas durante la realizacion de este trabajo.

A Sandra Lucia Cortés, investigadora de AGROSAVIA por su valiosa ayuda en

proporcionar protocolos y equipos para la realizacion de este trabajo.

A Carlos Espinel y Fernando Rivera investigadores de AGROSAVIA, por concederme

tiempo, apoyo y animo durante este proceso.



VIII Identificacién de un aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y respuesta
fisioldgica en tomate durante la infeccion, frente a dos elicitores fingicos.

A Adriana Santos, lider de laboratorio e investigadora de AGROSAVIA y a todo el personal
del laboratorio de Microbiologia Agricola de AGROSAVIA: Estela Mendieta, David Triana,
Inés Roldan, José Neuta, Luz Marina Mesa, Yina Jiménez, Lissette Torres e lvonn Gelvez
por su apoyo Yy diligente facilitacién de espacios, materiales y reactivos; y colaboracién en
la realizacién de montajes para este trabajo.



Resumen y Abstract IX

Resumen

Fusarium oxysporum f sp. lycopersici (Fol) es el agente causal de la marchitez vascular
del tomate, una enfermedad que ocasiona graves desordenes fisiologicos en la planta, del
cual no se conocen las razas presentes en Colombia. Su manejo se basa principalmente
en el uso de fumigantes quimicos, con un alto impacto sobre el ambiente y la salud
humana; por lo que el tratamiento con inductores de resistencia como quitosan y
Trichoderma spp., es una alternativa con alto potencial en agricultura porque actian
directamente sobre el patdgeno e inducen la defensa en la planta. El objetivo de este
trabajo fue identificar un aislamiento de Fol para evaluar la respuesta fisiolégica de plantas
de tomate infectadas y tratadas con quitosan y Trichoderma spp., como alternativas de
manejo de la enfermedad. Se caracterizé un aislamiento patogénico y altamente virulento
de Fol raza 2. Se evalué la actividad controladora in vitro e in planta de quitosan y
Trichoderma spp. El quitosan de bajo peso molecular a 2,5 mg.mL™, redujo la marchitez
vascular en un 70% en plantas y disminuy6 el dafio que ocasiona Fol sobre Fv/iFm, Y(II) y
el contenido de clorofila a, en 22%, 35% y 39% respectivamente; y activo la respuesta de
defensa de la planta a través del gen PR1a. Este estudio aporta al conocimiento de las
alteraciones ocasionadas por Fol y el efecto del tratamiento con quitosan sobre los
procesos fisiolégicos y moleculares en la planta de tomate, como una alternativa confiable
para mitigar el dafio en la planta. Este es uno de los primeros esfuerzos en Colombia para

identificar y caracterizar molecularmente un aislamiento virulento de Fol.

Palabras clave: Quitosan, Trichoderma spp., SIX, estrés biético, priming.
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Abstract

Fusarium oxysporum f sp. lycopersici (Fol) is the causal agent of tomato wilt disease, a
high importance disease causing severe physiological disorders in the plant. Its presence
has not been completely described in Colombia and its control is mainly based on chemical
management that is hazardous for the environment and human health. Plant resistance
induction by treatment with elicitors such as Chitosan and Trichoderma spp., that improve
the plant physiology, is a promising management strategy. The aim of this work was to
identify an isolate of Fol and to evaluate the physiological response of tomato plants
infected with Fol and treated with chitosan and Trichoderma spp., as alternatives for the
management of the disease. A highly virulent Colombian isolate of Fol (pathogenic race 2)
was obtained and morphologically and molecularly characterized. The control activity in
vitro and in planta of chitosan and Trichoderma spp. was also evaluated. Chitosan at low
molecular weight (2.5 mg.mL™%), reduced vascular wilt by 70% in plants and decreased
damage caused by Fol on Fv/Fm, Y(Il) and chlorophyll a content, in 22%, 35% and 39%
respectively; and activated the defense response of the plant through the PR1a gene. This
study offers knowledge of the alterations caused by Fol and the effect of treatment with
elicitors on the physiological and molecular processes in the tomato plant. Chitosan is a
reliable and consistent alternative for the mitigation of the damage caused by this disease.
In addition, it is one of the first efforts in Colombia to identify and molecularly characterize

a virulent isolation of Fol.

Keywords: Chitosan, Trichoderma spp., SIX, biotic stress, priming.
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Int roducci - n

El cultivo del tomate

En la actualidad, el tomate es una de las hortalizas de mayor produccién a nivel mundial,
gue afio tras afio ha incrementado su produccién siendo la mayor en el afio 2017, con 182
millones de toneladas (ton) en un area de 4 6 7 &2 hectéreas (ha) alrededor del mundo
(FAO, 2019). Para el afio 2017, en Colombia se produjeron 347 mil ton, de las cuales 244
mil provinieron de invernadero, alcanzando rendimientos promedio de 78 ton.ha?
posicionando al tomate como el primer producto horticola nacional (AGRONET, 2018).
Adicionalmente, el cultivo de tomate es altamente intensivo en el uso de mano de obra, por
lo que representa una importante fuente de empleo en el pais. El sector hortofruticola es
uno de los mayores aportantes, generando 527 mil empleos directos (21% del empleo en
sector agricola) para el afio 2016 (Corferias, 2017; Burbano-Erazo, 2016).

Marchitamiento vascular del tomate

El caracter cosmopolita de la planta de tomate hace que se encuentre expuesta a una gran
cantidad de agentes patdégenos, muchos de los cuales se hospedan en el suelo y causan
importantes limitaciones en la produccién del cultivo. Algunos de los patégenos del suelo
mas importantes que afectan el cultivo de tomate son Verticillium dahliae (Liu et al., 2013;
Klosterman et al., 2011a), Rhizoctonia solani (Ma § o | estak, 2047; Goudjal et al., 2014;
Misawa y Kuninaga, 2010; Kuramae et al., 2003), Ralstonia solanacearum (Tans-Kersten
et al.,, 2004), los nematodos: Meloidogyne spp. (Desaeger et al.,, 2017) y Fusarium
oxysporum que se considera uno de los diez patdgenos flingicos mas importantes en la

agricultura a nivel mundial (Dean et al., 2012).

Fusarium oxysporum es un hongo ampliamente distribuido en el mundo, formando un
complejo de especies que agrupa variantes (formae speciales) de acuerdo con su
capacidad de infectar determinados hospederos. En plantas, més de 120 formae speciales
(ff. spp.) han sido descritas ocasionando marchitez vascular y pudriciones en las raices
(Dean et al., 2012). En tomate, F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) y F. oxysporum f. sp.
radicis lycopersici (Forl), causan marchitez vascular y pudricion de la corona

respectivamente, ocasionando importantes pérdidas econémicas en los cultivos (Solanki
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et al., 2015). El patdgeno permanece en el suelo de forma latente mediante sus estructuras
de supervivencia (clamidosporas) hasta por 20 afios, y germinan en cercania de la raiz del
hospedero (Dean et al., 2012; Michielse y Rep, 2009; Di Pietro et al., 2003). En Fol se ha
estudiado ampliamente la interaccién molecular entre el patdégeno y su hospedero y se

revisan en este documento en el capitulo 1.

Respuestas fisioldgicas de la planta a la infeccion por un
patdogeno vascular

Las plantas sometidas a estrés bidtico por un patégeno vascular, se ven afectadas en
procesos fisiolégicos, como aquellos relacionados con el crecimiento por la disminucion en
la toma de agua y nutrientes, pero también en procesos, como la respiracion y la
fotosintesis (Yadeta y Thomma, 2013). El estado hidrico de la planta es afectado por la
obstruccion de los elementos del xilema (por las estructuras del microorganismo y la
formacion de gomas y tilosas), lo que aumenta la resistencia en los haces vasculares para
la translocacion de agua y disminuye el potencial hidrico en las hojas (Duniway, 1971).
Esta situacion induce la disminucién de la conductancia estomatica, reduciendo la toma de
CO; del ambiente, causando limitaciones en la actividad fotosintética y un decrecimiento
en la eficiencia cuantica del fotosistema Il (PSll), en la captura de radiacién
fotosintéticamente activa y finalmente, afecta la acumulacién de biomasa en las hojas.
Estas respuestas son similares a la relacionadas con el estrés hidrico (Pinheiro y Chaves,
2011; Chaves et al., 2009; Nogués et al., 2002; Lorenzini., 1997).

