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CARACTERIZACION DE AISLAMIENTOS DE Fusarium oxysporum f. sp.
ciceri MEDIANTE PROTEINAS Y PLANTAS DIFERENCIALES

CHARACTERIZATION OF ISOLATIONS OF Fusarium oxysporum f. sp.
ciceri BY MEANS OF PROTEINS AND DIFFERENTIAL PLANTS

Georgina M. Beltran Rios' y Ernestina Valadez Moctezuma?

RESUMEN

El garbanzo (Cicer ariefinum L) es fuertemente
atacado por organismos habitantes del suelo; entre
éstos tenemos a los hongos, quienes Inducen
sintomas de amarillamiento, marchitez y muerie de
las plantas. Fusarium oxysporum Schl. f. sp. ciceri
{Padw.) Matuo & Sato es el principal hongo causante
de la “rabia" o marchitez del garbanzo, la cual es
considerada como la enfermedad mas importante de
este cultivo. Este fitopatdgeno ocasiona pérdidas
anuales que fluctian entre un 10 y 15%, aungue en
afos de epidemia severa se pueden incrementar de
60 a 70%. Ei objetivo del presente estudio fue
caracterizar mediante patrones de protelnas totales a
diferentes aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri
provenientes de los Estados de Guanajuato vy
Michoacan, asl como tratar de identificar las posibles
razas a las cuales perteneclan dichos alslamientos,
mediante la reaccién de ocho genotipos diferenciales
de garbanzo, Las protelnas totales se obtuvieron de
cultivos monosporicos y la separacion de éstas por
electroforesis en geles de poliacrilamida con
dodecilsulfate de sodio. Posteriormente los ocho
genotipos de garbanzo, se Inocularon con
representantes de los diferentes grupos del hongo,
Los resultados permitieron suponer que existen las
razas 3, 4 y 5 de F. oxysporum f. sp. ciceri en la
regién garbancera de! Bajlo, México,

Palabras clave: Cicer arfetinum L., Fusarium
oxysporum, electroforesis, genotipos diferenciales.

2

ABSTRACT

Chick-pea (Cicer ariotinum L.) is severely affected by
soil borne fungi such as Fusarium oxysporum Schl, f,
sp. ciceri (Padw.} Matuo & Sato that induce
yellowing, wilting and death to affected chick-pea
plants. This is known as “rabies disease" by local
growers. This disease causes  annual losses
between 10-15%, although during the years of severe
epidemics losses might be up to 50-70%. The main
objetive of this contrubution was to characterize by
means of total protein patterns different isclations
from Guanajuato and Michoacan States, the major
chick-pea growing area in Mexico. Another objective
was to Identify strains through eight differential
genotypes of chick-pea. The iotal proteins were
obtained from monosporic cultures and the chemical
separation was obtained by electrophoresis in
polyacrilamid gels with sodium dodecilsulphato.
Subsequently, the elght genotypes of chick-pea were
individually inoculated with each fungi isolation group.
The results allowed us to assume that there are at
least three strains (3,4 and 5) of F. oxysporum f, sp.
ciceri in the area studied.

Key words: Cicer aristinum L., Fusarium oxXysporum,
electrophoresis, differentials genotypes.

IAlumna del Programa de Maestria en Clenclas en Proleccitn Vegetal. Chapingo, Méx, e-mall: gemali@vahoo.com i
Departamento da Fitotecnla, Universidad Auténoma Chapingo. Chapingo, Méx. e-mail; evaladez@taurus1 .chapingo.mx



1. INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una de las leguminosas mas importantes a
hivel mundial pues posee un alto valor nutritivo. Contiene entre un 18 y 26% de
proteina bruta, por su composicion en aminoacidos esta entre las leguminosas

de mejor calidad (De Miguel, 1991).

Esta como otras leguminosas son fuertemente atacadas por organismos
habitantes del suelo; por ejemplo los hongos, que inducen sintomas de

amarillamiento, marchitez y muerte de las plantas atacadas (Haware, 1998).

Fusarium oxysporum Schl. f. sp. ciceri (Padw.) Matuo & Sato es el hongo
principal entre otros, causante de la enfermedad ilamada “rabia” o marchitez
del garbanzo, que es considerada como la enfermedad mas importante de
este cultivo. Este fitopatégeno ocasiona pérdidas anuales que fluctuan entre
un 10 y 156%, aunque en afios de epidemia severa se pueden incrementar a

60-70% (Bhushan y Chand, 1992).



El hongo posee una gran variabilidad genética y patogénica, reconociéndose
ocho razas fisiologicas en base a su reaccién en plantas diferenciales de
garbanzo (0, 1A, 1B/C, 2, 3, 4, 5y 6). Las razas 1, 2, 3 y 4 se describieron por
primera vez en la India por Haware y Nene (1982); las razas 0 y 5 en Espaiia
por Jiménez-Diaz ef al., (1989) y la raza 6 en California por Phillips (1988). Los
aislamientos de la raza 1 se han dividido en subgrupos (1A,1B y 1C) en
California y Espafia en funcién del patotipo mostrado (Kelly y Alcala-Jiménez,

1994).

El desarrollo de la Fusariosis vascular del garbanzo esta influenciado por
varios factores ambientales como temperatura del suelo, actividad microbiana,
densidad de indculo, razas del patdogeno prevalentes, densidad de siembra y

susceptibilidad de la planta (Jiménez-Diaz, 1994; Haware, 1998).

Esta enfermedad ha sido reportada en casi todos los paises productores de
garbanzo, entre los que sobresalen Etiopia, México, Siria, Turquia, Chile, Iran,

Sudan, Estados Unidos, Per( y Malawi (Bhushan y Chand, 1992).

En México no se conocen con exactitud las razas existentes de F. oxysporum f.
sp. ciceri, por lo que es necesario realizar trabajos enfocados a su
identificacion, caracterizacién y distribucion, para que de esta manera se
puedan enfocar los esfuerzos de control y manejo del patégeno con base a las

variantes fisiologicas existentes.



En México se han realizado algunos trabajos enfocados a identificar con
marcadores de ADN y proteinas totales, la variabilidad genética y razas de este
hongo. Se han estudiado previamente aislamientos del hongo en diferentes
zonas productoras de garbanzo en los Estados de Guanajuato y Michoacan
(Perales, 2000; Pérez, 2000; Camara, 2001; Luna 2002). Perales (2000)
caracterizd 24 de 52 aislamientos mediante patrones electroforéticos de
proteinas, en donde se visualizd la conformacién de tres grupos diferentes. La
posibilidad de diferenciar razas de esta manera ha sido exitosa; ya que,
Suseelendra et al. (1992) en la India, separd cuatro razas de este hongo

utilizando patrones electroforéticos de proteinas totales.

Solis (1999) inoculé cepas de F. oxysporum f. sp. ciceri en plantas
diferenciales, con lo cual pudo detectar las razas 3 y 4 en base al protocolo
propuesto por Haware y Nene (1982); sin embargo la gran mayoria de los
aislamientos no pudieron ser agrupados, ya que la respuesta de las plantas

diferenciales fue heterogénea (Camara, 2001).

De acuerdo a lo anterior y con fines de caracterizar los 52 aislamientos de F.
oxysporum f. sp. ciceri obtenidos de los Estados de Guanajuato y Michoacan
existentes en el laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de

Fitotecnia, se planted la presente investigacion con los objetivos siguientes:



1) Diferenciar mediante patrones electroforéticos de proteinas totales 52
aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. ciceri procedentes de los

Estados de Guanajuato y Michoacan.

2) Correlacionar los diferentes agrupamientos fenotipicos como posibles
razas de Fusarium oxysporum f. sp. ciceri con base a su reaccién en

genotipos diferenciales de Cicer atietinum L.

Hipotesis

El hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum f. sp. ciceri presenta variabilidad
genética en la zona garbancera del Bajio y es posible identificar grupos
causantes de sintomas particulares mediante patrones electroforéticos de

proteinas totales y plantas diferenciales.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1. El cultivo de Garbanzo

2.1.1. Historia

El nombre Cicer tiene origen latino y probablemente derive de la palabra pre-
indogermanica Kickere utilizada por las tribus antiguas que habitaban en el
norte de Grecia. La referencia mas antigua de la palabra ariefinum se encuentra
en un trabajo de Columella, seguramente como traduccién del griego krios, que
significa carnero y garbanzo y que alude a la forma de la semilla, parecida a la

cabeza de un carnero (De Miguel, 1991).

El cultivo se remonta a mas de 7 000 afios en el oeste de Asia, habiéndose
encontrado restos arqueoldgicos que datan de hace 10 000 afios en Turquia

(Van Der Maesen, 1987).

En Egipto, Roma y en la antigua Grecia, el garbanzo y en general todas las
leguminosas de grano, servian de alimento a la clase mas pobre. Los
sacerdotes y estudiantes eran advertidos del peligro de comerlos, ya que se
creia que podrian inhibir la claridad de pensamiento y disminuir la riqueza
espiritual. Tampoco pasé desapercibida la forma en que semejaba la semilla

aun testiculo, lo que sugeria un efecto afrodisiaco (De Miguel, 1991).



2.1.2. Origen y distribucion

Vavilov (1951) menciona que el garbanzo tiene dos centros de origen primario,
el Suroeste de Asia y la Cuenca del Mediterraneo y uno secundario que es
Etiopia, ya que observé que los cultivares con semillas grandes abundaban
alrededor de la Cuenca, mientras los de semilla pequefia predominaban en el

Este.

De Miguel (1991) seftala que el garbanzo es un cultivo probablemente originario
de la zona Suroeste de Turquia que limita con Siria, tomando en cuenta que en
esta region se han encontrado tres especies silvestres muy relacionadas con Ia
especie cultivada: Cicer bijjugum K. H. Reach, Cicer echinospermum P. H. Davis
y Cicer reticulatum Lad. (esta Gltima es considerada como subespecie o

variedad silvestre de Cicer ariefinum L.).

Sin embargo otros botanicos han postulado diversos origenes para el garbanzo.
Se menciona que su origen se encuentra en un area comprendida entre el
Norte de Persia y el Sur del Caucaso (De Candolle, 1883), mientras que otros
autores consideran que se origind en el Mediterraneo Oriental, Noroeste de
Africa y Suroeste de Asia (Aykroyd y Doughty, 1982) y que las variedades
blancas de grano grande, provienen de la regiébn mediterranea de Europa,
mientras que el porquero de grano chico, de los paises asiaticos (Coronel,

1980).



