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En este trabajo, se realizó la evaluación del desarrollo de la enfermedad en líneas experimentales y  

variedades de clavel sometidas a inoculación artificial con Fusarium oxysporum f. sp dianthi en 

condiciones de invernadero. 

 

Las líneas experimentales evaluadas, provienen de  tres poblaciones F1, que diferían en la 

resistencia de los parentales. Dos cruces tenían parentales resistente y susceptible y el restante tenía 

ambos parentales resistentes. Las plantas de cada F1, fueron inoculadas en sustrato  con una 

suspensión de esporas del patógeno, a una concentración de 5 x 10
4 esporas/g de suelo. La 

evaluación duró 17 semanas, al final de las cuales se observó que, para las tres progenies evaluadas, 

la proporción de individuos susceptibles a la enfermedad fue baja, en comparación con la 

proporción de individuos asintomáticos ó con bajos índices de severidad.  

 

Para el cruce entre parentales resistentes, la mayoría de la población presentó niveles intermedios de 

severidad. Las poblaciones de los cruces entre parentales resistente y susceptible, registraron niveles 

bajos de severidad. El área bajo la curva de la enfermedad (AUDPC), fue calculada para cada 

patosistema; los cruces entre parentales resistente y susceptible registraron valores pequeños de 

AUDPC, comparados con los calculados para la progenie del cruce entre parentales resistentes, la 

cual presentó los valores más altos de AUDPC. 

 

Las Variedades comerciales de clavel, Candy y Kaly (resistente y susceptible), fueron inoculadas 

por inmersión en una suspensión de esporas a una concentración de 1 x10
4 esporas/ml  y la 

evaluación consistió en la determinación del avance del patógeno a través del tallo de la planta, 

mediante aislamiento de tejido infectado, en medio de cultivo; así mismo se realizo una descripción 

histológica de lo que sucede a nivel vascular. El seguimiento duró 70 días y desde el día séptimo 

posterior a la inoculación, en la variedad Kaly, se reportó ingreso del patógeno. Para la variedad 

Candy,  se evidenció ingreso del patógeno hasta el día 30, posterior a la inoculación. Finalmente F. 

oxysporum  f.sp dianthi colonizó el 60% del tallo en la variedad Kaly como  consecuencia de la 

poca efectividad que tiene para detectar y confinar el hongo en el sitio de infección. La producción 

de gomas, y geles fue efectiva en la variedad Candy, logrando disminuir el avance del patógeno, 

llegando a ser colonizado en un 40%. 

 

INTRODUCCION 
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Colombia es reconocida como el segundo exportador de flores, a nivel mundial  (16% del total de 

exportaciones mundiales) y ocupa el primer puesto en exportación de clavel (Dianthus 

caryophyllus), (PROEXPORT, 2007). En consecuencia, la actividad floricultora tiene  gran impacto 

económico para el país, al ser generadora de empleo y fuente de ingreso de divisas. No obstante,  se 

han registrado  pérdidas económicas en los últimos años (Tenjo  et al., 2006), debido entre otras 

cosas, a la presencia en el suelo de patógenos del género Fusarium,  causantes de la  marchitez 

vascular en el clavel.  Aún no se han encontrado variedades totalmente resistentes  (Rattink, 2000), 

y   los controles  físicos y químicos para reducir la población del patógeno  no han sido eficaces 

para contrarrestar la enfermedad y generan mayores gastos para el floricultor (Arthur y Matthewus, 

1980; Rattink, 2000). 

 

Por  tanto, el desarrollo de nuevas variedades de clavel resistentes a estos patógenos vasculares,  y 

que presenten características para ser comercializadas, es uno de los actuales retos que enfrenta la 

floricultura colombiana (Ardila e Higuera, 2005), implicando así el desarrollo de programas de 

investigación en las áreas de fitomejoramiento y fitosanidad.  

 

El patosistema clavel- Fusarium se ha estudiado desde diferentes ángulos con trabajos que reportan 

ensayos de resistencia en campo y/o invernadero (Buiati et al., 1985; Baayen et al., 1988; Ben-

Yephet et al., 1996, 1997; Scala et al., 1998; Prados-Ligero et al., 2007), análisis histológicos post-

inoculación de plantas de clavel resistentes y susceptibles (Baayen y Elgersma, 1985, Baayen 1986; 

Baayen et al., 1988,1989,1996; Oullette y Baayen, 2000; Oullette et al., 2002), estudios in vitro, 

con análisis de enzimas y compuestos fenólicos involucrados en los mecanismos de defensa de la 

planta ( Higuera y De Gómez, 1996; Filgueira y Guardiola, 1999; Curir et al., 2003; Ardila e 

Higuera, 2005) y algunos estudios de herencia de la resistencia (Baayen et al., 1991; Blanc, 1983, 

Arus et al 1992., Niemann, 1992, citados en Ben-Yephet et al., 1997), donde se reporta que la 

herencia de la resistencia a Fusarium en clavel, es poligénica. 

 

En Colombia, se han realizado trabajos relacionados con la resistencia en clavel (Higuera y De 

Gómez, 1996; Filgueira y Guardiola, 1999; Ardila e Higuera, 2005), que en su mayoría se han 

centrado en el aspecto bioquímico del problema ó en estudios de identificación del patógeno F. 

oxysporum (Arbeláez y Calderón, 1993). Sin embargo, no existen reportes de estudios, para las 

condiciones de la Sabana de Bogotá, que analicen la herencia de la resistencia en clavel, y son 

pocos los estudios hechos en las Variedades que se comercializan actualmente. Dado que la Sabana 
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de Bogotá es uno de los centros de producción del clavel en Colombia, obtener este tipo de 

información sería de gran utilidad para los programas de hibridación y fitomejoramiento que se 

realizan localmente. 

  

Por lo anterior, dentro del grupo de investigación en Fitopatología Molecular del programa de 

Biología Aplicada en la Universidad Militar �Nueva Granada�, surge una estrategia para hacer 

frente  al  problema  de investigación, que consiste por una parte, en la obtención de plantas 

mediante la realización de cruces entre Variedades  y líneas experimentales de clavel, con una 

morfología floral y resistencia  al patógeno determinada, para que evaluando la descendencia se 

seleccionen los individuos que resulten más  aptos para un proceso de producción de plantas 

altamente resistentes y con características morfológicas que permitan su comercialización. De 

manera alterna a esta estrategia, se planteó el realizar un análisis de tipo histológico con las 

Variedades de clavel que se están comercializando actualmente, para complementar la información 

existente respecto a los mecanismos de defensa que tiene la planta y el modo de infección y 

colonización  que posee el patógeno invasor, bajo las condiciones propias de cultivo.  

 

El trabajo realizado, consiste en la fase inicial de este proyecto, donde se evaluó la resistencia a F. 

oxysporum f.sp. dianthi de líneas híbridas y Variedades de clavel. 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
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Sin duda alguna, nuestro país cuenta con facilidades y  ventajas para el cultivo, producción y 

exportación del clavel. La temperatura de la Sabana de Bogotá oscila entre los 18ºC -20ºC en el día 

y en la noche las temperaturas registradas son de 6 a 8ºC; en ambos casos, óptimas para su 

desarrollo (Pizano, 2000). Según datos de ASOCOLFLORES (2007), del 100% de flor producida, 

13.5% corresponde a clavel, lo cual la ubica en el segundo lugar de producción y exportación 

después de la rosa.  

 

Aunque se cuenta con adecuadas condiciones  ambientales para la producción del clavel, la 

presencia de F.  oxysporum f.sp dianthi, que  causa marchitez vascular representa un problema serio 

para los productores  ya que ha logrado diezmar la producción acarreando pérdidas económicas para  

los productores (Mayorga e Higuera, 2007). Se han empleado distintas estrategias para el control de 

la enfermedad, que incluyen el control biológico y la esterilización química y física pero resultan 

costosos y  no han dado resultados efectivos, gracias en parte a la amplia distribución del patógeno 

y su persistencia en el suelo y agua (Rattink, 2000). 

 

Una alternativa para hacer frente a la enfermedad, reside en la búsqueda y desarrollo de variedades 

resistentes (Higuera y De Gómez, 1996) y aunque se han realizado trabajos respecto a evaluación de 

herencia de la resistencia (Baayen et al. 1991; Arús et al. 1992; Scovel et al. 2001), no hay claridad 

respecto al número de genes que intervienen en la expresión del caracter, ni las proporciones 

fenotípicas y genotípicas esperadas en los cruces que se establezcan.   

 

Esta clase de información, ayudaría en la planeación de los programas de hibridación y 

mejoramiento de clavel, debido a que por el proceso mismo de cruzamientos y autocruzamientos 

sucesivos, se tendrían datos de la frecuencia de un genotipo y/o un fenotipo dado de resistencia, y 

por consiguiente, se podrían establecer poblaciones ó parentales fuente de resistencia. 

 

Por otro lado, los mecanismos de defensa de la planta a nivel vascular, han sido estudiados 

mediante análisis de microscopía de luz y electrónica (Oullette et al., 2002), con variedades en 

desuso y ausentes en Colombia. Con los trabajos de análisis histológico previos en clavel, se han 

hecho una serie de generalizaciones en la respuesta de defensa de la plantas. Sin embargo, resulta de 

interés determinar si la respuesta de defensa dada por las variedades de clavel cultivadas en 

Colombia, difieren en algo respecto a la producción de gomas y geles, modificación celular, tiempo 
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de detección y aislamiento del patógeno, entre otros aspectos que pueden estar influenciados por el 

lugar  y estilo de cultivo. 

 

El trabajo realizado, hace un aporte inicial respecto al análisis de poblaciones F1, que provienen de 

parentales con diferentes grados de resistencia, en cuanto a la capacidad que tienen de prevenir los 

síntomas de la marchitez vascular. Esta información, será de utilidad para el programa de 

fitopatología molecular de la Universidad Militar �Nueva Granada�, puesto que con un análisis de 

estas poblaciones hibridas, se pueden generar nuevas líneas de evaluación y determinar si lo 

observado fenotípicamente en una generación, se repite en otra.  

 

 Finalmente, el seguimiento y análisis histológico de las variedades de clavel Kaly (S) y Candy (R), 

permitirá hacer una aproximación  a los mecanismos de defensa de estas variedades y la capacidad 

que tienen de impedir el avance del patógeno, estando sometidas a las condiciones climáticas 

propias de la Sabana de Bogotá, zona de mayor cultivo de clavel en el país.  Adicionalmente, un 

estudio de esta clase, generará un protocolo en microscopía óptica que servirá para análisis de otras 

variedades de clavel y será posible establecer comparaciones entre las catalogadas como resistentes 

ó susceptibles y se podrá usar como un criterio fenotípico adicional, en la determinación de la 

resistencia ó susceptibilidad  de las variedades. 
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OBJETIVOS 

 

General: 

 Evaluar  la respuesta de variedades y líneas experimentales de clavel sometidas a inoculación 

artificial con Fusarium oxysporum  f.sp. dianthi  bajo condiciones de invernadero. 

 

Específicos: 

 

 Evaluar la respuesta sintomatológica mediante inspección visual, de las plantas producto 

de los cruces UM226 (Susceptible) X Candy (Resistente) , A255 (Susceptible) X Havanna 

(Resistente) y UM227 (Resistente) X  Candy (Resistente), sometidas a inoculación 

artificial con Fusarium oxysporum f.sp. dianthi, bajo condiciones de invernadero. 

  

 Determinar el avance  del patógeno en las variedades  Kaly  y Candy bajo condiciones de 

invernadero, mediante aislamientos en medio de cultivo a partir de material infectado. 

 

 Describir histológicamente, mediante técnicas de microscopía óptica, la reacción de las 

variedades Kaly y Candy, cuando son sometidas a una inoculación artificial con F. 

oxysporum  f. sp dianthi. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Colombia es el segundo exportador de flores nivel mundial  y el primero  en exportaciones de clavel 

(PROEXPORT, 2007). Del total de las exportaciones de flores colombianas, un 13.5% corresponde 

a venta de claveles principalmente al mercado estadounidense y también a países como Alemania, 

Holanda, Reino Unido,  y Japón (Asocolflores, 2007; PROEXPORT, 2007). Sin embargo, la 

presencia de F. oxysporum  f.sp  dianthi  en los suelos de la Sabana de Bogotá ha logrado diezmar 

la producción de esta flor cortada, siendo el causante de la marchitez vascular (Arbeláez y Calderón, 

1993). Ya que los métodos de control usados hasta ahora (esterilización química y física del sustrato 

de siembra y uso de fungicidas) no han dado resultado y continúan las pérdidas económicas para los 

floricultores, la búsqueda y desarrollo de variedades resistentes se convierte en la mejor alternativa 

para hacer frente a la enfermedad (Higuera y de Gómez, 1996). 

 

La evaluación en campo de  líneas híbridas de clavel, es una de las estrategias recomendadas para el 

desarrollo de las variedades resistentes. Como argumenta Arús et al., (1992), programas de 

hibridación  que planteen diferentes cruzamientos entre variedades resistentes y susceptibles y que 

apliquen sistemas de selección masal, pueden lograr una mayor acumulación de alelos que 

confieren resistencia en la población y por consiguiente favorecerán a la obtención de un porcentaje 

mayor de genotipos resistentes.  

 

Por otra parte, aunque se han realizado diversos estudios histopatológicos en clavel, el hacerlos con 

las variedades vigentes, cuando son inoculadas con los aislamientos de F. oxysporum f.sp dianthi 

que se encuentran en las zonas de cultivo, permite hacer una evaluación respecto al desarrollo de la 

enfermedad y a los mecanismos tanto de defensa como de colonización,  fruto de las condiciones 

propias del lugar del cultivo. Generar este tipo de información, aporta conocimiento para un manejo 

de la enfermedad que responde a las condiciones propias del lugar y a las características que 

presentan, el patógeno y la planta, cuando se genera un proceso de infección. 
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MARCO TEÓRICO 

 

1.1  El clavel (Dianthus caryophyllus) 

 

Originaria de la costa del  Mediterráneo (Pirineos) , esta planta pertenece a la familia 

Caryophillaceae y al género Dianthus, el cual agrupa  más de 300 especies  muchas de las cuales 

son silvestres en Europa y Asia. Su cultivo inició en Europa, más concretamente en  Francia e 

Italia  y su nombre se debe a que la fragancia que emite es muy similar a la producida por 

Caryophyllus aromaticus (Sinisterra, 1944; Galbally y Galbally, 1997; Arreaza, 2000). 

Históricamente se sabe que en el siglo XI, fue introducida Inglaterra por monjes y soldados 

durante la conquista Normanda. En 1895, aparecieron los primeros claveles seleccionados para 

la producción de flor cortada y en 1942, William Sim obtuvo por procesos de hibridación el 

clavel  SIM ó clavel americano. Junto con  las variedades  Mediterráneo y miniatura, el  clavel 

americano conforma los tres ecotipos  que existen del clavel. (Sinisterra, 1994) (Galbally y 

Galbally, 1997; Holley, 1999. citado en Fernandez, 2003). 

 

Físicamente, la flor del clavel silvestre es simple,  posee cinco pétalos y  su borde es serrado. 

Respecto al color se puede decir que es monocromática aunque es posible observar algunas que 

presentan una zona central de color distinto. Al ser de origen Mediterráneo, el clavel es una 

planta de día largo y se caracteriza por florecer hacia el final de la primavera y durante el verano. 

Sin embargo, con el fin de optimizar procesos de producción y rentabilidad, los franceses e 

italianos �como pioneros de su cultivo- lograron modificar estos tiempos de floración haciendo 

que iniciara más temprano en la primavera y se prolongara hasta el invierno.(Galbally y 

Galbally, 1997; Arreaza, 2000). 

 

Respecto al comercio, Colombia exporta clavel estandar y mini-clavel a los Estados Unidos y se 

ubica en el segundo exportador mundial de clavel, después de Holanda. Países como España, 

Marruecos, Turquía e Israel, mantienen el cultivo de esta planta en lo que al sector del 

Mediterráneo se refiere ( Pizano, 2000). 

 

1.2 Fusarium oxysporum   
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Perteneciente al grupo de los ascomicetes, F.oxysporum es un hongo de amplia distribución a 

nivel mundial y es el causante de diversas enfermedades en plantas  que generan marchitez 

vascular (Leslie y Summerell, 2006). Es un hongo propio del suelo y puede ser detectado en 

diferentes localidades; ciertas diferencias que se han presentado a nivel fisiológico en 

aislamientos del hongo, han generado cepas patógenicas ó formas especiales del patógeno, que 

se especializan en atacar cultivos determinados. Aunque las formas especiales, son  similares  

morfológicamente y su diferenciación, debe realizarse a partir de ensayos de  patogenicidad, no 

son abundantes en todas las regiones debido a que requieren hospederos específicos y causan 

enfermedad bajo condiciones ambientales determinadas (Backhouse et al, 2002; Leslie y 

Summerell, 2006). 

 

F.oxysporum  en su forma especial  dianthi, se ha especializado en atacar al clavel de tipo 

miniatura y estándar y en experiencias obtenidas desde los años 40s con Brickerton (1942) y 

Guba (1945), se ha encontrado que distintas variedades de clavel responden de forma distinta a 

los aislamientos del patógeno, sugiriendo de esta forma que hay  razas del patógeno que difieren 

en la selección de su hospedero y en la virulencia hacia ellas (Sinisterra, 1994). Hoy en día, se 

sabe que existen ocho razas patogénicas de F.oxysporum f.sp. dianthi siendo la raza 2 la más 

difundida por todo el mundo y la predominante en Colombia; la resistencia en clavel a esta raza 

es parcial (Arbeláez y Calderón, 1993; Ben-Yephet y Shtienberg, 1997).  

 

Respecto a las características morfológicas de F. oxysporum, se puede decir que produce  

micelio aéreo de tipo algodonoso y sobre el cual se forman tres tipos de esporas asexuales a 

saber: las microconidias, que son esporas unicelulares, de paredes delgadas, con forma bien sea 

redonda ó elipsoidal y su  tamaño está entre 5-13 de largo y 1.6-5de ancho (Rattink, 2000). 

Las microconidias se encuentran de manera abundante y posterior al proceso de infección, 

pueden ser producidas incluso al interior de los vasos conductores del hospedero. Su función 

principal, es la de realizar la penetración y diseminación en las raíces del clavel (Agrios, 2005; 

Rattink, 2000); las macroconidias poseen un tamaño mayor que oscila entre los 27-46 de largo 

por 3 -4.5 de ancho. Estas son multicelulares y poseen septos (Sinisterra, 1994). Los bordes son 

algo curvos y punteados y suelen encontrarse en esporodoquios sobre las plantas muertas a causa 

de la enfermedad (Agrios, 2005); por último, las clamidosporas que se producen como 
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estructuras de resistencia en caso de ausencia del hospedero ó en condiciones adversas para el 

hongo. De aspecto redondeado y pared gruesa, la clamidospora puede definirse como una 

condensación de hifas y macroconidias, que puede tener una ó dos células y su tamaño es de 8-

12 (Nelson, 1981 citado en Sintiera, 1994; Rattink, 2000; Agrios, 2005)  

 

1.3 Resistencia de las plantas a los patógenos  

 

Los mecanismos de defensa en las plantas pueden ser de dos clases: químicos y mecánica.  Entre 

los mecanismos químicos se pueden mencionar la síntesis de compuestos fenólicos, enzimas, 

exudados gomosos, geles etc. Respecto a la defensa mecánica, se evidencia principalmente 

modificaciones en la forma de las células, contracción del citoplasma, engrosamiento de la pared 

celular, formación de capas de corcho,  hiperplasia, entre otros. Con frecuencia estas respuestas 

pueden ocurrir de forma simultánea, donde, por ejemplo, la síntesis de gomas va acompañada de 

un engrosamiento en la pared celular (Agrios, 2005). 