Mecanismos de resistencia a enfermedades en plantas

La interaccioén planta-patdgeno involucra procesos de comunicacion en los cuales la planta
puede reconocer al patégeno e inducir estrategias de defensa, mientras el patégeno puede
en coevolucion puede causar cambios en la fisiologia de la planta. Frente a esto, las
plantas han desarrollado un sofisticado mecanismo de defensa para contrarrestar el

ataque de los patdgenos (Silva et al., 2018).

Dos mecanismos principales operan frente al estrés biético en plantas: la primera linea de
defensa es el reconocimiento de moléculas altamente conservadas entre ciertos grupos de
patégenos, llamadas MAMPs o PAMPs (Microbial or Pathogen Associated Molecular

Patterns). Este reconocimiento inicial esta mediado por PRRs (Pattern Recognition
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Receptors) de la planta, los cuales se encargan de transmitir las sefales para
desencadenar la PTI (PAMP Triggered Immunity) y detener el progreso del patégeno
(Adam et al., 2018; Vidhyasekaran, 2016; Jones y Dangl, 2006). El uso de elicitores de
origen bidtico y abidtico como desencadenantes de respuestas asociadas a la PTI, es
usado como una estrategia de induccion de resistencia para hacer uso de la capacidad de

respuesta basal de la planta (Felipini et al., 2016).

Algunos patdgenos tienen la capacidad de suprimir la PTI, desplegando efectores que son
proteinas inyectadas en los tejidos del hospedero, que interfieren con la PTI facilitando la
infeccién y desencadenando la ETS (Effector Triggered Susceptibility). En respuesta a
esto, la planta puede desplegar una segunda linea de defensa mediada por genes de
resistencia (genes R) que pueden reconocer de forma especifica, directa o indirectamente,
los efectores inyectados por el patégeno, iniciando la ETI (Effector Triggered Immunity)
(Andersen et al., 2018; Giraldo et al., 2013; Pitzschke et al., 2009; Shah, 2009).

Tanto la PTI como la ETI, pueden activar vias de sefalizacién mediadas, entre otras por,
MAPKs (Mitogen-activated protein kinase), proteinas-G, ubiquitinas, calcio, vias de
sefializacion hormonal (Acido Salicilico: AS, Acido Jasmonico: AJ y Etileno: ET), activacion
de factores de transcripcion y modificaciones epigenéticas que desencadenan la expresion
de genes PR (Pathogenesis-related); muchos de los cuales codifican proteinas con
actividad antimicrobiana (Andersen et al., 2018; Pitzschke et al., 2009; Shah, 2009). Sin
embargo, la ETI produce una respuesta mas fuerte y rapida que la PTI y frecuentemente
involucra muerte celular ocasionada por una respuesta hipersensible (HR) en la planta
para restringir el avance del patégeno (Walters, 2015; Wiesel et al., 2014; Henry et al.,
2012; Jones y Dangl, 2006).

En tomate se han identificado al menos 65 genes R que reconocen patdgenos virulentos.
Los productos de estos genes R poseen frecuentemente motivos estructurales
extracelulares, citoplasméticos y transmembranales; y son proteinas con dominios tipo NB-
LRR (Nucleotide binding i Leucine-rich repeat) (Chaudhary y Atamian, 2017). En la
interaccion entre tomate y Fol, muchos genes R i AVR han sido identificados. Los genes
de Resistencia | (Immunity), I-2 e I-3, confieren proteccién contra Fol raza 1 (Que posee
AVR1, AVR2 y AVR3, originalmente conocidos como SIX4, SIX3 y SIX, respectivamente),
Fol raza 2 (pérdida de AVR1, posee AVR2 y AVR3) y Fol raza 3 (pérdida de AVR1, AVR2
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mutado y AVR3) (Catanzariti et al., 2017; Takken y Rep, 2010). Ademas de los genes
mencionados de resistencia, se han identificado el I-1 que también reconoce AVR1y el I-

7 cuyo AVR no ha sido aun descrito (van der Does et al., 2018).

Estrategias de manejo de Fusarium oxysporum

El control de los patégenos del suelo tiene implicaciones complejas, por lo cual, el uso de
fumigantes y fungicidas de sintesis quimica es la principal estrategia utilizada por los
productores en Colombia; cuyo promedio de uso de plaguicidas quimicos para el afio 2015
fue de 14.7 kg.ha. Esta cifra posiciona a Colombia como el tercer pais del mundo en
consumo de plaguicidas, con un uso varias veces mayor al del promedio mundial para la

produccion agricola, que se encuentra en 3.9 kg.ha* (FAO, 2018).

La falta de implementacion de practicas integradas de manejo de enfermedades y plagas
del cultivo, hace que el uso de los plaguicidas de sintesis quimica como Unico recurso,
desencadene la presencia de residuos de sustancias nocivas para la salud de los
consumidores en el fruto de tomate (USDA, 2014) y favorezca la aparicion de
microorganismos resistentes por el uso continuo de las mismas moléculas activas,
haciendo mas dificil su manejo (Rubio-Reque et al., 2008; Gisi y Cohen, 1996). En
Colombia se ha reportado la presencia de residuos de 30 sustancias activas de plaguicidas
en tomates frescos, colectados en mercados para consumo, de las cuales tres estan
prohibidas por las autoridades reguladoras (Gutiérrez y Londofio, 2009; Castro et al.,
2004). Asi mismo, Arias et al., (2014) encontraron trazas de 15 plaguicidas en suelos de
cultivos de tomate en invernadero y a campo abierto. En este contexto, los riesgos
asociados a la salud, contaminacion ambiental y costos en aplicaciones, disminuyen la
viabilidad de los métodos quimicos de control ( USDA, 2014; Mandal et al., 2009).

Estrategias alternativas al uso de agroquimicos para el control

de enfermedades

Una de las estrategias mas extendida por su economia y bajo impacto ambiental, es el uso
de variedades resistentes de tomate, que se basa en la interaccion gen por gen entre el
patégeno y el hospedero, donde por cada gen que condiciona una respuesta en el
hospedero, existe un correspondiente gen en el patdgeno que condiciona la patogenicidad
(Flor, 1971). Sin embargo, al tratarse de resistencia vertical 0 monogénica, tiene una

durabilidad relativa por la alta presion de seleccion sobre las poblaciones del patégeno
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para evadir el reconocimiento por las proteinas receptoras del hospedero, lo que ha
favorecido el surgimiento de nuevas razas (Bai et al., 2018; Biju et al., 2017; Gonzéalez et
al., 2012; Takken y Rep, 2010; Scott y Jones, 1989).

Dadas las caracteristicas reproductivas del tomate (flor hermafrodita), las poblaciones de
tomate cultivadas generalmente se autofecundan, por lo que es poco probable que se den
cruzamientos naturales; ademas, esto favorece la pérdida de diversidad y la endogamia.
Con el fin de contrarrestar estas dificultades, en el mejoramiento de tomate la estrategia
mas utilizada es la hibridacion, proceso por el cual se introducen los genes dominantes
gue codifican rasgos deseables presentes en materiales silvestres, a través de cruces,
generando mayor variabilidad genética en una progenie (Vallejo-Cabrera, 2000). El uso de
hibridos contribuye a la obtencién de materiales mas consistentes en productividad y
calidad, dado que la semilla hibrida proviene de parentales puros que poseen
caracteristicas altamente deseables, tales como alta productividad, uniformidad en tamafio
y forma de fruto, propiedades organolépticas o nutricionales, resiliencia en condiciones
ambientales variadas y resistencia a plagas o enfermedades (Carbonell et al., 2018; Pefia-
Lomeli et al., 2013).