El garbanzo se cultiva ampliamente en una franja de la regién mediterranea,
hasta las zonas tropicales y subtropicales del Cercano Oriente y Asia. La India

y Pakistan representan el 85% de la superficie mundial dedicada a este cultivo'.

En la India el primer reporte data del afio 2000 a. C., y se distribuy6 a su vez
por Egipto, Grecia, Roma y La Peninsula Ibérica. En el siglo XVI, los espaioles
y portugueses lo introdujeron en América Central y Sudamérica, donde encontrd
condiciones favorables para su rapida expansion, sobre todo en México y en el

Sur de los Estados Unidos (De Miguel, 1991).

Figura 1. Principales paises productores de garbanzo (FAO, 20022).

! http://mwww.qro.itesm.mx/agronomia2/extensivos/CGarbanzoGeneralidades. htmi
? http:\www.fao.org. 7



La introduccion del garbanzo en el continente americano se atribuye a Cristobal
Colon en su segundo viaje a América, encontrando condiciones ambientales
favorables para su rapida distribucién, principalmente en México y sur de los

Estados Unidos (Coronel, 1980 y Perales, 2000).

2.1.3. Generalidades botanicas

Van Der Maesen (1972), cita que el garbanzo pertenece a la Division;
Spermatophyta, Clase: Dicotiledoneae, Orden: Fabales, Familia: Fabaceae,
Subfamilia: Papilioncideae, Tribu: Ciceracea, Género: Cicer, Especie: Cicer

arietinum L.

Es una planta que alcanza de los 30 a 70 cm de altura, su habito de crecimiento
varia de erecto a rastrero, es velluda y grandulosa (con pequefios granos),
presenta hojas emparipinadas sin zarcillos (hojas con numero total de foliolos
impares) y uniformemente epuvinadas con foliolos dentados tipicos y estipulas
(apéndice que se forman a cada lado de la base foliar) lanceoladas y dentadas;
cada hoja compuesta tiene de 11 a 15 foliolos y su tamafio varia de 8 a 17 mm
de longitud. El tallo es cilindrico en la parte hipogea y se convierte en prismatico
y velloso a partir del primer nudo, mide de 1 a 3 cm de diametro, se bifurca
sobre la superficie del suelo y no se distingue un tallo principal, existiendo
ramas primarias, secundarias y terciarias; es decir, un total de 3 a 10 ramas
principales. Las plantas presentan flores pequefias aisladas o dobles ubicadas
en peddnculos que salen de las axilas de las hojas; son blancas, violetas, azul

celeste o rosadas segln la variedad; tienen la corola formada por 5 pétalos



desiguales (Figura 2) y 10 estambres de los cuales 9 estan soldados (Coronel,

1980; Ustimenko, 1982; Andrade, 1989 y De Miguel, 1991).

Hoja compuesta

~ Flores aisladas

[allo cilindrico y velloso

.~

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas de la flor de garbanzo.

El fruto se presenta en vainas, inflados, pubescentes y contienen de 1 6 2
semillas (Figura 3). Las semillas cominmente son globosas y ligeramente
aplastadas y lobuladas por un lado. Los colores de la semilla varian segun la
variedad, los hay blanco, mate, crema, marrén, rojizo y negro. El tamafio es
variable; las semillas grandes pesan 0.5 gramos o mas y las pequefias 0.15
gramos o menos, encontrandose también tamarnos intermedios (Crispin vy

Lopez, 1976).



Figura 3. Vainas de Garbanzo.

La raiz es fibrosa con un eje principal mas grueso que las raices secundarias y
terciarias. Algunas de las raices secundarias también son gruesas. En la raiz se
producen nédulos ramificados muy grandes, que contienen bacterias de

Rhizobium leguminosarum que fijan el nitrégeno (Andrade, 1989).

Las raices son fuertes y desarrolladas, varian de acuerdo a la especie de que
se trate, el sistema radical es profundo o superficial (desde 1 a 2 m), esta
parece ser la causa principal de su resistencia a la sequia (De Miguel, 1991 y

Barreto, 2001).
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Dependiendo de las condiciones ambientales, el ciclo del garbanzo puede
completarse en un periodo comprendido entre 90 y 180 dias. Si las condiciones
de humedad y temperatura son 6ptimas, la germinacion se produce con rapidez

(De Miguel, 1991).

2.1.4. Importancia

El garbanzo es una de las leguminosas de grano mas importantes a nivel
mundial después del frijol, esto se deriva de que posee alto valor nutritivo.
Contiene entre 18 y 26% de proteina bruta (dentro de las leguminosas es la de
mejor calidad por su composicién en aminoacidos), superando en contenido
proteico al huevo y a la leche y acercandose a la carne de res; ademas,
contiene vitaminas del complejo B (De Miguel, 1991; ASERCA, 1997, Haware,
1998 y Microsoft, 2001) vy casi tan ricos en glicidos como los cereales, que
junto con ellos, son los alimentos mas pobres en agua y son los mas ricos en

fibra. Constituyen un alimento muy valioso desde el punto de vista nutrimental®.

Esta leguminosa se cuitiva en invierno en la India, Etiopia y Sudamérica y en
primavera en la region del Mediterrdneo (De Miguel, 1991). Al practicarse como
cultivo de invierno, no interfiere con otros cultivos importantes de verano o
primavera, lo que permite ademas lograr una rotaciéon con cereales; y como
puede completar su ciclo vegetativo y producir cosecha aun en condiciones de
escasa humedad en el suelo, su costo de produccion es bajo, comparado con el

de otros cultivos (Crispin y Lépez, 1976).

* hitp://geocities.com/NapaValley/Vineyard/2473/garbiolo.html 11



En México se cultivan dos tipos de garbanzo (Desi y Kabuli) en regiones bien
definidas. La region del Bajio, que incluye a los Estados de Guanajuato, San
Luis Potosi, Querétaro, Michoacan y Jalisco, produce el 90% del garbanzo tipo
Desi (marron) denominado localmente “porquero o forrajero” y sélo un 10% de
su superficie se destina a la produccion del garbanzo tipo Kabuli (blanco). En el
Noroeste del Pais (Sonora, Baja California Sur y Sinaloa) se cultiva el garbanzo
blanco o de uso comestible, destinado en un 90% al mercado de exportacién

(SAGAR, 2001).

2.1.5. Fitosanidad del cultivo

Uno de los factores limitantes en la produccion de este cultivo a nivel mundial
son las enfermedades. Se han reportado 67 especies de hongos, 3 de
bacterias, 22 de virus y 80 de nematodos relacionados con el garbanzo; sin
embargo no todos causan dafios de importancia econémica (Nene ef al., 1996;

citado por Haware, 1998).

A nivel nacional los problemas fitosanitarios son ocasionados por plagas,
malezas y enfermedades, responsables de enormes pérdidas en la produccion.
Las plagas de mayor importancia en nuestro pais son; Gusanos trozadores
(Agrotis ipsilon Hufnagel y Felfia subterranea Fabricius), minadores de la hoja
(Lyriomiza sp. Blanchard), gusano soldado (Spodopfera exigua Hubner) y
gusano bellotero (Heliothis virescens Fabriciusy Heliothis zea Boddie). Las
principales malezas presentes en este cultivo son: zacate Johson (Sorghum

halepense L.), verdolaga (Porfulaca oleraceae L.), zacate pinto (Echinocloa
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colonum L), bledo o quelite (Amaranthus spp. L.) y lengua de vaca (Rumex
crispus L.) las cuales compiten con el cultivo por luz, agua y nutrimentos, siendo
también algunas de ellas portadoras asintomaticas de la Fusariosis vascular

(Mateos, 1996 y Gémez, ef al., 1997).

~Entre las enfermedades que-atacan al garbanzo las mas imporfantes son: roya
o chahuixtle (Uromyces ciceriarietini Jaez), el moho blanco (Sclerotinia
esclerotiorum De Bary), moho gris (Botritis cinerea Pers.), mildiu (Peronospora
sp. Corda) y la rabia del garbanzo, cuyo agente causal es un complejo de

hongos (INIFAP, 1998).

2.2, La enfermedad l[lamada rabia del garbanzo

Esta enfermedad se encuenira distribuida en los paises productores de
garbanzo, entre los que sobresalen Etiopia, México, Siria, Turquia, Chile, Iran,
Sudan, Estados Unidos, Pertl y Malawi. Causando mayores dafios en la India,
Iran, Pakistan, Nepal, Birmania, Espafia y Turquia (Trapero-Casas y Jiménez-
Diaz, 1985; Bhushan y Chand, 1992 y Jiménez-Diaz et al., 1993;). La rabia es
la responsable de la inestabilidad de la produccion en todas las areas del
mundo donde se siembra garbanzo, por lo que es estudiada en forma intensiva
en casi todos los lugares donde se hace investigacion sobre este cultivo

(ICRISAT/ICARDA, 1990 y Saxena et al., 1996).
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Los hongos asociados a este complejo son Fusarium solani (Mart. Apple End
Wr), Fusarium oxysporum Schl. f. sp ciceri (Padw.) Matuo & Sato, Rhizoctonia
solani Kitlhn, Macrophomina phaseolina (Tassi} Goid y Scferotium rolfsii Sacc.

(Diaz et al., 1996; Mateos, 1996 y Gémez et al., 1998).

De este complejo, el género Fusarium es considerado el mas importante por su
distribucién y patogenicidad, ya que causa la muerte de plantas en todo el ciclo

vegetativo (Gémez y Paredes, 1984 y Gémez et al., 1998).

