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de peso molecular de 400 pares de bases (PB-L, “Productos Bio-
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resumen de los patrones polimérficos de la  Fig.

Dendograma que muestra la relaciéon entre 51 aislamientos de F.
oxysporum aislados desde ajo y cebolla utilizando el método de
UPGMA (o encadenamiento promedio) y el coeficiente Simple
Matching (o de concordancia simple). 'Indica el hospedero ¢ =
Cebolla Y @ = @J0. ..ot e
Patrones de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de
secuencias repetitivas intergénicas consenso (ERIC) de 16
aislamientos de F. proliferatum obtenidos de ajo (letras de color gris)
y cebolla (letras de color blanco). La linea 400pb indica el marcador
de peso molecular de 400 pares de bases (PB-L, “Productos Bio-
LOGICOS S, H. )i e e e
. Dendograma que muestra la relacion entre 16 aislamientos de F.
proliferatum aislados desde ajo y cebolla utilizando el método de
UPGMA (o encadenamiento promedio} y el coeficiente Simple
Matching (0 de concordancia simple). 'Indica el hospedero ¢ =
Cebolla ¥ A = AJ0. . i e e
Patrones de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de
secuencias repetitivas intergénicas consenso (ERIC) de 7
aislamientos de F. verticillioides (Fv) en las calles 1 ala 7 y de F.
solani (Fs) en las calles 8 a la 12 obtenidos de ajo (letras de color
gris) y cebolla (letras de color blanco). La linea 400pb indica el
marcador de peso molecular de 400 pares de bases (PB-L,
“Productos Bio-LAgicos S. H."}...oovii i
Dendograma de relacién entre 7 aislamientos de F. verticillicides
utilizando UPGMA y el coeficiente de concordancia simple. 'Indica el
hospederoc=cebollaya=ajo.......c.cooovimiiiiiii
Dendograma de relacién ente aislamientos de F. sofani obtenidos
desde cebolla, empleando el método UPGMA y el coeficiente de
concordancia SIMPIe..........cooiiii vt e
Patrones de bandas tipo de todos los aislamientos de F.oxysporum
(Fo), F. proliferatum (Fp), F. verticillicides (Fv), F. solani (Fs), F.
compactum (Fc) y Fusarium sp. (Fsp.), obtenidos de ajos y cebollas
generados por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de
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Figura 33.

secuencias repetitivas intergénicas consenso (ERIC). La linea 400pb
indica el marcador de pesc molecular de 400 pares de bases (PB-L,
“Productos Bio-LoGIicos S, H. ™) viviiiii i e e e e

Dendograma que muestra la relacién entre aislamientos distintivos de
Fusarium spp. obtenidos desde ajo y cebolla utilizando el método de
UPGMA (o encadenamiento promedio) y el coeficiente Simple
Matching (o de concordancia simple).a.- Fo, F. oxysporum, Fv, F.
verticillioides; Fp, F. proliferatum; Fs, F. solani ; Fc, F. compactum ;
Fo FUSARLM SP.). oo e e re e e
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Lista de abreviaturas

GCV: Grupos de Compatibilidad Vegetativa

Foc: Fusarium oxysporum f. sp. cepae

het: incompatibilidad heterocarionte

vic: incompatibilidad vegetativa

nit: incapaz de utilizar nitratos

nit1: mutacion en el locus locus estructural de la nitrato reductasa
nit3: mutacién en el locus que regula la via especifica de la asimilacion del
nitrato

NitM: mutacidn en el loci que afecta la unién del molibdeno

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

RAPD: Polimorfismo del ADN amplificado al azar

AFLP: Polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados
ERIC: Iniciadores correspondientes a secuencias repetitivas inter génicas
consenso de entero bacterias

REP: Elementos repetitivos palindromicos extragénicos

APD: Agar Papa Dextrosado

ADE: Agua destilada estéril

AA: Agar Agua

LJC: Laboratorio de Patologia José Crnko

AHC: Agar Hoja Clavel

OP: Oxido de Propileno

CPD: Caldo de Papa Dextrosado

IS: indice de severidad

VP: Volumen de pudricién

PDC: Papa Dextrosa Clorato

MMC: Medio Minimo Clorato

MM: Medio Minimo

MN: Medio Nitrato

MB: Medio Basico

MH: Medio Hypoxanthina
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Morfologia, grupos de compatibilidad vegetativa, patogenicidad y patrones

moleculares de Fusarium spp. aislados de ajo y cebolla

RESUMEN

La podredumbre basal que afecta cebolla y ajo es una enfermedad importante en
las zonas productoras de Argentina. F. oxysporum f. sp. cepae se cita como el
principal agente causal pero otras especies de Fusarium también producen esta
enfermedad.

Ochenta y un aislamientos de Fusarium spp. provenientes de localidades
productoras de las provincias de Mendoza, San Juan, Buenos Aires y Rio Negro se
caracterizaron por macro y micromorfologia sobre los medios APD y AHC. Cincuenta y
un aislamientos se identificaron como F. oxysporum, 16 como F. proliferatum, ¥ como
F. verticillioides, 5 como F. solani, unc como F. compactum y uno como Fusarium sp.
F. oxysporum fue la especie mas frecuentemente aislada tanto en cebolla come en
ajo. Se determind que la tasa de crecimiento diario de las colonias en APD fue
significativamente diferente entre aislamientos, siendo el promedio de la tasa de los
aislamientos de cebolla significativamente mayor que el de los de ajo. Se establecié
ademas, una amplia variabilidad entre aislamientos y entre especies.

Con 48 aislamientos de cebolla se comprobé la patogenicidad a través de la
inoculacién artificial de raices de cebolla con suspensiones de 107 conidios/mL. Estos
ensayos evidenciaron variabilidad significativa entre aislamientos y especies. La
patogenicidad de 21 aislamientos de ajo se probd en plantas por inmersién de raices
con suspensiones de 107 conidios/mL y en dientes por inoculaciéon en una herida con
una suspensién de 5 x 10° conidios/mL. Se hallé variabilidad entre aislamientos pero
no entre especies y se determind una asociacion significativa entre los dos metodos
empleados. F. oxysporum, F. proliferatum, F. verticilfioides, F. solani, F.compactum y
Fusarium sp. resultaron patégenos en cebolla mientras que F. oxysporum, F.
verticillioides y F. profiferatum ademas lo fueron tanto en plantas como en bulbos de
ajo.

Se realizaron pruebas de complementacion de mutantes auxotréficos de F.
oxysporum obtenidos en PDC y MMC. Como resultado de este estudio se determiné
que 28 aislamientos pertenecieron a 7 grupos de compatibilidad vegetativa (GCV), el
resto fue miembro de un tnico GCV. Ademas 5 aislamientos fueron auto-

incompatibles. Estos resultados indican que F. oxysporum cofresponde a la forma
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especial cepae aunque con gran variabilidad entre aislamientos. No se encontré
asociacion entre el GCV con el origen, ni con el nivel de patogenicidad del aislamiento.

Por la técnica de ERIC-PCR se generaron patrones de bandas polimérficos en
todas las especies de Fusarium. Esta técnica detectd variabilidad genética dentro de
las especies de manera eficiente, pero no fue util para diferenciar especies. El alto
grado de diversidad observado con ERIC-PCR en F. oxysporum coincidid con los
resultados obtenidos por la técnica de GCV. F. verticillioides exhibié la mayor
variabilidad genética en cambio F. proliferatum manifesté baja variabilidad.
Independientemente del origen tres aislamientos de F. solani tuvieron el mismo patrén
de bandas,

Este trabajo representa la primer referencia en Argentina, de F. verticillioides como
agente causal de podredumbre basal de cebolla en San Juan y de ajo en Mendoza.

También se cita a F. compactum en cebolla, en Rio Negro.

Palabras clave: podredumbre basal, F. oxysporum, F. proliferatum, F. verticillioides,
ERIC-PCR.
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Morphology, vegetative compatibility groups, pathogenicity and molecular

fingerprinting of Fusarium isolate from onion and garlic
ABSTRACT

Basal rot that affect both onion and garlic, is an important disease from different
growing areas of Argentina. F. oxysporum f. sp. cepae was cited like the principal
agent causal but other species of Fusarium are know producing this disease too.

Eighty one isolations of Fusarium coming from Mendoza, San Juan, Buenos Aires
and Rio Negro, were characterized by macro and micro morphology on PDA and CLA.
Fifty one isolates were identified as F. oxysporum, 16 as F proliferatum, 7 as F.
verticillioides, 5 as F. solani, one as F. compactum and one Fusarium sp. F. oxysporum
was the one most frequently isolated as the causal agent for basal rot in onion and
garlic. Diary growth rate were determined on PDA and differences were found among
isolates, the average growth rate of isclates from onion was significantly greater than
those from garlic. high variability was determined between the isolates and among
species.

Pathogenicity was verified trough inoculations of root of onion plant through 48
isolates from that vegetable were soaked in a suspension of 107 conidia per millifiter.
This test proved variability between isolations and species. The pathogenicity of 21
isolates from garlic was tested by soaked of the root from garlic with a suspension of
107 conidia per milliliter and in injured garlic cloves by inoculation with suspension of 5
x 10° conidia per milliliter. Variability was found among isclates but not by species.
Furthermore a significant association was determined testing the pathogenicity of the
isolates on garlic plants and cloves. F. oxysporum, F. proliferatum, F. verticillioides, F.
solani, F.compactum and Fusarium sp. were pathogen on onion whereas F.
oxysporum, F. verticillioides and F. proliferatum showed pathogenicity on garlic plants
and bulbs.

By means of auxotrophic mutants from F. oxysporum obtained on PDC and MMC,
complementation test were made. It was determined that 28 isolates belonged to 7
VCG, meanwhile the remaining isolates were single member of a group. Moreover 5
isolates were self-incompatible. These result showed that F. oxysporum can belong to
a special form cepae even though a substantial amount of variations among isolates.

Association between VCG by source or by pathogenicity level was not found.
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Polymorphic patterns of band from each isolates were generated by ERI-PCR in all
Fusarium species. This technique was enable to assess variability in the species, but
not was helpful among them. A diversity degree was found by ERIC-PCR in F.
oxysporum the results was the same that were obtain by VCG. F. verticillioides showed
high genetic variability by ERIC-PCR technique it was opposite with F. profiferatum that
sowed tow variability. Independently about the origin three isolates of F. sofani from
Mendoza, San Juan and Buenos Aires have got the same pattern of bands.

Finally, it was reported at first time in Argentina, that F. verticillioides caused basal
rot on onion from San Juan and on garlic from Mendoza and too for F. compacfum on

onion from Rio Negro.

Key words: Fusarium basal rot, F. oxysporum, F. proliferatum, F. verticillioides,
ERIC-PCR



INTRODUCION

El género de hongos Fusarium Link ex Fr. causa podredumbres de color rosadas y
amarillas sobre especies horticolas y ornamentales, especialmente en raices,
tubérculos y bulbos. La contaminacién de los 6rganos ocurre en el campo antes o
durante la cosecha. Sin embargo la infeccién puede desarrollarse en el campo ¢ en el
almacenaje (Agrios, 2005). La podredumbre basai de cebolla ocasionada por distintas
especies de Fusarium se ha convertido en una enfermedad limitante de la produccién,
en distintas zonas de Cuyo (Valdez et al., 2004) y en el sur de Buenos Aires (Kierhr;
Delhey, 2005). En la poscosecha de ajo este género de hongos también afectd los
bulbos (Vigliola; Calot, 1982) depreciando la calidad del producto para la exportacion.

Fusarium oxysporum Schlecht. ocasiona graves pérdidas econdmicas en un amplio
rango de especies vegetales (Bosland, 1988). Ataca cultivos de aliaceas, produciendo
los mayores dafios en almacigos de cebolla causando el “damping-off’ y la pudricidn
del disco. Ademas afecta al ajo en almacenamiento, provocando la mancha herrumbre
(Schwartz; Mchan 1995). F. proliferatum también ha sido citado por Mohan et af.
(1997) como agente causal de podredumbre en bulbos de cebolla y de ajo por Dugan
et al. (2003). En nuestro pais la primer cita de F. prolfiferatum como causa de la
pudricidn basal en cebolla fue hecha por Kiehr y Delhey (2005).

La taxonomia dentro del género Fusarium ha sido siempre controvertida (Nelson et
al.,1994). F. oxysporum ha sido clasificado en distintos taxones de formas especiales,
que corresponden a cepas con idénticas caracteristicas morfoldgicas pero diferente
especificidad o capacidad de infectar a distintos hospederos. También se han
identificado razas con relacién a la patogenicidad diferencial de los aislamientos. El
estado sexual de esta especie no se conoce.,

Puhalla (1985) clasificé veintiun aislamientos de F. oxysporum en dieciséis grupos
de compatibilidad vegetativa (GCVs). Esta prueba determina la similitud alélica en los
loci por la formacién de heterocariontes y se demuestra por complementacion entre
pares de mutantes que no pueden reducir nitratos (mutantes nit). La capacidad de dos
cepas de formar heterocariontes subdivide a los aislamientos de F. oxysporum en los
mismos GCVs (Leslie 1993). Los GCVs se correlacionan con las formas especiales. A
partir del trabajo de Puhalla (1985) varios investigadorés han caracterizado sus
aislamientos por GCVs de F. oxysporum (La Mondia; Elmer 1989; Elmer; Stephens
1989; Katan; Di Primo 1999; Di Primo et al., 2002; Swift, 2002 y Pasquali ef al., 2004).

El analisis de polimorfismos del ADN es otra manera de establecer la variacion

genética entre microorganismos. Los métodos moleculares recurren al uso de la



reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para describir esta variacién genética
entre aislamientos (Mullis; Faloona, 1987). Iniciadores correspondientes a secuencias
repetitivas inter génicas consenso de entero bacterias (ERIC) (Versalovic et af,, 1991)
han sido usadas para generar, por PCR, patrones en genomas de microorganismos.

Edel et al. (1995) evalué a los iniciadores ERIC con otros marcadores moleculares
para caracterizar aislamientos de F. oxysporum. Del andlisis de los fragmentos de
restriccidbn amplificados de la region IGS obtuvo correlacion con los patrones
generados por €l iniciador ERIC. Este ultimo permitié discriminar los aislamientos y fue
mas eficiente en términos de simplicidad y rapidez (Edel et af., 1995). Esta técnica fue
empleada para estudios de diversidad en poblaciones de F. oxysporum (Smith-White
et al., 2001) y para la diferenciacién de aislamientos de la f. sp. canariensis (Gunn;
Summerell, 2002).

La identificacion precisa de los patdogenos es necesaria para estudios de
distribucién espacial y de difusién en diferentes zonas de cultivo (Ouellet; Seifert,
1993), ademas determinar la diversidad es de gran importancia en la busqueda de

resistencia para el mejoramiento genético (Assigbetse ef al, 1994).

Hipotesis:

1) hay diversidad de especies de Fusarium aislados de cebolla y ajo de las
provincias de Mendoza, San Juan, Buenos Aires y Rio Negro,

ii} hay variabilidad intra especifica en los aislamientos de Fusarium de ajo y de
cebolla de las provincias de Mendoza, San Juan, Buenos Aires y Rio Negro, lo que

permite distinguir distintas formas especiales.

Objetivos:

i} identificar por morfologia a los aislamientos de Fusarium spp. obtenidos de las
provincias de Mendoza, San Juan, Buenos Aires y Rio Negro;

iy determinar la patogenicidad de los mismos; o

iii) identificar la forma especial a la cual pertenece cada aislamiento a través de la
técnica de GCVs vy |

iv) establecer relaciones inter e intra especificas mediante el empleo de marcadores

moleculares.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. EL HOSPEDANTE
1.1. Clasificacion botanica y caracteristicas de las especies

El género Allium, de la familia Alliaceae, es agronémicamente importante, ya que
agrupa especies horticolas de gran difusion, como el ajo (Allium sativum L.}, la cebolia
(A. cepae L.), el puerro (A. porrum L.) y el echalote (A. ampeloprasum L.). En tumbas
construidas en Egipto (3200 A.C.) se encontraron semillas de cebollas (Ozer; Kéyci,
2004} y existen evidencias de que tanto la cebolla como el ajo eran parte de la
alimentacion de los egipcios. También han sido citados en la Biblia y el Coran como un
importante alimento.

El ajo y la cebolla ademas, tienen efectos medicinales los que son utilizados para la
prevencién y la mejora de problemas coronarios. El consumo de estas aliaceas puede
disminuir el riesgo de cancer gastrointestinal. La ingesta diaria de ajo reduce
significativamente la incidencia de enfermedades que son causadas por la
arteriosclerosis (Maude, 2006). Los extractos de ajo y cebolla se citan como efectivos
en la prevencion de la diabetes, de enfermedades cardiovasculares y ademas, poseen
otras actividades biolégicas como la antimicrobiana, anti oxidante, anti carcinogénica,
antimutagénica y pro-bittica (Corzo-Martinez et af., 2007).

Para la mayoria de los botanicos la cebolla no existe en el estado silvestre, por lo
que su origen es incierto. Proviene de Asia, de la regidon que abarca Iran y el oeste de
Pakistan (Acosta et al, 1993). La cebolla es una planta monocotiledénea herbacea
bienal, que persiste vegetativamente por medio de bulbos (Sarli, 1980). Produce un
bulbo tunicado, un tallo modificado formado por numerosas capas gruesas y carnosas
qgue cumplen funciones de reserva. Los bulbos pueden ser de color blanco, amarillo,
rojo o violaceo. Las hojas son envainadoras, cilindricas fistulosas y ensanchadas en la
mitad inferior. Las flores blancas o lilas se relinen en umbelas protegidas por bracteas
reflexas. Las semillas son negras y angulosas (Parodi, 1972). Esta alidcea se ha
clasificado de acuerdo al largo del dia que requiere para la formaciéon del bulbo, en
cultivares de dia corto (12 horas de dia luz), cultivares de dia intermedio (13 horas de
dia luz) y cultivares de dia largo (16 horas de dia luz) (Acosta et al., 1993). Se propaga
a través de semillas y los sistemas de plantacién para la produccion son la siembra
directa y el transplante.

El ajo es un cultivo ancestral cuyo origen es en Asia Central (Sarli, 1980). Es una
hortaliza perenne resistente al frio. Produce un bulbo compuesto de 6 a 12 bulbillos

tunicados, llamados dientes, reunidos en su base por medio de una envoltura comuin



blanquecina. Tiene hojas planas, agudas, de mas de 1cm de ancho. Algunas
variedades producen tallo floral que portan pequefas flores y pequefios bulbos
vegetativos llamados micro bulbillos (Sims et al, 1976). Las flores son blanguecinas o
rosadas, reunidas en la extremidad de un escapo cilindrico, hojoso, de 50-70 cm de
altura, protegidas por dos bracteas espatiformes (Parodi, 1972}). Estas no producen
semillas, y cuandc se forman son tan escasa;s que no pueden ser utilizadas. La
propagacion del ajo para el cultivo es agamica, a través de los bulbillos (dientes). Las
variedades de ajo que se cultivan en nuestro pais son: rosado paraguayo, blanco,

chino, y colorado.

1.2. Importancia del cultivo de cebolla y ajo

El ajo y la cebolla son dos especies horticolas invernales. En funcion de los
volumenes producidos, la cebolla ocupa el segundo lugar mundial entre las hortalizas,
con una superficie implantada que alcanzé un total de 2.6 millones de hectareas (IDR,
2005a).

Los tres principales paises productores mundiales de cebolla son: China que
participa con el 33.6 %, India con 10.3 % y EEUU con 5.9 % (SAGPyA, 2008). En
Argentina, la cebolla es también una de las hortalizas mas cultivada, ya que ocupa el
tercer puesto después de la papa y el poroto. Las principales zonas productoras son el
sur de Buenos Aires, el valle inferior de Rio Negro, la Regién de Cuyo (Mendoza y San
Juan) y la provincia de Santiago del Estero. En 2003 se implantaron 25.000 ha y se
obtuvo un rendimiento promedio de 24,5 t/ha (SAGPyA, 2006). Segun la informacion
que brinda la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacién de la Nacidn
(SAGPyA 2006) la provincia de Buenos Aires posee la mayor superficie sembrada, los
mejores rendimientos y la mayor produccion. La produccién nacional durante el afio
2004 fue de 645.000 t (SAGPyA 2006).

Respecto al cultivo de ajo, los principales centros mundiales, de acuerdo a la FAQ,
son cuatro y presentan los siguientes niveles de produccidn en t: Asia, 83.3 %; Europa,
4.9 %; América del Norte, 2.7 % y América del Sur, 1.6 %. Los paises centrales de
Sudamérica, conformados por Brasil, Argentina y Chile poseen una participacién
significativa en el comercic mundial. Brasil es el principal comprador y Argentina el
segundo mayor vendedor. Nuestro pais abastece a sus socios comerciales del
MERCOSUR asi como a grandes mercados del Hemisferio Nor‘ce (IDR, 2005b).

En el afio 2001 segun los datos del Censo Nacional Agropecuario (C.N.A.)
realizado por el [nstituto Nacional de Estadisticas y Censos (INDEC, 2002), para el



cultivo de ajo se destind una superficie de 11.561 ha en el pais. Las principales
provincias productoras son Mendoza, Buenos Aires, Cordoba y San Juan. En cuanto al
rendimiento, el promedio naciconal es de 9,3 t/ha, encontrandose en el segundo lugar
mundial. La provincia de Mendoza es la principal produciora, con una participacion
relativa del 75 % en lo que se refiere a superficie y del 83 % en produccién. El pais
exporta dos terceras partes de su cosecha, en particular en fresco a Brasil
principalmente y en menor medida a Francia, EE UU, Bélgica, Paises Bajos e ltalia. En
el afio 2003 se exportaron 88.000 t de ajo y los dos principales destinos fueron Brasil e
indonesia (SAGPyA, 2005}.

1.3. Enfermedades que afectan a la cebolla y al ajo

La produccién de ajo y cebolla esta limitada ademas de los factores abidticos por
los factores biéticos que provocan enfermedades en estos cultivos que impactan en el
rendimiento. Son atacados por virus, fitoplasmas, bacterias y hongos (Schwartz;
Mohan, 1995).

Entre las enfermedades de!l follaje de relevancia para estos cultivos se citan: mildiu
o “perondspora’ causada por Peronospora destructor que puede originar bulbos de
menor tamarfio en cebolla (Crowe et al,, 1995; Gatica; Oriolani, 1997; Acosta et al,
1893); el moho de las hojas producido por Stemphylium spp. que se comporta como
patégeno primario, y secundario en las lesiones provocadas por P. destructor (Hill,
1985; Gatica; Oriolani, 1997); oidio (Oidiopsis taurica) que ocasiona manchas en las
hojas mas viejas (Hill, 1995; Gatica; Oriolani, 1997). En las primeras etapas del ciclo
vegetativo se observa tizoncillo por Urocystis cofchicici y U. cepulae (Gatica, Oriolani,
1997), vy la roya (Puccinia allii), que ha adquirido importancia en el cultivo de ajo (Miller;
L.acy, 1995; Koike et al., 2001).

Enfermedades de las partes subterraneas producidas por hongos y bacterias,
algunas de las cuales se adquieren en el ciclo vegetativo y se manifiestan durante la
conservacion como la podredumbre basal causada por Fusarium spp. se describen a
continuacion:

1.3.1. Enfermedad de los almacigos o Damping off causada por Pythium spp.
Fusarium spp. y Rhizoctonia spp.

Los sintomas del mai de los almacigos se observan sobre las semillas y en las
plantas en pre y/o postemergencia. Las semillas infectadas, cuando comienzan a
germinar, presentan un aspecto acuoso, se desarrolla un moho bianquecino y se

pudren. Las raices de cebolla se tornan oscuras, se desintegran y mueren. En las



plantulas afectadas, las hojas manifiestan un amarillamiento progresivo, con detencion
de crecimiento y muerte (Summer, 1995; Gatica; Oriolani, 1997).
1.3.2. Raiz rosada en cebolla producida por Phoma/Pyrenochaeta terrestris

El ataque por P. terrestris se localiza en las raices ocasionando la pérdida de las
mismas. Las raices afectadas adquieren primero una coloracion rosada, que con el
tiempo cambia hacia el color morado. Estas se acintan, arrugan y finalmente mueren
(Gatica; Oriolani, 1997). La apariencia de la planté es afectada, el tamafio y numero de
hojas se reduce y el follaje puede presentar un amarillamiento generalizado. En los
atagues que se producen en el inicio del ciclo vegetativo, el continuo reemplazo de
raices genera un bulbo de menor tamano (Summer, 1995).
1.3.3. Podredumbre blanca por Sclerotium cepivorum

Los bulbos presentan una podredumbre semiacuosa que se cubre con un micelio
blanco y algodonoso sobre la lesion. En este micelio se forman pequefios y numerosos
esclerocios de color negro. Las hojas mas viejas se amarillean y marchitan, y luego
todo el follaje muere. Cuando el ataque se produce al final del ciclo vegetativo, la
enfermedad puede pasar inadvertida y progresar en la conservacion (Acosta et al,,
1993; Summer, 1995; Gatica; Oriclani, 1997, Hunger et al., 2002}.
1.3.4. Podredumbre del cuello de cebollia por Botrytis allii

La infeccién por Botrytis allii se produce en el periodo préximo a la cosecha, por
heridas a través del tejido del cuello. Los sintomas se desarrollan durante la
conservacion. Los tejidos afectados se ablandan, y adquieren una apariencia de
hiimedos y cocidos, observandose una separacion entre la.zona de avance y el tejido
sano. La enfermedad progresa en el interior del bulbo y el micelio avanza hacia una
nueva catafila en forma lenta. Las partes mdas viejas se cubren de fructificaciones
grisaceas del hongo. Finalmente se forman esclerocios en las catéfilas exteriores del
bulbo (Acosta et al, 1993; Lacy; Lorbeer, 1995; Gatica; Oriclani, 1997).
1.3.5. Podredumbre blanda bacteriana por Dickeya chrysanthemi = Erwinia
carotovora subsp. carotovora

Los tejidos de las catafilas carnosas afectados por Dickeya chrysanthemi sufren
una pudricién acuosa de color castafio con un tipico olor fétide. La enfermedad
progresa al interior del butbo y el cuello se presenta blando si se ejerce presion, se
pueden abservar los exudados bacterianos. Los sintomas foliares se aprecian como

una marchitez y blangueado de las hojas (Gitaitis, 1995; Gatica; Oriolani, 1997).