En Colombia para el afio 2013, se usaban 37 genotipos de tomate tipo milano, 22 tipo
chonto y 4 genotipos tipo cherry en las zonas de mayor produccion, los cuales, segun sus
distribuidores presentan resistencia a los patégenos: Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
(Fol), razas 1 y 2, Verticilium dahliae razas 1 y 2, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (Forl), Cladosporium sp., Stemphylium sp., Alternaria sp., virus del mosaico del
tomate (ToMV), virus del mosaico del tabaco (TMV), virus del enrollamiento o de la cuchara
(TYLCV), virus del torrado del tomate (ToTV), virus del bronceado o peste negra del tomate
(TSWYV), y nematodos (Meloidogyne arenaria, M. incognita y M. javanica) (Jaramillo et al.,
2013). No obstante, afio tras afio las casas comerciales liberan nuevos materiales con
diferentes caracteristicas, manteniendo un mercado de semillas dindmico y diverso en el
campo, por sus propiedades de produccion, adaptacion y resistencia (Jaramillo et al.,
2013). Otra de las técnicas que ha tomado fuerza en los Ultimos afios para la generacion
de nuevos materiales es la injertacion, un proceso en el que se usa un patron resistente y

una copa con caracteristicas deseables de produccion (Sen et al., 2018).
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El uso de microorganismos controladores es una opcion que se ha adoptado desde hace
varias décadas, dada la capacidad antagonica, efecto de antibiosis, parasitismo vy
competicion que pueden ejercer los microorganismos benéficos como hongos o bacterias
contra fitopatégenos, incluyendo F. oxysporum (McGovern, 2015). La supresion de la
enfermedad en suelos ricos en microbiota por la combinacién de los diferentes
mecanismos, ha potenciado el uso de compostajes maduros para la disminucion de la
enfermedad (Hacquard et al., 2017; Akhter et al., 2015).

Uso de elicitores a partir de Trichoderma y quitosan para la
induccidn de resistencia en plantas

Varios autores definen a los bioplaguicidas como productos naturales (sustancias
derivadas de microorganismos, de plantas superiores y de animales), microorganismos
(bacterias, hongos, nematodos y protozoos) y virus, que podrian ayudar a reducir el
impacto negativo de los agentes sintéticos utilizados para el manejo de las enfermedades
y plagas que atacan un cultivo. Estos bioplaguicidas no generan residuos téxicos, tampoco
favorecen el desarrollo de resistencia por parte de los fitéfagos y fitopatégenos y no
producen contaminacién ambiental por ser biodegradables y menos téxicos para el
ambiente (Yoon et al., 2013; Copping y Menn, 2000). Otros autores usan la palabra elicitor,
para referirse a componentes de origen bioldgico, derivados de plantas 0 microorganismos
e incluyen también algunas sustancias que pueden ser generadas sintéticamente y que

inducen un tipo de respuesta principalmente de resistencia (Walters et al., 2013).

Entre los bioplaguicidas mas ampliamente usados se encuentran especies del género
Trichoderma, los cuales son habitantes del suelo. El uso frecuente de este hongo se
relaciona con su capacidad antagdnica que implica mecanismos como micoparasitismo,
competicion, antibiosis, produccion de metabolitos inhibidores de crecimiento de
patégenos y promocion de crecimiento de la planta. Sin embargo, en los Ultimos afios se
ha incrementado su uso al demostrarse la capacidad de induccion de resistencia sobre
diversas especies de plantas cultivadas (Howell, 2003; Van Wees et al, 2008; Walters et
al, 2013; Sanchez et al., 2015). Se considera que Trichoderma spp., liberan al menos tres
tipos de elicitores que interactian con las plantas en el proceso de colonizacién: enzimas
o péptidos, proteinas Avr y oligosacaridos de bajo peso molecular que son secretados por
accion enzimatica sobre las paredes celulares del hongo o de las plantas (Woo et al.,
2006).
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Algunos de los elicitores de Trichoderma, reconocidos en su interaccioén con plantas, son:
una ET-inducing xylanase (Xyn2/Eix), celulasas, una proteina TasSwo (swollenin),
endopoligalacturonasa (ThPG1), alamecticina (ALA), peptaiboles y una proteina rica en
cisteina (Sm1l); los cuales activan vias de sefalizacion celular en la planta como
modulacién del calcio citosélico (Ca?*), produccion de ROS (Reactive Oxigen Species) y
activacion de sefializacion por MAPK. A través de esta sefalizacion, se activan vias
hormonales como AS, AJ y ET, que desencadenan la sintesis de PR (Proteinas
relacionadas con patogenicidad) y confieren resistencia a estrés de tipo bibtico o abiético
(Contreras-Cornejo et al., 2014; Mastouri et al., 2010).

Dentro de los enfoques que han tomado fuerza para ser usados en induccion de
resistencia, esta el uso de derivados de componentes de la pared celular de plantas, como
los oligogalacturénidos; moléculas proteinicas de patégenos como la flagelina, elicitinas
derivadas de oomicetes, y moléculas no proteinicas como lipopolisacaridos y quitosan
(Silva et al., 2018; Wiesel et al., 2014; Walters et al., 2013).

El quitosan es un polimero lineal presente en la naturaleza, en la pared celular fangica,
algunas algas verdes, levaduras, insectos y en crustaceos como derivado de la quitina. El
quitosan es la segunda fuente de carbono renovable mas abundante en el mundo después
de la lignocelulosa (Orzali et al., 2017). Este biopolimero posee actividad antimicrobiana,
la cual ha sido comprobada frente a diferentes hongos fitopatégenos (Tabla 2), mediante
varios mecanismos: (i) inhibicion de crecimiento micelial, (i) inhibicién de la esporulacion,
e (iii) inhibicién de la germinacién de conidios. Ademas, se ha demostrado su capacidad
reguladora de crecimiento en plantas, biodegradabilidad, biocompatibilidad y baja toxicidad
a humanos; por lo que se viene usando para areas como salud, nutricibn humana,

cosmetologia y agricultura, entre otras (Divya et al., 2018; Kumaraswamy et al., 2018).
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Tabla 1 Hongos fitopatdgenos que han sido evaluados frente a quitosan por su actividad
antimicrobiana

Microorganismo patégeno Mecanismo Referencia

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
Verticillium dahliae Inhibicion de N
crecimiento in vitro (Khiareddine y El-

i i i Mohamedy, 2015
Rhizoctonia solani Induccion de resistencia y )

Botrytis cinerea

Alternaria solani

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici

Inhibicion de
Gaeumannomyces graminis var. tritici crecimiento in vitro (Palma-Guerrero et
Pythium ultimum Inhibicién de la al., 2008)

- . erminacion in vitro
Verticillium dahliae 9

Didymella bryoniae
Fusarium graminearum
Fusarium oxysporum ihicié

Inhibicion de (Park et al., 2002)
Monosporascus canonballus crecimiento In vitro
Pythium irregulare

Rhizoctonia solani

Inhibicion de
Rhizopus stolonifer crecimiento, (Hernandez-Lauzardo
P esporulacion y et al., 2008)

germinacion in vitro

Inhibicion de (Ramos Berger et al.,

Colletotrichum spp. crecimiento in vitro 2018)

A nivel industrial, el quitosan es un derivado de la quitina extraida del exoesqueleto de los
crustaceos, a partir de la remocion &cida del carbonato de calcio (desmineralizacion),
generalmente por una reaccion exotérmica con HCI, seguida de la remocién de proteinas
por tratamientos alcalinos (Goy et al., 2009). Luego, la deacetilacion parcial de las

subunidades de N-acetil-glucosamina da lugar al quitosan (Figura 1).

La deacetilacién a nivel industrial se produce a partir de procesos de hidrélisis enzimatica
o alcalina (usando NaOH- 40/50%), que actia sobre los grupos acetamido de la cadena
polimérica y convierte la N-acetil-D-glucosamina en b-1,4-D-glucosamina (Orzali et al.,

2017). La deacetilaciéon casi nunca es completa, por lo que por definicion, se dice que
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cuando mas del 50% de las unidades monoméricas estan acetiladas (menor grado de
deacetilacion i DDA por sus siglas en inglés), el copolimero es quitina; pero cuando la
acetilacién es menor a 50%, se denomina quitosan (Tachaboonyakiat, 2016; Badawy y
Rabea, 2011; Rabea et al., 2003).

La eficacia en la actividad antifingica del quitosan es dependiente de sus propiedades
fisicas como la solubilidad y grado de deacetilacion, siendo mayor el control, a medida que
es mayor la deacetilacion (Park et al., 2002). El peso molecular es otro de los factores
determinantes en la actividad controladora de quitosan (Goy et al., 2009; Sekiguchi et al.,
1994), siendo variable entre microorganismos (Hernandez-Lauzardo et al., 2008; Li et al.,

2008).
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Figura 1. Estructura de las moléculas de quitina (arriba) y el quitosan (abajo) resultante
de la deacetilacién parcial de la quitina (Orzali et al., 2017).

El quitosan es insoluble en agua ya que es un polisacéarido policationico en condiciones de
pH neutral o basico y contiene grupos amino libres en el segundo carbono de las unidades
de acetil glucosamina (GkcN); pero generalmente se solubiliza en soluciones acuosas
acidificadas (2-3%), por la protonacion de los grupos amino que permite la formacién de
puentes de hidrogeno entre los grupos polares del quitosan y el agua (Badawy y Rabea,
2011).