2.2.1. El patégeno: Fusarium oxysporum Schl. f. sp. ciceri (Padw.) Matuo &

Sato

2.2.1.1. Antecedentes

El primer reporte de marchitamiento del garbanzo ocasionado por F. oxysporum
f. sp. ciceri fue en la India por Butler en 1918. McKerral (1923) consider6 que la
enfermedad se encontraba en el suelo. Mientras que Narsimhan (1929) y
Dastur (1935) reportaron que Fusarium spp. se encontraba asociado con

Macrophomina phaseolina, ocasionando el marchitamiento de las plantas,

Dastur (1935) al no poder comprobar la patogenicidad de aislamientos de

Fusarium sp. concluyé que la marchitez era ocasionada por factores abioticos.
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Prasad y Padwick (1939) reportaron como agente causal de la marchitez del
garbanzo a Fusarium sp., y en 1940 Padwick lo lamé F. orthoceras Apeen &
Wollenw var. ciceris. Pera en 1958 Erwin lo renombfé como F. faferitium (Nees)
Snyder y Hansen f. sp. ciceri (Padw) Erwin. Chattopadhyar y Sen Gupta (1967)
renombraron al patdgeno como Fusarium oxysporum Schl. f. sp. ciceris (Padw.)
Snyder & Hansen, siendo su nombre actual; sin embargo Booth en 1971 lo
hombré como Fusarium oxysporum Schl, f. sp ciceri (Padw.) Matuo & Sato

como se le conoce actualmente.

2.2.1.2. Importancia y distribucién

F. oxysporum, es un hongo cosmopolita responsable de la pudricion y marchitez
de un gran nimero de plantas, debido a que bloguea el sistema vascular,
impidiendo de esta forma el movimiento de agua en las raices. Existen mas de
150 formas patogénicas (Baayen ef al, 2000), parasitando mas de 100
especies de plantas econémicamente importantes; esto, gracias a los diversos
mecanismos que tiene el hongo para vencer las defensas de las plantas con
diferente grado de resistencia (Bosland, 1998; Kistler et al., 1998; De Cal ef al.,

200 y Migheli et al., 2000).

Este hongo ocasiona pérdidas anuales de 10-15%, aunque en afos de
epidemia severa se puede incrementar de 60 a 70%. También se reportan
dafios superiores a 61% en estado de plantula y de 43% en estado de floracion

(Neman y Karen, 1973), sumando a esto los amarillamientos tardios, que
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reducen el numero de semillas por planta. Las semillas cosechadas de plantas
enfermas son ligeras y arrugadas, lo que ocasiona pérdidas desde un 10%

hasta un 100% (Bhushan y Chand, 1992).

2.2.1.3. Epidemiologia y ciclo biolégico

El desarrollo de la rabia del garbanzo esta influenciada por factores ambientales
como la temperatura del suelo, actividad microbiana, densidad del indculo,
razas del patégeno, densidad de siembra y susceptibilidad de la planta. Esta
enfermedad es importante entre los 30° latitud Norte y 30° latitud Sur, sobre

todo en regiones célidas y htimedas (Jiménez-Diaz, 1994 y Haware, 1998).

F. oxysporum inverna en el suelo en forma de micelio y en cualquiera de sus
formas conidiales, pero lo hace con mayor frecuencia por clamidosporas en 0s
restos de vegetales y puede persistir como sapréfito por mas de 10 afios en
ausencia de hospedantes susceptibles; se encuentra también en el hilum de la
semilla en forma de clamidospora, las cuales juegan un papel muy importante
en la dispersién y transmision de la enfermedad a nuevas areas; en semilla
puede sobrevivir mas de 2 afos. Se disemina a cortas distancias mediante el
salpique por el agua de lluvia, a traves del riego, equipo agricola contaminado; y
a grandes distancias la transmision se realiza mediante semilla y propagulos
infectados. Una vez que el indculo se ha establecido en el suelo es muy dificil

su erradicacion (Blancard et al., 1991; Romero, 1993 y Agrios, 1996).
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En plantas sanas que crecen en un suelo contaminado, se infectan por heridas
causadas por dafios mecanicos por implementos de labranza o por el
crecimiento de raices secundarias; los tubos germinativos de los conidios o el
micelio penetran directamente a la planta a través de los pelos radicales. El
micelio invade la regién vascular propagdndose intercelularmente, donde
produce microconidios que son transportados en sentido ascendente hacia el
tallo y la corona de la planta. Produce sustancias que degradan tejidos vy
colapsan las células del hospedante; provocan decoloracion marron y
taponamiento de vasos del sistema vascular, existiendo déficit hidrico, lo cual
induce marchitez y posteriormente muerte de la planta (Agrios, 1996 y Cruz et

al., 1998).

Este hongo petjudica a las células vegetales y causa enfermedad mediante Ia
combinacién de diferentes mecanismos de patogénesis, destacando la
produccién y liberaciéon de enzimas y toxinas que afectan la permeabilidad de
las membranas celulares e interrumpen el metabolismo celular, produciendo los

sintomas caracteristicos de la marchitez vascular (Herrera y Ulloa, 1998).

Las enzimas producidas por el hongo (poligalacturonosas, peptato-liasas,
hemicelulasas y celulasas) degradan la pared celular desempefiando un papel
importante en la penetracion y colonizacion de los tejidos vegetales (Jimenez,
19986). Las enzimas pectoliticas destruyen la [dmina del parénquima del xilema
promoviendo la formacion de tilosa que reducen el paso de fluidos a través de

los vasos (Goodman et al., 1986).
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El hongo secreta toxinas como la licomarasmina y acido fusarico que afectan a
las células parenquimatosas adyacentes al xilema y fijan metales pesados
como Fe* y el Cu®* que afectan la permeabilidad de las membranas celulares e

inhiben las reacciones enzimaticas (Cruz et al., 1998).

La temperatura éptima para el desarrollo de F. oxysporum es de alrededor de
26° C, pero los sintomas se manifiestan a temperaturas mas altas, en periodos
de baja humedad relativa y fuerte luminosidad. El hongo es favorecido por
suelos con alto contenido de materia organica, asi como en aquellos en donde
existen poblaciones de nematodos agalladores, ya que estos favorecen la
penetracién del hongo al causar heridas en las plantas (Caperton et al., 1986 y

Blancard et al., 1991).

2.2.1.4. Clasificacion taxonomica

Aunque la situacién taxonémica de las especies de Fusarium aln no esta clara
(Chelkowski, 1989), F. oxysporum pertenece al grupo de los hongos
imperfectos o Deuteromycetes, denominados asi por que raras veces o hunca
se reproducen sexualmente. Sin embargo, hay micélogos que no estan de
acuerdo con esta denominacién porque bajo ciertas condiciones ambientales y
de nutricién, se ha logrado que algunos hongos se reproduzcan sexualmente

(Romero,1993).
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Los hongos imperfectos son agrupados por conveniencia dentro de la division
Deuteromycotina, va que los caracteres empleados en la sistematica se refieren

a la reproduccién (Ainsworth, 1973).

Alexopoulus y Mimn (1979), clasifican a F. oxysporum dentro del reino Mycetae
ubicandolo en la division: Amastygomycota, subdivision: Eumycotina, clase:

Deuteromycetes, orden: Moniliales, familia: Moniliaceae, género: Fusarium.

Debido a que el modo reproductivo de un mismo hongo puede variar en tiempo
y espacio, Taylor et al. (1999), mencionan que no es necesario clasificar a los
hongos asexuales en un grupo separado, porque las secuencias de acidos

nucleicos permiten clasificarlos con su meiospoérico correspondiente.

Kendrick (2000), ubica al patdégeno F. oxysporum Schl. f. sp cicen de la
siguiente manera: Phyllum: Dikaryomicota, Subphyllum: Ascomycotina,
Clase: Ascomycetes, Orden: Hypocreales, Familia: Nectriaceae, Género:

Nectria, Especie: Fusarium oxysporum.

2.2.1.5. Sintomas
La rabia del garbanzo presenta dos sintomas: la marchitez y el amarillamiento
que se distinguen entre si por cambios que se observan en la planta y la

rapidez con que se desarrollan (Cabrera de la Colina ef al., 1988).
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Cuando las plantas son afectadas en etapa de plantula por F. oxysporum, es
posible que éstas se marchiten y mueran poco después de que aparezcan los
primeros sintomas. En plantas adultas ocasiona pudricién de raices, tallos y
frutos. El atague comienza bajo el nivel del suelo como una pudricion suave y
oscura de cuello y raiz, induciendo marchitamiento en la planta a causa de la
obstruccién del sistema de conduccién. El hongo crece a fravés del cortex de la
zona invadida hasta alcanzar el xilema, donde ejerce la patogénesis (Jiménez-

Diaz, 1994).

2.2.1.6. Descripcion del patéogeno

Se caracteriza por producir colonias de rapido crecimiento, con una tasa diaria
cercana a un centimetro en medio Papa-Dextrosa Agar (PDA) a 26° C y pH de
6. La morfologia de las colonias es muy variable y puede presentar dos tipos;
una de tipo micelial caracterizada por la produccion de abundante micelio
aéreo, algodonoso y de coloracién variable de blanco a rosado-durazno, pero
usualmente con un tinte plrpura o violeta mas intenso en la superficie del agar
y pocas microconidias (Booth, 1971). La otra forma del micelio es de tipo
pionotal con la formacion de poco o ningin micelio aéreo y abundantes
microconidias. Raramente produce esporodoquios, pero cuando los presentan
son cubiertos totalmente por el micelio (Bhushan y Chand, 1992; Ahmed y

Reddy, 1993 y Haware, 1998).
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El hongo produce principaimente dos clases de estructuras propagativas: 1)
microconidias que son conidios unicelulares, sin septas, hialinas, elipsoidales a
cilindricas, rectas o curvadas; se forman sobre fidlides laterales, cortas, simples
o sobre conidiéforos poco ramificados. Estas estructuras tienen 5-12 micras de
largo por 2.5-3.5 micras de ancho; 2) las macroconidiaé presentan paredes
delgadas, hialinas, fusiformes, largas, moderadamente curvadas en forma de
hoz, con varias células y de 3 a 5 septas transversales, con la célula basal
elongada y la célula apical atenuada; las macroconidias miden de 27 a 46
micras de largo por 3.0 a 4.5 micras de ancho; ademas de estructuras de
conservacion llamadas clamidosporas, que son esporas formadas a partir de la
condensacion del contenido de las hifas y de las conidias, de paredes gruesas
(Figura 4). Estas se forman simples o en pares, terminales o intercalares y
poseen un tamafo de 5 a 15 micras de diametro (Bhushan y Chand, 1992;
Ahmed y Reddy, 1993 y Haware, 1998). Gracias a ellas el hongo sobrevive en
condiciones ambientales desfavorables y en el suelo como saprofito de vida
libre en ausencia de plantas hospedantes. Hasta el momento no se conoce la

fase perfecta del hongo (Nelson et al.,, 1983 y Romero, 1993).
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Figura 4. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium oxysporum. A)
macroconidios con septas, B) microconidios unicelulares, C) Microconidioforos,

D) Clamidosporas (tomado de Crop Protection Compendium, 2001).