1.3.6. Piel acida por Burkholderia cepacia = Pseudomonas cepacia

Los primeros sintomas en cebolla se producen en las catafilas mas externas del
bulbo. Se produce durante el almacenamiento una podredumbre blanda de color
amarillenta, con un suave olor acido {(Mohan, 1995, Gatica; Oriolani, 1997).

1.3.7. Moho negro o carbonilla por Aspergillus niger

Los bulbos infectados por Aspergillus niger presentan una decoloracion negra sobre
todo en la zona del cuello. Las catafilas se tornan quebradizas y se cubren con las
fructificaciones del hongo, que se desprenden frotando la superficie. La decoloracion
usualmente se extiende desde el cuello hasta las catafilas centrales, y produce un
ligero ablandamiento de los tejidos (Hill, 1995; Gatica; Qriolani, 1997).

1.3.8. Moho azul del ajo por Penicillium hirsutum y P. ailii

Los sintomas provocados por Penicillium hirsutum y P. allii durante el ciclo vegetativo
del ajo incluyen marchitez, clorosis y un pobre stand de plantas. EI hongo esporula
sobre la superficie de los dientes con pudricion seca, produciendo una masa verdosa
de espora (Summer, 1995, Valdez ef al., 2006).

1.3.9. Podredumbre basal o del disco ocasionada por Fusarium spp.

Los bulbos de ajo y de cebolla pueden ser afectados por distintas especies de
Fusarium en cualquier momento durante el ciclo vegetativo. La enfermedad se
manifiesta durante el cultivo y en el almacenaje. Los primeros sintomas son curvado y
amarillamiento o necrosis de las hojas, que comienza por las puntas. Las plantas
pueden marchitarse y hasta morir. Otros sintomas incluyen una reduccién en el
tamario de los bulbos y un pobre desatrrollo del sistema radical.

Durante la conservacion la enfermedad se manifiesta en el disco. En un corte
transversal de la cebolla se nota el avance del micelio que invade las catéfilas
carnosas, produciendo una pudricién himeda de color pardo que avanza hacia arriba.
El progreso de la enfermedad ocasiona la destruccion total o parcial del bulbo. Los
ajos toman apariencia de esponjosos, con una pudricién seca de color parda. Se
puede ver un moho blanquecino, rosa o salmén que cubre los bulbillos o las cavidades
internas (Acosta ef al,, 1993; Summer, 1995; Gatica; Oriolani, 1997).

2. LA ENFERMEDAD: La podredumbre basal

La podredumbre basal causada por F. oxysporum f. sp. cepae (Foc) representa una
de las mas serias enfermedades del cultivo de cebolla y de poscosecha de ajo
(Schwartz; Mohan, 1995; Cramer, 2000; Swift et al., 2002; Ozer et al., 2003 ; Galvan et
al., 2008; Rengwalska; Simon, 1986).




2.1. Epidemiologia y ciclo de patogénesis

Foc es un hongo necrétrofo habitante del suelo, que sobrevive en forma de micelio
en la materia organica (de Visser et al., 2006) y de clamidosporas; macroconidios y
menos frecuente por microconidios que resisten las bajas temperaturas en el suelo. El
suelo infectado y la semilla contaminada representan la principal fuente de indculo
para la enfermedad (Koéycl; Ozer, 1997). Este hongo puede sobrevivir en el suelo en
ausencia del hospedante pero debe competir con otros microorganismos. Foc se
disemina a gran distancia por cebollas o dientes de ajo infectados, por el agua de riego
y a través del transplante de plantines de cebollas (Cramer, 2000).

La enfermedad se desarrolla en un rango de temperatura del suelo de 15 a 32 °C,
con un éptimo entre 28 y 32 °C, siendo raro observarla cuando es inferior a 15° C. El
pH para el crecimiento de Foc es de 6.6 pero puede crecer en un rango de 2.2 a 8.4
(Walker; Tims, 1924).

En el suelo los propagulos del hongo (clamidosporas) cerca o sobre las raices de
cebolla germinan y producen un limitado o extenso crecimiento micelial en la superficie
de la raiz. La penetracién a la raiz se produce directamente a través de la superficie
ilesa o via heridas sin la formacion de apresorios (Abawi; Lorbeer, 1971b). El patégeno
puede causar pérdidas durante el cultivo o permanecer latente en las plantas y bulbos,
y desarrollar la podredumbre basal durante el almacenamiento. La podredumbre del
bulbe comienza tan pronto como el patégeno coloniza desde la base del tailo hacia los
tejidos de la vaina de la hoja (Abawi; Lorbeer 1971b). La infeccidon en ajo es mayor
después de la ocurrencia de periodos lluviosos, antes de la cosecha.

La temperatura del suelo es el factor limitante en la epidemioclogia de la
enfermedad, pero la concentracion de indculo y ciertos factores del suelo tambien son
importantes. En estudios con suelos organicos se determiné que el inéculo se
encuentra distribuido desigualmente, hallandose desde 300 a 6500 propagulos/g de
suelo seco en los primeros 15 cm de profundidad (Abawi; Lorbeer, 1971a).

Abawi y Lorbeer (1972) hallaron una correlacién entre la densidad de indculo de
Foc y el desarrollo de la enfermedad tomando como medida la emergencia y el stand
de plantines de cebolla creciendo en suelos artificialmente infectados.

Las plantas pueden ser infectadas en cualquiér etapa de su desarrollo. Durante el
almacenaje, el movimiento del patégenc entre bulbos es insignificante (Summer,
1995). Las pérdidas por podredumbre basal en cebolla, observadas durante este
periodo, son tan importantes como las registradas durante el cultivo (Cramer, 2000).

Los dientes de ajo infectados manifiestan la enfermedad en este periodo y su peso



disminuye, por lo que usualmente se descartan en el proceso de “desgranado’ del
bulbo.

3. LOS AGENTES CAUSALES: EL COMPLEJO Fusarium spp.

Foc es la especie citada como agente causal de la podredumbre basal. Pero ofras
especies de Fusarium se han aislado sobre bulbos de ajo y cebolla, causando
podredumbres. Entre ellas, F. proliferatum fue mencionada por primera vez
produciendo pudriciones en ajo por Dugan et al. (2003) y en cebolla por Mohan et al.
{1987) y du Toit et al. (2003) en América del norte. Kiehr y Delhey (2005) lo registraron
como agente causal de la podredumbre basal de la cebolla en Argentina, y en Serbia
F. proliferatum fue aislado de ajos y cebollas por Stankovic et al. (2007). Por su parte
Dugan et al. (2007) confirmaron la patogenicidad de aislamientos de F. verticilfioides

en ajo.

3.1. Taxonomia

Diferentes conceptos se utilizan en micologia para definir una especie fungica. El
clasico concepto morfologico utiliza el criterio de que una especie puede ser
reconocida y diferenciada de otra en base a sus caracteristicas morfologicas (Leslie et
al., 2007; Summerell et al., 2003 y Guarro ef al., 1999).

El concepto bioldgico requiere que miembros de la misma especie se reproduzcan y
la progenie del cruzamiento también sea fértil y viable. Esto se puede aplicar sélo a
hongos con reproduccion sexual. Sin embargo en hongos asexuales, el intercambio
genético a través de hibridacién somatica es una posibilidad tedrica y se encuentra
limitada por la incompatibilidad vegetativa (Guarro et al.,, 1999, Leslie ef af., 2001).

Un concepto relativamente nuevo es el filogenético. En algunas situaciones este
puede clarificar las dificuitades taxonémicas. Secuencias de ADN se utilizan para
generar caracteres que identifican clades y delimitan especies filogenéticas, en la
practica cualquier marcador que es suficientemente informativo, incluyendo los
caracteres morfolégicos se puede incluir en el proceso filogenético (Leslie et al., 2001
y Summerell et al., 2003). Este concepto enfatiza la divergencia nucleotidica (Giraud et
al., 2008).

El concepto del género Fusarium fue creado por Link en 1881 a partir de F. roseum
(Booth, 1971). Los caracteres primarios que representaban a la especie fueron la

presencia de conidios fusiformes septados (Leslie; Summereil, 2006) que se
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originaban en un estroma. Segun Booth (1971) la presencia de macroconidios
fusiformes con una célula pie representa el caracter principél del género.

Fusarium pertenece al phylum Ascomycota, al orden de los Hypocreales y la familia
Hypocreceaceae. Se conoce el estado sexual (teleomorfo) de algunas especies y las
mas importantes pertenecen a los géneros Gibberella y Nectria.

La caracteristica general del género Fusarium es la produccion de tres tipos de
esporas denominadas macroconidios, microconidios y clamidosporas (Neison et al,
1983). Algunas especies producen los tres tipos de esporas, pero otras solo alguna de
ellas. Los macroconidios son producidos en estructuras especializadas liamadas
esporodoquios, en las que una masa de esporas es soportada por monofidlides cortas.
Los macroconidios pueden también ser producidos en monofiliades o polifialides en el
micelio aéreo. Monofidlide es un conidiéforo con una sola abertura o poro a traves del
cual el endoconidio es expulsado, en tanto que una polifidlide tiene dos 0 mas poros o
aberturas (Nelson et al., 1994).

Los microconidios se producen en el micelio aéreo pero no en esporodoquios. Se
pueden producir en falsas cabezas solamente o en falsas cabezas y en cadenas sobre
monofidlides o polifialides. La falsa cabeza ocurre cuando una gota de humedad se
forma en la punta del conidiéforo y encierra a los endoconidios cuando se producen.
Los microconidios muestran varias formas y tamaros, y los producidos en cadenas
tienen su base truncada.

El tercer tipe de espora es la clamidospora, de paredes gruesas llena de material
lipidico que le sirve al hongo para sobrellevar el invierno en el suelo, cuando el
hospedero susceptible no se encuentra. Estas pueden formarse solas, de a pares, en
grupos o en cadenas, con paredes externas lisas o rugosas.

Los caracteres secundarios que se emplean para la identificaciéon, cuando los
aislamientos se hacen crecer en condiciones estandares de luz, temperatura y
sustratos (Leslie; Summerell, 2006) son: la pigmentacién y la morfologia de la colonia,
y usualmente se evallan luego de una semana de incubacién {Leslie; Summerell,
2006 y Summerrell et al., 2003). También la tasa de crecimiento bajo condiciones
controladas de luz y temperatura en un medio estandar es utilizada por algunos
autores (Booth, 1971, Gerlach; Nirenberg, 1982).

Ademas de los macroconidios, microconidios. clamidosporas y estructuras
relacionadas, otros caracteres también son usados para Ia delimitacion de las
especies. En algunas especies la presencia de hifas enrolladas es importante como en

F. circinatum, La presencia de cristales en el medio, producidos por algunas especies,
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es también un caracter diagnéstico. La capacidad de producir estructuras como
esclerocios, se considera ademas como un importante caracter de diagnostico (Leslie,
Summerrell, 2006).

Fusarium es un género de hongos filamentosos que se encuentra mundialmente
distribuido en el suelo y en sustratos organicos, y ha sido aislado en el artico y en la
arena del Sahara (Di Pietro ef al, 2003). Muchas especies de Fusarium son
importantes patégenos de plantas y contaminantes de alimentos a través de las
micotoxinas que producen, ocasionando enfermedades a animales y humanos {(Nelson
et al., 1994).

F. oxysporum Schlecht. es un hongo cosmopolita, de multiples formas
especializadas, parasito de mas de cien especies botanicas (Bosland, 1988). La
especie ha sido ubicada en la seccion Elegans y es el miembro mas importante. F.
oxysporum causa enfermedades de marchitez vascular (Di Pietro ef af, 2003) o
podredumbre de raices en muchas plantas. Sin embargo, a pesar del amplio rango de
hospedantes, la especializacion con un huésped se limita a un aislamiento en
particular. Los aislamientos con el mismo o similar grupo de hospederos son
asignados a una forma especial.

La forma especial corresponde a cepas con iguales caracteristicas morfoldgicas
pero que difieren en la capacidad de afectar a distintos hospederos (Alves-Santos et
al., 1999, Leslie et al, 2007). Se han identificado mas de 80 formas especiales.
También las formas patogénicas de este hongo pueden clasificarse en razas, en
relacién a su patogenicidad diferencial basados en la especificidad del cultivar del
hospedero afectado (Armstrong, Armstrong, 1981). La base genética de la
especificidad de hospedero (formae speciales) y de la especificidad del cultivar (raza
patogénica) de F. oxysporum no se conoce (Baayen et al., 2000). Como especie F.
oxysporum incluye aislamientos patogénicos y no patogénicos que son
morfologicamente indistinguibles unos de otros (Gordon; Martyn, 1997; Lievens et al,
2008).

En un sentido evolutivo, la interpretacidn resultante de esta suposicion, es que las
formas especiales son monofiléticas. Se asume que los aislamientos con un unico
rango de hospederos derivan de un solo genotipo patogénico exitoso (Kistler, 1997).
Pero existen evidencias de que algunos de los aislamientos dentro de una forma
especial a menudo difieren significativamente en su secuencia de ADN y no
necesariamente son de un origen monofilético (Baayen ef al., 2000). Esta complejidad

es el principal obstaculo para su identificacién.
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Foc es el responsable de pérdidas significativas durante el cultivo y el almacenaje
de la cosecha de bulbos de cebolla en muchas partes del mundo, como en EEUU en
Idaho, Oregon (Thornton; Mohan, 1996) y en Colorado (Sv;vift et al, 2002); en Turkia
(Ozer et al., 2003) y en ltalia (Fantino; Schiavi, 1987). También es citado como
patogénico sobre ajo en Washington, EEUU (Dugan et al., 2007).

F. proliferatum y F. verticillioides referenciados también como agentes patdgenos
de ajos y cebollas (du Toit et af, 2003, Dugan et al, 2003; Kiehr; Delhey, 2005,
Stankovic et al,, 2007 y Dugan et al, 2007) son especies anamorfas de la seccion
Liseola definidas de acuerdo a su morfologia (Gerlach; Nirenberg, 1982). El estado
sexual pertenece al complejo de Gibberella fujikuroi, compuesto por diez
especies/poblaciones sexuales (Leslie et al., 2007 Stankovic ef al., 2007).

La morfologia de los macroconidios, caracter cominmente empleado para distinguir
las especies de Fusarium, no es suficiente para diferenciar las especies de la seccion
Liseola (Nelson ef al., 1983). Algunos taxénomos reconocieron salo una especie, en
esta seccion denominada F. moniliforme Sheldon. La presencia o ausencia de
polifidlides y/o microconidios, dispuestos en largas cadenas, cortas cadenas o falsas
cabezas fueron las caracteristicas que se usaron para distinguir las especies dentro de
esta seccién. Algunas de ellas varian con los aislamientos y con las condiciones de
cultivo (Leslie, 1991). Una posible solucion frente a esta dificultad es el uso del estado
sexual para diferenciar las especies (Leslie, 1991).

F. proliferatum (Gibberella intermedia, mating population D) es un patégeno que
afecta a varias plantas de importancia agricola como el maiz (Chuzle et al., 2000); el
esparrago (Elmer, 1991); el ajo y la cebolla (Stankovic et al, 2007) y plantas
ornamentales como palmeras (Armengol et al., 2005). Esta especie produce un amplio
rango de micotoxinas como beavericina, fumonisinas, acido fusarico y moniliformina
(Leslie; Summerell, 2006; Carrillo, 2003).

F. verticillioides (Gibberella moniliformis, mating population A} esta ampliamente
distribuido en el mundo particularmente asociado con el maiz, ocasionando grandes
pérdidas en este cultivo (Chuzle et al., 2000, Leslie; Summerell, 2006). La taxonomia
ha generado grandes controversias en este taxon, asi algunos autores lo denaminaron
F. moniliformis y otros F. verticillioides (Leslie; Summerell, 2008). F. verticillioides es
muy similar a F. proliferatum, pero estas especies se pueden diferenciar por la
capacidad de formar cadenas de microconidios en polifidlides de esta Ultima especie

(Gerlach; Nirenberg, 1982). Ademas estas dos especies se encuentran muy
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cercanamente relacionadas, basados en la similitud de los /oci secuenciados
(O'Donnell et al., 1998).

3.2. Grupos de Compatibilidad Vegetativa
3.2.1. Heterocariosis

La formacién de un heterocarionte entre individuos diferentes es un componente
importante de muchos ciclos de vida fungica y puede servir como el primer paso en el
ciclo parasexual y en la transmisidén de factores hipovirulentos como ARNds (Leslie
1993, Glass et al, 2000 y Glass; Kaneko, 2003). La heterocariosis también es la
manera por la cual un hongo normalmente haploide puede disfrutar de las ventajas de
la diploidia funcional como son la complementacioén o la heterocariosis (Leslie, 1993).
La formacion del heterocarionte tiene ventajas potenciales dei intercambio genético
por mitosis (ciclo parasexual) o puede incrementar la biomasa por la contribucién de
esfuerzos fisiologicos como la explotacion de recursos o la reproduccion
asexuada/sexual (Leslie, 1993; Di Primo ef a/., 2001). |

Aunque el formar un heterocarionte sea una ventaja para los hongos filamentosos,
existe un mecanismo genético que restringe la formacion del heterocarionte entre dos
individuos genéticamente diferentes. Si los individuos difieren en la especificidad de
uno o mas het foci (incompatibilidad heterocarionte, llamado también vic por
incompatibilidad vegetativa), la célula de fusidon heterocaridtica por lo general es
compartimentalizada y muere por un proceso de lisis, fenémeno llamado
incompatibilidad vegetativa (Glass ef al., 2000). La incompatibilidad vegetativa reduce
los riesgos de transmisién de elementos citoplasmaticos infecciosos parecidos a virus
como ARNds, y de explotacion por genotipos agresivos. Estos mecanismos de auto
defensa pueden ser importantes para los hongos filamentosos ya que carecen de
compartimentalizacion celular (Glass et al., 2000; Leslie, 1993).
3.2.2. Grupos de Compatibilidad Vegetativa y su base genética

La compatibilidad vegetativa se encuentra mediada por multiples foci de
incompatibilidad denominados genes vic o het {Leslie, 1993). Cuando dos aislamientos
de un hongo son compatibles vegetativamente, sus hifas pueden hacer contacto,
fusionarse y formar un heterocarionte, que ocurre generalmente cuando existen alelos
idénticos en cada locus vic o het (Correll, 1991, de Oliveira; da Costa, 2003).

La base genética y molecular de la funcién de los genes vic en Fusarium,
usualmente se infiere desde lo que se conoce sobre estos /oci, en otros géneros.

Todos los genes vic en Fusarium son de la forma alélica. En esta interaccion, el alelo
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vic1 interacttia con otro alelo vict; el alelo vic2 interactia con otro alelo vic2, pero los
alelos vic? y vic2 no interactlian entre si. El nimero de /oc/ vic en diferentes especies
de Fusarium ha sido estimada en 10 a 15, aproximadamente el numero de
cromosomas para varias especies. Cuando dos hifas se fusionan para formar una
célula inicial heterocariotica, se produce una contribucion mutua por parte de cada
nucleo de los alelos vic en el otro nucleo. Si ambos nucleos tienen idénticos alelos vic,
entonces el heterocarionte es estable. Si los alelos de uno (o mas) de los foci vic son
diferentes, entonces el heterocarionte es transitorio e inestable, y la célula inicial
heterocariética es recluida de ambos lados y muere. La velocidad con que esta
reaccion de neutralizacién o muerte sucede depende del nimero de foci con
diferencias alélicas.

l.a compatibilidad vegetativa puede ser detectada de varias maneras diferentes. En
Fusarium |la compatibilidad vegetativa, es visualizada por la habilidad de aislamientos
auxotroficos de formar un heterocarionte prototréfico. En este tipo de interaccion el
evento positivo es la formacion del heterocarionte. Aislamientos sin la formacién de
heterocariontes pueden ser debido a la incompatibilidad vegetativa o a la incapacidad
fisica de uno (o0 ambos) para formar un heterocarionte con cualquier otro aislamiento.
Aquellos que pierden la capacidad de formar heterocariontes, entre mutantes del
mismo aislamiento se denominan heterocariontes auto-incompatibles.

En ausencia de un estado sexual conocido para F. oxysporum, la heterocariosis
puede ser utilizada como una medida alternativa para determinar la relacion genética
entre aislamientos (Katan et al, 1991). Aquellos aislamientos que son capaces de
anastomosarse y formar un heterocarionte estable constituyen un grupo de
compatibilidad vegetativa (GCV). Los estudios realizados por Puhalla (1985) indican
que existe correlacion entre compatibilidad vegetativa y forma especial. Este autor
indico que, en F. oxysporum, en ausencia de la etapa sexual y de la recombinacion
meiotica, los loci determinantes de la incompatibilidad vegétativa (foci vic o hef) y los
factores de virulencia estaban estrechamente ligados (Puhalla; Spieth, 1985). Por Io
tanto los GCV en el andlisis de poblaciones de F. oxysporum son empleados como
una poderosa herramienta para diferenciar poblaciones patogenas de las no
patégenas sobre el mismo hospedante, determinar razas y evaluar la homogeneidad
genética entre poblaciones (Ahn et al., 1998).

3.2.3. Analisis de los mutantes nit
Los principios y la técnica de uso de mutantes incapaces de utilizar nitratos (nit), fue

demostrada por Puhalla en 1985 y desarrollada por Correll et al., en 1887. Algunos de
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los mutantes obtenidos del mismo aislamiento parental, son capaces de
complementarse con ofro y formar un heterocarionte en un medio con nitrato de sodio
como unica fuente de nitrégeno. La formacion del heterocarionte entre mutantes
complementarios del mismo aislamiento parental, se observa por el crecimiento de un
micelio aéreo denso.

Los fenotipos de los mutantes nit de F. oxysporum se determinan por la morfologia
de su colonia en medios de cultivo que contienen una de cinco diferentes fuentes de
nitrogeno. Los mutantes nit se pueden clasificar en tres clases fenotipicas. Estas
clases representan una mutacion en el locus estructural de la nitrato reductasa (nit1),
en el locus que regula la via especifica de la asimilacién del nitrato (nit3) y el foci que
afecta la union del molibdeno, cofactor necesario para la actividad de la nitrato
reductasa (NitM).

Hipoxanthina ———> Xanthina ——~  Acido Grico
& o 8
deshidrogenasa
ni Molibdeno
Nitralo- cofactor Nitrito -
reductasa {Nith) reductasa
Nitrato I:—_g:;::» Nitrito ::J}—;> Amonio
\ Regulacion /
nit3

Figura 1. Via metabdlica del NO, y su relacion con la generacion y clasificacion de
mutantes nit para las pruebas de GCV. (Extraido de Leslie; Summerell; 2006).

El NO, es reducido a NO, por la enzima nitrato reductasa. Esta enzima puede
reducir también ClO; a ClO;, un proceso toxico. Luego el N, es reducido a NH,4 por la
nitrito reductasa. La enzima nitrato reductasa es un octamero de un solo polipéptido
que es codificado por nit1. Los aislamientos que poseen una mutacion en nit1 no
pueden usar NO; como Unica fuente de nitrogeno, pero pueden utilizar otros
compuestos como fuente nitrogenada. Ademas la proteina NIT1 posee un cofactor

molibdeno que es parte activa de la enzima nitrato reductasa. Existen cinco foci que
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codifican para cada uno de estos fragmentos de este cofactor (ni2, nit4, nits, nit6 y
nit7), pero la identificacién de estos mutantes carece de importancia para la técnica de
GCV. En general a estos cinco /oci se los denomina NitM, ya que todos definen el
mismo fenotipo. Este cofactor funciona también como parte de la purina
deshidrogenasa. La nitrato reductasa y la purina deshidrogenasa no pierden
funcionalidad si uno de los fragmentos del cofactor se ha alterado. Por eso los
mutantes NitM no pueden utilizar NO; 0 hypoxantina como fuente de nitrodgeno, pero
pueden emplear otros compuestos nitrogenados para crecer. Se ha encontrado una
proteina reguladora, que esta codificada por el locus nit3 y es una proteina reguladora
especifica que afecta solo la via de utilizacién dei NO; (Fig. 1).

La formacion de un heterocarionte es un proceso complejo que depende de la
habilidad de un aislamiento de complementarse fisiolégicamente. Conceptualmente
existen dos mecanismos que son importantes para la heterocariosis: |0s responsables
por el establecimiento del heterocarionte y los requeridos para su mantenimiento una
vez que se ha establecido (Leslie, 1996).

La formacion de un heterocarionte entre mutantes nit complementarios de un
aislamiento 0 entre dos aislamientos, puede ser de distinto tipo. Se puede formar un
heterocarionte robusto (abundante micelio en la zona de contacto); no existir
complementacion (ausencia de micelio); un heterocarionte de crecimiento lento y
discontinuo; heterocariosis micelial como en mechones y reacciones dudosas (Katan
et al, 1991). No todos los aislamientos son capaces de formar tal heterocarionte
(Leslie; Summerell, 2006). Se ha descubierto que algunos aislamientos de F.
oxysporum no son compatibles vegetativamente con ellos mismos ni con otros
aislamientos (Jacobson; Gordon, 1988). La ausencia de un miceiio denso en la zona
de contacto entre dos mutantes nif de un mismo aislamiento indicaria alelismo,

solapamiento u otra manera de mutacién (Katan et al., 1994).