El quitosan como parte de un programa de manejo integrado de enfermedades puede

inducir resistencia y generar un efecto en los procesos fisioldgicos desencadenados en la
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planta de tomate en presencia de Fol, cuya comprension es clave para el planteamiento
de estrategias de manejo. Por lo tanto, esta alternativa representa una forma de reduccién
del uso de plaguicidas de sintesis quimica y de potencializacién del sistema de defensa
innato de las plantas; posicionando a la fisiologia vegetal con una importancia de tipo
transversal, dentro de la investigacion interdisciplinar para fortalecer el desarrollo agricola
(Wiesel et al., 2014; Pastor et al., 2013; Pieterse et al., 2013; Van Wees et al., 2008;
Walters et al., 2005).

Para la caracterizacion de la respuesta fisiologica de la planta de tomate por el tratamiento
con los elicitores fungicos Trichoderma spp. y quitosan frente a Fusarium oxysporum, se
realizé el presente trabajo que se divide en tres secciones principales. En el primer
capitulo, se presenta la caracterizacién bioldégica y molecular de un aislamiento patogénico
y de alta virulencia de Fol proveniente de un cultivo productivo de tomate y se realiza una
breve aproximacion al estado del patégeno en el pais. En la segunda seccién del trabajo,
se determina la capacidad de reduccion de la enfermedad marchitez vascular en plantulas
de tomate, por parte de dos elicitores microbianos: Trichoderma spp. y chitosan, a través
de ensayos de seleccion, que permitieron identificar los mejores tratamientos para
favorecer la respuesta de la planta de tomate. Finalmente, la tercera parte del trabajo
ofrece una aproximacion a los mecanismos fisiologicos y moleculares que son
desencadenados por parte del tratamiento elicitor seleccionado previamente, en la

respuesta de defensa de plantas de tomate infectadas con Fol.



Objetivos

Objetivo general. Identificar un aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y
caracterizar la respuesta fisiolégica de plantas de tomate tratadas con los elicitores
fungicos Trichoderma spp. y quitosan como métodos alternativos de manejo de la

infeccion.

Objetivos especificos:

1 Identificar un aislamiento de F. oxysporum altamente virulento y caracterizado

molecularmente para realizar las inoculaciones en plantas de tomate.

1 Determinar la capacidad de reduccién de la severidad de la marchitez vascular
causada por F. oxysporum en el tratamiento con Trichoderma spp. y quitosan en

plantas de tomate.

1 Caracterizar parametros fisiolégicos en plantas de tomate infectadas con F.

oxysporum y tratadas con el mejor elicitor fungico evaluado.
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Resumen

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder y Hansen (Fol) es la forma especial
causante de la marchitez vascular que afecta Unicamente plantas de tomate. Con base en
sus genes efectores secretados en el xilema (SIX), se agrupa en razas que causan
enfermedad en diferentes genotipos de tomate. En Colombia alin no se conocen las razas
gue infectan los cultivos de tomate y su patogenicidad no ha sido bien estudiada. Para
obtener un aislamiento de Fol patogénico y caracterizado molecularmente, 119
aislamientos con caracteristicas morfolégicas de F. oxysporum se obtuvieron de plantas
de tomate expresando sintomas de marchitez vascular en cultivos comerciales de los
departamentos de Cundinamarca, Boyaca, Antioquia y Caldas. Se analizaron
genéticamente para su identificacion a nivel de raza, usando como marcadores, los genes
SIX que permiten discriminar entre las tres razas de Fol. En un analisis por PCR realizado
a todos los aislamientos; dos de ellos (UDCFOL10 y Fol59) resultaron positivos para la
presencia del gen SIX1, indicando que corresponden a Fol. Se realizé un andlisis por PCR
con el resto de los genes marcadores (SIX2 - SIX5) sobre estos dos aislamientos y las
secuencias resultantes de los amplificados indicaron que pertenecen a la raza 2. Se
comprobdé su patogenicidad sobre plantas de tomate de una variedad susceptible
alcanzando una incidencia y severidad de 100% y 94.5%, respectivamente.
Adicionalmente, se estandarizé un protocolo de infeccion replicable. Este estudio es el
primer reporte de la identificacion de Fol raza 2 afectando cultivos de tomate en Colombia

y presenta una prueba confiable de patogenicidad sobre plantas de tomate.

Palabras claves: genes SIX, razas de Fol, PCR, metodologia de infeccion.
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1.1 Estado del arte

1.1.1 Caracteristicas morfolégicas, ciclo de vida del patégeno y

sintomatologia de la enfermedad
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder y Hansen (Fol), es un hongo
habitante del suelo que afecta plantas de tomate en cualquier estado fenoldgico. Pertenece
al complejo de especies de F. oxysporum (Fusarium oxysporum species complex - FOSC
por sus siglas en inglés), las cuales pueden causar marchitez vascular en un amplio
namero de especies vegetales cultivadas (Dean et al., 2014). Fol se caracteriza por formar
los tres tipos de estructuras propagativas conocidas para las formas asexuales de
Fusarium: microconidas, macroconidias y clamidosporas (Leslie y Summerell, 2006;
Nelson, 1981).

Uno de los mecanismos de persistencia del patégeno en el suelo son las clamidosporas,
esporas de resistencia que pueden mantenerse latentes por varios afios, posiblemente por
accion fungistatica de otros microorganismos del suelo (Dean et al., 2014; Lockwood,
1977), y germinar ante el reconocimiento de azlcares y aminoacidos presentes en los
exudados de las plantas (McGovern, 2015), penetrando las raices a través de aberturas
naturales entre las células de la epidermis, puntos de crecimiento o a través de heridas
(Figura 1-1).

R 7
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o

Figura 1-1. Ciclo de la enfermedad marchitez vascular del tomate causada por Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Agrios, 2005).
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El hongo penetra directamente a través una hifa infectiva, usando enzimas que degradan
la pared celular, como poligalacturonasas (PGs), pectato liasas (PLs), xilanasas y
proteasas que pueden contribuir a la infeccion (Michielse y Rep, 2009; Di Pietro et al.,
2003;). En una primera fase bibtrofa, para la mayoria de los aislamientos, el patdgeno
atraviesa el espacio intra e intercelular de los tejidos corticales hasta el xilema por donde
asciende (Gordon, 2017; Lagopodi et al., 2002) comprometiendo el estado hidrico de la
planta (Michielse y Rep, 2009), causando amarillamiento, marchitez en las hojas y necrosis
en los haces vasculares y finalmente, muerte de las células circundantes (Di Pietro et al.,

2003; Nelson, 1981). Esto resulta en la expresion de la etapa necrotroéfica del patégeno.

Las estructuras sobrevivientes del hongo, pueden persistir sobre el tejido muerto de forma
saprofitica; sin embargo, su persistencia y viabilidad a través del tiempo esta sujeta tanto
a condiciones climéticas, como a la competencia y fungistasis ocasionada por otros
saprofitos y microorganismos habitantes del entorno (Lockwood, 1977). Tanto las macro y
microconidias de Fol, como las hifas del micelio son infectivas, constituyendo asi, la fuente
primaria de la infeccion que puede ser transmitida a través del suelo, aire 0 agua. La
esporulacién en el xilema provoca que el movimiento de la corriente de transpiracion
disemine las microconidias a través de los haces vasculares, donde las mismas pueden

germinar y a su vez producir mas microconidias (Gordon, 2017; Michielse y Rep, 2009).