2.2.1.7. Razas fisiolagicas

En la busqueda de genes de resistencia a F. oxysporum, algunos
fitomejoradores encontraron que estos genes poco a poco se acoplan dando
arigen a la resistencia del hospedante. Debido a esto, los cientificos empezaron
a investigar las causas de esta inestabilidad y fue como se detecté la existencia
de formas bioldgicas a las que Stakman y Piemeisel llamaron razas fisiolégicas*

(Sandoval, 1997).

1 Raza fisiolégica. Una subdivision de una especie de parasito caracterizada por su especializacion 29
a un cultivar o varios cultivares de una especie de hospedante.



Se han identificado siete razas de F. oxysporum f. sp ciceri(raza 0,1, 2,3, 4, 5
y B6) en base a su respuesta en plantas diferenciales de garbanzo (JG 62, C
104, JG 74, CPS-1, BG-212, WR-315, Annigeri, Chaffa, L-550, 850-3/27 y Santo
Domingo). Trabajos realizados en Espafia con razas de F. oxysporum f. sp.
ciceri revelan la existencia de dos patotipos® diferentes, uno causante de
sintomas de amarillamiento y otro de marchitez en la planta infectada. Las
razas 1, 2, 3, 4, 5y 6 inducen sintomas de marchitez que se manifiesta con una
flacidez en las hojas y desecacion de los foliolos, tornandose en un color verde-
grisaceo, el cual se extiende a toda la planta; por lo que los foliolos, peciolos y
tallos acaban adquiriendo un color marrén claro, los foliolos permanecen
adheridos al raquis y finalmente las plantas mueren 20 dias después de ser
inoculadas. La raza 0 causa amarillamiento progresivo y descendente, los
foliolos comienzan a amarillarse desde las hojas inferiores para posteriormente
afectar a las superiores; ya necrosados los foliolos suelen desprenderse del
raquis y la planta muere 40 dias después de la inoculacion. Sin embargo
algunos aislamiento de la raza 1 procedentes de California (USA) inducen el
sintoma de amarillamiento y ofros de la misma raza procedentes de Espaiia,
India, Marruecos y también de California, causan marchitez. Con base a
pruebas realizadas con lineas diferenciales de garbanzo los aislamientos de |a
raza 1 se han dividido en subgrupos. La raza 1A induce marchitez, mientras que
los aislamientos 1B y 1C inducen amarillamiento en ausencia de marchitez
(Kelly y Alcala-Jiménez, 1994; Jiménez-Diaz, 1994 y Kelly ef al., 1998). Para
ambos sintomas, el xilema, la médula de la rafz, cuello y tallos presentan una

coloracién marrén oscura (Figura 5) (De Miguel, 1991).

® Patotipo. Es el sintoma tipico de una enfermedad, 23



Figura 5. Sintomas de amarillamiento y marchitez causados por F. oxysporum

f. sp. ciceri en plantas de Garbanzo.

Dado la importancia econémica de este patdégeno, se han desarrollado
estrategias para la deteccion de marcadores moleculares para el rapido
diagnostico de esta enfermedad, ya que los experimentos con lineas
diferenciales toma por lo menos 40 dias para obtener resultados (Kelly ef al.,

1998).

Solis (1999) identifico en México las razas fisiologicas 3 y 4 de F. oxysporum f.
sp. ciceri, inoculando 11 plantas diferenciales con cepas del hongo aisladas de
plantas enfermas de los municipios de Celaya y Yuriria del Estado de

Guanajuato (Camara, 2001).
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2.2.1.8. Del Control

Se han descubierto recientemente cepas de F. oxysporum no patogénicas que
juegan un papel importante en la supresion natural de variantes agresivas o
virulentas del mismo hongo (Biles y Martyn, 1989; Agrios, 1996; Larkin et al.,
1996; Migheli et al, 2000), tal es el caso de la utilizacion de Fusarium
oxysporum cepa Fod7 y Pseudomonas putida cepa WCS358, en el contro! de la
marchitez del lino y del clavel; en estos casos se observd disminucion del
crecimiento micelial y detencién de la actividad patogénica en la cepa agresiva
de F. oxysporum, debido a que existe competencias intraespecifica por fuentes
de carbono vy fierro (Duijff et al.,, 1999). Inoculaciones de 107 conidios'mL™ de
Penicillium oxalicum lograron reducir considerablemente los dafios causados
por F. oxysporum f. sp. lycopersisi en jitomate (De Cal ef al., 2000). Al igual que
P. cepacia, realizan actividades antagénicas contra F. oxysporum en jitomate

estimulando el crecimiento de las plantas (Beltran, 2000; Lopez, 2001).

Sin embargo hay estudios que demuestran que el tratamiento a la semilla de
garbanzo con diferentes fungicidas incrementan significativamente la
emergencia de las plantulas y retrazan la aparicion de la enfermedad en
cultivares moderadamente resistentes, pero no en altamente susceptibles

(Trapero-Casas y Jiménez-Diaz, 1985).

QOtras formas de contrarrestar los efectos de la enfermedad, es sembrar en
terrenos no infestados por el hongo, adelantar fechas de siembra, realizar

riegos en presiembra y en prefloracion, fertilizacion fosférica y aplicacion de
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materia organica. El uso de micorrizas endoétrofas, extractos de ajo (Allium
sativum) y neem (Azadirachta indica) no estan suficientemente fundamentados

(De Miguel, 1991 y Rodriguez, 2001).

El uso de variedades resistentes es el método de control mas practico,
econémico y eficiente para contrarrestar la enfermedad. Siendo el ICRISAT®
(International Crops Research Institute for the Semi-Arid Tropics) y el ICARDA’
(International Center for Agricultural Research in the Dry Areas) dos de las
instituciones que desarrollan trabajos relacionados con la seleccion de
materiales de garbanzo con resistencia genética a este patdégeno (Jiménez-

Diaz, 1994 y De Miguel, 1991).

2.3. Caracterizacion e identificacion

El género Fusarium incluye aislamientos desde saproéfitos hasta patogenos
activos, que colonizan al hospedante en alglin momento de su ciclo biolégico.
Cada estado se relaciona con las condiciones ambientales asi como la
sensibilidad del hospedante y su estado fisiolégico. La variabilidad morfologica,
fisiologicas y de virulencia de Fusarium ha provocado problemas en su
identificacion, por ello se han desarrollado técnicas y métodos basados en el
analisis de marcadores moleculares para el estudio de este género (Gordon y

Martyn, 1997 y Gonzélez et al., 1998).

Es importante un diagnéstico rapido, preciso y de bajo costo de esta

enfermedad; rapido, porque la marchitez puede producirse a partir de semillas

® hitp:/iwww,icrisat.org 26
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infestadas lo que podria provocar su diseminacion en areas libres del patégeno,
y preciso, para que con base en el agente causal, se apliguen las medidas

fitosanitarias adecuadas (Cabrera de la Colina ef al., 1988 y Camara, 2001).

A pesar de los grandes avances en la deteccion de enfermedades aln se
recurre a las técnicas tradicionales gue involucran el crecimiento del patégeno,
en medios de cultivos. Entre las estrategias que se requieren normalmente
para llegar a la identificacion del género y especie se encuentran: Ia
determinaciéon de las caracteristicas morfolégicas y metabdlicas, pruebas de

patogenicidad y rango de hospedantes (plantas diferenciales).

Mirete (1999), menciona que cepas de Fusarium y otros hongos se clasifican
seguin la funcién de un determinado gen o la sintomatologia que causa, ademas

de la preferencia de un hospedante especifico (forma especial).

2.3.1. Plantas diferenciales

Son un conjunto de plantas que al inocularse, manifiestan una reaccion
especifica que permite distinguir las razas fisioldgicas diferentes de un
patégeno, especie o raza del mismo; se les conoce como plantas diferenciales y
son utilizadas a nivel mundial. Una raza fisiolégica se basa en el principio de la
existencia de la variabilidad entre los organismos y se define como grupo de
individuos morfolégicamente idénticos, peroc que se caracterizan por atacar en
diferente grado de virulencia, a individuos de la misma especie (Robinson,

1989; Maclean ef al., 1993; Agrios, 1996 y Pérez, 1997).
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Para la identificacion de las razas fisioldgicas de F. oxysporum f. sp. ciceri se

han establecido los siguientes cuitivares (Figura 6): para las razas 1,2, 3y 4 las

plantas diferenciales son: JG 62, C 104, JG 74, CPS-1, BG-212, WR-315,

Annigeri, Chaffa, L-550 y K-850. Mientras que para las razas 0, 5 y 6 las plantas

son JG 62, C 104, JG 74, CPS-1, BG-212, WR-315 vy las lineas 12-07/10054,

ICCV-2, ICCV-4, PV-24 y P-2245 (Haware y Nene, 1982; Trapero-Casas Yy

Jiménez-Diaz, 1985; Phillips, 1988 y Jiménez-Diaz, 1994).

Sus reacciones a las a razas de F. oxysporum f. sp. ciceri se citan de forma

resumida en el cuadro siguiente:

Cuadro 1. Variedades diferenciales de garbanzo y sus reacciones a razas de F.

oxysporum f. sp. ciceri.

VARIEDADES REACCION

RAZA 0 |RAZA1 |RAZA2 |RAZA3 [RAZA4 |RAZAS |RAZAG

JG - 62 R S S M S S S
C -104 M S S R S S S-M

JG-74 R R S-M R R S R

CPS -1 R R S S M S R

BG - 212 R R 8 M M R R

WR - 315 R R R S-M R R R

ANNIGERI - S S S S - R

CHAFFA - S S S-M S - R
L - 550 - S S M S - S5-M

K - 850 - S M M M - R

Maware y Nene (1982) las razas 1 a 4 en |a India, Cabrera de ta Colina et al. (1985) las razas 0 y 5 en Espafia y Phillips
(1988) la raza 6 en Californla, E. U, A, R = Resistente (0 -20 % de mortalidad); M = Moderadamente susceptible (21 —
50% de mortalidad); 8 = Susceptible(mayor 50% de mortalidad)
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Annigeri JG-74

Chaffa BG-212

K-850 WR-315

Figura 6. Semillas representantes de cultivares de plantas diferenciales

utilizadas en esta investigacion.