3.3. Caracterizacion por Marcadores Moleculares

El analisis de polimorfismos del ADN es una manera de establecer la variacion
genética entre microorganismos. Una gran parte de los métodos moleculares recurren
al uso de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, siglas en inglés) para describir
esta variacion genética entre aislamientos. Entre estos los RAPD (polimorfismo del
ADN amplificado al azar), AFLP (polimorfismo de la longitud de los fragmentos

amplificados), ERIC (secuencias repetitivas inter génicas consenso de entero
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bacterias) y REP (elementos repetitivos palindrémicos extragénicos), se emplearon
para caracterizar aislamientos de Fusarium spp.

La PCR es un poderosc método con varias éplicaciones en ia biologia molecular.
Esta reaccién enzimatica in vitro permite la amplificacion exponenciai de un fragmento
especifico de ADN vy la sintesis de ADN (Mullis, et al., 1986, Mullis; Faloona, 1987). La
amplificacién se basa en el uso de una ADN polimerasa termoestable, aislada desde
Thermus aquaticus, liamada Tag polimerasa (Saiki et al., 1988). La PCR consiste en
tres pasos fundamentales: |a desnaturalizacion de la doble hebra del ADN moide, la
hibridizacion del iniciador a la cadena del ADN desnaturalizado y la extension de la
secuencia de ADN con la sintesis de una nueva cadena de ADN (Edel, 1998).

El metodo RAPD se basa en la amplificacién por PCR del ADN genomico con un
iniciador corto, con una secuencia arbitraria de nucledtidos que permite detectar
polimorfismos (Oueliet y Seifert, 1993; Assigbetse et al, 1904). Este método al
emplear bajas temperatura de pegado del iniciador, hace que la reaccién sea
inespecifica (Edel, 1998) y no reproducible. Assigbetse ef af, 1994 emplearon este
marcador genético que les permitio diferenciar aislamientos patogeénicos de F.
oxysporum f. sp. vasinfectum. En aislamientos de F. oxysporum f. sp. dianthi Migheli et
al. (1998), no encontraron correlacién entre RAPD y origen geografico.

Otro método empleado es la técnica de AFLP que se fundamenta en la
amplificacién selectiva de fragmentos de restriccion de ADN (Vos et al,, 1995 y Abdel-
Satar et al, 2003). Las desventajas de los AFLP (si bien los iniciadores son
inespecificos y la técnica es reproducible) son que dependen de las enzimas
empleadas y de los nuclestidos elegidos en el disefio del primer (Edel, 1998). Abdel-
Satar et af. (2003) empled esta técnica para estabiecer relaciones filogenéticos de
aislamientos de Fusarium spp. En otro estudio en Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum este marcador determiné |a variacic’m genética y la estructura de esta
poblacion en regiones de Australia (Wang et al, 2006). Chulze ef af (2000)
determinaron la variabilidad genética de aislamientos de la seccién Liseola con AFLP.

También se conoce un método de PCR que es intermedio entre PCR al azar (RAPD
y AFLP) y amplificaciones dirigidas. Los patrones de bandas generados por este tipo
de PCR se basan en la amplificacién con iniciadores definidos de acuerdo a elementos
o/ secuencias repetitivaé conocidos. Los iniciadores pueden ser dirigidos contra
microsatélites o minisatélites, que son motivos de secuencias cortas de ADN repetidas
en tandem de 2 a 10 pb, 0 15 3 30 pb respectivamente (Geistlinger et al., 1997, Edel,
1998). Por ejempio los iniciadores correspondientes a secuencias repetitivas inter
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génicas consenso de entero bacterias (ERIC) y elementos repetitives palindromicos
extragénicos (REP) (Versalovic ef al, 1991) pueden ser empleados para generar
patrones del genoma de microorganismaos.

Los elementos REP consisten en una secuencia de repeticion invertida de 33 pb
sumamente conservada, exhibiéndeose en aproximadamente 500 copias dispersas
alrededor de los cromosomas de Escherichia coli y Salmonella thiphimurium (Hulton et
al., 1991). Multiples funciones se han descrito para los elementos REP que incluyen
funciones en la terminacién de la trascripcion, estabilidad del ARN mensajero y
organizacién del dominio cromosoémico in vivo (Versalovic ef al., 1991). Una segunda
familia de secuencias conservadas presente en el genoma de enterobacterias ERIC ha
sido citada (Hulton et al., 1991). La secuencia ERIC posee una longitud de 126 pb y no
tiene ninguna semejanza con las secuencias REP.

Versalovic et al. (1991), demostraron que las secuencias REP y ERIC estan
presentes en el genoma de diversas especies de eubacterias; y que estas secuencias
pueden ser utilizadas como eficientes iniciadores en la PCR para producir patrones de
diferentes genomas bacterianos. Edel et al. (1995) evaluaron el uso de los iniciadores
derivados de las secuencias ERIC con otros marcadores moleculares para caracterizar
aislamientos de F. oxysporum, y obtuvieron como resultade que el analisis de los
fragmentos de restriccion amplificados de la regién de los espaciadores intergénicos
ribcsomales {IGS) se correlaciond con los patrones obtenidos por los iniciadores
derivados de las secuencias ERIC y de los elementos REP. Los patrones generados
por la PCR de ERIC o REP permitieron discriminar los aislamientos y ademas fueron
procedimientos mas eficientes en términos de simplicidad y rapidez (Edel ef al., 1995).
Los iniciaderes ERIC se probaron en bacterias, bacteriéfagos, invertebrados, hongos y
plantas, y mostraron que el modelo es facilmente producido en todos los organismos
(Gillings; Holley, 1997).

Los patrones generados por ERIC-PCR resultaron ser Ia técnica mas apropiada
para estudios de diversidad en poblaciones de F. oxysporum (Smith-White et al.,
2001). Tanto esta metodologia y como los GCV se emplearon para fa diferenciacion de
aislamientos de F. oxysporum f. sp. canariensis con buenos resultados (Gunn;
Summerell, 2002).

Ademas de los metodos descriptos existen otras herramientas moleculares que han
sido empleadas en estudios de Fusarium spp. Se evalué la diversidad genética
mediante el analisis de los fragmentos de restriccidn de los IGS amplificados por PCR
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en F. verticillioides (Mirete et al., 2004), en poblaciones de F. oxysporum (Edel et al.,
2001} y enf. sp. dianthi (Lori et al., 2004), en la f. sp. spinaciae (Kawabe ef al., 2007).
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MATERIALES Y METODOS

1. Caracterizacién Morfolégica de los agentes causales
1.1. Aislamiento

Los 81 aislamientos de Fusarium spp. provinieron de repiques, aislados de plantas
de cebolla con sintomas y de bulbos enfermos de ajo y cebolla durante su
almacenamiento. El muestreo se realizd en las localidades productoras de las
provincias de Mendoza, San Juan, Rio Negro y sur de Buenos Aires y los aislamientos
se obtuvieron como lo describieron Valdez et al. (2004).

De estos aislamientos se obtuvieron cultivos monospéricos. Los aislamientos se
hicieron crecer en Agar Papa Dextrosado (APD), a 22-25° C, con un fotoperiodo de 12
horas de luz y oscuridad, a 35 cm de dos tubos Philips TLT 40 W/54 RS luz dia.

Después de 10-12 dias de cultivo, los conidios se recolectaron por barrido
superficial de la colonia en 10 ml de agua destilada estéril (ADE). Se volcaron gotas de
esta suspensién en una placa de petri con Agar Agua (AA) y se dispersaron
uniformemente. Las cajas se dejaron a temperatura de laboratorio (22-25° C), durante
toda la noche para que los conidios germinaran.

Un solo conidio germinado se selecciond con un micro sacabocado que reemplaza
a un objetivo del revolver del microscopio, parafocal del objetivo 10x. El trozo de agar
seccionado se transfirid a una caja que contenia APD, representando un cultivo
monospérico.

Cada cultivoc monospérico, se preservé como una suspension de conidios muy
concentrada en ADE por duplicado. La conservacion se realizo a temperatura
ambiente. Estos aislamientos pertenecen a Laboratorio de Patologia José Crnko (LJC)

de la Estacion Experimental INTA La Consulta.
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Tabla 1. 81 aislamientos de Fusarium spp. aislados de gjos y cebollas en localidades
productoras de las provincias de San Juan, Mendoza, Buenos Aires y Rio Negro.

Aislamiento Provincia Departamento/Localidad Huésped/Sustratolcv.
LJC 10001 San Juan Chimbas Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10002 San Juan Chimbas Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10003 San Juan Chimbas Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10005 San Juan Rawson, Médano de Oro Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10006 San Juan Rawson, Médano de Oro Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10007 San Juan Rawson, Médano de Qro Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10009 San Juan Pocito, Villa Aberastain Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10010 San Juan Pocito, Villa Aberastain Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10011 San Juan Pocito, Villa Aberastain Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10012 San Juan Pocito, Villa Aberastain Cehalla. cv:Valencianita

LJC 10013* San Juan Pocito Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10014 San Juan Pocito Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10015 San Juan Pocifo Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10017~ San Juan Pocito, Villa Aberastain Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10019 San Juan Rivadavia Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10021 San Juan Pocito Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10023* San Juan Pocito, INTA Cebolla. cv:Valencianita
LJC 100286 Mendoza Lavalle Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10027 Mendoza Lavalle, El Paramillo Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10029 Mendoza Maipu, Colonia Bombal Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10030 Mendoza Maipt, Colonia Bombal Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10031 Mendoza Maipl, Colonia Bombal Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10033 Mendoza Maipu, Colonia Bombal Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10035 Mendoza Guaymallén, La Primavera Cebolla. cv:Valencianita
LJC 10037~ Mendoza Lujan, Perdriel Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10039* Mendoza Lujan Ceboila. cv:Valenciana
LJC 10041 Mendoza Lujan, Agrelo Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10043* Mendoza Lujan, Agrelo .| _Cehbolla. cv:Valcatorce
LJC 10045 Mendoza Maipu Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10046* Mendoza Maipu Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10047 Mendoza Lavalle Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10048 Mendoza Lavaile Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10049 Mendoza San Carlos, Calise Cebolla. cv.Valenciana
LJC 10050 Mendoza San Carlos, Calise Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10051 Mendoza San Carlos, Casas Viejas Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10053 Mendoza San Carlos Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10054* Mendoza Tupungate, Corddn del Plata Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10056 Mendoza San Carlos, La Consulta Cebolla. cv:Otra
LJC 10058 San Juan Jachal, Bella Vista Cebolla. cv:Valcatorce
LJC 10080 San Juan Jachal, Pampa Vigja Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10061 San Juan Jachal, Pampa Vieja Cebolla. cv.Valenciana
LJC 10062 San Juan Jachal, Pampa dei Chadar Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10063 San Juan Jachal, Pampa del Chafar Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10064 San Juan Jachal, Médano Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10067 San Juan Jachal, Otra banda Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10068 San Juan Jachal, Otra banda Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10069 San Juan Jachal, Alto Huaco Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10070 San Juan Jachal, Fical Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10072 San Juan Jachal, Niquivil Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10074* San Juan Pacito Cebolla. cv:Valenciana
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LJC 10076 San Juan Pocito Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10077 San Juan Cebolla. cv:Valenciana
LJC 10078 San Juan Cebolia. Cv:Valenciana
LJC 10079 Buenos Ajres Villalonga Cebolla. cv.Valcatorce
LJC 10081 Buenos Aires Cebolla. cv.Otra
LJC 10083~ Rio Negro Cebolla. cv:Valcatorce
LJC 10085 Buenos Aires Pedro Luro Cebolla. cv:Valcatorce
LJC 10086 Buenos Aires Pedro Luro Cebolla. cv:Valcatorce
LJC 10087 Rio Negro Cebolla. Cv:Valcatorce
LJC 10088~ Buenos Aires Ascasubi Cebolla. cv:Otra
LJC 10166 Mendoza Ajo

LJC 10167 Mendoza Ajo

LJC 10168 Mendoza Ajo

LJC 10170 Mendoza Ajo

LJC 10171 Mendoza Ajo

LJC 10172 Mendoza Ajo

LJC 10173 Mendoza Ajo

LJC 10174 Mendoza Ajo

LJC 10175 Mendoza Ajo

LJC 10176 Mendoza Ajo

LJC 10178 Mendoza Ajo

LJC 10180 Mendoza Ajo

LJC 10181 Mendoza Ajo

LJC 10182 Mendoza Ajo

LJC 10183 Mendoza Ajo

LJC 10185 Mendoza Ajo

LJC 10186 Mendoza Alo

LJC 10187 Mendoza Ajo

LJC 10188 Mendoza Ajo_

LJC 10189 Mendoza Ajo

LJC 10190 Mendoza Ajo

* Aislamientos identificados morfolégicamente por la Dra. Azucena Ridao y el Dr. UIf Thrane
(Valdez et af., 2005).

1.2. Identificacion ‘

Basados en los caracteres morfoldgicos, las identificaciones se realizaron de
acuerdo a lo descrito por Gerlach y Nirenberg (1982). Los sustratos utilizados para la
identificacién fueron APD (Difco), cuyo pH se ajusté a 6.5-7 y Agar Hoja Clavel (AHC).

Se cosecharon hojas jovenes de clavel (Dianthus caryophyllus L) en activo
crecimiento, y sin residuos de agroquimicos. Las hojas se cortaron en trocitos de
aproximadamente 5 mm? y se secaron en estufa a 50 °C durante dos horas, quedando
las hojas verdes y crespas. Los trocitos de hojas se colocaron en un frasco de vidrio
con tapa y se esterilizaron con Oxido de Propileno (OP). Se colocd 1 mlL de OP por
cada cuarto de envase que ocuparon las hojas (Fisher et al., 1982).

El medio AHC se prepard colocando algunos trocitos de hojas de clavel en cajas de
petri con AA a temperatura de 45 °C. Este medio se utilizé luego de dejarlo cuatro dias
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a temperatura de laboratorio, para controlar el crecimiento Vde posibles contaminantes
en los trocitos de hojas de clavel (Nelson et al.,1983)

Los cultivos se iniciaron colocandolos a 25 °C bajo tubos fluorescente de luz de dia
con una secuencia de 12 horas de luz y oscuridad, durante 4 dias (Booth, 1871). De
cada aislamiento estos se cortaron del borde de la colonia, discos de micelio de 5 mm
de diametro que transfirieron a placas de petri de 9 cm de diametro con APD (Difco).
Las placas se incubaron durante 10 dias, con un fotoperiodo de 12 horas de luz y
oscuridad, bajo dos tubos fluorescentes (F’hiiipé TLT 40 W/54 RS luz dia) con una
intensidad luminica de 7000 lux, a 25 °C.

1.2.1. Crecimiento in vitro y macromorfologia

Se registraron las caracteristicas macroscopicas de las colonias como presencia 0
ausencia y color del micelio aéreo, luego de 10 dias de crecimiento en medio APD
(Difco). También se evalué el color del reverso de la colonia. Para estas evaluaciones
se emple6 una escala de color de pinturas (Sherwin Williams).

Para valorar la tasa de crecimiento diaria se marcaron en el reverso de cada caja,
una linea que incluia el centro del disco de 5 mm de cada aislamiento. Todos los dias
a la mismo hora, se marcd con un color diferente por dia, el crecimiento logrado. Al
final de los 10 dias se realizaron las mediciones del crecimiento diario en mm. La tasa
de crecimiento de cada aislamiento resultd del promedio de las tres repeticiones del
crecimiento diario de cada aislamiento.

Las evaluaciones se realizaron en una camara de cria que tenia tres estanterias,
cada una represento un bloque, con igual temperatura. También se utilizdé el medio de
cultivo APD (Difco) para estos ensayos. ‘

Se realizé el analisis de la varianza de la tasa de crecimiento en centimetros
utilizando el procedimiento GLM incluido en las rutinas del programa Statical Analysis
System (SAS Institute, 1996). Cuando la diferencia entre aislamientos fue significativa
se empled la prueba de Tukey con un nivel de probabilidad de 0,05 (SAS Institute,
1996). Ademas se calculd el coeficiente de variacion del ensayo propuesto.

1.2.2. Micromorfologia

Para observar las caracteristicas de los conidiéforos y microconidios, y su presencia
o ausencia, se utilizd la técnica de microcultivo ‘descripta por Booth (1977) pero con
modificaciones. La técnica consistié en colocar un trozo de APD de 3 mm de espesor y
10 mm de largo, en el centro de un porta objeto estéril. El medio de cultivo se inoculé
en cada una de sus esquinas con una pequefa cantidad de inbculo. Luego se puso un
cubreobjeto y se colocaron en una camara hiimeda. Se incubaron en estufa a 25° C
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hasta el desarrollo del micelio durante 24 a 36 horas segun el caso. La camara
himeda se realizd colocando en una caja de petri estéril una mota de algodén
embebida en ADE. Un portaobjeto estéril se empled de soporte para el otro
portaobjeto que contenia el medio de cultivo. Con un microscopio éptico Leitz se
observaron las caracteristicas de los conidiéforos, si eran monofialides o polifialides y
la disposicion de los conidios sobre estos en cadenas o falsas cabezas.

La morfologia de los microconidios, macroconidios y clamidosporas, se registré a
partir de tres repeticiones (bloque) de los aislamientos que se hicieron crecer con un
fotoperiodo de 12 horas de luz y oscuridad, bajo dos tubos de luz negra (Alic 18 W/T8)
y uno de luz blanca (Philips TLT 40 W/54 RS luz dia), en el medio de cultivo AHC a 25
°C. Con estas condiciones se estimuld la esporulacion y la formacion de
macroconidios y clamidosporas. Los caracteres de los conidios que se evaluarcn
fueron: para macroconidios, presencia o ausencia, forma, tamario (largo y ancho)} y
nimero de septas; para microconidios, presencia o ausencia, abundancia en el
micelio, y para clamidosporas forma, presencia o ausencia y disposicion {en cadena,
en grupos, intercalares, terminales, simples o de a pares}.

Se realizé el analisis de la varianza del largo y ancho de los macro y microconidios,
utilizando el procedimiento GLM incluido en las rutinas del programa Statical Analysis
System (SAS Institute, 1996). Cuando la diferencia entre aistamientos fue significativa
se empled es la prueba de Tukey con un nive! de probabilidad de 0,05 (SAS Institute,

1996). Ademas se calculd el coeficiente de variacién del ensayo propuesto.

2. Caracterizacion por Pruebas de Patogenicidad
2.1. Aislamientos desde cebolla

Los aislamientos de F. oxysporum, F. proliferatum, F. verticillioides, F. solaniy F.
compactum se hicieron crecer en Caldo de Papa Dextrosado (CPD) a temperatura de
laboratorio 22-25 °C, en agitador LAB-LINE a 120 rpm, durante 7 dias. Luego se filtrd a
través de tela de voile para eliminar las hifas. La concentracion de esporas se ajusto
con un hematocimetro a aproximadamente 107 conidios/mL.

Las pruebas se realizaron sobre el cultivar Valcatorce INTA de susceptibilidad
probada (Prioletta et al., 2005) Se utilizaron plantines sanos de cebolla, de 45 dias,
obtenidos a partir de semillas esterilizadas (en alcohol 70 % durante 30 segundos y
lavandina comercial (55g CI/L) al 1 % (durante 5 minutos), sembradas en invernaculo,
en almacigos con suelo estéril autoclavado (dos dias consecutivos durante 2 horas).

Una vez extraidos los plantines se lavaron con ADE y se colocaron en la suspension
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de conidios durante 2 horas. El tratamiento testigo se realizé colocando los plantines
en agua estéril. Luego se transplantaron a macetas plasticas de 11, 5 x 11 cm con una
mezcla de suelo y arena estériles en partes iguales (v/v). Se colocaron 5 plantines de
cebolla en cada una de las tres macetas plasticas que correspondieron a la repeticion
de cada aislamiento, y se regaron con agua estéril. Las macetas se colocaron en
invernadero y se regaron con agua estéril.

Tres semanas después de la inoculacién se evaluaron los sintomas. Tanto en los
bulbos como en las raices se reconocieron cinco niveles de enfermedad de acuerdo
con lo que se describe en la Tabla 2 (Stankovic.ef al,, 2007). Un indice de severidad
(IS) de la enfermedad se calculd a partir de la media de las cinco plantas y las tres

repeticiones.

Tabla 2. Escala de evaluacién de la patogenicidad, en base al desarrolio de sintomas en
plantas de cebollas inoculadas con distintas especies y aislamientos de Fusarium. (Stankovic ef
al., 2007)

Clase | Sintomas

Sin sintomas;

<10 % de raices podridas;

10-50 % de raices podridas;

>50 % de raices podridas y leves sintomas en bulbos;

raices completamente podridas y sintomas severos en bulbos;

(S-S A e

Se realizd el analisis de la varianza del IS, utilizando el procedimiento GLM incluide
en las rutinas del programa Statical Analysis System (SAS Institute, 1996). Cuando la
diferencia entre tratamientos fue significativa se empleé es la prueba de Tukey con un
nivel de probabilidad de 0,05 (SAS Institute, 1996). Ademas se calculd el coeficiente

de variacion (%) del ensayo propuesto.

2.2. Aislamientos desde ajo
2.2.1. Pruebas de patogenicidad en planta

Las plantas de ajo se obtuvieron de dientes desinfectados con lavandina comercial
al 1 % (55 g Cl/il) durante 5 minutos, enjuagados con agua estéril tres veces y
sembrados en macetas con suelo estéril. A los 20 dias las plantas de ajo se inocularon
por inmersién de sus raices durante 2 horas, en una suspensién con una
concentracién de 5x10° conidios/mL. E tratamiento testigo se realiz6 sumergiendo las
raices de las plantas en ADE. Se transplantaron tres plantas de ajo en macetas de 11,

5 x 11 cm con una mezcla partes iguales de suelo y arena (v/v), autoclavado durante 2
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horas en 2 dias consecutivos y aireado. Durante los 30 dias siguientes se registré la
aparicion de sintomas que se evalué con la escala descripta en las pruebas de
patogenicidad para aislamientos desde cebolla.

2.2.2. Pruebas de patogenicidad en poscosecha

Los aislamientos se hicieron crecer en condiciones similares a las mencionadas
para las pruebas en cebolla. La concentracion de ia suspension se ajusté a 5x10°
conidios/mL. Para el tratamiento control se utilizd ADE.

Los dientes de ajo Nieve INTA se esterilizaron superficialmente, sumergiéndolos en
lavandina comercial al 1 % (55 g ClL) durante 5 minutos. La inoculacién consistié en
realizar una herida de 4.5 mm de profundidad y 2 mm de didmetro. En la herida se
coloco una gota de 50 pL de la suspensidn de conidios que se cubrié con una gota de
parafina. Los dientes de ajo, 10 por tratamiento, se colocaron en bandejas
herméticamente cerradas, a 22-25 °C y oscuridad, durante 3 a 5 semanas para
permitir el desarrolio de sintomas (Dugan et af.,, 2007).

Transcurrido el tiempo de incubacion se midi¢ el diametro de ia lesién, se secciond
el bulbo longitudinalmente a través del punto de infeccién y se registrd la profundidad
de la necrosis en mm. Se calculd luego el volumen de pudricién utilizando las férmulas

propuestas por Sorenson y Sparks (1980) segun:

1. Cuando la profundidad fue mayor que la mitad del diametro:

VP=Tmr*d**(p-0.1*d)/4

2. Cuando la profundidad fue menor que la mitad del diametro:

VP=m*p*(p?+0.75*d) /5y

3. Cuando la profundidad fue igual a la mitad del diametro, se utilizd una u otra
formula.

Donde: VP = volumen de pudricién, d = diametro de la pudricién y p = profundidad
de la pudricion.
De acuerdo al volumen de dafo desarrollado, los aislamientos se clasificaron en

cinco grupos (Tabla 3).

Tabla 3. Escala de evaluacién de la patogenicidad en base al desarrollo de la pudricién de
poscasecha en ajos inoculados con distintas especies y aislamientos de Fusarium.

Patogenicidad Volumen de pudricién en mm®
Altamente patdgeno Mas de 120

Patogeno de 101 a 120

Moderadamente patégeno {de 76 a 100

Levemente patégeno de45a75

No patdgeno menos de 45
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Se realizé el analisis de la varianza del volumen de pudricion (VP) en mm’®
utilizando el procedimiente GLM incluide en las rutinas del programa Statical Analysis
System (SAS Institute, 1996). Cuando la diferencia entre tratamientos fue significativa
se empled es la prueba de Tukey con un nivel de probabilidad de 0,05 (SAS Institute,
1996). Se calculd el coeficiente de variacion del ensayo propuesto. Ademas se calculo
el coeficiente de correlacién entre las pruebas de patogenicidad en planta y en
poscosecha utilizando el procedimiento PROC CORR y PROC REG incluido en las
rutinas del programa Statical Analysis System (SAS Institute, 1996).

3. Caracterizacién genética
3.1. Grupos de Compatibilidad Vegetativa (GCV)

La generacion de mutantes, la determinacién del fenotipo y las pruebas de
complementaciéon se realizaron de acuerdo a los procedimientos propuestos por
Correll et al., 1987.

3.1.1. Generacion de mutantes nit

Para generar mutantes, cada aislamiento se hizo crecel" en APD por 3 a 4 dias a
temperatura de laboratorio (22/25 °C). Pequefios trozos de micelio de 2 mm® se
incubaron en los medios clorados: Papa Dextrosa Clorato (PDC) y Medio Minimo
Clorato (MMC) con 1.5 % de Clorato de K. En los aislamientos en los que falld la
generacion de mutantes, la concentracion de Clorato de K se incrementé a 3 %. Las
placas se incubaron en estufa a 22° C y se examinaron periddicamente para observar
sectores de rapido crecimiento de una colonia inicialmente restringida. Todos los
sectores se transfirieron a Medio Minimo (MM). Los sectores que presentaron un
crecimiento tenue y expansivo, sin micelio aéreo se consideraron mutantes nit.