1.1.2 Especificidad patogénicay virulencia de Fusarium
oxysporum
El complejo de especies F. oxysporum, comprende mas de 120 formas patogénicas
distribuidas por el mundo, afectando més de 130 especies de plantas de importancia
agronOmica, sin haberse registrado hasta el momento una forma sexual (Gordon, 2017;
Aoki et al, 2014). Las cepas patogénicas pueden ser agrupadas en formae speciales (ff.
spp.), en funcién de las especies de plantas que puede infectar (i.e. especificidad frente al
hospedero). La mayoria de las ff. spp. de F. oxysporum tienen un origen polifilético pero
convergen en puntos evolutivos (Ma et al., 2013; Fravel et al., 2003); e.g. F. oxysporum f.
sp. lycopersici (Fol), agrupa los aislamientos patogénicos especificos de plantas de tomate
(Houterman et al., 2007),

Fol se ha agrupado en tres razas, de acuerdo con su capacidad de infectar diferentes

cultivares que contienen ciertos genes de resistencia. Los genes SIX (Secreted In Xylem)
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de Fol son factores de virulencia que determinan la especificidad con el hospedero y
promueven el proceso de infeccion, ya que SIX1, SIX3 y SIX5 son requeridos para la
virulencia completa en el hospedero (de Sain y Rep, 2015). La mayoria de los genes SIX

de Fol se encuentran localizados en una region linaje especifica, concentrados en el

cromosoma 14, denominado:icr omos oma de [(Daanetgle20idk End&B8 o

se describiblaenf er medad de | a n ddassm,il886 citado gbedarrillb-o mat e o

Fasio et al., 2003) cuyo agente causal se determiné como Fusarium lycopersici. En 1940,
Bohn y Tucker describieron la resistencia al patbgeno por parte de un cultivar de tomate
(Solanum pimpinellifolium L.) mediada por el gen | (Immunity), y mas adelante, se
encontraron aislamientos del patégeno que no son reconocidos por el gen |, los cuales se
agruparon dentro de la raza 2 (Alexander y Tucker, 1945). Posteriormente, se descubrieron
accesiones de tomate conteniendo un gen I-2, capaz de generar resistencia a la raza 2 de
Fol (Alexander y Hoover, 1955). La raza 3, ha sido la ultima descrita, con la capacidad de
generar enfermedad en cultivares que contienen los genes | e I-2, para el cual también se

encontré un gen de resistencia I-3 en Solanum pennellii Corr (Grattidgey O 6 Br i e n.,

Fol tiene caracteristicas genéticas particulares que le confieren patogenicidad especifica
hacia el hospedero con el cual ha establecido una relacién gen por gen; donde los genes
SIX, pueden interactuar y ser reconocidos por los genes de resistencia | de algunos
cultivares de tomate (Ma et al., 2013). De acuerdo con esto, se conocen tres razas (R1, R2
y R3), diferenciadas por su virulencia en materiales que contienen genes de resistencia (I-
1, I-2 e I-3) que reconocen los Avrl (SIX4), Avr2 (SIX3) y Avr3 (SIX1), respectivamente
(van der Does et al., 2018; Carrillo-Fasio et al., 2003).

1.1.3 Mecanismos de virulencia de F. oxysporum

En la interaccion Fol i Tomate, algunos factores que contribuyen a la virulencia son
especificos, ya que se encuentran Unicamente en los aislamientos con virulencia
especifica hacia el hospedero y requieren de su interaccion para desencadenar la
enfermedad o la resistencia. Se han descrito los genes desde el SIX1 hasta el SIX14 y
todos sus productos han sido encontrados en el sistema vascular de plantas de tomate
infectadas, siendo en su mayoria especificos de Fol (van Dam et al., 2016). Estos genes
se encuentran en regiones del genoma ricas en elementos moviles y pueden ser
transferidos horizontalmente, permitiendo al patdgeno flexibilidad en la adaptacion en

caracteristicas tales como patogenicidad y virulencia (Ma et al., 2013; Ma et al., 2010).

1982)
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A SIX1: codifica la primera proteina de virulencia descrita para Fol siendo secretada
in vivo al interior de los haces vasculares de plantas de tomate. Es una proteina de menos
de 200 aminoécidos, rica en cisteinas, conocida también como Avr3 por ser reconocida
por la proteina I-3 de cultivares resistentes de tomate (de Sain y Rep, 2015). El gen SIX1
esta presente en todos los aislamientos de Fol, con capacidad de infectar plantas de
tomate y tiene una secuencia altamente conservada entre aislamientos por lo que su
pérdida podria llevar a una reducida virulencia (Rep, 2005; Rep et al., 2004). La presencia
de SIX1, correlaciona directamente con la patogenicidad de Fol en tomate, aunque la
presencia del gen por si solo, no confiere virulencia a aislamientos no patogénicos (Van
Der Does et al, 2008). Se han identificado dos transposones (TE) tipo Helitron
(transposones tipo Il: replicativos) en esta region, como en muchas otras de los
cromosomas asociados a la virulencia de F. oxysporum. Se presume que la alta frecuencia
de TEs se relaciona con su versatilidad y amplia capacidad de adaptacion a diferentes

ambientes y variacién poblacional (Biju et al., 2017; Hua-Van et al., 2000).

A SIX2: codifica una proteina de 23 kDa, con 8 cisteinas (Houterman et al., 2007).
Esta presente en todos los aislamientos con capacidad de causar marchitez vascular en
tomate (Van Der Does et al., 2008). A pesar de que se sospecha que la mayoria de
efectores SIX estan presentes Unicamente en Fol, se comprobé la presencia de genes
homologos a SIX2 en F. verticillioides, y en 15 aislamientos del complejo de especies de
F. fujikuroi; lo cual al contrario de lo que se ha demostrado para los demas genes SIX,
sugiere una trasferencia genética de tipo vertical, dada la abundancia en mimps
(transposones: miniature impala en inglés) y su homologia, lo que probablemente ocasion6
un intercambio genético de tipo horizontal entre especies, tal y como se demostr6 entre un
aislamiento patogénico y uno no patogénico de Fol (van Damy Rep, 2017; Ma et al., 2010;
Takken y Rep, 2010) .

A SIX3: codifica una proteina de aproximadamente 16 kDa, sin la cual el hongo pierde
su patogenicidad (Houterman et al., 2007; Rep et al., 2004). Corresponde a la proteina de
avirulencia Avr2, reconocida por los cultivares de tomate que poseen el gen I-2, que
desencadena la sefializacion y defensa por parte de la planta a los aislamientos de la raza
2 (Lievens et al., 2009). El SIX3 es imprescindible para la virulencia de Fol, por lo que, por

medio de cambios nucleotidicos en su secuencia, codificé para una proteina que no es
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reconocida por la proteina I-2, dando lugar a la emergencia de la raza 3 (Houterman et al.,
2009).

A SIX4: codifica una proteina que contiene 242 aminoacidos dentro de los cuales hay
seis cisteinas. Tiene también funcién de avirulencia (AVR1), ya que es requerido para la
resistencia en tomate mediada por los genes | e I-1 pero ademas suprime la resistencia
mediada por I-2 e I-3 (Houterman et al., 2008). Se ha encontrado que el gen SIX4 puede
ser prescindible por Fol y esa fue la manera en la que emergio la raza 2, de tal manera que
se evita el reconocimiento de las proteinas codificadas por los genes | en los cultivares

resistentes a la raza 1 (Houterman et al., 2008).

A SIX5: Codifica para la proteina SIX5 que tiene una masa molecular aparente de 12
kDa. Su secuencia es altamente conservada y es requerida para su virulencia sobre
plantas susceptibles de tomate (Houterman et al., 2007). Ademas, la deteccién de la
proteina SIX5 es requerida para desencadenar la resistencia en cultivares con el gen 1-2.
Esta condicion se relaciona con una interaccion existente entre SIX5 y Avr2, evidenciada
mediante la técnica de doble hibrido de levadura; ya que se ha comprobado que aunque
ambas secuencias comparten el mismo promotor bidireccional que contiene un mimp para
su expresion, la falta de expresién de uno no afecta la del otro, aunque si es necesaria la
interaccion proteica SIX5-Avr2, para facilitar su transito por los plasmodesmos, ya sea para
la distribucién sistémica del efector, o para el reconocimiento por parte de la proteina 1-2
en la planta de tomate (Cao et al., 2018; Cao, 2017; Ma et al., 2015; Schmidt et al., 2013).

1 SIX6 y SIX7: no son exclusivos de Fol, ya que genes homologos a estos dos fueron
encontrados en otras formas especiales diferentes, aunque en general se presume que
contribuyen con la virulencia con el hospedero. Ademas, se han descrito hasta el SIX14,
genes candidatos de efectores ubicados en el mismo cromosoma 14; sin embargo, sus
funciones y mecanismos aun no son claros (Vlaardingerbroek et al., 2016; Gawehns et al.,
2014; Schmidt et al., 2013; Lievens et al., 2009).

Existen ademas en Fusarium oxysporum otros mecanismos de virulencia que no implican
una interaccién con componentes especificos del hospedero y que pueden estar presentes

en otros patdgenos. Algunos de ellos estan descritos en la tabla 1-1.
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Tabla 1-1. Mecanismos generales que contribuyen en la virulencia de F. oxysorum frente

a tomate.