 

Estos dos tipos de defensa (mecánica y química) pueden encontrarse de manera constitutiva en la 

planta ó ser activados por elicitores, una vez se produce un daño y  se presenta el reconocimiento 

entre el  hospedero y el patógeno (Hutchinsom, 1998 citado en Karban y Kué, 2000; Agrios, 

2005). La respuesta de defensa,  puede ocurrir a nivel local, confinando al patógeno en el sitio de 

infección, y a nivel sistémico, cuando se producen sustancias como el ácido salicílico, que 

actúan como segundos mensajeros y disparan  mecanismos de defensa en sitios donde aún no ha 

llegado el patógeno (Agrios, 2005). Proceso similar se produce en un tipo de respuesta 

denominado como �respuesta hipersensible�, donde una vez se presenta el reconocimiento entre 

el patógeno y el hospedero, la planta presenta un aumento del estrés oxidativo, modificación de 

las paredes celular, producción de sustancias inhibitorias para el patógeno y otras que funcionan 

como segundos mensajeros para generar defensa en sitios donde aún no está presente. 

Finalmente, se induce a la muerte celular en la zona afectada para lograr el confinamiento del 

patógeno y evitar su avance (Dixon et al 1994, Gilchrist, 1998, citado en Karban y Kué, 2000). 

 

Respecto a la resistencia vegetal a los patógenos, se puede decir que existen dos clases. La 

primera, denominada cualitativa mono u oligogénica ó completa, la poseen aquellas plantas que 
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son totalmente resistentes a una raza específica del patógeno independiente de las condiciones 

ambientales a las que se encuentren expuestas,  incluso las más propicias para el patógeno. Los 

genes que regulan este tipo de resistencia son pocos (de ahí su nombre) y se les denomina genes 

mayores (Ben-Yephet et al., 1997; Agrios, 2005 ). El segundo tipo de  resistencia, se denomina 

cuantitativa, general ó poligénica en la cual  son muchos genes los que intervienen en ella y la 

planta es capaz de resistir a varias razas del mismo patógeno. Sin embargo, la resistencia 

poligénica, es susceptible a variación por las condiciones ambientales predominantes en el 

momento de la infección y progresión de la enfermedad (Ben-Yephet et al., 1997; Agrios, 2005).  

 

1.3.1 Marchitez vascular causada por F. oxysporum f.sp.dianthi 

 

Esta enfermedad fue reportada por primera vez en el año de 1898 en los Estados Unidos por 

Sturgis y su descripción detallada se realizó un par de años después en Francia (Sinisterra, 1994; 

Rattink, 2000). En la actualidad, esta enfermedad aparece en cualquier lugar donde exista un 

cultivo de claveles y aunque se han tomado medidas preventivas tales como el uso de fungicidas, 

la esterilización del suelo con vapor, control biológico entre otros, han resultado ser esfuerzos 

poco útiles y costosos para el control de la enfermedad pues el hongo se disemina fácilmente por 

el agua y puede mantenerse en el suelo por más  de 40 años, haciendo realmente difícil su 

eliminación. (Arthur y Mattews, 1980; Arbeláez y Calderón, 1993; Rattink, 2000). 

 

Entre los síntomas externos de la marchitez vascular causada por F. oxysporum f.sp dianti  

puede mencionarse la decoloración y amarillamiento foliar que se observa sólo en un lado de la 

planta, donde el patógeno ha penetrado. Esto se da porque el hongo no puede diseminarse de 

forma radial ó lateral pues las paredes celulares del vaso conductor (xilema) actúan como barrera 

natural (Baayen y Elgersma, 1985 citado en Sinisterra, 1994; Arbeláez y Calderón, 1993). Es 

común observar también cierto retraso en el crecimiento de la planta y sus brotes, y según lo 

sugerido por Nieman (1990) citado en Arbeláez y Calderón (1993) esto podría deberse al gasto 

energético ejercido por el hospedero para iniciar y mantener los distintos mecanismos de defensa 

que posee. Conforme la enfermedad prosigue, el marchitamiento se acentúa, la parte superior de 

la planta se dobla y finalmente el clavel muere.  Si se realizase un corte en el tallo de una planta 

enferma, sería  posible apreciar alteraciones a nivel vascular caracterizadas principalmente por la 

coloración marrón que presenta. (Baker, 1980, citado en Sinisterra 1994; Rattink, 2000). 
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El rango de temperatura para que haya infección con F. oxysporum f.sp. dianthi está entre los 15 

y 30ºC, aunque este hongo puede mantenerse en  temperaturas inferiores a los 15ºC (Sinisterra, 

1994). El pH del suelo puede también influir en el desarrollo del patógeno siendo 7.7 el valor 

más favorable para este y a esporulación puede verse favorecida con la alternancia entre los 

periodos de luminosidad y los de oscuridad que ha de ser de doce horas cada uno (Sinisterra, 

1994). 

 

El inicio de la enfermedad lo marca la germinación de la espora fúngica, la cual puede estar en 

suelo  ó en esquejes infectados, que son usados para la siembra. Una vez germina la espora, la 

hifa penetra las células epidérmicas de la raíz hasta llegar al xilema donde inicia su colonización. 

El avance a través del xilema puede darse por la extensión de las hifas, ó bien por el transporte 

pasivo de las microconidias, el cual constituye una colonización de gran magnitud y de larga 

distancia. Al inicio de la enfermedad el xilema es el único tejido afectado, pero en estadíos  

avanzados el floema, el cambium, la médula y la corteza también resultan involucrados en el 

ataque fúngico (Sinisterra, 1994).  

 

1.3.2 Resistencia del clavel (D. caryophyllus) frente a F. oxysporum  f.sp dianthi 

 

Ben-Yephet et al (1997), reportan que la  resistencia que presenta la planta a la raza 2 del patógeno, 

es parcial y varía de acuerdo a las condiciones que se establezcan en el ensayo. Así mismo, hace 

énfasis en la diferencia que debe hacerse entre la resistencia a la infección y la resistencia a la 

aparición de síntomas, porque se han reportado casos de variedades que son asintomáticas aún 

cuando se ha comprobado el ingreso y colonización al interior de la planta (Ben-Yephet et al, 

1997). Aunque en el lenguaje común de  los productores de clavel, se hablan de variedades 

resistentes y susceptibles, en fitopatología se manejan diversas opiniones respecto a la definición 

misma del concepto �resistente� y �susceptible�. 

 

Según Agrios (2005), en los casos donde existe una resistencia completa y específica a la raza del 

patógeno, los procesos de identificación del patógeno, por parte de la planta, son más específicos y 

elaborados que los observados en una resistencia parcial, razón por la cual la inhibición de la 

     

pdfMachine by Broadgun Software  

 

pdfMachine es una aplicación que genera fácilmente archivos PDF de alta calidad.  

 

¡Obtenga su copia! 

http://www.pdfmachine.com?cl


 

 

 

 

 

24 

 

entrada del patógeno ó el aislamiento del mismo se da de una manera muy eficiente. En un tipo de 

resistencia parcial, dado que los mecanismos de reconocimiento en el hopedero no son tan 

específicos, puede darse la infección por parte del patógeno, pero su crecimiento y el desarrollo 

posterior de síntomas puede verse disminuido de manera significativa.  

 

Junto con los términos �resistente� y �susceptible�, se usa el término �tolerante� para describir la 

reacción de una planta frente al patógeno. Agrios (2005), define una planta tolerante, como aquella 

que siendo susceptible, logra retardar la aparición de síntomas y el crecimiento del patógeno y 

finalmente, logra producir cosecha aceptable. Este autor, establece que no se conoce a fondo la base 

genética de la tolerancia y que se desconoce su relación con la resistencia parcial.  

 

Vidhyasekaran (2004), no toma la tolerancia al patógeno como una categoría diferente a la 

resistencia parcial, sino que la asocia como característica ó consecuencia de la misma. Para este 

autor y para Browne et al (2006), la resistencia que pueda presentar un hospedero, cuando esta es 

parcial, estará caracterizada por la capacidad de atenuar o disminuir el  progreso y la severidad de la 

enfermedad y no por el éxito o fracaso del establecimiento del patógeno. Király et al (2007), dentro 

de la resistencia parcial establece una subdivisión que denomina como, resistencia de lenta y 

reducida tasa de esporulación. En este tipo de resistencia, el hospedero parece susceptible, puesto 

que permite el ingreso del patógeno y la infección es exitosa, pero la planta infectada logra 

disminuir la cantidad de inóculo producido posteriormente. 

 

En clavel, la capacidad para disminuir la severidad e incidencia de la enfermedad, más que la 

entrada o no del patógeno, ha sido un criterio usado para definir la resistencia de una variedad 

(Cevallos  y col, 1990; Arbeláez y Calderón, 1993; Oullette et al, 2002). Por tanto,  teniendo en 

cuenta que la resistencia en clavel a F. oxysporum f.sp dianthi, es poligénica, no es un error el 

afirmar que una variedad es resistente, aún cuando permita el ingreso del patógeno, si es capaz de 

atenuar ó impedir la generación de síntomas. 

 

La capacidad de resistir al desarrollo de la enfermedad, posterior a la infección, ha sido estudiada 

desde diversos ángulos, para el patosistema clavel-Fusarium. En estudios distintos al de cultivo de 

tejidos se ha logrado establecer que en las variedades resistentes  la respuesta de defensa es 
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localizada y se caracteriza por la producción de geles y compuestos fenólicos junto con un aumento 

de la lignificación y suberización que finalmente logra la retención del patógeno en el lugar de la 

infección (Baayen et al, 1996). Según Higuera y de Gómez (1996), los compuestos fenólicos que 

actúan en la defensa de la planta a nivel de raíz pueden estar asociados a  un mecanismo de defensa 

constitutivo donde existe una concentración inicial alta de compuestos fenólicos que favorecerán los 

procesos de lignificación y fenolización determinando en cierta medida la resistencia que presenta 

la planta. 

 

1.3.2.1 Cambios histológicos asociados a la resistencia.  

 

El análisis histológico, ha permitido evidenciar la estrategia de defensa del clavel y contrastar lo que 

se observa al exterior, con lo que sucede al interior. Diferentes autores han realizado estudios al 

respecto, donde se ha analizado la respuesta en tallo y raíz de variedades consideradas como 

susceptibles y resistentes. Oullette et al.,(2002) resumen así la respuesta de defensa: 

 

1. Obstrucción de los vasos del xilema por producción de gomas ó geles con un contenido alto 

de compuestos fenólicos y fitoalexinas (Nieeman et al., 1990 citado en Ouellette et al 2002). 

2. Depósitos en pared celular de células del parénquima, adyacentes a vasos infectados 

(Baayen, 1998 citado en Ouellette et al 2002). 

3. Aislamiento de la zona afectada por formación de capa de corcho (Baayen, 1998;  Baayen et 

al., 1996; Rioux y Baayen, 1997 citado en Ouellette et al 2002). 

4. Regeneración del xilema afectado (Baayen, 1986,1998 citado en Ouellette et al.,2002). 

 

Las variedades más usadas para este tipo de estudios han sido hasta el momento �Early Sam� y 

�Novada�, reconocidas por su  susceptibilidad y resistencia, respectivamente. Las descripciones 

histológicas hechas,  posterior a una inoculación en tallo,  han mostrado que en la variedad 

susceptible, el hongo crece en la luz del tubo conductor y conforme avanza, degrada las paredes 

celulares de las células que conforman el xilema pero, al parecer, las células del parénquima 

adyacente no sufren ningún tipo de cambio (Baayen et al, 1997 ; Ouellette et al 1998, citado en 

Ouellette et al., 2002).  Por el contrario, en la variedad resistente se observan cambios tanto en el 

xilema como en las células parenquimatosas adyacentes (Baayen y Van der Plas, 1992 citado en 

Ouellette et al 2002). 
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Baayen & Elgersma, (1985), realizaron un seguimiento en el tiempo para registrar la aparición de 

síntomas y daño vascular. Luego de siete días, la variedad susceptible (�Early Sam�)  mostró 

oscurecimiento del tallo y a los dieciocho días, aparecieron los síntomas. En contraste, �Novada� 

presento un ligero oscurecimiento del tallo a los 18 días pero permaneció asintomática durante todo 

el tiempo que duró el ensayo (35 días), característica que evidencia su resistencia. 

  

Desde el primer día posterior a la inoculación, fue posible detectar el patógeno en los haces 

vasculares de la variedad susceptible y  la colonización fue abundante durante  todo el ensayo. 

Incluso, a las cinco semanas posteriores a la inoculación, el patógeno ya estaba presente en tejidos 

como el cambium y el floema. Con la variedad resistente, el patógeno solo fue detectado en vasos 

aislados y en áreas pequeñas. La zona de infección estuvo restringida al área contigua al borde de la 

médula y la mayor parte de la zona vascular estuvo sin alteración alguna. Los investigadores 

también realizaron mediciones de la densidad de colonización del patógeno, estableciendo el 

número de esporas/ml que lograron extraer del tejido infectado, y encontraron que la variedad 

susceptible registró concentraciones altas del propágulo (4x 10
7 esporas/ml), en comparación con 

Novada que mantuvo la concentración entre 1 x 10
1 y 1 x 102 esporas/ml y fue más eficiente en la 

neutralización del patógeno ( Baayen & Elgersma,1985). 

 

Adicional a la obstrucción del xilema y la producción de compuestos que logran confinar al 

patógeno y disminuir su capacidad de propagación, Baayen (1986) observó que las variedades 

resistentes también logran regenerar el tejido vascular que ha colapsado, proceso que se presenta 

únicamente como respuesta a un ataque patogénico y no a una simple lesión del sistema vascular � 

esto refleja la especificidad y precisión de los mecanismos de defensa que se generan en respuesta a 

una amenaza de diferentes tipos. Así mismo, Baayen (1986) concluye que la capacidad de 

regeneración vascular no es una causa sino la consecuencia de la resistencia, pues es el resultado de 

toda una serie de cambios químicos y estructurales previos y que son propios de la planta. 

 

En el estudio realizado por Ouellette et al (2002), observaron que en la variedad �Novada� hubo 

producción de gomas y depósitos al interior de los vasos xilemáticos que lograron contrarrestar el 

avance del patógeno y adicional a esto, las células parenquimatosas adyacentes a los elementos de 

vaso infectados, presentaron una tonalidad más oscura u opaca en cuanto a pared primaria y lámina 

media se refiere ya que hay formación de depósitos (similar a papilas)  muy gruesos una vez se 
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establece la infección. Así mismo, observaron la formación de una capa densa y fibrilar,  acumulada 

hacia el periplasma de las células del parénquima, con el contenido celular intacto.  Las células 

recién diferenciadas y cercanas al lugar de infección presentaron hipertrofia (Ouellette et al (2002). 

La variedad susceptible �Early Sam�, presentó también un  engrosamiento a nivel de pared celular 

de las células del parénquima, no fue tan pronunciado como en la variedad resistente, Novada. A lo 

largo del estudio, las células parenquimatosas no presentaron hipertrofia ó alteración alguna como 

la observada en la variedad resistente; sin embargo, al final de las observaciones se  presentaron 

daños a nivel interno, con coagulación del citosol y alteración en los organelos (Ouellette et al , 

2002).  

 

En los trabajos anteriormente descritos, se han inoculado las plantas en el tallo  mediante depósito 

de  la  suspensión de esporas en una incisión, razón por la cual, brindan información de los 

mecanismos de resistencia a nivel de tallo solamente.  Baayen et al ( 1989) analizaron el 

comportamiento de las raíces de las variedades antes trabajadas (Early Sam y Novada)y se obtuvo 

que la variedad susceptible a las cinco semanas post-inoculación, presentó síntomas y a la décima 

semana ya todas las plantas estaban muertas. Sus raíces se observaron oscuras, al igual que el borde 

del tallo. Con la variedad Novada, resistente,  solo se observaron síntomas en una planta, luego de 8 

semanas de inoculación. El resto de plantas permanecieron asintomáticas y las que registraron 

infección, presentaban un ligero oscurecimiento de la raíz. 

 

La respuesta a nivel histológico fue similar a la respuesta vista en tallo en cuanto a la hiperplasia 

celular, producción de geles y formación de capas de felógeno. Sin embargo, a diferencia de  lo que 

ocurre en tallo, que una vez los vasos xilemáticos obstruidos por la formación de geles y gomas, se 

presenta una regeneración de los mismos, en la raíz no se observa regeneración del tejido sino una 

destrucción de los vasos obstruidos y una reorganización de los haces vasculares restantes. 

Estableciendo una comparación sencilla, en la raíz se da el primer reconocimiento y dependiendo de 

la efectividad con que el patógeno sea detectado, se define su continuidad ó confinamiento. En el 

tallo, más que un reconocimiento, se presenta un confinamiento del patógeno donde por acción de 

gomas y geles se restringe el patógeno en el lugar de infección (Baayen y Elgersma, 1985) (Baayen 

et al, 1991). 

Tomando en conjunto los trabajos analizados se puede decir que, desde el punto de vista 

histológico, la resistencia está dada por la habilidad que tenga la planta de clavel para: 1) detectar el 

sitio de infección. 2) encerrar al patógeno (con producción de gomas, lignificación). 3) Limitar ó 
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eliminar posibles puntos de escape del patógeno (aislamiento con felógeno, suberina). Esta 

estrategia de defensa es en cierto modo secuencial y gradual; secuencial en el sentido que no puede 

haber encierro del patógeno sin antes detectarlo y gradual,  en cuanto a que se encuentran casos 

donde hay detección, taponamiento de haces vasculares, producción de compuestos fenólicos etc., 

pero estos son insuficientes, más no quiere decir que no se presenten. Por tanto, una variedad 

susceptible se defiende con menos eficacia que una resistente, pero esto no implica que sea incapaz 

de generar algún tipo de respuesta.  