3.1.2. Determinacion de los fenotipos de mutantes nit

Los mutantes nit fueron clasificados como nif1/3 y NitM de acuerdo a su crecimiento
en cada uno de los siguientes medios que contenian distintas fuentes de nitrégeno;
Medio Nitrato (MN): Medio Basico (MB) mas 2 g/L de NaNO; y Medio Hypoxanthina
(MH): MB mas 0.2 g/L de hypoxanthina (Tabla 4). Para identificar a los distintos
fenotipos se transfirié un trozo de micelio de 2 mm?®, desde MMC o PDC a estos
medios descriptos y se ohservé la morfologia de la colonia luego de crecer 3 a 4 dias a
22 °C en estufa a oscuridad. En casos especiales, donde no se logré obtener mutantes
con el fenotipo NitM, se identificé el fenotipo en nit1 o nit3 en medio Nitrito: MB mas
0.5 g/l NaNO,. Los mutantes nit se preservaron en tubos de pico de flauta con MM. La

conservacion se realizé a temperatura de 5-8 °C, en heladera.
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Tabla 4. |dentificacidn de mutantes de Fusarium spp. sin capacidad de utilizar nitrato (nit) por
su crecimiento en distintas fuentes de nitrégeno.

Crecimiento en distintas fuentes
Mutacion Tipo de mutante de nitrogeno

Nitrato | Nitrito | Hypoxanthina

Ninguna Tipo silvestre + + +
Locus estructural de la _
nitrato reductasa nit1 - + .
Locus regulador .
especifico de la via nit3 - } N
Loci del cofactor

Molibdeno NitM o - -

3.1.3. Pruebas de complementacion

Dos mutantes complementarios de cada aislamiento (usualmente un NitM y un
nit1/3) fueron apareados con sus reciprocos complementarios, en MM, en todas las
posibles combinaciones. En los casos especiales dondé no se logrdé obtener el
fenotipo mutante NitM se emplearon los fenotipos nit1 y nit3. Los apareamientos se
realizaron colocando cada mutante nif separado a 3 cm en un patrén rectangular; se
incubaron durante 7 a 14 dias como se describid anteriormente y se evalud. La
formacién de heterocariontes se evidencid por el crecimiento denso de micelio aérec
en la zona de contacto entre dos mutantes.

La auto-incompatibilidad vegetativa, alelismo, solapamiento u algun tipo de
mutacién de incompatibilidad, se manifesté por la ausencia de crecimiento en la zona
de contacto entre dos mutantes del mismo aislamiento (Katan et al,, 1994). Ausencia
de crecimiento entre la zona de contacto de mutantes nit de diferentes aislamientos,
indicd no complementariedad ¢ incapacidad para formar heterocariontes debido a la

falta de compatibilidad vegetativa.

3.2. Caracterizacion molecular
3.2.1. Protocolo de extracciéon de ADN

Basados en los protocolos de Edel ef al (1995) y Saghai-Maroof et al. (1984) se
realizaron algunas medificaciones y se elaboré el protocolo de extraccion de ADN para
todos los aislamientos de Fusarium spp. que se describe a continuacion. Se cultivaron
los aislamientos a temperatura de laboratorio (25 °C */. 2 °C), durante 4 dias, en un
agitador (LAB-LINE) a 150 rpm en 80 mL de CPD, inoculado con una suspension de

esporas. Se recolectd el micelio, por filtracion a través de una tela de voile estéril y se
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liofilizé (Chriss Mesinznicher Apparatabe 336, Osterode, Solling). Un microtubo de 1.5
mb se llend hasta la mitad de la porcion cénica con el micelio liofilizado y se rompié
con la punta de un tip estéril. Luego se agregaron 500 uL de buffer de extraccion
(0.1M Tris [pH 7.5], 1% CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilanomioc), 0.7M NaCl,
10mM EDTA, 1 % 2-mercaptoethanol y proteinasa K 0.3 mg‘/mL de concentracién final.
Se incubé a 65 °C por 30 minutos en bafio maria. Se dejé enfriar y se afiadio igual
volumen (500 pL) de Cloroformo:isoamilalcohol en una proporcion de 24:1. Se mezclé
y se centrifugé (Hettich Zentrifugen Mikro 22, Tuttlingen) durante 10 minutos a 16434 g
a temperatura ambiente. El sobrenadante acuoso se transfirié a un nuevo tubo y se
adiciond igual volumen de isopropanol / etanol-acetato para que el ADN de alto peso
molecular floculara. El floculo se centrifugé por 10 minutos a 16434 g, se formé un
pellet de ADN y se descartd el liquido sobrenadante lentamente. El precipitado se lavo
con 70 % etanol. Los ADN de ias muestras se secaron dejando los tubos invertidos
durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente estos se resuspendieron
durante toda la noche a 4 °C en 100 uL de soluciéon TE (10mM Tris pH 8 y 1TmM EDTA)
que contenia ARNasa (10mg/mL) durante 1 hora a 37 °C. El ADN se preservo a -20 °C
hasta su posterior utilizacién.

3.2.1.1. Determinacion de la concentracion de ADN

La calidad del ADN extraido se examiné por medio de electroforesis en gel de
agarosa al 1 % TBE 1X (00,45M Tris Base; 0,45M Acido Bérico y 2mM EDTA (pH 8.0))
tefiido con 0,5 pg/mL de bromuro de etidio, sembrando 5 pL de muestra de ADN y 3
ML de buffer de carga A (50mM Tris-HCI {pH 8.0}, 5mM EDTA, 30 % Glicerol y 2mg/L
Azul de Bromo Fenol). La electroforesis se realizé a 100 voltios durante 1 hora en una
cuba horizontal (Apparatus GNA-200 Pharmacia, Sweden) y se fotografio con un
procesador digital de imagen Image Quant™ 400 versiéon 1.0.0 (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK).

Se cuantificé la concentracion de ADN con el espectrofotémetro SmartSpec 3000
BIO-RAD (California, USA) Se realizaron diluciones 1:20 de las muestras en ADE. Se
establecio la concentracion de ADN en funcidon de la absorbancia a 260 nm (OD260)
en base a la férmula:

Concentracion de ADN (ng/uL) = OD260 * factor de dilucion * 50 ng/puL.

La pureza del ADN se estimé de la relacion entre las lecturas de absorbancia
Azsonm/Azsonm. Se considerd de buena calidad aquellas muestras que presentaron
valores comprendidos entre 1,8 y 2,2. La concentracion de ADN de trabajo se ajustd a
10 ng/pL con ADE y se conservo a -20 °C hasta SU USO posterior.
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3.2.1.2. Reaccioén de ERIC-PCR

La reaccion se realizd siguiendo el protocolo de Godoy et al (2004), con
modificaciones. Para la misma se empledé un volumen de 25 L, que contenia las
siguientes concentraciones por reaccién: 2 mM de MgCl,, 1X PCR Buffer (20 mM Tris-
HCI (pH 8.0), 50 mM KCl), 0.2 mM de cada nucledtido, 0.5 uM de los iniciadores ERIC:
ERIC-1 y ERIC-2 (Tabla 5) (Versalovic ef al., 1991), 50 ng de ADN gendmico y 1 U de

Piatinum DNA Tag polimerasa (Invitrogen™, Brasil).

Tabla 5. Secuencia de los iniciadores empleados en este estudio identificados por Versalovic ef
al., 1991.

Identificacion del primer | Secuencia 5’- 3’
ERIC-1 GTGAATCCCCAGGAGCTTACAT
ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG

3.2.2.1. Condiciones de la reaccion

Las siguientes condiciones de amplificacién del ADN se llevaron a cabo en un
termociclador PTC-100™ MJ Research (Watertown, MS, USA) programado con: una
desnaturalizacién inicial de 7 minutos a 35 °C, séguido por 30 ciclos de
desnaturalizacion de 1 minuto a 94 °C, apareamiento de 1 minuto a 52 °C y extension
de 8 minutos a65°C y uha extension final de 16 minutos a 65 °C.
3.2.2.2. Visualizacién y analisis de los productos de la reaccion

Alicuotas (5 uL) de cada producto de PCR se analizaron por electroforesis en gel
de agarosa 1,5 % TBE 1X (0,45M Tris Base; 0,45M Acido Bérico y 2mM EDTA [pH
8.0]) tefiidos con bromuro de etidic a una concentracién de 0.5 yg/mL. Las muestras
fueron corridas con 3 pL de buffer de carga A (50mM Tris-HCI (pH 8.0), 5mM EDTA,
30 % Gliceral y 2mg/L Azul de Bromo Fenol) a un voltaje constante de 100W en una
cuba horizontal (Apparatus GNA-200 Pharmacia, Sweden) hasta que el frente de
corrida estuvo en la parte inferior del gel. Los geles fueron fotografiados bajo trans-
iluminador 302-nm UV por un procesador digital de imagen Image Quant™ 400 version
1.0.0 (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Las reacciones se repitieron 2 a 3 veces
para confirmar su reproducibilidad.

El andlisis de los geles se realizé por observacién directa. Se generé una matriz de
datos binarios donde se le otorgd el valor 1 a la presencia de banda y ¢ a la ausencia
de banda de cada aislamiento. La combinacion de los datos de los aislamientos se
analizé por el coeficiente de concordancia simple o (simple matching) y la metodologia

del promedio encadenado o UPGMA (siglas del inglés) para construir un dendograma
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con el médulo de Analisis de conglomerados del programa estadistico InfoStat version
1.1 (InfoStat, 2002). Primero se realizé un analisis de los datos por especie, tanto de
los aislamientos de cebolla y los de ajo. En segunda instancia se elabord un andlisis

integral con ios aislamientos que representaban a los patrones distintivos de cada
especie.
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RESULTADOS

1. Caracterizaciéon Morfoldgica de los agentes causales
1.2, ldentificacion

F. oxysporum Schlecht. fue la especie mas frecuentemente aislada (63 %, Tabla 6)
e identificada por sus caracteres macro y micro morfolégicos. De acuerdo a la
frecuencia de distribucion por especie se lo encontré en yn 66,7 % en aislamientos
provenientes de cebolla (40 aislamientos, Tabla 6), y en un 52,4 % de los obtenidos a
partir de ajo (11 aislamientos, Tabla 6).

Las colonias se caracterizaron por presentar un aspecto variable en APD,
diferencias que dependieron del aislamiento. En general, presentaron una
pigmentaciéon durazno, violeta a color vinoso. Al comienzo el micelio aéreo resuitd
abundante, en ailgunos aislamientos disperso y aracnoide, liso, primero de color blanco
y luego cambiando a distintos tonos como blanquecino, durazno, con matices morados
0 violdceos. Los microconidios unicelulares cilindricos, elipsoidales o reniformes, se
formaron desde monofidlides cortas y dispuestos en falsas cabezas. Los
macroconidios fueron moderadamente curvados, sub-cilindricos, predominando los de
tres septas y luego los de cinco septas, en algunos casos con la célula apical
levemente curvada y la célula basal pedicelada. Las clamid’OSporas se encontraron en
las hifas o los conidios, terminales o intercalares, solas o de a pares, de forma globosa

a sub-globosa (Fig. 2).



















38

Tabla 6. Frecuencia parcial y total en porcentaje, de aislamientos de Fusarium, de cebolla y ajo
de las localidades productoras muestreadas en las provincias de Mendoza, San Juan, Buenos
Aires y Rio Negro.

Especie Hospedero  Frecuencia Frecuencia
parcial en % total en %
F. oxysporum Ce/iajglla ggz 63
F. proliferatum C?:}glla 31;’3 19,8
F. verticillioides Ciﬁg”a &,73 8,6
F. solani Ciﬂg“a 83 6,2
F. compactum Cil:;glia 167 . 1,2
Fusarium sp. Ceﬁzglla 1 67 1,2

En la Tabla 7 se muestra la distribucion de las especies por provincia productora de
cebolla y ajo, donde se realizaron los muestreos. F. oxysporum fue la especie que se
encontré presente en todas las zonas con la mayor frecuencia, mientras que F.
verticiflioides so6lo se hallé en las localidades/departementos productores de cebolla de

la provincia de San Juan y F. compactum en Rio Negro.
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Tabla 7. Distribucion de especies de Fusarium aisladas desde cebolla de las localidades
productoras de las provincias de San Juan, Mendoza, Buenos Aires y Rio Negro, determinadas
por sus caracteres morfoldgicos.

Origen/Provincia Especie N:greeiselﬁgiq;e‘;:;)s

San Juan F. oxysporum (65?61 %)
F. proliferatum (1 5,56 %)
F. verticillioides (12,45 %)

F.solani (6,?:»2 %)
Mendoza F. oxysporum (71,145 %)
F. proliferatum 1 4,:; %)

F.solani (©, 52 %)

Fusarium sp. (4,; %)

Buenos Aires F. oxysporum (804%)
F.solani (201 %)

Rio Negro F. compactum (501 %)
F. solani (501%)

1.2.1. Crecimiento in vitro y macromorfologia

El analisis de la tasa de crecimiento diaria expresada en cm al quinto dia de
incubacién demostré que existen diferencias significativas entre los distintos
aislamijentos (p<0,0001, Tabla 8). Sdlo se muestra la tabla de analisis de la varianza
para la tasa de crecimiento del quinto dia (CV 12,46 %, R? 0,84). El aislamiento de
mayor tasa de crecimiento al quinto dia que difiridé significativamente del resto fue LJC

10056, y LJC 10087 mostrd la menor tasa de crecimiento al quinto dia.
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Tabla 8. Cuadro de analisis de la varianza para la tasa de crecimiento diaria en cm al quinto
dia de tcdos los aislamientos de Fusarium obtenidos desde cebolla y ajo, en medio APD con un
fotoperiodo de 12 horas de luz y oscuridad a 25 °C +/- 2 °C.

F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo 11,30 82 0,14 10,32  <0,0001
Aislamiento 11,15 80 0,14 10,43 <0,0001

Blogue 0,16 2 0,08 5,85 0,0035
Error 2,14 160 0,01
Total 13,44 242

Al analizar la tasa de crecimiento promedio, discriminando los aislamientos
obtenidos desde ajo, se observd que existian diferencias significativas (p<0,001, CV
3,95 %) entre ellos. El grupo formado por LJC 10170 y LJC 10171 mostrd la mayor
tasa promedio de crecimiento. El aislamiento LJC 10183 exhibié la menor tasa
promedio de crecimiento que fue significativamente diferente del resto. En el caso de
los aislamientos obtenidos desde cebolla, también se observaron diferencias
significativas entre ellos al analizar la tasa de crecimiento promedio (p<0,001y CV 4,29
%). Los que presentaron la mayor y menor tasa de crecimiento promedio que difirié
significativamente del resto fueron LJC 10056 y LCJ 10087 respectivamente.

En |la Tabla 9 se observan las diferencias en las tasas de crecimiento diario de
todas las especies hasta el quinto dia de evaluacién. En el primer dia F. compactum
mostré una menor tasa, durante el segundo dia Fusarium sp., F. oxysporum, F.
proliferatum y F. verticillioides no mostraron una tasa de crecimiento significativamente
diferente. Durante el tercer dia no existieron diferencias significativas en la tasa
promedio de crecimiento entre las especies. A partir del cuarto dia se comenzd a
observar diferencias en la tasa promedio de crecimiento entre las distintas especies.
La especie de menor tasa al quinto dia en medio de cultivo APD en las condiciones
establecidas en el ensayo fue F. compactum y la que presenté mayor tasa de

crecimiento diaria fue F. verticillioides (Tabla 9).
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Entre las especies F. oxysporum, F. proliferatum y F. verticilfioides, se hallaron
diferencias significativas (p<0,0001, CV 16,25 %) al analizar la tasa de crecimiento en
cm del 5to dia de acuerdo a la procedencia (ajo o cebolla) de los aislamientos. En F.
oxysporum se encontraron diferencias significativas entre aislamientos (p<0,005, CV
14,9 %), los obtenidos de cebolla exhibieron la mayor tasa de crecimiento en cm al dia
5 que los de ajo. Este comportamiento se observd también en F. proliferatum
(p<0,0001, CV 18,25 %) y en F. verticillioides (p<0,0001, CV 11,89 %) con diferencias
significativas entre los aislamientos, y presentando los de cebolla una mayor tasa de

crecimiento en cm al 5to que los de ajo (Tabla 10).

Tabla 10. Tasa de crecimiento medio en cm al 5to dia, de los aislamientos de F. oxysporum, F.
proliferatum y F. verticillioides, de cebolla y ajo, en medio APD con un fotoperiodo de 12 h de
luz y oscuridad a 25 °C +/- 2 °C.

Tasa de crecimiento

Especie en cm al 5to dia
Ajo Cebolla
F. OXySporum 4,39 b 4,89 a
F. profiferatum 3,88b 5569 a
F. vetticillioides 397b 571a

Letras distintas indican diferencias significativas en el sentido de las filas.

1.2.2. Micromorfologia

En la Figura 8 se pudo observar el valor promedio en micrones del largo y ancho de
microconidios (O y 1 septa) y macroconidios (3 y 5 septas) para cada especie en medio
de cultivo AHC. Las caracteristicas de cada aislamiento se registraron en el Apéndice
1.
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Tabla 11. Indice de severidad de 48 aislamientos de Fusarium en plantas de cebolla bajo
condiciones de inoculacion artificial con una suspensidn de 1 x 10 conidios/mL.

Tratamiento’ Indice de severidad”
LJC 10081 Fo 5,00 a
LJC 10031 Fp 500a
LJC 10030 F. 500a
L.JC 10046 Fo 500a
LJC 10037 Fs 4,67 ab
LJC 10026 Fo 4,67 ab
LJC 10023 Fp 4,33 abc
LJC 10021 Fo 4,33 abc
LJC 10029 Fo 4,33 abc
LJC 10043 Fo 4,33 abc
LJC 10017 Fo 4,33 abc
LJC 10009 Fo 4,00 abed
LJC 10033 Fo 4,00 ahcd
LJC 10061 Fo 4,00 abed
LJC 10069 Fv 4,00 abed
LJC 10035 Fo 4,00 abed
LJC 10072 Fo 4,00 abcd
LJC 10056 Fp 4,00 abed
LJC 10007 Fo 4,00 abcd
LJC 10058 Fp 3,67 abcde
LJC 10013 Fp 3,67 abcde
LLJC 10077 Fv 3,67 abcde
LJC 10067 Fs 3,67 abcde
LJC 10039 Fo 3,67 abcde
LJC 100862 Fo 3,67 abcde
LJC 10085 Fo 3,33 abcdef
LJC 10014 Fp 3,33 abcdef
£JC 10019 Fo 3,00 abedef
LJC 10001 Fo 3,00 abedef
LJC 10087 Fc 3,00 abcdef
LJC 10045 Fo 3,00 abcdef
LJC 10054 Fp 3,00 abcdef
LJC 10060 Fo 3,00 abcdef
LJC 10015 Fo 3,00 abcdef
LJC 10002 Fv 3,00 abcdef
LJC 10012 Fo 3,00 abcdef
LJC 10086 Fs 3,00 abcdef
LJC 10041 Fo 2,67 bcdef
LJC 10006 Fo 2,67 bcdef
LJC 10005 Fo 2,67 bcdef
LJC 10003 Fo 2,33 cdef
LJC 10011 Fo 2,33 cdef
LJC 10088 Fo 2,33 cdef
LJC 10064 Fo 2,00 def
LJC 10053 Fo 2,00 def
LJC 10027 Fo 2,00 def
LJC 10010 Fs 2,00 def
LJC 10051 Fo 1,33 ef
Control 1,00 f

" Indica la especie Fo, F. oxysporum, Fp, F. proliferatum, Fv, F. verticilfioides; Fs, F. solani; Fc,
F. compactum, F., Fusarium sp.
? Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).
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El analisis del IS promedio por especie mostro diferencias significativas entre los
tratamientos (p<0,001, CV 3,38 %). El tratamiento control difirié significativamente de
las inoculaciones con todas las especies de Fusarium (Fig.10) en plantas de cebolla.
El mayor I8, significativamente diferente del resto, fue el del aislamiento que se
identific6 como Fusarium sp. F. compactum con un IS de 3, fue la especie menos
agresiva y significativamente diferente de F. oxysporum, F. solani y F. verticillioides.
Estas tres especies no difirieron significativamente en severidad y evidenciaron un
comportamiento de patogenicidad moderada. Si bien F, verticiflicides se ubicé en este
grupo de patogenicidad moderada no difirié significativamente de F. proliferatum, que

tuvo un IS cercano a 4, considerado patdgeno.

(o]
|

indice de severidad en cebolla
)

F. solani F. verticilioides F. proliferatum Fusariurn spp.

0 T N = o = 1
Controf F. compactum F. oxysporum

Especies de Fusarium

Figura 10. Patogenicidad de las especies de Fusarium medida a través del indice de severidad
promedio en plantas de cebollas inoculadas artificialmente. Letras distintas indican diferencias
significativas (p< 0,05). Las lineas muestran el desvio estandar.

Al comparar el IS se observd que existen diferencias entre especies para los 32
aislamientos de F. oxysporum (p<0,0001, CV 18,99 %). No se revelaron diferencias
significativa entre el tratamiento control y 16 aislamientos con IS menor o igual a 3,

pero si para los que superan un IS mayor a 3 (Tabla 12).
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Tabla 12. [ndice de severidad en plantas de cebolla cv. Valcatorce INTA bajo inoculacién
artificial con aislamientos de F. oxysporum procedentes de cebolla.

Tratamiento  Indice de severidad

LJC 10081 500a
LJC 10046 500a
LJC 10026 4,67 ab
LJC 10021 4,33 abc
LJC 10017 4,33 abc
LJC 10029 4,33 abc
LJC 10043 4,33 abc
LJC 10007 4,00 abcd
LJC 10035 4,00 abcd
L.JC 10033 4,00 abcd
LJC 10072 4,00 abed
LJC 10061 4,00 abed
LJC 10009 4,00 abecd
LJC 10062 3,67 abcd
LJC 10039 3,67 abed
L.JC 10085 3;33 abcde
LJC 10012 3,00 abcdef
LJC 10060 3,00 abcdef
LJC 10001 3,00 abcdef
LJC 10045 3,00 abcdef
LJC 10019 3,00 abcdef
LJC 10015 3,00 abcdef.
LJC 10005 2,67 bcdef
LJC 10041 2,67 bedef
LJC 10006 2,67 bcdef
LJC 10003 2,33  cdef
LJC 10088 2,33  cdef
LJC 10011 2,33 cdef
LJC 10027 2,00 def
LJC 10064 2,00 def
LJC 10053 2,00 def
LJC 10051 1,33 ef
Control 1,00 f

Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

En el analisis de la especie F. proliferatum se evidenciaron diferencias significativas
entre tratamientos (p<0,0001; CV 1247 %). El tratamiento control difirié
significativamente de las inoculaciones con los distintos aislamientos del hongo. LJC
10031 fue el mas agresivo, presentd un IS de 5, exhibiendo diferencias significativas

cuando se lo compard a los aislamientos que tuvieron un IS menor a 3,67 (Fig. 11).



48

ab
be abc

indice de severidad en cebolla
[#%]

0 — .o . . . N
Control LJC 10054 LJC 10014 LJC 10013 LJC 10058 LJC10056 LJC 10023 LJC 10031

Aislamientos de F. proliferatum

Figura 11. Indice de severidad de los aislamientos de F. proliferatum al evaluar la
patogenicidad en plantas de cebollas cv. Valcatorce INTA inoculadas artificialmente. Letras
distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). Las lineas muestran el desvio estandar.

Los resultados de 1S observados en los aislamientos de F. verticillioides mostraron
diferencias significativas entre tratamientos (p<0,0001, CV 9,89 %). La inoculacién con
ADE difirid de la realizada con la suspension de conidios de manera significativa (Fig.
12). Los aislamientos LJC 10069 y LJC 10077 no mostraron diferencias significativas
entre en cuanto a la patogenicidad.

5.
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Control LJC 10002 LJC 10077 LJC 10069

Aislamientos de F. veticillioides

Figura 12. Indice de severidad de los aislamientos de F. verticillioides al evaluar Ia
patogenicidad en plantas de cebollas cv. Valcatorce INTA inoculadas artificialmente. Letras
distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). Las lineas muestran el desvio estandar.

Los resultados de los aislamientos de F. sofani indican que existen diferencias
significativas en el IS entre tratamientos al inocular artificialmente plantas de cebolla
(p<0,0001, CV 13,561 %). El tratamiento con ADE difirié significativamente de los
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aislamientos excepto del LJC 10010 cuyo IS fue de 2 (Fig. 13). El aislamiento de
mayor patogenicidad fue el LJC 10037 que difirid significativamente de LJC 10086 y
LJC 10010, pero no de LJC 10067.

Ny w 2 [4,] 2]
H 4. 1 L 1

Indice de severidad en cebolla

Control LJC10010  LJC10086 LJC10067  LJC 10037

Aislamientos de F. sofani

Figura 13. [ndice de severidad de los aislamientos de F. solani al evaluar la patogenicidad en
plantas de cebollas cv. Valcatorce INTA inoculadas artificialmente. Letras distintas indican
diferencias significativas (p< 0,05). Las lineas muestran el desvio estandar.

2.2. Aislamientos desde ajo
2.2.1. Pruebas de patogenicidad en planta
En las plantas de ajo incculadas con los distintos aislamientos se cbservé el

desarrollo de los sintomas de la enfermedad. Las raices se exhibieron flacidas, con
lesiones acuosas, podredumbres de color pardo y pudricién total en los casos mas
severos. Los bulbos manifestaron lesiones acuosas y podredumbres ieves a severas
(Fig. 14).
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Tabla 13. Indice de severidad de 21 aislamientos de Fusarium en plantas de ajo bajo
condiciones de inoculacién artificial con una suspension de 5x10° conidios/mL.