Molécula

Caracteristicas y mecanismos

F. oxysorum

Referencias

MAPK
(Mitogen
Activated

Protein

Kinase)

Proteinas G

Proteinas
con cajas-F
(F-box)

Acido
fusarico

Velvet
complex

Tomatinasa,

Morfogénesis, patogenicidad, formacion de la
hifa de penetracion, transcripcion pectato-liasa,
hidrofobicidad y colonizacién

Heterod?2 mer os (subuny
transduccién de sefales, cambios morfolégicos
y metabdlicos para el desarrollo de la
enfermedad, formacion de conidias,
termoresistencia.

Sitios de interaccion  proteina-proteina,
funciones metabdlicas, cambios de ciclo celular
y degradacion proteica (componente del
complejo ubiquitin-ligasa SCF Skp I, Cullin y F-
box protein), degradacion o activacion de
proteinas de patogenicidad.

Toxina no especifica, secretado en el xilema,
translocado a raices y hojas. Dafios a nivel
celular: hiperpolarizaciéon de membrana celular,
pérdida de electrolitos, disminucién en sintesis
de clorofilas, afectacion a  sistemas
antioxidantes, peroxidacién lipidica,
condensacion de la cromatina, fragmentacién
del ADN y muerte celular

Regulacion del metabolismo secundario,
diferenciacion, desarrollo y esporulacion
regulacion de expresion de genes de virulencia
en tomate, crecimiento hifal y conidiacion

Remueve un azlcar de la fraccion tetrasacarida
d e Hamatida para inactivarla y detoxificarla.

§ubunidades

Presente en

FOXG_11273,
FOXG_00016

y
FOXG_02050
(interactdan

Codificada por
el gen TOM1

(Di Pietro et al.,
2001; Lengeler et
al., 2000; Xu,

2000)

(Jain et al., 2003;
Jain et al., 2002)

(Kong et al., 2016;
Duyvesteijn et al.,
2005; Kipreos y
Pagano, 2000;).

(Lépez-Diaz et al.,
2017; Singh et al.,
2014; Jiao et al.,
2013; Samadi y
Behboodi, 2006).

(Gao et al., 2017,
Lépez-Berges et

al., 2013).

(Pareja-Jaime et
al., 2008; Di Pietro
et al., 2003).
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1.1.4 Identificacion de F. oxysporum f. sp. lycopersici y
discriminacion de otras formas especiales

La presencia o0 ausencia de los genes que codifican para las proteinas SIX y la variacion
en las secuencias dentro de estos genes, pueden ser utilizadas como marcadores
moleculares en la identificacion y diferenciacién de razas y otras ff. spp (Lievens et al.,
2009; Van Der Does et al., 2008). Los aislamientos de Fol raza 1, se caracterizan por la
presencia de Avrl (SIX4) en su genoma. En los aislamientos de la raza 2 y la raza 3, el
gen Avrl estd ausente. Para diferenciar las razas 2 y 3, se han reportado previamente
polimorfismos nucleotidicos en posiciones especificas dentro del gen Avr2, los cuales
estan presentes Unicamente en la raza 3 (Biju et al., 2017; Lievens et al., 2009). Por lo
tanto, en este trabajo que tiene entre sus objetivos, obtener un aislamiento de Fol
altamente virulento y caracterizarlo molecularmente para realizar las inoculaciones en
plantas de tomate, se utilizaron los genes SIX1 a SIX5. El grado de virulencia se corrobor6
mediante pruebas de patogenicidad en plantas de tomate.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Colecta y aislamiento de F. oxysporum en cultivos de
tomate
Se realizaron colectas de plantas de tomate con sintomas de marchitez vascular en cultivos
de Cundinamarca, Boyacd, Antioquia y Caldas, en 32 fincas de diferentes municipios. Cada
uno de los cultivos se recorrié en su totalidad, en busca de plantas expresando sintomas
de marchitez general, amarillamiento y necrosis vascular. Los detalles del muestreo se
muestran en el Anexo 1. Las plantas se transportaron en neveras de poliestireno y se
llevaron al laboratorio de Microbiologia Agricola de AGROSAVIA. Los tejidos se
desinfectaron superficialmente con el protocolo descrito en el anexo 1; se sembraron y se
purificaron en medio de cultivo PDA e incubaron 25 °C +£2. Posteriormente se obtuvieron
cultivos monosporicos usando la técnica de diluciones sucesivas (Anexo 1). Los
aislamientos obtenidos se conservaron a largo plazo usando papel filtro (almacenados a -
20 °C) y una solucion de glicerol al 30% (almacenados a -80 °C). Adicionalmente, se
incluyé el aislamiento Fu040 del banco de germoplasma de la Corporacion Colombiana de
Investigacion Agropecuaria (AGROSAVIA) y diez aislamientos provenientes del

departamento de Caldas provistos por el grupo GIPPA (Grupo de Investigacion de
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Proyeccion y Produccion Agropecuaria) liderado por el profesor Nelson Ceballos

(Universidad de Caldas, Colombia).

1.2.2 Caracterizacion morfoldgica de F. oxysporum

Para la caracterizacion morfolégica, los aislamientos fungicos se sembraron en medio de
cultivo Agar Hoja de Clavel (CLA) (Nelson, 1981) y se incubaron a 25 °C + 2 por cinco dias
para la observacion de micro y macro conidias y diez dias para la observacién de
clamidosporas. Las estructuras propagativas se observaron usando un microscopio 6ptico
(Olympus CX31) y la longitud de las estructuras identificadas se midié por medio del
software Zen 2 blue Edition® y se describieron de acuerdo con rangos especificos de
tamanio para cada estructura como lo reportan Leslie y Summerell (2006). Se realizaron 25
mediciones de cada una de las tres estructuras de propagacion, microconidias,
macroconidas y clamidosporas presentes en cada aislamiento y se promediaron por

estructura y por aislamiento.

1.2.3 Caracterizacion molecular de F. oxysporum

Para la extraccion de ADN del hongo se tomaron 100 mg de micelio proveniente de un
cultivo de 7 dias en PDA, siguiendo el protocolo CTAB (Griffith y Shaw, 1998), ligeramente
modificado (descrito en el Anexo 2). La cantidad y calidad de ADN fue verificada mediante
un espectrofotémetro NanoDrop-ND-1000 (Thermo Scientific) y por electroforesis en gel
de agarosa al 1%.

Las muestras de ADN se usaron para realizar una reaccién en cadena de la polimerasa,
PCR, usando los cebadores o primers descritos en la tabla 1-2 (Ma et al., 2010; Hirano y
Lievens et al., 2009; Arie, 2006) amplificando regiones de diferentes genes efectores SIX,
lo que permite discriminar entre formas especiales y razas de F. oxysporum (Anexo 3). Las
reacciones se observaron en un gel de agarosa al 1,4%, usando un fotodocumentador de

electroforesis (Biorad®).



12 Identificacién de un aislamiento de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y respuesta
fisiol6gica en tomate durante la infeccién frente a dos elicitores flngicos

Tabla 1-2. Primers usados para la identificacion de aislamientos de Fusarium oxysporum

Nombre Secuencia Fuente
Uni F ATCATCTTGTGCCAACTTCAG ) )
i Hirano y Arie, (2006)
Uni R GTTTGTGATCTTTGAGTTGCCA
P12-F2B GTATCCCTCCGGATTTTGAGC
SIX1 (Van Der Does et al., 2008)
P12-R1 AATAGAGCCTGCAAAGCATG
SIX2-F2 CAACGCCGTTTGAATAAGCA
SIX2 (Van Der Does et al., 2008)
SIX2-R2 TCTATCCGCTTTCTTCTCTC
SIX3-F1 CCAGCCAGAAGGCCAGTTT
SIX3 (Van Der Does et al., 2008)
SIX3-R2 GGCAATTAACCACTCTGCC
SIX3-G121A-F2 ACGGGGTAACCCATATTGCA
SIX3-G134A-F2 TTGCGTGTTTCCCGGCCA SIX3 (Lievens et al., 2009)
SIX3-G137C-F1 GCGTGTTTCCCGGCCGCCC
SIX4-F1 TCAGGCTTCACTTAGCATAC
SIX4 (Van Der Does et al., 2008)
SIX4-R1 GCCGACCGAAAAACCCTAA
SIX5-F1 ACACGCTCTACTACTCTTCA )
SIX5 (Lievens et al., 2009)
SIX5-R1 GAAAACCTCAACGCGGCAAA

Como control positivo se usd ADN de tres aislamientos de referencia pertenecientes a cada
una de las razas: Fol004 (raza 1); Fol007 (raza 2) y Fol3 (raza 3) proporcionados
amablemente por el profesor David Jones de la escuela de Investigacion en Biologia en

Australian National University (http://biology.anu.edu.au/people/david-jones).