2.3.2. Marcadores
La estimacion de la variabilidad de una poblacién se puede realizar mediante el
analisis de diferentes tipos de marcadores, los cuales han sido muy ttiles en

estudios de taxonomia, migracién y filogenia de fitopatogenos.
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Un marcador es cualquier caracteristica morfoldgica, molécula de proteina,
enzima, ARN o ADN que permite establecer diferencias entre los organismos o
grupos de organismos que se comparan (Valadez y Kahl, 2000). Nos permiten
estudiar el origen y la evolucion de razas dentro de una poblacién facilitando la

identificacion de genes de interés y la construccion de mapas genéticos.

los marcadores con esta funcion se clasifican convencionalmente en

morfologicos, genéticos y bioquimicos.

2.3.2.1. Marcadores morfologicos

Estos marcadores se han ufilizado en estudios de diversidad genética de
especies cultivadas, permitiendo analizar aspectos cuantitativos de interés
agronomico y proveer informacién Gtil en el mejoramiento genético de las
plantas, ya que son caracteres faciles de detectar (por ejemplo; los genes que
causan deficiencia en la clorofila o enanismo en las plantas). En el caso de los
microorganismos, los marcadores morfolégicos pueden ser utilizados para
diferenciarlos en cuanto a forma y color de la colonia, tipo de micelio,

susceptibilidad a fagos o antibi6ticos, requerimientos nutricionales, entre otros.
La desventaja en la utilizacién de estos marcadores es que la mayoria son

afectados por condiciones ambientales que pueden enmascarar los efectos del

gen o de los genes de interés (Aguilar, 2003).
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2.3.2.2. Marcadores géneticos

Los marcadores genéticos nos permiten realizar un analisis directo de
traslocaciones, inversiones, inserciones o delecciones en regiones internas del
ADN, en secuencias discretas y especificas. Para ello se han desarrollado
tecnologias como la PCR (Polymerase Chain Reaction, por sus siglas en
inglés), hibridacion molecular como los RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymotrphic, por sus siglas en inglés) y técnicas complejas que involucran a las
dos anteriores, tales como AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphic, por

sus siglas en inglés) (Almanza, 2000).

Estos marcadores se han utilizado en la identificacién de patégenos como
Fusarium aveneceum (Fr.) Sacc. y Fusarium culmorum (W. G. Sm.) Sacc.
(Kelly et al., 1998), Rhizoctonia solani Kuhn, Colletotrichum lindemuthianum

(Sacc. & Magnus) L.ams.-Scrib. (Gonzales y Simpson, 1997).

Las ventajas de estos marcadores es que son reproducibles en cualquier etapa
del desarrollo de un organismo, son independientes del fenotipo, el nimero de
polimorfismos que se pueden detectar es casi ilimitado y existe una gran
variedad de técnicas disponibles que son muy versatiles, ya que permiten
detectar huellas gendmicas, identificar o etiquetar genes, hacer mapas
genéticos y logicamente, diagnosticar enfermedades (Valadez et al., 2001).
Presenta ventajas especiales en microorganismos dificiles de cultivar, dificiles

de identificar después de ser cultivados o presentes en cantidades escasas.
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Sus desventajas son la utilizacién de radioactividad, que son muy laboriosas y
costas, se necesitan grandes cantidades de ADN y de buena calidad (Valadez y

Kahl, 2000 y Aguilar, 2003).

2.3.2.3. Marcadores bioquimicos

L.os marcadores bioguimicos que mas se han trabajado son las isoenzimas y
las proteinas de semillas (de reserva o totales) que han sido ampliamente
usados en la caracterizacién de Germoplasma, en estudios filogenéticos de
microorganismos y en la evaluacion de variacidn proteinica e isoenzimatica

(Perales, 2000).

Las isoenzimas presentan ciertas ventajas sobre los marcadores morfologicos
ya que la metodologia para su estudio es muy sencilla. Las isoenzimas son
formas multiples de una enzima constituida de varias cadenas polipeptidicas,
gue catalizan la misma reaccién y que difieren en su estructura primaria, sus
propiedades fisicoquimicas y su regulacién (Valverde y Paredes, 1996). Sin
embargo esta metodologia es de uso limitado debido a que su reproducibilidad
depende del estado de desarrollo del organismo y de las condiciones de los
tejidos usados para el analisis, ademas de que sdlo detectan una minima
cantidad de polimorfismos por experimento (Valadez y Kahl, 2000). En hongos,
‘las isoenzimas son utilizadas para el analisis de la variabilidad genética como
en estudios de la diversidad de especies de Puccinia y Colletotrichum (Bonde

et al., 1989).
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Para obtener marcadores basados en proteinas polimérficas, la técnica mas
utilizada es la separacion electroforética de proteinas, que pueden ser de
reserva o totales. l.as de reserva estan principalmente en érganos o estructuras
de almacenamiento (semillas y frutos, entre otros), mientras que las proteinas
totales incluyen las de reserva y las presentes en todas las estructuras y
membranas de organismo (Gonzalez y Simpson, 1997). Para poder llevar a
cabo la electroforesis de proteinas, es necesario que éstas sean solubles y para
ello se utilizan diferentes compuestos como el SDS (Sodium Dodecylsulphate,
por sus siglas en inglés), que permite la solubilizacion de las proteinas totales,
principalmente las que puedan estar retenidas en los lipidos (Towner y

Cockayne, 1993).

Para el analisis y purificacion de las proteinas las técnicas mas importantes son
la cromatografia, ultracentrifugacion y la electroforesis. Siendo esta ultima la
técnica por la cual una molécula con carga neta se desplaza a través de un
campo eléctrico; lo que representa una herramienta poderosa para separar las

proteinas y otras macromoléculas como ADN y ARN (Stryer, 1995).

Es frecuente el uso de marcadores de proteinas para el analisis de la
variabilidad genética como estudios de diversidad de especies de hongos como
Puccinia y Colletotrichum Corda (Bonde et al, 1989), Peronosclerospora
(Micales et al, 1988), Tilletia indica Mitra (Bonde et al., 1989) y Erysiphe
graminis (Rodriguez, 1999), Colletotrichum gloeosporoides, Stylosanthus

guiariensis (Lenne y Burdon, 1990).
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En la India, Susselendra et al. (1992), realizaron trabajos con patrones
electroforéticos de proteinas en geles de poliacrilamida con las razas 1,2, 3y 4
de F. oxysporum f. sp ciceri, utilizando como amortiguador de extraccion de
proteinas a Tris-glicina pH 8.9 0.01 M, permitiendo diferenciar dichas razas en

base a los valores del Factor de Corrimiento obtenidos.

Entre las ventajas que presentan los marcadores de proteinas encontramos que
su metodologia es sencilla y de costos iniciales accesibles, las isoenzimas se
comportan como genes codominantes con pocos efectos epistaticos y poco
influenciados por el medio ambiente. Las desventajas de estos marcadores son
los diferentes reactivos requeridos para cada sistema enzimatico que se desee
detectar, ademas de que el nimero de marcadores pueden ser insuficientes
(presentan poco polimorfismo, cambios en la composicién de aminoacidos y su
estructura afecta la carga y conformacion, por lo tanto, la movilidad
electroforética de la enzima). Estos estudios estan restringidos a las secuencias
de ADN que codifican enzimas detectables y existen pocas de ellas que pueden
ser usadas en la mayoria de los hongos. Desde el punto de vista practico otra
desventaja es el poco tiempo que se tiene para procesar las enzimas después
de su purificacién, dada su inestabilidad (Michelmore et al., 1987; Latorre et al,

1995; Weising ef al., 1995 y Valverde y Paredes, 1996).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Fase de laboratorio

3.1.1. Origen de las cepas utilizadas

Se utilizaron 52 aislamientos monospéricos de F. oxysporum f. sp. ciceri,
aislados de raices necrosadas de plantas de garbanzo con sintomas de
amarillamiento y marchitez procedentes de los Estados de Guanajuato y
Michoacan, ubicados en los paralelos 21° 01’ Latitud norte y 101° 15’ Longitud
Oeste a una altura de 2000 msnm y 19° 42’ Latitud norte y 101° 11’ longitud
Oeste a una altura de 1920 msnm respectivamente (INEGI, 2003%) (Figura 7).
Estos aislamientos fueron previamente aislados y caracterizados por Camara

(2001) y Luna (2002).

3.1.2. Activacion de aislamientos monospéricos

Las cepas preservadas en tubos de ensaye con medio de cuitivo PDA y en
papel filtro, se reactivaron utilizando el medio de cultivo Czapek (Apéndice 1)
recomendado por Nelson y Tousson (1968); este medio reduce o evita
mutaciones en el hongo y contribuye a disminuir la perdida de patogenicidad.
Los aislamientos que estaban deshidratados se hidrataron con agua destilada
estéril y posteriormente se transfirieron a cajas Petri con medio de cultivo recién

elaborado.
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| SUANAIUNTO.

Figura 7. Origen de las cepas de F. oxysporum f. sp. ciceri causantes de
sintomas de amarillamiento y marchitez en plantas de garbanzo de la zona del

Bajio, México.

3.1.3. Purificacion de las cepas
Una vez activadas las cepas del patégeno se procedié a purificarlas en medio

Czapek (Figura 8).

Después de ese periodo, se tomaron muestras del micelio y se observaron al
microscopio compuesto, para visualizar los macroconidios y microconidios
caracteristicos de F. oxysporum. Posteriormente, se realizaron diluciones para
obtener una baja cantidad de estas estructuras, y se procedié a sembrarlos en
cajas Petri con medio de cultivo agar — agua para obtener colonias separadas a

partir de cada uno de ellos.

- 36



Figura 8. Aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri en medio Czapek.