 

1.3.3 Herencia de la resistencia en clavel 

 

F. oxysporum f.sp dianthi, posee ocho razas fisiológicas, de las cuales la número  2 es la de más 

amplia distribución y la predominante en Colombia  ( Arbeláez y Calderón, 1993; Ben-Yephet et al, 

1997).  Baayen  et al  (1991), reporta que para esa raza, la herencia de la resistencia es poligénica y 

aditiva. En ese trabajo, se realizaron pruebas de resistencia a F.oxysporu, f.sp dianthi  a diferentes 

progenies,  manejando inoculación en raíz por inmersión en una suspensión de esporas e 

inoculación en tallo mediante inoculación de una suspensión de esporas sobre una herida. La mayor 

incidencia de la enfermedad se registró cuando la inoculación se hizo en tallo y se registró una 

variabilidad alta entre las progenies, respecto a la incidencia que presentaron. Así mismo, con la 

inoculación en tallo, se registraron periodos de latencia cortos y periodos de marchitez largos. Con 

la inoculación en raíz, el tiempo de latencia fue más largo, pero el periodo de marchitez fue más 

corto. A partir de esos resultados, los investigadores llegan a la conclusión de que los mecanismos 

de reconocimiento y confinación son diferentes en la raíz y en el tallo y con base en lo anterior 

proponen que la herencia de la resistencia es poligénica y aditiva, probablemente, con dos genes 

gobernando su expresión. 

 

Una hipótesis similar manejan Scovel et al (2001), que atribuyen la herencia de la resistencia a dos 

genes, R1 y R2, donde el primero es el principal locus que confiere resistencia. Llegaron a esta 

conclusión a partir del análisis de una población F2 que presentó individuos resistentes y 

moderadamente resistentes al ataque de  F. oxysporum f.sp dianthi, pero ningún individuo 

susceptible. La  población F2 en referencia, proveniente de una autocruza de la variedad resistente 

�Apex� que a su vez, es resultado de un cruce  entre la línea experimental 2217  (resistente) y la 

variedad �Ashley� (susceptible).  Si un solo gen fuese responsable, la F2 hubiese presentado 

individuos susceptibles y resistentes, pero como mostró individuos resistentes y moderadamente 
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resistentes, se puede pensar en que son dos genes los que están determinando el carácter de 

resistencia y que aquel que se segrega, no es el principal.  

 

Por otro lado, en la evaluación que realizaron de cinco segregantes de una población F1 , 

proveniente de un cruce entre la línea experimental 2217 y la variedad susceptible �Eifel�, notaron 

que exhibieron gran variación en la resistencia, encontrándose individuos resistentes, medianamente 

resistentes y susceptibles. Una autocruza de un individuo medianamente resistente produjo una F2 

agrupada en dos categorías, resistente y susceptible. Estos resultados pueden ser explicados bajo el 

siguiente modelo de herencia digénico:  

 

 Dos genes R1 y R2, son quienes confieren la resistencia y R1, es el principal. 

 Genotipos tales como R1R1R2R2 y R1R1R2r2 confieren resistencia 

 Esta clase de genotipos, confieren susceptibilidad: r1r1r2r2; r1r1R2r2; R1r1r2r2; r1r1R2R2. 

 

Este modelo de genética de la herencia de la resistencia a de  F. oxysporum f.sp dianthi en clavel y 

el modelo que plantea Arús et al (1992), que a continuación se explicará, no son concluyentes pero 

son más claros y didácticos que el propuesto por Baayen  et al (1991). Arús et al (1992) plantean, al 

igual que los demás autores que la herencia es poligénica y aditiva, y adicional a ello, compleja,  por 

cuanto las proporciones esperadas de individuos resistentes y susceptibles en un cruce, depende 

exclusivamente de la clase de parental que se use. En ensayos de resistencia realizados, analizaron 

la F1 resultante de cruces ente variedades resistentes x resistentes y resistentes x susceptibles, y 

encontraron que dentro de los mismos grupos ó clases de cruces, las proporciones de individuos 

resistentes y susceptibles no era la misma. Hubo seis cruces entre variedades resistentes x 

susceptibles y solo en uno de ellos, no hubo ni un solo individuo resistente. El resto de cruces 

presentaron un mayor número de individuos susceptibles, comparado con el de resistentes,  pero los 

radios susceptibles: resistentes fueron diferentes para cada cruce.  

Al analizar un cruce entre dos variedades resistentes y una autocruza de una de las variedades 

resistentes, se encontraron con que para el primer caso, hubo una proporción mayor de individuos 

susceptibles y para el segundo caso, hubo gran proporción de individuos resistentes. Con base en 

estos resultados, los autores plantean los siguientes supuestos de un modelo para explicar la 

herencia de la resistencia en clavel: 
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 La resistencia está determinada por muchos genes y esta se expresa cuando todos los 

genes están en su forma heterocigota  u homocigota dominante.  

 La susceptibilidad se expresa si uno ó más loci son homocigotos recesivos. 

 Teniendo en cuenta lo anterior, una descendencia segregante como la  observada en un  

cruce entre una variedad resistente y una susceptible,  puede equivaler  a una retrocruza 

entre un individuo resistente heterocigoto R1r1�.Rnrn y su parental susceptible 

homocigoto r1r1�.rnrn, ó a una cruza entre dos parentales heterocigotos para los mismos 

loci. 

 Un cruce resistente x resistente, bien puede equipararse con una autocruza de un 

individuo que fuese heterocigoto para uno o varios loci que confieren resistencia. 

 Para ambos tipos de cruces, la  proporción de descendientes resistentes decrecerá en 

cuanto mayor sea el número de loci que entren en juego. Así para un cruce resistente x 

susceptible, la proporción  de individuos resistentes esperada será igual a (1/2)
n y para 

uno entre resistentes será igual a (3/4)
n. 

 

Ninguno de los investigadores tiene en el momento la última palabra en este aspecto, pues como es 

afirmado por la mayoría de ellos, la herencia de la resistencia a F. oxysporum f.sp dianthi es un 

tema complejo y se requieren aún más trabajos para esclarecer mejor el panorama, para apoyar ó 

proponer nuevas alternativas que ayuden en la comprensión de este aspecto de la relación entre el 

clavel y el patógeno F. oxysporum f.sp dianthi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

METODOLOGÍA 
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El trabajo experimental se dividió en tres etapas: obtención y mantenimiento del material vegetal a 

evaluar, inoculación y evaluación. Para el cruce UM226 (S) x Candy (R) (Fig. 1A. Diagrama rojo), 

el material se obtuvo a partir de semillas germinadas  y propagadas in vitro, que posteriormente 

fueron transplantadas a bolsa e inoculadas con el patógeno. Para los cruces UM227(R) x Candy (R) 

y A255 (S) x Habana (R), (Fig. 1B. Diagrama verde), posterior a una germinación directa en 

bandeja y un transplante a bolsa fueron inoculada de la misma manera que el cruce anterior. 

Finalmente, la figura 1.C (recuadros azules) describe el  procedimiento realizado con las variedades 

Kaly (S) y Candy (R), que inició con la siembra y enraizamiento de esquejes y finalizó con la 

inoculación y posterior evaluación. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Germinación in vitro de semillas 

UM226 X Candy 

Ambientación en bandejas 

de germinación 

Transplante y ambientación en 

invernadero 

Inoculación en sustrato y evaluación de 

síntomas del cruce UM226 x Candy 

Micropropagación 

de las plántulas 

Figura 1A. Diagrama 

de la metodología 

usada en la evaluación 

de las líneas 

experimentales del 

cruce, UM226 x Candy 

Germinación en semilleros 

A255 X Havanna 

UM227 X Candy 

Transplante y ambientación en invernadero 

Inoculación en sustrato y evaluación de 

síntomas 

Figura 1B. Diagrama de la 

metodología usada en la 

evaluación de la respuesta a 

F.oxysporum f.sp  dianthi, de 

las líneas experimentales de 

los cruces, A255 x Havanna 

UM227 x Candy. 
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2.1 Introducción de semillas  in vitro, cruce UM226 x Candy. 

 

Se realizó la germinación in vitro  para asegurar que el material se encontrara libre de patógenos. 

a. En junio de 2007, 22 semillas del cruce UM226 X Candy se sometieron a una desinfección, 

antes de ser germinadas en los frascos con medio de cultivo. El protocolo de desinfección 

usado fue el siguiente: 

i. Inmersión de las semillas en etanol al 96 % durante 1 minuto. 

ii. Inmersión en hipoclorito de sodio al 2 % durante 1 minuto. 

iii. Enjuague triple con agua destilada estéril. 

 

b. Posteriormente, las semillas fueron introducidas en frascos con medio de cultivo, en 

densidad de cuatro semillas por frasco. Este procedimiento se realizó en una cámara de 

Enraizamiento de esquejes de las variedades 

Kaly y Candy en bandejas de germinación,  

en el invernadero. 

 

Transplante a  vasos desechables. 

Inoculación por inmersión  

Evaluación avance del patógeno 

mediante aislamientos en medio 

de cultivo a partir de las plantas 

infectadas 

Análisis histopatológico por  

técnicas de microscopía 

óptica. 

Figura 1C. Diagrama de la 

metodología usada en 

seguimiento realizado a las 

variedades Kaly y Candy. 
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flujo para asegurar la asepsia del procedimiento.  El medio de cultivo  usado para la 

germinación de las semillas fue Murashige y Skoog (1962) con pH entre 5.6 y 

5.8(Montoya, 1991). Luego de la siembra, las plantas fueron incubadas,  con  temperatura 

de 26°C y con un fotoperiodo de 16 horas/luz. 

 

2.2 Micropropagación  de plántulas in vitro cruce UM226 x Candy. 

 

Ocho semanas después, las plántulas obtenidas se retiraron de sus frascos y se propagaron en 

cámara de flujo laminar, mediante cortes a nivel de los entrenudos.  Los entrenudos se 

sembraron en densidad de cuatro por frasco y en un medio de cultivo de igual característica al 

usado en la fase de germinación (Fig. 2 y 3).  

Para identificar a cada línea experimental, cada frasco se marcaba con las letras  �UC� seguido 

de un número propio para cada línea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 2.  Microplántula de clavel 

cruce UM226 x Candy.  
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La micropropagación duró ocho meses, debido a problemas de enraizamiento de las líneas 

expermentales del cruce. 

 

2.3 Ambientación plantas del cruce UM226 x Candy 

 

Las plantas obtenidas en la fase anterior por cada línea experimental,  fueron retiradas del frasco de 

cultivo cuando presentaron tres nudos y poseían una masa radicular desarrollada. Posterior  a la 

remoción completa del agar, las raíces de las plantas fueron sumergidas en una solución de la 

hormona de enraizamiento  ácido indolbutírico IBA (2g/L de IBA en una solución de  12g/L de 

NaOH  y agua destilada estéril. Las plántulas fueron  sembradas en bandejas de germinación 

previamente lavadas con Agrodine®, con turba autoclavada como sustrato. Luego de la siembra, se 

aplicó Benzil 50xxp6g/L (fungicida) con bomba de aspersión y continuaron las aplicaciones cada 

ocho días hasta que se llevaron a campo.  

La fase primaria de ambientación  anteriormente descrita comenzó el 19 de mayo de 2008 y tuvo la 

siguiente duración: 

o Dos semanas en el laboratorio, con cúpula. 

o Una semana con cúpula en  el invernadero. Tiempo después, se le retiró  la cúpula (Fig. 4). 

  

 

 

 

 

 

 

Cuando las raíces alcanzaron una longitud considerable (emergían de la bandeja), las plantas fueron 

trasplantadas a bolsas negras con 400g de sustrato en proporción 3:1 tierra: cascarilla. Esto ocurrió a 

los 12  meses, después de la germinación. Las plantas se mantuvieron en el invernadero con riego y 

se les administró  de manera intercalada cada semana los fertilizantes Master 13:40:13  y Actisol 

Figura.4. Líneas experimentales UC en 

ambientación bajo invernadero.  

Figura.3. Microplántulas UC, del cruce UM226 x Candy  en la estantería del cuarto de 

cultivo de tejidos vegetales.  
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hasta que estuvieron listas para la inoculación con el patógeno. A este grupo de plantas no les fue 

realizado el pinch, y solo fueron sometidas a poda. Las plantas presentaron un tallo principal. 

 

 

 

 

  

 

 

  

 

2.4 Germinación en bandeja y ambientación cruces A255 x Havanna y UM227 x Candy 

 

Dado que mediante la propagación in vitro no se logró obtener el número esperado de clones por 

línea experimental, se procedió a la germinación en bandeja de las semillas de los cruces A255 x 

Havanna y UM227 x Candy. Para el primer cruce se pusieron a germinar veintidós  semillas y 

para el cruce UM227 x Candy fueron un total de ochenta y tres.  

El protocolo de desinfección y siembra usado, fue el siguiente: 

 Inmersión en hipoclorito de sodio al 5% durante un minuto y treinta segundos 

 Tres lavados con agua destilada estéril 

 Inmersión en alcohol al 70% durante 30 segundos 

 Tres lavados con agua estéril. 

 Siembra en bandeja de germinación, desinfectada previamente con Agrodine®, y se usó 

turba autoclavada como sustrato (Fig.6). 

 

Fueron mantenidas en el laboratorio de Biotecnología de la Universidad Militar, durante 8 semanas, 

luego de las cuales fueron llevadas al invernadero de la Estación Experimental �Río Grande� y 

pasadas a bolsas plásticas con 100g de sustrato 3:1 suelo: cascarilla. 

 

Las plantas fueron fertilizadas semanalmente intercalando las aplicaciones con Master 13:40:13 y 

Actisol. No se les practicó poda, ni pinch, razón por la cual, la planta generó un solo tallo. 

  

 

Figura.5. Líneas 

experimentales del cruce 

UM226 x Candy, en 

mantenimiento para  ser 

inoculadas  
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El transplante de las plantas de los cruces A255 x Habana y UM227 x Candy se realizó pasados dos 

meses y dos semanas desde la fecha de siembra (Fig.7). La nomenclatura usada para identificar a 

cada planta (línea) consistió en la asignación al azar de un número consecutivo seguido de las letras 

�AH� para el cruce A255 x Havanna y de las letras �UCA� para el cruce UM227 x Candy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5 Enraizamiento de esquejes 

 

Los esquejes de la Variedad Candy, fueron obtenidos a partir de plantas madres limpias, presentes 

en los invernaderos de la Estación Experimental. Antes de la siembra, se sumergieron en una 

solución de enraizamiento igual a  la usada en la fase de ambientación de las plántulas obtenidas 

mediante propagación in vitro. Cuatro semanas después, fueron pasadas a vasos desechables con 

tierra y cascarilla de arroz autoclavadas en proporción 3:1, como sustrato, para inocularlas 

posteriormente.  

Figura.6. Semillas de los cruces A255 x Havanna y UM227xCandy en la 

bandeja de germinación.  

Figura.7. Líneas experimentales de 

los cruces A255 x Havanna y  

UM227 x Candy trasplantadas a 

bolsa con turba y cascarilla de arroz. 
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Los esquejes de la variedad Kaly, se obtuvieron a partir de plantas madres de la Estación 

Experimental  y otros fueron donados por la empresa floricultora �La Gaitana Farms�.  

 

2.6 Obtención del patógeno de F. oxysporum f.sp. dianthi: 

  

El hongo usado para la infección provino de  un  cultivo monospórico  de una cepa denominada 

como 1308 de F. oxysporum f.sp.  dianthi aislado por Myriam Clavijo 

 

2.6.1 Obtención del inóculo 

 

1. Se extrajo un fragmento, aproximadamente de 25mm2 del medio sólido con micelio 

crecido de  F. oxysporum f. sp.dianthi  y se depositó en un frasco Erlenmeyer con 

medio líquido Czapeck-Dox  (Sigma)  a la mitad de la concentración y se incubó 

durante 7 días con agitación constante. Pasado ese tiempo, el contenido del frasco 

Erlenmeyer se filtró a través de una gasa estéril,  para separar las hifas de las esporas, y 

el filtrado se dispensó en tubos Falcon plásticos estériles de 50ml. 

2. Se centrifugó el contenido  a 4000r.p.m durante 10 minutos. 

3. Se descartó el sobrenadante, se resuspendió el pellet con agua destilada estéril y 

reuniendo los contenidos de todos los tubos, se ajustó la suspensión a la  concentración 

de esporas requerida para cada caso, mediante conteo con la cámara de Neubauer. 

 

2.7 Inoculación. 

2.7.1 Líneas experimentales 

 

El procedimiento seguido para la inoculación  de los tres cruces fue el siguiente: 

Figura 8. Esquejes del las variedades Kaly y 

Candy, enraizados en vasos desechables con 

suelo y   cascarilla de arroz en proporción 3:1 
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1. Las plantas fueron dejadas sin riego por un periodo de cinco días, previos a la 

inoculación. Terminado ese tiempo, se procedió a remover el sustrato cercano a la base 

de la planta y de la zona radicular de la misma, con ayuda de una espátula de madera 

(Figura 9). 

 

2. Con la ayuda de una jeringa se dispensó el volumen de inóculo  a la concentración 

determinada para cada caso (Figura 10). Las plantas control fueron tratadas de la misma 

forma pero se dispensó un volumen de agua destilada estéril en vez del inóculo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El primer cruce en someterse a inoculación fue UM226 x Candy. Cada línea experimental contó con 

una planta clon como control y el número de plantas inoculadas por línea varió entre dos y cuatro 

(Tabla 1). El volumen dispensado fue de 20ml de una suspensión de esporas a una concentración de 

1 x 106esporas/ml, dando un total de 20 x 106 esporas dispensadas en 400g de suelo. Por gramo de 

suelo, había 5 x 104 esporas. 

 

Figura. 9.  Remoción de tierra de la parte basal y zona 

radicular de la planta. Este procedimiento se realizó 

con las plantas de los tres cruces.  

Figura. 10.  Depósito del inóculo en la base de la planta, 

cuidando que la mayor parte cayera lo más cercano  

posible a la zona radicular de las plantas. Las plantas  

del cruce UM226 x Candy fue  inoculado con 20ml de  

una suspensión a una concentración de 1 x 10
6  

esporas/ml. Las plantas de los cruces UM227 x  

Candy y A255 x Havanna recibieron 8ml de una  

suspensión a una concentración de 6,2 x 10
5  

esporas/ml.  
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Con el deseo de mantener la uniformidad en la concentración de esporas usada, para las 

inoculaciones de las líneas experimentales restantes ( cruces UM227 x Candy ; A255 x Havanna), 

las plantas fueron inoculadas con 8ml de una suspensión de esporas a una concentración de 6,2 x 

105 esporas/ml. Las plantas estaban sembradas en 100 g de suelo y por gramo se obtuvo una 

concentración de 4,9 x 10
4de esporas. Para los cruces A255 x Habana y UM227 x Candy, no hubo 

plantas control ni repeticiones, debido a que no se les practicó ningún proceso de propagación 

clonal. 

 

Las plantas de los tres cruces,  fueron dejadas en el invernadero de la Estación Experimental �Río 

Grande� de la Universidad Militar, y en el caso del cruce UM226 x Candy, separadas las plantas 

control de las plantas inoculadas. Para los tres cruces, el riego continuó luego de la inoculación.  La 

respuesta que se evaluó en las tres progenies fue el desarrollo de síntomas,  los cuales fueron 

determinados mediante el uso de una escala de severidad de 0-4, usada por Arbeláez y Caderón 

(1992).  Los síntomas evaluados en cada nivel de la escala se resumen en la tabla 2. 