Tratamiento’

Indice de severidad

LJC 101707
LJC 10168
LJC 10182%
LJC 101837
LJC 10180°P
LJC 10171
LJC 10189
LJC 10167
LJC 101767
LJC 10186"°
LJC 10174%
LJC 10178
LJC 10172
LJC 10181FP
LJC 101857
LJC 10173
LJC 10175
LJC 10187F°
LJC 101907
LJC 10166
LJC 101887
Control

5,00 a
500a
5,00 a
4,67 ab

4 67 ab

4 67 ab
4,33 abc
4,00 abc
4,00 abc
4,00 abc
4,00 abc
4,00 abc
3,67 abc
3,67 abc
3,67 abc
3,67 abc
3,67 abc
3,33 bcd
3,33 bed
300 cd
2,00 de
1,33 e

! Indica la especie Fo, F. oxysporum; Fp, F. profiferatum; Fv, F. verticillioides
Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05)

En este experimento, al analizar los resultados por especie, se pudo observar

(Fig.15) que el control difirid significativamente de los tratamientos de inoculacion con

la suspension de conidios de las tres especies de Fusarium aunque no se encontraron

diferencias significativas entre las especies.
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Figura 15. Pategenicidad de las especies de Fusarium medida a través del indice de severidad
promedio en plantas de ajo bajo condiciones de inoculacién artificial con una suspension de
5x10° conidios/mL. Letras distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). Las lineas
muestran el desvio estandar.

2.2.2. Pruebas de patogenicidad en poscosecha

Todos los tratamientos generaron sintomas en los bulbos de ajo cv Nieve INTA,
originando podredumbre seca de color parda alrededor de la herida de inoculacion. Se
reaislo al hongo de todos los tratamientos, para confirmar que los sintomas de los
bulbos infectados fueron ocasionados por el patégeno inoculado. Una excepcion fue el
tratamiento con LJC 10188 del que se reaislaron bacterias ademas del hongo. A partir
del tratamiento control no se aislé ningun patégeno, por lo que se puede afirmar que la
coloracidon parda que se observé se debid a la oxidacion de los tejidos lesionados y a
su cicatrizacién. La prueba no incluy¢ al aislamiento LJC 10186 porque el indculo se
contamind con bacterias. En este ensayo existieron diferencias significativas entre
tratamientos (p<0,001). Al comparar las medias de todos los tratamientos, el control no
mostré diferencias significativas con LJC 10173, pero si lo hizo con los aislamientos
que tuvieron un volumen de pudricion mayor a 89 mm® (Fig.16). El grupo de
patogenicidad leve se conformo con los aislamientos LJC 10190, LJC 10167, LJC
10185, LJC 10166, LJC 10178, LJC 10168, LJC 10187, LJC 10188, LJC 10189 y LJC
10172, estos produjeron un volumen de pudricién de 45 a 75 mm®. El grupo de
aislamientos moderadamente patégeno con volumenes de pudricion de 76 a 100 mm?®,
manifestaron diferencias con el grupo anterior, y correspondié a LJC 10181, LJC
10174, LJC 10176, LJC 10182, LJC 10183 y LJC 10180. Los aislamientos LJC 10175
y LJC 10170 generaron un volumen de pudricién de 100 a 120 mm?® vy fueron
clasificados como patégenos. LJC 10171 fue altamente patdégeno provocando un
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Figura 17. Volumen de pudricién en mm? generado por las especies de Fusarium inoculadas
artificialmente en ajo cv Nieve INTA al cabo de fres semanas. Letras distintas indican
diferencias significativas (p< 0,05). L.as lineas muestran el desvio estandar.

En ajo, se determind una asociacion significativa entre los métodos empleados para
probar patogenicidad (Fig. 18). Se observé que por cada unidad de severidad obtenida
para un aislamiento determinado en el invernaculo, el VP aumentd de manera
exponencial en la prueba de poscosecha. Para el andlisis no fue considerado el
aislamiento LJC 10186 debido a la falta de informacion sobre el VP. Ademas, no se
incluyo a LJC 10188 porque en la prueba de poscosecha las heridas de algunos de los
dientes presentaron una coloracion violacea, y a su vez de estos se reaisldé no sblo el

hongo inoculado sino también bacterias.
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Figura 18. Relacién exponencial entre IS y VP en mm? determinado entre los dos métodos de
prueba de patogenicidad en ajo con aislamientos de Fusarium spp. El punto en rojo
corresponde ai valor de LJC 10188, no considerado en el analisis.

3. Caracterizacion genética
3.1. Grupos de Compatibilidad Vegetativa (GCV)

Para los aislamientos de la especie F. oxysporum se obtuvieron los resultados que
se describen a continuacion.
3.1.1. Generacion de mutantes nit

Los sectores mutantes resistentes al clorato se lograron generar de manera exitosa
para todos los aislamientos, en los medios clorados PDC y MMC, con concentraciones
de 1,5 % y 3 % de clorato de K. La mayoria de los sectores recuperados, resistentes al
clorato, de crecimiento rapido, fueron capaces de utilizar al nitrato como anica fuente
de nitrégeno (Fig.19); consecuentemente presentaron un crecimiento sin micelio aéreo

en MM (Fig.20). Estos sectores se denominaron mutantes nit.
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del grupo C se aislaron en San Juan y manifestaron un S promedio de 4 en las

pruebas de patogenicidad. Los aislamientos del grupo D pertenecieron a la zona

productora de San Juan, a las localidades de Jachal y Pocito. La diversidad total de los
GCYV fue del 59 % deducida al dividir el nimero de grupos individuales de GCV por el

numero total de aislamientos, segun la formula propuesta por Smith-White ef al. en

2001,

Tabla 14. Grupos de compatibilidad vegetativa y patogenicidad de los aislamientos de F.
oxysporum aislados de cebolla y ajo en las localidades productoras de las provincias de
Mendoza, San Juan y Buenos Aires.

N° de Clases de
, mutan | mutantes nit i
n{';‘i'::ﬂ; tes | complemen- | GCV® | IS Prgi‘g"' Loc./ Dpto.
ais- tarios
lados
nit1/3 | nitM
LJC10001° 9 6 3 A 3,00 San Juan Chimbas
LJC10003° 11 9 2 mu 2,33 San Juan Chimbas
LJC10005° 23 19 4 C 2,67 San Juan Rawson
LJC10006 © 14 10 4 mu 2,67 San Juan Rawson
LJC10007 © 8 7 1 mu 4,00 San Juan Rawson
LJC10009° 18 4 14 mu 4,00 San Juan Pocito
LJC10011°¢ 6 -4 2 mu 2,33 San Juan Pocito
~LJC10012°¢ 10 3 7 E 3,00 San Juan Pocito
LJC10015° 13 11 2 B 3,00 San Juan Pocito
LJC10017 ¢ 26 23 3 C 4,33 San Juan Pocito
LJC10019° 10 6 4 mu 3,00 San Juan Rivadavia
LJC10021° 14 11 3 D 433 San Juan Pocito
LJC10026° 6 3 3 mu 467 Mendoza Lavalle
LJC10027 € 6 5 1 mu 2,00 Mendoza Lavalle
LJC10029° 18 16 2 mu 433 Mendoza Maipu
LJC10033° 9 7 2 B 4,00 Mendoza Maipu 7
LJC10035° 31 30 1 G 4,00 Mendoza Guaymallén
LJC10039° 11 10 1 A 4,67 Mendoza Lujan
LJC10041° 11 5 6 B 2,67 Mendoza Lujan
T LJC10043° 127 24 3 B 7433 | Mendoza Lujan
LJC10045°¢ 12 8 4 A 3,00 Mendoza Maipu
~LJC10046 “ 18 14 4 mu 5,00 Mendoza Maipu
LJC10047 ¢ 22 18 4 E * Mendoza Lavalie
LJC10048° g 8 1 F * Mendoza Lavalle
LJC10049° 10 6 4 F * Mendoza San Carlos
LJC10051°¢ 13 11 2 mu 1,33 Mendoza San Carlos
LJC10053"° 6 4 2 mu | 2,00 Mendoza San Carlos
LJC100860 © 28 23 5 A 3,00 San Juan Jachal
LJC10061° 14 13 1 D 4,00 San Juan Jachal
LJC10062° 15 12 3 D 3,67 San Juan Jachal
LJC10063°¢ 23 22 1 C * San Juan Jachal
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3.2. Caracterizacion por marcadores moleculares
3.2.1. Extraccion de ADN

De las extracciones realizadas segun la metodologia propuesta se obtuvieron
buenos rendimientos de ADN de alto peso molecular. La relacién de la absorbancia a
AvsolAzge S€ UDICO en el rango de los 1,65y 2,28, mostrando que la calidad de ADN fue
de alta pureza para la mayoria de los aislamientos. Este ADN se utilizé como molde
para los ensayos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En la figura 23 se
muestra cémo se visualizé la calidad del ADN extraido en un gel de agarosa al 1 %
(TBE 1X con 0,5 pg/ml bromuro de etidio). No se observd degradacion del material

genético.

Lictoo1s  LJC1004  LJC10021  LJC10027 LJC10039  LJC10048

Figura 23. ADN extraido de micelio de Fusarium spp. cultivado en caldo de papa. las muestras

se trataron con 10mg/mL de ARNasa para remover el ARN.

3.2.2. Reaccion de ERIC-PCR

E! iniciador ERIC-PCR amplifico el ADN de los aislamientos de todas las especies.
Las bandas generadas tuvieron tamarios comprendidos entre 3600 y 50 pb
aproximadamente. |

En los 51 aislamientos de F. oxysporum se amplifico un total de 23 bandas
polimérficas, se observaron 26 patrones diferentes (Fig. 24 y 25) que fueron
reproducibles y distinguibles. Se generd un arreglo de bandas informativas compuesto
de un minimo de 6 y un maximo de 16 bandas. '

Los 21 aislamientos obtenidos de cebolla en la provincia de San Juan presentaron

14 patrones de bandas diferentes. Dos aislamientos de la localidad de Pocito (LJC
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10011 y LJC 10017) compartieron un mismo patrén. Otros dos aislamientos de la
localidad de Jachal, con igual patrén de bandas, pertenecieron al GCV C.

En las localidades de Mendoza 15 aislamientos de cebolla mostraron 11 bandeos
distintos, de los cuales, 2 aislamientos con un ur:nico patron se observaron tanto en el
departamento de Lavalle como en el de Lujan. Ademas, de este ultimo departamento,
LJC 10041 y LJC 10043 compartieron igual patrén y formaron el GCV B junto a LJC
10033 de Maipt. Estos resultados indicaron que en la provincia de Mendoza los
aislamientos obtenidos de cebolla fueron los de mayor variabilidad. Once aislamientos
de ajo de Mendoza, exhibieron 7 patrones diferentes. Dos de los que compartieron
bandas pertenecieron al mismo GCV.

Algunos de los aislamientos de ajo obtenidos en Mendoza presentaron el mismo
patron de bandas que los de cebolla de Mendoza, San Juan y Buenos Aires. Dos de
los 4 aislamientos de Buenos Aires presentaron igual patrén de banda. Estos
pertenecian a las localidades de Ascasubi y Villalonga.

W
"~

L
.=
S ]
=5
403

LIC 10167

Lac0on
LIC 10043
LJC 19085 -
LIC]tiDss
L4C 10054

- LIC 10029

Figura 24. Patrones de reaccién en cadena de la polimerasa {(PCR) de secuencias repetitivas
intergénicas consenso (ERIC) de 51 aislamientos de F. oxysporum en las calles 2 a la 29 del
peine superior y 2 a 24 del peine inferior y LIC 10030 de Fusarium sp. (Fsp.) en la calle 25 del
peine inferior y LJC 10087 de F. compactum (Fc) en la calle 26 del peine inferior obtenidos de
cebolla (letras blancas) y ajo (letras en color gris). La linea 400pb indica el marcador de peso
molecular de 400 pares de bases {PB-L, "Productos Bio-Ldgicos S. H.").
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Figura 25. Patrones de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de secuencias repetitivas
intergénicas consenso (ERIC) de 28 aislamientos de F. oxysporum obtenidos de ajos vy
cebollas. La linea 400pb indica el marcador de peso molecular de 400 pares de bases (PB-L,
“Productos Bio-Logicos S. H."). Esta figura muestra el resumen de los patrones polimérficos de
la Fig. 24.

Cuando se analizaron para F. oxysporum todos los grupos que se determinaron por
la metodologia de UPGMA y empleando el coeficiente de concordancia se observo
una similitud del 33 % aproximadamente (distancia genética de 0,67). De acuerdo al
analisis UPGMA a una distancia de 0,20 se observaron 26 grupos diferentes, el mas
numeroso denominado A, tuvo una distancia genética del resto de 0,35 (Fig. 26). Este
grupo se formé por aislamientos que pertenecieron a distintos GCV y fueron aislados
de cebolla en Mendoza, San Juan y Buenos Aires, y de ajo en Mendoza. El resto de
los grupos formados (B, C, D y F) presentaron también estas caracteristicas. El grupo
E, integrado por LJC 10072 y L.JC 10063, pertenecieron al GCV C y se obtuvieron de
la localidad de Jachal en la provincia de San Juan. Estos dos uUltimos individuos se
encontraron a una distancia genética aproximada de 0,36 del resto de los aislamientos
de F. oxysporum. A una distancia genética de 0,67 el dendograma se puede dividir en
dos nodos En la parte superior del arbol se ubica la mayoria de ios aislamientos que
fueron patogenos en cebolla y los miembros de los GCV C y B. En la parte inferior se
encuentran todos los aislamientos obtenidos en la provincia de Buenos Aires y la

mayoria de los aislamientos que conformaron el GCV A.
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En los 9 aislamientos de cebolla se observaron 5 patrones distintos. De estos, 2 de
los obtenidos en Mendoza compartieron el mismo bandeo {LJC 10054 y LJC 10056),
el aislamiento diferente en su patron de bandas fue LJC 10031 que presento la mas
alta patogenicidad. Dos de los 4 aislamientos de cebolla obtenidos en San Juan
compartieron el mismo patron.

De los 7 aislamientos de ajo de origen Mendoza, 6 exhibieron el mismo patrén de
bandas lo que mostré menor variabilidad genética en este grupo. El aislamiento LJC
10185 tuvo un patrén distinto que el resto de los de ajo pero igual a LJC 10058 y LJC
10083 de cebolia.

- Lic 10h31
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Figura 27. Patrones de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de secuencias repetitivas
intergénicas consenso (ERIC) de 16 aislamientos de F. proliferafum obtenidos de ajo (letras de
color gris) y cebolla (letras de color blance). La iinea 400pb indica el marcador de peso
molecular de 400 pares de bases (PB-L, “Productos Bio-Légicos S. H.").

En el dendograma de F. proliferatum el grupo A generado por los ERIC presentd la
maxima asociaciéon genética, a una distancia del resto de 0,34, mostrando un
porcentaje de similitud del 66 % (Fig. 28). Este conglomerado fue el mas numeroso y
todos sus integrantes se obtuvieron de ajo, en la provincia de Mendoza, excepto el
aislamiento LJC 10014 que se obtuvo de cebolla en la localidad de Pocito en San
Juan. Este grupo tuvo una tasa de crecimiento promedio al 5to dia comprendida en un
rango de 3,3 a 5 cm. Todos los individuos del grupo B se aislaron desde cebolla y ajo

en las provincias de Mendoza, San Juan y Rio Negro, y mostraron una tasa de
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10166 en su patrén de bandeo y en el IS que fue de 3. Todos los aislamientos de
cebolla se obtuvieron en San Juan y exhibieron patrones diferentes.

En el dendograma se observé una relacién del 100 % entre los individuos LJC
10182 y LJC 10174, pero con una distancia genética de 0,76, es decir un porcentaje
de similitud del 24 %, muy bajo cuando fue comparado con los otros aislamientos (Fig.
30). Este grupo de aislamientos obtenidos desde ajo fueron patégenos en las pruebas
de inoculacién artificial de plantas y moderadamente patégenos en la prueba de
poscosecha (generaron un VP de 81,42 mm?® el primero y de 78,98 mm® el segundo).
LJC 10002 obtenido de cebolla en San Juan y LJC 101686 de ajo de Mendoza
conformaron un grupo a una distancia genética de 0,30. Estos aislamientos fueron

evaluados en la prueba de inoculacién artificial en planta con IS de 3.

LJC 10068 Fv
LJC 10077 Fv
LJC 10182 Fv
LJC 10086 Fs
LJC_ 10067 Fs
LJC 10050 Fs
LJC 10037 Fs
LJC 10010 Fs
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Figura 29. Patrones de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de secuencias repetitivas
intergénicas consenso (ERIC) de 7 aislamientos de F. verticillioides (Fv) enlascalles1ala7y
de F. solani (Fs) en las calles 8 a la 12 cobtenidos de ajo (letras de color gris) y cebolla (letras
de color blanco). La linea 400pb indica el marcador de peso molecular de 400 pares de bases
(PB-L, "Productos Bio-Logicos S. H.").
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correspondieron a patrones que representaban a un solo aislamiento de F. oxysporum.
En el conglomerado F se ubicé un patrén que representé un solo aislamiento de F.
oxysporum obtenido de ajo y los patrones unicos de F. solani de cebolia, a excepcion
de uno que se ubico en la rama G. Al resto de los conglomerados pertenecieron
patrones que representaban a un solo aislamiento: en el conglomerado H se ubicé a
Fusarium sp., en el | al aislamiento de F. compactum y en el J a un aislamiento de F.
oxysporum, todos ellos aislados de cebolla.

En cuanto a F. compactum y Fusarium sp., generaron un bandeo Unico que permitié
diferenciarlos del resto de las especies ensayadas. Estos patrones de bandas fueron
facilmente distinguibles y reproducibles. Se obséwé en la Fig. 33 que F. compactum
mostré un patron de 11 bandas, 2 de ellas Unicas, se ubicé a una distancia genética de
0,57. Fusarium sp. generd 9 bandas y se encontré a una distancia genética de
aproximadamente 0,54. La distancia genética de todos los aislamientos de Fusarium
obtenidos de ajos y cebollas fue de 0,8.
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Figura 32. Patrones de bandas tipo de todos los aislamientos de F.oxysporum (Fg), F.
proliferatum (Fp), F. verticillioides (Fv), F. sofani (Fs), F. compactum (Fc) y Fusarium sp. (Fsp.),
obtenidos de ajos y cebollas generados por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de
secuencias repetitivas intergénicas consenso (ERIC). La linea 400pb indica el marcador de
peso molecular de 400 pares de bases (PB-L, “Productos Bio-Légicos S. H.”).
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DISCUSION

1. Caracterizacion morfologica e identificacién de los agentes causales

F. oxysporum fue la mas frecuentemente aislada lo que concuerda con estudios
previos realizados en el sur de Argentina por Kiehr y Delhey (2005) y ademas del
hecho de ser un hongo ubicuo habitante del suelo (Di Pietro et al, 2003). Los
aislamientos asi identificados presentaron caracteristicas morfolégicas, principalmente
por la forma de los macroconidios, la estructura de los microconididforos y la
disposicidon y forma de las clamidosporas coincidentes con lo descripto por Gerlach y
Nirenberg (1982) y Nelson et al. (1983). La identificacion morfologica de los
aislamientos LJC 10045 y LJC 10081 como F. oxysporum coincide con la realizada por
Galvan et al. (2008) a través del marcador molecular desarrollado para esta especie
(Mule et al., 2004).

La especie clasificada como F. proliferatum también correspondidé por sus
caracteres morfolégicos a lo descrito en la bibliografia por Gerlach y Nirenberg (1982)
y Nelson et al. (1983), en particular, por su rasgo distintivo de la presencia de
microconidios producidos en largas cadenas sobre polffiélides. Esta especie se
encontro en bulbos de cebollas en América del norte por du Toit ef al. (2003) y en
Argentina por Kiehr y Delhey (2005). En ajos, Dugan et al. {(2003) lo citaron en América
del Norte. Mas recientemente y sabre ambos hospederos esta especie fue identificada
por Stankovic ef al. (2007) en Serbia. Las caracterizaciones concordaron con las que
realizé Ridao en 2005 de los aislamientos de F. oxysporum y F. prolfiferatum sefialados
con (*) en la Tabla 1 (Valdez et al, 2005). Ademas los aislamientos LJC 10013 y
10023, fueron reconocidos como F. proliferatum por Galvan et al. (2008), por medio
del empleo de un marcador molecular especifico desarrcllado por Waalwijk ef al.
(2003)

Los aislamientos determinados como F. verticillioides poseen los caracteres
descritos por Gerlach y Nirenberg (1982). Esta especie fue citada por primera vez por
Dugan ef al. en 2007 afectando ajos, en EEUU y China. Sin embargo en Argentina
nunca habia sido mencionada por lo que esta seria la primera cita del patégeno tanto
en ajo como en cebolla. Esta especie se aislé exclusivamente de cebolla en la
provincia de San Juan y de ajo en la provincia de Mendoza.

Para la especie F. solani, se determind que los aistamientos LJC 10050, LJC 10067
y LJC 10086 presentaron microconidios de forma oval, y se demostro su patogenicidad

sobre cebolla lo que sugiere su inclusién en una misma forma especial, pero en este
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trabajo no se profundizé ese aspecto. F. sofani sélo se aisld a partir de cebolla. Kiehr y
Delhey (2005) también lo identificaron pero no probaron su patogenicidad. Sin
embargo Calle Bellide (2005} aisld a esta especie de plantas de cebollas enfermas,
realizdé ensayos pero no pudo probar su patgenicidad en el campo. Mientras que en
esta investigacién, el aislamiento LJC 10010 fue levemente patdogeno ya que afectd a
menos del 10 % de las raices y los aislamientos LJC 10086, LJC 10067 y LJC 10037
con indices de severidad de 3; 3,67 y 4,67 fueron de moderada a altamente
patégenos. _

De un lote de la provincia de Rio Negro, con cultive antecesor zapallo, se aislo F.
compactum, especie nunca antes mencionada como patdégena de cebolla, a nuestro
conocimiento, y que mostré una patogenicidad moderada (IS = 3), por lo que se
sugiere que pudo ser un oportunista. F. equiseti ha sido citado como causante de
podredumbres en zapallos (Vigliola; Calot, 1982 y Elmer, 1996). Habria que considerar
que F. compactum y F. equiseti se mencionan como similares de dificil diferenciacion y
con la morfologia de los macroconidios como Unico cardcter distintivo {Leslie;
Summerell, 2006).

Los aislamientos de F. oxysporum, F. proliferatum y F. verticillicides provenientes
de cebolla mostraron una tasa de crecimiento mayor que los de ajo. Esta diferencia tal
vez se debid a que estos ultimos estan adaptados a una temperatura de crecimiento
distinta de la experimentada de 25° C. La enfermedad se manifiesta en cebollas a
altas temperaturas de suelos entre 25° y 35° C (Maude, 2006). Sin embargo el rango
en el cual puede producirse la enfermedad es de 20° a 38° C (Kehr et al,, 1962). Para
dilucidar este punto, se deberia medir la tasa de crecimiento de estos aislamientos a
otras temperaturas, dentro de estos rangos. Luego determinar la correlacion para la
tasa de crecimiento entre la temperatura dptima y el origen de los aislamientos.

Los valores de crecimiento de F. oxysporum estuvieron dentro de los rangos
propuestos por Gerlanch y Nirenberg (1982), pero fueron menores para el resto de las
especies. Esto puede deberse a que los aislamientos corresponden a otro origen
geografico. O tal vez, si bien el medio utilizado fue PDA Difco ajustado a pH 6.5-7, este
ultimo pudo haber sufrido algin cambio durante la esterilizacion en el autoclave, lo que
afecto a la tasa de crecimiento, la que depende de estas condiciones como lo describe
Booth (1971).

Las caracteristicas en cuanto a la forma de los micro y macro conidios coincidieron
con la referida por la bibliografia, 1o mismo que para el rango de valores del largo de

estas estructuras. En cambio para el ancho, los valores obtenidos fueron superiores a
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los establecidos por Gerlach y Nirenberg (1982). Estos autores emplearon SNA y en
este trabajo se usé AHC, ya que este medio promueve el buen crecimiento y la
esporulacion, reduce la variacion fenotipica y mantiene el tipo cultural de cada especie
de Fusarium de acuerdo a lo expuesto por Fisher ef al. (1982) y Nelson ef al. (1983).
También se ha descrito que el medio de cultivo puede afectar las variables cuali y
cuantitativas de la morfologia de los aislamientos (Nirerenberg, 1990). Kaiser 1978
demostrd para algunas especies de Fusarium que el film plastico ocasiond un aumento
en la variabilidad de la forma de las esporas debido a modificaciones en la atmésfera

dentro de la caja de petri.

2. Caracterizacion por patogenicidad

F. oxysporum incluye tanto a aislamientos patogénicos como no patogénicos, con
caracteristicas morfolégicas que los hacen indistinguibles (Gordon; Martyn, 1997,
Lievens ef al., 2008) por lo que fue necesario caracterizarlo por su patogenicidad. Las
pruebas de patogenicidad se realizaron sobre cebolla y ajo con las especies de
Fusarium aisladas del respectivo hospedero. Los aislamientos de ajo no fueron
inoculados sobre cebolla y viceversa debido tanto al tiempo extra necesario como a la
disponibilidad de infraestructura. Seria interesante realizar estas pruebas, para poder
determinar si los aislamientos obtenidos de cebolla y ajo pertenecen a la forma
especial cepae y allii respectivamente o solo a cepae y asi corroborar los resultados
obtenidos con la técnica de GCV.