Una vez purificadas las cepas, se transfirieron a cajas Petri con medio Richar's
(Perales, 2000), el cual permite un rapido crecimiento del micelio con 12 horas
luz y 12 horas de oscuridad a temperatura ambiente durante 5 dias

aproximadamente; o hasta que el micelio cubriera 3/4 partes de la caja.

3.1.4. Extraccion de proteinas
La extraccion de proteinas se realiz6 de 52 cultivos monospéricos indicados en

el cuadro 2.

Cuadro 2. Aislamientos monosporicos de F. oxysporum f. sp. ciceri
considerados para la extraccion del proteinas totales.

Clave Estado Localidad Cultivo Monospérico
MC 1 Michoacan El Calvario 1
MC2 Michoacan El Calvario 2
MC 3 Michoacan El Calvario 3
MC4 Michoacan El Calvario 4
MS 6 Michoacan Singuio 6
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CONTINUACION...

MS 8 Michoacan Singuio 8
MS 10 Michoacan Singuio 10
MP12 Michoacan La purisima 12
MP 14 Michoacan La Purisima 14
MP15 Michoacan La Purisima 15
MP 16 Michoacan L.a Purisima 16
MI 17 Michoacan El calvario (INIFAP) 17
MA21 Michoacan Morelia 21
MA22 Michoacan Morelia 22
MA 23 Michoacan - Morelia 23
MA25 Michoacan Morelia 25
MA26 Michoacan Morelia 26
MA27 Michoacan Morelia 27
MA29 Michoacan Morelia 29
MA30 Michoacan Morelia 30
MA30A  Michoacan Morelia 30A
MA31 Michoacan Morelia 31
MA32 Michoacan Morelia 32
MA32A  Michoacan Morelia 32A
MCu 35 Michoacan Cuitzeo 35
Mcu36 Michoacan Cuitzeo 36
Mcu37 Michoacén Cuitzeo 37
Mcu 38  Michoacan Cuitzeo 38
GP 41 Guanajuato  Puquichapio 41
GP 42 Guanajuate  Puquichapio 42
GP 43 Guanajuato  Puquichapio 43
GVS 47 Guanajuato  Valle de Santiago 47
GVS 48 Guanajuato  Valle de Santiago 48
GYr50 Guanajuato  Yuriria 50
GYr51 Guanajuato  Yuriria 51
Gyrb2 Guanajuato  Yuriria 52
GYr52A Guanajuato  Yuriria 52A
GYr54 Guanajuato  Yuriria 54
GYr55  Guanajuato  Yuriria 55
GYr57 Guanajuato  Yuriria 57
GYr57A Guanajuato  Yuriria 57A
Gsab9 Guanajuato  Salvatierra 59
Gsa60 Guanajuato  Salvatierra 60
Gsab0A Guanajuato  Salvatierra 60A
GSa 62 Guanajuato  Salvatierra 62
GSa 63 Guanajuato  Salvatierra 63
Gee Guanajuato  Celaya IB
G4A Guanajuato  Yuriria 4A
Gl Guanajuato  lrapuato 10.5
GV7 Guanajuato  Irapuato V.7
GAg Guanajuato  Apaseo el grande 1.2
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El micelio se recuperd de la placa Petri con la ayuda de una espatula esteril, se
coloco en un mortero de porcelana estéril y se maceré con nitrégeno liquido; el
macerado se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se agregaron
0.5 mL de amortiguador de extraccion (Tris-glicina 0.01 M pH 8.9) (Susselendra
et al, 1992 y Perales, 2000). Posteriormente se centrifugé a 1431 ga 4° C
durante 45 minutos en una centrifuga Eppendorf modelo 5810R. El
sobrenadante se transfiri6 a otro tubo de microcentrifuga de 1.5 mL y se

almacend a 20° C.

3.1.5. Cuantificacién de proteinas

Se llevé a cabo utilizando el método propuesto por Lowry ef al. (1951), el cual
consiste en colocar 11 tubos de 16 X 150 mL en un gradilla previamente
etiquetados, en los cuales se adicionaron los siguientes volumenes 0, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 yL de solucién estandar de BSA (Bovine Serum
Albumin); enseguida se agregaron 2 mL de solucién D (Cuadro 3) a cada uno
de los 11 tubos. Esta serie de tubos calibran mediante una grafica lineal
concentraciones ascendentes de absorbancia. Para la cuantificacion de las
proteinas totales de los aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri se utilizaron
tubos Eppendorf de 1.5 mL en la cual también se adicionaron 2 mL de la
solucion D mas 10 mL de cada uno de la muestra a analizar. Posteriormente
todos los tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Después de este periodo se les adicions 0.2 mL de solucién FOLIN (Solucién

E), se agitaron con vortex inmediatamente y se incubaron a temperatura
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ambiente durante 30 minutos. Pasado este tiempo, se determiné la absorbancia
a 600 nm de los tubos que contenian BSA y posteriormente los tubos con cada
una de las muestras, correlacionando la absorbancia con la serie de los 11

tubos control,

Cuadro 3. Soluciones utilizadas en la cuantificacion de proteinas totales por el

método de Lowry.

Solucion Componente

A 2 % Na;COsz; en 0.1 N NaOH
1% C4H4KNa06 . 4H20

0.5 % CuSo, * 5 H,0 en H,0

B

C

D 48 mLdeA+1mLdeB+1mLC

E 1 parte de Folin Fenol (2N): 1 parte de agua
F

BSA: 5 mg en 5 mL de agua

3.1.6. Preparacion de la muestra de proteinas

Una vez que se calculd la concentracién de proteinas obtenida, se agregaron a
un tubo Eppendorf de 1.5 mL, 20 ug de proteina diluidas en 25 pL con el
amortiguador Laemmli (Tris-glicina 0.025 M pH 8.3, glicerol, SDS 1X af 10%, B-
mercaptoetanol, azul de bromofenol al 0.05%), se desnaturalizaron durante 3
minutos en agua hirviendo y posteriormente se sumergieron en hielo para que

los péptidos permanecieran separados.
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3.1.7. Preparacién de geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La preparacion de los geles de poliacrilamida se llevé a cabo segln la
metodologia de Laemmli (1970), preparando primero el gel separador
(Apéndice 2) y alinedndolo con butanol saturado después de ser vertido; una
vez polimerizado el gel separador (después 30 minutos de su vaciado,
aproximadamente), se retiré el butanol y se lavé con agua deionizada estéril la
superficie del gel que estuvo en contacto con éste, posteriormente se vacio el
gel concentrador (Apéndice 3) y se colocé el peine, se dejo polimerizar durante

20 minutos, después de los cuales se procedid a retirarlo.

3.1.8. Corrimiento de las muestras de proteinas (SDS-PAGE)
Una vez que las muestras estuvieron listas, se depositaron 1250 mL del
amortiguador de corrida 1X (Apéndice 4) en la camara de electroforesis y se

procedid a cargar 0.25 mg de proteina en cada pozo del gel.

La electroforesis se llevé a cabo en una cémara para tal propésito, modelo
miniVe Basic (amersham pharmacia biotech), donde se colocaron dos geles en
forma simultdnea con 10 pozos cada uno. Los pozos de los extremos se
cargaron con 5 uL de marcador de peso molecular Benchmark® (Apéndice 5) y
el resto (8 pozos) con las muestras. Se usoé una fuente de poder EC 105 a 123

volts durante 5 horas a 4° C.
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3.1.9. Tincidn y desteiido de los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)l

Una vez efectuada la electroforesis, los geles se colocaron en la solucién de
tincion (azul brillante de Coemassie 0.2%; metanol 45%; acido acético glacial
10%) durante 12 horas; posteriormente se realizaron lavados con la solucién de

destefiido (metanol 5%; acido acético glacial 7%) hasta observar las bandas.

3.1.10. Documentacién y analisis de los geles (SDS-PAGE)

Los geles de poliacrilamida se capturaron y analizaron en el programa Kodak
Digital Science EDAS 120. Para crear la matriz de datos se codifico la presencia
(1) y ausencia (0) de bandas. A partir de estos valores, se calculé la matriz de
similitud utilizando el coeficiente de apareamiento simple (Sokal and Sneath,
1963). El dendrograma se construyd con el algoritmo jerarquico UPGMA
(Underweight Pair Group Mathematics Average) conocido como método del
promedio utilizando el programa NTSYS.pc version 2.0 (Sistema de Taxonomia

Numérica para Analisis Multivariados) (Rohlf, 1997).

3.2. Fase de invernadero

Una vez que se obtuvieron los agrupamientos de similitud se seleccionaron
representantes de 8 grupos de F. oxysporum f. sp. ciceri (Cuadro 4), mismos
que fueron inoculados en 8 plantas diferenciales de garbanzo (CPS-1, JG-74,
K-850, BG-212, JG-62, WR-315, Chaffa y Annigeri). Cabe mencionar que no fue
posible considerar al resto de las plantas diferenciales referidas en la literatura
(C-104, JAMU-96, L-550, Santo Domingo-82 y Bco. Sinaloa-92) ya que no se

tuvo acceso a ellas.
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Cuadro 4. Aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri seleccionados por grupos

y utilizados en la inoculacion de plantas diferenciales de garbanzo.

Grupos de similitud | Clave Origen Localidad

MC2 Michoacan El Calvario
MS 10  Michoacan Singuio
MP 18  Michoacan La Purisima

A MA30 Michoacan Morelia
GVS 48 Guanajuato  Valle de Santiago
GYr55 Guanajuato  Yuriria
GSa 62 Guanajuato Salvatierra

B MA 23  Michoacan Morelia

C GYr 57A Guanajuato Y uriria

D GV7 Guanajuato Irapuato
GAg Guanajuato  Apaseo el grande
Mcu3d7 Michoacan Cuitzeo

E GP 41  Guanajuato Puquichapio
GP 42  Guanajuato Puquichapio
GP 43  Guanajuato Puquichapio
MP 14  Michoacan La Purisima

F MAZ21 Michoacan Morelia
MA25 Michoacan Morelia

G MS 8 Michoacan Singuio

H MA22 Michoacan Morelia

3.2.1. Plantas diferenciales evaluadas a los diferentes grupos de F.
oxysporum f. sp. ciceri

La evaluacién de la reaccion producida por los diferentes grupos de F.
oxysporum f. sp. ciceri se realizd en ocho variedades diferenciales de garbanzo
(CPS-1, JG-74, K-850, BG-212, JG-62, WR-315, Chaffa y Annigeri) que fueron
facilitadas por el Centro de Investigacién Regional del Noroeste (CIRNO),

Campo Experimental del Valle de Culiacan-INIFAP.
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Por cada variedad diferencial de garbanzo se consideraron tres plantulas que
fueron inoculadas con cada hongo representante de los diferentes grupos

considerados y un testigo absoluto, sin inocular (Figura 9).