Todos los amplicones obtenidos se secuenciaron usando la técnica Sanger en un equipo
de electroforesis capilar ABI 3500 (Applied Biosystems 3500 - Hitachi®). Ademas, para
confirmar la identidad de los aislamientos, la secuencia de los fragmentos obtenidos por
PCR del gen SIX3 se analizaron para determinar la presencia de SNPs (Single Nucleotide
Polymorphism) especificos que permiten diferenciar entre Fol raza 2 y 3 (Lievens et al.,
2009) comparandolos con los ADN de referencia (Cepas FOL-MM10, 5397 e IPO3)
sequence type (genotipos de las raza 3 que presentan diferentes SNPs) de la raza 3,
proporcionados amablemente por el Dr. Martijn Rep de la Universidad de Amsterdam

(http://www.uva.nl/profiel/r/e/m.rep/m.rep.html) y con las secuencias de SIX3 anotadas en

el Genbank.


http://biology.anu.edu.au/people/david-jones
http://www.uva.nl/profiel/r/e/m.rep/m.rep.html
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1.2.4 Pruebas de patogenicidad de los aislamientos de F.
oxysporum

Ajuste de un protocolo de patogenicidad y evaluacion de la virulencia de Fol sobre plantas

de tomate. Con el fin de llevar a cabo un bioensayo para evaluar la patogenicidad de los
aislamientos de Fol in vivo sobre plantulas de tomate, se ajusté un protocolo a partir de
diferentes modificaciones realizadas sobre las metodologias de Rongai et al. (2017) y van
Dam et al. (2016). Semillas de tomate variedad Santa Cruz Kada, susceptibles a Fol, fueron
desinfectadas superficialmente y sembradas en semilleros sobre sustrato turba estéril. Los
semilleros se mantuvieron en condiciones controladas y se regaron diariamente. Quince
dias después de la siembra (dds), las plantulas se retiraron del sustrato y se inocularon
comparando los siguientes métodos: (i) inmersion de raiz en una suspensién de 5 x 10°
con.mL? durante 15 minutos (IR); (ii) aplicacion de 40 mL de la suspension al suelo del
aislamiento mas virulento de la coleccion (SS) (Modificado de: Jelinski et al., 2017). (iii)
combinaciéon de ambos tratamientos (IR+SS), y (iv) plantas tratadas con agua estéril
(testigo absoluto). El inéculo usado provino de cultivos en caja Petri crecidos en PDA
suplementado con extracto de planta de tomate (6 g de tejido macerado en 1 L de cultivo).

Las plantas se trasplantaron a suelo estéril en recipientes plasticos de 16 oz de capacidad
y un grupo de plantas se mantuvo en invernadero, mientras que el otro grupo se ubicé en
un cuarto de crecimiento bajo condiciones controladas a una temperatura de 30/20 °C
dia/noche, una humedad relativa de 54% y fotoperiodo de 12 horas. Se realiz6 seguimiento
de los sintomas para ajustar una escala de severidad modificada a partir de las escalas

citadas en la tabla 1-3.

Los ensayos se establecieron en un arreglo de Bloques Completos al Azar, con dos
réplicas en el tiempo (réplicas biolégicas). El riego en las plantas se realizé con el método
gravimétrico, manteniendo el suelo a capacidad de campo, con un porcentaje de humedad
de 70% con respecto a su peso seco. La fertilizacion se realiz6 de acuerdo con las
recomendaciones generadas a partir de un analisis quimico de suelos (Anexo 7). Cada
ensayo conté con cuatro réplicas técnicas y una unidad experimental de 5 plantas. Se
evalud incidencia entendida como el porcentaje de plantas enfermas con respecto al total
de las plantas evaluadas y el porcentaje del indice de severidad de la enfermedad, de

acuerdo con la siguiente ecuacién (Chiang et al., 2017):
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Ademas, se determiné el &rea bajo la curva del progreso de la enfermedad, usando la

siguiente ecuacion:

o

ooouvO ——27z 0

G

Donde Y es el % de la enfermedad (incidencia o severidad segun sea el caso) y t el tiempo

en dias transcurrido (Pedroza y Samaniego, 2009).

Tabla 1-3. Escalas de severidad usadas para medir el avance de la enfermedad en

diferentes tejidos de plantas de tomate, para el ajuste de una prueba de patogenicidad.

Sintomas en raiz (Cakir et al.,
2014)

Sintomas en tallo
(Akhter et al., 2015)

Sintomas en parte aérea
(Rongai et al., 2017)

0 Plantasana

Pudricién suave en la raiz
(< 10%)

Lesiones oscuras en el 25%
de las raices

50% de la raiz infectada.
3 Necrosis severa en la raiz
principal

75% de la raiz infectada.

Lesiones en la corona y

marchitez de las hojas

viejas

100% de la raiz infectada.

5 Marchitez y muerte de las
hojas basales.

Planta sana
17 5% necrosis
vascular

571 15% necrosis en el
tejido vascular

157 35% necrosis en el
tejido vascular

3571 67.5% necrosis en
el tejido vascular

67.57 100% necrosis
en el tejido vascular

Planta sana

Amarillamiento en las hojas
basales

Amarillamiento de las hojas
basales y tercio medio y
marchitez en una o dos hojas

Amarillamiento severo en las
hojas. 50% de las hojas
marchitas y crecimiento inhibido.

Sintomas generalizados,
amarillamiento en toda la planta,
raiz principal necrosada,
necrosis vascular.

Planta muerta

Evaluacion del progreso de la enfermedad marchitez vascular sobre plantas de tomate de

diferentes edades. Una vez determinado un método 6ptimo de inoculacion, se evaluaron

diferentes edades de la planta en etapa de trasplante con el fin de hacer seguimiento a los
sintomas asociados a la expresion de la enfermedad en cada momento de la planta.

Usando el protocolo seleccionado se inocularon plantulas de 15 dds (cotiledones
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desplegados y dos hojas verdaderas emergiendo), 25 dds (dos hojas verdaderas
completamente desplegadas y segundo par emergiendo) y 30 dds (cuatro hojas
verdaderas desplegadas) y se evaluaron las mismas variables mencionadas en el proceso
de ajuste. El protocolo y estado de desarrollo seleccionados se usaron en los ensayos

posteriores para la evaluacion de la enfermedad frente a los elicitores.

Analisis de datos. Los datos fueron analizados usando el paquete Statistix 8.0 para

determinar la homogeneidad de varianzas de Barlett y comparacion de medias de Tukey
o0 prueba no paramétrica Kruskal-Walisc on una signifi.cancia (U) de
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1.3 Resultados y discusidn

1.3.1 Colecta y aislamiento de Fusarium

En total, se conformd una colecciéon de 119 aislamientos de Fusarium a partir de los
muestreos realizados en 32 fincas en 16 localidades de los departamentos de
Cundinamarca, Boyacd, Antioquia y Caldas, sumados a los aislamientos suministrados por

parte del grupo de investigacion GIPPA de la Universidad de Caldas (Figura 1-2).

Palestinacl, | A TR0 e
C Chinching | 0 ‘"*>/
i i Avilla Maria
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-
1%3 Medellin
hs

© Muestras de Fusarium 5p.

Figura 1-2. Zonas de colecta de aislamientos de F. oxysporum en cultivos de tomate bajo
invernadero. A) Municipios de Caqueza y Quetame i Cundinamarca; B) Municipios de
Santa Sofia, Villa de Leiva, Sutamarchan y Raquira i Boyaca; C) Manizales, Palestina,
Chinchina, Villamaria i Caldas; D) Medellin, El pefiol, Urrao i Antioquia.

Todos los aislamientos provienen de 15 cultivares diferentes de tomate, exhibiendo

sintomas tipicos de marchitez y amarillamiento en hojas y necrosis en el tejido vascular.
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Las muestras se colectaron de cultivos en diferentes estados fenolégicos: desde inicio de

floracion hasta final de cosecha (Figura 1-3).

Figura 1-3. Plantas de tomate con sintomas tipicos de Fusarium oxysporum. A-B)
amarillamiento, reduccién de crecimiento y marchitez y C-F) necrosis vascular. Las flechas
rojas indican los puntos sintomaticos en la planta. Fotografias tomadas por el grupo de
Microbiologia Agricola de AGROSAVIA.