 

Esta escala proviene de un trabajo realizado para determinar las  razas fisiológicas de F. oxyspoum 

f.sp dianthi en la Sabana de Bogotá, por tanto, es adecuada para registrar sintomatología en la zona 

donde se realizó la evaluación. Las observaciones se hicieron semanalmente hasta la semana quinta. 

UM226 X Candy 

Línea experimental N° plantas total 

Usadas 

como 

control Inoculadas 

UC1 3 1 2 

UC2 4 1 3 

UC3 3 1 2 

UC4 4 1 3 

UC5 3 1 2 

UC6 5 1 4 

UC7 3 1 2 

UC8 5 1 4 

UC9 4 1 3 

UC10 3 1 2 

UC12 3 1 2 

UC15 3 1 2 

UC16 3 1 2 

UC17 3 1 2 

Tabla 1. Lista de las 

líneas experimentales del 

cruce UM226 x Candy 

usadas para la 

evaluación de resistencia. 

Estás plantas fueron 

resultado de una 

micropropagación in vitro 

y no fue posible obtener 

el mismo número de 

plantas clon por cada 

línea. En el ensayo se 

aseguró que cada línea 

tuviera una planta control. 
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En adelante,  se realizaron evaluaciones en la octava, decimosegunda y decimoséptima semana, 

posterior a la inoculación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Nivel de la 

escala Descripción del síntoma 

0 Planta turgente, verde, sin amarillamiento ni marchitez 

1 Planta con amarillamiento, clorosis lateral y marchitez foliar, en el primer tercio 

2 Planta con amarillamiento, clorosis lateral y marchitez foliar, en el segundo tercio 

3 Planta con amarillamiento, clorosis lateral y marchitez foliar en el tercer tercio 

4 Planta totalmente marchita y amarilla. Planta muerta 

Figura 11. Marchitez en clavel 

causada por F. oxysporum f.sp 

dianthi 

Figura 12. Clorosis lateral en 

clavel causada por F. oxysporum 

f.sp dianthi 

Marchitez y 

amarillamiento 

Clorosis lateral 

Tabla2. Descripción de  la escala de severidad usada en la 

evaluación de progresión de síntomas para las líneas 

experimentales. 
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Para las progenies de los tres cruces se calculó el área bajo la curva del progreso de la 

enfermedad (AUDPC), la cual ha sido empleada por diversos autores (Perchepied y Pitrat, 

2004; Mosquera, 2006; Chikh-Rouhou et a.,l 2008) para tener un criterio adicional para 

describir el comportamiento en cuanto a resistencia, puesto refleja el comportamiento de las 

plantas frente al patógeno bajo unas condiciones específicas y durante un tiempo 

determinado (Ben-Yephet et al., 1996.a; Sparks et al, 2008 ). 

 

1.7.2 Inoculación variedades Kaly y Candy 

 

Se tomaron 60 plantas obtenidas a partir de esquejes enraizados  de dos meses y quince días 

de edad de las variedades Kaly (susceptible) y Candy (resistente), para el ensayo del 

seguimiento del ascenso del patógeno a través del tallo y la descripción histológica del 

tejido afectado. Treinta esquejes de cada variedad fueron usadas como controles y 30 

plantas por variedad fueron inoculadas por inmersión en una suspensión de esporas de  F. 

oxysporum f.sp dianthi, a una concentración de 1 x 10
4esporas/ml.  

 

Este ensayo, duró setenta días (diez semanas) y se realizó muestreo destructivo los días 

siete, quince, treinta, cincuenta y cinco, y setenta (7, 15, 30, 55 y 70), post inoculación. 

Cada día de muestreo se tomaron cinco plantas control y cinco plantas inoculadas de cada 

variedad (Tabla 3) y fueron evaluadas con la misma escala de severidad  usada para la 

evaluación de las progenies. 

 

 

 

  DISEÑO EXPERIMENTAL SEGUIMIENTO VARIEDADES KALY Y CANDY 

  Aislamiento en medio Komada Descripción histológica 

Día 

N° plantas control 

(Por variedad) 

N° plantas inoculadas 

(Por variedad) 

N° plantas control 

(Por variedad) 

N° plantas inoculadas 

(Por variedad 

7 5 3 0 2 

14 5 3 0 2 

30 5 3 0 2 

55 5 3 0 2 

70 5 3 0 2 

Tabla 3.  Diseño experimental seguimiento variedades Kaly y Candy 
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El proceso de inoculación fue el siguiente:  

1. Se dejó el material sin riego durante 5 días. Posteriormente se extraían del recipiente las 

plantas con ayuda de una espátula de madera y se sumergían en 100ml de la suspensión 

de esporas a una concentración de 1 x 10
4esporas/ml, durante 20 segundos (Figuras. 13 

y14) 

2. Pasado ese tiempo se retiraban las plantas del recipiente con la suspensión de esporas y 

se mantenían suspendidos sobre él durante 10 segundos, para dejar escurrir el exceso de 

inóculo. Entre la inoculación de una planta y otra, se realizaba recambio del inóculo. 

3. Por último, las plantas eran retornadas a su recipiente y se les adicionó al final sobre el 

sustrato 20 ml de inóculo (Figura. 15). Fueron ubicadas en dos grupos según la variedad 

sobre bases de bandejas de germinación en el invernadero de la Estación Experimental 

�Río Grande�. A las plantas control se les aplicó el mismo procedimiento pero en vez 

de inóculo, fueron tratadas con agua destilada estéril y fueron ubicadas en dos grupos 

acorde a la variedad en una nave distinta a la ocupada por las plantas inoculadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.13. Esqueje enraizado siendo 

removido de su contenedor.  

Figura.14. Esqueje totalmente removido de su 

contenedor y listo para ser sumergido por 20 

segundos en la suspensión de esporas del 

patógeno. Pasado este tiempo se dejaba escurrir 

el exceso de inóculo, de manera similar a como 

se muestra en la figura.  

Figura.15. Esqueje inoculado que se retorna 

a su contenedor. Al final del procedimiento, 

sobre el sustrato se aplicó adicionalmente un 

volumen de 20ml de inóculo. El ensayo se 

mantuvo durante 70 días.  
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1.7.2.1 Determinación del avance del patógeno 

 

De las cinco plantas inoculadas y control tomadas por variedad cada día de muestreo, se 

usaron tres para la determinación del avance del patógeno. Luego de la remoción total de 

las hojas y un lavado con agua corriente, se les retiró a las plantas la corona (interfase entre 

la zona radicular y el tallo) y se dividió el tallo en cuatro partes. Después de una 

desinfección con hipoclorito de sodio al 5% durante tres minutos, alcohol al 70% durante 

treinta segundos y triple lavado con agua estéril, se sembraron en caja de Petri con medio 

selectivo Komada (Leslie y Summerell, 2006), la corona y los cuatro fragmentos en  orden, 

y sobre la tapa de la caja, se numeraron los extremos de cada fragmento, ocho extremos en 

total. (Figura 16). Así, el avance del patógeno se reportó como número de octavas 

infectadas por planta, y el avance se interpreta como ascenso  longitudinal del patógeno. Al 

igual que se hizo con las progenies de los cruces evaluados, para las variedades Kaly y 

Candy se halló el área bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

  

  

  

    

 

 

Figura 16. Proceso seguido para determinación de avance de patógeno en las variedades Kaly y 

Candy, inoculadas con el hongo 

2) Desinfección. A. 

Hipoclorito de sodio. 

B. Alcohol 70%. C. 

Agua destilada estéril 

A B C 

3) Siembra en  medio Komada de los 

fragmentos, conservando su orden y 

orientación. Medición de avance 

reportada como ascenso vertical del 

patógeno medido en octavas infectadas 
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1.7.3 Descripción histológica del tejido infectado 

 

En cada día de muestreo, y por variedad, se tomaron dos plantas para esta parte de la 

investigación. Luego de retirar las hojas del material y de realizar un lavado con agua 

corriente, se retiró la corona de la planta y se dividió en tres partes el tallo. De cada 

fragmento (incluyendo la corona), se tomaron 5mm de tejido, los cuales fueron fijados en 

formaldehido al 4%, tamponado con fosfato monobásico de sodio (4g/l)  y fosfato dibásico 

de potasio (6,5g/l).  

 

Luego de 24 horas de fijación, los tejidos fueron sometidos a deshidratación en una serie 

descendente de alcoholes, e incluidos en parafina líquida. Una vez obtenidos los bloques, se 

cortaron  fracciones  de tejido con un espesor de 5 y 10 micras,  en micrótomo. Las láminas 

fueron teñidas con safranina y Fast Green, acorde a una modificación realizada por la 

autora, de los protocolos contenidos en Ruzin (1999) y en el usado en las prácticas de 

histología vegetal de la cátedra de Botánica del programa de Biología Aplicada de la 

Universidad Militar., explicado en detalle en el apartado de resultados. 

 

Fueron usadas también las tinciones de  Plata-Metenamina de Groccot,  PAS y  Azul Alcián 

� PAS, Los pasos seguidos para cada proceso de tinción están consignados en el apartado 

ANEXOS. 
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RESULTADOS 

3.1. Evaluación de resistencia de las líneas expermientales provenientes de los 

cruces UM226 x Candy,  A255 x Havanna, y UM227 x Candy. 

 

 UM226 x Candy (susceptible x resistente) 

 

De 22 semillas introducidas, diecisiete germinaron (77% de germinación) y solo  catorce 

líneas, llegaron a fase de campo (Tabla 1, Metodología). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como lo muestra la gráfica 1, las líneas experimentales de este cruce presentaron niveles 

bajos de severidad en la escala  de síntomas empleada. El 48,6% de la progenie evaluada se 

mantuvo asintomática hasta el final del ensayo (diecisiete semanas) y un 28,6% desarrolló 

síntomas en el primer tercio del tallo. Porcentajes menores de individuos se ubicaron en la 

categoría 2 y 3 (17,1 y 5,1%, respectivamente), indicando el desarrollo de síntomas hasta el 

segundo y tercer tercio (Gráfica 1). 

 

Solo se registró un caso de una planta que llegó a un índice de severidad igual a cuatro (planta 

muerta), que correspondía a uno de los clones de  la línea UC15, la cual obtuvo esta calificación a la 

tercera semana. Como se aprecia en la figura 17,  el clon muerto comparado con el clon que se 

mantuvo durante el período de evaluación, se observa marchito y sin amarillamiento foliar.   

Gráfica 1. Distribución de la progenie del cruce UM226 x Candy, en cada categoría de la escala de síntomas usada en la 

evaluación. El dato usado para hacer las agrupaciones correspondió al  nivel de severidad de cada individuo, en el último día 

de evaluación (semana 17) 
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Los síntomas empezaron a ser evidentes a partir de la quinta semana (gráfica 2).  En la 

octava y duodécima semana, algunas líneas comenzaron a mostrar síntomas, pero para ese 

momento, ninguna de ellas se ubicaba en un índice de severidad superior a 1. En la semana 

diecisiete, se presentaron otras  líneas enfermas y algunas de las que poseían sintomatología 

previa, mostraron un aumento en la severidad de los síntomas, y otras,  conservaron la 

aparición de síntomas solo en el primer tercio de la planta.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17 A. clon 2 de la línea experimental UC15 que murió en la 

semana 3 del ensayo. Se aprecia marchita y sin amarillamiento. B. 

el clon 1 de la misma línea experimental al final de la evaluación 

en la semana 17 donde se observan síntomas de marchitez en la 

base. 
B 

A 

Gráfica 2. Progreso de la 

enfermedad en el  cruce 

UM226 x Candy.   
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El valor de AUDPC promedio calculado para cada una de las líneas experimentales, varió 

dependiendo del momento de la aparición de síntomas, el tiempo transcurrido en la  progresión de 

los mismos y el nivel de severidad alcanzado al final del estudio. El  valor mínimo de AUDPC fue 

de 0 y el máximo de 13,7. Valores de AUDPC pequeños, fueron obtenidos en líneas donde la 

sintomatología fue baja y el desarrollo de síntomas progresó lentamente. Los valores mayores, 

fueron calculados para líneas que comenzaron a enfermarse de manera rápida y que alcanzaron un 

nivel de severidad, acorde a la escala, mayor a 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las líneas UC2, UC7, UC8 (Figura 18 A,B) y UC17 registraron a lo largo de las 17 

semanas  de evaluación un valor de 0 en la escala de severidad, y generó valores de 

AUDPC iguales a cero.  Un segundo grupo, se encuentra conformado por las líneas UC3, 

UC5, UC6, UC9 y UC15,  que se caracterizaron por presentar sintomatología tardía (inició 

en la semana doce y diecisiete) y alcanzaron un nivel de severidad entre 0 y 2. Sus valores 

de AUDPC están entre 1 y 5 (Tabla 5).  

 

Por último, las líneas UC1, UC4, UC10 (figura 18 C, D), UC12 (Figura 18 E, F) y UC16,  

poseen los valores más altos de AUDPC (6,5-13,75) pues iniciaron síntomas 

tempranamente (semana quinta y octava) y  líneas como UC4 y UC12, alcanzaron un nivel 

Valores de AUDPC cruce UM226 

x Candy 

AUDPC LÍNEA 

7,3 UC1 

0 UC2 

5 UC3 

11,5 UC4 

4,75 UC5 

1,75 UC6 

0 UC7 

0 UC8 

6,9 UC9 

6,5 UC10 

13,7 UC12 

1,2 UC15 

11 UC16 

0 UC17 

Tabla 4. Valores de AUDPC 

para  las líneas experimentales 

del cruce UM226 x Candy.  
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de  severidad igual a 3, el mayor de la progenie (Tabla 5). Para el caso de la línea UC12, los 

síntomas comenzaron en la semana doce y para la semana diecisiete (un mes después) se 

encontró con un índice de severidad igual a 3 (Tabla 6 ANEXOS). 

 

Con los valores de AUDPC calculados para cada línea  (tabla 5), se realizó un histograma de 

frecuencias (Gráfica 3) y se observó que la mayoría de líneas se caracterizan por tener bajos valores 

de AUDPC, respecto al máximo calculado que fue de13,7.   
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Gráfica 3. Distribución 

de los valores de 

AUDPC en  la progenie 

del cruce UM226 x 

Candy. 

AUDPC Líneas experimentales cruce UM226 x 

Candy

-2

0

2

4

6

8

1.375 4.125 6.875 9.625 12.375

AUDPC

F
re

c
u

e
n

c
ia

 

a
b

s
o

lu
ta

Figura 18. A. línea UC8, asintomática durante 

todo el ensayo y con valor de AUDPC = 0. No 

se observaron síntomas de  marchitez 

vascular. B. Detalle de la base de la planta, 

línea UC8. No hay signos de amarillamiento o 

marchitez. C. línea UC12, inició la 

sintomatología hasta la semana 8 y en la 

semana 17, registró un nivel de 

sintomatología igual a 3 (75% de la planta con 

síntomas.) Valor de AUDPC = 13,75, el mayor 

de todos. D. Detalle línea UC12. Base de los 

esquejes con hojas marchitas. E. Línea UC10, 

presentó síntomas en la semana 8 y mantuvo 

el nivel de sintomatología igual a 1. Valor de 

AUDPC = 6,5. F.  Detalle de dos esquejes de 

la planta de la línea UC10 que en su base 

presentan hojas marchitas, señal de que el 

patógeno está causando síntomas en esa 

zona de la planta.   
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Gráfica 4. Distribución de la progenie del cruce A255 x Havanna, en cada 

categoría de la escala de síntomas usada en la evaluación. El dato usado para 

hacer las agrupaciones correspondió al  nivel de severidad de cada individuo, 

en el último día de evaluación (semana 17) 

 

 A255 x Havanna (susceptible x resistente) 

 

De 22 semillas colocadas en bandeja de germinación, 20 llegaron a fase de evaluación. Las 

plantas de este cruce fueron evaluadas durante 17 semanas. De manera contraria al cruce 

anterior,  en la progenie del cruce A255 x Havanna, no se presentaron individuos con 

diferentes grados de resistencia al patógeno.  

 

Los síntomas  comenzaron a manifestarse desde la semana quinta y octava. Para la semana 

diecisiete, el 45% de los individuos se mostraron asintomáticos, mientras que el 55%, 

estaban enfermos (gráfica 4), pero con un nivel de severidad igual a 1, no existiendo 

aumento en la severidad de los síntomas, desde que estos aparecieron (Tabla 5, Anexos) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las plantas que se mostraron enfermas, tenían síntomas tales como amarillamiento y 

marchitez de las hojas en la base de la planta. La base de los esquejes   y de los brotes que 

surgían del  tallo, presentaban hojas basales marchitas y amarillas. (Figura 19). 

 

La curva de progreso de la enfermedad para este cruce, mostró un ascenso súbito para la 

semana 8 y se mantuvo estable durante el resto del experimento. Dado que la aparición de 
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los síntomas tomó prácticamente 2 meses y que la severidad alcanzada no fue alta, el valor 

de AUDPC fue bajo, en comparación con el obtenido para el cruce UM226 x Candy 

(AUDPC = 5,12) (Gráfica 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como lo muestra la tabla 6,  se registraron valores de AUDPC similares para las líneas que 

comparten el mismo tiempo de inicio de síntomas. Por ejemplo, las líneas que tienen 

valores de AUDPC = 10,5, iniciaron síntomas a partir de la semana octava. Valores 

Figura 19. A. B.  Línea AH19  y  AH 6, 

asintomáticas  durante todo el ensayo y 

con valor de AUDPC = 0. No se 

observaron síntomas de  marchitez 

vascular. C. Línea AH2.  Los síntomas 

iniciaron en la semana 8 y se mantuvo 

en el nivel de severidad 1, hasta el final 

del ensayo.  D. Detalle de la línea AH2.  

Base de la planta con las hojas 

marchitas. E. Línea AH 14, presentó 

síntomas en la semana 8 y mantuvo el 

nivel de sintomatología igual a 1.  F.  

Línea AH 14. Detalle de la marchitez en 

la base del tallo.   

D 

E 
F 

A 

B 

C 

Gráfica 5.  Progreso de la enfermedad en el cruce A255 x Havanna. AUDPC para el cruce = 5,12 
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inferiores de AUDPC, fueron obtenidos para líneas que iniciaron síntomas en la semana 

doce ó diecisiete. Finalmente, las líneas asintomáticas no poseen área bajo la curva de 

desarrollo de la enfermedad. 

  

Realizando un histograma de frecuencia (gráfica 6), se puede constatar que en este cruce, la 

progenie se concentra en dos extremos, que no corresponde a un grupo extremadamente 

resistente y otro extremadamente susceptible, sino, a una diferencia muy pequeña entre 

líneas altamente resistentes y otras resistentes. 