En las pruebas de patogenicidad de los aislamientos de F. oxysporum, F.
proliferatum, F. verticillioides, F. solani y F. compactum obtenidos desde cebolla, se
determinaron diferencias significativas con respecto al contral, cuando el IS fue mayor
a 3.33. Esto se debid a que el coeficiente de variacion del ensayo fue alto, con un valor
de 17.8 %. Los aislamientos de F. oxysporum con un IS de 4 que corresponde a los
que generaron mas del 50 % de raices podridas y leves sintomas en los bulbos se
pueden considerar como patégenos y que pertenecen a la formae speciales cepae.
Esta forma especial es la que ocasiona la infecciéon del disco y también la muerte y
abscision de raices (Summer; 1995). Se determind que la patogenicidad de F
oxysporum f. sp. cepae dependié de factores que aparecen conjuntamente, como la
capacidad de los aislamientos de producir diferente tipo de enzimas, o también de la
expresién de compuestos antifungicos por parte de cultivares resistentes (Ozer et al.,
2003; Holz; Knox-Davies, 2008). Link y Walker (1933) encontraron que el catecol

presente en cebollas pigmentadas, fue téxico para el hongo Colfetotrichum circinans.
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Los aislamientos logrados de ajo exhibieron diferencias significativas en los
ensayos con respecto al control, excepto LJC 10188. En esta prueba el coeficiente de
variacién fue bajo (11,5%). Los resultados alcanzados concuerdan con los obtenidos
por Stankovic et al. (2007). La razon por la que se eligio el método de prueba
presentado por este autor para determinar la patogenicidad, fue porque recred las
condiciones de la enfermedad. Esta metodologia también podria emplearse a través
de un conjunto de cultivares para determinar razas del hongo. Ademas este ensayo
resultd practico dadas las disponibilidades de infraestructura existentes durante la
realizacién de la tesis.

Otros tipos de evaluacion para esta enfermedad se descartaron debido a las
desventajas que han presentado. Con el método de semilia sembrada en arena
inoculada (Krueger et al., 1989; Villevieille, 1996; Valdez et al., 2004), se advirtié que
la enfermedad evaluada fue la de damping-off (mal de los almacigos) en iugar de la
podredumbre basal. Tampoco se adopté la técnica propuesta por Swift et al. (2002), ya
que solo reprodujo los sintomas que se manifiestan en el bulbo y no en las raices.
Este autor comprobdé la patogenicidad de F. oxysporum a través de su capacidad o no
de colonizar rodajas de cebolla.

Los resultados de las pruebas de patogenicidad dependen de las condiciones
ambientales, del tipo de inoculacién y de la edad del hospedero (Stadnik; Dhingra,;
1996). Calle Bellido (2005), determind in-vitro por inoculacidn de bulbos, que
aislamientos de Fusarium spp. tenian capacidad de producir sintomas, no asi cuando
realizé las pruebas en el campo. Kehr ef al. (1962) establecieron que aislamientos de
Fusarium fueron patogénicos en un rango de temperaturas de 20 a 38° C. En cebolla,
las heridas mecanicas incrementaron significativamente la incidencia de la
podredumbre basal en suelos infectados con Fusarium (Everest et af,, 1985). Teniendo
en cuenta todos estos antecedentes, es que se deberia establecer un protocolo tnico
para comprobar la patogenicidad en el campo y para que los resultados sean
comparables.

La metodologia para probar la patogenicidad de aislamientos de ajo es similar a la
realizada por Matuo et af. (1986). Los resultados obtenidos con las dos pruebas de
patogenicidad ensayadas concuerdan con los de estos investigadores. Seria
interesante, al igual que Matuo et al. (1986) probar la patogenicidad de los
aislamientos en varias especies de liliaceas y determinar la forma especial a la que

corresponden.
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Se determind que existe correlacion {r= 0.74) entre los métodos empleados para
probar la patogenicidad de los aislamientos de ajo. La asociacién entre las pruebas fue
del tipo exponencial, modelo que puede ser utilizado para predecir lo que sucede en la
poscosecha, conociendo el 1S del hongo que afecta las plantas de ajo. Para los
aislamientos de F. verticilfioides se confirmé la patogenicidad en planta (IS>3) y en
poscosecha (VP>52) de ajo. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Dugan et al. (2007).

El inéculo empleado en las pruebas de patogenicidad en planta fue obtenido en
caldo de papa, medio rico en nutrientes. Este medio podria favorecer la actividad
patogénica de aislamientos patégenos débiles o no patégenos. Mientras que en las
pruebas en poscosecha el inéculo se obtuve con ADE. Como queda de manifiesto,
independientemente del modo de obtencidn del inoculo las dos pruebas se
correlacionaron positivamente.

Se conoce que los miembros de la seccién Liseofa son productores de micotoxinas
{Nelson et al., 1992; Shephard et al., 1999). Seefelder et al. (2002) determinaron que
ajos infectados con F. proliferatum producian una micotoxina (fumonisina B;).
Stankovic et al. (2007) probaron gue este hongo aislado de ajo y de cebolla también la
producia sobre granos de maiz. Se sabe ademds que F. verticilfioides produce
micotoxinas sobre ofras especies vegetales (Gamanya; Sibanda, 2001). Seria
importente entonces determinar si los aislamientos patogéﬁicos identificados en este
estudio, tienen la capacidad de producir micotoxinas in-vitro e in-vivo, para poder

evaluar los posibles riesgos toxigénicos relacionados.

3. Caracterizacion de F. oxysporum por GCV

A los aislamientos patogénicos se los dividid en formae speciales debido a su alto
nivel de especificidad con el hospedero. La prueba de compatibilidad vegetativa puede
ademas caracterizar grupos basados en la genética. El método propuesto para F.
oxysporum por Puhalla (1985) se baso en la capacidad de formar heterocariontes, por
el apareamiento de mutantes incapaces de reducir nitratos. Estos mutantes fueron
generados en un medio con 1.5 % de KCIO; (Correll ef al, 1987). En esta
investigacion se consiguidé mayor frecuencia de mutantes nit en el medio PDC con 3 %
de KCIO,, en cambio en MMC a la misma concentracion el crecimiento de casi todos
los aislamientos fue completamente restringido. Otros investigadores también debieron
aumentar la concentracién de KCIO;, al 3 % para obtener los mutantes nit de F.

oxysporum f. sp. cepae (Swift ef al., 2002), f. sp. chrysanthemi (Pasquali ef al., 2004) y
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f. sp. latucae (Paquali et al., 2005) y de 3 a 5 % para la f. sp. betae (Harveson; Rus,
1997), para la f. sp dianthi (Lori ef al, 2004) y para la f. sp. melonis (Jacobson;
Gordon, 1988, Schreuder et al., 2000).

En este estudié se determiné una considerable diversidad genética entre los
aislamientos de F. oxysporum de ajo y cebolla por los multiples GCV detectados. Otros
estudios que han obtenidos similares resultados son los realizados para F. oxysporum
f. sp. betae (Harveson, Rush, 1997). Dado que la compatibilidad vegetativa requiere de
un alto grado de relaciéon genética entre individuos (Leslie; Summerell, 2006), la
existencia de varios GCV implica que existe gran variaciéon entre individuos de una
poblacion (Correll et al., 1986, Jacobson; Gordon; 1988, Leslie; 1993, Smith-White et
al., 2001). Otros ejemplos de aislamientos de F. oxysporum que presentan cierto nivel
de diversidad genética ya que pertenecen a relativamente pocos GCV son la f. sp.
cubense (Koenig et al, 1997, Bentley et al, 1998), la f. sp. canariensis (Gunn;
Summerrell, 2002) o la f. sp. radicis-lycopersci {di Primo et al, 2001, Katan; Katan,
1999). En contraste con estos resultados, di Primo et al. (2002) determinaron que
todos los aislamientos de F. oxysporum f. sp. gfadiofi, aislados de azafran en ltalia y
Espafia pertenecieron al mismo GCV,

Junto a varios GCV, un numero de cinco aislamientos se establecieron como auto-
incompatibles. Este resultado es otro indicador de la existencia de una sustancial
variacién entre los aislamientos empleados en esta investigacion. Jacobson y Gordon
(1988) encontraron aislamientos auto-incompatibles de F. oxysporum aislados de
meldn (Cucumis melo), también Woo ef al. (1996) en porotos (Phaseolus vulgaris) y
Katan y Katan (1999) en tomate (Solanum lycopersico = Lycopersicon esculentum).
Seria necesario identificar el mecanismo que generd esta variaciéon genética.

No se encontrd relacion entre los GCV y los hospederos desde los cuales fueron
obtenidos o con el nivel de patogenicidad de los aislamientos. Por ejemplo al GCV
denominado A lo conformaron aislamientos de ajo y también de cebolla. Este resultado
coincide con lo que obtuvieron Catti et al. (2007) en cruciferas (Eruca vesicaria y
Diplotaxis spp.). Vakalounakis et al. {2004) encontraron que aislamientos con diferente
valor de severidad, en plantas inoculadas artificialmente pertenecian al mismo GCV.
En una poblacién asexual como es la de F. oxysporum, no deberia haber
recombinacion sexual. Aislamientos con un similar nivel de patogenicidad provendrian
de un linaje clonal y todos deberian pertenecer al mismo GCV (Leslie; Summerell;
2006). La falta de relacién entre estos aspectos (variabilidad genética del hongo y

patogenicidad) revela la complejidad de esta enfermedad en las zonas muestreadas.
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Tampoco se pudo establecer una relacion entre los GCV y el origen geografico de
los aislamientos obtenidos desde ajo y/o cebolla. El hecho de que aislamientos de
localidades distantes se ubicaran en el mismo GCV puede ser explicado por el metodo
de propagacion de estas alidceas. El ajo puede transportar el in6culo en dientes
infectados utilizados como “semillas” y 1a semilla de cebolla transmitirlo (Ozer; Koycu,

2004), asi se tranfiere al suelo y es introducido a zonas libres de este patogeno.

4. Caracterizacion molecular por ERIC-PCR

De los 51 aislamientos de F. oxysporum fue posible diferenciar 26 patrones y se
determind una relacion genética maxima de 35 % entre los grupos. Sin embargo no se
pudo relacionar a los grupos con el origen geogréfico, la patogenicidad o el GCV.
Gunn y Summerell (2002) encontraron discrepancias entre el patron ERIC y el GCV de
un aislamiento de F. oxysporum f. sp. canariensis. Pequefias diferencias, tal como un
cambio en una sola base entre los foci de compatibilidad, son suficientes para dividir
dos aislamientos casi idénticos en GCV separados. El patréon de bandas generados
por los ERIC puede separar a aislamientos de un mismo GCV, si existe alguna
mutacion en uno o mas lugares donde el iniciador se aparea, de manera que se
produzca o no la amplificacién.

El método ERIC-PCR permitié realizar suposiciones en cuanto a las relaciones de
los aislamientos. En F. oxysporum los patrones generaron tres grandes grupos A, D y
C con una similitud del 55 %. En particular los patrones de los aislamientos de F.
oxysporum de cebolla permitieron determinar que para esta especie, en las
localidades de Mendoza y San Juan, hubo gran variabilidad, de 73 % y 66 %
respectivamente. En las localidades de Buenos Aires la variabilidad fue de 50 % pero
debido al numero reducido de muestras (4) este valor no se deberia considerar. No se
pudo establecer relacion entre los patrones de bandas observados y los hospederos,
ya que aislamientos de cebolla y de ajo presentaron el mismo bandeo. Los resultados
obtenidos con ERIC-PCR coinciden con los de GCV y patogenicidad, todos revelaron
gran variabilidad de los aislamientos. Esta variabi-iidad podria ser el resultado de varios
factores incluyendo la introduccién de nuevas razas, la dispersién amplia de una raza
o la adaptacién de la poblacion local a nuevas condiciones medioambientales o del
hospedero (Gunn; Summerell, 2002). El nimero de grupos generados por ERIC- PCR
y GCV y las diferencias entre ellos indican un grado de diversidad relativamente aito
en F. oxysporum. El conocimiento de la variacion existente dentro de la forma specialis

es esencial para efectivas practicas de manejo de la enfermedad (Gunn, Summerell,
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2002). ERIC detecté que aislamientos de ajo y cebolla compartieron patrones de
banda, estos provenian de distintas provincias y localidades, por lo que podria suceder
que se importe el inéculo de un lugar a otro a través de las semillas de cebolla (Ozer;
Kdyeld, 2004) o a través del ajo “semilla”.

Los aislamientos de F. prolfiferatum generaron 5 patrones de bandas diferentes con
una similitud del 20 % entre todos los grupos. El aislamiento altamente patogénico,
LJC 10031, mostré un patrén de bandas Unico. Seria interesante probar si este patrén
de bandas esta relacionado con la patogenicidad en esta especie. Para realizar este
estudio se necesitaria un mayor numero de aislamientos muy patogénicos. Los
aislamientos de ajo, a excepcién de uno, tuvieron el mismo patron de banda y ademas
en las pruebas de patogenicidad desarrollaron sintomas en niveles similares. En los
aislamientos de cebolla también se observd poca variabilidad. Se manifestd baja
variabilidad en F. proliferatum por medio de esta técnica molecular.

Los aislamientos de F. verticillioides exhibieron el mayor nivel de variabilidad, el 70
% de ellos tuvieron diferentes patrones de bandas. Tres aislamientos de cebolla
obtenidos de San Juan en la misma localidad fueron distintos. Ningun aislamientos de
cebolla presentd el mismo patrén de bandas que los ajo, esto indicd variabilidad En
particular dos aislamientos de ajo tuvieron el mismo patrén, lo que mostraria una
menor variacién sobre este hospedero.

En F. solani se determind baja diversidad cuando se observaron los patrones de
bandas generados. Estos resultados coinciden con los obtenidos por las otras técnicas
con los que se caracterizaron. LJC 10050, LJC 10067 y LJC 10086, ademas de que
tuvieron el mismo patron de bandeo en la caracterizacion morfologica, presentaron
microconidios de forma ovalada a diferencia de los otros que fueron reniformes y
fueron patdogenos. Esta evidencia reafirmé la suposicién que estos tres aislamientos
corresponderian a la misma forma especial. O tal vez podria ocurrir que ERIC-PCR
detectaria el mismo patron para aislamientos de igual grado de patogenicidad.

Se revelé polimorfismos en todas las especies de Fusarium aisladas de ajo y
cebolla. Los patrones generados permitieron distinguir variabilidad en las distintas
especies. Ademas esta técnica proporciond una manera de agrupar a los aislamientos
de la misma especie y de estimar la relacion genética entre grupos (Edel ef al., 1995).
En el andlisis conjunto de todos los patrones distintos (Fig. 33), ERIC-PCR permitio
detectar similitudes entre F. proliferatum y F verticiflioides. En el caso de F. oxysporum
y F. solani no pudo discriminar entre los aislamientos de estas especies. Este

marcador se utilizd para describir la variabilidad de una especie perc no fue tan
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informativo para la descripcion entre especies. Por lo que para poder realizar una
discriminacién entre especies deberia probarse otra técnica como el AFLP. Esta ultima
técnica fue empleada por Abdel-Satar et al. (2003) en estudios filogenéticos de F.
oxysporum, F. monififorme y F. solani, y ademas para detectar variacién genética en
aislamientos obtenidos de maiz de la seccidn Liseola por Chulze et al (2000) en
Argentina. Smith-White et al. (2001) utilizé ERIC-PCR para caracterizar y determinar la
diversidad de una poblaciéon natural de F. oxysporum en Australia. En el presente
trabajo todas las especies generaron patrones dé bandas polimorficos por lo que esta
técnica podria ser empleada para continuar con los estudios de diferenciacion de cada
una de ellas.

Con respecto a F. prolifetarum y F. verticillioides, los patrones de ERIC revelaron
similitud entre aislamientos de estas dos especies. Esto podria ser explicado porque F.
profiferatum y F. verticillioides son especies que se agrupan en la seccion Liseola
dentro del complejo Gibberella fujikuroilFusarium, antes considerados F. moniliforme,

basados en la caracterizacién morfoldégica (Nelson et al., 1983).
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CONCLUSIONES

F. oxysporum, F. proliferatum, F. verticillioides, F. solani, F.compactum y un
aislamiento no identificado fueron las especies aisladas de cebolla y ajo con
sintomas de podredumbre basal en localidades productoras de las provincias
de Mendoza, San-Juan, Buenos Aires y Rio Negro.

F. oxysporum, F. proliferatum, F. verticillioides, F. solani, F.compactum y
Fusarium sp. son agentes causales de la podredumbre basal en plantas de
cebolla en localidades productoras de las provincias de Mendoza, San Juan,
Buenos Aires y Rio Negro.

F. oxysporum, F. verticillioides y F. proliferatum son agentes causales de la
podredumbre basal en plantas y bulbos de ajo en Mendoza.

Este trabajo representa la primer referencia en Argentina, de F. verticillioides
como agente causal de podredumbre basal en cebolla en las localidades
productoras de San Juan y en ajo en las localidades productoras de Mendoza
y, también de F. compactum en cebolla, en Rio Negr=o.

Se demostré la patogenicidad de F. sofani en cebolla evaluando la
podredumbre basél.

F. oxysporum fue la especie mas frecuentemente aislada de cebolla y ajo, y
corresponde a la forma especial cepae determinada por la técnica de GCV.
Empleando la téchica de ERIC-PCR se detecté variabilidad genética dentro de
las especies, pero esta no fue (til para diferenciar entre especies de Fusarium
aisladas de cebolla y ajo.

Aislamientos de cebolla y de ajo de F. oxysporum mostraron variabilidad
genética determinada por GCV y ERIC-PCR.

F. proliferatum fue la especie de menor variabilidad genética determinado por
la técnica de ERIC-PCR.

Los aislamientos de F. verticillioides obtenidos de ajo en Mendoza y de cebolla

en San Juan exhibieron la mayor variabilidad por ERIC-PCR.



82

BIBLIOGRAFIA

ABAWI, G. S.; LORBEER, J. W. 1971a. Populations of Fusarium oxysporum f. sp.
cepae in organic soils of New York. Phytopathology. 61: 1042-10048.

ABAWI, G. S.; LORBEER, J. W. 1971b. Pathological histology of four onion cultivars
infected by Fusarium oxysporum f. sp. cepae. Phytopathology. 61: 1164-1169.

ABAWI, G. S.; LORBEER, J. W. 1972. Several aspects of the ecology and the
pathology of Fusarium oxysporum f. sp. cepae. Phytopathology. 62: 870-876.

ABDEL-SATAR, M.A. KHALIL, M.S., MOHMED, I. N, ABD-ELSALAM, KA,
VERREET, J.A. 2003. Molecular phylogeny of Fusarium species by AFLP
fingerprint. African Journal of Biotechnology. 2 (3):51-55.

ACOSTA, A.; GAVIOLA, J. C.; GALMARINI, C. 1993. Produccion de semilla de
cebolla. José Crnko ed. Taller grafico de la EEA Mendoza. 83 p.

AGRIOS, G. N. 2005. Plant Pathology. 5" Ed. Elsevier Academic Press Publications,
California, USA. 922 p.

AHN, [.-P. ; CHUNG, H.-S.; LEE, Y.-H. 1998. Vegetative compatibility groups and
pathogenicity among isolates of Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum. Plant
Disease. 82: 244-246.

ALVES-SANTOS, F. M.; BENITO, E. P.; ESLAVA, A. P.; DIAZ-MINGUEZ. 1999.
Genetic diversity of Fusarium oxysporum strains from common bean fields in
Spain. Applied and Environmental Microbiology. 65 (8): 3335-3340.

ARMENGOL, J.; MORETTI, A,; PERRONE, G.; VINCENT, A.; BENGOECHEA, J. A.,
GARCIA-JEMENEZ, J. 2005. Identification, incidence and characterization of
Fusarium proliferatum on ornamental palms in Spain. European Journal of Plant
Pathology. 112: 123-131.

ARMSTRONG, G. M.; ARMSTRONG, J. K. 1981. Formae speciales and races of
Fusarium oxysporum causing wilt diseases. In: P. E. Nelson; Toussoun, T. A;
Cook, R. (ed.), Fusarium: diseases, biology and taxonomy. The Pennsylvania
State University Press, University Park. 391-399 p.

ASSIGBETSE, K. B.;, FERNANDEZ, D.; DUBOIS, M. P; GEIGER, J. P. 1994
Differentiation of Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum races cotton by
random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis. Phytopathology. 84:622-
626.

BAAYEN, R. P.; O'DONNELL, K., BONANTS, P. J. M,; CIGELNIK, E.; KROON, L. P.
N. M.; ROEBROECK, E. J. A;; WAALWIJK, C. 2000. Gene genealogies and
AFLP analyses in the Fusarium oxysporum complex identify monophyletic and
nonmonophyletic formae speciales causing wilt and rot disease.
Phytopathology. 90:891-900.



83

BENTLEY, S.; PEGG, K. G.; MOORE, N. Y.; DAVIS, R. D.; BUDDENHAGEN, |. W.
1998. Genetic variation among vegetative compatibility groups of Fusarium
oxysporum f. sp. cubense analyzed by DNA fingerprinting. Phytopathology. 88:
1283-1283.

BOOTH, C. 1971. The genus Fusarium. Commenweaith Mycological Institute. Surrey,
England. 237 p.

BOOTH, C. 1977. Fusarium: Laboratory guide to the identification of the major species.
Commonwealth Mycological Institute Surrey, England. 58 p.

BOSLAND, P. W. 1988. Fusarium oxysporum, a pathogen of many plant species.
Advances in Plant Pathology 6:281-290.

CALLE BELLIDO, J. 2005. Caracterizacion morfoldégica y molecular de hongos
fitopatégenos de suelo e identificacién de bacterias foliares en el cultivo de
cebolla. Tesis Magister Scientiae. Universidad de Puerto Rico, Mayaglez,
Puerto Rice. 115 p.

CARRILLO, L. 2003. Los hongos de los alimentos y forrajes. V1. Universidad Nacional
de Salta, Argentina. 165 p. [en linea} <hitp://www unsa.edu.ar/matbib>
[Consulta; Julio 20086].

CATTI, A; PASQUALI, M.; GHIRINGHELLI, D.; GARIBALDI, A.; GULLINO, M. L.
2007. Analysis of vegetative compatibility groups of Fusarium oxysporum from
Eruca vesicarfa and Diplotaxis tenuifolia. Journal of Phytopathology. 155: 61-64.

CHULZE, 5. N.; RAMIREZ, M. L.; TORRES, A.; LESLIE, J. F. 2000. Genetic variation
in Fusarium section Liseola from no-till maize in Argentina. Applied and
Environmental Microbiology. 66 (12); 5312-5315.

CORRELL, J. C. 1991. The relationship between formae speciales, races and
vegetative compatibility groups in Fusarium oxysporum. Phytopathology. 81:
1061-64.

CORRELL, J. C.; PUHALLA, J. E; SCHNEIDER, R. W. 1986. |dentification of
Fusarium oxysporum f. sp. apii on the basis of colony size, virulence and
vegetative compatibility. Phytopathology. 76: 396-400.

CORRELL, J. C.; KLITTICH, C. J. R; LESLIE, J. F. 1987. Nitrate nonutilizing mutants of
Fusarium oxysporum and their use in vegetative compatibility tests.
Phytopathology. 77:1640-1646.

CORZO-MARTINEZ, M.; CORZO, N.; VILLAMIEL, M. 2007. Biclogical properties of
onions and garlic. Trends in food science & technology. 18; 609-625.

CRAMER, C. S. 2000. Breeding and genetics of Fusarium basal rot resistance in
onion. Euphytica. 115: 159-166.

CROWE, F.; MOHAN, S. K.; SCHWARTZ, H. F. 1995. Downy Mildeu. In: Howard F.
Schwartz and S. Krishana Mohan ed. Compendium of Onion and Garlic
Diseases. The American Phytopathological Society, Minnesota. pp. 20-21.



84

DE OLIVEIRA, V.C.; DA COSTA, J. L. S. 2003. Compatibilidade vegetativa de nit-
mutantes de Fusarium sofani patogénicos e nio-patogénicos ao feijoeiro e a
soja. Fitopatologia Brasileira. 28:089-092.

DE VISSER, C.; VAN DEN BROEK, R.; VAN DEN BRINK, L. 2006. Fusarium basal rot
in the Netherlands. Vegetable crops research bulletin. 65: 5-16.

DI PIETRO, A; MADRID, M. P.; CARACUEL, Z.; DELGADO-JARANA, J.; RONCERO
M. 1. G. 2003. Fusarium oxysporum exploring the molecular arsenal of a
vascular wilt fungus. Molecular Plant Pathology. 2003. 4(5): 315-325.

DI PRIMO, P.; CAPPELLI, C.; KATAN, T. 2002. Vegetative compatibility grouping of
Fusarium oxysporum f. sp. gfadioli from saffron. European Journal of Plant
Pathology 108: 869-875. .

DI PRIMO, P.; CARTIA, C.; KATAN, T. 2001. Vegetative compatibility and
heterokaryon stability in Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici from ltaly.
Plant Pathology. 50: 371-382.

DU TOIT, L. J.; INGLIS; D. A.; PELTER,; G. Q. 2003. Fusarium proliferatum pathogenic
on onion bulbs in Washington. Plant Disease 87:750.

DUGAN, F. M.; HELLIER, B. C.; LUPIEN, S. L. 2003. First report of Fusarium
proliferatum causing rot of garlic bulbs in North America. Plant Pathology 52:
428. [en linea) <http://www . bspp.org.uk/ndr/> [Consulta: Junio: 2006].

DUGAN, F. M.; HELLIER, B. C.; LUPIEN, S. L. 2007. Pathogenic fungi in garlic seed
cloves from the United States and China, and efficacy of fungicides against
pathogens in garlic germplasm in Washington state. Journal of Phytopathology.
155: 437445

EDEL, V.; STEINBERG, C.; GAUTHERON, N.;'RECORBET, G.; ALABOUVETE, C.
2001. Genetic diversity of Fusarium oxysporum populations isolates from
different soils in France. FEMS Microbiclogy Ecology. 36: 61-71.

EDEL, V. 1998, Polymerase chain reaction in mycology: an overview. In: Bridge, P. D ;
Arora, D. K.; Reddy, C. A.; Elander, R. P. eds. Applications of PCR to
Mycology. CAB International New York, USA. pp. 1-20.

EDEL, V.; STEINBERG, C.; AVELANGE |.; LAGUERRE, G.; ALABOUVETTE, C. 1995.
Comparison of three molecular methods for the characterization of Fusarium
oxysporum strains. Phytopathology. 85:579-585.