Figura 9. Diserio de las plantas de garbanzo en el invernadero.

Las plantas ya inoculadas se mantuvieron en condiciones de invernadero a
temperaturas entre 25° a 35° C y la humedad del suelo a capacidad de campo
durante 40 dias segln la metodologia usada por Haware y Nene (1982); es
decir, suelo himedo y no saturado de agua, para que el hongo tuviera

requerimientos de humedad necesarios para su crecimiento.
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3.2.2. Siembra en invernadero
Las semillas de las diferentes plantas diferenciales de garbazo, se

desinfectaron mediante el siguiente proceso (Figura 10):

1. Las semillas se lavaron con agua de la llave.

2. Se colocaron en etanol 70% durante 1 minuto.

3. Se retird el etanol y se adiciond hipoclorito de sodio 1% con una gotita de
Tween-20; se homogeneiz6 perfectamente y se dejé reposar durante 15
minutos (agitando de vez en cuando).

4. Después se desecho la solucioén y se enjuagaron bien las semillas con

agua destilada estéril hasta eliminar el exceso de hipoclorito de sodio.

Por la dificultad que presentaron las semillas en la germinacion, se colocaron
primero en ftoalltas de papel con humedad constante durante 7 dias

aproximadamente o hasta que germinaron.

Figura 10. Desinfestacion de las semillas de garbanzo.
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Las plantulas se transplantaron en charolas de plastico con suelo previamente

esterilizado con bromuro de metilo (Figura 11).

i
z

Figura 11. Plantulas de las 8 variedades diferenciales de garbanzo utilizadas en

la presente investigacion.

3.2.3. Preparacion del inéculo
Los aislamientos seleccionados de F. oxysporum f. sp. ciceri se incrementaron
en cajas Petri con medio de cultivo Czapek con 12 h luz y 12 h oscuridad

durante una semana a temperatura ambiente.

Una vez que los hongos se desarrollaron completamente, se preparé el inéculo
(con cepas de 2 semanas de edad), licuando el contenido de cada caja en una
licuadora con agua destilada. La concentracién de inéculo se ajusté empleando
un hematocitobmetro. Posteriormente, con agua destilada se realizaron las
diluciones para obtener una concentracion de 1 X 10° conidios-mL™" (Gonzélez,

1988; Cabrera de la Colina et al., 1988 y Halila y Strange, 1997).
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3.2.3.1. Inoculacién del patégeno

Una vez que las plantulas tenian una semana en condiciones de invernadero se
sumergieron en la suspensidn de indculo por aproximadamente 1 minuto; para
posteriormente ser transplantadas a bolsas de polietileno de color hegro { 6 x 30
cm) con suelo previamente bromurado (2 de suelo: 1 de hojarasca) (Cabrera de

la Colina et al., 1988 y Gonzalez, 1988).

3.2.4. Evaluacion de la respuesta en invernadero en las variedades
diferenciales de garbanzo a diferentes grupos de F. oxysporum f. sp. ciceri
El experimento se llevé a cabo durante 64 dias registrando las reacciones
presentadas por las plantas diferenciales a los 10, 20, 30, 40, 50 y 60 dias
después de la inoculacion. L.os datos obtenidos a los 40 dias (propuesto en la
literatura) fueron los utilizados para realizar la evaluacion de las reacciones de
las variedades al hongo. Después de los 40 dias se consideraron posteriores

evaluaciones para registrar la informacion hasta la muerte de las plantas.

La escala empleada para la evaluacién de los materiales fue la propuesta por
Haware y Nene (1982) que se basa en la presencia o ausencia de sintomas
(amarillamiento o marchitez) en progresion acropétala de acuerdo a los

siguientes porcentajes:

0-20% Resistente
21-50% Moderadamente susceptible
51% o mas Susceptible

47



El porcentaje se obtuvo considerando el nimero de foliolos de la planta entre el
numero de foliolos'con sinfomas causados por el hongo. Posteriormente se
calculd la media de porcentajes de las tres repeticiones consideradas; sin
embargo, para algunos casos so6lo se contd con una sola repeticion y de
acuerdo con la escala, se le designé a cada material el tipo de reaccion

correspondiente.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracteristicas morfologicas

En este estudio los diferentes aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri
desarrollaron micelio abundante en algunos casos y escaso en otros, ademas
de distintas tonalidades de colores. blanco, rosa o morado al reactivarios o

crecerlos en medio nutritivo.

4.2, Extraccidn y cuantificacion de proteinas

Para la extraccién de proteinas se utilizd el protocolo de Tris-glicina pH 8.9
estandarizado por Perales (2000}, ya que con el fue posible obtener la cantidad
y calidad de proteinas adecuadas para establecer diferencias fenotipicas entre
los diferentes aislamientos al ser separadas en electroforesis; las

concentraciones que se obtuvieron variaron desde 0.6193 pg-pl a 2.8185

ng-pL"; 1o cual fue suficiente para los fines de este trabajo.
También se pudo observar que con la utilizacién de este protocolo se obtiene

una adecuada cantidad de bandas representantes de las proteinas totales

presentes en el micelio al final de la fase logaritmica del crecimiento del hongo.
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4.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las condiciones utilizadas en la electroforesis permitieron de manera general la
separacion y resolucion adecuada de las proteinas purificadas apreciadas en
forma de bandas; sin embargo, hubo algunas de ellas (bandas) que se

observaron difusas y otras mas, fueron poco visibles y débiles (Figura 12).

M 32B 35 36 37 38 41 42 43 M

Figura 12. Geles de poliacrilamida que muestran los perfiles de proteinas
totales de los aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri correspondientes a las
muestras 32B, 35, 36, 37, 38, 41, 42, 43. Los carriles de los extremos de cada
gel marcados con M corresponden al marcador de peso molecular
Benchmark®. Las flechas indican algunas de las bandas polimoérficas

consideradas en el analisis de similitud.
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4.4. Analisis de los resultados obtenidos de la electroforesis

Los geles obtenidos de la electroforesis de proteinas fueron capturados en el
programa Kodak Digital Science EDAS 120 el cual nos permite analizar los
geles y calcular los pesos moleculares de cada banda de proteina de las
muestras. Los valores de peso molecular (Daltons) estimados fueron
codificados con el digito O para representar la ausencia y el 1 para indicar la
presencia de valores similares de peso molecular entre las diferentes muestras
analizadas y procesadas en el programa NTSYS.pc version 2.0; donde se

obtuvo el siguiente dendrograma:

MP14 A

£ | MP15 A
. L——-{ b MA2S AM
G

IIIIl‘II]II—[llII|l|[l|illi]l'l‘lrlll||||’|||f1‘

0.55 0.60 0.65 0.70 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 1.00
Coefficiente

Figura 13. Relacion fenotipica en base al andlisis de proteinas totales de 52

aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri procedentes de la zona del Bajio.
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4.5. Analisis estadistico del dendrograma

El dendrograma obtenido con los datos de la electroforesis de proteinas totales
(Figura 13) indicé que los 52 aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri,
formaron diversos grupos en funcion a los diferentes valores del coeficiente de
similitud. Por ejemplo, con un coeficiente de 0.71 se conformaron 8 grupos (A,
B, C, D, E, F, Gy H); mientras que con valores de similitud mayores, el nimero
de grupos se fue incrementando en el dendrograma. La presencia de estos
grupos permitié inferir una marcadé variabilidad genética existente entre los

aislamientos que se incluyeron en este estudio.

Perales (2000), quien utilizé esta misma técnica para diferenciar aislamientos
de F. oxysporum f. sp. ciceri con algunas de las cepas utilizadas en este trabajo
identificd tres grupos bien diferenciados, los cuales podrian corresponder a las
razas 1, 3 y 4 (Segun Susseelendra et al. 1992), ya que este autor reportd
algunas bandas de proteinas diferenciales para cada raza al separarlas con
electroforesis; por ejemplo, la raza 1 presenta unha banda con Factor de
Corrimiento (Rf) de 0.23 y no presenta las bandas con Rf 0.31 y Rf 0.33; la raza
3 presenta las bandas Rf 0.20 y Rf 0.23 sin presentar las bandas Rf 0.31 y Rf
0.33; miehtras que la raza 4 no presenta ninguna de las bandas anteriores pero
si las bandas con Rf 0.41 y Rf 0.64 que son diferenciales. Perales (2000) ubicé
a los aislamientos G4A en la raza 1, GAg en la raza 3 y GV7 en la raza 4
contrastando con fos resultados de este trabajo, en donde estos aislamientos en
particular se mantuvieron agrupados juntos con un coeficiente de 0.71 de

similitud (grupo D). Con respecto a estas diferencias en los agrupamientos,
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algunos autores mencionan que el andlisis de proteinas analizadas con la
técnica utilizada en el presente trabajo, presenta desventajas al compa'rarla con
otras técnicas (por ejemplo, para analisis de ADN), ya que el nimero de
marcadores que se obtienen son insuficientes por presentar poco polimorfismo
(Floreé et al., 1997£ Gonzalez y Simpsen, 1997; Valverde y Paredes, 1996);
ademas esta técnica es susceptible a minimos cambios externos que pueden
ocurrir durante el desarrollo del protocolo o bien, también pudo deberse a que
Perales (2000) parti6 de aislamientos crecidos en PDA y posteriormente en
medio Richard’s liquido; mientras que en este trabajo los aislamientos se
crecieron en medio Czapek y posteriormente en medio solido Richard’s, lo cual

pudo haber influido en su metabolismo (Valadez, et al., 2001).

Sin embargo, los aislamientos GV7 y GAg utilizados previamente por Camara
{2001) se mantuvieron asociados también en el mismo grupo en este estudio

(Grupo D).