 

Valores AUDPC cruce 

A255 x Havanna 

AUDPC LÍNEA 

10,5 AH1 

10,5 AH2 

0 AH3 

0 AH4 

10,5 AH5 

0 AH6 

0 AH7 

0 AH8 

0 AH9 

0 AH10 

10,5 AH11 

10,5 AH12 

7 AH13 

10,5 AH14 

10,5 AH15 

0 AH16 

7 AH17 

2,5 AH18 

0 AH19 

12,5 AH20 

 

 

 

 

 UM227 x Candy (resistente x resistente) 

La evaluación de este cruce, al igual que los dos cruces anteriores, tuvo una duración de 

cuatro meses (17 semanas). Setenta  líneas de ochenta y tres iniciales, llegaron a fase de 

evaluación. 

Tabla 5. Valores de AUDPC en  

las líneas experimentales del 

cruce A255 x Havanna. 

Gráfica 6. Distribución de los valores de AUDPC en  la progenie del cruce 

UM226 x Candy. 
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De manera similar al cruce UM226 x Candy, los síntomas comenzaron a ser evidentes hasta 

la quinta semana de la evaluación. Sin embargo, en este cruce el intervalo de tiempo 

existente entre un nivel de síntoma y otro, para algunas líneas experimentales, fue menor 

que el observado en el cruce UM226 x Candy ya que en la semana número 8 y 12 sí se 

observó progreso de la enfermedad ( por ejemplo, líneas UCA14, UCA15, UCA23, 

UCA39). En la semana 17 se registró la muerte de una de las  líneas (UCA29), quien 

presentó síntomas desde la semana 5, permaneció  con un nivel de severidad de 1 durante la 

semana 8 y 12. Para la semana 17 alcanzó el nivel 4 de severidad (Tabla 7. Anexos). 

 

Líneas como UCA1, UCA3, UCA12, UCA66, UCA70 y otras más, se caracterizaron por 

mantenerse con un mismo nivel de sintomatología durante las semanas, ocho, doce y 

diecisiete (nivel 1 ó 2). Otras líneas, iniciaron el desarrollo de síntomas hasta la semana 

doce (UCA33, UCA 47 y otras más), y se mantuvieron con una severidad igual a 1, hasta el 

final del ensayo.  

 

Hubo casos particulares, como el de UCA 28,  UCA39 Y UCA62, donde en un mes y una 

semana (semana doce a semana diecisiete) se reportó un cambio de nivel de sintomatología 

de nivel 0 a nivel 3 para las dos primeras líneas. UCA62, cambió de nivel de severidad 

igual a 1, hasta nivel de severidad igual a 3 (Tabla 7. Anexos). 

 

La gráfica 7, muestra la distribución de las líneas experimentales en torno a las categorías 

de la escala de síntomas y se observa que la población en su mayoría se ubica en las 

categorías de 1 y 2, es decir que los síntomas de la enfermedad aparecen hasta en un 25 y 

50% de la planta.  Porcentajes menores de plantas están ubicados en las categorías 

extremas.  La curva que describe la distribución de la progenie de este cruce, acorde  a los 

niveles de severidad empleados, difiere en gran medida de los dos cruces anteriores, en 

cuanto a que la mayoría de la población no se concentra en valores de 0. 
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Al igual que en los cruces anteriores, las plantas que resultaron afectadas mostraron 

amarillamiento foliar y marchitez (Figura 20). Las plantas asintomáticas no mostraron 

ningún tipo de alteración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El cruce UM227 x Candy, registró el valor más alto de AUDPC, con un área bajo la curva 

de progresión de la enfermedad de 9,18. (Gráfica 8). Así mismo, los valores de AUDPC 

para cada línea son más altos, que los de las líneas de los otros cruces. Se presentaron 

Figura.20. Líneas experimentales del cruce 

UM227 x Candy.  A y B. Líneas UCA 69 y 

UCA 22, quienes permanecieron 

asintomáticas durante el tiempo que duró la 

evaluación Estas líneas hacen parte del 27% 

de progenie que se mantuvo asintomática 

durante el tiempo que duró el ensayo. C   

Línea UCA39, enferma, con un nivel de 

severidad de 3, al finalizar el ensayo. En la 

semana 8, se evidenciaron síntomas en 50% 

de la planta. D. Línea UCA 15, enferma, con 

un nivel de severidad de 2 al finalizar el 

ensayo. Los síntomas fueron evidentes en la 

semana 12, con un nivel de severidad de 2 y 

así se mantuvo hasta la semana 17. 

Gráfica 7. Distribución de la progenie 

del cruce UM227 x Candy, en cada 

categoría de la escala de síntomas 

usada en la evaluación. El dato usado 

para hacer las agrupaciones 

correspondió al record promedio de 

cada línea experimental, en el último día 

de evaluación (semana 17). 37 y 28% 

de la progenie, está ubicada en el nivel 

1 y 2 de severidad. En los niveles de 0, 

3 y 4 se tiene, al 27, 5 y 1,4% de la 

progenie, respectivamente. 

A B 

C D 
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valores altos y bajos, sin embargo no hubo una tendencia fuerte hacia alguno de estos 

extremos. La progenie se caracteriza por ubicarse en valores de AUDPC intermedios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hacia el final de las evaluaciones, se realizó un examen a nivel interno de las líneas 

experimentales de cada cruce para determinar la presencia de síntomas y evidenciar si hubo 

o no ingreso del patógeno. Para el cruce UM226 x Candy  se tomó un clon por línea y se 

observó en algunos un oscurecimiento en la periferia del tallo y para otros observó un halo 

blanquecino en la periferia del tallo, usado también en el trabajo de campo, como indicativo 

Gráfica 8. Progreso de la enfermedad del cruce UM227 x Candy. 

Gráfica 12. Distribución de los valores de AUDPC de la progenie del cruce UM227 x 

Candy. Se observa variedad de valores, pero la progenie se concentra en los valores 

intermedios y no exactamente en los valores más bajos ó más altos.  
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de la presencia del patógeno en las plantas. Prácticamente, todas las líneas de ese cruce, 

presentaron ingreso del patógeno. Cuatro líneas asintomáticas fueron dejadas en el 

invernadero de la Estación Experimental �Río Grande� de la Universidad Militar. 

Para el cruce UM227 x Candy, treinta y cinco líneas mostraron síntomas de ingreso, como 

los presentados por el cruce UM226 x Candy. Para veinticuatro  líneas no fueron evidentes 

los síntomas y las líneas restantes, permanecen en el invernadero, asintomáticas aún. Por 

último, el cruce A255 x Havanna, de las veinte líneas experimentales que posee, en seis 

líneas fue posible apreciar evidencia de ingreso del patógeno. En otras seis, la evidencia no 

fue contundente y las plantas restantes continúan en el invernadero, sin síntomas externos 

de enfermedad. 

 

3.2 Avance del patógeno a lo largo del tallo en las variedades Kaly y Candy.  

 

Como se esperaba, en la variedad Kaly hubo un ascenso más rápido a través del tallo, 

comparado con la variedad Candy, quien es resistente.  

Como se aprecia en la tabla 7,  la variedad susceptible, desde el día siete posterior a la 

inoculación, presentó crecimiento en la corona y en el día quince,  registró avance del 

patógeno en un 4% del tallo. En el apartado  Metodología, se mencionó que el avance 

longitudinal del patógeno en este ensayo, se reportaría como número de octavas infectadas. 

Para efectos de brindar una información más clara, el valor que se escribió en la tabla 

corresponde al valor promedio de octavas infectadas, en porcentaje. 

 

En adelante, continuó presentando un avance gradual hasta llegar a un 62% de tallo 

invadido por el patógeno, a los 70 días después de la inoculación (Tabla 7. Figuras 21 y 

22).  La variedad Candy, mostró un comportamiento diferente puesto que solo hasta el día 

30 se observó crecimiento en la corona y un 8% del tallo estaba colonizado por el patógeno. 
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El día 55, se presentó un ascenso súbito, registrando un 25% de tallo invadido. Al final del 

ensayo, en el día 70, la variedad Candy presentó  un 43% de tallo colonizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Kaly Candy 

Día muestreo Corona %Colonización Corona %Colonización 

Dia 7 Si 4,2 No 0 

Dia 15 Si 25 No 0 

Día 30 Si 29,2 Si 8,3 

Día55 Si 54,2 Si 25 

Día 70 Si 62,5 Si 43,7 

Tabla 6. Registro del avance del patógeno como porcentaje de tallo colonizado, en las variedades Kaly y Candy.  

Figura 21. A. Aislamiento en medio Komada del 

patógeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi  a 

partir de tejido vegetal, de  la variedad Candy,  

después de 7 días de ser inoculados. No hubo 

crecimiento fúngico. B. Aislamiento a los 70 días 

donde se observa crecimiento en corona y en el 

50% de la planta. 

A 
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Respecto al valor de la AUDPC para cada variedad, se calculó respecto al porcentaje de 

tallo colonizado, como está consignado en la gráfica 13, y respecto al grado de severidad 

que presentaron a lo largo del ensayo (Gráfica, 14). Para ambos casos, el valor de AUDPC 

fue  mayor para la variedad Kaly (24,39 y 43,5) comparado con el de la variedad Candy 

(9,78 y 15,5). 

 

Figura 22. A. Aislamiento en medio Komada del patógeno Fusarium oxysporum f. sp. dianthi  a partir de tejido vegetal, de  la variedad 

Kaly, y estructuras fúngicas,  después de 7 días de ser inoculados. Hubo crecimiento fúngico en corona y 1/8 de la planta. B. 

Aislamiento a los 70 días donde se observa crecimiento en corona y en el 60% de la planta. C. Fiálides de F.oxysporum f.sp dianthi. 

Realislamiento  de ensayo Kaly y Candy 100x. D. . Macroconidias  de F.oxysporum f.sp dianthi. Realislamiento  de ensayo Kaly y 

Candy. (100x)E. Microconidias  de F.oxysporum f.sp dianthi. Realislamiento  de ensayo Kaly y Candy 40x. 

A 

B 

C D 
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Aunque se registraron valores de colonización del patógeno de 62% y 40%, el nivel de 

severidad en los síntomas alcanzados, no fue alto. El record mayor que se obtuvo, fue de 1 

(síntomas en el 25 % de la planta), para ambas variedades. 

 

3.2.1 Procesamiento y tinción de las muestras para análisis histológico. 

Antes de procesar las muestras obtenidas en el ensayo de seguimiento, con las variedades 

Kaly y Candy, se realizó una  estandarización de las técnicas de fijación y los protocolos de 

deshidratación del material vegetal. 

Gráfica 13. Avance del 

patógeno a través del tallo. 

El valor de AUDPC para  la 

variedad Kaly, coincide con 

el concepto de 

susceptibilidad en el que 

se tiene. Es claro que es 

menos eficiente para 

contrarrestar el avance del 

patógeno. 

Gráfica 14.  Progreso de la 

enfermedad en las variedades 

Kaly y Candy. El valor de 

AUDPC para  la variedad Kaly, 

al igual que en el caso 

anterior, es mayor que el 

calculado para la variedad 

Candy. 
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Como material de prueba, se tomaron plantas de clavel sanas e inoculadas con una cepa de 

F. oxysporum f.sp dianthi, distinta a la usada en este trabajo 

 

El primer ensayo de procesamiento, consistió en depositar las muestras de corona y tallo 

durante 10 horas y a temperatura ambiente, en una solución fijadora de Carnoy (Dicromato 

de potasio, alcohol y ácido acético al 1%). Posteriormente, se sometió el tejido a cuatro 

cambios de alcohol al 95%, dos cambios de isopropanol y dos cambios de xilol. Cada 

cambio tenía una duración de una hora. 

 

Se realizó la infiltración en parafina a 55°C, con dos cambios de una hora cada uno. 

Finalmente, se realizó la inclusión de los fragmentos en parafina líquida y fueron llevados 

en cubetas de hielo plásticas a la nevera para endurecer los  bloques. 

 

El proceso de deshidratación no fue exitoso, ya que al momento de realizar el corte en el 

micrótomo, el fragmento se encontraba duro y al corte con la cuchilla, la tira de parafina 

que se formaba, se rompía y no era continua. Los cortes que se pudieron obtener fueron de 

20 micras, y se sometieron a tinción con safranina-fast green.  

 

Las láminas fueron dejadas en la solución  de Safranina durante 3 horas y luego de 10 pases 

en alcohol, se tiñeron con Fast Green. En las observaciones bajo el microscopio se observó 

el tejido bastante alterado y roto. Adicionalmente, la tinción que se obtuvo fue débil, y no 

se consiguió contraste entre la safranina y el fast green.  

 

Un segundo protocolo de procesamiento se estableció, fijando las muestran en 

formaldehido al 4%, tamponado con fosfato monobásico de sodio (4g/l)  y fosfato dibásico 

de potasio (6,5g/l), durante 24 horas.  La deshidratación consistió en someter los tejidos a 

una serie de alcoholes, iniciando en alcohol al 70% y finalizando con xilol.  
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Cuando se obtuvieron los bloques de parafina, muchos de ellos estaban huecos en la zona 

donde se había ubicado el fragmento de tejido. Se logró hacer cortes de algunos de los 

bloques, con un grosor de 10 y 20µm y fueron sometidos a  tinción, con safranina y fast 

green. Se aumentó el tiempo de coloración con la safranina, que pasó de 3 a 24 horas, en 

comparación con el procedimiento anterior. Se generó un mejor contraste. 

 

El tercer protocolo establecido,  fue el que brindó mejores resultados (Tabla 8). Fue posible 

realizar cortes a 10 y 5µm y con la tinción safranina- fast green, se logró un contraste 

apropiado. La modificación, respecto del protocolo anterior, consistió en comenzar la 

deshidratación desde alcohol al 50%, para eliminar el agua del tejido de manera completa, 

gradual y sin que fuese un procedimiento que pudiese ser contraproducente para la 

estabilidad del tejido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La tinción con safranina-fast green se siguió como en el protocolo anterior (24 horas en 

safranina) y se aumentó a 15 minutos el tiempo de inmersión en el fast green. Los pasos 

detallados de la tinción se encuentran en el punto 2 del apartado de Anexos. 

  

Fijación  Tiempo  

Formaldehido 4% 24 horas 

Deshidratación. 7 horas, 15minutos 

Alcohol 50% 1 hora 

Alcohol 60% 1 hora 

Alcohol 70% 1 hora 

Alcohol 80% 1 hora 

Alcohol 96% 1 hora 

Isopropanol 1 hora 

Isopropanol 1 hora 

Xilol 15 minutos 

Tabla 8. Protocolo definitivo desarrollado para la deshidratación de las muestras de tejido de clavel 
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La tinción con safranina-fast green, permitió una correcta diferenciación de los haces 

vasculares de los demás grupos de tejido. El xilema, en cortes transversales y 

longitudinales, se observó teñido de rojo, dado que el colorante se fija muy bien en las 

paredes celulares, vegetales. Así mismo, el contenido citoplásmico de algunas células se 

tiñó de color verde, al igual que las hifas del hongo, por tanto fue diferenciable de las 

estructuras de la planta. El depósito de gomas también fue observado con esta tinción. 

 

Con la tinción del ácido periódico de Schiff (PAS), la identificación de los haces vasculares 

no es facilitada por una diferencia en color, puesto que todas las paredes celulares vegetales 

se tiñen de un color púrpura rojizo. Las hifas adquirieron  un tono púrpura más oscuro que 

el de las paredes celulares de la planta, característica que hizo posible su identificación en 

el tejido. Los depósitos de gomas ó de sustancias similares a la calosa al interior de los 

elementos de vaso, fue  apreciada con esta tinción. 

 

La técnica de azul alcián- PAS, permite detectar los haces vasculares, como una zona de 

color rosa, adyacente a la médula la cual se tiñe de azul. Al igual que las demás técnicas 

usadas, permite observar los depósitos de gomas al interior de los elementos de vaso y el 

patógeno se identificó de color púrpura oscuro, como en la técnica de tinción PAS.  

 

El uso de la técnica de plata-metenamina  de Groccot, permitió observar las hifas color 

negro, al interior del xilema. Sin embargo, esto se logró luego de varios ensayos, puesto 

que muchas muestras se perdieron por inconvenientes en el tiempo que debían dejarse las 

muestras con la mezcla de plata-metenamina en el horno, según el protocolo seguido.  

 

En el primer ensayo, no hubo coloración, dejando la mezcla de plata-metenamina sobre las 

muestras durante treinta minutos en el horno. Para el segundo ensayo, se dejó actuar la 

mezcla de plata-metenamina durante una hora y toda la muestra se observó negra y no se 

tuvo posibilidad de diferenciar estructura alguna de un hongo. En el tercer ensayo, se dejó 

actuar la mezcla durante 45 minutos, y se logró una coloración adecuada. Sin embargo, no 

fue alto el número de láminas obtenidas con una tinción apropiada, puesto que en algunas, 
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el fast green lograba �eliminar� el color marrón oscuro ó negro con el que se identificaban 

las paredes celulares de la planta y las estructuras del hongo y en otras, todo el tejido se 

observó negro. 

 

De todas las técnicas de tinción empleadas, la técnica de la plata-metenamina de Groccot, 

presentó mayor inconveniente en su utilización, por tanto requiere un mayor tiempo de 

prueba para la estandarización de su uso en la detección de hongos en plantas. 

 

3.2.2 Análisis histológico variedades Kaly y Candy 

 

A los siete días posteriores a la inoculación,  no fue posible detectar el hongo en los haces 

vasculares de ninguna de las dos variedades. Sin embargo, para la variedad Kaly se detectó 

la presencia de depósitos (goma, geles) en el xilema. Los haces vasculares de la variedad 

Candy no presentaron alteración ó daño considerable (Figura 23 y 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

Figura 23. Corte longitudinal (10µm) de corona de clavel, var. Kaly, 7 días después de la 

inoculación. No se aprecian hifas, pero varios vasos del xilema se encuentran con 

depósitos en su interior.  Tinción:PAS (160x). P=  Parénquima. V= Vaso T= Traqueida.  
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A los quince  días después de la inoculación, en la variedad Kaly tampoco se observó una 

densa colonización del patógeno, sin embargo, en la luz de algunos vasos fue posible 

apreciar el depósito de gomas. (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para el día 30 del seguimiento, el hongo fue detectado en la parte basal, media y superior de 

la  variedad Kaly, en los elementos traqueales cercanos a la médula, y al cambium (Figura 

26 A y B). Así mismo, se detectaron vasos con depósitos en su interior en la parte media 

Figura 24. Corte longitudinal (10µm) de corona de clavel, var. Candy 7 días 

después de la inoculación. Los vasos del xilema no se observan destruidos. 

Tinción: PAS. V=  Vaso P= Parénquima    

Figura 25.  Corte transversal  (10µm) de corona 

de clavel var, Kaly. 15 días 

Se puede observar un  depósito de goma en la 

luz de un vaso del xilema, indicando que la 

planta está generando mecanismos de defensa 

contra el agente invasor. Sin embargo no ha 

sido muy efectiva esta respuesta teniendo en 

cuenta que según los aislamientos en medio 

Komada, para esta fecha, el patógeno ya ha 

colonizado la corona y  un 25% del tallo.  