ELMER, W.H; STEPHENS, C.T. 1989. Classification of Fusarium oxysporum f. sp.
asparagi into Vegetatively Compatible Groups. Phytopathology. 79:88-93.

ELMER, W.H. 1991. Vegetative Compatibility Groups of Fusarium proliferatum from
Asparagus and Comparisions of Virulence, Growth Rates and Colonizations of
Asparagus Residues Among groups. Phytopathology. 81:852-857.

ELMER, W. H. 1996. Fusarium fruit rot of pumpkin in Connecticut. Plant Disease. 80:
131-135.



85

EVERTS, K. L.; SCHWARTZ, H. F,; EPSKY, N. D.; CAPINERA, J. L. 1985. Effects of
maggots and wounding on occurrence of fusarium basal rot of onions in
Colorado. Plant Disease. 69: 878-882.

FANTINO, M. G.; SCHIAVI, M. 1987. Onion breeding for tolerance to Fusarium
oxysporum f.sp. cepae in ltaly. Phytopathologia Mediterranea. 26:108-112.

FISHER, N. L; BURGESS, L. W., TOUSSOUN, T. A; NELSON, P. E. 1982, Carnation
leaves as a substrate and for preserving cultures of Fusarium species.
Phytopathology. 72:151-153.

GALVAN, G. A.; KONING-BOUCOIRAN, C. F. S.; KOOPMAN, W. J. M.; BURGER-
MEIJER, K.; GONZALEZ, P. H.; WAALWIJK, C; KIK, C.; SCHOLTEN, O. E.
2008. Genetic variation among Fusarium isolates from onion and resistance to
fusarium basal rot in related Allium species. European Journal of Plant
Pathology. 121: 499-512.

GAMANYA, R.: SIBANDA, L. 2001. Survey of Fusarium moniliforme (F. verticillioides)
and production of fumonisin B, in cereal grains and oilseeds in Zimbabwe.
International Journal of Food Microbiology. 71: 145-149.

GATICA, M.; ORIOLANI, E. 1997. Enfermedades. In: Manual de! cultivo de la cebolla.
Claudio Galmarini ed. INTA, Centro Regional Cuyo, Mendoza. pp. 76-82.

GEISTLINGER, J.; WEISING, K. KAISER, J.; KAHL, G. 1997. Allelic variation at
hypervariable compound microsatellite locus in the ascomycete Ascochyta
rabiei, Molecular Gen Genetic. 256:288-305.

GERLACH, W.; NIRENBERG, H. 1982. The genus Fusarium - a pictorial atlas.
Biologische Bundesanstalt fur Land- und Forstwirtschaft, Dahlem, Berlin. 406 p.

GILLLINGS, M.: HOLLEY, M. 1997. Repetitive element PCR fingerprinting (rep-PCR)
using enterobacteria repetitive intergenic consensus (ERIC) primers is not
necessarily directed at ERIC elements. Letters in Applied Microbiology. 25: 17-
21.

GIRAUD, T.: REFREGIER, G.; LE GAC, M.; DE VIENNE, D. M.; HOOD, M. E. 2008.
Speciation in fungi. Fungal Genetics and Biology. 45:7791-802.

GITAITIS, R. D. 1995. Soft Rot. In: Howard F. Schwartz and S. Krishana Mohan ed.
Compendium of Onion and Garlic Diseases. The American Phytopathological
Society, Minnesota. pp. 32.

GLASS, N. L; JACOBSON, D. J.; SHIU, P. K. 2000. The genetics of hyphal fusion and
vegetative incompatibility in filamentous ascomycete fungi. Annual Review of
Genetics. 34:165-186.

GLASS, N.L; KANEKO, 1. 2003. Fatal attraction: non-self recognition and heterokaryon
incompatibility in filamentous fungi. Eukaryotic Cell. 2 (1): 1-8.




86

GODOY, P.; CANO, J.; GENE, J.. GUARROQ, J.; HOFLING-LIMA, A. L.; LOPES
COLOMBO, A. 2004. Genotyping of 44 isolates of Fusarium solani, the main
agent of fungal keratitis in Brazil. Journal of Clinical Microbiology. 42 (10): 4494-
4497.

GORDON, T. R.; MARTYN, R. D. 1897. The evolutidnary history of Fusarium
oxysporum. Annual Review of Phytopathology. 35: 111-128.

GUARRO, J.; GENE, J.; STCHIGEL, A. M. 1999. Developments in fungal taxonomy.
Clinical Microbiology Reviews. 454-500.

GUNN, L. V., SUMMERELL, B. A. 2002. Differentiation of Fusarium oxsyporum
isolates from Phoenix canariensis (canary island date palm) by vegetative
compatibility grouping and moiecular analysis. Australasian Plant Pathology. 31:
351-358.

HARVESON, R. M.; RUSH, C. M. 1997. Genetic variation among Fusarium oxysporum
isolates from sugar beet as determined by vegetative compatibility. Plant
Disease. 81. 85-88.

HILL, J. P. 1985. Stemphylium feaf blight and stalk rot. Powdery Mildew. Black Mold In:
Howard F. Schwartz and S. Krishana Mohan ed. Compendium of Onion and
Garlic Diseases. The American Phytopathological Society, Minnesota. pp. 22-
27.

HOLZ, G.; KNOX-DAVIES, P. S. 2008. Production of Pectic Enzymes by Fusarium
oxysporum f. sp. cepae and its Involvement in Onion Bulb Rot. Journat of
Phytopathology. 112 (1): 69-80.

HULTON, C. 8. J.; HIGGINS, C. F.; SHARP, P. M. 1991. ERIC sequences: a novel
family of repetitive elements in the genomes of Escherichia coli, Salmonella
typhimurium and other enterobacteria. Molecular Microbiology. 5 (4): 825-834.

HUNGER, S.A.; McLEAN, K.L.; EADY, C.C.; STEWART, A. 2002. Seedling infection
assay for resistance to Sclerotium cepivorum in Allium species. New Zealand
Plant Protection. 55:193-196. [en linea] <www.hornet.co.nz/publications/nzpps>
[Consulta: Marzo 2008].

INSTITUTO DE DESARROLLO RURAL. 2005a. “Serie de Informes de Coyuntura,
Situacion Actual de Cebolla”, IDR. 68p.

INSTITUTO DE DESARROLLO RURAL. 2005b. “Serie de Informes de Coyuntura,
Situacion Actual de Ajo’, IDR. 51p.

INDEC. 2002. Censo Nacional Agropecuario 2002.

INFOSTAT. 2002. infoStat versidn 1.1. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de
Cordaba, Argentina.

JACOBSON, D. J.; GORDON, T. R. 1988., Vegetative compatibility and self-
incompatibility within Fusarium oxysporum f. sp. melonis. Phytopathology. 78:
668-672.



87

KAISER, R. P. 1978. Effect of plastic film as a closure method on cultural morphology
of Fusarium species. Phytopathology. 68: 669-671.

KATAN, T.; ZAMIR, D.; SARFATTI, M; KATAN, J. 1991. Vegetative compatibility
groups and subgroups in Fusarium oxysporum f. sp. radicis-fycopersici.
Phytopathology. 81: 255-262.

KATAN T.: KATAN J.; GORDON T. R; POZNIAK D. 1994, Physiologic races and
vegetative compatibility groups of Fusarium oxysporum f. sp. melonis in Israel.
Phytopathology 84. 153-157.

KATAN T.: DI PRIMO P. 1999. Current status of vegetative compatibility groups in
Fusarium oxysporum. Phytoparasitica. 27: 51-64.

KATAN, T: KATAN, J. 1999. Vegetative compatibility grouping in Fusarium oxysporum
f. sp. radicis-lycopersici from the UK, the Netherlands, Belgium and France.
Plant Pathology. 48; 541-549.

KEHR, A. E.. OBRIEN, M. J; DAVIS, E. W 1962. Pathogenicity of Fusarium
oxysporum f. sp. cepae and its interaction with Pyrenochaeta terrestris on
onion. Euphytica. 11 (2): 197-208.

KAWABE, M.; KATSUBE, K.; YOSHIDA, T.; ARIE, T. TSUCHIYA, K. 2007. Genetic
diversity of Fusarium f. sp. spinaciae in Japan based on phylogenetic analyses
of rDNA-IGS and MAT? sequences. Journal of Genetic Plant Pathology. 73:
353-359.

KIEHR, M.; DELHEY, R.'2005. Fusarium oxysporum y F. proliferatum como causa de
podredumbre basal y muerte de plantulas de cebolla, en el sur argentino. 12°
Congreso Latinoamericano- 28° Congreso Argentino de Horticultura, Argentina
pp. HV13.

KISTLER, C. H. 1997. Genetic diversity in the plant-pathogenic fungus Fusarium
oxysporum. Phytopathology. 87 (4): 474-479.

KOENING, R. L.; PLOETZ, R. C,; KISTLER, H.’C. 1997. Fusarium oxysporum f. sp.
cubense consist of a small number of divergent and globally distributed clonal
lineages, Phytopathology. 87: 915-923.

KOIKE, S. T.. SMITH, R. F; DAVIS; R. M,; NUNEZ, J. J, V0SS, R. E. 2001.
Characterization and control of garlic rust in California. Plant Disease. 85:585-
591. '

KOYCU, N. D.; OZER, N. 1997 Determination of seed borne fungi in onion and their
transmission to onion sets. Phytoparasitica. 25:25-31.

KRUEGER, S. K.; WEINMAN, A. A, GABELMAN, W. H. 1989. Combining ability
among inbred onions for resistance to Fusarium Basal Rot. Hortscience. 24:
1021-1023.

LA MONDIA, J. A; ELMER, W. H. 1989. Pathogenicity and vegetative compatibility
among isolates of Fusarium oxysporum and F. monififorme colonizing
asparagus tissues. Canadian Journal of Phytopathology. 67: 2420-2424.



38

LACY, M. L.; LORBEER, J. W. 1995. Botrytis Neck Rot. In: Howard F. Schwartz and S.
Krishana Mohan ed. Compendium of Onion and Garlic Diseases. The American
Phytopathological Society, Minnesota. pp. 18.

LESLIE, J. F., 1991. Mating populations in Gibberelfa fujikuroi (Fusarium section
Liseola). Phytopathology. 81: 1058—1060.

LESLIE, J. F. 1993. Fungal vegetative compatibility. Annual Review of Phytopathology.
31:127-150.

LESLIE, J. F. 1986. Fungal Vegetative Compatibility —Promises and Prospects.
Phytoparasitica. 24 (1). 3-6.

LESLIE J. F.; ZELLER, K. A.; SUMMERELL, B. A. 2001. Icebergs and species in
populations of Fusarium. Physiological and Molecular Plant Pathology. 59: 107-
117.

LESLIE, J. F.; SUMMERELL, B. A. 2006. The Fusarium laboratory manual. Blackwell
Publishing Professional. lowa, USA. 388 p.

LESLIE, J. F.; ANDERSON, L. L.; BOWDEN, R. L.; LEE, Y. W. 2007. Inter- and intra-
specific genetic variation in Fusarium. International Journal of Food
Microbiology. 119:25-32.

LIEVENS, B.; REP, M.; THOMMA, B. 2008. Recent developments in the molecular
discrimination of formae speciales of Fusarium oxysporum. Pest Management
Science. 64: 781-788.

LINKS, K. P, WALKER,'J. C. 1933. The isolation of catechol from pigmented onion
scales and its significance en relation to disease resistance in onions. The
Journal of Biological Chemestry. 100: 379-383.

LORI, G.; EDEL-HERMANN, V.; GAUTHERON, N.; ALABOUVETTE, C. 2004. Genetic
diversity of pathogenic and nonpathogenic populations of Fusarium oxysporum
isolated from carnation fields in Argentina. Phytopathology. 94: 661-668.

MATUO. T; MIYAGAWA, M.; SAITO, H. 1986. !;‘usarium oxysporum f. sp. gariic n. {.
sp. causing basal rot of garlic. Annual Phytopathlogical Society of Japan. 52:
860-864.

MAUDE, R. B. 2006. Onion diseases. In: B. M. Cooke, D. Gareth Jones and B. Kaye
eds. The epidemiology of Plant Diseases. 2™ edition. Springer, Netherlands. pp.
491-520. ‘

MIGUEL!, Q.; BRIATIORE, E.; GARIBALDI, A. 1998. Use of random amplified
polymorphic DNA (RAPD) to identify races 1, 2, 4 and 8 of Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi in Italy. European Journal of Plant Pathology. 104: 49-57.

MILLER, M. E.; LACY, M. L. 1995. Rust. In: Howard F. Schwariz and S. Krishana
Mohan ed. Compendium of Onion and Garlic Diseases. The American
Phytopathological Society, Minnesota. pp. 24.



89

MIRETE, S.; VAZQUEZ, C.; MULE, G.; JURADO, M.; GONZALEZ-JAEN, M. T. 2004.
Differentiation of Fusarium verticillicides from banana fruits by IGS and EF-1a
sequence analyses. European Journal of Plant Pathology. 110: 515-523.

MOHAN, S. K.; BIJMAN V. P.: KNOTT E. A. 1997. Buib rots of onions caused by
Fusarium proliferatum. (Abstract) Phytopathology 87:567.

MOHAN, S. K. 1995. Yeast Soft Rot. In: Howard F. Schwartz and S. Krishana Mochan
ed. Compendium of Onion and Garlic Diseases. The American
Phytopathological Society, Minnesota. pp. 33-34.

MULE, G.; SUSCA, A STEA, G.; MORETT!, A. 2004. Specific detection of the
toxigenic species Fusarium proliferatum and F. oxysporum from asparagus
plants using primers based on calmodulin gene sequences. FEMS Microbiology
Letters. 230: 235-240

MULLIS, K. B.; FALOONA, F. A,; SCHARF, S. J,; SAIKI, R, K.; HORN, G. T.; ERLICH,
H. A. 1986. Specific enzymatic amplification of DNA in vitro: the polymerase
chain reaction. Cold Spring Harbor Symposia on Quantitative Biology. 51: 263-
273.

MULLIS, K. B.; FALOONA, F. A. 1987. Specific synthesis of DNA in vitro via a
polymerase- catalyzed chain reaction. Methods un Enzymology. 155: 335-350.

NELSON, P. E.; TOUSSOUN, T. A.; MARASAS; W. F. 1983. Fusarium species. an
llustrated manual for identification. Pennsylvania State University Press,
University Park, USA. 193 p.

NELSON, P. E.; DIGNAN, M. C.; ANAISSIE E. J. 1994. Taxonomy, biclogy, and clinical
aspects of Fusarium species. Clinical Microbiology Reviews. 7(4). 479-504.

NELSON, P. E.; PLATTNER, R. D.; SHACKELFORD, D. D.; DESJARDINS, A. E.
1892. Fumonisin B, production by Fusarium species other than F. moniliforme
in section Liseola and by some related species. Applied and Enviromental
Microbiology. 58 (3): 984-989.

NIRENBERG, H. I. 1990. Recent advances in the taxonomy of Fusarium. Studies in
Mycology. 32: 91-101.

O'DONNEL, K., CIGELNIK, E., NIRENBERG, H.l. 1998. Molecular systematics and
phylogeography of the Gibberella fujikuroi species complex. Mycologia. 90:
465—493.

QUELLET, T.; SEIFERT, KA. 1993. Genetic characterization of Fusarium
graminearum strains using RAPD and PCR amplification. Phytopathology.
§3:1003-1007. '

OZER, N.; KOYCU, N. D.; CHILOSI, G.; PIZZUOLO, P.H.; COSKUNTUNA, A;
MAGRO, P. 2003. Pectolytic izoenzymes by Fusarium oxysporum f. sp. cepae
and antifungal compounds in onion cultivars as response to pathogen infection.
Canadian Journal of Plant Pathology. 25: 249-257.



90

OZER, N.; KOYCU, D. N. 2004. Seed-borne fungal diseases of onion, and their control.
In: K. G. Mukerji ed. Disease Management of Fruit and Vegetables. Vol.1. Fruit
and Vegetables Disease. Kluwer Academic Publishers, Netherlands. pp. 281-
306.

PARODI, L. 1972 Enciclopedia Argentina de Agricultura y Jardineria. Volumen |
descripcion de Plantas Cultivadas. 22 ed. (Ampliada x Dimitri Milan J) Parodi
Lorenzo R. ACME S.A.C.l. Buenos Aires, Argentina. pp. 224-226.

PASQUALI, M.; MARENA, L.; GULLINO, M. L.; GARIBALDI, A. 2004. Vegetative
compatibility grouping of the Fusarium wilt pathogen of paris daisy
(Argyranthemum frutescens L.). Journal of Phytopathology. 152:257-259.

PASQUALI, M.; DEMATHEIS, F.; GILARDI, G.; GULLINO, M. L.; GARIBALDI, A. 2005.
Vegetative compatibility groups of Fusarium oxysporum f. sp. factucae from
lettuce. Plant Disease. 89: 237-240.

PRIOLETTA, S. M.; GARCIA, C. D.; BELLACOMOQO, M. C. 2005. Comportamiento de
materiales genéticos de cebolla frente a la podredumbre basal. 13th Congreso
Latinoamericano de Fitopatologia, Carlos Paz, Cérdoba, Argentina. 314p

PUHALLA, J. E. 1985. Classification of strains of Fusarium oxysporum on the basis of
vegetative compatibility. Canadian Journal of Phytopathology. 63:.179-183.

PUHALLA, J. E.; SPIETH, P.T. 1985 A compariéon of heterokaryosis and vegetative
incompatibility among varieties of Gibberella fujikuroi (Fusarium moniliforme).
Experimental Mycology. 9: 39-47.

RENGWALSKA; M. M.; SIMOM, P. W. 1986. Laboratory evaluation of pink root and
Fusarium basal rot resistance in garlic. Plant Disease. 70:670-672

SAGHAI-MAROOF, M. A.; SOLIMAN, K. M.; JORGENSEN, R. A,; ALLARD, R. W.
1984. Fungal DNA isclation. John Pitkin, Plant Research Laboratory, Michigan
State University, USA [en linea] <http://wheat.pw.usda.gov/~lazo/methods/lazo/
dnafun.html> [Consulta: Agosto de 2006].

SAGPyA. 2005. Informes especiales, Cultivo del ajo en la Argentina. [en linea]
<http://www.sagpya.mecon.gov.ar/> [Consulta: Marzo de 2007].

SAGPyA. 2006. Informes especiales, Situacion y perspectiva del mercado de la
cebolla fresca. [en linea] <http://www.sagpya.mecon.gov.ar/> [Consulta: Marzo
de 2007].

SAIK, R. K.; GELFAND, D. H.; STOFFEL, S.; SCHARF, S. J.; HIGUCHI, R.; GLENN T.
H.; MULLIS, K. B.; ERLICH H. A. 1988. Primer-directed enzymatic amplification
of DNA with a thermostable DNA Polymerase. Science. 239: 487-491.

SARLI, A. 1980. Tratado de Horticutura 2° ed. Hemisferic Sur, Buenos Aires,
Argentina. 459 p.

SAS INSTITUTE. 1996. SAS Companion for Microsoft Windows Enviroment, Version
8. SAS Institute, Cary, Notrh California, USA.

il

T A

FET Y e & Coe L
e T L T L N




91

SCHREUDER, W.; LAMPRECHT, S. C.; HOLZ, G. 2000. Race determination and
vegetative compatibility grouping of Fusarium oxysporum f. sp. melonis from
South Africa. Plant Disease. 84: 231- 234.

SCHWARTZ, H. F.; MOHAN S. K. 1995. Compendium of Onion and Garlic Diseases.
The American Phytopathological Society, Minnesota. 54p.

SEEFELDER, W.; GOSSMANN, M.: HUMPF, H-U. 2002. Analysis of fumonisin B; in
Fusarium proliferatum-infected asparagus spears and garlic bulbs from
Germany by liquid chromatography-electrospray ionization mass spectrometry.
Journal of Agricultural and Food Chemistry. Journal of Agricultural and Food
Chemistry. 50: 2778-2781.

SHEPHARD, G. S.; SEWRAM, V.; NIEUWOUDT, T. W.; MARASAS, W. F. O
RITIENI, A. 1999. Production of the mycotoxins fusaproliferin and beauvericin
by South African isolates in the Fusarium Section Liseofa. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. 47: 5111-5115.

SIMS, W. L.; LITTLE, T. M.; VOSS, R. E. 1976. Growing garlic in California. UC Davis,
Vegetable Research and Information Center. USA. Folleto N° 2948. 14 p.

SMITH-WHITE, J. L.; GUNN, L. V.; SUMMERELL, B. A. 2001. Analysis of diversity
within Fusarium oxysporum populations using molecular and vegetative
compatibility grouping. Australasian Plant Pathology. 30: 1563-157

SORENSON, L. H.; SPARKS, W. C. 1880. A method for determining the bruise
resistance of potatoes. American Potato Journal. 57: 494.

STADNIK, M. J.; DHINGRA, O. D. 1996. Response of onion genotypes of Fusarium
oxysporum f. sp. cepae during the growth phase and in store. Fitopatologia
Brasileira. 21: 431-435.

STANKOVIC, S.; LEVIC, J.; PETROVIC, T; LOGRIECO, A.; MORETTI, A. 2007.
Pathogenicity and mycotoxin production by Fusarium proliferatum isolated from
onion and garlic in Serbia. European Journal of Plant Pathology. 118:165-172.

SUMMER, D. R. 1995. Fusarium Damping-off. Pink Root. White Rot. Penicillium Decay
of Garlic. Fusarium Basal Plate Rot. In: Howard F. Schwartz and S. Krishana
Mohan ed. Compendium of Onion and Garlic Diseases. The American
Phytopathological Society, Minnesota. pp. 9-28.

SUMMERELL, B. A.; SALLEH, B.; LESLIE, J. F. 2003. A utilitarian approach to
Fusarium identification. Plant Disease. 87:117-128.

SWIFT, C. E.; WICKLIFFE, E. R.; SCHWARTZ, H. F. 2002. Vegetative Compatibility
Groups of Fusarium oxysporum f. sp. cepae from Onion in Colorado. Plant
Disease. 86: 606-610.

THORNTON, M. K.. MOHAN, S. K. 1996. Response to sweet Spanish onion cultivars
and numbered hybrids to basal rot and pink root. Plant Disease. 80.660-663.




92

VAKALOUNAKIS, D. J.; WANG, Z.; FRAGKIADAKIS, G. A,; SKARACIS, G. N,; LI, D.-
B. 2004. Characterization of Fusarium oxysporum isolates obtained from
cucumber in China by pathogenicity, VCG, and RAPD. Plant Disease. 88: 645-
649.

VALDEZ, J. G; MAKUCH, M. A; MARINI, G. V. 2004. Patogenicidad de aislamientos
de Fusarium spp. en plantulas de cebolla (Allium cepa L.). 27th Congreso
Argentino de Horticultura, Villa de Merlo, Argentina. pp.60.

VALDEZ, J. G.; MAKUCH, M. A.; SALVALAGGIO, A. E.; MARINI, G. V.; PICCOLO. R.
J.; GALMARINI, C. R. L. 2005. Introduccidon de resistencia a Fusarium y Raiz
Rosada: Fusarium spp. Informe anual de progresos. [en linea]
<http://iwww.inta.gov.ar/Laconsulta/info/documentos/Inf%20prog5/LaCon/info/do
cumentos/Cebolla/cebolla%20do/Hoja%20trabajo %2024 . pdf> [Consulta:
Febrero de 2008]

VALDEZ, J. G.; MAKUCH, M. A.; ORDOVINI, A. F.; MASUELLI, R. W.; OVERY, D.P;
PICCOLO. R. 2006. First report of Penicillium allii as a field pathogen of garlic
(Affium sativum). Plant Pathology. 55; 583.

VERSALQOVIC, J.; KOEUTH, T.; LUPSKI, J. R. 1991. Distribution of repetitive DNA
sequences in eubacteria and application to fingerprinting of bacterial genomes.
Nucleic Acids Research. 19:6823-6831.

VIGLIOLA, M. I; CALOT L. |. 1982 Hortalizas enfermedades en poscosecha
Hemisferio Sur. 80p.

VILLEVIEILLE, M. 1996. Mise au point d'un test de sélection pour Fusarium oxysporum
Schlect. Emend. Snyder & Hansen f. sp. cepae. Acta Botanica Gallica. 143:
109-115.

VOGS, P.; HOGERS, R.; BLEEKER, M.; REIJANS, M.; VAN DE LEE, T.; HORNES, M.;
FRIJTERS, A.; POT, J.; PELEMAN, J; KUIPER, M.; ZABEAU, M. 1995, AFLP:
A new technigue DNA fingerprinting. Nucleic Acids Research. 23: 4407-4414.

WALKER, J. C.; TIMS E. C. 1924. A Fusarium bulb rot of onion and the relation of
environment to its development. Journal of Agricultural Research 28:683-693.

WAALWIJK, C.; KASTELEIN, P.; DE VRIES, I.; KERENYI, Z; VAN DER LEE, T
HESSELINK, T.; KOHL, J.; KEMA, G. 2003. Major changes in Fusarium spp. in
wheat in The Netherlands. European Journal of Plant Pathology. 109: 743-754.

WANG, B.; BRUBAKER, C. L., TATE, W.; WOODS, M. J.; MATHENSON, B. A;
BURDOCN, J. J. 2006. Genetic variation and pogpulation structure of Fusarium
oxysporum f. sp. vasinfectum in Australia. Plant Pathology. 55: 746-755.

WOO, S. L.; ZOINA, A.; DEL SORBO, G.; LORITO, M.; NANNI, B.; SCALA, F.,
NOVIELLO, C. 1996. Characterization of Fusarium oxysporum {. sp. phaseoli by
pathogenic races, VCGs, RFLPs, and RAPD. Phytopathology. 86: 966-973.