Por otfro lado los aislamientos MP14 y MP16 considerados como un mismo
individuo con un coeficiente de similitud de 1.00, evaluados mediante analisis
de ADN por Luna (2002), en este estudio se separaron con un coeficiente de
0.71 de similitud en el grupo F y A respectivamente, uniéndose nuevamente con
un coeficiente de similitud de 0.65; mientras que Gsa62 caracterizado también
por Luna (2002) como grupo independiente de los anteriores, en el presente

trabajo se mantiene en el grupo A junto con MP16.
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Luna (2002) utilizé para su analisis los iniciadores aleatorios Roth C-01 (b’
TTCGAGCCAG 3), Roth C-08 (5 TGGACCGGTG 3'), Roth C-11 (5
AAAGCTGCGG 3’), Roth C-19 (5° GTTGCCAGCC 3", ubicando a los
aislamientos MC1, MS6, MS8, MS10, y GYr78 en un mismo grupo; mientras
que en el presente trabajo, se observo que los aislamientos MC1, MS6 y MS10
se mantienen en un mismo grupo (A) v los aislamiento MS8 y GY178 se

ubicaron en grupos separados G y D respectivamente.

Los aislamientos MC1, MC3, MS8, MS10, MA30, MCu35, MCu36, GP41, GP42
y GP43 ubicados en un solo grupo por Luna (2002), en este estudio se separan
en 3 grupos bien diferenciados MC1, MC3, MS10 y MA30 (grupo A), MCu35,
MCu36, GP41, GP42 y GP43 (grupo E) y MS8 (grupo G). Al igual que el
aislamiento GVS48 considerado por Luna como grupo independiente, aqui se
une al grupo A con un coeficiente de 0.71 de similitud. Esta variacién en la
ubicacion de los aislamientos citados en grupos diferentes al ser analizados
mediante ADN y proteinas, puede deberse a la sensibilidad de las técnicas;
también es posible que esta diferencia pueda ser el resultado de una
interpretacion no clara en los geles de proteinas; ya que como puede notarse
en la figura 10, algunas bandas son difusas 0 estan muy juntas; o bien a
factores epistaticos producidos por las proteinas en general presentes en la

célula.

Teoricamente, los andlisis con ADN son mas precisos siempre aungue para

lograr la separacién de individuos o grupos, en algunos casos deben ser
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exhaustivos y para lograr una interpretacion de los grupos relacionados con
funcionalidad especifica (razas); es decir, que para aseverar que los
aislamientos que se comportaron de manera diferente en el trabajo de Luna
(2002) asi como en el presente estudio, es necesario realizar ofras pruebas
adicionales; sin embargo, las proteinas analizadas en el presente trabajo estan
intimamente ligadas a la fisiologia de los organismos y que aungue se parti6
tanto en el trabajo de Luna (2002) como en el actual de un mismo aislamiento,
en ambos casos se consideraron cultivos monospéricos diferentes, lo cual
pudiera indicar que existe variabilidad genética en segregantes de F.
oxysporum f. sp. ciceri ocasionada por mutacién; ya que segun Ainsworth et al.
{1995) la variacién genética no proviene de intercambio entre cromosomas en
este tipo de hongo, sino sobre el ciclo mitético; o bien debido al ciclo parasexual
que incrementa las capacidades genéticas del hongo porque permite la
recombinacion asexual del material genético entre niicleos de [a hifa (Griffin,

1094).

Estos resultados nos permiten deducir que fos aislamientos analizados de este
estudio presentan una amplia variabilidad genética, tal como lo reportd Luna
(2002), a pesar de haberse colectado en regiones muy cercanas
geograficamente del Bajio, México (Figura 7) bajo el supuesto de que en esta
regiébn se encuentran al menos tres razas de F. oxysporum f, sp. ciceri
deducidas por estudios previos realizados en esta region del Bajio (Pérez, 2000
y Perales, 2000). Por otro lado la técnica empleada en el presente trabajo

puede apoyar a establecer esa retacién fisioldgica entre los diferentes grupos.
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4.6. Reaccion de las variedades de garbanzo a la inoculacién de los
aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri

El comportamiento mostrado por las plantas diferenciales inoculadas con los
aislamientos fue diversa; algunas variedades mostraron resistencia a los

aislamientos, pero la mayoria mostré susceptibilidad a los mismos.

Los resultados obtenidos a partir de la inoculacién de las plantas diferenciales
de garbanzo con los diferentes aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri a los
40 dias después de la inoculacion y bajo condiciones de invernadero se
muestran en el cuadro 5. Cabe hacer notar que los primeros sintomas de
amarillamiento y marchitez observados en las plantas diferenciales inoculadas
con los diferentes aislamientos se presentaron entre los 8 y 10 dias después de

la inoculacién en las variedades CPS-1y JG-74.

Cuadro 5. Resultado de la inoculacion de los aislamientos de F. oxysporum f.
sp. ciceri a las diferentes variedades de garbanzo.

Varielsmm. 25(23| 2 |30 |16 [(V.7|41 55|57 (62|14 | 8 [10 |21 (12122 (43| 37 (48|42
CPS s|s|{s|S|IRIM|M|M|S|[SIMIM[M|M[S|S M| M ]|M|S
JG-74 RIR|IR|RIR|IR|IR|RIM|R|R|{-~F-|=~-|~-1]=]"-+ - - -
BG-212 MIRI{R|R|RIR[R|R|RI[R|IR|RIR|R|IR|R[R| R |RJ|R
JG-62 SIRI M| M M|IM|[R|R{RIM|M|RIR|M|S|[M]|R R |S|S
Annigeri MIRIRIM|RIM|R|[R|IRI[M|R| -}t~ |[-]-1-1]"-+- - -] -
K-850 R{IRIRIR|IR|IR|RIM|IR|IR|IR[M|R|R[R]S[R] R |RI|-
Chaffa -IM - M[M[M[M] - MMM -]|-71-1-1-1- -l -] -
WR-315 MIMIRIMIRIM|IMIMIRIRIM|R|IRIR|IR|RIR|MS|M|R
R= Reslstente (0 20 % de martalidad); Ni= Moderadaments suscaptible {21 — 50% de merlalldad); 8= Susceptibia{mayor 50% de mortalldad)
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Las variedades JG-74, BG-212, K-850 y WR-315 fueron las que presentaron
una mayor resistencia y CPS-1 fue la variedad mas susceptible a los

aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri.

El aislamiento GYr57 fue el (nico que presentt6 solo el sintoma de marchitez,
mientras que los aislamientos GVS48, Gsa62, MP16, MA30, GP42, MA25 y
MA22 presentaron ambos sintomas. El resto de los aislamientes solo

presentaron amarillamiento.

En base a los resultados de los 20 aislamientos utilizados en el invernadero y
comparandolos con los citados por diversos autores (cuadro 1) se puede
suponer que posiblemente existan las razas 3, 4 y 5 en la zona del Bajio,

México.

Con la finalidad de separar las razas existentes en los municipios muestreados,
Solis (1999) inoculd algunos de los aislamientos evaluados en el presente
trabajo, en plantas diferenciales, con lo cual pudo detectar la presencia de las
razas 3 y 4 en base al protocolo propuesto por Haware y Nene {1982) (Camara,

2001).

El uso de plantas diferenciales para la separacién de razas presenta
inconvenientes, tales como la necesidad de disponer de inoculo suficiente, que
las plantas testigos deben estar disponibles y en el mismo estado fenolégico y

que transcurran varios dias desde la inoculacién hasta la aparicidn de los
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primeros sintomas. Por tales motivos, el poder suponer la presencia de una
determinada raza de un patégeno en un area particular, requiere de la
interaccién de varias técnicas de analisis; por ejemplo, analisis de ADN con
iniciadores aleatorios o especificos para las razas, analisis de proteinas totales,

respuestas en plantas diferenciales, etc.
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5. CONCLUSIONES
En base al analisis de los resultados obtenidos, es posible concluir 1o siguiente:

La electroforesis de proteinas puede servir como patrén de referencia preliminar

en la diferenciacion de razas fisiolégicas de F. oxysporum f. sp. ciceri.

Fue posible establecer diferentes agrupamientos de similitud entre los 52
aislamientos de F. oxysporum f. sp. ciceri mediante patrones electroforéticos de

proteinas totales.
De acuerdo a los agrupamientos fenotipicos del hongo y su reaccién en plantas

diferenciales, se especula que existen las razas 3, 4 y 5 de F. oxysporum f. sp.

ciceri en la region garbancera del Bajio, México.
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7. APENDICE

Apéndice 1. Componentes para preparar un litro de medio de cultivo Czapek-

Dox.

Componentes Cantidades
Sacarosa 30.0g
Nitrato de sodio 20¢g
Fosfato dipotasico 1.0g
Sulfato de magnesio 05¢g
Cloruro de potasio 05¢g
Sulfato ferroso 0.01g
Agar 18.0¢g
Agua destilada 1000 mL

Apéndice 2. Componentes del gel separador de poliacrilamida (12%), segun

Laemmli (1970).

Componentes Cantidades (mL)
Acrilamida-bisacrilamida 2.4
(30:0.8)

Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 1.5
SDS 10% - 0.06
Agua deionizada 1.98
TEMED 0.0024
Persuifato de amonio 10% P/, 0.064
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Apéndice 3. Componentes del gel concentrador de poliacrilamida (12% para 6

mL), segun Laemmli (1970).

Componentes Cantidades (ml.)
Acrilamida-bisacrilamida 0.415
(30:0.8)
Tris-HCI 1.5 M pH 6.8 0.315
SDS 10% 0.025
Agua desionizada 1.7
 TEMED 0.0025
Persulfato de amonio 10% 0.025

Apéndice 4. Componentes del amortiguador de corrida 5X, pH 8.3.

Componentes Cantidades
Tris {121.1 g/mol) 3.0204¢g
Glicina (75.07 g/mol) 18.8 g
SDS al 10% P/ 10.0 mL
Agua deionizada esteéril 1000 mL

Apéndice 5. Pesos moleculares de las bandas del marcador de proteinas

Benchmark®.

Banda 1 [2[3]4[5|6[7|8|9[10[11]12]13]14|15
Kilodaltons [2201160[120{100| 90 |80 | 70 | 60 | 50 |40 |30 |25 |20 | 15|10
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