Tinción PAS. V= Vaso T= Traqueida P= 

Parénquima VD= Vaso con depósito de 

goma TD= Traqueida con depósito de goma 
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del tallo, indicando que la respuesta de defensa continúa pero aún así es insuficiente para 

contrarrestar el avance del patógeno (Figura 27 D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Variedad Kaly 30 días después de ser inoculada. A. Corte transversal (10µm) de corona 

donde se aprecian un par de traqueidas con crecimiento fúngico en su interior (flecha). Hay 

disrupción de las células del parénquima adyacente. Tinción PAS (400x).  B. Corte longitudinal de 

zona basal del tallo. Al interior del vaso, se observa una hifa como un filamento delgado 

(flecha)Tinción PAS. (260x). V= Vaso.  P= Parénquima. T= Traqueida. C= Cambium. M= Médula  
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Figura 27. Variedad Kaly 30 días después de la inoculación. (10µm) A y B. Cortes transversales   de zona media del tallo, donde se 

observan vasos del xilema con crecimiento fúngico en su interior (flechas).  Tinción Safranina-Fast Green (650x). C. Detalle de hongo 

colonizando elementos traqueales del xilema. Tinción Safranina-Fast Green (1000x). D. Vasos con depósitos en su interior. La planta 

continúa generando respuesta de defensa. Tinción Safranina �Fast Green (650x). E. Corte longitudinal de tallo en zona superior donde se 

observa un vaso con depósitos en su interior junto con delgadas fibras que pueden  ser hifas (estrellas).  Nótese en los bordes del vaso, 

cómo  se forman depósitos de material similar a calosa paras evitar la salida del hongo a través de las perforaciones laterales del vaso 

(flecha) Tinción PAS(400x). F. Detalle de E . Tinción PAS (650x) VD= vasos con depósitos. V= Vaso. X= Xilema. C= Cambium.   
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Respecto a la variedad Candy, se observan algunos vasos con la pared celular afectada, con 

otra tonalidad y algo deformes. No es claro si dentro de estos vasos hay depósitos o no de 

tilosas, sin embargo, se observan más opacos que aquellos que no presentan alteración 

alguna (Figura 28). Cabe anotar que la colonización en la variedad Candy, es  menor que la 

observada, mediante el análisis histológico,  en la variedad Kaly. (Figura 29) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28.Variedad Candy, 30 días 

después de la inoculación. Cortes de 

10µm. Tinción Safranina- Fast Green.  A. 

Corte transversal de corona. La mayoría 

de vasos se observan sin daño ni 

colonización aparente. Algunos vasos se 

observan con la pared celular alterada en 

su forma, y algún tipo de material denso 

en su interior (círculo) (160x). B. Detalle 

de A (260x). C. Corte transversal de tallo 

(zona basal). Vaso con pared alterada y 

depósito, al parecer de tilosas, en la luz 

del mismo.(400x)(estrella). V= Vaso. VA= 

Vaso afectado.  T= Traqueida. 
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En el día 55, el hongo se detectó en la  corona en la variedad Candy (Figura 30) y en la 

zona basal del tallo. Así mismo, se observó en cortes longitudinales el depósito de 

sustancias, probablemente calosa, en medio de las perforaciones laterales de los vasos. En 

cortes longitudinales se observó nuevamente la presencia de vasos con depósitos de gomas 

en la luz de  los mismos.  En la parte media del tallo también se halló al patógeno, y las 

respuestas de defensa vistas en esta zona, corresponden a las mismas que se observaron en 

la zona basal: depósito de gomas en las paredes de los vasos. 

 

Para este tiempo, día 55, la variedad Kaly presentó afección a nivel de xilema, donde se 

observan vasos rotos ó con paredes deformes. Al igual que la variedad Candy, hubo 

depósito de sustancias en la pared de los vasos, sin embargo, como se aprecia en la figura   

32B, al parecer no es muy eficiente puesto que no está dispuesta de manera regular y 

continua a lo largo de la luz del tubo. 

  

En la zona superior  del tallo no se detectó el hongo, pero de manera similar a como ocurrió 

en el día 30 para esta variedad, se observaron taponamientos en algunos vasos. 

 

 

Figura 29. Corte transversal (10 µm) de tallo (zona media) de clavel, variedad Candy 

después de 30 días de inoculación. La flecha indica la presencia del hongo en la luz del 

vaso. Tinción Safranina � Fast Green (810x). V= Vaso. H= Hifa. T= Traqueida. P= 

Parénquima.  Triana, 2009.  
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Figura 30. Variedad Candy, 55 días después de la inoculación. A. Corte longitudinal de corona (10µm). El 

indicador señala una hifa dentro de un vaso. En vasos adyacentes, no se observa disrupción grave  ó 

colonización de los mismos. Tinción: PAS (100x). B. Corte longitudinal de zona basal de tallo. El indicador 

señala un vaso con depósitos de gomas e hifas al interior. Este vaso se ve bastante afectado, sin embargo, no 

es la característica general del tejido. Tinción: PAS (100x). H=Hifa. V= Vaso. D= Depósitos de sustancias 

similares a calosa.   
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Figura 31.  Variedad Candy 55 días después de la inoculación. A. Corte longitudinal de tallo (10µm), segmento basal, 

donde se aprecia un depósito, probablemente de calosa hacia la luz del vaso (estrellas). Estos depósitos son regulares y 

continuos, y al parecer no han sido degradados por acción del patógeno, hecho que aporta eficazmente al confinamiento del 

patógeno. Tinción: PAS (100x). B. Corte longitudinal de tallo (10 µm), segmento medio, donde se observa un filamento que 

puede corresponder a una hifa. Nótese la formación aquí también de depósitos de calosa (estrellas), señal de que la planta 

se defiende activamente del patógeno invasor. Tinción: PAS. (40x) 
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Para el fin del ensayo, día 70 post inoculación,  para la variedad Kaly se observó un 

aumento considerable, en el número de vasos con depósitos de goma en su interior, 

principalmente, a nivel de corona. Sin embargo, células parenquimatosas, comenzaron a 

presentar taponamientos (Figura 33). 

 

Figura 32. Variedad Kaly 55 días después de la inoculación Tinción: PAS.  A. Corte transversal de corona. En el centro, 

un par de vasos con crecimiento fúngico (flechas). (810x). B. Xilema en corona,  con depósitos de calosa ó sustancia 

similar (flechas), que no son uniformes como los vistos en la variedad Candy.  (400x). C. Corte transversal de tallo, 

segmento basal,  donde se observan vasos deformes y otros colonizados (flechas). No se observa, vasos con depósitos 

de gomas (650x).  

D. Corte tranversal de tallo, segmento medio, con un vaso colonizado. No se observa alrededor ningún signo de defensa 

(510x) VA= Vaso afectado. V= Vaso.  VC=Vaso colonizado.  
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En el segmento basal del tallo, se observaron vasos con depósitos en la luz y  también vasos 

colonizados. El mismo comportamiento se observó en la parte media del tallo (Figura 34). 

 

Respecto a la variedad Candy en este último día de seguimiento, se continuaron observando 

los signos indicativos de respuesta frente al patógeno (depósito de gomas y depósitos, 

probablemente,  calosa).  En la corona, no se detectó el patógeno, pero se notó que algunas 

células del parénquima medular, próximas al xilema, presentaron acumulación de 

sustancias en su interior, a manera de tapón. (Figura 35 A.). 

 

 

 

Figura 33. Variedad Kaly, 70 días después de la inoculación. A y B. Cortes transversales (10µm) de corona donde se muestran 

tapones en dos tipos de células. En A, un vaso del xilema, se encuentra obstruido (estrella). En B, fibrotraqueidas presentan el 

taponamiento  (puntos). Para ambos, tinción= PAS (100x). C. Corte transversal (10µm) de corona mostrando taponamientos 

similares a los vistos en B, donde células diferentes a las del xilema, presentan taponamiento. Tinción: Técnica de plata-

metenamina de  Groccot (40X). D. Corte transversal (10µm) de corona. No se observa taponamiento en las células del xilema. Se 

observa deterioro en algunas zonas (estrellas), sin embargo, el patógeno no fue detectado. Tinción: Técnica de Groccot (40x) FT= 

Fibrotraqueidas. VD= Vaso con depósito.  V= Vaso. T= Traqueida.  
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En la zona basal, media y superior del tallo, se detectó al patógeno en la luz de los vasos del 

xilema, y  también se observaron más vasos con una efectiva deposición de sustancias 

similares a calosas y acumulación de gomas (Figura 36). 

Figura 34. Variedad Kaly 70  días después de la inoculación, segmento medio 

del tallo. A y B. Corte transversal (10µm), donde se observan vasos del xilema 

con depósitos de goma en su interior. Tinción: Azul alcián- PAS (100x). C. 

Corte transversal (10µm).  En el centro y señalado con una flecha, se 

encuentra un vaso colonizado. Alrededor se observan vasos sanos y sin 

ningún depósito de gomas en su interior. Tinción= PAS ( 100x). VC= Vaso 

colonizado. V=Vaso. VD= Vaso con depósito. Triana, 2009  
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Figura 35.  Variedad Candy, 70 días después dela inoculación. A. Corte transversal (10µm) de corona. Células del parénquima 

medular, adyacentes al xilema, presentan depósitos de goma en su interior  Tinción: PAS (40x). B. Corte longitudinal (10µm) de 

tallo, segmento basal. Hifa en vaso ( indicador y flecha). Tinción : Azul alcián- PAS (100x). C. Corte longitudinal (10µm) de tallo, 

segmento basal. Hifa al interior de un vaso del xilema (indicador y flecha). Tinción: Técnica de plata metenamina de Groccot. 

(100x) D. Corte transversal (10µm) de tallo, segmento basal. Vasos del xilema sin colonizar pero con un abundante depósito de 

calosa ó sustancia relacionada que cumpla la misma labor,  en las paredes del vaso (estrellas) Tinción: PAS (100x). V= Vaso. 

PD= Célula del parénquima con depósitos de goma en su interior. PM= Parénquima medular. X= Xilema.  
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Figura 36. Variedad  Candy 70 días después de la inoculación. A. Corte transversal (10µm) de tallo, 

zona media. Vasos del xilema con depósitos de gomas en su interior. Tinción: Azul alcián- PAS 

(100x). B. Corte tranversal a la misma altura y grosor de A. Un grupo de vasos contiguos presenta 

la deposición de gomas en su interior. Tinción: Azul alcián � PAS (100x). C. corte transversal a  la 

misma altura de A y de B. El señalador ubica una traqueida con micelio en su  luz (flecha). Tinción: 

Safranina-Fast Green (100x). D. Corte longitudinal (10µm) de tallo, tercer segmento. Se observa 

una hifa en la luz del vaso. (indicador y flecha). Tinción  = Safranina-Fasr Green.  (100x). V= Vaso. 

VC= Vaso colonizado. . VD= Vaso con depósitos de gomas.  
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DISCUSIÓN 

 

 Evaluación de líneas experimentales. 

 

Las distribuciones obtenidas para las tres poblaciones, muestran que la resistencia evaluada 

en este patosistema, es de tipo poligénica.  De manera sencilla, el análisis hecho de la 

distribución del carácter en las poblaciones evaluadas, muestra la variación continua de la 

resistencia, en cuanto no se obtuvo gráficas mostrando las poblaciones agrupadas en dos 

fenotipos: resistentes y susceptibles, claramente definidos, sin �valores intermedios� entre 

sí. Contrario a esto, se generaron distribuciones en donde las poblaciones presentaron altos 

porcentajes de plantas asintomáticas ó con una severidad baja, y diferentes grados de 

resistencia a los síntomas causados por el patógeno. Las curvas que se obtuvieron, a partir 

de las distribuciones de las progenies acorde a los índices de severidad, son similares a las 

reportadas por Arús et al.,(1992), quien afirma una vez más que los mecanismos de la 

resistencia a F.oxysporum f.sp dianthi, están comandados por más de un gen. 

 

Respecto al tiempo de evaluación empleado, las 17 semanas que duró el experimento, fue 

suficiente para ver aparición y progreso de síntomas. El comienzo de la sintomatología en 

los tres cruces, estuvo entre la semana quinta y octava, similar con lo reportado en otros 

estudios realizados en la Sabana de Bogotá (Cevallos y colaboradores, 1990); Arbeláez y 

Calderón, 1992);   Benavides y colaboradores, 1995). Así mismo, la cantidad de inóculo y 

el procedimiento para dispensarlo, permitió observar diferencias entre el comportamiento 

de cada una de las lineas experimentales evaluadas (Demmink et al., 1989). Incluso,  

 

El método de inoculación usado para evaluar las progenies, fue similar al empleado por 

Demmink et al (1989), quienes emplearon una concentración de inóculo de 10
6 esporas/ml 

y la inoculación se realizó mediante el depósito de la suspensión de esporas (3ml) en el 

sustrato, con el uso de una jeringa. En la investigación aquí presentada y en el trabajo 

desarrollado por  con este método de inoculación, se logró establecer diferencias entre la 

respuesta de una línea experimental ó variedad. La cantidad de inóculo empleado en la 
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evaluación de las tres progenies, 5 x 104 fue mayor a la empleada por autores como Baayen 

et al (1989) Ben-Yephet  et al  (1997) quienes en sus investigaciones usaron 2 x 104 y 1 x 

104 esporas/g de suelo.   

 

Como está consignado en el apartado de Marco Teórico (1.3.2  Resistencia del clavel (D. 

caryophyllus) frente a F. oxysporum  f.sp dianthi), dentro de la resistencia poligénica, el 

concepto que se emite, parte de una observación sintomatológica, en la cual, se define 

como resistente a una planta que es capaz de impedir ó atenuar la progresión de síntomas, 

una vez el patógeno se ha establecido (Vidhyasekaran, 2004). Por tanto, la escala  de 

severidad usada para el seguimiento de la enfermedad en la evaluación de las progenies y 

las variedades, se puede decir que fue apropiada para caracterizar a las progenies en cuanto 

a la resistencia que exhiben. Teniendo en cuenta que el tipo de resistencia evaluada es 

poligénica, se estableció una agrupación de las líneas de los cruces, acorde al nivel de 

severidad en el que clasificaron. 

 

Las líneas de los cruces ubicadas en la categoría 0, son altamente resistentes. Aquellas 

ubicadas en la categoría 1 y 2, son consideradas como resistentes y finalmente, aquellas 

ubicadas en la categoría 3 y 4 son catalogadas como susceptibles. Teniendo en cuenta esto, 

el 48,6% de las líneas experimentales del cruce UM226 x Candy, sería altamente resistente. 

El 45,7%, de las líneas de este mismo cruce, estarían catalogadas como resistentes y tan 

solo el 5,1%, sería susceptible. Para el cruce A25 x Havanna, el 45% de las líneas estarían 

dentro de la categoría de altamente resistentes y el 55% restante, se considerarían como 

resistentes. Por último, en el cruce UM22 x Candy, el 27% de la progenie es altamente 

resistente, el 65% resistente y el 8% restante, susceptible. 

 

Si se hubiese usado una escala que permitiera seguir y cualificar en conjunto la 

sintomatología vista externamente junto con la interna, podría establecer una diferencia 

entre las plantas que permiten el ingreso del patógeno, las que no, y aquellas que 

permitiendo en ingreso no desarrollan síntomas. 
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Una escala tentativa que podría reflejar esto, se propone como resultado tanto de las 

evaluaciones de las progenies, como del seguimiento histológico, es la siguiente: 

 

0= No síntomas externos. No daño* a nivel interno en el tercio inferior de la planta 

(*oscurecimiento). 

0,5=  No síntomas externos. Daño* a nivel interno en el tercio inferior de la planta. 

1= Síntomas externos en el tercio inferior de la planta. Daño* a nivel interno en el tercio 

inferior de la planta. 

1,5= Síntomas externos en el segundo tercio de la planta. Daño* pronunciado en el tallo 

2= Síntomas externos en el tercer tercio de la planta. *Daño pronunciado en el tallo. 

2,5= Planta marchita y muerta. Daño* en tallo severo. 

 

Debido a  que en el ensayo de la evaluación de las progenies solo se realizó la inspección 

interna en el tallo, hacia el final de la evaluación y solo a algunas de las plantas  y que el 

seguimiento de las variedades Kaly y Candy, no fue más prolongado, no hay certeza en que 

las condiciones que se expresan para los índices de severidad de 1, 1.5, 2, y 2.5, sean las 

descritas allí. Sin embargo puede ser una buena aproximación  para poder caracterizar 

mejor, el material vegetal sometido a evaluación. 

 

Por otro lado, el uso de AUDPC permitió establecer diferencias adicionales entre los 

individuos de cada progenie. Con las distribuciones elaboradas a partir de los niveles  de 

severidad, el criterio que marcaba las diferencias entre individuos era el grado de desarrollo 

de síntomas ; con el uso de la AUDPC, se logró determinar que entre individuos que 

compartían la misma severidad, no existían los mismos tiempos de inicio y desarrollo de 

síntomas. Estas diferencias implican que están operando mecanismos de defensa diferentes 

en los individuos de las progenies,  dando así una nueva información acerca de la capacidad 

de cada individuo para contrarrestar el desarrollo de síntomas y del progreso de la 

enfermedad en la progenie misma.  

Lo anterior, se aplica para los tres cruces evaluados, pero fue más evidente para el cruce 

A255 x Havanna, pues aparentemente, la progenie solo estaba en las categorías de 
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�altamente resistente (asintomática)� y �resistente (nivel de severidad =1)�.  Al realizar la 

gráfica de la distribución de los valores de AUDPC de las líneas experimentales del cruce 

A255 x Havanna, la progenie se agrupó en cuatro categorías.  

 

Líneas con  valores de AUDPC de 0, no presentaron síntomas. AUDPC de 2,5 fue 

calculada para las líneas como AH18 que se observaron enfermas hasta la semana 

diecisiete, con un nivel de severidad de 1. Líneas como AH13 y AH17 mostraron síntomas 

a partir de la semana doce y el valor de AUDPC fue de 7. Valores de AUDPC de 12,5 y 

10,5 correspondían a líneas que iniciaron sintomatología en la semana quinta y octava, 

respectivamente. Como se estableció en el apartado de Resultados, el máximo nivel de 

sintomatología alcanzado en este cruce fue 1, por tanto, líneas que aparentemente no 

diferían entre sí, desde la severidad, pudieron ser diferenciadas tomando en cuenta el 

comportamiento a lo largo del tiempo de evaluación.  

 

En relación a la edad del material vegetal evaluado, según Develey-Rivière y Galiana 

(2007)  puede generarse una diferencia en la respuesta de defensa entre plantas jóvenes y 

plantas maduras, debido a que las plantas pueden resultar más susceptibles al ataque 

patogénico en estadíos tempranos de su desarrollo y conforme llegan a la adultez, adquieren 

una resistencia relacionada con la edad. En el ensayo realizado con las variedades Kaly y 

Candy, se usaron plantas con dos meses y quince días de edad, cuyos tallos se 

caracterizaban por ser suculentos y fáciles de cortar, en comparación con los tallos de los 

individuos de las progenies que poseen edades superiores (un año y tres meses cruce 

UM226 x Candy;  cuatro meses los cruces A255x Havanna y UM227 x Candy) donde la 

apariencia y consistencia de los tallos era de  tipo leñosa.  