Apéndice 1

Caracterizacién morfoldgica de 81 aislamientos de Fusarium spp. aislados de cebolla y ajo en las iocalidades productoras de las provincias de
Mendoza, San Juan, Buenos Aires y Rio Negro. Las caracteristicas de los conidioforos y disposicion de los microconidios se observaron por la técnica
de micro-cultivo en APD. Los datos de la presencia o ausencia y las medidas del largo y ancho en micrones y desvio estandar (D.E.} de los
microconidios, macroconidios; y presencia o ausencia clamidosporas se registraron en el medio de cultivo AHC a 25° C. Ademas se observo la
pigmentacion de la colonia en APD a 25° C y se empleé un taco de color de pinturas (Sherwin Williams) para su valoracion.

Microconidios Macroconidios Pigmenta-
Aisla- Espe- - . o Clamidos- | ciondela
miento cie' | Conidiforo | Dispo- Forma | Largo | DE. | Ancho | DE. | N Largo | D.E. | Ancho | DE. poras | coloniaen
sicion ‘ septas i APD
8,57 3,07 415 | 0,58 1 18,76 0 4,23 0
2 14,49 1,73 4,78 0,57
monofialide falsas . 3 18,26 0 5,31 0 SW 1627
LJC10001 Fo corla cabezas reniforme 2 2179 | 3.05 454 0.6 Presentes Violeta
5 20,75 0 5,64 0
6 23,57 0 54 0
10,07 | 1,05 4,56 0.7 3 39,37 9,42 577 0,38 SW 1557
monofidlide falsas reniforme 4 4265 | 546 5,61 0,63 Blanque-
LJC10003 Fo corta cabezas u oval 5 44 86 783 646 17 Presentes cino con
' ' ' 0, durazno
o . 13,81 | 353 | 408 | 0,38 1 15,89 0 5,83 0
Lictows | o | MOrctElde | fmses | e S 90 T 767 | o0¢ [ 107 | Prsentes | Shloo”
4 44,76 0 583 0
10,78 | 3,07 422 | 043 1 15,21 4,07 463 0,87
. . 3 3569 | 715 4,88 0,83
5 52,77 2.87 5,95 0,68
7 54 65 0 488 0
10,068 | 1,71 5,04 1,76 1 14,3 4,08 4,57 0,77 SW 1558
monofialide falsas . 3 4214 | 7863 5,67 0,74 Blanque-
LJC10007 Fo corta cabezas reniforme y 4479 | 441 | 522 0.24 Presentes ci(lo con
5 49,67 | 349 4,86 1,14 violeta
11,03 | 1,51 4,93 1,04 1 15,82 4,55 4 93 0,96
) 2 24,24 0 4,86 0
LIC10009 | Fo | Monofidlde | falsas - ronitorme 3 | 4768 | 7.04 | 527 | 069 | Presentes sg;gis
c 4 | 5335 | 661 | 542 | 042
5 56,13 544 5.18 0,74
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11,61 | 1,68 407 (0,88 1 16,79 3,81 4 59 0,32
moncfialide falsas . 2 20,56 0 426 0 SW 1562
LJC10011 Fo corta cabezas reniforme 7 3 36.89 | 10.82 4.64 0.68 Presentes Durazno
5 48,2 D 537 0
1
o . 11,46 | 1,96 517 | 1,44 ‘:13 1486.?32 86!:324 2223 00!;362 g\'!:n,] 65:
LJc10012 | Fo ’“°ggr‘t2' € c;;)ezzs reniforme 4 5332 | 363 | 596 | 085 | Presentes | .- o?:on
5 16335 429 | 541 | 064 durazno
7 67 0 5,88 0
13,19 | 2,89 512 05 1 23,03 432 5,34 0,64
- 2 24,42 0 5,67 0
LIC10015 | Fo m"ggfti"de Jalsas | reniforme 3 [ 38141 51 | 565 | 076 | Presentes S‘é"o:gs"’
5 68,73 0 6,96 0
7 70,89 0 5,37 0
1043 | 0,65 49 0,77 1 15,73 1,61 4 87 0,48
. 3 44.82 5,84 7,68 9,59
LIC10017 | Fo | Monofélide | - falsas | reniforme 4 [ 56,03 | 587 | 53 | 076 | Presentes | oo
5 58,36 8,13 56 0,57
7 70,72 0 7.49 0
11,36 | 1,49 5 0,65 1 18,1 3,8 5,49 0,89
monofialide falsas reniforme 3 4533 | 6,37 6.3 0,77 SW 1624
LJC10019 Fo corta cabezas U oval 4 51 54 0 5.94 0 Presentes | nyrazno
i 5 5764 | 4868 6,32 1,09
9,53 0,75 3,78 0,5 1 18,85 2,56 421 0,53
monofialide falsas . 3 415 | 4,59 518 0,71 SW 1567
LJC10021 Fo corta cabezas reniforme 4 2512 0 5.49 o Presentes Bordo
5 50,85 0 5,67 0
oval de 12,31 | 1,93 4.4 0,66 3 43,13 5,81 5,11 073 SW 1619
monofidlide largas Blanque-
LIC10023 | Fp 1\ Colifislides | cadenas oase 5 | 5446 | 476 | 541 | 012 | AUSEMES | inocon
runcada A
violeta
1423 | 1,18 507 | 0,43 1 17 .47 3,29 4 65 0,5
. . 2 17.9 0 4 61 0
LJC10026 | Fo "‘02222"“8 Cﬁ:g‘;gs 'eﬂ'gf/g'l‘e 3 | 4762 | 579 | 587 | 066 | Presentes S‘golffo
4 66,73 0 6,22 0
5 61,74 7,55 6,21 0,89
LJC10027 Fo monofidlide falsas reniforme | 12,47 | 1,63 5 0,61 1 17.86 25 52 066 | Presentes | SW 1554
corta cabezas 2 2218 | 1,96 5,81 0,04 Violeta
3 39,36 521 5,87 0,63
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4 36,04 | 0 5,84 0
5 52,39 | 163 | 6,78 | 066
1213 | 16 | 484 | 063 1 18.05 | 362 | 538 | 064
3 | 41,45 | 465 | 508 | 064
n : : : : 1554
LJC10029 | Fo | Monofidlide fegsas reniforme 4 | 4572 | 131 | 699 | 036 | Presentes S\‘j‘i’ol o
corta cabezas 5 | 46.88 | 547 | 627 | 057
7 5804 | 0 6,60 0
10,7 | 1,78 | 601 | 0.41 1 18,76 | 215 | 53 0.6
2 2312 | 16 561 | 024
2li : : : : SW 1560
LJC10033 | Fo | Monofidlide f"ﬂs""s reniforme 3 13849 [ 521 | 546 | 053 | Presentes | “p -°
corta capezas 4 | 4125 ] 145 | 584 | 023
5 531 | 1,13 | 67 0,86
11,04 | 113 | 434 | 055] 1 1704 | 235 | 483 | 061
3 41,84 | 288 | 544 0,7 SW 1558
monofialide falsas - 4 4523 | 517 5,33 0,48 Blanque-
LJC10035 | Fo corta cabezas | reniforme 5 4737 23 5.43 | 046 | resentes cino con
6 57.8 0 5,84 0 violeta
7 14982 ] 0 5.48 0
121 | 122 | 465 | 0.34 1 1584 | 204 | 497 | 064
monofidlide falsas . 3 4363 | 745 5,43 0,58 SW 1632
LJC10039 | Fo corta cabezas | renmiforme 5 | 5432 | 384 | 642 | 074 | [TeseMeS | oo
7 60,5 | 442 58 0.28
monofidlide’ | falsas . 118 | 1,76 | 481 | 056 | 1 1883 | 044 | 527 | 024 SW 1558
LJC10041 | Fo corta cabezas | "eniforme 3 13833 0 | 654 o | Fresenes | pburazno
13,52 | 1,58 | 439 | 0.48 | 1 21,76 | 6,78 | 506 | 075 S 1560
monofialide falsas . 3 5143 | 4,74 6,69 0,55 V1
LJC10043 Fo corta cabezas | 'eniforme 2 5067 | 2.31 5.16 0.31 Presentes | "\ ieta
. 5 16376 | 542 | 658 | 065
» 972 | 154 | 443 | 058 | 1 1274 | 181 | 634 | 037 SV 1632
LJC10045 Fo monofialide fa;)lsas reniforme 2 11,6 4 5,48 0 Presentes Crema
corta cabezas 3 [ 3354 [ 10,30 | 408 | 057
1325 | 285 | 49 | 084 1 19,95 | 7.33 | 474 0.5
LIC10046 E monofidlide falsas reniforme 3 51,79 5,81 6,57 0.61 Ausentes SW 1550
0 corta cabezas 4 56,92 | 4,18 | 6,72 | 0.59 Crema
5 59.49 | 384 | 678 | 061
LJC10047 Fo monofidlide falsas reniforme 10,8 1,01 5,21 0,26 1 14,6 2,56 4,92 04 Presentes | SW 1618
corta cabezas 3 3769 | 532 7.31 6,56 Durazno
4 32.49 | 264 6 0.83
5 3762 | O 6.58 0
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7 63,66 | 14,25 6,37 0,8
- 11,16 | 1,34 432 | 048 1 19,98 3,08 4,85 0,46
LJC10048 Fo moggﬂghde c;agzzz s reniforme 3 4115 | 581 5,21 0,48 | Presentes Sé/;\: ;n61:1
5 5318 | 0,79 6,18 0,05
1293 | 1,88 | 4,05 [ 066 1 19,59 | 4,62 4.9 0,46 SW 1618
monofislide falsas . 3 4773 | 551 5,03 0,44 Blanque-
LIC10048 | Fo corta cabezas | "€nforme 5 6026 | 292 | 604 | 031 | (%™ | cinocon
7 6512 | 25 5,71 0,44 durazno
LIC10051 Fo monafialide falsas OEZL:e 1046 | 3,17 4,61 0,27 1 20,62 45 514 O,SL Presentss SW 1625
corta cabezas | . o 4 3 4281 | 882 5,58 0,6 Durazno
- 1068 | 2,45 392 | 061 2 13,43 1,53 4.6 0,28 :
monofidlide falsas reniforme 3 21,23 | 4,92 473 0,57 SW 1618
LJC10083 | Fo corta cabezas | uoval 4 | 2428 | 484 | 501 | 07 | TTeSEMES | Cremg
5 32,33 | 041 523 0,47
13,33 2,7 487 | 0,22 1 17,07 5,46 511 1,13 SW 1559
monofialide falsas . 3 49 6,94 6,66 0,52 Bianque-
LJC10060 | Fo corta cabezas | TENTOMe 4 | 5505 | 883 | 634 | 037 | "5 | cing con
5 62,1 203 6,51 0,42 vicleta
monofidlide falsas reniforme 1392 | 3.53 | 471 | 061 1 17.61 5,67 611 2,15 SW 1550
LJC10061 Fo corta cabezas | uoval 2 14,07 | 147 419 0,76 | Presentes Violeta
3 1944 | 453 5,67 1,96
e 12,05 | 2,16 489 | 094 1 17,84 | 258 5,61 1,01
LJC10062 Fo mozgl:ltaahde ngiz s reniforme 3 41,2 7,95 5,83 0,93 | Presentes %V:r 3125:;
4 57 5,56 6,18 1
1262 | 0,89 4.1 0,47 1 18,562 1,07 4.3 0,46
monofialide falsas . 2 39.8 0 513 0 SW 1546
LJC10063 Fo corta cabezas reniforme 3 5174 83 5.88 0.62 Presentes Bordo
7 82,93 0 6,23 0
. 13,01 28 4,76 ;0,75 1 19,28 3,59 5,44 0,69
LCJ10064 | Fo | Mmonoidlide ) Talsas | reniforme 3 | 493 | 543 | 682 | 056 | Presentes | oo 1999
4 58,68 3,66 6,62 0,78
11,01 | 1,97 428 | 068 1 19,14 | 4,07 4,53 0,72
monofidlide falsas ; 3 50,48 7,36 5,88 0,69 Sw 1554
LIC10070 | Fo corta cabezas | reniforme 4 | 5586 | 675 | 556 [ 093 | M | Durazno
5 583 2,36 5,72 0,42
LJC10072 Fo monofidlide falsas reniforme | 11,58 | 104 ¢ 3,46 | 0,52 1 18,27 | 0,76 4,71 0,82 | Presentes | SW 1559
corta cabezas 3 49,35 | B,75 6,17 0,77 Blanque-
4 53,05 | 387 6,18 0,37 cino con
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5 53,95 | 4,02 6,42 1,16 violeta
12,58 | 1,51 4,32 | 0,56 1 19,75 3,27 4.65 0,57
. 3 44,9 6,52 556 0,7
LJC10074 Fo moggﬂzhde C;ablzzzs reniforme 4 64,84 4,84 5,16 0,04 Presentes SDVL\IIr;ZSF?:
5 5765 | 1,59 41 0,23
7 68,11 0 402 0
1292 | 341 | 475 | 0,73 1 16,48 | 4,13 5,68 0,45
. 3 49 68 4,48 6,6 0,52
LIC10076 | Fo m"gg‘:'taa"de c;ab'zgzs reniforme 4 | 5674 | 643 | 712 | 09 | Presentes Sg;nff
5 63,12 6,07 6,61 1,02
7 58,38 0 6,54 0
12,48 | 3,19 404 | 0,83 1 19,23 3,71 517 0.87 .
monofidlide falsas . 3 52,78 | 4,92 6,22 0,54 SW 1626
LJC10079 | Fo rora cabesas | reniforme 4 5801 ] 392 | 604 | 07 ] " reseMeS | pyirazno
5 64,12 | 3.44 6,14 0,55
12,01 | 1,01 423 | 054 1 20,12 4 44 5,07 0,83
monofialide falsas . 3 48 4,11 6,43 0,54 SW 1553
LIC10081 Fo corta cabezas reniforme 4 571 0,97 6,78 0,45 Presentes Violeta
5 5925 | 492 6,61 0,24
11,09 1 447 | 0,29 1 19,46 1,37 5,22 0,38
monofidlide falsas . 3 48,6 6,76 6,34 0,64 SW 1627
LJC10085 | Fo corta cabezas | reniforme 4 | 5775] 0 6.6 0| Presenes | purazno
: 5 6136 ! 0,25 6,49 0,13
. 14,61 2 49 | 028 1 1983 | 3,75 5,41 0,68
LJC10088 Fo m°gg‘:'ti"de c;ablzgzs reniforme 3 49 84 5 6,08 0,7 | Presentes S\V/\i’ 0? 85,[29
5 55,62 4,69 5,85 0,39
) - 11,5 3,05 3,93 | 0,59 1 21,84 1,99 512 0,22
LIC10167 | Fo mo‘r;gzaallde c;aéiizs reniforme 3 5047 | 7,31 6,08 0,65 | Presentes %V;;ffg
5 63,79 4.39 6,63 0,69
1165 | 268 3,89 | 0,54 1 16,41 3,05 4,49 0.81 SwW 1559
monofilide falsas . 3 4297 | 659 5,62 0,45 Blanque-
LJC10168 Fo corta cabezas reniforme 4 56.17 39 5.86 0.24 Presentes cino con
5 54,35 3,78 5,54 1,02 durazno
- 11,81 1,84 5,08 0,79 1 18,17 0,62 5,57 0,41
LJC10170 Fo mogggzllde c;at:seigs reniforme 3 55,75 | 517 6,88 0,64 Presentes Snﬁ;ffg
5 74,7 10,93 7,13 0,92
i . 11,47 | 0,47 418 0,45 1 18,62 3,67 4 69 0,32
it | o | mencisie | s | renione TS| ba b7 |05 | preseris | 17
5 56,71 288 6,91 0,15
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12,59 1.4 423 | 038 1 18,89 5,11 5,3 0,48
fialide falsas - 3 5748 | 599 6,1 0,78 SW 1613
Liciot72 | Fo | MOM° f : : : :
corta cabezas | 'emiorme 4 16709 008 | 75 [ 052 | %M Durazno
5 69,05 | 3,94 6,32 0,63
) . 13,86 | 1,92 547 | 1,11 1 29,23 0 4,74 0 SW 1572
monofialide alsas . 3 4584 6,1 6,14 0,66 Blanque-
LJC10173 Fo corta cabezas reniforme - 0051 . s o1 ; Presentes cino con
' ’ durazno
11,85 | 1,75 442 | 0,57 1 18,75 3,57 4,85 0,67 SW 1572
ali Isas . 3 42,89 | 6,82 55 0,57 Blanque-
LJC10178 E monofialide fa y , , ) ] que
v} corta cabezas reniforme 2 53.86 | 4.48 522 014 Presentes cino con
5 56,7 1,9 495 0,23 - violeta
alide falsas . 11,66 | 3,31 48 0,97 1 19,37 3,16 5,12 0,52 SW 1560
LJC10186 | Fo | Monofidl f , , , . , , ,
i cota__ | cabezas | "TOTME 3| 4821 | 618 | 597 | 0.68 | oM | Bordo
LIC10187 F monofidlide faisas i 1395 | 115 523 [ 125 1 18,91 | 3.89 5,71 0,77 SW 1620
° corta cabezas | 'cniorme 3 4392 288 | 66 1 035 1 eseMeS | purazno
1228 1 2,14 | 423 (068 1 19,56 | 4,05 4,83 0.64 SW 1584
alide falsas . 3 4948 | 7,16 5,98 0,69 Bl -
LJC10188 Fo monofiali reniform : ; ) , anque
corta cabezas | 'enforme 4 15563 | 548 | 55 | 083 ] AUMS 1 Ginocon
— 5 57,93 1,96 57 0.4 durazno
LIC10189 Fo monofilide falsas . 11,5 0,64 508 1054 3 4923 | 7,05 5,87 0,68 SW 1620
cota__| capezas | MO 5 | 6467 | 556 | 66 | 025 | '°°°™eS | Crema
’ N oval de 12,05 | 2091 474 | 065 2 25,61 578 575 0,72 SW 1551
LIC10013 | Fp | Monofidiide | largas base 3 4416 | 839 | 532 | 046 | , (... | Blanque-
y polifidlides | cadenas truncada 4 59,03 | 143 5,37 0,58 cino con
5 6288 | 7.41 5,93 0,64 vicleta
J e | ovalde | 1001 (139 | 332 | 06 | 3 [ 4254 142 | 536 | 054 SW 1564
monotalide argas 4 58|48' 2,03 5,27 0,49 Blanque-
LJC10014 | Fp y polifidlides | cadenas tn?r?czija 5 63 02 Ausentes Ci”OC‘:"O"
, 8,37 5,87 0,86 durazno
i | oval de 12,35 | 1,26 492 | 048 2 2575 | 491 5,3 0.2
LIC10031 F monofialide argas b 3 41,19 | 6,43 5,69 0,44 SW 1620
P y polifidlides | cadenas trur?cs:da 4 46,73 0 578 0 Ausentes Crema
5 57,33 1,87 5.7 0,33
0 ovalde | 126 [ 196 | 476 |119| 3 |4226| o 4,05 0 SW 1618
iotooss | o | ettt | tmses | %l
yp truncada 5 |5755| O 564 0 P
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oval de

12,29

1,48

4,39

0N

23,55

3,14

4,48

0,56

SW 1620

monofislide jargas Blanque-
LJC10056 Fp i base Ausentes :
ypolifislides | cadenas | . o ooda 5 |s624| 205 | 512 | 023 Ciho o
SW 1620
. oval de 138 | 395 | 505 | Q75 3 2824 | 323 4.8 0,54 i
Lctooss | Fo | oiides | cadenas | |, D250 Ausertes | GEOtE
truncada 5 6789 | 4,16 5,48 0,38 durazno
| ovalde | 10.09 | 217 | 452 |072| 3 | 4848 | 426 5,5 0,72 SW 1619
LIC10078 | Fp | monofislide | :522: . base 4 | 4948 | 0 518 0 | Ausentes E:fl‘g‘lﬁ
truncada 5 52,66 54 6,14 0,22 durazno
oval de Sw 1558
monofidlide largas Blanque-
LJC10175 Fp y polifilides | cadenas tr:r?:aeda 9,86 13 463 0,88 5 58,32 | 312 469 0,61 Ausentes cino con
durazno
monofialide laraas oval de g}’:; iLS
LJC10176 Fp y g base 1224 | 2,07 44 | 0,67 3 58,78 | 245 5,01 0,82 | Ausentes 'ang
polifidlides cadenas truncada gina con
durazno
oval de SwW 1620
monofidlide largas Blanque-
LJC10180 Fo y polifislides | cadenas t base 126 | 101 | 428 {068 3 43,97 | 4,66 6,08 0,78 | Ausentes cinG con
- runcada - . .
violeta
oval de SW 1620
monofidlide largas Blanque-
LJCc10181 Fo y polifidlides | cadenas trf:csaed 1335 | 1,22 | 524 | 064 3 4557 | 224 487 0.43 | Ausentes cino con
a durazno
oval de SW 1559
o largas Blanque-
LJC10183 Fp monofialide cadenas trt?:csaeda 1154 | 1,48 | 487 | 0,72 3 4737 | 1,25 487 0,51 Auserites cino con
violeta
oval de SW 1620
monofidlide largas Blague-
LJC10185 Fp y polifialides | cadenas base 10,97 | 1,56 | 488 | 055 3 4248 | 215 433 0,41 Ausentes cino con
truncada violeta
oval de SW 1557
monofialide largas Blanque-
LJC10180 Fp y polifialides | cadenas base 13,33 | 2,37 55 0,82 5 58,34 | 2,58 4,98 0,45 Ausentes cino con
truncada durazno
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SW 1619

oval de
LJC10083 | Fp | monofidlide base 116 | 1,16 | 482 | 065 3 4591 | 567 | 618 | 089 | Ausentes | Dlanque-
truncada cino con
violeta
largas oval de S\IN 1619
LJC10002 | Fv | monofidlide g base 91 | 055 | 407 |058| 3 |5418 | 652 | 558 | 043 | Ausentes | "ianque-
cadenas truncada €ing con
durazno
lde | 12,54 | 2,66 | 444 | 059 5108 | 734 | 575 05 | Ausentes
. largas ova ! ! : > ! - ! ‘ SW 1625
LJC10068 Fv monofidlide base células
cadenas | . o da 6118 } 2,14 | 648 | 088 | oo | Crema
larg aé oval de Ausentes g\'N 1627
LJC10069 | Fv | monofidlide | 2 base | 12,46 | 248 | 429 [055] 3 | 5368 ! 524 | 505 | 052 | céelilas lanque-
truncada abultadas cino con
violeta
ara ovalde | 10,08 | 246 | 4,65 | 0,55 4457 | 1248 | 545 | 082 Fé‘:’v 1619
- rgas anque-
LJC10077 Fv | moncfidiide ) . 42 oo trub::aeda 4 5394 | 454 511 0,37 | Ausentes cino con
5 5229 | 2,24 55 03 durazno
largas oval de Ausentes 2\]": 1620
LJC10166 | Fv | monofidlide | 3% base | 12,24 [ 144 | 472 (103! 5 [5192| 145 | 575 | 062 | células anque-
truncada abultadas | ©M°con
. . violeta
\ ovalde | 1316 | 1,16 | 506 | 09 1 2327 | 817 | 4861 0,51 SW 1620
LJC10174 | Fv | monofislide a;gas base Ausentes | Blanque-
canenas | . ncada 5 8764 | 1,12 | 5,11 0.52 cino con
violeta
) larqas oval de ) glw 1619
LIC10182 | Fv | monofislide | 292 . base | 12,07 | 137 | 577 |063| 5 |[7764| 212 | 514 | 058 | Ausentes | -.ondue-
S | truncada cino con
durazno
. 10,02 | 095 | 452 | 0,56 1 2411 | 354 | 521 | 097
Lictoot0 | As | Mopolidlide | felsas R oniforme 415608 | 213 | 654 | 042 | Presentes | oo 1931
ga cabezas 5 | 6024 | 123 | 668 | 033 Crema
” 17001 0 | 532 | O 12301 | 363 | 586 | 1.07
monofidlide falsas . : ! : 1 ! . SW 1571
LJC10037 fs larga cabezas | reniforme g g;;g 4‘39 ?;g 1,33 Presentes Crema
LJC 10050 Fs monofialide falsas oval 16,93 2.2 573 | 0,62 1 28:78 4,85 6:86 1,02 Presentes | SW 1648
larga cabezas 3 5565 | 6,37 8,19 0,65 Crema
4 62,55 | 2,53 | 845 | 0,39
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5 16633] 3 889 | 041
_ 1100 | 1.76 | 409 | 0856 | 1 | 2127 ] 5156 | 472 | 057 SW 1566
LJC10067 Fs mo:aaorge;llde c;atJZizs oval 2 26,82 0 4,69 0 Presentes E:ﬁg%%i’
3 | 4825 | 676 | 582 | 061 Wi
1383 | 185 | 62 |076] 1 | 2312 501 | 662 | 091
. 2 1 336 | 139 | 742 | 14
LJC10086 | Fs m°?a°r22"de c;agzizs oval 3 | 4508 | 688 | 757 | 072 | Presentes S(";‘I’,;nfig“
4 | 5698 | 542 | 844 | 051
5 16909 ] 5 86 | 094
3 | 3085] 241 | 535 | 086
monofialide 4 | 3915 | 242 | 642 | 087 - SW 1612
LJC10087 Fc cortay - Ausentes 5 44 38 55 6,39 0,94 | Presenies Rosa
compacta 8 47,37 0 6 0
7 4761 0 585 0
1334 | 142 | 457 (047 1 | 1859 | 267 | 511 | 052
3 | 5019 | 696 | 556 | 063
LIC10030 | F. | monofiaide | 13535 oval 5 6722 | 952 | 587 | 075 | Ausentes S\‘j‘i’ofeigg
6 7101 ] 0 6.07 0
7

65,5

9,55

6,04

0,13

"Indica la especie Fo: F. oxysporum, Fp: F. proliferatum, Fv: F. verticillioides, Fs: F. solani, Fc: F. compactum, F: Fusarium sp.
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