El 16% de los aislamientos fueron obtenidos del hibrido comercial de tomate milano
Nicolas, el 12,6% se obtuvo del hibrido de tomate chonto Libertador y chonto Aslam, 11,8%

de chonto Roble y 10,1% provino de chonto Torrano. La mayoria de los materiales de los
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cuales se aislaron los hongos, reportan resistencia a por lo menos dos de las razas

patogénicas de Fol (Tabla 1-4).

Tabla 1-4. Descripcién de cultivares de tomate colectados en las zonas productoras
visitadas, para la obtencién de aislamientos de F. oxysporum.

Cultivar Muestras Distribuidor Resistencia Origen (Municipio)
Cherry Tropical 10 Nunhems FolR1yR2 Rionegro
Chonto Aslam 15 Arroyave Fol R1, R2y Villa de Leiva, El Pefiol,
R3 Urrao
Chonto Bicentenario 1 Semillas Saenz FolR1yR2  El Pefiol
Impuslores
Chonto Calima 4 internacionales FolR1yR2  Chinchina
S.A.S
Chonto Ciénaga 1 Seminis FolR1yR2 Palestina
Chonto Conquistador 2 Sakata FolR1yR2 Santa Sofia
Chonto Gem 604 2 Agroindustrial 0\ b1 v Ro Bl Pefiol
de Semillas
Caqueza, Villa de Leiva,
Chonto Libertador 15 Sakata FolR1yR2 Sutamarchan, Santa
Sofia, Fémeque
Chonto Monterone 2 Agroseeds Fol R2 Santa Sofia
Villa de Leiva, Urrao,
Chonto Roble 14 Dupont E03| RL,R2y Fémeque, Palestina,
Villamaria
Chonto Santa Clara 1 Impulsemillas No reporta Mosquera
Chonto Torrano 12 Seminis FolR1yR2 Urrao, El Pefiol
Chonto Venanzio 5 Agroseeds No reportado Urrao, Manizales
Injerto Armada 2 Takii seed FolR1yR2  Chinchina
Carguero
Milano Nicolas 19 Feltrin FolR1y R2 Caqueza, ,Que'Eame,
Santa Sofia, Fomeque
No determinados 14 San Vicente, Guarne
Total 119

1.3.2 Caracterizacion morfoldgica

Los analisis morfoldgicos revelaron caracteristicas tipicas de F. oxysporum para todos los
119 aislamientos obtenidos; con base en la morfologia de colonia a nivel macroscépico los

aislamientos presentaron caracteristicas altamente heterogéneas (Figura 1-5 D-F):
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coloraciones en PDA que variaron entre rosa claro y violeta oscuro, y formacién densa o
dispersa de micelio, hecho que es comun encontrar en aislamientos de poblaciones
naturales de F. oxysporum (Manikandan et al., 2018; Nirmaladevi et al., 2016). Algunos de
ellos presentaron crecimiento pionotal, lo que se considera una degeneracién del cultivo,
con coloraciones crema-amarillentas, apariencia cremosa y baja produccion de micelio
aéreo. Leslie y Summerell (2006) reportan que este crecimiento puede ocasionarse por los
pases sucesivos realizados en el proceso de purificacion usando medios de cultivo ricos
en carbohidratos como el PDA, aunque los mecanismos que regulan estos cambios aun
no se encuentran bien dilucidados. Al observar las estructuras en el microscopio 6ptico
especificamente de estos asilamientos, se encontré una alta producciéon de macroconidias

lo que es propio de este tipo de colonias como lo describieron Nelson et al., (1983).

Cuando los aislamientos se crecieron en medio de cultivo CLA, a nivel microscépico se
observaron las estructuras de propagacién con caracteristicas claves como microconidias
agrupadas en falsas cabezas, que se forman sobre monofidlides cortas; macroconidias
formadas sobre esporodoquios con conidiéforos simples y cortos; y clamidosporas simples

0 en pares, formadas en hifas de forma intercalar o terminal (Figura 1-4).
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Figura 1-4. Estructuras propagativas de Fol producidas en medio de cultivo CLA
observadas por microscopia O6ptica. A-B) grupos de falsas cabezas (10X); C-D)
macroconidias (10x y 100X respectivamente); E y F) clamidosporas (40X Y 10X
respectivamente). Fotografias tomadas por el grupo de Microbiologia Agricola de
AGROSAVIA.
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Los tamafos de microconidias variaron entre 6.14 7 9.75 um, las macroconidias midieron
entre 18.7 17 48.9 umy las clamidosporas presentaron un diametro de 7.51 8.4 um (Figura
1-5 A-C).

Figura 1-5. Andlisis morfolégico de F. oxysporum. A) Tamafio de las microconidias; B)
macroconidias y C) clamidosporas, usando el software Zen blue (Zeiss®). Morfologia de
colonia de aislamientos de F. oxysporum a los 7 dds en cultivo PDA a 25 °C +2: D) cultivo
pionotal; E) cultivo con alta velocidad de crecimiento, abundante micelio y coloracién rosa;
F) colonia con micelio disperso, color pUrpura oscuro y lenta velocidad de crecimiento.

Estas claves son determinantes para la diferenciacién morfolégica de F. oxysporum de
otras especies de Fusarium, segun los manuales (Manikandan et al., 2018; Nelson et al.,
1983; Leslie y Summerell, 2006). Con esto se puede confirmar que los aislamientos de
Fusarium obtenidos durante las colectas corresponden por sus caracteristicas

morfolégicas a F. oxysporum.

1.3.3 Identificacion de formas especiales de F. oxysporum y
razas de Fol
De los 119 aislamientos, 104 amplificaron un fragmento entre 670 a 672 pares de bases
(pb) de una regién del gen pgl de F. oxysporum que codifica la endo-poligalacturonasa
pgl (Hirano y Arie, 2006), lo cual confirma a nivel molecular, que los aislamientos
colectados se encuentran dentro de la especie F. oxysporum y que no corresponden a

otras especies como F. solani.
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Después de haber optimizado un protocolo de PCR para amplificar cada uno de los genes
SIX usando los ADNs de referencia mencionados en el numeral 1.2.3., se realiz6 la
amplificacibn por PCR del fragmento del gen SIX1 sobre los 104 aislamientos que
amplificaron anteriormente. EIl gen SIX1 codifica la proteina Avr3 que esti presente en

todos los aislamientos de F. oxysporum f.sp. lycopersici (van der Does y Rep, 2007).

Unicamente dos aislamientos (Fol59 aislado por AGROSAVIA y UDCFOL10 suministrado
por el grupo GIPPA), amplificaron el fragmento de 992 pb correspondiente a SIX1 (Anexos
4y 5), por lo cual los siguientes analisis por PCR con los genes SIX2, SIX3, SIX4 y SIX5,
fueron realizados sobre estos dos aislamientos ya que estos genes permiten diferenciar a
Fol de otras formas especiales (Figura 1-6). Ninguno de los dos aislamientos (Fol59 y
UDCFOL10) amplific6 el marcador SIX4 (967 pb), cuya presencia permite identificar
aislamientos de la raza 1. Los demas genes probados amplificaron bandas en los tamafios
esperados SIX2 (749 pb), SIX3 (608 pb), SIX5 (667 pb); lo cual indica claramente que los
aislamientos colombianos aislados en este estudio no corresponden a Fol raza 1, sino que
pertenecen a la raza 2 o raza 3, ya que la ausencia de SIX4 es el mecanismo por el cual
surgié la raza 2 a través de la evasion del reconocimiento de Avrl por parte del receptor I,
presente en los cultivares resistentes (Kashiwa et al., 2016; Inami et al., 2012; Houterman
et al., 2008).

Caddigo en gel Nombre aislamiento Gen amplificado Tamafio del amplicén
94 Fol59 S1 (SIX1) 992 pb
105 UDCFOL10 S2 (SIX2) 749 pb
R1 Fol004 (razal) S3 (SIX3) 608 pb
R2 Fol007 (raza 2) S4 (SIX4) 967 pb
R3 Fol3 (raza 3) S5 (SIX5) 667 pb
B Blanco $3-134 (SIX3-134) 414 pb

Figura 1-6. Electroforesis en gel de agarosa con bandas del tamafio esperado, a partir de
la amplificaciébn de cada uno de los marcadores de virulencia SIX que permiten la
identificacion de Fol y la identificacién de razas.



































































































































































































































































