 

Teniendo en cuenta lo anterior, diferencias en el grado de lignificación de los tejidos, 

debidas a la edad, puede generar diferencias en el grado de colonización y afección por 

parte del patógeno. Probablemente,  plantas de las variedades Kaly y Candy de una edad 

superior a la manejada en este trabajo, se pueden comportar de manera diferente a la 

observada si existe una resistencia relacionada con alguna transición (paso a floración), 
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madurez de algún órgano específico ó simplemente la  llegada a la adultez (Develey-

Rivière y Galiana, 2007). La detección de la existencia de alguno de estos tipos de 

resistencia relacionada con el desarrollo, puede ser útil en los programas de producción de 

clavel, para seleccionar material resistente y rediseñar los esquemas de control químico de 

la enfermedad. 

 

Respecto al �N� de progenie evaluado, comparado con estudios como el de Baayen et al (1991), 

Perchepied y Pitrat (2004), donde evalúan 150 individuos por cruce y 120 RIL´s (Recombinant 

inbreed lines), parece muy bajo (107 en total), sin embargo, existe una dificultad inherente al 

proceso mismo de la polinización cruzada artificial, como lo es que no todas las flores son 

apropiadas donadoras ó receptoras de polen, y la producción de óvulos y la calidad de los mismos 

no es la misma para todas las variedades. Esto hace que el número de semillas que se obtengan en 

determinados cruces no sea alto ( Fernández, 2003. Comunicación personal). El número de 

descendientes por cruce que reporta Arús et al (1992) pone de manifiesto la anterior afirmación, 

donde se obtuvo para diferentes cruces,  un número diferente de descendientes evaluados (31, 33, 

41,42, 88 y 134). 

 

Mayores conclusiones al respecto, podrán generarse al realizar las evaluaciones de resistencia con 

un mayor número de clones por línea de cada progenie, como también, el diseñar ensayos que 

involucren evaluaciones con los parentales y  poblaciones F2 simultáneamente. Los  resultados 

obtenidos con este trabajo,  pueden ayudar al diseño de nuevas investigaciones al respecto, al 

interior del grupo de Biotecnología Vegetal de la Universidad Militar �Nueva Granada�, ya que se 

evaluaron individuos que podrían ser de interés para el programa de fitomejoramiento. 

 

Arús et al (1992), realizaron evaluación de resistencia de progenies de  cruces entre variedades de 

clavel resistentes y  susceptibles. A partir de sus resultados, propone que la resistencia está 

determinada por muchos genes y que esta se expresa cuando todos los genes están  en su forma 

heterocigota y homocigota dominante. La susceptibilidad se expresará cuando uno o más loci se 

encuentran de forma homocigota recesiva. En el trabajo de Scovel et al (2001), los autores plantean 

que la herencia de la resistencia en clavel, puede analizarse bajo un modelo digénico, donde hay un 

gen principal, que si no está en forma homocigota dominante, se presentará susceptibilidad.  
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Para explicar los resultados aquí contenidos, se asumió la hipótesis planteada por Arús et al (1992), 

puesto que al no disponer de poblaciones F2 ni autocruzas de los parentales, no es posible saber si 

existe un gen principal.  

 

Las progenies de los cruces UM226 x Candy y UM227 x Candy, comparten a la variedad Candy 

como parental. En el cruce UM226 x Candy, la mayoría de las líneas experimentales estuvieron 

agrupadas en niveles de severidad de 0 y 1. El inicio de los síntomas se reportó en la quinta semana 

y a partir de la semana doce, hubo cambios en la progresión de los síntomas para algunas de las 

líneas, como consta en el apartado de resultados y la tabla 6 en los anexos.  Los valores de AUDPC  

que fueron calculados para las líneas experimentales  de este cruce están entre 0 y 13,7. 

Para el cruce UM227 x Candy, se observó una tendencia diferente, donde la mayoría de la progenie, 

se agrupó en valores intermedios de severidad. Los síntomas iniciaron en la semana quinta pero 

entre esta semana y la semana doce, se presentó progresión de los síntomas. Los valores de 

AUDPC, reflejaron la dinámica de la progresión de la enfermedad, y se calcularon  valores de área 

bajo la curva entre 0 y 26. 

 

Acorde a esto y tomando en cuenta la hipótesis propuesta por  Arús et al  (1992), podría ser posible  

que la variedad Candy y la línea experimental UM227, presenten un número considerable de loci en 

forma heterocigota, lo que sustentaría la segregación vista tanto en la distribución acorde al nivel de 

severidad, como a la distribución  acorde a los valores de AUDPC calculados. Podría ser que el 

número de loci heterocigotos  de Candy fuera inferior que el presentado por UM227. De esta 

manera, al cruzarse la variedad Candy con la línea susceptible UM226, resultaría una progenie 

resistente y moderadamente resistente, con pocos  casos de susceptibilidad, como la que se obtuvo.  

 

Una hipótesis similar se podría proponer para explicar lo sucedido con el cruce A255 x Havanna, 

donde la variedad resistente haría un complemento similar con la línea A255. Para este cruce, 

probablemente el número de genes en forma heterocigota es menor en comparación con los 

homocigotos dominantes, en la variedad resistente, puesto que fue el cruce donde menor severidad 

de los síntomas se reportó.  

 Avance del patógeno y seguimiento histológico en  las variedades Kaly y Candy. 

 

En trabajos realizados en la Sabana de Bogotá, se ha usado una concentración de inóculo 

igual a 1 x 106 esporas/ml, y el sistema de inoculación del material  vegetal a evaluar, ha 
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sido mediante la inmersión de las raíces en una suspensión de esporas (Cevallos et al, 1990; 

Arbeláez y Calderón, 1993). La concentración de inóculo usada en este trabajo, que fue de 

104 esporas/m, fue suficiente para provocar ingreso y desarrollo de síntomas. Lemanceau et 

al (1992), demuestra lo mismo, reportando afección del 80% en plantas de clavel,  

inoculadas con F.oxysporum a una concentración de inóculo de 2,7x 10
4,  diez semanas 

posteriores a la inoculación,  y sometidas a  una temperatura de 22°C, que está dentro del 

rango de temperatura que probablemente registró el invernadero para el tiempo en que duró 

el ensayo.  

 

Durante las 10 semanas (70 días) que duró el ensayo, la variedad Kaly llegó a un nivel de 

severidad igual a 1.  Según datos reportados por Cevallos  y col (1990) y  Arbeláez y 

Calderón (1993), variedades susceptibles como Pink Calypso ó Raggio di Sole, ya  están 

muertas, para ese  tiempo de evaluación. Estas variedades, fueron inoculadas por inmersión 

en una suspensión de esporas a una concentración de 106 esporas/ml y la variedad Kaly, fue 

inoculada como consta en el apartado de Metodología, también por inmersión, pero la 

suspensión de esporas se encontraba a una concentración de 10
4 esporas/ml.  

Teniendo en cuenta lo reportado en García et al (1995), donde posterior a una desinfección  

del suelo con 1,3D-Cloropicrina (fungicida) ó vapor de agua, niveles de inóculo cercanos a 

1 x103esporas/g, en el suelo, son capaces de provocar enfermedad (incidencia del 1% para 

el tratamiento con el fungicida y del 5% para el tratamiento con vapor de agua), se puede 

pensar en que con un aumento en la concentración del inóculo, no solo se desarrollen 

síntomas, sino que esto suceda de modo que no se enmascare la verdadera susceptibilidad 

de la variedad. Así mismo resultaría interesante determinar si con un aumento en el inóculo 

usado, se generan diferencias de tipo histológico mucho más marcadas, entre la variedad 

susceptible y la resistente ó si existe una diferencia en la patogenicidad de la cepa usada 

para la inoculación.  

 

El seguimiento del avance del patógeno a través del tallo, permitió describir más a fondo la 

resistencia de la variedad Candy y la susceptibilidad de la variedad Kaly. Así mismo, las 

curvas realizadas de progreso de la enfermedad y avance del patógeno al interior de la 
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planta, en el tiempo, (Resultados, gráfica 13 y 14) mostraron que el patógeno puede 

ingresar y colonizar la planta sin que se expresen síntomas de manera evidente. 

Mientras que la curva de la severidad vs tiempo (Resultados gráfica 14), mostró ascenso 

hasta después del día 15 de evaluación, la curva de porcentaje de colonización vs tiempo 

(Resultados, gráfica 13), comenzó a ascender desde el día séptimo, para la variedad Kaly, y 

para la variedad  Candy, esto ocurrió en el día  treinta. El hecho de que Kaly haya 

presentado crecimiento fúngico desde el día 7 después de la inoculación, lleva a pensar que 

es menos efectivo que la variedad Candy, en  sus mecanismos de detección y 

confinamiento del patógeno a nivel de raíz.  

 

En este sentido, conviene decir que se puso de manifiesto, que la resistencia que exhibe 

Candy, no es a la penetración del patógeno, sino que es catalogada como tal por su 

capacidad de detectar y confinar al patógeno en el sitio de infección y retrasar el desarrollo 

de síntomas, mediante generación de barreras.  Esta característica es señalada por Baayen et 

al ( 1992), citado en Baayen el al (1996) y   Ouellette et al (2005), como una diferencia 

entre una variedad susceptible y una resistente.  

 

Aunque la variedad Kaly no es tan susceptible como Early Sam, ni Candy tan resistente 

como  la variedad Novada,  se encontró que generaron respuestas similares de defensa. 

De manera similar a la variedad susceptible Early Sam, Kaly fue poco eficiente en la 

detección y confinamiento del patógeno.  Las respuestas de defensa fueron lentas y se 

evidenciaron con mayor claridad hacia el día 55 posterior a la inoculación,  que incluyeron 

el depósito de gomas al interior de los vasos del xilema y depósito de sustancias en sus 

paredes. Es posible que este tipo de respuesta haya ocurrido previamente, pero puede que la 

calidad de los depósitos sea deficiente, ó las enzimas fúngicas degradaran estos productos, 

haciendo ineficientes los mecanismos de defensa y facilitando el ascenso y colonización del 

patógeno, como efectivamente se dio (Peg, 1985 citado en Baayen et al, 1988).  

Al igual que ocurre con la variedad Early Sam,  en la variedad Kaly se observó una escasa 

respuesta por parte de las células adyacentes al xilema, que no mostraron engrosamiento de 

la pared celular para impedir el avance del patógeno a través de ellas,  ni la hiperplasia de 
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las mismas, cuando el tejido fue seriamente afectado (principalmente hacia los días 55 y 70 

de seguimiento).  En cortes transversales se observaron vasos con su pared alterada en su 

forma y tonalidad (más opacas,), probablemente por disrupción de la pared primaria 

(Baayen y Elgersma, 1985). 

 

En general, se observa que la variedad Kaly, es ineficiente en contrarrestar el avance del 

patógeno y la progresión de síntomas, puesto que su sistema de identificación  y 

confinamiento del patógeno es lento e impreciso. 

 

Por otro lado, la variedad Candy, resultó eficaz en la detección y confinamiento del 

patógeno a nivel de raíz. Reflejo de esto,  son los treinta días que tardó el hongo en ser 

detectado en los aislamientos a partir de tejido infectado, y  que las observaciones 

microscópicas, no mostraron un tejido alterado en los días 7, 15 y 30 después de la 

inoculación y en los días posteriores, fue más evidente y común la observación de 

respuestas de defensa (depósitos de gomas, ó geles en la luz de los vasos y en la pared de 

los mismos), que el patógeno mismo ó tejido afectado.   

 

El depósito de gomas  al interior de los vasos y el depósito de material oclusivo en sus 

paredes, resultaron ser efectivos en el confinamiento del patógeno (más no la eliminación 

del mismo) (Baayen y Elgersma, 2005), pues evitaron la diseminación del patógeno a 

través de las perforaciones laterales  de los vasos (Ouellette, et al, 2005). Esto contribuyó a 

que la colonización se diera en su mayoría en forma vertical y no radial (Baayen, 1986), y 

aplica no solo para la variedad Candy, sino también para Kaly, pues este tipo de depósitos 

no son exclusivos de las variedades resistentes (Ouellette et al, 2005). 

 

Según Baayen y Elgersma (1985), la marchitez vascular se origina a causa de la destrucción 

de los vasos del xilema, más no a su oclusión. Sin embargo, la regeneración de los mismos 

para restablecer la función de aquellos taponados ó dañados, es una característica que se 

presenta en variedades susceptibles y resistentes, pero es más eficiente en estas últimas.   
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En ese trabajo  se muestra una imagen similar a la reportada por Baayen (1986),  donde se 

observa una fotografía de un vaso del xilema en regeneración, cercano a una zona donde 

otro vaso se encontraba colapsado (Figura 37 B). La figura muestra cómo el tejido nuevo es 

aislado de la zona afectada. La observación similar se detecto en este trabajo, en un corte 

longitudinal de tallo de la variedad Candy, 70 días después de la inoculación. Los vasos del 

xilema de observan con una orientación parecida y junto a un vaso que ha colapsado 

(Figura 37 A). Aunque no se observa tejido con hiperplasia alrededor, puede que este sea 

un estado avanzado de la regeneración.  

 

La regeneración surge como mecanismo para restablecer la función del sistema vascular 

(Baayen, 1986), y de presentarse en la variedad Candy, sería una característica más de la 

resistencia que exhibe frente al patógeno y que explicaría su capacidad para retardar la 

aparición de síntomas y la marchitez vascular.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estudios realizados en histopatología del patosistema clavel-Fusarium (Baayen & 

Elgersma, 1985; Oullette & Baayen, 2000; Oullette et al, 2002) usan técnicas de 

microscopía óptica de alta resolución (MOAR) y de microscopía electrónica, para lograr un 

Figura 37. Comparación entre resultado obtenido y lo reportado por Baayen (1986) en cuanto a 

regeneración de xilema. A Corte longitudinal de tallo de clavel de la variedad resistente Candy donde 

probablemente está ocurriendo un proceso de regeneración. Las flechas indican la dirección del movimiento 

del tejido regenerrado. VC= Vaso colapsado. Triana, 2009 . B. Corte longitudinal de tallo de la variedad 

resistente Novada, donde se muestra xilema regenerado (flecha) (tomado de Baayen, 1986) 

VC 

A 
B 
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buen detalle en la observación de la respuesta de defensa de la planta en cuanto a 

modificaciones de las paredes celulares de xilema y células del parénquima, depósitos de 

gomas, geles, detección de estructuras fúngicas etc., usando técnicas de fijación y post-

fijación en glutaraldehido al 2% y tetraóxido de osmio al 1%, respectivamente, y medios de 

inclusión diferentes a la parafina, como lo son las resinas epóxicas, polietilenglicol. El 

espesor de los cortes que obtienen es de 2 a 4µm y en los estudios de MOAR, 

habitualmente son teñidos con azul de toluidina (Baayen & Elgersma, 1985; Baayen, 1986; 

Oullette et al, 2002).  

 

Debido a la densidad de material que debía procesarse, resultaba costoso el emplear este 

tipo de técnicas para el análisis que se pretendía realizar, sumado a que los cortes para ese 

tipo de técnicas se realizan con cuchilla de vidrio y no con la cuchilla habitual de corte en 

parafina y no se contó con tal recurso en el momento. Sin embargo, en este análisis sencillo 

se observó que todas las tinciones que fueron empleadas en el análisis histológico, poseen 

una afinidad por los carbohidratos (Prophet et al, 1985; Ruzin 1999), y aunque no son 

usadas habitualmente para detección de patógenos en plantas, ó en el estudio 

histopatológico del patosistema clavel-Fusarium, mostraron ser efectivas en la 

identificación del hongo y estructuras como gomas y depósitos en pared celular, al interior 

de los vasos conductores del xilema, generados como elementos de defensa frente al 

patógeno. 

 

Tinciones como  PAS y azul alcián-PAS, presentaron la coloración indicada para la 

identificación del patógeno. Según Prophet et al (1995), los hongos deben verse con una 

tonalidad de rojo a púrpura, coloración que efectivamente tomaron con la tinción PAS, y 

con la técnica azul alcián- PAS. Así mismo, permitieron ambas tinciones, la detección de 

gomas, que también fue establecido en el estudio realizado por  Baayen et al (1996). 

Respecto a la tinción con plata-metenamina de Grocott,  dice el protocolo que los hongos 

deben observarse delineados en color negro, y las hifas han de verse de un tono rosado 

grisáceo (Prophet et al, 1995). Lo que se identificó como hifa con esta tinción, se observó 

negro y el tono rosa no se detectó. Estandarización de los tiempos de permanencia en el 
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horno a 60°C con la solución de plata-metenamina y del contraste con fast green, son 

necesarios para lograr mejores resultados. Así mismo, aplicar esta técnica solo a micelio del 

patógeno, podría ayudar a detectar características en la coloración del mismo, que en el 

tejido, facilitarán su identificación (Neira, 2009. Comunicación personal). 

 

La tinción safranina-fast green,  aunque no está direccionada a la identificación de hongos, 

permitió su diferenciación. La safranina tiñe de manera especial paredes celulares 

suberizadas, cutinizadas y lignificadas. La lignina, es un componente de los vasos del 

xilema, por tal razón, se tiñeron de rojo. El hongo no se observó de ese color, debido a que 

en su pared celular no existe cutina, suber ó lignina, por tanto no habría posibilidad de 

teñirlo.  

 

Comparando los cuatro tipos de tinción empleados, se puede decir que se recomienda 

seguir con la tinción safranina-fast green y azul alción-PAS, como las dos técnicas con las 

cuales puede diferenciarse mejor el tejido vascular y facilita la identificación del patógeno . 

Finalmente, con la realización de estas evaluaciones, fue evidente el hecho de que  son 

muchos los elementos que entran en juego al momento de emitir un juicio acerca de la 

resistencia que pueda presentar un material vegetal, en este caso, el clavel. Por tanto, para 

los programas de hibridación es importante que se evalúe el material que está siendo 

generado bajo las condiciones propias del  cultivo del clavel, para llegar a una evaluación 

más acertada al respecto y que permita la diferenciación clara entre los materiales 

resistentes y los susceptibles.  

 

La mayoría de casos de enfermedad que se reportan son causados por siembra de material 

infectado, que a su vez infesta el sustrato ó el suelo (Cevallos, 1990), siendo este un 

almacén importante de inóculo potencial. Por esa razón, no sobra realizar ensayos con 

diversas concentraciones de inóculo del patógeno, aunque parezcan estas muy altas o muy 

bajas, puesto que según Ben-Yephet et al (1996ª) (1997) en el suelo se puede hallar al 

patógeno en concentraciones desde 10
3 hasta 105 y después de una temporada de 
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producción puede llegar a aumentar hasta una concentración de 10
8 (Ben-Yephet et al 

1997).   

 

Para el caso de la Sabana de Bogotá, García et al (1995) reporta que a una profundidad de 

25cm en el suelo, es posible encontrar una concentración del patógeno de casi 3 x103 y 

entre los 26 y  50cm de profundidad la concentración disminuye a 1x10
3. Por tanto, someter 

al material vegetal a todo tipo de pruebas permitirá caracterizar mejor la resistencia ó 

susceptibilidad que presente. 

 

En las fincas productoras de clavel, acostumbran a hacer aplicaciones semanales durante 16 

semanas, con rotación de productos químicos, independiente del desarrollo o no de 

síntomas e independiente de la susceptibilidad ó resistencia de la variedad. En adelante, la 

frecuencia de las aplicaciones disminuye. 16 semanas, son 4 meses, tiempo del inicio del 

primer pico de producción donde se requiere que  la planta esté sana para el corte, y más 

aún, que el tallo de la flor no presente infestación (Rozo, 2009. Comunicación personal).  

 

Teniendo en cuenta, el avance del patógeno, sobretodo para la variedad Kaly, conviene 

recomendar que al momento de la siembra no solo se realicen aplicaciones de fungicidas en 

el suelo, aplicando fungicidas de tipo sistémico a los esquejes que se siembra, para evitar 

infestación del sustrato por presencia del patógeno en el esqueje, y como es lógico, para 

evitar la progresión de la enfermedad. Según la escala de sintomatología, en la semana 10, 

la planta no presenta afección en lugares diferentes a la base del tallo, sin embargo como se 

evidenció, casi la totalidad del tallo está ya colonizado. Si no se contrarresta este avance de 

manera rápida, y si se tienen condiciones de temperatura permisivas para el patógeno, 

puede que difícilmente la variedad llegue a primer pico de producción, ó quizás ya esté 

muy afectada para ese momento.  

La aplicación de fungicidas y  el empleo de variedades resistentes junto con un monitoreo 

constante de las condiciones de temperatura que presenta el invernadero, puede ser una 

estrategia conjunta que lograría  disminuir no solo la incidencia de la enfermedad, sino los 

costos de protección que demanda el cultivo.  Realizando estudios donde se combinen 
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dosificación de fungicidas con diferentes temperaturas, y se determine su efecto en el 

avance y severidad del patógeno, se podría generar un esquema de control de la marchitez 

vascular, puesto que se podría establecer, acorde a la concentración del patógeno y las 

condiciones de temperatura, si es necesaria o no la aplicación de fungicidas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. CONCLUSIONES 
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 Las progenies de los cruces UM226 x Candy, A255 x Havanna y UM227 x Candy, en 

general, no mostraron una sintomatología severa posterior  a la inoculación con el 

patógeno F.  oxysporum f. sp. dianthi. La respuesta que presentaron frente al 

patógeno se caracterizó por un desarrollo leve de la enfermedad ó ausencia de 

síntomas  en algunos casos. 

 

 El cruce A255 x Havanna, fue el único cruce que presentó 0% de individuos 

susceptibles. El patógeno logró ingresar en el 55% de las líneas experimentales, 

pero la severidad alcanzó al nivel 1, es decir, síntomas visibles solo en el primer 

tercio. 

 

 La progenie del cruce UM226 x Candy posee el mayor porcentaje de líneas 

experimentales altamente resistentes con un 48% de líneas que impidieron el 

desarrollo de síntomas. 

 

 El menor porcentaje de líneas altamente resistentes lo posee el cruce UM227 x Candy 

con un 27%. La mayoría de la población, es resistente, es decir, permite el ingreso 

del patógeno y un desarrollo de síntomas hasta el 25-50% de la planta. 

 

 Los mecanismos de reconocimiento y confinamiento a nivel de raíz y tallo en la 

variedad Kaly, son ineficientes para contrarrestar el avance del patógeno y la 

aparición de síntomas. Prueba de esto, la detección temprana del patógeno en los 

aislamientos en medio de cultivo y la falta de generación de mecanismos de defensa 

como oclusión de vasos ó deposito en las paredes de los mismos, para evitar la 

diseminación del hongo. Por tal razón, en esta variedad el hongo avanzó más rápido 

y colonizó una mayor parte de la planta. 

 La variedad Candy mostró evidencia de colonización fúngica desde el día 30 de la 

evaluación. Al final del ensayo,  en el día 70, el patógeno  había avanzado  un 40% 

a lo largo del tallo. Los procesos de detección y confinamiento del patógeno, son 
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más rápidos, efectivos y precisos, comparados con los que presenta Kaly, logrando 

así un retraso en el avance y colonización del patógeno. 

 

 La evaluación de tipo histológico reveló que el depósito de gomas, geles y demás 

compuestos defensivos, se presentan en menor número y actúan de una manera 

poco eficiente en la variedad Kaly. La lentitud en el reconocimiento y confinación 

del patógeno en la variedad Kaly, se constata con la observación de respuesta de 

defensa concreta, hasta el día 55 de evaluación.  

 

  La tinción con Safranina-Fast Green y  la tinción PAS, permitieron una mejor 

observación del hongo. La tinción con Azul alcián �PAS, provee una diferenciación  

mejor del tejido xilemático, del resto de tejidos vegetales. Los depósitos, gomas y 

geles, fueron apreciados con todas las tinciones realizadas. 

 

 La tinción con la técnica de plata-metenamina de Groccot, mostró capacidad para 

diferenciar los carbohidratos en el tejido vegetal, sin embargo requiere de un mayor 

tiempo de estandarización, en el tiempo de permanencia en el horno con la solución 

de plata-metenamina y el uso de los colorantes usados, para generar un mejor 

contraste y determinar con mayor claridad qué elementos pueden corresponder a 

estructuras fúngicas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. SUGERENCIAS 
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1. Usar escalas que discriminen entre la resistencia a la penetración por parte del 

patógeno  y la resistencia a la aparición de síntomas. Así se podrán establecer con 

mayor claridad categorías de severidad  y no se subestimará la información que se 

obtenga. 

 

2. Para asegurar la limpieza del material en los ensayos de resistencia, la propagación in 

vitro puede ser usada como una alternativa apropiada. Sin embargo, puede consumir 

bastante tiempo y dependiendo del comportamiento que presente la variedad ó 

hibrido propagado por este medio, puede no resultar exitosa en cuanto al número de 

clones que lleguen a fase de campo. Se sugiere entonces, usar la propagación in 

vitro para la producción de las plantas madre y a partir de esta, generar los clones 

necesarios para la evaluación, mediante la obtención de esquejes 

 

3. El realizar de nuevo los cruces evaluados, usar más de tres repeticiones por individuo 

evaluado, y evaluar a los parentales de manera simultánea con los descendientes, 

podría servir para caracterizar mejor estos tipos de cruce porque se podría comparar 

si lo visto en este primer ensayo es un comportamiento estable, y permitiría 

establecer si en la progenie existen individuos que superan a los parentales ó si hay 

una tendencia marcada hacia uno de ellos. Sin embargo, se recomienda continuar 

con el trabajo ya iniciado y realizar autofecundaciones del material de cada cruce 

que continúa en el invernadero. Las proporciones que se obtengan, aportarán un 

poco más a la construcción del conocimiento de los mecanismos de herencia de la 

resistencia en clavel. 
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1. Medio de cultivo usado para la micropropagación vegetal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Protocolo de tinción Safranina-Fast Green(Modificado por Triana, 2009) 

 

1. Desparafinización en xilol con dos cambios cada uno de 5 minutos 

2. Hidratación de la muestra desde isopropanol, pasando por alcohol al 96%, 

alcohol al 80%, alcohol al 70% alcohol al 60%, alcohol al 50% y agua destilada, 

con una duración de 5 minutos en cada uno. 

3. Tinción con safranina durante 24 horas. La solución madre está al 1% m/v. La 

solución de trabajo usada para la tinción está dada en una relación 1:1 solución 

madre: etanol. 

4. 2 ciclos de diez pases  en alcohol al 96 %. 

5. Tinción con Fast Green ( Fast Green al 0.5%; 50% aceite de clavos y 50% de 

etanol absoluto) durante 15 minutos. 

REACTIVO CANTIDAD 

Ácido Bórico 6.2mg/l 

Cloruro de Calcio anhidro 332.2mg/l 

Cloruro de Cobalto 6 H2O 0.025mg/l 

Sulfato Cúprico 5 H2O 0.025mg/l 

EDTA 2 H2O disódico 37.26mg/l 

Sulfato Ferroso 7 H2O 27.8mg/l 

Sulfato de Manganeso 16.9mg/l 

Ácido Molíbdico 0.25mg/l 

Ioduro de Potasio 0.83mg/l 

Sulfato de Zinc 7 H2O 8.6mg/l 

Sulfato de Manganeso anhidro 180.7mg/l 

Glicina 2mg/l 

Ácido Nicotínico 0.5mg/l 

Tiamina HCl 0.1mg/l 

Pyridoxina 0.5mg/l 

Nitrato de Amonio 1.65g/l 

Nitrato de potasio 1.9g/l 

Myoinositol 0.1g/l 

Fosfato de Potasio 0.17g/l 

Azúcar 30g/l 
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6. Aclaración en solución diferenciadora 1. 10 pases ( 50% aceite  de clavos, 25% 

xilol, 25% alcohol al 96%). 

7. Aclaración en solución  diferenciadora 2. 10 pases. (50% alcohol al 96%, 50% 

xilol). 

8. Aclaración en solución diferenciadora 3. 10 pases. ( Xilol). 

9. Montaje en resina de las láminas. 

 

3. Protocolo de tinción Ácido periódico de Schiff (PAS)  

1. Desparafinización en xilol con dos cambios cada uno de 5 minutos 

2. Hidratación de la muestra desde isopropanol, pasando por alcohol al 96%, 

alcohol al 80%, alcohol al 70% alcohol al 60%, alcohol al 50% y agua destilada, 

con una duración de 5 minutos en cada uno. 

3. Oxidar en solución de ácido periódico al 5% durante 5 minutos. 

4. Enjuagar con agua destilada. 

5. Colocar reactivo de Schiff de Coleman por 15 minutos. 

6. Lavar con agua corriente tibia por 10 minutos 

7. Contrastar con hematoxilina de Harris durante 6 minutos.  

8. Lavar con agua corriente por 15 minutos. 

9. Deshidratar y aclarar en alcohol  al 96%, Isopropanol y Xilol. 10 pases en cada 

uno. 

10. Montaje de las láminas en resina. 

 

4. Protocolo de tinción Azul Alcián �PAS. pH 2,5. 

El azul Alcián pH 2,5 se prepara tomando 1g de azul Alcián 8GX, en 100ml de ácido 

acético al 3% 

1. Desparafinización en xilol con dos cambios cada uno de 5 minutos 

2. Hidratación de la muestra desde isopropanol, pasando por alcohol al 96%, 

alcohol al 80%, alcohol al 70% alcohol al 60%, alcohol al 50% y agua destilada, 

con una duración de 5 minutos en cada uno. 

3. Teñir con la solución de azul Alcián 8GX (pH2,5) por 30 minutos 

     

pdfMachine by Broadgun Software  

 

pdfMachine es una aplicación que genera fácilmente archivos PDF de alta calidad.  

 

¡Obtenga su copia! 

http://www.pdfmachine.com?cl


 

 

 

 

 

94 

 

4. Lavar con agua corriente pro 5 minutos. 

5. Colocar en solución de ácido periódico al 1% por 10 minutos. 

6. Lavar con agua corriente por 10 minutos. 

7. Colocar en la solución del reactivo de Schiff Coleman por 5 minutos. 

8. Lavar con agua tibia por 10 minutos. 

9. Deshidratar y aclarar en alcohol al 96%, Isopropanol, y Xilol durante 2 minutos 

en cada uno. 

10. Montar las láminas en resina. 

 

5. Protocolo de tinción de  metenamina-nitrato de plata de Groccot. 

 

La solución matriz de nitrato de plata metenamina se prepara con 5ml de nitrato de plata 

al 5% y 100ml de metenamina al 3%. Conservese a 4°C.  La solución de trabajo se 

realiza tomando 25ml de la solución madre, 25ml de agua destilada y 2ml de bórax al 

5%. Por lo general no se trabajan volúmenes tan altos y se usa la solución de trabajo, 

fresca, es decir, hecha el día en que se hace la tinción.  

1. Desparafinización en xilol con dos cambios cada uno de 5 minutos 

2. Hidratación de la muestra desde isopropanol, pasando por alcohol al 96%, 

alcohol al 80%, alcohol al 70% alcohol al 60%, alcohol al 50% y agua destilada, 

con una duración de 5 minutos en cada uno. 

3. Oxidar con una solución fresca de ácido crómico al 4% durante una hora. 

4. Lavar con agua corriente. 

5. Colocar en una solución de bisulfito de sodio al 1% durante 1 minuto. 

6. Lavar con agua corriente por 5 minutos. 

7. Enjuagar con agua destilada. 

8. Colocar en una mezcla de solución de trabajo de plata metenamina en el horno a 

una temperatura de 60°C durante 45 minutos. 

9. Enjuagar con agua destilada 

10. Matizar con cloruro de oro al 0,1% durante 5 minutos 

11. Enjuagar con agua destilada. 
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12. Colocar en una solución de tiosulfato de sodio por 5 minutos 

13. Lavar con agua destilada 

14. Contrastar con solución verde brillante al 0.% por 30 segundos. 

15. Deshidratar y aclarar en alcohol al 96%, Isopropanol, y Xilol durante 2 minutos 

en cada uno. 

16. Montar las láminas en resina. 

6. Tabla toma de datos cruce A255 x Havanna 

 

7. Tabla toma de datos cruce UM226 x Candy 

CRUCE UM226 X 

CANDY Escala de síntoma 

Línea 

experimental Clon # 

Semana 

1 

Semana 

2 

Semana 

3 

Semana 

4 

Semana 

5 

Semana 

8 

Semana 

12 

Semana 

17 

1 0 0 0 0 1 1 1 2 

UC1 2 0 0 0 0 0 0 0 1 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 

CRUCE A255 X HAVANNA Escala de síntoma 

Línea experimental 

Semana 

1 

Semana 

2 

Semana 

3 Semana 4 Semana 5 

Semana 

8 

Semana 

12 Semana 17 

1 0 0 0 0 0 1 1 1 

2 0 0 0 0 0 1 1 1 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 1 1 1 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 

11 0 0 0 0 0 1 1 1 

12 0 0 0 0 0 1 1 1 

13 0 0 0 0 0 0 1 1 

14 0 0 0 0 0 1 1 1 

15 0 0 0 0 0 1 1 1 

16 0 0 0 0 0 0 0 0 

17 0 0 0 0 0 0 1 1 

18 0 0 0 0 0 0 0 1 

19 0 0 0 0 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 1 1 1 1 
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2 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 2 

UC3 2 0 0 0 0 0 0 0 2 

1 0 0 0 0 1 1 1 1 

2 0 0 0 0 1 1 1 2 

UC4 3 0 0 0 0 0 0 1 1 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 

UC5 2 0 0 0 0 0 0 1 2 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 1 1 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 

UC6 4 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 

UC7 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 

UC8 4 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 1 

2 0 0 0 0 0 0 1 1 

UC9 3 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 1 

UC10 2 0 0 0 0 0 1 1 1 

1 0 0 0 0 0 0 1 3 

UC12 2 0 0 0 0 0 1 1 3 

UC15 1 0 0 0 0 0 0 0 1 

1 0 0 0 0 1 1 1 2 

UC16 2 0 0 0 0 0 0 1 1 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 

UC17 2 0 0 0 0 0 0 0 0 
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8. Tabla de toma de datos del cruce UM227 x Candy 

 

 

 

21 0 0 0 0 0 0 0 0 

22 0 0 0 0 0 0 0 0 

23 0 0 0 0 0 0 1 1 

24 0 0 0 0 1 1 2 2 

25 0 0 0 0 0 0 1 2 

26 0 0 0 0 0 0 0 0 

27 0 0 0 0 0 0 0 1 

28 0 0 0 0 0 0 0 3 

29 0 0 0 0 1 2 2 4 

30 0 0 0 0 1 1 2 2 

31 0 0 0 0 0 2 2 2 

32 0 0 0 0 1 1 1 2 

33 0 0 0 0 0 0 1 1 

34 0 0 0 0 0 1 1 2 

35 0 0 0 0 0 1 1 1 

36 0 0 0 0 0 0 0 3 

37 0 0 0 0 0 0 0 0 

38 0 0 0 0 0 0 0 0 

39 0 0 0 0 0 2 3 3 

40 0 0 0 0 0 0 0 0 

CRUCE 

UM227 X 

CANDY Escala de síntoma 

Línea 

experimental Semana 1 

Semana 

2 

Semana 

3 

Semana 

4 

Semana 

5 

Semana 

8 

Semana 

12 

Semana 

17 

1 0 0 0 0 0 1 1 1 

2 0 0 0 0 0 1 1 2 

3 0 0 0 0 1 1 1 1 

4 0 0 0 0 0 1 1 2 

5 0 0 0 0 1 1 1 1 

6 0 0 0 0 1 1 1 1 

7 0 0 0 0 0 0 1 1 

8 0 0 0 0 0 1 1 2 

9 0 0 0 0 1 1 1 1 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 

11 0 0 0 0 1 1 1 1 

12 0 0 0 0 0 2 2 2 

13 0 0 0 0 0 1 1 1 

14 0 0 0 0 1 1 2 2 

15 0 0 0 0 0 0 2 2 

16 0 0 0 0 1 0 0 0 

17 0 0 0 0 1 1 2 2 

18 0 0 0 0 1 2 2 2 

19 0 0 0 0 0 0 0 2 

20 0 0 0 0 1 1 1 1 
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41 0 0 0 0 0 0 0 0 

42 0 0 0 0 0 0 0 0 

43 0 0 0 0 0 0 2 2 

44 0 0 0 0 0 0 0 0 

45 0 0 0 0 0 1 1 1 

46 0 0 0 0 1 1 1 1 

47 0 0 0 0 0 0 1 1 

48 0 0 0 0 0 1 1 1 

49 0 0 0 0 0 0 1 1 

50 0 0 0 0 1 1 1 1 

51 0 0 0 0 0 0 0 0 

52 0 0 0 0 0 1 1 1 

53 0 0 0 0 0 0 0 0 

54 0 0 0 0 0 0 0 2 

55 0 0 0 0 0 1 1 1 

56 0 0 0 0 0 0 0 2 

57 0 0 0 0 0 0 0 0 

58 0 0 0 0 1 1 1 1 

59 0 0 0 0 0 1 1 1 

60 0 0 0 0 0 0 0 2 

61 0 0 0 0 0 0 0 0 

62 0 0 0 0 0 0 1 3 

63 0 0 0 0 1 1 1 1 

64 0 0 0 0 0 1 1 1 

65 0 0 0 0 0 0 0 0 

66 0 0 0 0 1 1 1 1 

67 0 0 0 0 0 0 0 0 

68 0 0 0 0 0 0 0 0 

69 0 0 0 0 0 0 0 0 

70 0 0 0 0 0 2 2 2 
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